UNIVERSITE DE NANTES

FACULTE DE MEDECINE

Année 2009
N° 160

MEMOIRE DU DIPLOME D’ETUDES SPECIALISEES
DE BIOLOGIE MEDICALE

Conformément aux dispositions du décret 90-810 du 10 septembre 1990 tient lieu de :

THESE
pour le

DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN MEDECINE
(Diplome d’Etudes Spécialisées de Biologie Médicale)

par

Olivia BEAUDOUX

née le 17 février 1981 a Reims

présentée et soutenue publiquement le 19 octobre 2009

EPIDEMIOLOGIE ET CARACTERISATION MOLECULAIRE
DES SOUCHES DE KLEBSIELLA OXYTOCA
ISOLEES EN 2006-2007 AU CHU DE NANTES

Président : Monsieur le Professeur Frangois RAFFI
Directeur de these : Monsieur le Docteur Stéphane CORVEC



Sommaire

SOMMAIRE
TABLE DES ABREVIATIONS ...ttt 4
LISTE DES TABLEAUX ...ttt 5
LISTE DES FIGURES........oo ittt 6
INTRODUGCTION ...ttt e et e st e e s bb e e e be e e e beeesnnes 7
PARTIE | : GENERALITES SUR KLEBSIELLA OXYTOCA.......cooi e 9
| TAXONOMIE ET PHYLOGENIE .....cooo i 10
1 DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE ......oooiiiec e 14
1.1 Diagnostic de famille ... 14
] B2 B T To g TS (Tl o [0 [=T o - S SSRRSRO 14
1.3 DiIagnoStiC A’ @SPECE. .. .eeiueiiurieitieiiiesiee it tee ettt re e n e neesnee s 14
[1.3.1 Caractéres DIOChIMIQUES .........coeiiiiieicc e 14
11.3.1.1 CaraCteres POSITITS. .....cviiiiiiirec s 14
11.3.1.2 Diagnostic diffErentiel ...... ..o 15
[1.3.2 CaraCtereS CUIUMAUX ........ccvevirierieieiiiie et 16
[1.3.3  Caracteres MOIECUIAITES. .........ccoeiiiiiieiie e 18
11.3.3.1 Analyse de PARNI 10S ..ot 18
11.3.3.2 ANAlYSE AU JENE TPOB......c.oiieiic et reenes 19
Il HABITAT ET POUVOIR PATHOGENE ..ot 19
1.1 Klebsiella oxytoca : bactérie et outil de préservation de I’environnement ...... 19
1.2 Klebsiella oxytoca : espéce commensale et pathogéne opportuniste................ 20
[11.2.1 Facteurs de pathOgENICItE ..........ccoveiieiiiic e 20
11.2.1.1 T 1001 o] T T 20
1.2.1.2 I o o LS =P 21
111.2.1.3 La résistance a la bactéricidie du SEIUM ........coeeiiiiiinieeeee e 21
11.2.1.4 LS SIABIOPNOTES ..ot ettt re s 21
111.2.1.5 LS EXOTOXINES ...ttt ettt r ettt nn 21
111.2.1.6 Les endotoxines et le lipopolysaccharide (LPS)........ccccooviievieiiciee e 21
1.2.1.7 Les autres enzymes DACLEFIENNES ........cocviiriiiie et 22
1.2.1.7.1 0 3 ¢ 1SR 22
11.2.1.7.2 LS EXOPIOLEINES ... .cvetieieiciiieeeieste et 22
[11.2.2  ESPECE COMMENSAIE.......cuiiiieieeiccteecie ettt ere s 22
[11.2.3  POUVOIr PAtNOGENE. .....c.eiiieiiiecieeee e 22
111.2.3.1 LeS INFECHIONS UMNAITES ..ottt 23
111.2.3.2 Les infections PUIMONAITES ..........ccviieiie et 23
111.2.3.3 Les infections digestives et hEpatobiliaires. ..........ccovvviveiiiiineiiciese e, 23
111.2.3.3.1 Les colites hémorragiques post-antibiotiqUeS ..........cccvvevvevieieiereie e, 23
111.2.3.3.2 Les infections hépatobiliaires ..., 24
111.2.3.4 LS DACTEITEMIES ...ttt b 24
111.2.3.5 Les endocardites et autres infections cardiaqUeS ...........ccoereereneienienersen e, 25
111.2.3.6 Les fasciites nécrosantes et autres infections CULANEES ..........ccoevveieneieieneic e, 25
111.2.3.7 Les épidémies dues & Klebsiella OXYtOCA. ........cccerieirereiiieieice e 25
PARTIE Il : RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES........ccce i 26
I LES B-LACTAMASES ...ttt sre e e e rea e 27
.1 Mode d’action des B-1aCtamMaSES ........cceieririiiiininieeee e 27




Sommaire

.2 Les classifications des B-1aCtamases ...........ccooviiiririiiieicieiee e 28

[.2.1  Laclassification de AMDIEr.........ccooiiiiiiiiiiee e 28

1.2.1.1 CIASSE A oottt bbb R bbb e bttt be s 28

1.2.1.2 CIASSE B ..ttt ettt bbbt Rt s b e be b reene e 30

1.2.1.3 (O - T USROS 30

1.2.14 (O3 T I USSR 30

I.2.2  LaClassification de Bush-Jacobi-Medeiros...........cccoovvereiiiininininienen, 30

1.3  La B-lactamase de Klebsiella OXYtOCA ..........ccevueiieiieiiiiieie e 31

[.3.1  DENOMINALION ....vviieieiieie ettt 31

[.3.2  Le géne de la B-1actamase, Dlaoxy .. .cervreriieriniieiieie e 31

1.3.2.1 La séquence nucléotidique du geNe Blagyy ... ererrreerieriereiesiese s s 31

1.3.2.2 Homologie avec les génes d’autres B-1aCtamases .......ccocvveiivireiiiineisne e 32

1.3.3  Laséquence peptidique OXY ..ot 33

1.3.4  Les groupes et sous-groupes de la B-lactamase OXY ........ccccceevevvereiinnnnnn 36

1.3.4.1 Les 6 groupes (de OXY=-1 8 OXY=6) .....courireiirireinienieinesiee et 36

1.3.4.2 Les sous-groupes (de OXY-1-1 8 OXY=6-4) .....ccccerirereiineneiinienieisesee e 36

1.3.4.21 Selon les points iISOEIECTIIQUES .........coveiiireiiereece e 36

1.3.4.2.2 Selon les séquences nucléotidiques et peptidiques du gene blagyy .............. 36

1.3.4.3 Epidémiologie des groupes et SouS-groupes OXY ......cccccevererienesesiesiieseeseseesressesnens 37

1.3.5  Localisation plasmidique du géne codant pour la f-lactamase OXY .......... 38

I RESISTANCE AUX B-LACTAMINES .......ccoi oot 38
1.1  Résistance naturelle aux B-1aCtamings ...........ccccocviviiiniiiiiici e 38

[1.1.1 Expression a bas niveau de la B-lactamase OXY .......ccccccevvveveiveieeiesinennn, 38

[1.1.2  Les mutations chromosomiques du géne blaoxy.....cccovvevvevvereiiieiveiecieinn, 38

11.1.2.1 Les mutations dans la région promotrice du géne blagxy «....ccovvereereneieieneinenecen, 38

11.1.2.2 Les mutations dans les régions codantes du gene Blagxy «.eeeeeererrereererrerereseseeeeanes 42

1.2  Résistance acquise aux B-1aCtamines ...........cccooeiereiiniiiinie i 43
11.2.1  Classe A : B-lactamases a spectre étendu (BLSE)........cccooevrereiineieieennn 43

[1.2.2  Classe B : Carbapenemases........ccouiierieirerieiee e 44

[1.2.3  Classe C : CEPhalOSPOIINASES. .....cceueivereeiirierieeeiesieriee st 44

111 RESISTANCE AUX AUTRES FAMILLES D’ANTIBIOTIQUES ...........c.cc........ 45
.1 Résistance aux qUINOIONES ..........ccuiiieiieiiiic e 45

1.2 AULTES aNtIDIOtIQUES. ....cveieieieeecie et 45

1.3 RESISTANCE QUX DIOCIUES ..ot 46

IV EPIDEMIOLOGIE DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES.................... 46
Iv.1 RESISTANCE BN EUMOPE .. .oveieeiei s 46

V.2 RESISTANCE BN FIANCE ....ecvieeieiecie et 46
PARTIE 11l : MATERIEL ET METHODES........co oo 48
I OBJECTIFS DE LPETUDKE ...ttt navanan e e e e 49
I SOUCHES BACTERIENNES ETUDIEES.........ccooiiiiiieeee e 50
HIT METHODES ... ettt sttt beenne e 52
.1 Sensibilité aux antiDIOtIQUES.........ccviviiice e 52
[11.1.1  Choix des antibiotiQUES .........cceeiieiiiciiece s 52

[11.1.2 MOGE OPEIALOITE ...ttt 52

1.2 Etude du promoteur par biologie moléculaire............ccooevvviiiienniniscen, 52
[11.2.1 Extraction de I’ADN bactérien : méthode rapide par ebullition .................. 52



Sommaire

[11.2.2 AMPHITICALION ..o e s 53

[11.2.3  Analyse du produit d’amplification par S€qUENCAZE ..........cccvvvrvireerrireennnns 54

1.3 Etude du géne blapxy de la B-1actamase ........ccccovveiieiieiiiene e 54

1.4 Typage MOIECUIAITE ........ccuveie e e 55
11.4.1.1 « Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus »-PCR..........ccccocvrvininniinineinen, 55

111.4.1.2  Typage par électrophorése en champs PUISES .........ccoeieririeiirnieienisee e 55

PARTIE IV I RESULTATS L.ttt 57
| EPIDEMIOLOGIE DES SOUCHES ETUDIEES............ccoooiiiiii e 58
1 ETUDE DE LA SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES. ... 59
111 ETUDE DU PROMOTEUR DU GENE BLAQXY -+t tetitteriieaiieiieiieesieeniee e 61
IV ETUDE DU GENE BLApxy DE LA B-LACTAMASE ......ccooiiiiiiieeee, 62
V' TYPAGE MOLECULAIRE .....coo ettt e s 68
V.1 ERIC Z2-PCR.cc ittt annes 68

V.2 Electrophorese en champs PUISES..........ccciviiiiie i 69
PARTIE V I DISCUSSION ...ttt 70
CONCLUSION ...ttt e e e s bb e e e be e e e bb e e abbeeanseeennes 81
BIBLIOGRAPHIE ...ttt e snae e e e e e nne e e e nan e 82
ANNEXE ... e e e e e e e e e e e e e e e r e e e arrr e e e 95



Table des Abréviations

TABLE DES ABREVIATIONS

AA Acide aminé

ADH Arginine di-hydrolase

ADN Acide désoxyribonucléique

ARNTr Acide ribonucléique ribosomal

BLSE B-lactamase a spectre étendu

CA-SFM  Comité de I’antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
CMI Concentration Minimale Inhibitrice

ddNTP didésoxyribonucléotide
GBEA Guide de Bonne Exécution des Analyses

LDC Lysine décarboxylase
MH Mueller-Hinton (gélose de)
oDC Ornithine-décarboxylase

ONERBA Observatoire National de I’Epidémiologie de la Résistance Bactérienne aux
Antibiotiques
ONPG O-nitrophényl-p-D-galactopyranoside

Pb Paire de bases

PCR Polymerase chain reaction
PM Poids moléculaire

VP Voges-Proskauer (réaction de)

Abréviations des antibiotiques utilisés

AMC Amoxicilline + acide clavulanique
AMX Amoxicilline
ATM Aztréonam
CAZ Ceftazidime
CF Céfalotine
CRO Ceftriaxone
CTX Céfotaxime
CXM Céfuroxime
Ccz Céfazoline
FOX Céfoxitine
TIC Ticarcilline

Code international des acides aminés

A (Ala) Alanine M (Met)  Méthionine
C (Cys) Cystéine N (Asn)  Asparagine
D (Asp) Acide aspartique P (Pro)  Proline

E (Glu) Acide glutamique Q (GIn)  Glutamine

F (Phe) Phénylalanine R (Arg)  Arginine

G (Gly) Glycine S(Ser)  Sérine

H (His) Histidine T (Thr)  Thréonine

I (lle) Isoleucine V (Val) Valine

K (Lys) Lysine W (Trp)  Tryptophane
L (Leu) | eticine Y (Tyr)  Tyrosine



Liste des Tableaux

LISTE DES TABLEAUX

TABLEAU | :

TABLEAU Il :
TABLEAU Il :

TABLEAU IV :

TABLEAU V :

TABLEAU VI :

TABLEAU VII :
TABLEAU VIII :

TABLEAU IX:

TABLEAU X :

TABLEAU XI :

TABLEAU XII :
TABLEAU XIII :

TABLEAU X1V :
TABLEAU XV :
TABLEAU XVI :

TABLEAU XVII :

TABLEAU XVIII :

TABLEAU XIX :

TABLEAU XX :

CHRONOLOGIE DES CLASSIFICATIONS PROPOSEES POUR LES ESPECES DU

GENRE KLEBSIELLA ...eiitveeiitieeeitteeeitteeestteeesaeeesetaeesssaessnnnessneessnneesnneesnsenens 13
CARACTERES GENERAUX DES ENTEROBACTERIACEAE .......cccuveeiivieeevreesveenn 14
TESTS BIOCHIMIQUES ET CULTURAUX DISCRIMINANTS ENTRE K. OXYTOCA ET
RAOQULTELLA INDOLE-POSITIF. ...uutttiieeeieeeisiiiittereeeeeeesesanrsseeeseesssssnsssssseeeas 16
TESTS D’IDENTIFICATION BIOCHIMIQUE DES KLEBSIELLA SP. ET DES
RAOULTELLA SP. PAR LA GALERIE API 20E® ..., 17
COLORATION DES COLONIES CULTIVEES SUR DES MILIEUX CHROMOGENES EN
FONCTION DES ESPECES BACTERIENNES ......ccciiuiiiiieeeitieesitreeesrreesiseeesnseeeanns 18
LES BASES DES PRINCIPALES CLASSIFICATIONS DES B-LACTAMASES SELON
LEURS AUTEURS .. .ceiiitteeiitteesiteeesteeesibeeesteeessaeeessteessseeessseesssssessssessssssesanses 28

LES DEUX CLASSIFICATIONS DES B-LACTAMASES LES PLUS UTILISEES....... 29
ACIDES AMINES CONSERVES DES B-LACTAMASES DE CLASSE A SELON

AMBLER ..oiiiie i ettt e s e e e e e e r e e e e e e e e r e e e e e e e a e bbb r e e aaaeaaaans 31
SEQUENCE PEPTIDIQUE DU SITE ACTIF DE OXY COMPAREE AUX ENZYMES
D AUTRES BACTERIES ...uttviiiiieeiiiiiitiieeeeeeesssesisbeeeeeseessssnastsreeeeesesssssnnssssensens 34
FORCE DU PROMOTEUR DU GENE BLAoxy SELON LES SEQUENCES
NUCLEOTIDIQUES DES BOITES 10 ET =35 .iiiiiiiiiiic e 39
SENSIBILITE AUX PRINCIPAUX ANTIBIOTIQUES DE SOUCHES HOSPITALIERES
DE K. OXYTOCA ISOLEES EN FRANCEEN 1999 ......cccocoiiiiiiiiee e, 47
EVOLUTION DE LA SENSIBILITE DE K. OXYTOCA EN FRANCE...........ccuvvve.... 47
CMI A L’EGARD DE DIFFERENTES B-LACTAMINES EN MILIEU LIQUIDE
(VITEK®) POUR LES 45 SOUCHES ETUDIEES .....cccviiieerieenreenieeeneesnesneesnnens 51
AMORCES UTILISEES POUR L’ETUDE DU PROMOTEUR DU GENE BLAQXY ....... 53
AMORCES UTILISEES POUR L’ETUDE DU GENE BLAQXY «vvtvrrrererrrererrrerereeeeeens 54

PROPORTION DE K. OXYTOCA HYPERPRODUCTRICES ISOLEES PAR SERVICE . 58
CMI A L’EGARD DE DIFFERENTES B-LACTAMINES EN MILIEU GELOSE DE

MUELLER HINTON POUR LES 45 SOUCHES DE L’ETUDE.......ccccvveeeiiivreeeenne 60
SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES DES BOITES -10 ET -35 DES PROMOTEURS DES
SOUCHES ETUDIEES ....cctvieeeeitteeeeeittteeeeeitteeeessttseeessesseeeesansreeessansssesssnsseneesas 61
RECAPITULATIF DES  CARACTERISTIQUES  BACTERIOLOGIQUES  ET
GENETIQUES DES 45 SOUCHES.........ciiiittiteteeee e e seittreeee e e e e s s stabrree e e e e e e snannens 67
SERVICE ET DATE D’ISOLEMENT DES SOUCHES OXY-2-7 CLASSEES PAR
ORDRE CHRONOLOGIQUE ....ccciiiiiiiieiiee ettt ettt ettt eeee e ee e e ee e e ee e e aeeeeens 69




Liste des Figures

LISTE DES FIGURES

FIGURE1 :
FIGURE 2:
FIGURE 3::

FIGURE 4 :
FIGURES :

FIGUREG :
FIGURE 7 :

FIGURE 8 :

FIGURE9:

FIGURE 10:

FIGURE 11 :

FIGURE 12 :
FIGURE 13 :

FIGURE 14 :

FIGURE 15 :

FIGURE 16 :
FIGURE 17 :

FIGURE 18 :
FIGURE 19 :

FIGURE 20 :

CULTURE BACTERIENNE SUR GELOSE CHROMOGENE URISELECT® .......ovvvevennen. 18
LE NOYAU B-LACTAME ....etiiitiiiiiiieaieee st e stneesbeeesibe e e sibe e s ssseeasnneessnseesnnneeanneens 27
INACTIVATION DES B-LACTAMINES (SUBSTRATS) PAR UNE B-LACTAMASE
(SN 1= TSSO RORSPRPSR 27

SEQUENCE NUCLEOTIDIQUE DU PREMIER GENE BLAoxy SEQUENCE, BLAOXY-1-7 .. 32
ARBRE PHYLOGENIQUE DES ENTEROBACTERIACEAE EXPRIMANT LES GENES

BLAGCTX-M ET BLA XY +rrertrerutntrniueierarrntrsreierarrrsrsrersrartesrrererararrsrrrersrararrsrieneres 33
SEQUENCES PEPTIDIQUES DES ENZYMES OXY-1-1 AOXY-6-1....ccccccevveernnnne 35
ARBRE PHYLOGENETIQUE DES OXY ...oiiiiiiiiiiie sttt 37
ANTIBIOGRAMME PAR DIFFUSION EN MILIEU GELOSE D’UNE SOUCHE SAUVAGE DE
K OXYTOCA ettt ettt e e e s e sttt e e e e e e e s s st bb b b e e e eeaeessanatbrareeeeeeessans 41
ANTIBIOGRAMMES PAR DIFFUSION EN MILIEU GELOSE DE SOUCHES DE K.
OXYTOCA DE PHENOTYPE HYPEROXY ....tiiiiiiiiiiee ettt 41
ANTIBIOGRAMME PAR DIFFUSION EN MILIEU GELOSE D’UNE SOUCHE DE K.
OXYTOCA EXPRIMANT UNE BLSE .......coiiiiieiec e 44
MIGRATION EN GEL D’AGAROSE APRES AMPLIFICATION DU DEBUT DU GENE
2 N Y 22 PP PPN 62
MIGRATION EN GEL D’ AGAROSE APRES AMPLIFICATION DU GENE BLAQXY -........ 62
ARBRE PHYLOGENETIQUE DES 45 SOUCHES ETUDIEES ET DES 24 SOUS-GROUPES
DE REFERENCE .11tiiiiiieiiiiiittteeeeee e et e eeiattteeeeeeeesssstabareseeaeesssasnssbsseeeseeesssastsraseeesas 63
SEQUENCES PEPTIDIQUES DE LA B-LACTAMASE OXY DE LA SOUCHE 33 ET
(0 ) @ N TSROSO 64
SEQUENCES PEPTIDIQUES DE LA B-LACTAMASE OXY DE LA SOUCHE 15 ET
(0, Y RSO UROPPRROPP 64
SEQUENCES PEPTIDIQUES OXY DES SOUCHES 2, 14, 26, 28 ET OXY-2-8 .......... 65
SEQUENCE PEPTIDIQUE OXY DE LA SOUCHE 1 COMPAREE A LA SEQUENCE
PEPTIDIQUE OXY =29 ...ttt ettt ettt e e 66
GEL DE TYPAGE MOLECULAIRE PAR ERIC 2-PCR DE SOUCHES OXY-2-7......... 68
GEL DE TYPAGE MOLECULAIRE PAR ERIC 2-PCR POUR LES ISOLATS OXY-1-5....
.......................................................................................................................... 68
DENDROGRAMME DES SOUCHES OXY-2-7 APRES ELECTROPHORESE EN CHAMPS
PULSES ¢ttt tttteeeeetteeeeesteeeeesestt e e e e e eateeeeesbbeeeeaassbaaeeeaatseeeeaassseeeeenbeeeesansreeeeaannreeas 69




Introduction

INTRODUCTION




Introduction

L’Homme a longtemps ignoré la diversit¢ et l’importance du monde bactérien. Les
découvertes du 20°™ siécle lui ont révélé qu’il était lui-méme un « porte-bactéries ».
Omniprésentes dans les organismes humains, animaux et végetaux, elles intéragissent entre
elles et avec I’environnement. Leur évolution constante et rapide sous la pression de
I’environnement, leurs différents modes d’échange et de brassage de 1’information génétique
font de la Bactériologie une science en perpétuel renouveau. Les bactéries multirésistantes
sont la pour souligner qu’un agent pathogéne, méme bien connu, peut se révéler un ennemi
redoutable s’il en vient a se défendre contre les molécules qui le détruisaient jusqu’alors.

K. oxytoca est une entérobactérie retrouvée de fagon ubiquitaire dans 1’environnement. Elle
colonise également le tube digestif des étres humains et peut provoquer des infections
opportunistes séveres, en particulier chez les nouveau-nés (1, 2).

Depuis les années 1980, 1’utilisation des céphalosporines de troisiéme génération en milieu
hospitalier a entrainé une augmentation de la résistance aux B-lactamines de nombreuses
bactéries jusqu’alors sensibles. L’isolement de souches de K. oxytoca de sensibilité diminuée
aux céphalosporines de troisieme génération et aux monobactams a incité certaines équipes a

étudier les mécanismes impliqués.

Le principal mécanisme de résistance aux p-lactamines chez les bacilles & Gram négatif est la
production de B-lactamases. K. oxytoca posséde une B-lactamase chromosomique naturelle
nommée OXY. Cette enzyme s’exprime constitutivement a bas niveau, conférant une
résistance aux aminopénicillines et aux carboxypénicillines. Par contre, une hyperproduction
de ’enzyme provoque une résistance a toutes les pénicillines et a 1’association amoxicilline-
inhibiteur de B-lactamase, et un niveau de sensibilité variable a 1’aztréonam, aux
céphalosporines de premiére et deuxieme genérations, a la ceftriaxone, au céfotaxime et a la

ceftazidime.

Le but de notre travail était d’étudier la résistance de K. oxytoca aux p-lactamines, chez des
souches isolées au CHU de Nantes en 2006 et 2007, dont le phénotype était compatible avec

I’hyperproduction de la B-lactamase naturelle.

