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Résumé

L’infection a Proteus mirabilis est frequente en milieu hospitalier et communautaire. La
propagation de la résistance aux antibiotiques chez cette bactérie et I’émergence des souches
multirésistantes est un sujet de préoccupation pour de nombreux pays dans le monde. Le but
de cette étude consiste a mettre en évidence I’état actuel de la résistance aux antibiotiques et
les conducteurs moléculaires de la résistance des souches de P.mirabilis afin de prendre des
mesures prophylactiques et thérapeutiques.

Cette étude évalue une collection de 237 échantillons de Proteus Sp. sur une période
allant du mois de décembre 2015 au mois de janvier 2017 au niveau du laboratoire du Centre
Hospitalo-Universitaire d’Oran et des laboratoires privés de Chlef, Ain Defla, et Khemis
Miliana de Nord-Ouest d’Algérie. En premier lieu, L’identification de tous les isolats a été
réalisée par le systeme Api20E et confirmée par la spectrométrie de masse (MALDI-TOF-
MS). Ensuite, les génes codant pour les B-lactamases (BLSES) et les carbapénémases chez
P.mirabilis ont été caractérisés par la PCR standard et le séquengage. L’étude de la relation
clonale entre ces souches a été determinée par les techniques de typage moléculaire et de
proteomique (ERIC-PCR et spectrométrie de masse MALDI-TOF).

L’étude de la résistance aux 17 antibiotiques, dont 12 B-lactamines, 2 aminosides, 1
quinolone, le triméthoprime/sulfaméthoxazole et la colistine, a montré des taux de résistance

élevés pour la plupart des antibiotiques testés.

Differents supports de résistance aux [-lactamases a spectre élargi (BLSE) ont été
observés avec dominance du gene codant blacrx.m-2 et blarem-2 et I’émergence de nouveaux
génes blacmy-2. D’autres geénes de résistance aux aminosides (aacl3, aac(6’)-1b), aux
quinolones (aac(6’)-lb-cr,gnrA,gnrB etgnrS) ont été également détectés. La dispersion des
genes de résistance au niveau du milieu communautaire et hospitalier, est associée a la
présence du plasmide de différents groupes d’incompatibilité¢ (IncFIA, IncA/C et IncN).La
technique d’ ERIC-PCR a montré un clone prédominant avec 8 souches isolées de CHU
d’Oran, appartenant a la séquence de type A, se regroupant dans le dendrogramme

spectrométrie de masse MALDI-TOF.

La multi-résistance élevée des souches de P.mirabilis impose une rectification du

traitement empirique des infections.

Mots-clés :  Proteus mirabilis,spectrométrie  de  masse,MALDI-TOF,ERIC-PCR,
resistance,antibiotiques.



Abstract

Proteus mirabilis is a commoninfection in hospital and community settings. The spread of
antibiotic resistancepattern is a real threat to public health at the international level. The
purpose of this study is to investigat the current state of resistance to antibiotics and molecular
drivers of the resistance of P.mirabilis strains in order to put preventive measures to limit

their spread.

This study evaluated a collection of 237samples of ProteusSp. over a period from December
2015 to January 2017 at the laboratory of the University Hospital Center of Oran and the
private laboratories of Chlef, Ain Defla, and Khemis Miliana from North West Algeria. The
study of resistance to 17 antibiotics, including 12 p-lactams, 2 aminoglycosides, 1 quinolone,
and trimethoprim/sulfamethoxazole showed ahigh levels of resistance for most antibiotics
tested. In addition, the genes encoding ESBLs and carbapenemases in P.mirabilis were
characterized by standard PCR and sequencing. Finally, the study of the clonal relationship
between multidrug resistant strains was determined by the ERIC-PCR technic and mass

spectrometry MALDI-TOF proteomic.

The different broad-spectrum p-lactamase (ESBL) supports have been found with dominance
of the gene encoding blactx-m-2 (ESBL), blatem2 and blacmy-2. Anather genes encoding
aminoglycoside resistance (aacl3, aac(6 ')-Ib), quinolones (aac (6') - Ib-cr, gnrA, gnrB et
gnrS) were also observed. The dispersion of resistance genesin the community and hospital is
associated with the presence of plasmids incompatibility (IncFIA, IncA/C and IncN).The
technic of ERIC-PCR showed a predominant clone, with 8 strains isolated from Oran CHU,
belonging to the sequence of type A, grouping in the same unity onmass spectrometry

MALDI-TOF dendrogram.

The dectection of high resistance inP.mirabilis strains calls for a correction of the empirical

treatment of infections.

Keywords: Proteus mirabilis, mass spectrometry MALDI-TOF, ERIC-PCR,

antibiotic, resistance.
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CDC: Centres de contrble des maladies.

CDS :La région codante de la séquence.

CHU :Centre Hospitalo Universitaire

CMI : Concentration minimale inhibitrice.

CTX-M : Résistance au céfotaxime,
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Cys : Cysteine (Acide aminé).

ddNTP : Didésoxyribonucléotide.

dnaA :Activateur de réplication d'’ADN.
dNTP : Désoxyribonucléotide.

EDTA : Ethyléne Diamine Tétra-Acétique.

ERIC-PCR :Entérobactérien répétitif consensus intergénique - réaction en chaine

parpolymérasen.

F: Forward.

G : Guanosine monophosphate.