Dans un premier temps, une analyse phénotypique des souches de K. oxytoca
hyperproductrices a permis la détermination de concentrations minimales inhibitrices a
I’égard de différentes B-lactamines. Dans un second temps, une analyse génotypique a eté
réalisée pour caractériser les mécanismes moléculaires a I’origine de cette résistance aux [3-

lactamines.
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Partie | : Généralités sur Klebsiella oxytoca

I Taxonomie et phylogénie

A ce jour, I’espéce Klebsiella oxytoca appartient au régne des Procaryotae, au domaine des
Bacteria, au phylum des Proteobacteria, a la classe des Gammaproteobacteria, a I’ordre des
Enterobacteriales, a la famille des Enterobacteriaceae et au genre Klebsiella. Toutefois, sa
place dans la nomenclature est encore controversée.

Le genre bactérien Klebsiella a été créé en 1885 en I’honneur du microbiologiste allemand
Edwin Klebs (1834-1913), inventeur de la technique de fixation des prélevements dans la
paraffine et co-découvreur de Corynebacterium diphteriae (3). K. oxytoca a d’abord été
dénommeée Bacillus oxytocus perniciosus par Flugge et al. en 1886 (4). Dans les années 1950,
Brooke et al. ont observé que certaines souches du genre Klebsiella étaient indole-positif (5).
En 1956, Lautrop et al. ont proposé de dénommer ces souches Bacterium oxytocum mais cette
dénomination a été peu utilisée par la communauté scientifique (6, 7) et, elle ne figurait pas
dans la classification des Klebsiella proposée par Cowan et al. en 1960 (Tableau I, page 13)
(8). En 1971, Bascomb et al. ont proposé une nouvelle classification (Tableau I, page 13) ou
les souches de Klebsiella indole-positif apparaissaient sous plusieurs dénominations dont celle
de K. oxytoca (9). L’année suivante, la classification était a nouveau modifiée par Stenzel et
al., qui ont inclu les espéces du genre Oxytocum (10). En 1974, Jain et al. (11) ont distingué le
groupe Oxytocum du genre Klebsiella par hybridation ADN-ADN. Malgré cette découverte, a
cette époque, K. oxytoca était toujours considérée comme un biovar indologéne de Klebsiella
pneumoniae. K. oxytoca a recu de nombreux noms différents (K. aerogenes, K. pneumoniae,
etc...) jusqu'en 1984. A cette date, la nomenclature des Klebsiella a changé, du fait de
’utilisation de nouveaux critéres taxonomiques incluant I’hydrolyse enzymatique de certains
substrats. (12). L’espece K. oxytoca est alors apparue comme une espece a part entiere dans la
classification des especes de Klebsiella (Tableau I, page 13) (13). Parmi les différentes
classifications, la plus communément admise a la fin du vingtiéme siécle était celle d’Orskov,
dans laquelle le genre Klebsiella comprenait cing espéces : K. pneumoniae, K. oxytoca, K.
planticola (appelée aussi K. trevisanii), K. terrigena et K. ornithinolytica (13).

En 2001, un nouveau nom de genre, Raoultella, a ét¢é donné aux espéces jusqu’alors
dénommées K. ornithinolytica, K. planticola et K. terrigena (14). La justification de cette
nouvelle dénomination a été apportée par 1’¢tude des génes codant pour I’ARNr 16S et rpoB
(14). Malgré ces travaux, de nombreux auteurs ont continué a décrire sous le nom de
Klebsiella les espéces du genre Raoultella, alimentant la confusion (15, 16). Cette étude a

également montré que K. oxytoca constituait une espéce phylogénétique séparée de K.
10
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pneumoniae et des espéces du genre Raoultella (14, 17). L’hypothése selon laquelle K.
oxytoca formait un nouveau genre pour lequel il n’y avait pas encore de nomenclature était

méme clairement émise par Drancourt et al.

Les progres de la biologie moléculaire ont permis de mettre en évidence la grande diversité
génétique de I’espece K. oxytoca. Chaque technique de typage moléculaire a donné lieu a une
classification spécifique, mais toutes les classifications ont individualisé 6 groupes génétiques
majeurs chez K. oxytoca. L’étude du géne gyrA a abouti a classer les 6 groupes de Kol a
KoVI, et a dater leur ancétre commun a plusieurs dizaines de millions d’années (17). Une
seconde classification basée sur 1’étude du géne blapxy de la B-lactamase a été initiée par
Fournier et al. en 1996 (deux sous-especes) (18) puis poursuivie par Granier et al. en 2004
(trois sous-especes) (19) et Fevre et al. en 2005 (six sous-especes) (20). L’évolution du géne
blapxy semble corrélée a celle des autres genes chromosomiques dits de ménage dont le gene
gyrA (21). D’ou I’hypothése émise par Granier et al. que la B-lactamase chromosomique
pouvait avoir un role dans la vie métabolique de la bactérie en dehors de la protection vis-a-
vis de certaines B-lactamines (21, 22). Enfin, une étude génétique par PCR-MT (Melting
Profiles) a permis de distinguer 6 groupes génétiques (KoA, KoB, KoC, KoD, KoE et KoF),
selon un seuil de variabilité génétique fixé a 15 % pour qu’un groupe soit individualisé (23).
Chaque groupe était représenté a part égale sauf le groupe KoA qui représentait 28 % des 200
souches de K. oxytoca étudiées. Ces 6 groupes ont semblé présents dans les mémes

proportions depuis 50 ans (23).

Enfin, de nouvelles espéces du genre Klebsiella ont été régulierement ajoutées a la
nomenclature. En 1999, Calymmatobacterium granulomatis a été transféré dans le genre
Klebsiella et renommé K. granulomatis apres étude des génes codant pour I’ARNr 16S et du
gene phoE codant pour une porine (24). Les travaux de Boye et al. (genes codant pour
I’ARNTr 16S) et de Drancourt et al. (génes codant pour I’ARNr 16S et rpoB) ont confirmé la
parenté entre K. granulomatis et K. pneumoniae (14, 25). Mais, en l'absence d'hybridations
ADN-ADN, il était impossible de savoir si ce taxon constituait une nouvelle sous-espéce de

K. pneumoniae ou une nouvelle espéce du genre Klebsiella.

En janvier 2004, une autre nouvelle espece, K. variicola, a été individualisée au sein de
I'espéce K. pneumoniae, a partir des homologies ADN-ADN et du séquencage des genes
rpoB, phoE, gyrA, mdh, infB et nifH (26). En novembre 2004, K. singaporensis a été ajoutée a
la nomenclature, aprés séquencage des génes codant pour I’ARNTr 16S et rpoB, études du G +

C % et des hybridations ADN-ADN (27).
11
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A ce jour, le genre Klebsiella est composé des espéces K. pneumoniae, K. oxytoca, K.
variicola, K. granulomatis, K. rhinoscleromatis et K. singaporensis.

K. milletis et K. senegalensis, proposées a la nomenclature par Mbengue et al. en 2003, mais
non reconnues comme faisant partie du genre Klebsiella (28), participent aussi au
questionnement permanent concernant la taxonomie et la phylogénie du genre Klebsiella. Ces
difficultés illustrent les soucis de classification des bactéries en général, 150 ans aprés la 1%

dénomination d’une bactérie par Ferdinand Cohn (Tableau I, page 13) (3, 29).
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Tableau | : Chronologie des classifications proposées pour les espéces du genre Klebsiella

Cowan
(1960)

(®)

Bascomb
(1971)

©)

Orskov
(1984)
(13)

Carter
(1999)
(24)

Drancourt
(2001)
(14)

Rosenblueth
(2004)
(26)

Plusieurs auteurs ***
(2004 a 2009)
(27, 30)

K. pneumoniae

K. pneumoniae
sensu stricto,

sensu lato

K. pneumoniae
subsp. pneumoniae,
subsp. ozaenae et

subsp.rhinoscleromatis

K. pneumoniae
subsp. pneumoniae,
subsp. ozaenae,

subsp.rhinoscleromatis

K. pneumoniae
subsp. pneumoniae,
subsp. ozaenae,

subsp. rhinoscleromatis

K. pneumoniae
subsp. pneumoniae,
subsp. ozaenae,

subsp. rhinoscleromatis

K. pneumoniae subsp. Kpl, Kpll, Kplll

K. aerogenes K. indole positif K. oxytoca K. oxytoca K. oxytoca K. oxytoca K. oxytoca subsp.Kol, Koll et Kolll
aerogenes/oxytoca/edwardsii

K. ozaenae K. ozaenae

K. rhinoscleromatis K. rhinoscleromatis K. rhinoscleromatis

K. edwardsii K. “ groupe sans hom” K. terrigena K. terrigena Raoultella terrigena*

subsp. edwardsii, K. planticola (syn K. planticola R. planticola*

subsp. atlantae

K.trevisanii)

K. ornithinolytica

K. ornithinolytica

K. granulomatis

R. ornithinolytica*

K.granulomatis

K.granulomatis

K. variicola

K.granulomatis
K. variicola

K. singaporensis
K. milletis**

K. senegalensis**

*

**%

*k*%

Espéces reclassées dans le genre Raoultella en 2001
Espéces proposées mais non reconnues par la communauté scientifique
Plusieurs auteurs : Li et al., Mbengue et al.
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Il Diagnostic bactériologique

1.1 Diagnostic de famille

Le genre Klebsiella rassemble des bacilles a Gram négatif, assez grands (de 0,6 a 6,0 um de
longueur) se présentant de maniére isolée, ou groupés par deux ou en courtes chaines. Ce

genre posséde les caractéres genéraux des Enterobacteriaceae (Tableau I1).

Tableau Il : Caractéres généraux des Enterobacteriaceae

Bacilles a Gram négatif,

mobiles avec ciliature péritriche ou immobiles,
poussant sur milieux de culture ordinaires,
aerobies-anaérobies facultatifs,

fermentant le glucose avec ou sans production de gaz,
réduisant les nitrates en nitrites,

oxydase négatif.

1.2 Diagnostic de genre

Le diagnostic du genre Klebsiella est orienté par I’immobilité constante, le caractére muqueux

des colonies et le grand nombre de sucres fermentés (31).

Une entérobactérie immobile, capsulée, produisant du o-nitrophényl-p-D-galactopyranoside
(ONPG-positif) et présentant un test de Voges-Proskauer (VP) positif, uréase-positive, lysine
décarboxylase (LDC) positive, ornithine décarboxylase (ODC) négative et arginine di-
hydrolase (ADH) négative est trés certainement une souche du genre Klebsiella ou de son

principal diagnostic différentiel, le genre Raoultella (31, 32).

11.3 Diagnostic d’espéce

11.3.1 Caracteres biochimiques

11.3.1.1 Caracteéres positifs

En plus des réponses positives aux tests indole, o-nitrophényl-p-D-galactopyranoside
(ONPG), lysine décarboxylase (LDC), citrate, Voges-Proskauer (VP) et uréase (réaction
parfois lentement positive), K. oxytoca entraine également une réaction positive pour

I’assimilation du malonate, la synthése d’une xylosidase et celle plus aléatoire d’une
14
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tétrathionate-réductase (retrouvée chez 20 % des isolats) (33). Elle fermente de nombreux
substrats glucidiques avec production de gaz, dont le sorbose dans 100 % des cas (33). Ces
caracteres ne sont pas spécifiques a 100 % (34).

L’identification automatisée ou semi-automatisée des especes du genre Klebsiella est possible
grace a différents systémes : Vitek® (bioMérieux, Marcy 1’Etoile, France), APl 20E®, API
32E®, APl 32GN®, API 50CH® et APl 100® (bioMérieux), MicroScan® (WalkAway, Dade
Behring, Etats-Unis), etc... Les galeries utilisées en routine ne permettent pas toujours
d’identifier avec certitude les isolats cliniques de K. oxytoca (Tableau Il page 16). Monnet et
al. ont évalué a 13 % le taux d’erreur avec la galerie 20E® du systéme API (bioMérieux)
quand elle est utilisée pour I’identification des isolats cliniques de Klebsiella sp. (29).
L’identification phénotypique de R. terrigena, R. planticola et R. ornithinolytica est rendue
difficile du fait de I’absence de codage de ces espéces dans certaines galeries d’identification
(dont API 20E®). Elles peuvent étre confondues avec K. oxytoca et K. pneumoniae (29)
(Tableau 1V page 17).

11.3.1.2 Diagnostic différentiel

Les tests de production d’indole permettent de distinguer K. oxytoca (indole-positif) de K.
pneumoniae (indole-négatif). K. oxytoca fait ainsi partie avec R. ornithinolytica et R.
planticola des especes indole-positif (31). Des études ont montré que pour distinguer avec
certitude les isolats de K. oxytoca de ceux de R. planticola et de R. ornithinolytica, des tests
spécifiques étaient nécessaires incluant des tests biochimiques et des températures de
croissance différentielles : utilisation de substrats (ornithine, histamine, D-mélézitose,
dulcitol, L-tartrate, 3-O-méthyl-D-glucose, 3-hydroxybenzoate), croissance a 10°C, etc... (30,
32, 35, 36) (Tableau Ill, page 16). K. oxytoca se différencie de toutes les especes du genre
Raoultella par sa capacité a assimiler le dulcitol et le L-tartrate et par son incapacité a
assimiler le 3-O-méthyl-D-glucose (31). R. ornithinolytica est ornithine décarboxylase (ODC)
positive, contrairement a K. oxytoca et R. planticola (31). Le diagnostic différentiel entre K.
oxytoca et R. planticola est basé sur I’hydrolyse du 3-hydroxybenzoate (positive chez K.
oxytoca), et I’hydrolyse du 3-hydroxybutyrate (négative chez K. oxytoca), tests retrouvés dans
la galerie AP1 32GN® (15).
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Tableau Il :  Tests biochimigues et culturaux discriminants entre K. oxytoca et Raoultella
indole-positif.
Espéce / Tests Indole | 10°C | Histamine D-mélézitose | Ornithine
K. oxytoca + + - Vv -
R. planticola \/ + + - -
R. ornithinolytica + + + - +

+ : positif, - : négatif, V : variable

10°C : croissance bactérienne a 10°C

11.3.2 Caracteres culturaux
Aprés 24 heures d’incubation, les colonies de K. oxytoca sont rondes, plus ou moins bombées,
brillantes et muqgueuses. K. oxytoca cultive sur des milieux non enrichis, classiqguement
utilisés pour les entérobactéries : gélose trypticase soja, gélose au sang, gelose MacConkey,
gélose lactosée au pourpre de bromocrésol (BCP), gélose éosine-bleu de méthyléne (EMB),
gélose de Drigalski, etc... Sur les milieux contenant du lactose et un indicateur de pH (gélose

BCP), les colonies de K. oxytoca apparaissent lactose-positive et colorent le milieu en jaune.

Des milieux chromogénes peuvent orienter le diagnostic vers le groupe K.E.S. (Klebsiella,
Enterobacter, Serratia) (34). Les chromogénes sont des substrats artificiels incolores
incorporés dans la gélose qui libérent des composes directement visibles au niveau des
colonies bactériennes dont la couleur varie selon 1’activité enzymatique de la bactérie (Figure
1, page 18). Le groupe K .E.S. regroupe des bactéries qui possédent une [-galactosidase et
une P-glucosidase. Elles donnent une coloration franche bleue intense sur CHROMagar
Orientation®, UriSelect 4%, UTI®, et une coloration bleu-vert sur CPS ID 3® (Tableau V, page
18). La mise en évidence de bacilles Gram négatif a I’examen direct donne une forte
présomption de bactéries appartenant a ce groupe, permettant une orientation diagnostique

rapide en pratique quotidienne.
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Tableau 1V : Tests d’identification biochimique des Klebsiella sp. et des Raoultella sp. par la galerie AP1 20E®

Bactérie / Test ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT | H,S | urée | TDA |lindole | VP | GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA | OX
K. oxytoca Y T e e e
R. planticola + - \Y/ - + - + - + + - + + + + + + + + + -
R. ornithinolytica + - + + + - (+) - + | - + + + + + + + + + -
R. terrigena + - + ) \ - - - - | - + + + + + + + + + -
K. pneumoniae + - (+) - (+) - (+) - - + - + + + + + + + + + -
K. rhinoscleromatis - - - - - - - - - - - + + + + @ | ® _ + 0 .

ONPG : o-nitrophényl-p-D-galactopyranoside, ADH : arginine di-hydrolase, LDC : lysine-décarboxylase, ODC : ornithine-décarboxylase, CIT : citrate,
H,S : thiosulfate-réductase, TDA : tryptophane-désaminase, VP : VVoges-Proskauer, GEL : gélatinase, GLU : glucose, MAN : mannitol, INO : inositol, SOR : sorbitol,
RHA : rhamnose, SAC : saccharose, MEL : mélibiose, AMY : amygdaline, ARA : arabinose, OX : oxydase

+ : réaction positive > 90 % des souches bactériennes
(+) : réaction positive 60-90 %

V : variable

(-) : réaction négative 60-90 %

- : réaction négative > 90 %
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Tableau V : Coloration des colonies cultivées sur des milieux chromogénes en fonction

des espéces bactériennes

Couleur des CHROMagar CPSID 3° UriSelect 4® UTI® (Oxoid)
colonies selon le Orientation® (bioMérieux) (Bio-Rad)

milieu utilisé (BD)

Groupe Klebsiella- | Bleu-métalliqgue | Vert & brun vert, | Bleu-violet, de Bleu-pourpre, de
Enterobacter- avec ou sans halo | de grande taille | grande taille grande taille
Serratia rose, colonies de

(B-galactosidase et | grande taille
B-glucosidase)

E. coli Rose Rose a bordeaux | Rose a pourpre | Rose
(B-galactosidase)

Figure 1 : Culture bactérienne sur gélose chromogéne Urisélect®

La coloration bleue des colonies évoque une bactérie du « groupe K.E.S. » a gauche et la coloration rose une
souche appartenant a I’espéce E. coli a droite.

11.3.3 Caractéres moléculaires

11.3.3.1 Analyse de PARNr 16S

L’évolution des biotechnologies dans les années 70 et 80 a permis de classer les organismes
selon la séquence du gene codant pour I’ARNr 16S (37). Les arguments en faveur du choix de
ce gene d’environ 1500 paires de bases (pb) étaient principalement sa distribution universelle,
son homologie de fonctionnement chez tous les étres vivants, son évolution lente et la
présence en son sein de régions trés conservées et d’autres régions hypervariables (37). Dans
ces régions trés conservées, des amorces universelles ont été déterminées pour amplifier le

géne codant pour I’ARNr 16S. Malgré tout, la présence de régions variables constitue parfois
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un inconvénient par manque de sensibilité pour différencier avec certitude des bactéries
génétiqguement proches. Au milieu de I’année 2009, GenBank disposait d’environ 752
séquences d’ARNTr 16S de Klebsiella dont 132 de K. oxytoca (38).

11.3.3.2 Analyse du géne rpoB

L’ARN-polymérase est une enzyme cruciale dans le processus de transcription. Elle est
constituée de cing sous-unités. La sous-unité B, codée par le géne rpoB, permet ’activité
catalytique. Le géne rpoB est un géne universel ne présentant qu’une seule copie dans le
génome bactérien. L’identification bactérienne moléculaire par analyse de la séquence
partielle du gene rpoB est une technique réeguliérement utilisée. Elle est complémentaire de
I’analyse de la séquence du gene codant pour ’ARNr 16S. La détermination d’une région
hypervariable de 512 pb encadrée par deux régions trés conservées a permis de développer
son utilisation pour la phylogénie des entérobactéries (39).

111 Habitat et pouvoir pathogéene

K. oxytoca est une bactérie de ’environnement, isolée également chez I’Homme et les
mammifeéres. Ces différents types d’habitat expliquent en partie 1’intérét croissant porté a K.

oxytoca, tant en recherche environnementale qu’en microbiologie clinique.

I11.1 Klebsiella oxytoca: bactérie et outil de préservation de

I’environnement

K. oxytoca est une espéce ubiquitaire de I’environnement, isolée des eaux de surface (40), des
eaux usées (41), des effluents industriels (papeteries, minoteries, scieries, usines textiles), du

sol, du bois, de végétaux divers (42) et des aliments (35).

Les secteurs industriels et agricoles tentent de modifier leurs techniques de production afin de
préserver ’environnement. Les méthodes de production dites biologiques commencent a
suppléer les techniques chimiques (43). De nombreux travaux de recherche sur les
biocarburants (44, 45), les biopolymeres (46) ou la détoxification des eaux usées (41, 47)
étudient les propriétés de K. oxytoca. La recherche agronomique s’intéresse aussi a elle
comme engrais biologique (48) ou pour lutter contre certaines maladies des plantes (maladie
de la pourriture molle des tubercules, échaudure des feuilles de canne a sucre) (49, 50).
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I11.2 Klebsiella oxytoca : espece commensale et pathogéne opportuniste

I11.2.1 Facteurs de pathogénicité
K. oxytoca n’est pas systématiquement pathogéne pour I’Homme. Elle colonise 1 a 2 % de la
population sans engendrer de signes cliniques (51). Toutefois, pour des raisons encore mal
élucidées, certaines souches peuvent étre a 1’origine d’infections potentiellement graves,
souvent a point de départ urinaire ou digestif. L hypothése de 1’existence de différences entre
les souches responsables d’infections et celles non pathogenes a été émise (existence de
différents pathotypes ou pathovars). La virulence d'une bactérie se définit comme ses
propriétés a envahir et a se multiplier sur ou dans un héte, malgré les défenses que celui-ci
oppose. Les génes de virulence sont chromosomiques ou plasmidiques, souvent regroupés
sous forme d’opérons dans des régions génomiques appelées Tlots de pathogénicité (IDP), qui
peuvent €tre transmis « en bloc » d’une souche a I’autre, et méme entre especes différentes
(transfert horizontal) (52). Jusqu’a maintenant, les facteurs de virulence et les genes

correspondants ont été peu étudiés chez K. oxytoca.

111.2.1.1 Les fimbriae

Une infection débute généralement par la fixation de la bactérie sur les muqueuses. Cette
fixation évite a la bactérie d’étre éliminée par des phénoménes mécaniques tels le flux
urinaire, la toux ou les mouvements péristaltiques de lintestin. Chez K. oxytoca, les
phénomeénes d'adhérence sont dépendants des fimbriae. Elle peut produire des fimbriae de
type 1 et de type 3 (53). Les fimbriae de type 1 sont impliqués dans 1’adhérence de K. oxytoca
aux cellules épithéliales de I’arbre urinaire et participent a la physiopathologie des infections
urinaires (54). Les fimbriae de type 3 favorisent la formation des biofilms (55). La détection
de ces marqueurs de virulence repose sur 1’agglutination in vitro d’érythrocytes traités par de
I’acide tannique (56). L’hémagglutination avec les fimbriae de type 3 survient en 1’absence ou
en présence de D-Mannose. Cette caractéristique a été initialement mise en évidence chez
Klebsiella sp. (57). Le phénotype associé a été dénommé « phénotype résistant au mannose »,
et le géne codant pour les fimbriae de type 3, mrk pour « mannose resistant Klebsiella-like
hemagglutination ». Les fimbriae de type 1 sont dits «mannose-sensible », car

I’hémagglutination nécessite la présence de D-mannose (57).
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111.2.1.2 La capsule

La capsule est un facteur de virulence majeur (5, 58). Elle protege les bactéries de la
phagocytose, de I’action du complément et du pouvoir bactéricide du sérum. La majorité des
souches de K. oxytoca sont capsulées, bien qu’environ 18 % des souches en soient dépourvues
(59). Parmi les 77 antigenes capsulaires (antigenes K) décrits chez les Klebsiella, les

antigenes K55 et K66 sont les plus freguemment isolés chez K. oxytoca (59).

111.2.1.3 La résistance a la bactéricidie du sérum

Les souches de K. oxytoca ont une résistance au pouvoir bactéricide du sérum plus élevée que
les souches de K. pneumoniae (60). Le mécanisme de cette résistance n’est pas connu ; une

des hypothéses avancées étant le r6le possible de facteurs capsulaires (60).