GC % : Pourcentage en guanine + cytosine du génome (coefficient de Chagraff).
GEL : Gélatinase.

GES : Guyana Extended Spectrum beta-lactamase.

GIM : Imipénémase allemande.

Glu : Acide Glutamique (Acide amine).

Gly : Glycine (Acide aming).

GyYrA : La sous unité A de I’ADN gyrase.

GyrB : La sous unité B de ’ADN gyrase.

HCCA : Alpha-cyano-4- hydroxy-cinnamic acid.

His : Histidine (Acide aming).

HPLC :Chromatographie en phase liquide a haute performance.
IBC : Integron Borne Cephalosporinase.

lle : Isoleucine (Acide aminé).

IMI : Béta-lactamase hydrolysant I'imipénéme.

IMP : Résistance acquise a I'imipéneme.

Inc L/M : Groupe d’incompatibilité des plasmides.
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IND: Production d’indole.

MLSA : Analyse de séquence multi-focus.

MLST :Le typage de séquences multifocales.

MME HA : Hemagglutinant mannose-sensible.

MSP : Spectre principal.

MS: laspectrométrie de masse

NaCl : Chlorure de sodium.

NCBI :Base de données sur le génome du National Center for Biotechnology Information.
NDM : New Delhi metallo beta-lactamase.

NMC-A : Non Meétallo Carbapénémase de la classe A.

npm : ARNr 16S méthyltransférase.

ODC : Ornithine décarboxylase.

ONPG :Ortho Nitro Phényl Galactopyranoside.

Omp : Protéine de la membrane externe.

OXA : Oxacillinases.

ParC : Topoisomeérase IV.

Pb : Paire de bases.

PER : Béta-lactamase de classe A produit par Pseudomonas aeruginosa.
PFGE : L'électrophorese en champ électrique pulse.

Phe : Phenylalanine (Acide aminé).

PLP : Protéines liant la pénicilline.

PMQR : Résistance a la quinolone médiée par les plasmides.
PSM : Poste de Sécurité Microbiologique.

Omp et Pmp :Les genes de outer membrane protein

PBP : les protéines de liaison a la pénicilline
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gnr: Geéne de résistance aux quinolones.

QRDR : Région de détermination de la résistance aux quinolones.

R : Reverse.

RAPD : ADN polymorphe amplifié au hasard.

REP-PCR : Réaction en chaine de la polymérase palindromique a éléments répétitifs.
Rmt : ARNr 16S méthyltransférase.

rpoB : RNA polymerase beta subunit.

Ser : Serine (Acide amine).

SHV : Un type de p-lactamases a spectre étendu (BLSE)/Sulfi-Hydroxile variable de réactif
Sulfhydryl.

Spp : Espéces.
ISEcpl :séquence d’insertion
ST : Séquence type.

SDS-PAGE:Electrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de

sodium

T : Thymidine monophosphate.

Taq: Thermus aquaticus.

TAE :Tris-acetate-EDTA

TDA : Tryptophane désaminase.

TEM : Nom du malade (Temoniera).

Tm : Température de demi-dénaturation.
TRIS : Trishydroxyméthylaminométhane.
Trp : Tryptophane (Acide amingé).

TSA: Gélose trypticase soja.

Tyr: Tyrosine (Acide aminé).
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URE : Uréase.
V : Volt.
VEB: Spectre étendu du Vietnam.

VIM: integron-encoded metallo-beta-lactamase du Verona
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Les infections nosocomiales et communautairesconstituent un véritable probleme de santé
publique. Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus de 1,4 million de personnes
dans le monde souffrent d’infections contractées a 1’hopital(OMS,2008).En plus,l’infection
acquise en communauté est une cause majeure de morbidité et de mortalité dans le
monde(Naghaviet al.,2017).

En effet, L apparition puis la propagation de différents mécanismes de résistance au sein des
entérobactéries, particulierement P.mirabilis, représente 1’une des plus graves menaces pesant
sur la santé mondiale. De ce fait,les infections causées par ces bactéries multirésistantes
conduisent a l'augmentation des fréquences de mortalité.En 2014, 700 000 morts dans le

monde seraient attribuables a la résistance bactérienne aux antibiotiques(O’Neill et al .,2014).

P.mirabilisest une bactérie pathogénequi fait partie de la microflore de 1’appareil digestif. les
microbiologistes sont fascinés par cette bactérie depuis plus d'un siécle en raison de sa
différenciation unique en essaimage (Armbruster et Mobley.,2012).Cette bactérie est
considérée comme l'une des principales causes des maladies infectieuses dans le milieu
communautaire  hospitalier(O’hara et al., 2000 ;De Champs etal.,2000 ;Pearson et al.,
2008).C’est une bactérie opportuniste fréqguemment impliquée dans plusieurstypes
d’infections, méme chez des personnes sains.P. mirabilisest la deuxieme cause des infections
des voies urinaires en France (Aragon et al., 2008 ;Chen et al.,2012).Ainsi,elle est isolée de
40% des échantillons d'urine (Jordan et al.,2014).

P.mirabilis a été décrit comme un agent infectieux de la folliculite, de pneumonie, de
bactériémie, de méningite(Gaston et al.,1995 ;Marx etal ., 1988),d’abcés hépatique(Walker
et al., 2000), splénique, ostéomyélite (Williams et al .,1983 ;Marx et al., 1988),sinusite,
abceés cérébral, la méningite néonatale (Grahnquist etal.,1992).Elle attaque principalement
les nouveau-nés et les hotes immunodéprimés (personnes agés)(Beckeret al.,1986 ; Muller et
al.,1986).