111.2.1.4 Les sidérophores

Le fer joue un rdle essentiel dans la croissance et la multiplication bactérienne, notamment
dans la synthese de co-enzymes d’oxydo-réduction. Ainsi, la majorité des bactéries
pathogenes développent des systémes de captation du fer, dont des sidérophores. D’aprés
Podschun et al., K. oxytoca est apte a synthétiser trois sidérophores (60) : I’entérobactine
synthétisée par la grande majorité des souches, 1’aérobactine par 16 a 50 % d’entre elles et
encore plus rarement la yersiniabactine chez certaines souches hébergeant I’ilot de

pathogénicité HPI (High-Pathogenicity Island) des Yersinia sp. (61).

111.2.1.5 Les exotoxines

K. oxytoca synthétise une cytotoxine de bas poids moléculaire (moins de 1 kDa) de support
chromosomique (62). Les cytotoxines de bas poids moléculaire sont moins décrites dans la
littérature que celles de haut poids moléculaire (plus de 10 kDa), comme celles de Shigella sp.
(63) ou E. coli (63). La toxine de K. oxytoca exerce un effet cytopathogene sur les cellules
humaines HEp-2, CHO, HelLa et Vero, se traduisant par la ballonisation puis la mort
cellulaire. Chez I’animal, son injection au niveau des anses iléales et coliques de lapin
provoque un afflux liquidien dans la lumiere du tube digestif. En 2006, 100 % des souches

cliniques de K. oxytoca responsables de colite infectieuse exprimaient la cytotoxine (51).

111.2.1.6 Les endotoxines et le lipopolysaccharide (LPS)

Comme tous les bacilles a Gram négatif, K. oxytoca posséde une endotoxine (complexe lipo-

glucido-protéique) composée de 3 parties, le lipide A, le core polysaccharidique et la chaine
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latérale O. Toutefois, seule une fraction de ce complexe est réellement active
(lipopolysaccharide ou LPS) provoquant des effets physiopathologiques caractéristiques chez

1I’hote (leucopénie, réaction fébrile, voire choc anaphylactique et collapsus) (64).

111.2.1.7 Les autres enzymes bactériennes

L’équipement enzymatique particulier de K. oxytoca favorise I’envahissement des cellules
eucaryotes.

111.2.1.7.1 _L’uréase
L’uréase est une enzyme utilisant I'urée comme substrat pour produire de I’ammoniac. Les
bactéries tamponnent ainsi les milieux acides afin de s’y développer. L’uréase des Klebsiella
sp. n’a jamais été étudiée comme facteur de virulence, contrairement a celle d’autres

bactéries, par exemple le genre Proteus (65).

111.2.1.7.2 Les exoprotéines

Les systemes de sécrétion de type 2 (ou T2SS pour Type Il System Secretion) ont été
retrouvés chez de nombreuses bactéries a Gram négatif (15 genres au moins), d’apres la base
de données du National Center for Biotechnology Information (NCBI) (66). Ces T2SS sont
exprimés par certaines souches de K. oxytoca (67). lls permettent d’injecter une exoprotéine
bactérienne spécifique de K. oxytoca, la pullulanase, dans les cellules hétes. Cette protéine
déjoue les mécanismes de défenses de 1’hote pour créer une niche dans laquelle la bactérie

pathogeéne survit et se multiplie. Cette niche est appelée sécréton.

111.2.2 Espéce commensale
La recherche de K. oxytoca dans les selles a été positive chez 1,6 % des sujets sains dans une
étude portant sur 385 personnes en 2006 (51). Klebsiella sp. a également été isolée dans 34,2

% des coprocultures de patients atteints de spondylarthrite ankylosante en 1999 (68).

111.2.3 Pouvoir pathogéne
La plupart des infections & Klebsiella sp. surviennent lors d’hospitalisations. Klebsiella sp.
représente 8 % de toutes les infections bactériennes nosocomiales en Europe et aux Etats-
Unis, soit le 8™ rang des bactéries pathogénes hospitaliéres (69). K. pneumoniae est la
principale espece du genre Klebsiella responsable d’infections nosocomiales. K. oxytoca est
moins souvent isolée des prélevements biologiques humains, représentant 2 % des infections

nosocomiales en 2008 (69).
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Ces infections touchent généralement des sujets a risque (immunodéprimés ou souffrant de
pathologies chroniques : diabete, bronchopneumopathie obstructive chronique, cancer, etc...)
ou surviennent au décours d’actes invasifs (interventions neurochirurgicales, prostatectomies,
pose de cathéters, coloscopies, transfusions plaquettaires, etc...) (70).

Les infections & K. oxytoca sont diverses et le plus souvent graves (infections urinaires,
infections  suppuratives, infections biliaires, infections hépatiques, infections intra-
abdominales, bactériémies, septicémies, chocs septiques, fasciites nécrosantes, méningites,

infections respiratoires, etc...).

111.2.3.1 Les infections urinaires

Chez I’adulte, K. oxytoca est responsable de 3,9 % des infections urinaires des patients
hospitalisés, alors qu’elle est trés rarement isolée dans les infections urinaires
communautaires (Réseau AFORCOPI-BIO, 2004) (71). Chez I’enfant, elle est a I’origine de
2,1 % des pyélonéphrites (72), et de 3 % des infections urinaires récidivantes (73). Un cas
d’infection urinaire a K. oxytoca compliquée d’encéphalopathie a été décrit chez un enfant en
1998 (74).

111.2.3.2 Les infections pulmonaires

En 1983, Power et al. ont étudié les espéces de Klebsiella sp. responsables de pneumopathies
aigués. Parmi les 110 souches isolées d’expectorations ou d’hémocultures, 10 étaient des K.
oxytoca, soit environ 10 % (75). Aucune étude en faveur de son rdle pathogene dans I’arbre

respiratoire n’a été publiée depuis.

111.2.3.3 Les infections digestives et hépatobiliaires

111.2.3.3.1 Les colites hémorragiques post-antibiotiques

Le premier cas de colite hémorragique associée a la présence de K. oxytoca a été décrit en
1979 (76). Depuis, K. oxytoca a été régulierement signalée comme agent de diarrhées post-
antibiotique (77). Le tableau clinique de diarrhée aigué fébrile apparait brutalement entre le
2°™ et le 8™ jour d’un traitement antibiotique. Les spécificités cliniques sont la composante
hémorragique et les douleurs abdominales, que 1’on retrouve rarement dans les diarrhées a

Clostridium difficile (51). Une hyperleucocytose est fréquente. La radiologie de 1’abdomen
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sans préparation est en faveur d’une colite ischémique. L’examen clé est la coloscopie
étendue au colon transverse et au colon droit. L’endoscopie retrouve une muqueuse colique
droite ou transverse oedématiée, avec des zones purpuriques ou hémorragiques, mais sans
pseudomembranes. Les antibiotiques les plus souvent impliqués sont la pénicilline G,
I’ampicilline (76), I’amoxicilline (78, 79), I’association amoxicilline-acide clavulanique (78,
79), les céphalosporines de premiére génération (78), les synergistines (80-82), 1I’acide
fusidique (83). L’évolution est généralement spontanément favorable dans les 2 a 4 jours qui
suivent I’arrét de 1’antibiothérapie (79). L’intérét d’un traitement par ciprofloxacine n’est pas
clairement démontré dans la littérrature. Son indication pourrait se limiter aux formes graves
ou résistantes a 1’arrét de I’antibiotique responsable (84). La coproculture semble peu rentable
(51). L’absence de K. oxytoca ne doit pas faire éliminer le diagnostic (hypothése de
I’adhérence a la muqueuse colique (78)), et la présence de cette bactérie saprophyte de la flore
colique ne permet pas toujours d’affirmer son réle pathogene. La culture de biopsie colique
est trés sensible et constitue ’examen-clé (78). En colligeant les principales séries de la
littérature dans lesquelles une coproculture et une culture de biopsies ont été réalisées, K.
oxytoca a été isolée a partir des selles dans 1/3 des cas et a partir des biopsies coliques dans
2/3 des cas (85), voire dans tous les cas si I’examen était répété (86). L’intérét de rechercher
K. oxytoca sur milieu sélectif au méme titre que C. difficile en cas de diarrhée hémorragique

post-antibiotique reste discuté (81).

111.2.3.3.2 Les infections hépatobiliaires

D’aprés Lin et al., les infections hépatobiliaires représentent 58 % des infections a K. oxytoca
(87). Les cas rapportés dans la littérature sont rares : un cas d’abcés splénique (88) et un cas
d’abceés hépatique (89).

111.2.3.4 Les bactériémies

K. oxytoca était responsable de 1,6 % des bactériémies nosocomiales en 2004 d’aprés le
réseau Col-BVH-1996/2004 (71). En colligeant les principales études, les bactériémies a K.
oxytoca compliquent environ 2 pour 10000 hospitalisations (71, 87, 89, 90). Une pathologie

sous-jacente biliaire ou pancréatique (55 %), néoplasique (40 %) ou un diabéte (15 %) sont
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retrouvés chez 95 % des patients. La porte d’entrée est principalement urinaire (91-93), puis
digestive (94-96) ou cutanée (97). Les principales complications sont le choc septique (20 %
des cas) (70, 94) et la coagulation intravasculaire disseminée (CIVD) (5 % des cas) (71, 87,
89). La mortalité est d’environ 25 % (89).

111.2.3.5 Les endocardites et autres infections cardiaques

Les Klebsiella sp. sont responsables de 1,2 % des endocardites sur valve native et 4,1 % des
endocardites sur valve prothétique (98). K. oxytoca est encore plus rarement diagnostiquée
dans les endocardites (93, 99, 100). Un cas de myopéricardite a K. oxytoca a aussi été décrit
(101).

111.2.3.6 Les fasciites nécrosantes et autres infections cutanées

La fasciite nécrosante est une infection grave des tissus mous, engageant le pronostic vital
parfois causée par K. oxytoca (102, 103). K. oxytoca a également été décrite dans des

cellulites plantaires et de jambes (104) ou des folliculites (105, 106).

111.2.3.7 Les épidémies dues a Klebsiella oxytoca

Des épidémies dues a K. oxytoca ont été rapportées dans les services accueillant certaines
populations de patients a risque (nouveau-nés, transplantés d’organe, etc...). Les patients les
plus touchés étaient les nouveau-nés. Ces épidémies peuvent étre causées par la contamination
d’antiseptiques (107), de médicaments ou dérivés de médicaments : albumine (108), solutés
isotoniques de chlorure de sodium (109, 110), solutions de nutrition parentérale (111), solutés

pour injection intraveineuse (112), et médicaments sous forme d’aérosols (113), etc...
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| Les B-lactamases

.1 Mode d’action des f-lactamases

Les p-lactamines constituent la principale famille d’antibiotiques (environ 50 % des
molécules). Elle se compose de I’ensemble des antibiotiques dont la structure de base
comporte un noyau B-lactame (Figure 2). Elle peut étre classée en sous-groupes en fonction
de la structure du noyau de base (péname, oxapéname, péneme, céphéme, oxacéphéme,
azetididone, etc...).

Figure 2: Le noyau B-lactame
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En 1940, Abraham et al. décrivent une enzyme bactérienne capable de détruire la pénicilline.
lls la nomment pénicillinase car la structure du cycle B-lactame n’est pas encore connue
(114). La découverte d’enzymes hydrolysant d’autres B-lactamines, céphalosporines (115),
monobactams ou carbapénémes, laisse place au nom de B-lactamases. Elles constituent 1’un
des mécanismes prépondérants de résistance aux B-lactamines chez les bacilles & Gram
négatif.

Les p-lactamases sont des enzymes d’inactivation localisées au niveau de [’espace
périplasmique chez les bactéries & Gram négatif. L’inactivation enzymatique (perte de
’activité antibiotique) survient lors de 1’ouverture du cycle B-lactame (Figure 3). L’enzyme
hydrolyse le pont amide du cycle p-lactame pour donner un acyl-enzyme qui sera ensuite
dégradé en acide inactif. Les pénicillines sont dégradées en acide pénicilloique et les
céphalosporines en acide céphalosporoique.

Le support génétique des B-lactamases est chromosomique ou plasmidique.

Figure 3 : Inactivation des B-lactamines (substrats) par une B-lactamase (enzyme)
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1.2 Les classifications des -lactamases

Les B-lactamases sont nombreuses et hétérogenes, ce qui explique les difficultés rencontrées
pour les classer. Le Tableau VI résume les classifications qui se sont succédées au fur et a
mesure des avancées scientifiques. Le Tableau VII (page 29) détaille les deux classifications
les plus utilisées, celles de Ambler et celle de Bush. La classification la plus communément
admise est celle de Ambler (116). D’autres classifications existent (117-120), mais ne sont pas
d’usage courant.

Tableau VI : Les bases des principales classifications des g-lactamases selon leurs auteurs

Année et auteur Principes de chaque classification des -lactamases
1968, Sawai et al. Selon les substrats utilisés (pénicillines ou céphalosporines)
1973, Richmond et Précisent les substrats utilisés et suggerent une classification en 5 groupes
Sykes majeurs (la-d, 11, I11, IV, V)
1980, Ambler Selon le site actif (sérine ou zinc)
1981, Mitsuhachi et Ajout de la catégorie B-lactamase hydrolysant le céfuroxime ou
Inoue céfuroximase

Selon les substrats utilisés et la réaction a 'EDTA ; corrélation des

1989, Bush

caractéristiques fonctionnelles et moléculaires

Completent la classification de Bush, en utilisant les propriétés
1995, Bush, Jacoby, et biochimiques, la structure moléculaire et la séquence nucléotidique ;
Medeiros suggerent une classification en 4 groupes basée sur le spectre d'activité et
d'autres caractéristiques fonctionnelles.

1.2.1 La classification de Ambler
La premiére classification basée sur des critéres scientifiques a été proposée en 1980 par
Ambler (121). Les classes A des sérine-enzymes et B des métallo-p-lactamases ont été
décrites a cette époque. La classe C correspondant aux céphalosporinases (sérine-enzymes) a
été décrite en 1981 par Jaurin et Grunstrom (122). La classe D regroupant les oxacillinases a
été dissociée des autres classes de sérine-enzymes au milieu des années 90 (123). Les classes
les plus fréquemment rencontrées en pratique quotidienne sont les classes A et C. Cette
classification est la plus utilisée en pratiqgue médicale. Elle tient compte des analogies de

séquence peptidique, en particulier celles du site actif de I’enzyme.

1.2.1.1 Classe A

La classe A comprend des enzymes a sérine-active inhibées par I’acide clavulanique et

hydrolysant préférentiellement les pénicillines et a un moindre degré les céphalosporines.
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: Les deux classifications des B-lactamases les plus utilisées

Classification de Ambler [162]

Type d’enzyme et mécanisme d’hydrolyse

Exemples d’enzymes

Classe A pénicillinases TEM, SHV, PC1, CTX-M, KPC-1, OXY
Classe B métallo-B-lactamases (Zinc) GIM ; SIM, AIM, IMP-1, VIM-1

Classe C céphalosporinases AmpC, CMY, ACT, MOX, ACC, FOX
Classe D oxacillinases OXA

Classification de Bush-Jacoby-Medeiros [163]

Groupe 1

céphalosporinases
hydrolyse des céphalosporines a large spectre

AmpC, CMY, ACT, MIR

Groupe 2

2a pénicillinase PC1 de S. aureus

2b pénicillinase de haut niveau TEM-1, SHV-1, TEM-2

2be BLSE SHV-2, TEM-10, CTX-M, OXY
2br résistance aux inhibiteurs TEM, TRI, TEM-30, TEM-31
2c hydrolyse de la carbénécilline PSE

2d hydrolyse de I'oxacilline OXA

2e céphalosporinases inhibées par acide clavulanique  FEC-1

2f carbapénemases KPC-1, SME-1

Groupe 3 métallo-B-lactamases IMP-1, VIM-1

hydrolyse de I'imipénéme inhibée par 'EDTA,
résistance a acide clavulanique
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Le support génétique est chromosomique ou plasmidique. Cette classe comprend notamment
des B-lactamases de type TEM, SHV, CTX-M, KPC et OXY.

1.2.1.2 Classe B

Elle comprend des meétallo-enzymes comportant un atome de zinc divalent, inactivant
I’ensemble des B-lactamines, y compris les carbapénémes. Elles restent insensibles a 1’action
de I’acide clavulanique. Le support génétique est chromosomique ou plasmidique. Leur

activité est inhibée in vitro par ’EDTA.

1.2.1.3 Classe C

La classe C est constituée d’enzymes a sérine-active, les céphalosporinases. Elles inactivent
les céphalosporines (C1G + C2G + C3G) et restent insensibles a I’acide clavulanique. Le

support génétique est chromosomique ou plasmidique.

1.2.1.4 Classe D

Cette classe comprend des enzymes a sérine-active. Elle comprend des enzymes de type OXA
de spectre parfois tres différent. Elles inactivent les pénicillines et plus particulierement

I’oxacilline et ses dérivés.

1.2.2 La Classification de Bush-Jacobi-Medeiros

Cette classification fonctionnelle proposée en 1989 a été remise a jour en 1995 (124). Elle
reflete fidelement le spectre d’hydrolyse des enzymes, prenant en compte le profil de substrat
ainsi que le profil d’inhibition. Elle reste malgré tout peu utilisée en pratique médicale.

Le Groupe 1 correspond a des céphalosporinases chromosomiques peu inhibées par 1’acide
clavulanique.

Le Groupe 2 se compose de pénicillinases, oxacillinases et carbapénémases chromosomiques
ou plasmidiques, en général inhibées par 1’acide clavulanique. En 1995, en raison de
I’augmentation du nombre de dérivés des p-lactamases TEM et SHV, différents groupes de
préfixe « 2b » ont été ajoutés: les groupes 2be (B-lactamases a spectre étendu), 2br (B-
lactamases dérivant du groupe 2b avec une affinité réduite pour 1’acide clavulanique) et le
groupe 2f (carbapénemases inhibées par 1’acide clavulanique et possédant un site actif a

sérine).
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Le Groupe 3 comprend des métallo-B-enzymes en général retrouvées chez les Pseudomonas
sp., Bacteroides sp. et Serratia marcescens, peu inhibées par 1’acide clavulanique mais
inhibées in vitro par ’EDTA.

Malgré son support chromosomique, la p-lactamase OXY de K. oxytoca est classée dans le
groupe 2be avec les BLSE, en raison de son profil de sensibilité aux antibiotiques et de

I’aspect (de fausse image) de synergie avec I’acide clavulanique.

1.3 La B-lactamase de Klebsiella oxytoca

1.3.1 Dénomination
K. oxytoca exprime constitutivement une B-lactamase chromosomique de type pénicillinase
appartenant a la Classe A de Ambler et au Groupe 2be de la classification de Bush, d’abord
appelée K1 (125, 126), puis KOXY (127). Elle est maintenant nommeée OXY (18).

Les acides aminés conservés de cette -lactamase sont présentés dans le Tableau VIII (116).

Tableau VIII : Acides aminés conservés des B-lactamases de classe A selon Ambler

Position* 48 (46) 49 (47) 50(48) 51(49) 52(50) 53(51) 72(70) 73 (71) 74(72) 75(73)
Acide aminé conservé G \Y A L | N S T S K
Position* 107 (106) 113 (112) 168 (167) 212 (211) 236 (233) 237 (234) 238 (235)

Acide aminé conservé W K E w K T G

* Position selon la séquence d’acides aminés (en gras) et selon Ambler (entre parenthéses)

1.3.2 Le gene de la p-lactamase, blagxy

1.3.2.1 La séquence nucléotidique du gene blapxy

Le gene de la B-lactamase de K. oxytoca nommé blapxy a été cloné et séquencé en 1989 (22).
Cette premiére séquence (illustrée par la Figure 4, page 32) comptait 961 pb. Le promoteur du
gene blapxy est composé de 2 régions principales, les boites -35 (site de reconnaissance de
I’ ARN-polymérase) et -10 (site de liaison de I’ARN-polymérase, appelé aussi boite Pribnow)
(128). Le site d’initiation de la transcription est une cytosine située 26 nucléotides avant le
codon start ATG. Le site de fixation du ribosome (ou RBS pour Ribosome Binding Site) est le

site d’initiation de la traduction (129).
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Figure 4 : Séquence nucléotidique du premier gene blapxy séquencé, blaoxy-1.7

___ GAATTCCATCATCGACATAGTGCTTGTCAAAAGCGCGGGAGTCGCGGATAATCCGGGEBAGCTC
ATCACTATCAAGGAGTCTGAGATGTTGAAAAGTTCGTGGCGTAAAACCGCCCTGATGGCCGCCGCC
GCCGTTCCGCTGCTGCTGGCGAGCGGTTCATTATGGGCCAGTGCCGATGCTATCCAGCAAAAGCTG
GCTGATTTAGAAAAACGTTCCGGCGGTCGGCTGGGCGTAGCGCTGATTAACACGGCAGATGATTCG
CAAACCCTCTATCGCGGCGATGAACGTTTTGCCATGTGCAGCACCGGTAAAGTGATGGCCGCCGCC
GCGGTGTTAAAACAGAGCGAAAGCAATCCAGAGGTGGTGAATAAAAGGCTGGAGATTAAAAAATC
GGATTTAGTGGTCTGGAGCCCGATCACCGAAAAACATCTGCAAAGCGGAATGACCCTGGCGGAAC
TCAGCGCGGCGGCGCTGCAGTACAGCGACAATACCGCGATGAATAAGATGATTAGCTACCTTGGC
GGACCGGAAAAGGTGACCGCATTCGCCCAGAGTATCGGGGATGTCACTTTTCGTCTCGATCGTACG
GAGCCGGCGCTGAACAGCGCGATTCCCGGCGATAAGCGCGATACCACCACCCCGTTGGCGATGGC
CGAAAGCCTGCGCAAGCTGACGCTGGGCAATGCGCTGGGCGAACAGCAGCGCGCCCAGTTAGTGA
CGTGGCTAAAAGGCAATACCACCGGCGGGCAAAGCATTCGCGCAGGCCTGCCCGCAAGCTGGGCG
GTCGGGGATAAAACCGGCGCCGGAGATTACGGCACCACCAACGATATTGCGGTGATCTGGCCGGA
AAATCATGCCCCGCTGGTGCTGGTGACCTATTTTACCCAGCCGCAGCAGGATGCGAAAAGCCGCAA
AGAGGTGTTAGCCGCGGCGGCAAAAATCGTCACCGAAGGGCTTTAACCCGGGAACAGGCCCGTTC
TGCAACACTCTGCGCTTTGTTTCCCCGGTGGTCGTGCGCTGACCGGGCTACGGGTTCCCCGCCGTCT
GCGGACCGGTAGCCCGGACAGATGCGCAGCATG

Le codon initiateur ATG (souligné en gras) est précédée par un promoteur dont les deux régions d’importance
sont les boites -35 (TTGTCA, soulignée par un double trait) et -10 (GATAAT, soulignée par un double trait en
pointillé). Le site d’initiation de la transcription est une cytosine (surlignée en gris). Le site de fixation du
ribosome (AGGAGT) est souligné d’un trait simple.

1.3.2.2 Homologie avec les génes d’autres B-lactamases

Les B-lactamases OXY sont phylogénétiquement proches des B-lactamases chromosomiques
de Kluyvera ascorbata (KLUA-1) et K. cryocescens (KLUC-1) (16) (Figure 5, page 33).
MEN-1, premiere CTX-M plasmidique décrite, présente 72 % de similitude avec la f-
lactamase de K. oxytoca (130). La CTX-M plasmidique Toho-1, autre CTX-M, et OXY
présentent une homologie de 73 % (18). Cette proximité phylogénétique est liée aux
progéniteurs des CTX-M qui dériveraient des B-lactamases chromosomiques de K. ascorbata
et K. cryocescens (131, 132).