Au cours de la derniére décennie,de nombreuses épidémies nosocomiales causées par cette
bactérie ont été décrites, notamment chez les personnes ayant un systéme immunitaire
affaibli, comme les diabétiques. P. mirabilisest intrinsequement résistante a certains
antibiotiques(polymyxine B et tétracycline et nitrofurantoine) selon sa plasticité structurelle et
la morphologie de ces molécules.Elleest naturellement sensible aux B-lactamines, aux
aminosides et aux fluoroquinolones.Cependant,elle a démontrésacapacité d’incorporation de

plusieurs mécanismes chromosomique et plasmidique portant une résistance aux
1
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antibiotiques.Chaque jour, des clones multi-résistants voient le jour et se propagent a ’échelle
internationale (Chanal et al.,2000 ;Stock ,2003;Aragon et al., 2008;Azmounet al.,2016).

Cette situation place les médecins dans une impasse, face a des clones indésirables a modéles
thérapeutiqueslimités (Vasudevan et al., 2014). La persistance d’infections, a P.mirabilis,
intraitables par des antibiotiques de dernier recours est unecomplicationdans 1’état actuel. Ce
qui nécessite une meilleure compréhension des mécanismes d’acquisition de résistanceet un

suivi minutieux et attentif pour éradiquer ce probléme.

L’implantation de souches extrémement résistantes aux antibiotiques dans les hopitaux et les
communautés algériennesest principalement due a larésistance aux aminosides et/ou aux
quinolonesassociésala production des enzymes de B-lactamases a spectre élargi (BLSE),ou a
I’hyperproduction de céphalosporinases ou a la production de carbapénémases(Bonnet et
al.,2002 ; labadene et al.,2009 ;Khennouchi et al., 2015; Gharout-Sait et al., 2015;

Leulmi et al.,2019).Elleconduit a des situations dramatiques d’échec thérapeutique.

Cette résistance est nationale, concerne toutes les especes bactériennes et aucune famille
d’antibiotique n'est épargnée. Plusieurs facteurs participent a son expansion dans
I’environnement clinique. La carence de nouvellesmolécules accentue encore cette

problématique.

En Algérie, plusieurs enquétesépidémiologiques ont rapporté la résistance aux antibiotiques
chez plusieurs especes, d’Acinetobacter baumannii,Escherichiacoli,Klebsiella
pneumonie(Khennouchi et  al.,2015;Gharout-Saitetal.,2015)que ce  soit  dans
I’environnementhospitalier ou milieu ambulatoire.Cependant, aucune étude n'a été signalée

sur les mécanismes de résistance aux antibiotiques chez P.mirabilis, dans 1’Ouest algérien.

Les informations sur 1’épidémiologie et le profil phénotypique de résistance aux antibiotiques
au niveau national, restent rares. Pour cela,dans ce projet de recherche, 1’objectif principal de
cette étude est d’évaluer I’état actuel de la prévalence des souches de P.mirabilis pour un

meilleur processus thérapeutique, les objectifs étant :
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- Evaluation de I’état actuel de la prévalence des souches de P.mirabilis multi résistantes

isolées au niveau des hopitaux et des laboratoires privés (communautaire).

-Caractérisationdes mécanismes phénotypiques et génotypiques de la résistance chez

P.mirabilis.

- Etudedes conducteurs génétiques de I’antibiorésistance chez P.mirabilis et évaluation de la
relation clonale entre les souches multirésistantes pour pouvoir établir un bon diagnostic et

proposer un traitement adéquat.
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I.Proteus mirabilis
1.1.Généralités surProteus mirabilis

C'est en 1885 le genre de Proteus a été décrit pour la premiere fois par le microbiologiste
allemand Gustav Hauser,qu’il a dénomméen fonction de leur caractére typique,c’est la
capacité de changer sa forme surtout en contact avec les surfaces solides et d’envahir la
gélose «swarming» (O'Hara et al., 2000).L’espéce P.mirabilisa été découverte par Wenner et
Rettger en 1919sur la base des caracteres biochimiques de fermentation du sucre(Wenner et

Rettger, 1919).

P.mirabilis est une bactérie opportuniste appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae.C’est une batonnet de 1 a 2 um de longueur, polymorphe, Gram négatif,
asporulée, anaérobie facultatif, mobile.Cette bactérie posséde également des caracteres
morphologiques particuliers,il s’agit de 1’essaimage qui est un phénomene permetant de
s'auto-allonger sur la surface solide de facon coordonnée entre les deux formes : la premiere
forme s’appelle les cellules nageuses « swimmer» sont hyperflagilaires etallongées (20-80 nm
de longueur)lorsqu'il sont transférés dans les milieux liquides (1,0 a 2,0 nm de longueur avec
6-10),et la deuxiéme formes’appelle les cellules grouillanteslorsqu'il sont transférés sur un

support solide, les cellules sont devenues hyper flagellés (Rozalski et al.,2012).

Concernant les caractéres biochimiques,c’est une bactérie aéro-anaérobie facultative, se
développe sur les géloses ordinaires d'isolement des entérobactéries(Trypticase Soja,
Hektoen, Macconkey, XLD Agar, driglski.). Les colonies bacteriennesont un diametre de 1 a
3 mm, essaimées, la durée d’incubation aprés 24 heures a 30-40°C, elles n’ont pas besoin des
facteurs de croissance (O'Hara et al., 2000 ;Rézalski et al., 2010).P. mirabilis hydrolyse
l'urée en ammoniac et carbone dioxyde par 'uréase en quelques minutes. Elle fermente le
maltose et incapable de fermenter le lactose. Cette bactérie produit ornithine-décarboxylase
(ODC)mais ne synthétise pas 1’oxydase, tryptophane désaminase(TDA),orthonitrophenyl- b -
D-galactopyranoside(ONPG)(Rézalski et al.,2012; Foris et al ., 2017). Le test d'indole
ponctuel est souvent utilisé pour séparer entre les especes de Proteus sp. (P. mirabilis est

souvent indole-négatif).
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P.mirabilisestune résidente habituelle du tractus gastro-intestinal de I’homme et des animaux
sauvages et domestiques (mammiferes, oiseaux). Elle se trouve a trés faible pourcentage dans
I'estomac 8,1% (10°) (UFC/ml).Cependant, elle existe & trés haut pourcentage dans le
duodénum (45,5%, 10%) et dans le jéjunum proximal (45,5%, 10%), et dans le cdlon
(ascendant, 33,3%, 10°) (Zilberstein et al., 2007). C’est une bactérie ubiquitaire isolée de la
peau des chevaux et de chameau, des piges et des vaches, desol contaminé,de boues
résiduaires, de I’eau, de l'alimentation (Drzewiecka et al., 2016). En plus, cette bactérie joue
un réle important dans les relations symbiotiques entre les insectes et les bactéries a travers
les molécules extracellulaires qui se produisent pendant le quorum sensing ou biofilm

(putrescine)(Drzewiecka et al., 2016).

P.mirabilis est une bactérie autochtone responsable du processus de dénitrification, elle
contribue & I’élimination de I’ammoniac (NH4") par Ioxydation. Elle peut jouer un rdle de
rhizobactéries dans la croissance des plantes surtout les Iégumes a travers la dégradation des
composants nocifs et cancérigenes de 1’environnement contaminés (la biodiesel d'éthyle, de
pesticide, d'herbicide, de composé aromatique, de colorant azoique et de métaux). Cette
bactérie contribue a la production de lipase et la décomposition des hydrocarbures dans le

sol(Drzewiecka et al., 2016).
1.2. Taxonomie

Au cours du XXe siécle, plusieurs descriptions et reclassification ont été introduites dansle
genre de Proteus.Des nouvelles espéces ont été incluses dans le rang taxonomique du genre
Proteus basée sur une réévaluation globale phénotypique, biochimique et moléculaire. La
technique d’hybridation ADN-ADN a amené a séparer les espéces deP.vulgaris en trois
différents bio-groupes(Brenner et al.,1978 ;Hickman et al., 1982).La validité de Proteus
hauser sp. Nov qui estle biogroupe 3 de Proteus vulgarisa été récemment confirmé par la
méthode de SDS-PAGE de protéine totale (O'Hara et al.,, 2000 :Brenner et
al.,1995).Actuellement,le genre de Proteus comporte quatre espéeces principales: P. mirabilis,

P. penneri, P. vulgaris, et P. hauseri(Giammanco et al ., 2011 :Sidorczyk et al.,2002).

I’espéce de Proteus mirabilisappartient a la famille des Enterobacteriaceae au seinde I’ordre

Entérobacteriale, a la classe Gamma Proteobacteria, au phylum Proteobacteria et au domaine
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des Bactéries(O'Hara et al.,2000 ;Sidorczyk etal.,2002).

Reégne : Bacteria
Embranchement : Protoebacteria.
Classe : Gamma Proteobacteria.
Ordre : Entérobacteriale.

Famille : Enterobacteriaceae.
Genre : Proteus.

Espece : Proteus mirabilis

1.3.Génome

A ce jour, seuls quatre souches ont été entierement séquencées(P. mirabilis H14320 et P.
mirabilis BB2000,P. mirabilis K1609, K670)(Pearson et al.,2008 ;Selim et al., 2015;Gmiter
et al.,2019). Le génome deP.mirabilis estconstitu¢é d’un seul chromosome circulaire
entre3,037,704 bp et4.063Mbet un seul plasmide de 36,289nucléotides.La taille est
considérablement  plus  petite  que les chromosomes  d’autres  membres

d’Enterobacteriaceae(Pearson et al.,2008).

Le génome est caractérisé par trois ilots de prophage.De plus, ilpossede un transposon
conjugatif et un grand flot génomique codant une adhésine (PMI2575), ainsi qu’unflot
génomique codantla biosynthese et le transport sidérophore(Pearson et al.,2008 ; Gmiter et
al.,2019). Ce contenu a été potentiellement acquis par contact et échange
génétique(transfertlatéral) avec les autres especes bactériennes dans les différents types
d’écosysteme(Pearson et al.,2008).Cela peut expliquer la variabilité et I’instabilité de
génomede P.mirabilisqui contribue & la diversité de mode de vie et la capacité d’adaptation

bactérienne dans les niches écologiques hostiles.