L’homologie entre OXY et les B-lactamases chromosomiques SHV-1 et LEN de K.
pneumoniae est d’environ 45 % alors que les 2 especes sont classées dans le méme genre
bactérien (22). L’homologie entre OXY et les B-lactamases chromosomiques ORN-1 et PLA-
1 des Raoultella sp. et les B-lactamases plasmidiques de type SHV, TEM et CARB est faible
(< 40 %) (18).
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Figure 5 : Arbre phylogénique des Enterobacteriaceae exprimant les génes blacrx.m et blaoxy

acassionNoor  Genotype  Species
clinical isolate No

FAT7398  CKO-1

i M. - S oy
AF3I21608 Sed-1

ViTTis
“ whavoirass
sl avoizasz  bOXY-1
Avo77484
=% Av077486
l’LAJenm OXY-6
AJBTI8T2  OXY-S
L ——avorrasr  oxy
156

s AFaTISTT
11

—

o

140
§175
JHavorrass
151
fyi23
) sz
173
177
178

18
AY055208

- AF491278

L
1] + AF518567
e, AF174129

1o AB176534

o B g
» AF324458 HugaA

L .bossar K1

Les différentes enzymes OXY de K. oxytoca sont entourées par un trait pointillé.

1.3.3 Laséquence peptidiqgue OXY

La séquence peptidiqgue OXY comporte 288 (OXY-3), 290 (OXY-2, OXY-4 et OXY-5) ou
291 aminoacides (OXY-1 et OXY-6) soulignant une certaine diversité génétique au sein de
I’espece (Figure 6, page 35) (20). Les comparaisons de séquences peptidiques ont montré
I'existence de motifs (séquences courtes en acides aminés) souvents conservés ou
partiellement dégénérés, propres a chaque classe de B-lactamases (A, B, C, D). Ces motifs
sont présents dans le site actif et interviennent dans l'activité catalytique de maniere directe ou
indirecte. Les boites | a VII (133) et les boucles SDN (134) et Omega (135) correspondent a
des acides amines tres conserves chez les B-lactamases de classe A. lls sont identiques pour
tous les groupes OXY.

Le pouvoir catalytique de I’enzyme est li¢ a la présence d’acides aminés conservés. Certains
acides amingés, situés a proximité de I’une des boites décrites par Joris et al. (133) ou de la
boucle SDN (Sérine-Acide Aspartique-Asparagine) (134) participent a D’activité des p-

lactamases de classe A mais n’ont pas été étudiés spécifiquement pour la B-lactamase OXY.
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Selon la numérotation de Ambler (116), il s’agit des Arginine-43, Acide Glutamique-104,
Sérine-130, Asparagine-164, Acide Glutamique-166, Acide Aspartique-179, Glutamine-205,
Lysine-234, Alanine-237, Glycine-238, Acide Glutamique-240 et Glycine-242 (22, 116, 136).
La Thréonine-138 semble impliquée dans I’hydrolyse du céfotaxime (137). La séquence
consensus des B-lactamases de classe A, -Phe-AA-AA-AA-Ser-AA-AA-Lys- (138), située
entre les positions 66 et 73 (numérotation de Ambler) chez K. oxytoca, a été comparée a celles
d’autres bactéries Gram négatif (Tableau IX). Elle constitue le principal site actif d’hydrolyse

des B-lactamines, notamment par 1’intermédiaire de la Sérine 70 (133).

Tableau IX :  Séquence peptidique du site actif de OXY comparée aux enzymes

d’autres bactéries

PHE—ALA—MET—CYS—SER—THR—GLY—LYS

Position des acides aminés* 68 (66) 69 (67) 70 (68) 71 (69) 72 (70) 73 (71) 74 (72) 75 (73)

K. oxytoca (18) PHE | ALA MET CVS [ SER | THR| SER | LYS
K. pneumoniae (139) PHE | PRO MET VAL | SER |.THR. PHE | LYS
E. coli (140) PHE |[GLU GLY || SER [ vAL SER | Lvs
E. cloacae (141) PHE ||oLu [(LEuJ| oLy | sER | ILE  SER | Lvs
P. aeruginosa (138) PHE [lGLU | ILE |GLY )| SER | VAL SER | Lys

PHE : phénylalanine, ALA : alanine, MET : méthionine, CYS : cystéine, SER : sérine, THR : thréoning,
GLY : glycine, LYS: lysine, PRO : proline, VAL : valine, GLU : acide glutamique, LEU : leucine,
ILE : isoleucine

*Position selon la séquence d’acides aminés en gras et selon Ambler entre parentheéses
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Figure 6 : Séquences peptidigues des enzymes OXY-1-1 a OXY-6-1

Boite |

OXY-1-1 MLKSSWRKTALMAAAAVPLLLASGSLWASADA IQQKLADLEKRSGGRLGVALINTADDSQ
OXY-2-1 MLKSSWRKSALMAAAAVPLLLASGSLWASADA IQQKLADLEKRSGGRLGVALINTADDSQ
OXY-2-7 MLKSSWRKSALMAAA--VPLLLASGSLWASADTLQQKLADLEKRSGGRLGVALINTADDSQ
OXY-3-1 MLKSSWRKTALMAAA--VPLLLASGSLWASADA IQQKLADLEKHSGGRLGVALINTADDSQ
OXY-4-1 M IKTSWRKSAL IAAA—LPLLLCSSSLWANA--- IQQKLADLEKSTGGRLGVALINTTDNSQ
OXY-5-1 M IKSSWRK IAMLAAA—VPLLLASGALWASTDAIHQKLTDLEKRSGGRLGVALINTADNSQ
OXY-6-1 M IKSSWRK IAMLAAA—VPLLLASGALWASTDAIHQKLTDLEKRSGGRLGVALINTADNSQ

Boite Il Boite 111 Boite 1V

OXY-1-1 TLYRGDERFAMCSTGKVMAAAAVLKQSESNPEVVNKRLEIKKSDLVVWSPITEKHLQSGM
OXY-2-1 TLYRGDERFAMCSTGKVMAAAAVLKQSESHPDVVNKRLEIKKSDLVVWSPITEKHLQSGM
OXY-2-7 TLYRGDERFAMCSTGKVMAAAAVLKQSESHPDVVNKRLEIKKSDLVVWSPITEKHLQSGM
OXY-3-1 TLYRGDERFAMCSTGKVMAAAAVLKQSESNPEVVNKRLEIKKADLVVWSPITEKHLQSGM
OXY-4-1 | LYRGDERFAMCSTGKVMAAAAVLKQSESNKDVVNKRLEIKASDLVVWSPVTEKHLQSGM
OXY-5-1 | LYRGDERFAMCSTSKVMAAAAVLKQSESNKEVVNKRLEINAADLVVWSPITEKHLQSGM
OXY-6-1 | LYRGDERFAMCSTSKVMAAAAVLKQSESNKEVVNKRLEINAADLVVWSPITEKHLQSGM

Boucle SDN Boite V Boucle Omega
OXY-1-1 TLAELSAAALQYSDNTAMNKMISYLGGPEKVTAFAQSIGDVTFRLDRTEPALNSAIPGDK

OXY-2-1 TLAELSAAALQYSDNTAMNKMISYLGGPEKVTAFAQSIGDVTFRLDRTEPALNSAIPGDK
OXY-2-7 TLAELSAAALQYSDNTAMNK IIGYLGGPEKVTAFAQSIGDVTFRLDRMEPALNSAIPGDK

OXY-3-1 TLAELSAAALQYSDNTAMNK IIGYLGGPEKVTAFAQSIGDVTFRLDRMEPALNSAIPGDK
OXY-4-1 TLAELSAAALQYSDNTAMNKMIGYLGGPEKVTAFARSIGDVTFRLDRTEPALNTAIPGDE
OXY-5-1 TLAELSAATLQYSDNTAMNL | IGYLGGPEKVTAFAHSIGDATFRLDRTERPTLNTAIPGDE
OXY-6-1 TLAELSAATLQYSDNTAMNL | IGYLGGPEKVTAFARSIGDATFRLDRTEPTLNTAIPGDE

Boite VI Boite VII

OXY-1-1 RDTTTPLAMAESLRKLTLGNALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPASWAVGDKTGA
OXY-2-1 RDTTTPLAMAESLRKLTLGNALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPASWAVGDKTGA
OXY-2-7 RDTTTPLAMAESLRKLTLGNALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPASWAVGDKTGG
OXY-3-1 RDTTTPLAMAESLRKLTLGNALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPASWAVGDKTGA
OXY-4-1 RDTTTPLAMAESLHKLTLGNALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPASWVVGDKTGA
OXY-5-1 RDTSTPLAMAESLRKLTLGDALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPESWVVGDKTGA
OXY-6-1 RDTSTPLAMAESLRKLTLGDALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPESWVVGDKTGA

OXY-1-1 GDYGTTNDIAVIWPENHAPLVLVTYFTQPQQDAKSRKEVLAAAAKIVTEGL
OXY-2-1 GDYGTTNDIAVIWPENHAPLVLVTYFTQPQQDAKSRKEVLAAAAKIVTEGL
OXY-2-7 GDYGTTNDIAVIWPENHAPLVLVTYFTQPQQDAKSRKEVLAAAAKIVTEGL
OXY-3-1 GDYGTTNDIAVIWPENHAPLVLVTYFTQPQQDAKSRKEVLAAAAKIVTEGL
OXY-4-1 GDYGTTNDIAVIWPENHAPLVLVTYFTQPLQDAKSRKDVLAAAAKIVTEGL
OXY-5-1 GDYGTTNDIAVIWPEDHAPLVLVTYFTQPQQDAKNRKEVLAAAAKIVTEGL
OXY-G-l GDYGTTNDIAVIWPEDHAPLVLVTYFTQPQQDAKNRKEVLAAAAKIVTEGL
Les boites | a VII sont soulignées par un trait fin, les boucles SDN et Oméga par un trait épais et la séquence du
site actif (FAMCST(S/G)K) est surlignée en gris.
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1.3.4 Les groupes et sous-groupes de la p-lactamase OXY

1.3.4.1 Les 6 groupes (de OXY-1 a OXY-6)

La diversité des séquences nucléotidiques des souches de K. oxytoca a permis de décrire
différents groupes de genes codant pour les enzymes OXY. En 1996, Fournier et al. ont
distingué 2 groupes de génes blapxy-1 et blapxy-2 avec une similarité nucléotidique de 87 %
(18). En 2003, Granier et al. ont ajouté les groupes blapxy-3 et blapxy-4 qui présentaient des
similarités nucléotidiques respectivement de 85 % et 84 % avec blapxy-1 et de 95 % et 86 %
avec blapxy-2 (142). En 2005, 2 nouveaux groupes blapxy ont été décrits par Févre et al.,
blaoxy-s et blapxy-s, sur la base de leur séquence nucléotidique. Févre et al. ont également
confirmé ’existence de 6 principaux groupes génétiques chez K. oxytoca en comparant les
séquences du gene blapxy de la B-lactamase chromosomique et de plusieurs genes de ménage
(genes codant pour I’ARNr 16S et rpoB, gyrA, gapDH) (20).

1.3.4.2 Les sous-groupes (de OXY-1-1 8 OXY-6-4)

1.3.4.2.1 Selon les points isoélectrigues

La technique de focalisation isoélectrique a été la 1°® technique utilisée par Fournier et al.
pour différencier les sous-groupes génétiques du gene blapxy. (136, 143). Dans le groupe
OXY-1, les B-lactamases de pl 7.5, pl 7.1, pl 8.2 et pl 8.8 ont été nommeées respectivement
OXY-1-1, OXY-1-2, OXY-1-3 et OXY-1-4. Dans le groupe OXY-2, les B-lactamases de pl
5.2, pl 5.7, pl 6.4 et pl 6.8 ont été nommeées respectivement OXY-2-1, OXY-2-2, OXY-2-3 et
OXY-2-4.

1.3.4.2.2 Selon les séquences nucléotidiques et peptidiques du géne blagxy

En 1997, quatre sous-groupes ont été individualisés dans le groupe OXY-1 (OXY-1-1 a
OXY-1-4) et quatre dans le groupe OXY-2 (OXY-2-1 a OXY-2-4), par analyse
phylogénétique a partir de souches cliniques isolées en France par Fournier et Roy (136).
Puis, en 2005, vingt-trois sous-groupes ont été décrits, a partir de souches de référence et de
souches cliniques isolées dans une dizaine de pays (France, Italie, Espagne, Suisse)(20). Févre
et al. les ont classés selon les principes de la nomenclature internationale (Figure 7, page 37)
(144). Ainsi, chaque substitution de séquence peptidique a défini un nouveau sous-groupe
OXY par rapport au sous-groupe de référence (20). Le tableau de ces variants de la f-
lactamase OXY est consultable en ligne (145).

Les sous-groupes définis par Fournier et ceux définis par Févre ne sont pas comparables. Seul

le sous-groupe 1-1 reste inchangé. Actuellement, la classification de référence est celle de
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Fevre et al. Ainsi, les nouveaux variants sont intégres a cette classification, comme OXY-2-9,
décrit par Kristo et al. en 2009 (146).

Figure 7 : Arbre phylogénétiqgue des OXY

Cet arbre phylogénétique a été réalisé par Févre et al. Il illustre la proximité génétique des groupes OXY-1,
OXY-4, OXY-5 et OXY-6, par rapport aux groupes OXY-2 et OXY-3.

1.3.4.3 Epidémiologie des groupes et sous-groupes OXY

En 1996, la classification de Fournier et al. ne comportait que les groupes OXY-1 et OXY-2
dont les sous-groupes ne correspondaient pas exactement aux sous-groupes actuels. Fournier
et al. ont étudié 26 souches cliniques sensibles et 45 souches résistantes a 1’atréonam (18). La
répartition des goupes et sous-groupes était identique pour les 2 populations (sensibles et
résistantes). Le groupe le plus fréqguemment isolé était le groupe blaoxy-» (53 %), fréquence
confirmée par d’autres études (129, 136). Le sous-groupe le plus fréquemment retrouvé était
le sous-groupe blapxy-1-1 (sous-groupe OXY-1-1 actuel) (42 %). Le sous-groupe le plus
représente dans le groupe 2 était le sous-groupe 2-1 (sous-groupe 2-7 de Févre et al) (31 %).

Depuis la description de la classification en 6 groupes blapxy par Févre et al en 2005 aucune

enquéte épidémiologique n’a été réalisée.
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1.3.5 Localisation plasmidique du géne codant pour la p-lactamase OXY
Récemment, en 2009, Gonzales-Lopez et al. ont mis en évidence un plasmide codant pour le
géne blapxy chez deux espéces différentes d’entérobactéries possédant déja une B-lactamase
naturelle chromosomique, K. oxytoca et K. pneumoniae (147). Plusieurs p-lactamases
plasmidiques (SHV, CTX-M, AmpC, etc...) dérivent de B-lactamases chromosomiques. La
localisation plasmidique facilite la diffusion de ces marqueurs de résistance aux antibiotiques.
Le support plasmidique de la B-lactamase OXY risque de faciliter sa transmission horizontale
a d’autres especes bactériennes compliquant la détection (importance des techniques

génotypiques) et I’épidémiologie des B-lactamases OXY.

Il Reésistance aux B-lactamines

1.1 Résistance naturelle aux p-lactamines

11.1.1 Expression a bas niveau de la p-lactamase OXY

Les souches sauvages de K. oxytoca produisent a bas niveau I’enzyme chromosomique OXY
(148). Cet enzyme confere une résistance aux aminopeénicillines (amoxicilline) et aux
carboxypénicillines (ticarcilline) (149). L’activité de ces antibiotiques est restaurée en
présence d’inhibiteur de B-lactamase tel que I’acide clavulanique (sensibilité pour les
associations amoxicilline-acide clavulanique et ticarcilline-acide clavulanique). Chez ces
souches, les céphalosporines, les monobactams et les carbapénemes demeurent sensibles

(Figure 8, page 41).

11.1.2 Les mutations chromosomiques du gene blaoxy
Différentes mutations ont été décrites, d’une part dans la région promotrice (129, 148) et,

d’autre part, dans la région codante du géne blapxy (150, 151).

11.1.2.1 Les mutations dans la région promotrice du gene blaoxy

Bien que moins souvent rencontrée en pathologie infectieuse humaine que K. pneumoniae, K.
oxytoca fait 1’objet d’un intérét particulier depuis 1980 en raison de son phénotype de
résistance particulier aux B-lactamines (152, 153). Lors des premiers essais thérapeutiques de
I’aztréonam, certaines souches de K. oxytoca se caractérisaient par une diminution de
sensibilité a cette molécule (154). Dix a 20 % des souches de K. oxytoca développent un haut

niveau de résistance a I’aztréonam (148, 155). En 1994, Fournier et al. ont démontré que la
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résistance a ’aztréonam était liée a des mutations dans la région promotrice du géne blaoxy
(129, 148). Ces mutations augmentent le niveau d’expression de OXY. Le phénotype de
résistance est dénommé « hyperOXY ». En effet, 95 % des souches résistantes présentent une
mutation dans la boite -10, et 5 % dans la boite -35. La mutation la plus fréquente (67 %) est
la substitution G> A de la cinquiéme base de la boite -10. Dans 27 % des cas, la substitution
G->T de la premiére base de la boite -10 est détectée, et la substitution T->A de la quatrieme
base de la boite -35 est moins fréquente (Tableau X). Enfin, les doubles mutations sont encore
plus rarement décrites. Des mutations en dehors de ces régions existent, mais ne semblent pas
intervenir dans le phénoméne d’hyperproduction (156). La force du promoteur est augmentéee
par les mutations décrites dans les boites -35 et -10 (Tableau X). Les mutations simples
multiplient la force du promoteur d’un facteur 4 a 20 et les doubles mutations d’un facteur 15
a 60 (156). L’augmentation de la force du promoteur conduit a une hyperproduction de la -
lactamase chromosomique dont le niveau est variable selon la mutation (augmentation d’un
facteur 70 a 220 environ) (128, 157). La mutation G>T de la premiére base de la boite -10
entraine une production plus importante d’enzyme (augmentation d’un facteur 200) que les
deux autres mutations. La mutation G>A de la 5°™ base de la boite -10 du promoteur
augmente d’environ 13 fois le niveau d’expression de la B-lactamase OXY (128, 129). La
force du promoteur est également dépendante de la distance entre les boites -35 et -10. Une
distance de 17 pb est classiqguement retrouvée chez K. oxytoca (156). Une souche
recombinante d’E. coli exprimant le gene blapxy et dont la distance entre les boites -35 et -10
était de 16 pb a montré une diminution de 9 fois de la force de son promoteur par rapport a la

méme souche recombinante pour laquelle la distance était de 17 pb (156).

Tableau X : Force du promoteur du gene blaoxy selon les séqguences nucléotidiques des
boites -10 et -35.

Région Promoteur sauvage Promoteur muté Fréquence Force du promoteur
-35 TTGTCA TTGACA <5% X4a9
X 20 (blaoxy-1)
-10 GATAGT TATAGT 27 %
X5 (blaoxy_g)
GATAAT 67 % X4a9

Cette augmentation du niveau d’expression de la B-lactamase chromosomique se traduit in
vitro par :
- une résistance de haut niveau aux pénicillines, aux céphalosporines de premiére et

deuxiéme génération,
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- une résistance de niveau variable a certaines céphalosporines a large spectre
(ceftriaxone et céfotaxime) et & I’aztréonam. Une image de synergie peut étre détectée
entre les céphalosporines de troisieme génération ou 1’aztréonam et [’acide
clavulanique. 11 s’agit d’une fausse synergie et, in vivo, les souches hyperOXY
doivent étre considérées comme résistantes a toutes les associations B-lactamines et
inhibiteurs de p-lactamases (158).

Jusqu’a récemment, ces souches demeuraient sensibles a la ceftazidime. Or en 2008, des
souches résistantes a la ceftazidime par production d’un variant OXY-2 ont été décrites par
Rodriguez-Martinez et al. (159). Cette réesistance a également été rapportée en 2009, liée a
I’hyperproduction de 1’enzyme chromosomique (157, 159). La sensibilité des souches
hyperproductrices de K. oxytoca vis-a-vis d’une nouvelle céphalosporine a large spectre, le
ceftobiprole (BAL 9141), a aussi été étudiée (157). Ces souches étaient 350 fois plus
résistantes que des souches sauvages. Le risque de sélectionner des souches hyperproductrices
présentes dans la flore digestive des sujets sains a été souligné en cas d’utilisation de cet

antibiotique.

Les arguments diagnostiques en faveur d’une souche hyperOXY (Figure 9, page 41) sont :

une CMI tres élevée au céfuroxime (158) + a la ceftriaxone, £ au céfépime

(augmentation d’un facteur 230) (136, 157, 160).

- une CMI modéremment élevée a la ceftazidime (augmentation d’un facteur 15) (157).

- une CMI basse aux céphamycines (notamment a la céfoxitine) (158).

- une fausse image de synergie dite « en entonnoir » entre 1’inhibiteur de p-lactamase
(acide clavulanique) et le céfotaxime + la ceftriaxone + le céfépime (157).

- une absence de résistance associée aux autres familles d’antibiotiques (aminosides,

cotrimoxazole et fluoroguinolones notamment) (161)
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Figure 8 : Antibiogramme par diffusion en milieu gélosé d’une souche sauvage

de K. oxytoca

AMX (Amoxicilline), TIC (Ticarcilline), PIP (Pipéracilline), CF (Céfalotine), FOX (Céfoxitine),

FEP (Céfépime), CRO (Ceftriaxone), MEM (Méropéneme), CTX (Ceftriaxone),

AMC (Amoxicilline-Acide clavulanique), TCC (Ticarcilline-Acide Clavulanique),

CAZ (Ceftazidime), TPZ (Tazocilline-Sulbactam), ATM (Aztréonam), IPM (Imipéneme), ETP (Ertapéneme)

Cet antibiogramme a été réalisé par diffusion en milieu gélosé avec la souche de référence ATCC 13182 utilisée
dans notre étude.

Fiqure 9 :  Antibiogrammes par diffusion en milieu gélosé de souches de K. oxytoca de
phénotype hyperOXY

AMX (Amoxicilline), TIC (Ticarcilline), PIP (Pipéracilline), CF (Céfalotine), FOX (Céfoxitine),

FEP (Céfépime), CRO (Ceftriaxone), MEM (Méropéneme), CTX (Ceftriaxone),

AMC (Amoxicilline-Acide clavulanique), TCC (Ticarcilline-Acide Clavulanique),

CAZ (Ceftazidime), TPZ (Tazocilline-Sulbactam), ATM (Aztréonam), IPM (Imipénéme), ETP (Ertapéneme)

Les antibiogrammes de la Figure 9 ont été réalisés par diffusion en milieu gélosé avec des souches de notre étude
(souche 27 a gauche et souche 22 a droite). Ils illustrent la variété d’aspects des antibiogrammes pour des
souches de phénotype « hyperOXY ».
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11.1.2.2 Les mutations dans les régions codantes du géne blapxy

Les mutations chromosomiques dans les régions codantes du gene blapxy modifient le spectre
d’activité de I’enzyme (150, 151). Selon certains auteurs, un ou deux acides aminés mutés au
niveau de positions fonctionnelles importantes pour I’activit¢ enzymatique suffisent a
modifier le spectre d’hydrolyse (20, 136). Pour Fevre et al., les six groupes OXY présentent
un spectre d’hydrolyse presque similaire vis-a-vis des p-lactamines (20). A I’inverse, Fournier
et al. ont montré I’influence de certaines mutations sur les spectres d’hydrolyse des
B-lactamases OXY (109, 128, 129, 136). Ainsi, la substitution Ala237Gly augmente de dix
fois le niveau d’expression de la B-lactamase (hydrolyse de plusieurs B-lactamines dont
I’aztréonam) (18). Cette substitution se retrouve surtout chez blapxy-2 (136). Dans le groupe
OXY-1, le sous-groupe OXY-1-1 (Ala237) est moins résistant aux céphalosporines et a
I’aztréonam que le sous-groupe OXY-1-2 (Ala237Gly) (136). Le résidu 237 appartient a une
poche oxyanionique qui sert a stabiliser un intermédiaire réactionnel (oxyanion). La
substitution Ala237Gly modifie probablement la conformation de la poche et augmente ainsi
I’affinité de I’enzyme vis-a-vis des céphalosporines et de 1’aztréonam (136). De plus, une
modification de I’activité vis-a-vis de I’acide clavulanique en fonction du résidu 237 n’est pas
exclue (162). La position 69 qui forme ’arriére de la poche oxyanionique semble également
importante dans Dactivité vis-a-vis de D’acide clavulanique (136). D’autre part, une
substitution Ser244Arg, déja décrite chez la B-lactamase TEM (162), augmente la résistance a
I’acide clavulanique dans le sous-groupe OXY-1-2 par rapport au sous-groupe OXY-1-1
(136). Enfin, I’activité catalytique est différente selon que la position 168 comporte une
Thréonine (OXY-2) ou une Alanine (OXY-1) (136). Fournier et al. ont émis 1’hypothése que
I’Alal68 entraine une altération de la conformation de la boucle et une baisse d’affinité¢ a

1I’égard de certains substrats (ampicilline, céfotaxime et ceftazidime) (136).