Le contenu en GC de génome (pourcentage de guanine et cytosine) est de 38.88% chez toutes
les souches.Le génome de P.mirabilis contient plusieurs ilots de pathogénicité avecune
teneur en G+C anormale ou asymétrique(Pearson et al.,2008 ;Gmiter et al.,2019).L’une des
régions présententunefaible teneur en GC,ellecontient seulement 24 génes intacts codant un

6
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systeme de sécrétion de type IlI(Pearson et al.,2008).Ce dernier joue un rdle clé dans le
processus de déterminationet la reconnaissance de soi chez les souches de P.
mirabilis(Gmiter et al.,2019). Le génome de cette bactérie se définit par un répertoire énorme
de génes codant pour lesfacteurs de la virulence(Pearson et al.,2008 Gmiter et
al.,2019).Cette spécificité reflete la grande plasticité qui contribue a I'évolution du génome de

P. mirabilis.

L’analyse de génome extrachromosomique de P.mirabilismontre qu’il y a un
plasmidecontenantdeux transposons indépendants codant une protéine de transfert
conjugal(Pearson et al.,2008). Le plasmide porte des régions codant pour une bactériocine,
cela peutparticiper a la virulence pendant le processusd’infection de I'nte. Certaines souches
de P. mirabiliscomportent un plasmide hautement apparenté au plasmide
d’Escherichiacoli(Pearson et al.,2008 ;Schaffer et al.,2015). Ce qui révele I’importance
dutransferthorizontal dans 1’acquisition de houveaux caracteres qui favorisent la persistance et

la résistance bactérienne a la sélection naturelle(Soucy et al.,2015).
1.3.1.Polymorphisme et la diversité génétique

P.mirabilisdéemontreune grande diversité au niveau de génome qui est due au nombre élevé
des mutations silencieuses qui touchent le gene rsbA et rcsC (le régulateur de phénotype de la
migration par essaimage).Ces mutations se produisent de maniere aléatoireconduisant a la
substitution de la position 873 par larginine (Gmiter et al.,2019).D’autres mutations
ponctuellesse situent dans une région non structurée du monomere TssB. Elles perturbent la
fonction d'exportation T6S globale.La cartographiede mutation consiste a unseul changement
d'acide aminé dans une région supposée étre impliquée dans la formation de la gaine TssB-
TssC(Saak et al.,2017).Les mutations ne sont pas dirigées vers le milieu a des fins
adaptatives, mais cela peut contribuera la vision de I’évolution génomiqueet a la persistance

de cette bactérie.

P.mirabilisprésenteun modele idéal de polymorphisme.La diversité génétique se produit de
maniere ordonnée lors de I’initiation de phénotype de I’essaimage. Cette variabilité permet
d’entrainer des différences au niveau territorialitédirigé parun mécanisme de l'auto-

reconnaissance.Ce mécanismeest essentiellement codé par deux genes idsSABCDEF et

7
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idrABCDE,et des opérons effecteurs hpc-vgrG primaires (Gmiter et al.,2019).

Le polymorphisme a été aussi detecté au niveau de promoteur variable de l'intégon (classe
1)dans les isolats cliniques de Proteus. Les souches qui présentent un taux faibles de
polymorphisme dans des promoteurs d'intégron peuvent se permettre de porter une charge de

génes de résistance auxantibiotiques extra-intégron plus lourde (Xiao et al.,2019).
1.3.2.Mécanisme de I’évolution génétique

P.mirabilis estl’'une des espéces qui présente un niveau de diversité génétique tres éleve,
particulierement pendant le processus d’infection.L’évolution de génome est un processus
dynamique indiquantque les mécanismes de réparation ne fonctionnent pas a niveau constant
due au changement du milieu (la sélection naturelle). Elle permet auP.mirabilisde résistera
I’environnementde 1’hote apreés sa colonisation et d’exprimer les genes silencieux au cours du

temps afin de persister pendant I’infection,cela peut conduire a la variabilité génétique.

La diversité génétique chez P.mirabilis fut ’objet de plusieurs rapports scientifiques ces
derniéres années.D’apres Orr et al.,(2009), les mécanismes de I’évolution dans la composition
génétique de populations au fil du temps incluent les mutations monogéniques, qui sont des
changements aléatoires produits dans le génome deP.mirabilis. Les recombinaisons et
letransfert de matériel génétique (transformation génétique, conjugaison, transduction)
consistent a produire une nouvelle combinaison génétique a partir de 1’échangede matériel
génétiquespontané entre les différentes espéces.L’analyse de I’acquisition horizontale des
genes chez P.mirabilisa démontré une protéine homologuede Yersinia enterocolitica(Pearson

et al.,2008).

Récemment, Plusieursdocuments scientifiquesont décritsune Tle génomique 1 de Salmonella
SGlau sein de la population deP. mirabilis.Une analyse fonctionnelle plus puissante suggére
que I'Tle génomique 1 de Salmonella (SGI1) peut étre excisée du chromosomepuisétre
transférée entre les bactéries, ce qui favorise le transfert horizontal des génes de résistance aux
antibiotiques et aux métaux lourds. L'identification et la caractérisation des nouvelles
variantes de SGI1 ont suggéré la diversité des structures de SGI1 quijouent un role clé dans

I'évolution des bactéries (Bie et al.,2018).
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I1. Pathogénicité et les facteurs de virulence

I1.1.Manifestations cliniques
P. mirabilisest un pathogene fréquemment impliqué dans les infections séveres notamment les
infections urinaires, pneumonies et bactériémies.Elle peut se propager rapidement entre les
patients hospitalisés surtout dans des unités de soins gériatriques ou pédiatriques (Schaffer et
al.,2015).