D’autres auteurs ont également montré I’influence de certaines mutations peptidiques sur le
spectre d’hydrolyse de la B-lactamase. Mammeri et al. ont étudié une souche clinique de K.
oxytoca résistante a la ceftazidime par hyperproduction de la pénicillinase naturelle, isolée
chez un patient traité plusieurs semaines par de la ceftazidime. Cette souche présentait une
substitution Prol67Ser élargissant le spectre d’hydrolyse a la ceftazidime (150). Une
substitution Ser130Gly dans un des sites actifs de I’enzyme confére une résistance a
I’association amoxicilline-acide clavulanique (151). Les résidus 166 a 170 constituent une

partie importante du site de liaison au substrat au sein de la boucle Omega (135).
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1.2 Résistance acquise aux p-lactamines

Chez K. oxytoca, comme chez les autres entérobactéries, la résistance acquise aux [3-
lactamines est liée principalement a I’acquisition de nouveaux supports génétiques de type
plasmidique par transfert horizontal. Une grande variété de B-lactamases plasmidiques sont
décrites chez K. oxytoca : BLSE, TEM résistante aux inhibiteurs (TRI) (TEM-59 (163),
etc...), céphalosporinases (CMY-5 (164), FOX-3 (165), etc...), carbapénémases de classe A
(KPC-2, etc...).

11.2.1 Classe A : B-lactamases a spectre étendu (BLSE)

Le nombre de BLSE répertoriées chez K. oxytoca augmente constamment. Décrites
initialement par Wu et al. en 1992 (166), les BLSE répertoriées sont de type SHV-5 (167),
SHV-12 (168), SHV-46, TEM-3 (143), TEM-10 (169), TEM-12 (170), TEM-24 (143), TEM-
110, TEM-118, TEM-120, CTX-M9 (171), etc...

Le diagnostic différentiel entre les souches hyperOXY et les souches exprimant une BLSE est
complexe, notamment la distinction entre vraie et fausse image de synergie. Pour un
biologiste averti, les deux profils de résistance différent in vitro. Les arguments en faveur
d’une BLSE sont :

- une CMI élevée pour la ceftazidime et/ou la ceftriaxone et/ou le céfotaxime (160).

- une synergie entre inhibiteur de B-lactamase et cephalosporine de troisiéme génération
(161) se traduisant par une image dite en «bouchon de champagne » et/ou une
réduction de la CMI avec I’inhibiteur de B-lactamase

- une CMI basse pour le céfépime et les céphamycines (notamment la céfoxitine) (161).

- Une résistance associée aux aminosides type AAC 6’ (6’ aminoside-acétyl-transférase),
correspondant a une résistance a la tobramycine et/ou a I’amikacine, et a une
sensibilité a la gentamycine (161). La Figure 10 page 44 illustre le phénotype BLSE
chez K. oxytoca, le type de BLSE n’ayant pas été précisé par les auteurs (172).

43



Partie Il : Résistance aux antibiotigues

Figure 10 : Antibiogramme par diffusion en milieu gélosé d’une souche de K. oxytoca
exprimant une BLSE

AMX (Amoxicilline), CAZ (Ceftazidime), AMC (Amoxicilline-Acide clavulanique), FEP (Céfépime),
TCC (Ticarcilline-Acide Clavulanique), PIP (Pipéracilline), CTX (Ceftriaxone), CS (Colistine), CXM (Céfuroxime), FOX (Céfoxitine),
TM (Tobramycine), AN (Amikacine), SXT (Cotrimoxazole), OFX (Ofloxacine), CIP (Ciprofloxacine), IPM (Imipéneme)

11.2.2 Classe B : carbapénémases
Les métallo-enzymes constituent une famille qui ne cesse de grandir avec de nouvelles
enzymes (IMP, VIM, GIM, AIM, SIM, etc...). Les carbapénémases de type VIM, les plus
fréquentes, sont principalement décrites chez des bactéries non fermentantes comme
Pseudomonas aeruginosa (173-175). Les genes blay; sont généralement portés au sein
d’intégrons de classe 1 par des cassettes mobiles, les rendant facilement transférables d’une
souche a I’autre (176). Ce mécanisme de résistance a largement diffusé aux entérobactéries
ces derniéres années. En 2005, une souche de K. oxytoca portant le gene blaym- sur un

plasmide a été décrite au Portugal (177).

11.2.3 Classe C : céphalosporinases
La découverte de nouvelles P-lactamases plasmidiques par mobilisation de geénes
chromosomiques issus des entérobactéries s’est avérée une étape importante dans 1’évolution
de la résistance acquise aux antibiotiques, notamment aux céphalosporines a large spectre
(178). Les 1¥* souches cliniques de Klebsiella sp. exprimant un phénotype de résistance de
type céphalosporinase sont apparues en 1988 (178, 179). Des céphalosporinases AmpC
plasmidiques de type DHA-1, CMY-2, CMY-5 ont ainsi été décrites chez des souches
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cliniques de K. oxytoca (180-182). La mobilisation et le transfert génétique font généralement
intervenir des séquences d’insertion pour lesquelles certains progéniteurs ont été identifiés :
Citrobacter freundii pour le groupe CMY, Morganella morganii pour le groupe DHA,
etc...(178). Le phénotype de résistance observé est comparable a celui d’une
céphalosporinase  chromosomique hyperproduite, c¢’est-a-dire une résistance aux
3éme

cephalosporines de génération (céfotaxime, ceftriaxone) et aux associations B-lactamines-

inhibiteurs de -lactamase.

1l Résistance aux autres familles d’antibiotiques

La résistance aux autres familles d’antibiotiques est peu étudiée chez K. oxytoca.

I11.1 Résistance aux quinolones

En 2000, la résistance a la ciprofloxacine chez K. oxytoca représentait 3,4 % des isolats (183).
Aujourd’hui, les mécanismes de résistance aux fluoroquinolones impliqués sont
chromosomiques et/ou plasmidiques. Chez K. oxytoca, la résistance chromosomique est liée
soit a des mutations du site actif de la sous-unité GyrA de I’ADN-gyrase (Thr83lle) ou de la
sous-unité ParC (Ser80lle) de la topoisomérase (184), soit a des mécanismes d’efflux dont le
systeme AcrAB-TolC, impliqué dans les mécanismes actifs d’efflux chez plusieurs genres
d’entérobactéries (185, 186). La protéine de membrane externe TolC forme un canal
permettant une sortie de 1’antibiotique par la pompe d’efflux AcrAB.

La résistance plasmidique aux quinolones a été décrite pour la premiere fois en 1998 (187).
En 2005, une souche de K. oxytoca productrice de BLSE, résistante aux quinolones, et portant
le géne plasmidique gnrA, a été décrite au Japon (188). En 2006, ’ONERBA (Observatoire
National de ’Epidémiologie de la Résistance Bactérienne aux Antibiotiques) a rapporté une
souche de K. oxytoca productrice d’une BLSE (SHV-12) et du gene gnrB4 (168). En 2009, au
Japon, une souche clinique de K. oxytoca de phénotype BLSE était résistante aux quinolones

et exprimait un variant qnrB6 (189).

I11.2 Autres antibiotiques

Les souches de K. oxytoca sont naturellement sensibles a la colistine, aux quinolones, aux

aminosides, aux furanes et a I’association triméthoprime-sulfaméthoxazole.
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Des résistances acquises (liées a des intégrons) au sulfaméthoxazole, a la gentamycine et a la
tobramycine ont été décrites en 2002 lors d’une épidémie (17 cas) chez des souches cliniques
de K. oxytoca productrices de BLSE (190).

111.3 Résistance aux biocides

Le terme biocide regroupe les antiseptiques, les désinfectants et les agents de conservation.

Plusieurs cas de K. oxytoca résistantes a un désinfectant ont été décrits notamment en
néonatalogie (191). En 2003, I’origine de la contamination s’est avérée étre un flacon de
désinfectant de surface concentré a 0,25 % de formaldéhyde (107). L’isolat clinique était plus
résistant au désinfectant que la souche ATCC 43863 utilisée comme contréle. Le mécanisme

de cette résistance est mal connu, peut-é&tre capsulaire (192).

IV Epidémiologie de la résistance aux antibiotiques

IV.1 Reésistance en Europe

Il existe tres peu de données épidémiologiques européennes concernant K. oxytoca, qui n’est
pas recensée par le principal réseau européen, le réseau EARSS (European Antimicrobial
Resistance Surveillance System).

En 2004, ’ENARE (European Network for Antimicrobial Resistance and Epidemiology) a
évalué la sensibilité aux PB-lactamines de 5000 isolats cliniques d’entérobactéries dont 215
souches de K. oxytoca (193). La France était le second pays en nombre d’isolats de K. oxytoca
apres 1’Espagne (36 isolats soit 17 %).

L’association pipéracilline-tazocilline était la pénicilline la plus efficace vis-a-vis de K.
oxytoca (87,4 %). La céphalosporine la plus efficace était la céfoxitine (98,6 %). Le taux de
BLSE rapporté était de 12,6 % (BLSE et hyperOXY confondues). La résistance semblait plus

¢levée en Europe de I’Ouest qu’en Europe du Nord et de I’Est.

IVV.2 Reésistance en France

D’aprés les données du réseau ONERBA, soixante-quinze pour cent des souches de K.

oxytoca isolées en France en 1999 presentaient un phénotype sauvage aux [-lactamines
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(Tableau XI) (194). La résistance a peu évolue sur la période 2000-2004 d’apres les données
du réseau ONERBA (Tableau XII). Aucune donnée plus récente n’a été publiée. Les taux de
phénotypes hyperOXY et BLSE ne sont pas connus pour K. oxytoca en France en 2009.

Tableau Xl : Sensibilité aux principaux antibiotigues de souches hospitalieres de K.

oxytoca isolées en France en 1999

Antibiotique Sensibilité (%0)
Amoxicilline-acide clavulanique 75
Céfalotine 71
Céfotaxime 95
Imipénéme 100
Gentamycine 98
Amikacine 99
Cotrimoxazole 93
Acide nalidixique 90
Ciprofloxacine 95

L’étude portait sur 975 souches de K. oxytoca. Les résultats sont exprimés en pourcentage de sensibilité dans
I’espéce.

Tableau XII : Evolution de la sensibilité de K. oxytoca en France

Antibiotique 2000 2001 2002 2003 2004
(n=439) (n=440) (n=442) (n=815) (n=1430)
Amoxicilline 0 0 0 0 0
Ticarcilline 0 0 0 0 0
Pipéracilline 1 2 1 0 0
Amoxicilline-acide clavulanique 82 78 81 75 75
Céfalotine 73 71 74 74 73
Céfotaxime 97 98 97 98 97
Gentamycine 97 98 97 98 96
Amikacine 99 99 99 99 99
Fluoroquinolones 95 95 94 94 91
Cotrimoxazole 95 95 94 93 92

Les résultats sont exprimés en pourcentage de souches sensibles pour la période 2000-2004, d’aprés les données
du réseau REUSSIR (Réseau Epidémiologique des Utilisateurs du Systéeme SIR) (n= nombre de souches de K.
oxytoca étudiées par année).
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|  Objectifs de I’étude

L’¢évolution constante des résistances bactériennes aux antibiotiques pourrait mettre en péril a

terme ’efficacité des thérapeutiques. Nos travaux de recherche ont été initiés suite au constat
fait au Laboratoire de Bactériologie du CHU de Nantes de 1’augmentation du nombre de
souches de K. oxytoca résistantes aux -lactamines isolées au laboratoire.

Détecter les résistances au plus tot et comprendre leurs mécanismes font parties des missions
du biologiste dans un laboratoire de Bactériologie. A ce jour, aucune étude épidémiologique
et moléculaire concernant des souches cliniques de K. oxytoca suspectées d’étre
hyperproductrices de la B-lactamase chromosomique OXY n’avait été conduite au CHU de

Nantes.

Des études antérieures, supports de nos travaux expérimentaux, ont établi une relation entre
I’augmentation du niveau de résistance aux B-lactamines et les mutations détectées dans le
promoteur du géne de la B-lactamase blaoxy (22, 148). Par ailleurs, une classification des
souches de K. oxytoca en fonction de la séquence peptidique de leur B-lactamase OXY est
utilisée par plusieurs auteurs (20, 136, 142).

L’objectif de cette étude était de préciser 1’évolution de la résistance aux [-lactamines des
souches de K. oxytoca suspectées d’étre hyperproductrices de OXY, et notamment de mettre
en évidence d’éventuelles nouvelles modifications génétiques responsables de ce phénotype
de résistance (20, 129).

Dans un 1% temps, nous avons Vérifié les CMI par diffusion en milieu gélosé a 1’égard de
différentes P-lactamines pour I’ensemble des souches sélectionnées, isolées au CHU de
Nantes en 2006 et 2007.

Dans le cadre de ce travail, nous avons ensuite entrepris une étude génétique par amplification
et séquencage des promoteurs et des génes de la B-lactamase blapgxy des souches suspectées
d’étre hyperproductrices.

Enfin, les souches étudiées ont été classées par groupes génétiques (20) et nous avons
déterminé s’il existait une éventuelle clonalité chez les souches de méme groupe génétique,

isolées chez des patients différents, au sein de services variés, sur une période de 2 ans.
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Il Souches bactériennes étudiées

Parmi les 246 et 302 souches de K. oxytoca isolées en 2006 et 2007 au CHU de Nantes, nous
avons sélectionné 45 isolats (17 en 2006 et 28 en 2007) en raison de leur profil de résistance a
I’égard des B-lactamines évoquant une hyperproduction de la B-lactamase chromosomique
OXY (résistance aux peénicillines et aux inhibiteurs de B-lactamase * aux céphalosporines).
Toutes les souches ont été identifiées par méthode automatisée par le systéme Vitek2®
(bioMérieux) ou par méthode semi-automatisée par le systéme API20E® (bioMérieux). Les
antibiogrammes ont été réalisés en milieu liquide (systéme Vitek2®) ou en milieu solide
(gélose Mueller-Hinton). Les diameétres et concentrations d’inhibition critiques ont été
interprétés selon les recommandations du Comité de 1’ Antibiogramme de la Société Frangaise
de Microbiologie (CA-SFM 2009) (195). En cas de souche résistante aux B-lactamines, des
tests complémentaires (existence ou non d’une synergie avec ’acide clavulanique, CMI par

bandelettes E-test®) ont été réalisés afin de détecter une éventuelle BLSE.

Seules les souches qui présentaient un profil de résistance compatible avec une
hyperproduction de I’enzyme OXY ont été inclues dans 1’étude. Une souche initialement
identifiée a K. oxytoca en 2006 a été exclue apres réalisation de tests complémentaires, et
reclassée dans I’espece R. planticola. Certaines souches, retrouvées a plusieurs reprises chez
un méme patient, ont été « dédoublonnées », si elles étaient isolées a partir du méme site et

présentaient le méme profil de résistance aux B-lactamines.

La souche de référence K. oxytoca ATCC 13182, utilisée par Mollet et al. et Drancourt et al.
pour préciser la phylogénie entre certaines especes d’entérobactéries, a été inclue dans 1’étude

(14, 39) . 1l s’agit d’une souche sauvage produisant la f-lactamase OXY-2-2 & bas niveau.

Au total, I’¢tude a donc porté sur 45 souches, dont les caractéristiques (année d’isolement,
nature du prélevement, service, CMI obtenues lors du diagnostic) sont résumées dans le
Tableau XI1I page 51.
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Tableau X111 : CMI a I’égard de différentes B-lactamines en milieu liguide (Vitek®)
pour les 45 souches étudiées
’ o CMI en milieu liquide (mg/L) (Vitek

Annee 'NI Services N,allﬁure ik ou gélose IV?H (msn)gen)sis L

isofat prelevements Iy TAMC | TIC | CF | FOX | CTX | CAZ
2006 1 Hépato-gastro abces >32 | >32 [>128|>64| <4 | <1 | <1
2006 2 | Chir vasculaire hématome RC |R=13| RC |RC| S S S
2006 3 Suivi greffes urines >32 | >32 |>128|>64|S=8|S=2| <1
2006 4 | Chir vasculaire bile >32 | >32 [>128|>64| <4 | <1 | <1
2006 5 | Chir vasculaire urines >32 | >32 |>128|>64| 16 2 <1
2006 6 Méd interne urines >32 | >32 |>128 |>64| 16 2 <1
2006 7 Hépato-gastro | hémoculture | >32 | >32 |>128 |>64 | <4 | <1 | <1
2006 8 Réadaptation urines >32 | >32 |>128 |>64 | <4 | <1 | <1
2006 9 Clinique chir urines >32 | >32 |>128 |>64| <4 | <1 | <1
2006 10 Méd interne urines >32 | >32 |>128 |>64| 16 2 <1
2006 11 Urgences urines >32 | >32 |>128 |>64| <4 2 <1
2006 12 Méd interne urines >32 | >32 |>128 |>64| 16 2 <1
2006 13 | Hémodigestive urines >32 | >32 |>128|>64| <4 | <1 | <1
2006 14 | Chir vasculaire urines >32 16 |>128|>64| <4 | <1 | <1
2006 15 Urgences urines >32 | >32 |>128|>64| 16 32 4
2006 | 16 Orthopédie urines >32 | 16 [>128|>64| <4 | <1 | <1
2006 | 17 Orthopédie urines >32 | >32 [>128|>64| <4 | <1 | <1
2007 | 18 Urg traumato urines >32 | >32 |>128|>64| <4 | <1 | <1
2007 | 19 BDR sperme >32 | 16 [>128|>64| <4 | <1 | <1
2007 | 20 Beausejour urines >32 | >32 |>128|>64| <4 | <1 | <1
2007 | 21 Réadaptation urines >32 | >32 [>128|>64| <4 | <1 | <1
2007 22 Urologie urines >32 | >32 |>128 |>64| 16 4 4
2007 23 | Traumatologie urines >32 | >32 |>128|>64|S=8| 4 2
2007 24 | Endocrinologie urines >32 | >32 |>128 |>64| 16 4 2
2007 25 Urgences urines >32 | >32 |>128 |>64| <4 32 | <1
2007 26 | Labo extérieur urines >32 | >32 |>128|>64| <4 | <1 | <1
2007 27 Urgences hémoculture >32 | >32 |>128| 4 | <4 | <1 | <1
2007 28 Bellier urines >32 | >32 |>128|>64|S=8|S=2]| <1
2007 | 29 Réadaptation urines >32 | 16 [>128|>64| <4 | <1 | <1
2007 | 30 Méd interne urines >32 | >32 |>128|>64| 16 2 <1
2007 | 31 Orthopédie crachat >32 | >32 |>128|>64| <4 | <1 | <1
2007 | 32 Méd interne urines >32 | >32 |>128|>64| <4 | <1 | <1
2007 | 33 Suivi greffes urines >32 | >32 |>128|>64| <4 | <1 | <1
2007 34 Bellier urines >32 | >32 |>128|>64| <4 | <1 | <1
2007 35 Urologie urines >32 | >32 |>128|>64| <4 | <1 | <1
2007 | 36 Pédiatrie urines >32 | 16 |>128|>64| <4 | <1 | <1
2007 37 Seilleraye urines >32 16 |>128|>64| <4 | <1 | <1
2007 | 38 Urgences lig péritonéal | >32 | >32 |>128 |>64| <4 | <1 | <1
2007 39 Bellier urines >32 | >32 |>128 |>64| 32 4 2
2007 40 Réa chir LBA >32 16 |>128|>64| <4 | <1 | <1
2007 41 Bellier urines >32 | >32 |>128|>64| <4 | <1 | <1
2007 | 42 Rééducation urines >32 | >32 [>128|>64| <4 | <1 | <1
2007 | 43 Clinique chir urines >32 | >32 |>128 |>64| 16 4 4
2007 44 Méd interne urines >32 | >32 |>128 |>64| 8 2 <1
2007 | 45 | Hépato-gastro CTV distal >32 | >32 [>128|>64| <4 | <1 | <1

Les souches sont classées par ordre chronologique d’isolement.

Pour les antibiogrammes en milieu solide, les résultats sont exprimés par un S si la souche est sensible, un R ou RC si elle est résistante +
avec des colonies bactériennes au Contact du disque d’antibiotique. Les diamétres d’inhibition sont précisés si possible.

AMX : Amoxicilline, AMC : Amoxicilline + Acide clavulanique, TIC : Ticarcilline, CF : Céfalotine, FOX : Céfoxitine, CTX : Ceftriaxone,
CAZ : Ceftazidime, BDR : Biologie de la reproduction, LBA : liquide broncho-alvéolaire, CTV : cathéter veineux distal
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111 Méthodes

I11.1 Sensibilité aux antibiotiques

I11.1.1 Choix des antibiotiques

Les antibiotiques utilisés étaient ’amoxicilline (AmoxicillinePAN® Panpharma, Fougeres,
France), ’amoxicilline/acide clavulanique (Augmentin®, GlaxoSmithKline GSK, Londres,
Grande-Bretagne), la ticarcilline (Ticarpen®, GSK), la céfazoline (CéfazolinePAN®), le
céfuroxime (CéfuroximePAN®), D’aztréonam (Azactam® Sanofi Aventis, France), la
ceftriaxone (Rocéphine®, Sanofi) et la ceftazidime (Fortum®, GSK). Ces antibiotiques ont été
choisis en raison de leur intérét particulier pour 1’identification des souches hyperproductrices
d’OXY, notamment le céfuroxime, la ceftriaxone et 1’aztréonam. Pour chaque antibiotique, la
gamme des concentrations utilisées a été établie en fonction des données de la littérature et
des recommandations du CA-SFM (129, 148, 158, 195, 196).

111.1.2 Mode opératoire

La technique de détermination des CMI en milieu solide gélosé de Mueller-Hinton (MH) a été
utilisée. Des geéloses additionnées de concentrations croissantes d’antibiotique ont été
préparées pour chaque antibiotique. Une suspension bactérienne a été obtenue en mettant en
suspension une colonie pure et isolée de K. oxytoca dans un bouillon MH de fagon a obtenir
une concentration de 0,5 MacFarland au néphélémétre. Un ensemencement multiple a été
réalisé par spots, grice a I’ensemenceur de Steers. La valeur de I’inoculum était de 10*
bactéries pour chaque spot. Les boites ont été incubées pendant 24 heures a 37°C. Une lecture
manuelle a été réalisée a 24 heures puis a 48 heures. L’interprétation de la sensibilité ou de la
résistance des souches de K. oxytoca a été déterminée selon les recommandations du CA-SFM
(195).

I11.2 Etude du promoteur par biologie moléculaire

11.2.1 Extraction de PADN bactérien : méthode rapide par ébullition
Dans un premier temps pour réaliser une réaction de PCR, il est nécessaire d’extraire I’ADN
bactérien. Apres mise en culture sur pente Trypticase-soja a 37°C pendant 18 a 24 heures,
nous avons réalisé une extraction d’ADN par choc thermique. Pour chaque isolat, I’ADN total
a été extrait par ébullition a partir de la culture. Une anse de 1 uL de la culture bactérienne
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¢tait mise en suspension dans 100 pL d’eau distillée stérile dans un tube eppendorf. Apres dix
minutes dans une casserole d’eau bouillante, le tube était centrifugé huit minutes a onze mille
tours par minute. Le surnageant contenant la matrice d’ADN était récupéré puis conservé a

-20°C pour étude ultérieure.

111.2.2  Amplification
L’amplification de I’ADN cible a été réalisée par PCR. Cette étape est basée sur la capacité de
I’ADN-polymérase a synthétiser, en présence d’un couple d’amorces, un brin d’ADN
complémentaire d’un ADN matrice. Cette réaction en chaine s’effectue en trois étapes :
dénaturation, hybridation des amorces et élongation. L’ensemble de ces trois étapes constitue

un cycle de PCR :

- L’étape de dénaturation (entre 93 et 96°C) pendant 10 a 30 secondes permet la

séparation des deux brins d’ADN.

- Laseconde étape d’hybridation des amorces s’effectue a une température spécifique des

amorces pendant 15 a 30 secondes en fonction des réactions. Les amorces utilisées sont
présentées dans le Tableau XIV.

- L’étape d’élongation durant laquelle 1I’ADN-polymérase synthétise le brin

complémentaire se déroule a 72°C pendant un temps fonction de la longueur du
fragment a amplifier (de 30 secondes a 3 minutes). Classiquement, une PCR comprend

30 cycles.

Tableau XIV : Amorces utilisées pour I’étude du promoteur du gene blaoxy

Amorces Séquences position dans le géne *  référence
OXY-Q (sens) 5-TTC-ACA-AAG-CGC-TCG-GCA-AT-3' -242 a -223 (129)
OXY-R (anti-sens) 5'-CCT-GCT-GCG-GCT-GGG-TAA-AA-3' 236 2255 (129)

* |a position 1 correspond au site d’initiation de la transcription, 10 nucléotides aprés la 3°™ base de la boite -10.

Les amorces, réalisées par génie génétique (Eurogentec, Liége, Belgique), ont permis
I’amplification du promoteur du gene blapxy. La souche K. oxytoca ATCC 13182 constituait
notre témoin positif. Pendant 30 cycles d’amplification, les conditions opératoires étaient les

suivantes :

- Denaturation a 94°C pendant 30 secondes
- Hybridation des amorces a 53°C pendant 30 secondes

- Elongation a 72°C pendant 30 secondes
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Aprés amplification, les produits de PCR ont été soumis a une électrophorése a 120 volts
pendant 1 heure 30 en gel d’agarose a 1 % et révélés sous lumiére U.V. aprés un passage dans
un bain de bromure d’éthidium & 0,5 %.

111.2.3 Analyse du produit d’amplification par séquencage

Le séquencage consiste a déterminer la séquence nucléotidique du gene amplifié par PCR,
selon la méthode proposée par Sanger en 1977. Aprés purification de I’ADN cible a
séquencer, quatre didéoxynucléotides (ddATP, ddTTP, ddCTP et ddGTP) marqués par des
fluorochromes spécifiques sont incorporés au mélange réactionnel. Apres incorporation a
I’ADN, ceux-ci en bloquent la synthése par impossibilité de former une liaison
phosphodiester avec d’autres nucléotides. Une collection de brins, dont la taille différe d’un
nucléotide, est alors présente dans le milieu réactionnel. Apres purification, les produits de
séquence sont analysés par électrophorese capillaire (sequenceur capillaire ABI PrismR 3130
Genetic Analyser (Applied Biosystems)). L’appareil capte différents fragments d’ADN
marqueés et les résultats sont acheminés vers un logiciel d’interprétation qui les retranscrit en
un chromatogramme. Les séquences sont ensuite extraites a 1’aide du logiciel Sequence
Navigator® (Applied Biosystems) puis analysées et identifiées grace a plusieurs bases de
données disponibles en accés libre sur internet : GenBank (Blast) (38), ClustalW (European
Molecular Biology Laboratory, Heidelberg, Germany) (197), etc...

I11.3 Etude du gene blaoxy de la B-lactamase

Les mémes conditions d’extraction, d’amplification et de séquencage ont été utilisées pour
I’étude des promoteurs et des génes blaoxy. Seules les amorces utilisées étaient différentes.
Elles sont récapitulées dans le Tableau XV. Le choix des amorces a reposé principalement sur
I’identification de séquences conservées dans tous les groupes OXY, de 18 a 20 pb. Les
isolats ont été classés selon la classification OXY de Fevre et al. (20).

Tableau XV : Amorces utilisées pour 1’étude du géne blapgxy

Amorces Séquences Position dans le géne Référence
OXY-Q (sens) 5'-TTC-ACA-AAG-CGC-TCG-GCA-AT-3' -242 2 -223 (129)
OXY-A (sens) 5’- CCG-TTC-CGC-TGC-TGC-TGG-3’ 73290 cette étude
OXY-R (anti-sens) 5'-CCT-TAC-TGG-TGC-TGC-ACA-TG-3' 236 a 255 (129)
OXY-H (sens) 5'-GCG-ACA-ATA-C(G/C)G-CGA-TGA-3' 424 2 441 (20)
OXY-B (anti-sens) 5’-GCG-CGA-ATG-CTT-TGC-CCG-3° 686 a 704 cette étude
OXY-G (anti-sens) 5'-CAG-AGT-GCA-GAG-TGT-TGC-AG-3' 9212940 (20)

* la position 1 correspond au site d’initiation de la transcription, 10 nucléotides aprés la 3°™ base de la boite -
10.
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I11.4 Typage moléculaire

111.4.1.1 « Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus »-PCR

L’ADN total de chaque souche hyperproductrice a été testé par ERIC-PCR afin de déterminer
I’absence de clonalité entre les isolats. Cette technique est une « Repetitive Extragenic
Palindromic » (REP)-PCR, basée sur la présence dans les génomes des cellules procaryotes de
séquences répétées. Elle utilise des ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus)
caractérisées par une taille de 126 pb et une structure de palindrome imparfait avec une
structure centrale hautement conservée (Versalovic et al. 1991). L’ADN est amplifié¢ a I’aide
de I’amorce unique ERIC-2 : 5’-AAG-TAA-GTG-ACT-GGG-GTG-ACG-G-3°. Cette amorce
correspond a 22 bases de I’extrémité 3’ de I’un des brins de la partie conservée de la séquence
ERIC. Les fragments compris entre deux séquences d’orientation opposée suffisamment
proches pour que la PCR soit efficace sont amplifiés. Des profils de bande sont alors obtenus
et permettent de comparer des isolats pouvant avoir un éventuel lien épidemiologique.
La PCR a été réalisée selon les conditions suivantes :

- 5minutes a 94°C

- 1 minute a 94°C

- 1 minute a45°C 40 cycles

- 1minutea72°C

- 7 minutesa 72°C
Apres amplification, les produits de PCR ont été soumis & une électrophorése a 120 volts
pendant 3 heures 30 en gel d’agarose a 1,5 % et révélés sous lumiére U.V. apres un passage

dans un bain de bromure d’éthidium a 0,5 %.

111.4.1.2 Typage par électrophorése en champs pulsés

Ce type d'electrophorese a été développé par Schwartz et al. en 1984. Elle s’effectue en 4
étapes : incorporation des bactéries dans la gélose, lyse de la paroi bactérienne, digestion de
I’ADN bactérien et électrophorése. L’étape de lyse est la plus délicate car le génome ne doit
pas étre accidentellement fragmenté. Elle s’effectue aprés incorporation des bactéries en
phase de croissance exponentielle dans une gélose d’agarose a 1 %. C’est dans cette gélose
que I’ADN est libéré chimiquement par du lysosyme puis digéré par 1’endonucléase de

restriction Spel® (25U) (Roche Diagnostics, Penzberg, Germany). Le principe de
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I'électrophorése en champs pulsés consiste a alterner I'orientation du champ électrique au
cours du temps. Chaque changement de champ électrique réoriente la molécule d’ADN dans
le gel augmentant ainsi la probabilité que la molécule d’ADN puisse passer a travers les
mailles du gel. Nos conditions d’électrophorése étaient les suivantes :

- Pulse initial : 2 secondes

- Pulse final : 20 secondes

- Temps : 20 heures

- Voltage : V=200 ou 6 V/cm

- Angle : 120°
La révélation a été réalisée sous lumiere U.V. aprés un passage dans un bain de bromure
d’éthidium a 0,5 %.

56



Partie 1V : Résultats

PARTIE IV : RESULTATS
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Partie 1V : Résultats

I Epidémiologie des souches étudiées

Parmi les 246 et 302 souches de K. oxytoca isolées au CHU de Nantes en 2006 et 2007, 17
(6,9 %) et 28 (9,3 %) etaient suspectées d’étre hyperproductrices d’OXY. Parmi ces 45

isolats, trente-quatre (75,5 %) étaient détectés a 1’hopital Hotel Dieu dont treize (28,8 %) dans
un service de médecine, douze (26,6 %) dans un service de chirurgie, six (13,3 %) a I’ Accueil
des Urgences Médicochirurgicales, un (2,2 %) en Réanimation et deux (4,4 %) a I’Hopital
Meére-Enfant (Tableau XV1).

Tableau XVI : Proportion de K. oxytoca suspectées d’étre hyperproductrices isolées par service
en 2006-2007

Services Nombre %
Hopital Hotel Dieu 34 75,5
Urgences médicochirurgicales 6 13.3
Médecine interne 6 13.3
Hépato-gastro-entérologie 3 6.7
Suivi de greffes 2 4.4
Hémorragies digestives 1 2.2
Endocrinologie 1 2.2
Orthopédie et traumatologie 6 13.3
Chirurgie vasculaire 4 8.9
Urologie 2 4.4
Réanimations 1 2.2
Pédiatrie 1 2.2
Biologie de la reproduction (BDR) 1 2.2
Hépital Saint-Jacques 4 8.9
Réadaptation 3 6.7
Rééducation 1 2.2
Hbpital Bellier 4 8.9
Hdpital Seilleraye 1 2.2
Hdpital Beausejour 1 2.2
Laboratoire extérieur 1 2.2

Le principal site d’isolement était urinaire (35 isolats, soit 77,7 %). Les autres prélevements
étaient les hémocultures (2 isolats soit 4,4 %) puis 1 isolat (2,2 % par site) pour chacun des
prélevements suivants : sperme, abceés colique, abces pancréatique, bile, cathéter veineux
périphérique, liquide broncho-alvéolaire, liquide péritonéal et crachat.

Une légére prédominance féminine était notée avec un sex-ratio H/F de 0.91. L’age moyen
était de 72,7 £ 17,2 ans quel que soit le sexe, de 80,4 + 7,7 ans pour les femmes et de 63,5
20,9 ans pour les hommes, d’ou une différence d’age statistiquement significative (p = 0,01

selon le test univarié de Levene).
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Il Etude de la sensibilité aux antibiotigues

L’étude de la sensibilité aux B-lactamines a été réalisée par mesure des CMI selon la méthode
de référence sur gélose Mueller-Hinton. Les CMI des 45 souches sont résumées dans le
Tableau XVII page 60. L’interprétation des CMI a été réalisée selon les recommandations du
CA-SFM pour les Enterobacteriaceae (195). L’ensemble des isolats présentaient un haut
niveau de résistance a 1’égard de I’amoxicilline et de la ticarcilline (> 512 mg/L). L’inhibiteur
de B-lactamase (acide clavulanique) ne permettait pas la récupération partielle ou totale de
I’activité de I’amoxicilline (CMI de 64 ou 128 mg/L en général). La céfazoline (C1G) était en
général trés fortement hydrolysée (> 512 mg/L) et dans une moindre mesure le céfuroxime
(C2G > 256 mg/L). Pour I’aztréonam, 43 souches étaient résistantes soit 95,6 % des isolats.
Pour la ceftriaxone, 41 souches (91,1 %) étaient résistantes. Pour la ceftazidime, 24 souches

(53,3 %) étaient sensibles et 21 souches (46,6 %) étaient intermédiaires.
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Tableau XVII :

Partie 1V : Résultats

CMI a Pégard de différentes B-lactamines en milieu gélosé de

Mueller Hinton pour les 45 souches de I’étude

Année | n° service nature du CMI par dilution en agar (mg/L)
isolat prélevement | AMX | AMC | TIC CZ CXM | ATM | CRO CAZ
* ATCC * * 128 <16 64 <8 4 0,12 | 0,12 <0,06
2006 1 Hépato-gastro abces >512 64 >512 | >512 | >256 64 4 1
2006 2 Chir vasculaire hématome >512 64 >512 | >512 | >256 >64 16 2
2006 3 Suivi greffes urines >512 64 >512 | >512 | >256 64 16 2
2006 4 Chir vasculaire bile >512 64 >512 | 256 128 16 4 0,5
2006 5 Chir vasculaire urines >512 128 >512 | >512 | >256 >64 16 4
2006 6 Méd interne urines >512 128 >512 | >512 | >256 >64 16 4
2006 7 Hépato-gastro | hémoculture | >512 128 >512 | >512 | >256 >64 16 4
2006 8 Réadaptation urines >512 64 >512 | >512 | >256 32 32 1
2006 9 Clinique chir urines >512 64 >512 | >512 | >256 32 4 1
2006 10 Méd interne urines >512 128 >512 | >512 | >256 >64 16 4
2006 11 Urgences urines >512 128 >512 | >512 | >256 >64 16 2
2006 12 Méd interne urines >512 128 >512 | >512 | >256 >64 16 4
2006 13 Hémodigestive urines >512 128 >512 | >512 | >256 64 16 2
2006 14 Chir vasculaire urines >512 64 >512 | 256 256 32 4 0,5
2006 15 Urgences urines >512 128 >512 | >512 | >256 >64 >64 4
2006 16 Orthopédie urines >512 32 >512 | 128 8 0,25 | 0,25 <0,06
2006 17 Orthopédie urines >512 128 >512 | >512 | >256 64 8 1
2007 18 Urg traumato urines >512 64 >512 | 256 64 8 05 0,25
2007 19 BDR sperme >512 64 >512 | >512 | >256 64 8 1
2007 20 Beauséjour urines >512 64 >512 | >512 | >256 32 8 1
2007 21 Réadaptation urines >512 64 >512 | >512 | >256 32 4 1
2007 22 Urologie urines >512 128 >512 | >512 | >256 >64 32 4
2007 23 Traumatologie urines >512 128 >512 | >512 | >256 >64 32 4
2007 24 Endocrinologie urines >512 512 >512 | >512 | >256 >64 64 4
2007 25 Urgences urines >512 64 >512 512 >256 32 4 1
2007 26 Labo extérieur urines >512 128 >512 | 512 256 64 4 1
2007 27 Urgences hémoculture | >512 256 >512 16 8 0,25 |<0,06 0,25
2007 28 Bellier urines >512 128 >512 | >512 | >256 >64 16 2
2007 29 Réadaptation urines >512 128 >512 | >512 | >256 32 4 1
2007 30 Méd interne urines >512 128 >512 | >512 | >256 >64 16 4
2007 31 Orthopédie crachat >512 128 >512 | >512 | >256 64 8 1
2007 32 Méd interne urines >512 128 >512 | >512 | >256 64 16 2
2007 33 Suivi greffes urines >512 128 >512 | >512 256 32 2 1
2007 34 Bellier urines >512 64 >512 256 64 8 2 0,25
2007 35 Urologie urines >512 64 >512 | >512 256 32 4 1
2007 36 Pédiatrie urines >512 64 >512 | 512 64 2 0,25 0,25
2007 37 Seilleraye urines >512 64 >512 <8 >256 32 4 1
2007 38 Urgences L péritonéal >512 64 >512 | >512 128 32 2 0,5
2007 39 Bellier urines >512 128 >512 | 512 >256 >64 16 4
2007 40 Réa chir LBA >512 64 >512 | >512 128 8 2 1
2007 41 Bellier urines >512 128 >512 | >512 64 16 2 0,5
2007 42 Rééducation urines >512 64 >512 | >512 | >256 64 8 2
2007 43 Clinique chir urines >512 128 >512 | >512 | >256 >64 16 4
2007 44 Méd interne urines >512 128 >512 | >512 | >256 >64 32 4
2007 45 Hépato-gastro CTV distal >512 64 >512 | >512 | >256 >64 8 2

AMX : Amoxicilline, AMC : Amoxicilline + acide clavulanique , TIC : Ticarcilline, CZ : Céfazoline,
CXM: Céfuroxime, ATM : Aztréonam, CRO: Ceftriaxone, CAZ: Ceftazidime

BDR : Biologie de la reproduction, LBA : liquide broncho-alvéolaire, CTV : cathéter veineux distal
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111 Etude du promoteur du gene blapxy

La région promotrice du gene blapxy de chaque isolat a été séquencée. Les résultats du
séquencage du promoteur réalisé aprés amplification avec les amorces OXY-Q/OXY-R
(Figure 11, page 62) sont réesumeés dans le Tableau XVIII. Parmi les 45 souches, toutes
présentaient une mutation du promoteur dans la bofte -10. Aucune mutation n’était retrouvée
dans la boite -35. Pour 33 souches (73,3 %), une mutation G> T était retrouvée (1ére base de
la boite -10) et pour 12 souches (26,6 %), une mutation G> A (5°™ base de la boite -10).

Tableau XVIII :  Séquences nucléotidiques des bofites -10 et -35 des promoteurs des

souches étudiées

Souches Boite -35 ofte -10
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45

Les mutations apparaissent en gris
A : adénine, T : thymidine, G : guanine, C : cytosine
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Figure 11 : Migration en gel d’agarose aprés amplification du début du géne blagxy

1 2 3 4 5 6

3, 4,5 et 6: Produits de PCR d’environ 550 pb.

1 : Marqueur de taille (100 pb).
2 : Témoin négatif (blanc).

Le couple d’amorces utilisé était OXY-Q /
OXY-R.

IV Etude du géne blagxy de la B-lactamase

L’étude du géne a été réalisee par une PCR utilisant les amorces OXY-Q/OXY-G (Figure 12),
complétée par des PCR OXY-Q/OXY-R (début du gene), OXY-A/OXY-B (milieu du géne) et
OXY-H/OXY-G (fin du géne) si nécessaire. Les séquences peptidiques obtenues ont permis
de classer les souches selon la classification de Févre et al. (20).

Figure 12 : Migration en gel d’agarose aprés amplification du géne blaoxy

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

3412 : Produits de PCR de méme taille, 1200
pb.

1 : Marqueur de taille (100 pb)

2 : Témoin négatif (blanc).

Le couple d’amorces utilis¢ pour cette PCR
était OXY-Q / OXY-G.

L’analyse phylogénétique est présentée sous forme d’un arbre phylogénétique a la Figure 13
page 63. La répartition des groupes OXY dans notre panel était la suivante :

- 24 isolats appartenaient au groupe OXY-2-7, soit 53,3 % des souches.

- Le second groupe le plus représenté était le groupe OXY-1-5 avec 4 isolats, soit
8,8 %.

- Puis venaient les groupes OXY-2-2 (3 isolats : 6,6 %), 1-3 (2 isolats : 4,4 %), 2-5 (1
isolat : 2,2 %), 2-8 (1 isolat : 2,2 %), 2-9 (1 isolat : 2,2 %), 6-4 (1 isolat : 2,2 %) et 1-7
(1 isolat : 2,2 %).

- Les groupes OXY-1-1, 1-2, 1-4, 2-3, 2-4, 2-6, 3-1, 4-1, 5, 6-1 et 6-2 n’avaient aucun
représentant parmi les souches étudiées.

- Six isolats (13,3 %) correspondaient a de nouveaux variants du groupe OXY-2 et 1
isolat (2,2 %) a un nouveau variant du groupe OXY-1. Ces mutations sont décrites
dans les Figure 14 page 64, Figure 15 page 64, Figure 16 page 65 et Figure 17 page
66.
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Figure 13 :

Partie 1V : Résultats

Arbre phylogénétiqgue des 45 souches étudiées et des 24 sous-groupes OXY

de référence

4 isolats OXY-1-5

AJA71864 OXY—1—-2
ATE71865 OXT—1—-2
AYOTF486 ONT—1-5

AYOPr488 OK7-1—4

AJETTETY OXY—6—o4
AFEFTE7S OXY—6—1
AJRF187E OXY-6-3

4‘_? AJETY 858 OXT—5-1
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Les fleches signalent les nouveaux variants détectés dans notre cohorte. Les 2 populations les plus représentées,
OXY-2-7 et OXY-1-5, sont indiquées par des accolades.
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La souche 33 n’appartenait a aucun sous-groupe genétique OXY décrit par Fevre et al. Une
homologie de séquence peptidique de 99,6 % était constatée avec les séquences peptidiques
OXY-1-2 et 1-5, séquences de références les plus proches. Cette souche présentait une
substitution d’un Acide aspartique par un Acide glutamique en position 92 selon la
numérotation standard des acides aminés (position 89 selon la numérotation de Ambler)
(Figure 14).

Figure 14 : Séquences peptidiques de la B-lactamase OXY de la souche 33 et OXY-1-5

OXY-1-5 MLKSSWRKTALMAAAAVPLLLASGSLWASADAIQQKLADLEKRSGGRLGVALINTADDSQ
33 MLKSSWRKTALMAAAAVPLLLASGSLWASADAIQQKLADLEKRSGGRLGVALINTADDSQ

OXY-1-5 TLYRGDERFAMCSTGKVMAAAAVLKQSESNPEVVNKRLEIKKSDLVVWSPITEKHLQSGM

33 TLYRGDERFAMCSTGKVMAAAAVLKQSESNPDVVNKRLEIKKSDLVVWSPITEKHLQSGM
T

OXY-1-5 TLAELSAAALQYSDNTAMNKMISYLGGPEKVTAFAQSIGDVTFRLDRTEPALNSAIPGDK

33 TLAELSAAALQYSDNTAMNKMISYLGGPEKVTAFAQSIGDVTFRLDRTEPALNSAIPGDK

OXY-1-5 RDTTTPLAMAESLRKLTLGNALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPASWVVGDKTGG
33 RDTTTPLAMAESLRKLTLGNALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPASWVVGDKTGG

OXY-1-5 GDYGTTNDIAVIWPENHAPLVLVTYFTQPQQDAKSRKEVLAAAAKIVTEGL
33 GDYGTTNDIAVIWPENHAPLVLVTYFTQPQQDAKSRKEVLAAAAKIVTEGL

Les acides aminés substitués sont marqués par une fléche.

Figure 15 : Séquences peptidiques de la B-lactamase OXY de la souche 15 et OXY-2-7

OXY-2-7 MIKSSWRKIAMLAAAVPLLLASGALWASTDAIHQKLTDLEKRSGGRLGVALINTADNSQILY
15 MIKSSWRKIAMLAAAVPLLLASGALWASTDAIHQKLTDLEKRSGGRLGVALINTADNSQILY

OXY-2-7 RGDERFAMCSTSKVMAAAAVLKQSESNKEVVNKRLEINAADLVVWSPITEKHLQSGMTLA
15 RGDERFAMCSTSKVMAAAAVLKQSESNKEVVNKRLEINAADLVVWSPITEKHLQSGMTLA

OXY-2-7 ELSAATLQYSDNTAMNLIIGYLGGPEKVTAFARSIGDATFRLDRTEPTLNTAIPGDERDTSTP
15 ELSAATLQYSDNTAMNLIIGYLGGPEKVTAFARSIGDATFRLDRTEPTLNTAIPGDERDTSTP

OXY-2-7 LAMAESLRKLTLGDALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPESWVVGDKTGAGDYGTT

15 LAMAESLRKLTLGDALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPESWVVGDKTGSGDYGTT
T

OXY-2-7 NDIAVIWPEDHAPLVLVTYFTQPQQDAKNRKEVLAAAAKIVTEGL

15 NDIAVIWPEDHAPLVLVTYFTQPQODAKNRKEVLAAAAKIVTEGL

Les acides aminés substitués sont marqués par une fléche.