P. mirabilis est & l'origine de 1 & 10% des infections des voies urinaires, en fonction de la
localisation géographique de I'étude, des types d'échantillons collectés et des caractéristiques
des patients examinés(Schaffer et al.,2015). Dans les pays développés, cette espéce présente
4% de prés de 3 000 cas d'infection urinaire(Schaffer et al.,2015). D’aprésSader et al.,
(2019),dans les pays en développement, cette fréquence varie entre 4 et 12%.Cette espéce a
été trouvée dans 5 a 20% de ces cas et atteint un taux de mortalité de 50% chez les patients
agés(Adams-Sapper et al.,2012).Un taux de mortalité lié a l'infection urinaire chez les
enfantsestde 11%(Sader et al.,2014).

P.mirabilisest parmi les espéces d’entérobactérie qui a démontré de nombreux facteurs de
virulence potentiellement pertinents pour les types de pathologie, peut étre simple ou évaluer
vers les différentsorganes (rein, poumons,cerveau).D’apres I'OMS, les infections urinaires
représententun second plan des infections bactériennes de I'enfant, aprés celles des voies
respiratoires(OMS,2002).P. mirabilisest I’'une des causes majeurs del’infection des voies
urinaires compliquées ou associées aux sondes urinaires (Aragén et al., 2008 ; Chen et

al.,2012 :Schaffer et al.,2015).

P. mirabilis entraine 1’apparition des infections symptomatiques des voies urinaires, y
compris la cystite et la pyélonéphrite en présence de malformations des voies urinaires, et
aussi une bactériuries asymptomatique, en particulier chez les personnes agées et les patients
atteints de diabéte de type 2 (Pearson et al.,2008 ;Schaffer et al.,2015).ellecontribuea la
formation des calculs vésicaux et rénaux (lithiase urinaire) et des lésions rénales

permanentes(Foxman et Brown etal.,2003 ;Armbrusteret al.,2018).
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11.2.Physiopathologie des infections urinaires

Ce pathogene peut utiliser 'urée comme une source d'azote,c’est un composé abondant dans
les voies urinaires.P. mirabilismigre le long des voies urinaires en dépit du flux urinaire,
requiert I’attachement de structures spécifiques bactériennes ou fimbriae sur des récepteurs a
la surface des cellules épithéliales(Mariani-Kurkdjian et al.,2004). En effet, cette
bactériepossede un réseau de régulation sophistiqué, elle contr6le la modulation entre les

différents modes de vie(Pearson et al.,2008 ;Schaffer et al.,2015).

En plus, cette bactérie posséde une trés forte activité de l'uréase par la cristallisation du
calcium et du magnésium dans un pH alcalin.La synthese de cette nickel-métalloenzyme est
inductible par l'urée. L'uréase dégrade l'urée en ammoniac et dioxyde de carbone, ce qui
donne un pH compris entre 8 et 9dans le tractus urinaire, cela entraine souvent a la
précipitation des ions normalement solubles et ainsi la formation des calculs vésicaux et
rénaux qui bloque la lumiere du cathéter et provoque une rétention urinaire aigué (Chen et

al.,2012).

Le processus de colonisation de P. mirabilis exige des facteurs spécifiques en surface (la
catalyse enzymatique, ’interaction fimbrial entre I’adhésine et le récepteur, ’acquisition du
fer et I’activité de la cytotoxine).ll se déroule de maniére optimale dans un pH alcalin. Dans le
cycle de la vie de P. mirabilis, on rencontre des environnements qui manquent d'urée. Il est
donc intéressant qu’il existe une autre voie par laquelle 'urée peut étre synthétisée a partir

d’ammoniac et de dioxyde de carbone (Pearson et al.,2008 ;Schaffer et al.,2015).
11.2.1.Mode de transmission

La majorité des infections du tractus urinaire a P. mirabilis résultent d'une ascension de la
bactérie dans le tractus gastro-intestinal, tandis que d'autressont dues a une transmission
interhumaine, en particulier dans les établissements de soins de santé (O'Hara et al.,2000
Schaffer et al.,2015). Ceci est corroboré par la preuve que certains patients atteints de P.
mirabilis ont la méme souche de P. mirabilis dans leurs selles, tandis que d'autres n'ont pas de

P. mirabilis dans leurs selles (Mathuret al.,2005 ;Schaffer et al.,2015).
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I1.3.Physiopathologie de lagastro-entérite

P.mirabilisqui est a ’origine des maladies intestinales,se multiplie dans I’intestinde leurs
hotes. Elle recéle un potentiel pathogéne important dans les maladies gastro-intestinales
(spontanée et d'origine alimentaire), I'appendicite et la colonisation de dispositifs comme les
sondes nasogastriques.De plus, il est important de noter que P.mirabilis possedeune

adhérence invasive qui est associée a la maladie de Crohn.

P. mirabilisa démontrésa capacité a provoquer une colonisation plus persistante que d'autres
especes a Gram négatif (O’Fallon et al.,2009;Hamilton etal.,2018). Elle colonise
spécifiqguement 1'cesophage et l'estomac. Les souches de P. mirabilissont génétiquement
distinctes, ce qui démontre la diversité des populations de P. mirabilis entre les patients d'un

méme établissement de santé et I'adaptation genétique au niveau de tube digestif.