L’isolat 15 présentait une variation de séquence peptidique ne permettant pas de le classer
dans la classification actuelle de Féevre et al. Une substitution d’une Alanine par une Sérine en
position 240 de la séquence d’acides aminés était retrouvée (position 237 selon la
numérotation de Ambler) (Figure 15). Il présentait une homologie de séquence peptidique de

99,6 % avec la séquence de référence OXY-2-7.
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Parmi les 6 variants du groupe OXY-2, quatre présentaient une homologie de séquence
peptidique de 99,6 % avec OXY-2-8. L’isolat 14 présentait une substitution d’un Acide
aspartique par une Alanine en position 39 de la séquence d’acides aminés (position 35 selon la
numérotation de Ambler). Les isolats 26 et 28 présentaient une méme substitution, celle d’une
Valine par une Isoleucine en position 83 de la séquence d’acides aminés (position 80 de la
numérotation de Ambler). L’isolat 2 présentait une substitution d’une Thréonine par une
Alanine en position 284 de la séquence d’acides aminés (position 281 selon la numérotation
de Ambler) (Figure 16).

Figure 16 : Séquences peptidigues OXY des souches 2, 14, 26, 28 et OXY-2-8

OXY-2-8 MIKSSWRKIAMLAAAVPLLLASSALWASTDAIHQKLTDLEKRSGGRLGVALINTADNSQILY

14 MIKSSWRKIAMLAAAVPLLLASGALWASTDAIHQKLTALEKRSGGRLGVALINTADNSQILY
26 MIKSSWRKIAMLAAAVPLLLASGALWASTDAIHQKLTDLEKRSGGRLGVALINTADNSQILY
28 MIKSSWRKIAMLAAAVPLLLASGALWASTDAIHQKLTDLEKRSGGRLGVALINTADNSQILY
2 MIKSSWRKIAMLAAAVPLLLASSALWASTDAIHQKLTDLEKRSGGRLGVALINTADNSQILY

1
OXY-2-8 RGDERFAMCSTSKVMAAAAVLKQSESNKEVVNKRLEINAADLVVWSPITEKHLQSGMTLAE

14 RGDERFAMCSTSKVMAAAAVLKQSESNKEVVNKRLEINAADLVVWSPITEKHLQSGMTLAE
26 RGDERFAMCSTSKVMAAAAILKQSESNKEVVNKRLEINAADLVVWSPITEKHLQSGMTLAE
28 RGDERFAMCSTSKVMAAAAILKQSESNKEVVNKRLEINAADLVVWSPITEKHLQSGMTLAE
2 RGDERFAMCSTSKVMAAAAVLKQSESNKEVVNKRLEINAADLVVWSPITEKHLQSGMTLAE

1
OXY-2-8 LSAATLQYSDNTAMNLIIGYLGGPEKVTAFARSIGDATFRLDRTEPTLNTAIPGDERDTSTPLA

14 LSAATLQYSDNTAMNLIIGYLGGPEKVTAFARSIGDATFRLDRTEPTLNTAIPGDERDTSTPLA
26 LSAATLQYSDNTAMNLIIGYLGGPEKVTAFARSIGDATFRLDRTEPTLNTAIPGDERDTSTPLA
28 LSAATLQYSDNTAMNLIIGYLGGPEKVTAFARSIGDATFRLDRTEPTLNTAIPGDERDTSTPLA
2 LSAATLQYSDNTAMNLIIGYLGGPEKVTAFARSIGDATFRLDRTEPTLNTAIPGDERDTSTPLA

OXY-2-8 MAESLRKLTLGNALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPESWVVGDKTGAGDYGTTND

14 MAESLRKLTLGNALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPESWVVGDKTGAGDYGTTND
26 MAESLRKLTLGNALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPESWVVGDKTGAGDYGTTND
28 MAESLRKLTLGNALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPESWVVGDKTGAGDYGTTND
2 MAESLRKLTLGNALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPESWVVGDKTGAGDYGTTND

OXY-2-8 IAVIWPENHAPLVLVTYFTQPQQDAKNRKEVLAAAAKIVTEGL

14 IAVIWPENHAPLVLVTYFTQPQQDAKNRKEVLAAAAKIVTEGL
26 IAVIWPENHAPLVLVTYFTQPQQDAKNRKEVLAAAAKIVTEGL
28 IAVIWPENHAPLVLVTYFTQPQQDAKNRKEVLAAAAKIVTEGL
2 IAVIWPENHAPLVLVTYFTQPQQDAKNRKEVLAAATKIVTEGL

1

Les acides aminés substitués sont marques par une fléche.

Le dernier isolat (isolat 1) presentait une homologie de séquence peptidique de 98,7 % avec
OXY-2-9. Il présentait 2 substitutions: une substitution d’un Acide aspartique par une
Asparagine en position 256 de la séquence d’acides aminés (position 255 selon la
numérotation de Ambler) et une substitution d’une Asparagine par une Sérine en position 275
de la séquence d’acides aminés (position 274 selon la numérotation de Ambler) (Figure 17,

page 66).
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by

Figure 17 :  Séquence peptidique OXY de la souche 1 comparée a la séguence
peptidique OXY-2-9

OXY-2-9 MIKSSWRKIAMLAAAVPLLLASGALWASTDAIHQKLTDLEKRSGGRLGVALINTADNSQILY
1 MIKSSWRKIAMLAAAVPLLLASGALWASTDAIHQKLTDLEKRSGGRLGVALINTADNSQILY

OXY-2-9 RGDERFAMCSTSKVMAAAAVLKQSESNKEVVNKRLEINAADLVVWSPITEKHLQSGMTLAE
1 RGDERFAMCSTSKVMAAAAYVLKQSESNKEVVNKRLEINAADLVVWSPITEKHLQSGMTLAE

OXY-2-9 LSAATLQYSDNTAMNLIIGYLGGPEKVTAFARSIGDETFRLDRTEPTLNTAIPGDERDTSTPLA
1 LSAATLQYSDNTAMNLIIGYLGGPEKVTAFARSIGDATFRLDRTEPTLNTAIPGDERDTSTPLA

OXY-2-9 MAESLRKLTLGDALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPESWVVGDKTGAGDYGTTND

1 MAESLRKLTLGNALGEQQRAQLVTWLKGNTTGGQSIRAGLPESWVVGDKTGAGDYGTTND
T

OXY-2-9 IAVIWPENHAPLVLVTYFTQPQQDAKNRKEVLAAAAKIVTEGL

1 IAVIWPENHAPLVLVTYFTQPQQDAKSRKEVLAAAAKIVTEGL

1

Les acides aminés substitués sont marqués par une fléche.

Le Tableau XIX page 67 résume les résultats de 1’étude des 45 souches. Les souches 2-7
étaient les plus représentées. Elles avaient les CMI les plus élevées a 1’aztréonam et aux
céphalosporines testées. Elles présentaient toutes une mutation G>T au niveau de la 1% base
de la boite -10 du promoteur. Les souches appartenant aux groupes OXY-1 et OXY-6 étaient
moins représentées. Elles avaient des CMI moins élevées a D’aztréonam et aux
céphalosporines testées que les souches du groupe OXY-2. Elles présentaient le plus souvent
une mutation G>A au niveau de la 5 base de la boite -10 du promoteur. Les groupes OXY-
3 et OXY-4 n’avaient aucun représentant. Ainsi, la résistance semble correlée aux mutations
dans le promoteur et au groupe OXY, le groupe OXY-2, présentant la mutation G>T au
niveau de la 1% base de la boite -10, hydrolysant & un niveau plus élevé que le groupe OXY-

1, ’aztréonam, la ceftriaxone et la ceftazidime.
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Tableau XI1X : Récapitulatif des caractéristigues bactériologiques et génétiques des 45 souches

Isolat CMI ATMICMI CROCMI CAZPromoteur (boite -10) Geéne

ATCC 0,12 0,12 < 0,06 GATAGT 2-2
15 > 64 > 64 4 TATAGT Nouveau variant (groupe 2)
24 > 64 64 4 TATAGT 2-7
22 > 64 32 4 TATAGT 2-7
23 > 64 32 4 TATAGT 2-7
44 > 64 32 4 TATAGT 2-2
5 > 64 16 4 TATAGT 2-7
6 > 64 16 4 TATAGT 2-2
7 > 64 16 4 TATAGT 2-7
10 > 64 16 4 TATAGT 2-7
12 > 64 16 4 TATAGT 2-7
6 > 64 16 4 TATAGT 2-7
39 > 64 16 4 TATAGT 2-7
43 > 64 16 4 TATAGT 2-7
2 > 64 16 2 TATAGT Nouveau variant (groupe 2)
11 > 64 16 2 TATAGT 2-7
28 > 64 16 2 TATAGT Nouveau variant (groupe 2)
45 > 64 8 2 TATAGT 2-8
3 64 16 2 TATAGT 2-7
13 64 16 2 TATAGT 2-7
32 64 16 2 TATAGT 2-7
42 64 8 2 TATAGT 2-7
17 64 8 1 TATAGT 2-7
19 64 8 1 TATAGT 2-7
31 64 8 1 TATAGT 2-7
1 64 4 1 GATAAT Nouveau variant (groupe 2)
26 64 4 1 GATAAT Nouveau variant (groupe 2)
8 32 32 1 TATAGT 2-7
20 32 8 1 TATAGT 2-7
9 32 4 1 GATAAT 2-5
21 32 4 1 TATAGT 2-7
25 32 4 1 TATAGT 2-7
29 32 4 1 TATAGT 2-7
37 32 4 1 TATAGT 2-7
35 32 4 1 GATAAT 2-9
14 32 4 0,5 GATAAT Nouveau variant (groupe 2)
33 32 2 1 TATAGT Nouveau variant (groupe 1)
38 32 2 0,5 GATAAT 1-3
4 16 4 0,5 GATAAT 1-5
41 16 2 0,5 GATAAT 1-3
40 8 2 1 GATAAT 1-5
34 8 1 0,25 GATAAT 1-5
18 8 0,5 0,25 TATAGT 1-5
36 2 0,25 0,25 GATAAT 1-7
16 0,25 0,25 < 0,06 TATAGT 6-4
27 0,25 < 0,06 0,25 GATAAT 2-2

OXY-2

OXY-1

J

Les souches ont été classées par niveau de résistance décroissant a 1’aztréonam. La souche ATCC 13182 est la
souche sauvage de référence (1° ligne). Les accolades placées sur la droite du tableau montrent que la résistance
est correlée aux mutations dans le promoteur et au groupe OXY. Les CMI sont exprimées en mg/L.
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Partie 1V : Résultats

V  Typage moléculaire
V.1 ERIC2-PCR

Les 24 isolats du groupe OXY-2-7 ont été typés par la technique d’ERIC 2-PCR afin de
mettre en évidence une éventuelle clonalité (Figure 18). Parmi les 24 souches, 23 présentaient
des profils de bandes trés proches, mais la technique ne permettait pas d’affirmer leur
clonalité. Une confirmation par une technique d’électrophorése en champs pulsés était
nécessaire.

Figure 18 :  Gel de typage moléculaire par ERIC 2-PCR de souches OXY-2-7

1- 2-3- 4-5-6-7-8-9- 10- 11- 12- 13- 14- 15- 16-17-18-19-20

Aspect homogene des profils de bande des souches
3,5,7,10, 11, 12, 13, 15, 17, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 29, 43 et 44 (numérotées respectivement 3 a 20
sur la Figure).

1 : Marqueur de taille 100 pb.
o v D - - 2 : Témoin négatif (blanc).

L A . G e e

Le second groupe le plus représenté était le groupe OXY-1-5 avec 4 isolats. Ces isolats
présentaient des phénotypes de résistance proches, mais des profils de bande différents,
confirmant 1’absence de clone pour ces souches, isolées chez des patients différents (Figure
19).

Figure 19 : Gel de typage moléculaire par ERIC 2-PCR pour les isolats OXY-1-5
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Aspect hétérogéne des profils de bande des souches 4, 18, 34, 40
(groupe 1-5) (numéros 3, 4, 5 et 6) et de la souche 33 (groupe 1-7)
(numeéro 7), isolées chez 5 patients différents.
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V.2 Electrophorése en champs pulsés

Un typage moléculaire par électrophorése en champs pulsés a été réalisé pour les 24 souches
2-7 (Figure 20). Dix des 24 isolats produisant une OXY-2-7 n’ont pas pu étre typés. Parmi les
isolats restants, deux clones ont été identifiés. Les isolats étaient considérés comme
phylogénétiquement liés les uns aux autres, quand ils montraient une similarité supérieure a
90 % avec au moins un autre isolat. Un clone était majoritaire et comprenait 11 souches, le
second clone comportant 3 souches. L’analyse des services et des dates a permis de montrer
des liens entre certains isolats (Tableau XX). Parmi les 11 isolats formant le clone
principal, trois provenaient de médecine interne et 2 d’orthopédie. Les dates d’isolement
allaient de janvier 2006 a décembre 2007 (2 en avril 2007). Parmi les 3 isolats du second
clone, tous provenaient de services différents et ont été isolés a des mois différents.

Figure 20 : Dendrogramme de souches OXY-2-7 aprés électrophorése en champs pulsés
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21-uro- fév 07
17-ortho- janv 06
25-urg- fév 07

43- ortho-déc 07
31-ortho-mai 07
5-chir vasc-sept 06
7-gastro-oct 06
10-méd int-déc 06 y 2
32-méd int-juin 07
3-greffes-aolt 06
30-méd int-avr 07
29-réadapt-avr 07
13-hémo dig-avr 06
15-nouveau variant

20-réadapt-janv 07 }

_/

La fleche indique le seuil de clonalité (90% d’homologie). Le numéro de souche, le service et la date d’isolement
sont précisés pour chaque OXY-2-7 a droite des profils de bande. Les accolades regroupent chacune un clone.

Tableau XX : Service et date d’isolement des souches OXY-2-7 classées par ordre
chronologigue

Date N° isolat Service Nature
10/1/2006 17 Orthopédie urines
27/4/2006 13 Hémodigestive urines
27/5/2006 12 Méd interne urines
22/6/2006 11 Urgences urines
25/8/2006 3 Suivi greffes urines
20/9/2006 5 Chir vasculaire urines
26/10/2006 7 Hépato-gastro hémoculture
11/12/2006 8 Réadaptation urines
28/12/2006 10 Méd interne urines
9/1/2007 20 Beausejour urines
28/1/2007 21 Réadaptation urines
5/2/2007 22 Urologie urines
7/2/2007 24 Endocrinologie urines
9/2/2007 23 Traumatologie urines
15/2/2007 25 Urgences urines
14/3/2007 19 Biologie de la reproduction sperme
6/4/2007 29 Réadaptation urines
30/4/2007 30 Méd interne urines
4/5/2007 31 Orthopédie crachat
29/6/2007 32 Méd interne urines
27/7/2007 37 Seilleraye urines
13/10/2007 39 Bellier urines
15/10/2007 42 Rééducation urines
8/12/2007 43 Clinique chir urines
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Au quotidien, chaque antibiothérapie prescrite a un impact non négligeable sur les flores
bactériennes, avec pour conséquence I’émergence de bactéries toujours plus résistantes. La
surveillance de I’évolution des résistances bactériennes aux antibiotiques ainsi que la
détection précoce de mécanismes émergents devraient permettre de prévenir la dissémination
des génes de résistance acquis. Par ailleurs, pour certaines especes, le chromosome bactérien
peut héberger des genes de résistance aux antibiotiques. Dans le domaine des B-lactamases,
Cette résistance, bien que de support chromosomique, n’est pas totalement figée. Elle peut
évoluer, soit en terme de niveau d’expression du géne (aspect quantitatif), soit en terme de

spectre d’hydrolyse (aspect qualitatif) (150, 198-200).

Chez K. oxytoca, une p-lactamase chromosomique de classe A, OXY, est exprimée
constitutivement a bas niveau, conférant une résistance aux aminopénicillines et
carboxypénicillines. L’hyperproduction de la B-lactamase qui est généralement due a une
mutation dans la région promotrice du gene blapoxy conduit a une résistance aux pénicillines et
a I’association amoxicilline-acide clavulanique, et une sensibilit¢ variable aux
céphalosporines de premiére et deuxieme générations, a 1’aztréonam, a la ceftriaxone, au

céfotaxime et a la ceftazidime (147, 157).

Depuis 3 ans, nous avons observé un accroissement du nombre de souches de K. oxytoca
résistantes a 1’association amoxicilline-acide clavulanique détectées au laboratoire du CHU de
Nantes. L’objectif de ce travail était d’étudier les souches de K. oxytoca isolées dans notre
hopital dont le phénotype était compatible avec une hyperproductrion de la B-lactamase
chromosomique OXY. Dans le cadre de ce travail, nous avons analysé, de maniere
rétrospective, 45 souches isolées entre 2006 et 2007. Dans un 1* temps, les travaux ont porté
sur I’évaluation des concentrations minimales inhibitrices a 1’égard de différentes -
lactamines. Dans un 2°™ temps, les analyses du promoteur du géne blaoxy, puis du géne de la
B-lactamase lui-méme ont permis d’une part, d’identifier les mutations responsables de
I’hyperexpression de la pB-lactamase et, d’autre part, de déterminer les sous-groupes OXY.
Enfin, un typage moléculaire des souches a été réalisé, afin de mettre en évidence une

éventuelle clonalité entre les isolats de méme sous-groupe OXY.

Au cours de nos investigations, 1’analyse des prélevements a montré que, dans notre cohorte,

la principale nature de prélévement était 1’urine (75 %) puis le sang (4 %). Dans notre étude,
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nous n’avons pas distingué les colonisations des infections urinaires. Les données de la
littérature concernant les infections urinaires a K. oxytoca restent faibles, mais les
bactériémies rapportées ont souvent un point de départ urinaire (70). Concernant les 34
patients pour lesquels 1’isolement était urinaire, une dizaine d’entre eux (> 30 %) étaient
porteurs d’une sonde vésicale. Or, le matériel étranger est connu pour favoriser le portage de
K. oxytoca par formation de biofilm (53, 55). Ce facteur de pathogénicité pourrait étre
impliqué dans les infections dues a des souches hyperproductrices de OXY.

L’age moyen était statistiguement différent entre les femmes (80 ans en moyenne) et les
hommes (63 ans en moyenne). Il s’agit d’un indicateur épidémiologique dont la principale
variable est la cause de I’hospitalisation. En effet, dans notre étude, les femmes étaient
principalement hospitalisées pour des fractures du col du fémur et des pathologies biliaires,
pathologies dont la fréquence augmente avec 1’age (201). Par contre, les hommes étaient
généralement hospitalisés pour des pathologies non liées a 1’age (pathologies neurologiques
(paraplégies) ou traumatiques, complications de 1’alcoolisme chronique, etc...).

Les seuls travaux réunissant un nombre comparable de souches cliniques hyperproductrices
de OXY sont ceux publiés par Fournier et al. en 1996, mais les caractéristiques
épidémiologiques des patients n’étaient pas précisées (129).

Notre étude épidémiologique a reposé uniquement sur I’observation des données socio-
démographiques colligées dans les dossiers informatisés des patients. Une véritable étude
épidémiologique serait intéressante pour analyser la durée d’hospitalisation avant 1’isolement
de la bactérie, les notions d’hospitalisations antérieures, d’antécédents d’infection a K.
oxytoca et d’antibiothérapie préalable, ayant éventuellement favorisé la sélection d’une
souche hyperproductrice. En effet, K. oxytoca est retrouvée dans la flore digestive de 1,6 %

des sujets sains (51).

Les 45 souches de K. oxytoca résistantes a 1’association amoxicilline-acide clavulanique
isolées au CHU de Nantes en 2006 et 2007 presentaient un phénotype de résistance
compatible avec I’hyperproductrion de la B-lactamase OXY. L’étude des concentrations
minimales inhibitrices a 1’égard de différentes B-lactamines dans cette population bactérienne
sélectionnée a permis de préciser les observations faites au Laboratoire de Bactériologie
concernant 1’augmentation de la résistance aux f-lactamines sous 2 aspects : modifications

génetiques impliguées et niveaux de résistance conféres.
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L’intérét de notre étude tient au nombre élevé de souches (quarante-cing) de K. oxytoca
suspectées d’étre hyperproductrices alors que les études précédentes réunissaient trois (147)
ou quatre isolats (160). Granier et al. avaient un nombre intermédiaire de souches
hyperproductrices s’élevant a 16 (196). Seule 1’étude de Fournier et al. en 1996 portait sur un
nombre équivalent de souches cliniques hyperproductrices mais elles provenaient de plusieurs
pays pour lesquels 1’écologie bactérienne est difficilement comparable avec celle de la France.
De plus, les résultats, exprimés en diamétre d’inhibition, n’étaient pas strictement
comparables (129).

Parmi les 45 isolats étudiés, 43 (soit 95,6 %) présentaient une résistance a 1’aztréonam (CMI
moyenne > 64 mg/L). Cette caractéristique des souches hyperproductrices résistantes a
I’aztréonam confirme la tendance observée dans différentes enquétes épidémiologiques (147,
158, 160, 196). Toutefois, certaines souches présentaient des CMI trés basses (0,25 a 0,5
mg/L), suggérant une certaine hétérogénéité du spectre d’hydrolyse vis-a-vis de 1’aztréonam
chez les souches hyperOXY.

Parmi les 45 isolats étudiés, 41 isolats (soit 91,1 %) exprimaient une résistance a la
ceftriaxone (CMI > 2 mg/L). Cette fréquence élevée de résistance a la ceftriaxone chez les
souches hyperproductrices confirme les enquétes de Moland et al. en 1998 et Granier et al. en
2002 (160, 196). Ces résultats n’étaient pas retrouvés dans 1I’étude de Fournier et al. en 1996,
dans laquelle les diamétres d’inhibition moyens des souches hyperproductrices étaient de 28.6
+ 3.3 cm (seuil de sensibilit¢ > 26 cm) (129). Une augmentation de la résistance a la
ceftriaxone semble donc se produire depuis 1996 (160), méme si ce résultat doit étre pondéré
par la présence de biais de comparaison entre les études (biais de recrutement).

Parmi les 45 isolats, 21 (soit 46,6 %) présentaient une sensibilité diminuée a la ceftazidime
(CMI comprise entre 1 et 8 mg/L). Aucune résistance a la ceftazidime n’était retrouvée dans
les précédentes études réalisées entre 1996 et 2002 (147, 158, 160, 196).

Ainsi, alors que ’ONERBA a montré une moindre évolution de la résistance chez les K.
oxytoca entre 2000 et 2005 (194), nos travaux indiquent une progression des niveaux de CMI
aux B-lactamines.

Parmi notre cohorte, il est intéressant de souligner qu’aucune souche produisait une f-
lactamase a large spectre. Cette observation indique sans doute I’extréme rareté de ce
mécanisme de résistance chez K. oxytoca dans notre hopital. Seule une surveillance

épidemiologique permettrait de connaitre la proportion exacte de ce phénotype parmi les
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souches de K. oxytoca. Or, en France, les réseaux de surveillance des résistances bactériennes,

comme ’ONERBA, ne les répertorient pas (194).

Par conséquent, les hypotheses sur les mécanismes associés a cette augmentation de résistance
sont principalement I’apparition de nouveaux mécanismes moléculaires de dérégulation
transcriptionnelle au niveau du promoteur, et/ou la sélection de mutants de la B-lactamase
avec un élargissement du spectre aux céphalosporines de 3°™ génération.

L’¢tude de la régulation transcriptionnelle de 1’expression de geénes de résistance aux
antibiotiques permet de mieux comprendre certains phénotypes de résistance. Chez K.
oxytoca, I’expression de la B-lactamase OXY est constitutive. Le promoteur du gene codant
pour cette enzyme possede 2 séquences (dites boites -35 et -10), constituant respectivement le
site de la reconnaissance pour I’ARN-polymérase et le site d’ouverture de la double hélice
d’ADN. Seules quelques études se sont intéressées a la régulation du niveau de production de
la B-lactamase OXY (128). Cette régulation transcriptionnelle est essentiellement liée a la
force du promoteur du géne. Dans les promoteurs des souches sauvages, qui expriment OXY
a bas niveau, la boite -35 comporte la séquence TTGTCA, et la boite -10 comporte la
séquence GATAGT, ces 2 régions étant séparées de 17 pb (128). Des mutations rapportées
dans les boites -10 et -35 peuvent augmenter la force du promoteur et, par conséquent, le
niveau de transcription du géne blaoxy.

Lors de ce travail, le séquencage du promoteur des souches suspectées d’étre
hyperproductrices a révélé que toutes présentaient une mutation dans la boite -10. Les 2
substitutions détectées (G- T au niveau de la 1% base et G=> A au niveau de la 5°™ base de
la boite -10) améliorent I’homologie avec la séquence consensus TATAAT (définie chez E.
coli) et, par conséquent, le niveau de transcription du géne blapxy. Aucun nouvel événement
génétique n’a été détecté dans la boite -10. Par ailleurs, nous n’avons pas mis en évidence de
mutation dans la boite -35. Ces observations confirment celles initialement rapportées par
Fournier et al. (128, 129), la force du promoteur augmentant si la séquence réelle se
rapproche de la séquence consensus. Chez E. coli, des substitutions aux mémes positions de la
boite -10 entrainent également une augmentation du niveau de production du géne malT
(substitution G>T de la 1°® base) (202), et du géne fol (substitution G=> A de la 5°™ base de
la boite -10) (203).
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Par ailleurs, la distance entre les séquences consensus -35 et -10 peut également étre
impliquée dans des modifications de force du promoteur, comme cela a déja été démontré in
vitro par Fournier et al. (156). Dans notre cohorte, aucune délétion ou insertion dans la région
promotrice n’a été retrouvée. Toutes les souches présentaient une distance de 17 pb entre les 2
boites -35 et -10. Cette distance entre les boites des promoteurs semblait relativement stable,
car elle était également de 17 pb chez la souche sauvage de référence ATCC. Ainsi, comme
chez E. coli (204), il s’agit probablement de la distance optimale pour la transcription du géne
blapxy par I’ARN-polymérase.

L’analyse des mutations indique que la mutation G>A au niveau de la 5°™ base génére un
niveau de résistance modéré, alors que la mutation G>T au niveau de la 1% base conduit a
un niveau de résistance élevé. Cette substitution G>T, la plus fréquemment retrouvée parmi
nos isolats, entraine probablement une production plus importante de I’enzyme. Ces
observations confirment les études précédentes realisées sur la région promotrice du géne
blaoxy (129, 148). Plusieurs auteurs ont déja montré que le niveau d’hyperproduction de la B-
lactamase est variable selon la mutation du promoteur détectée (augmentation d’un facteur 70
a 200 environ) (128).

Par ailleurs, d’autres mutations détectées en dehors des 2 boites -35 et -10 ne semblent pas
influencer le niveau de transcription (128, 129).

Enfin, dans notre cohorte, aucun nouveau mécanisme moléculaire de résistance au niveau du
promoteur n’a pu étre mis en évidence. Or, chez K. pneumoniae (blasny), E. coli (blaampc) ou
Acinetobacter baumannii (blaampc), il existe une diversite des événements génétiques
responsables de I’hyperexpression de la B-lactamase naturelle. Ainsi, en plus de mutations
ponctuelles dans le promoteur, des macrodélétions ou la présence de séquences d’insertion
avec constitution de promoteur hybride ont été rapportées dans la littérature (198, 199, 205).
A T’inverse, chez K. oxytoca, une certaine stabilité génétique du promoteur a été constatée
entre 1995 et 2009 (128).

Aprés I’étude des promoteurs, nous NOUsS sommes intéressés au gene de la B-lactamase. Cette
étude des genes blapxy nous a permis de classer les souches selon la classification de Fevre et
al. (20). Les sous-groupes des 45 isolats ont été déterminés par séquencage complet du géne
blapxy (20). Dans notre cohorte, le sous-groupe OXY-2-7 (53,3 % des isolats) était
majoritaire. En 1996, une prédominance du groupe OXY-2 (53 %) et du sous-groupe
OXY-1-1 (42 %) était retrouvée (129, 158). Le sous-groupe OXY-2-7 représentait alors 31 %

75



Partie V : Discussion

des isolats (129). Or, dans notre cohorte, aucun OXY-1-1 n’a été mis en évidence. Le sous-
groupe OXY-1-5 formait le deuxieme sous-groupe de notre panel en fréquence, avec 4 isolats
(soit 8,8 %). Il n’était pas encore décrit lors de 1’étude épidémiologique de Fournier et al.
(129). Par conséquent, nos résultats illustrent probablement une évolution de la distribution
des sous-groupes depuis 1996. Toutefois, cette interprétation des données doit étre pondérée
en raison de la présence de biais de comparaison, les études précédentes se basant sur des
classifications ou n’apparaissaient que les groupes OXY-1 et OXY-2 (129). En effet, aucune
étude de caractérisation moléculaire de souches cliniques n’a été réalisée depuis la mise en
place de la nouvelle classification blapxy en 2005 (20, 21).

D’autre part, aucun représentant des groupes OXY-1-4, 2-3, 2-6, 3-1, 4-1, 5, 6-1 et 6-2 n’a été
identifié dans notre panel. Or, ces sous-groupes ont été établis par Fevre et al a partir de
souches de référence provenant d’une dizaine de pays (Italie (OXY-5-1), Suisse (OXY-5-2),
etc...). Par contre, certains sous-groupes établis a partir de souches « francaises »
correspondaient a des sous-groupes retrouvés dans notre cohorte : OXY-2-7, 1-2, 2-2, 6-4,
1-5, etc... Cependant, ce n’était pas le cas pour tous les sous-groupes définis a partir de
souches « frangaises », puisque nous n’avons pas détecté de représentants des sous-groupes
OXY-3, OXY-4, OXY-2-3 ou OXY-2-6 dans notre cohorte (20). Ainsi, il est possible que
certains sous-groupes définis par Févre et al. ne circulent pas encore, ou tres rarement, en
France. Il pourrait étre intéressant d’engager une enquéte multicentrique pour comparer la

prévalence de chaque sous-groupe en fonction des centres.

Ensuite, nous avons voulu établir une éventuelle corrélation entre géne blapxy et niveau de
résistance conféré aux B-lactamines. Dans la cohorte étudiée, les p-lactamases OXY-2 ont
hydrolysé plus nettement les B-lactamines dont I’aztréonam, la ceftriaxone et la ceftazidime
que les OXY-1. Au sein des groupes, le niveau d’hydrolyse était homogene, les CMI des
OXY-2 (OXY-2-7, 2-2 et 2-9) étant comparables entre elles, tout comme celles des OXY-1
(OXY-1-3, 1-5 et 1-7). Fournier et al. ont rapporté des résultats similaires dans les années
1990 (109, 128, 129, 136). A I’inverse, Févre et al. ont estimé que les p-lactamases des 6
groupes OXY avaient des niveaux de production trés proches, mais leurs résultats reposaient
sur 1’étude de souches sauvages (20). Or, le niveau de CMI des variants OXY semble modifié
selon la mutation du promoteur. Ainsi, dans notre étude, les OXY-2 présentaient plus souvent
la mutation G>T au niveau de la 1% base de la boite -10, conférant un promoteur trés fort.

De méme, nos isolats OXY-1 présentaient plus fréguemment la mutation G> A au niveau de
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la 5°™ base de la boite -10 augmentant modéremment la force du promoteur. Ces résultats
sont concordants avec d’autres travaux dans lesquels les OXY-2 (TATAGT) présentaient des
diamétres a I’aztréonam a 13 mm, et les OXY-1 (GATAAT) des diamétres a 16 mm (129).

Lorsque nous avons classé les isolats selon les groupes génétiques de Feévre et al. (20),
certains isolats présentaient des substitutions d’acides aminés et ne pouvaient étre classés dans
aucun des groupes existants. La souche était alors nommeée « nouveau variant genétique ».
Parmi les 45 isolats, 7 nouveaux variants (15,5 %) ont été détectés. Jusqu’a présent, la
variabilité génétique de K. oxytoca a été peu étudiée (136). La classification de Fevre et al.
étant basée sur 30 souches de K. oxytoca, elle ne peut pas représenter toute la diversité et la
plasticité génétique de la B-lactamase OXY. De plus, elle a été réalisée en 2005. Or, les
évolutions génétiques sont rapides chez les B-lactamases chromosomiques ou plasmidiques
avec la description constante de nouveaux variants chez TEM, SHV, CTX-M, etc...(144). La
découverte de nouveaux variants OXY chez K. oxytoca n’est donc pas trés surprenante. Ces
variants pourraient ainsi étre ajoutés a la classification de Févre et al. aprés études

complémentaires (notamment des génes de ménage).

Nous avons voulu étudier ces variants et leurs mutations peptidiques, dans le but d’établir une
corrélation avec un éventuel élargissement du spectre de la P-lactamase. En effet,
contrairement aux mutations du promoteur qui modifient le niveau d’expression de OXY, la
variabilité dans les régions codantes du géne blapxy est susceptible d’¢largir le spectre
d’hydrolyse de ’enzyme. Pour 6 isolats (1, 2, 14, 26, 28 et 33), les mutations n’ont pas permis
d’élargir le spectre de la B-lactamase a la ceftazidime (CMI modérément élevée de 0,5 a 2
mg/L), mais ont semblé survenir au niveau d’acides aminés peu conservés: ainsi, une
substitution Asp89Glu selon la numérotation de Ambler a été détectée chez la souche 33
(OXY-1). L’acide aminé 89 ne fait pas partie des sites actifs connus de la B-lactamase (Sérine
70 principalement). La substitution Asp89GIlu a déja été décrite par Févre et al. dans les
groupes OXY-3-1, OXY-4-1 et OXY-6 (20), mais jamais pour OXY-1. L’acide aminé en
position 89 est également important dans la classification des PB-lactamases SHV pour
distinguer SHV-1 (Asp89) de SHV-15 (Lys89) (144).

De méme, une substitution Val80Iso (Ambler) a été retrouvée chez I’isolat 26, classé dans le
groupe OXY-2. Malgré sa proximité avec le principal site actif de la B-lactamase (la Sérine

70), la variation d’acide aminé en position 80 n’a pas semblé avoir d’impact sur le spectre de
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la B-lactamase. L’acide aminé 80 est important dans la classification des B-lactamases TEM
(\Val80Glu) et dans celle des SHV (Val80Met) (144). De méme, une substitution Thr281Ala
(Ambler) a eté retrouvée chez I’isolat 2. Cette position 281 n’a jamais été décrite, ni chez
OXY ni chez les B-lactamases TEM, SHV ou OXA (144).

L’isolat 1 présentait 2 substitutions, Asp255Asn et Asn274Ser (Ambler), connues pour
modifier le pl de la B-lactamase (18, 136). Ces positions ont été décrites pour distinguer le
groupe OXY-1 (Asn255, Ser274) des autres groupes OXY (Asp255, Asn274) (20) mais pas
pour élargir le spectre de la B-lactamase. L’isolat 14 présentait une substitution Asp35Ala
(Ambler), dont la position est connue pour modifier le pl de la B-lactamase (136) et pour
différencier les souches OXY-6-4 (Asn35) des autres OXY (Asp35) (20). Les p-lactamases
TEM (Asp35Pro) et SHV (Leu35GIn) possédent aussi des variants en position 35 de la

numérotation de Ambler.

Parmi les 7 nouveaux variants, seul I’isolat 15 présentait une substitution connue pour élargir
le spectre de OXY vis-a-vis de la ceftazidime, 1’Ala237Ser (Ambler). Cette substitution
affecterait le motif conservé KTG situé a proximité (206). Elle a déja été impliquée par
plusieurs auteurs dans des modifications de résistance a la ceftazidime (CMI =2 a 8 mg/L)
chez des souches hyperproductrices de K. oxytoca (21, 136, 206). Pour I’isolat 15, la CMl a la
ceftazidime était de 4 mg/L, en accord avec les niveaux de CMI décrits par Decré et al. (206).
Dans la classification de Févre et al., cette position est également importante puisqu’elle
permet de distinguer le groupe OXY-1 (Ala237) des autres groupes OXY (Gly237). Certains
auteurs ont évoqué I’importance de la sérine 237 pour 1’hydrolyse du céfuroxime et des
céphalosporines a large spectre pour plusieurs BLSE de type TEM ou SHYV, pour les -
lactamases chromosomiques de K. ascorbata (KLUA-1), K. cryocescens (KLUC-1), K.
georgina (KLUG-1), P. vulgaris (RO104), Serratia fonticola (CUV), Citrobacter sedlakii
(SED-1), C. diversus (CidA), Rahnella aquatilis (RHAN-1) et Erwinnia persinica (ERP-1),
qui possédent toutes une sérine en position 237 (206), alors qu’une Alanine est retrouvée en
position 237 chez des enzymes telles que TEM-1, TEM-2, OXY-1 ou OXY-2 (206). D’autres
substitutions ont également été décrites en position 237 chez certaines p-lactamases TEM
(Ala237Thr et Ala237Gly) permettant un élargissement du spectre. Aucune classification
identique n’existe pour les B-lactamases CTX-M, les plus proches phylogenétiquement des

OXY, dont la comparaison de 1’acide aminé en position 237 aurait été intéressante.
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Enfin, la mutation Pro167Ser, au niveau de la boucle Omega, connue pour élargir le spectre
de la B-lactamase de K. oxytoca a la ceftazidime (CMI > 32 mg/L) (206), n’a pas été détectée
parmi nos souches. Cette observation est en accord avec nos résultats, puisque, dans notre
cohorte, les souches présentaient des CMI relativement peu élevées a la ceftazidime (CMI =
0,25 a4 mg/L).

L’appartenance d’un nombre important de souches a un méme sous-groupe génétique (24
souches OXY-2-7) nous a conduit a verifier leur éventuelle clonalité. Dans notre étude,
I’ERIC 2-PCR n’a pas permis un typage moléculaire précis. Les profils de bandes semblaient
proches mais sans étre analysables par informatique. En 2008, Zarate et al. avaient utilisé la
méme technique d’ERIC 2-PCR pour typer 7 souches de K. oxytoca hyperproductrices OXY -
2 au cours d’une épidémie dans un service de transplantés rénaux (207). La technique avait
été discriminante et aucune technique complémentaire n’avait été réalisée. Mais, ces souches
isolées chez 7 patients différents sur une période de 6 mois provenaient toutes d’un méme
service. Or, dans notre cohorte d’isolats OXY-2-7, les souches ont été isolées sur une période
de 2 ans et ont pu évoluer par mutations, tout en étant issues d’un méme clone. Ainsi, I’ERIC
2-PCR a semblé une technique intéressante pour un dépistage rapide d’une éventuelle
clonalité de souches de K. oxytoca.

Le typage par électrophorése en champs pulsés a confirmé la présence de 2 clones des K.
oxytoca OXY-2-7, en 2006 et 2007 dans notre hépital, suggérant pour chaque clone, une
dissémination potentielle. Cette clonalité constitue un résultat inattendu, car les isolats ont été
détectés chez des patients différents, dans des services différents sur une période de 2 ans. Les
vecteurs de la diffusion clonale pouvaient étre le personnel (manque d’hygiéne, notamment
hygiéne des mains) ou des objets contaminés (mobiliers, flacons...). Une enquéte
épidémiologique serait nécessaire pour valider ces hypotheses. Cette clonalité a probablement
eu un impact important sur la répartition déséquilibrée des groupes OXY a Nantes, la
prévalence des OXY-2-7 n’étant peut-étre que le reflet de la diffusion sur la période étudiée.
Il est possible que cela ne reflete donc pas la distribution génétique des OXY dans d’autres
hdpitaux, ou méme dans notre hopital a d’autres périodes.

Enfin, certaines souches n’ont pas pu étre typées, malgré plusieurs tentatives. Ces échecs
techniques pourraient étre dus a la présence de DNases chez ces souches, entrainant une lyse

de ’ADN bactérien avant son extraction. La technique d’électrophorése en champs pulsés
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employée est utilisée au laboratoire en routine pour typer des souches de K. pneumoniae. Elle

nécessiterait une mise au point supplémentaire pour toutes les souches de K. oxytoca.

Chaque antibiotique prescrit peut avoir un impact sur 1’émergence des souches hyperOXY,
parfois résistantes aux C3G, probablement par le mécanisme de sélection de mutants
résistants. Une étude complémentaire des flores digestives de patients sains permettrait de
préciser s’il existe ou non une colonisation par des souches hyperproductrices de la B-
lactamase OXY, ce qui n’a jamais encore été démontré.

Cette résistance aux antibiotiques a large spectre réduit 1’offre de choix des traitements
antibiotiques. Dans les infections sévéres, une antibiothérapie a large spectre (comprenant
ceftriaxone ou ceftazidime) est souvent initiée avant d’avoir 1’antibiogramme. La description
de cette résistance chez K. oxytoca pourrait étre a 1’origine d’échecs de traitement. Les
conséquences thérapeutiques restent limitées a ce jour puisque le mécanisme impliqué est d a
une bactérie peu fréquemment rencontrée en pathologie humaine.

Toutefois, 1’apparition et la description récente de supports plasmidiques du gene blaoxy
risque de favoriser la transmission de cette B-lactamase a d’autres espéces bactériennes,
comme cela a déja été decrit chez une souche de K. pneumoniae exprimant blaoxy (147, 157).
Une étude complémentaire a la recherche d’un éventuel support plasmidique serait nécessaire
pour finaliser la caractérisation moléculaire de la résistance de nos souches. Toutefois, toutes
présentent déja un événement génétique compatible avec I’hyperexpression de blaoxy.
L’acquisition d’un plasmide, support génétique du méme gene chez cette espéce, constituerait
donc un codt biologique expliquant probablement la trés faible fréquence de ce type de

combinaison de mécanismes de résistance chez nos isolats.
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CONCLUSION

Depuis plusieurs années, K. oxytoca occupe une place a part parmi les bactéries pathogenes
opportunistes hospitalieres en raison de son phénotype de résistance particulier aux f-
lactamines. Ce phénotype, appelé hyperOXY, lui confére une résistance notamment a
I’aztréonam, au céfuroxime et aux céphalosporines de 3™ génération, liée & une

hyperproduction de la B-lactamase chromosomique OXY.

Les objectifs de 1’étude étaient de caractériser un panel de 45 souches de K. oxytoca
suspectées d’étre hyperproductrices de OXY isolées au CHU de Nantes. Nous avons observé
que la résistance aux céphalosporines a large spectre a continué sa progression ces dernieres
années. Dans notre cohorte, I’hyperexpression de la B-lactamase était probablement liée a des
mutations dans le promoteur du gene blapxy retrouvées chez toutes les souches suspectées
d’étre hyperproductrices. 11 n’a pas ¢ét¢ mis en évidence de nouveaux mécanismes
moléculaires de résistance impliquant le promoteur du géne blapxy. La B-lactamase de K.
oxytoca a montré une diversité génétique importante. Toutefois, deux clones de K. oxytoca
semblent avoir circulé dans notre hdpital, témoignant d’un probable potentiel de diffusion
clonale chez cette bactérie. Ce potentiel épidémique des K. oxytoca hyperproductrices doit
étre connu des professionnels de santé, bien qu’elles ne soient pas considérées comme des

bactéries multirésistantes, en I’absence de co-résistances décrites.

Des questions restent encore en suspend :

Faut-il inclure la surveillance de la résistance bactérienne des K. oxytoca dans les réseaux
épidémiologiques francais de surveillance, leur fréquence d’isolement et leur traitement ne
posant, a priori, pas de soucis a ce jour ?

Quel est actuellement le niveau de résistance au céfépime et au cefpirome chez les souches
hyperproductrices ?

Comment ces souches ont-elles diffusées dans plusieurs services de notre hépital sur cette
période de 2 ans ?

Quelle est la proportion actuelle des souches hébergeant un gene blaoxy de support

plasmidique ? ...
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Annexe

ANNEXE

Technique de PCR
Préparation du mélange réactionnel de PCR :

Le mix est préparé en fonction du nombre d’extraits a amplifier. Un tube témoin négatif et un

tube témoin positif doivent étre réalisés pour valider la série.

Volume en pl calculé pour un tube  Concentration ou quantité finale

Eau distillée 7.1 -
Prémix 2X Applied Biosystem 12.5 1X
Amorce sens 100uM 0.2 800 nM
Amorce anti-sens 100 pM 0.2 800 nM

Le prémix Tagman® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, Etats-Unis) contient
I’ADN Polymérase UP (Ultra Pure) AmpliTaq Gold®, 1I’Uracil-DNA Glycosylase, les dTNPs
avec dUTP, et des composés d’optimisation du mix.
Le mix est distribué dans les tubes de PCR, a raison de 20 L par tube.
LaPCR:
Pour chaque souche, ajouter 5 pL d’extrait d’ADN au mix de PCR afin d’obtenir un volume
final de 50 pL. Ajouter 5 uL d’eau distillée dans le tube témoin négatif, a la place de I’extrait
d’ADN. Les tubes sont déposés dans un thermocycleur et I’amplification se déroule dans les
conditions suivantes :

» 10 minutes a 94 °C

» 30 secondes a 94 °C

» 30secondes a 60 °C > 35 cycles

» 30secondesa 72 °C

» 5 minutesa 72 °C

Electrophorése et révélation :

Les fragments de PCR obtenus sont séparés par une migration a 110 Volts en gel d’agarose a
1 % et visualisés sous U.V. aprés un bain de bromure d’éthidium a 0,5 %. Le marqueur de

taille 100 pb DNA Ladder est déposé en méme temps que les échantillons.
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La B-lactamase chromosomique OXY est synthétisée a bas niveau par K. oxytoca et confere une
résistance aux aminopénicillines et carboxypénicillines. Certaines souches de K. oxytoca sont
resistantes ou de sensibilité diminuée a I’association amoxicilline-acide clavulanique + a I’aztréonam
+ aux céphalosporines de 3°™ génération. Des mutations du promoteur du géne de la B-lactamase
blagxy ont été impliquées dans cette augmentation du niveau de résistance, en provoquant une
hyperproduction de la B-lactamase OXY. Nous avons constitué un panel de 45 souches de K. oxytoca
de sensibilité diminuée a ’association amoxicilline-acide clavulanique isolées au CHU de Nantes en
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The chromosomal B-lactamase of K. oxytoca is synthesized at a low level and confers resistance to
amino- and carboxypenicillins. Some strains of K. oxytoca show resistance or reduced-susceptibility to
amoxicillin-clavulanate, aztreonam or cephalosporins. Mutations in the promoter of the B-lactamase
gene has been shown to be behind this increased resistance, causing overproduction of the B-lactamase
OXY. In this study, forty-five K. oxytoca strains resistant to amoxicillin-clavulanate were isolated in
Nantes Hospital in 2006 and 2007, for which the p-lactam susceptibility and molecular
characterization were determined. Our study confirmes that mutations were present in the promoters of
all resistant strains, and that no new molecular mechanisms of resistance were found in the promoters.
The genetic variability of the B-lactamase was significant. Some mutations, like Ala237Ser, seem to
extend the hydrolysis spectrum of OXY [-lactamases. The most important group in terms of frequency
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