P. mirabilisest responsable de diverses maladies intestinales, y compris la prolifération de
I’intestin gréle, la maladie de Crohn et les 1ésions ulcéreuses.Cette infection se manifeste par
une ulcération chronique de la muqueuse nasale.L’expansion des communautés bactériennes
facultatives anaérobies ettranslocation bactérienne a travers la barriére intestinale
intactepeuvent aboutir a la prolifération bactérienne dans lintestin gréle (Bouhnik et

al.,1999;Hamilton et al.,2018).
11.3.1. Infections nosocomiales et la gastro-entérite

P. mirabilis est une cause fréquente des infections nosocomiales. De nombreux patients sont
atteints de maladies gastro-intestinales.P.mirabilispeuvent coloniser des dispositifs médicaux
placés dans le tractus gastro-intestinal, compris les shunts ventriculopéritonéaux (Liu
etal.,2007), les sondes nasogastriques (Segal et al.,2006 ;Hamilton et al.,2018), les voies
biliaires et endoprothéses pancréatiques (Vaishnavi et al.,2014;Yehetal.,2003 ) et les
prothéses vocales trachéo-ceesophagiennes (Ticac etal.,2010). Elle contamine les gastroscopes

et les colonoscopes aprés une désinfection insuffisante (Machado et al.,2006).
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11.3.2.Interactions microbienneset la maladie de Crohn

Lesinteractions entre P.mirabilis et la communauté microbienne (les Enterobacteriaceae et les
champignons (Candida tropicalis) sont impliqués dans la dysbiose qui caractérise la maladie
de Crohn. Celle-ciest associée a des modifications du métabolisme de l'azote quiest
produit a partir de la dégradation de l'urée par l'uréase bactérienne. L’azote est utilisé pour la
respiration et la synthese d'acides aminés par des anaérobies facultatifs pathogenesdu phylum

des Protéobactéries (Ni et al.,2017 ;Hamilton et al.,2018).

Les patients atteints de la maladie de Crohn avaient une présence accrue de Candida
tropicalis. Les interactions complexesentre les espéces d’Enterobacteriaceae (Serratia
marcescens et Escherichia coli) et de Candidafavorisentles bactéries flagellées et/ou fimbriées
combinées avec des hyphes fongiques pour former un biofilm robuste etépais. Ce dernier
estricheen composants microbiens immunomodulateurs (lipopolysaccharideset
oligomannanes, etc.) qui peuvent perpétuer a I’inflammation chez les patients dysbiotiques en
induisant des réponses pro-inflammatoires aux cytokines et en apoptose (Hamilton et

al.,2018).
11.3.3. Association avec la maladie pancréatique et hépatobiliaire

Depuis les années 1977, P.mirabilis a émergé comme un agent d'abcés hépatique primitif
survenant chez des patients sans antécédents de pathologie hépatobiliaire.Une enguéte plus
approfondie basée sur des patients subissant une chirurgie biliaire a montré l'isolement
occasionnel de l'espece de Proteus a partir du tractus biliaire (13% des échantillons de bile)
(Lou et al.,1977).P. mirabilis a également été retrouvé dans la bile obtenue lors d'une
cholangiopancréatographie rétrograde endoscopique dans 6% des échantillons cultivés (Misra

et al.,2009).

Dans le tractus hépatobiliaire, Proteusspp. est une cause rare d'infection,elleest généralement
liée a des interventions chirurgicales,chirurgie abdominale.Les dispositifs implantables(les

endoprothéses)sont également a risque de colonisation et de formation de biofilms
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(Vaishnauvi et al.,2014 ;Hamilton et al.,2018).

L’analyse métagénomique de la communauté muqueuse rectosigmoide d'individus en bonne
santé a été comparée a celle de patients atteints de cirrhose. Les patients atteints de cirrhose
présentaient une proportion élevée d’espéce de Proteus par rapport aux témoins.L'abondance
relative chez les témoins en bonne santé était de 0,0% contre 0,1% chez les patients atteints de
cirrhose (Bajaj et al.,2012). Dans [I’intestin, P.mirabiliscontribue a la pathogenése de
I’encéphalopathie hépatique par la dégradation de I’urée en ammoniac et en acide carbonique

(Lai et al., 1972 ;Bajaj et al.,2012).
11.3.4.Maladie du pancréas et P.mirabilis

P. mirabilis occupe une place importante dans la pathologie du pancréas.Cette infection se
manifeste par un pseudokyste pancreatique infecté compressant le canal hépatique commun.
Le contenu kystigue est polymicrobien :Proteus vulgaris, Morganellamorganii,
Stenotrophomonas maltophilia et Pseudomonas aeruginosa.P. mirabilisest impliquée dans la

formation des biofilms sur des stents biliaires et pancréatiques(Hamilton et al.,2018).
11.3.5.Polyarthrite rhumatoide etP.mirabilis

La polyarthrite rhumatoide est une maladie auto-immune grave qui touche environ 1% de la
population dans les pays développéset atteint principalement les femmes agées. Plusieurs
études ont établi un lien entre P. mirabilis et l'arthrite rhumatoide.P.mirabilis est impliqué
dans les différentes pathologies de la polyarthrite rhumatoide en raison de I'nomogénéité
structurelle de précurseur de I'hémolysine B avec les sequences d'EQRRAA (Chrashekara et

al.,2003 ;Ebringer et Rashid.,2014).

Le mécanisme pathogénétique implique des auto-anticorps agit contreP.mirabilis. Les
séquences d'acides aminés causales, a savoir ESRRAL et IRRET contiennent des doublets
d'arginine sur lesquels agit la peptidyl arginine désiminase.Cela conduit a I'apparition précoce
des anticorps anti-protéines citrullinés chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoide.
Par conséquent, les patients atteints de polyarthrite rhumatoide doivent étre traités par des
anticores anti-Proteus(Chrashekara etal.,2003 ;Ebringer et Rashid.,2014).

11.4.Les autres types d’infections
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Plusieurs pathologies infectieuses sont maintenant attachées a I’infection de P.mirabilis, elle
est responsable d’infections de la cavité nasopharyngée en absence de signe clinique (Whary
etal.,2015).En outre, elle peut s’associer a des affections des voies respiratoires, des yeux, des
oreilles, du nez, de la peau, de la gorge (Schaffer et al.,2015) et egalementla septicémie, la
méningo-encéphalite, I'empyéme et l'ostéomyélite néonatals,des lésions suppuratives ou
nécrotiques (thrombus septiques), les infections urogénitales(O'Hara et al.,2000 :Schaffer et

al.,2015).

Elle provoque également des blessures chirurgicales de pied diabétique(Jneid et al.,2018),
I’infection des brilures et certaines infections poly-microbiennes. Les infections des tissus
mugueux sont communautaires chez des individus sains, ayants des traumatismes (Marx et

al., 1988;Gaston et al.,1995).
11.5.Epidémiologie

P.mirabilisest la plus fréquemment isolée dans les infections a Proteus.P.mirabilis est la
principale espéce bactérienne responsable des épidémiesd’infection en milieu hospitalier et
communautaire(Champs et al.,2000 ;Schaffer et al.,2015) .Elleest plus souvent isolée de
prélevements cliniques a visée diagnostiqueaprés l'utilisation anarchique et empirique des
antibiotiques.P.mirabilisest maintenant souvent trouvé comme un pathogéneassociéa des
malades graves et compliquées(Foris et Snowden,.2017). Ce pathogéne est
devenumaintenant intraitable apres I'acquisitionconjugué des multiples genes de résistance

aux antibiotiques.

Bien qui’il n’y ait pas eu récemment de grandes études de prévalence organisées,les rapports
épidémiologiques menés indiquent que cette infection attaque principalement les nouveaus-
nés ou des nourrissons.Cette incidence indique que la bactérie acquit la capacité de déjouer les

défenses immunitaires de 1’hdte et de se propager dans 1’organisme(Champs et
al.,2000 ;O’hara et al., 2000 ;Aragon et al.,, 2008 ;Pearson et al., 2008 ;Chen et
al.,2012 ;Tumbarello et al .,2012).

La transmission des germes pathogénesesttransportée sur le site infectieux par I’intermédiaire
du personnel ou de dispositifs médicaux.Le risque varie selon le profil du patient, le niveau

d’hygiéne ou encore les soins pratiqués, la durée et le type du séjour.Les infections sont trés
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fréqguemment liées a des interventions invasives: sondage urinaire ou trachéal (ventilation
assistée), cathéter wveineux, intervention chirurgicale, endoscopie(Tumbarello et al
.,2012 ;Hamilton et al.,2018).En plus, les infections en général dues a une auto-
contamination des germes d'origine digestive étant transportés depuis l'anus jusqu'au méat
urinaire ou le vaginou ils peuvent ensuite remonter(Tumbarello et al .,2012 ;Hamilton et

al.,2018).

P.mirabilis fut I’objet de plusieurs études, principalement a cause de sa gravité et sa capacité
de causer des multiples dégatsa 1’hdte.Les infections a P.mirabilis sont endémiques dans
quelques payesen Asie et Europe. Ce pathogene a eu I’habitude a coloniser les hépitaux, la
premiére bactériemie aP.mirabilisa été rapportée a I'nopital de I'ltaly, entre 1999 et 2009.Cette
espece responsable d'une mortalité global de 30.3% est liéea une bactériemie, pneumonies et
infections postchirurgicales en raison d'un traitement antimicrobien initial inadéquat et de

longs séjours a I'hdpital (Tumbarello et al .,2012).

Dans les payes deéveloppés, le seuil épidémique est trées éleve. Des rapports
épidémiologiquesJaponais et Coréenont rapportéque les souches de P.mirabilis
multirésistantes provenaient de prélévements urogénitaux de patients hospitalisés ont été
associéesa une épidémie d'infection nosocomiale (Nagano et al., 2003).Les patients atteintsde
P. mirabilis sont souvent des personnes agés dues a plusieurs conditions préexistantes.Cette
situation qui peux réduire leur capacité a tolérer des retards importants de I'administration

d'un traitement efficace (Tumbarello et al .,2012).

En 2007, 3,000 cas d'infection des voies urinaires dues a P. mirabilis ont été enregistrés aux
Etats-Unis. L'incidence est élevée chez des patients immunodéprimés, en particulier les
enfants et les patients agés.P. mirabilis est a l'origine de 1 a 10% des infections du tractus
urinaire, en fonction de la localisation géographique de I'étude et des types d'échantillons
prélevés (Schaffer et al .,2015) .En Beijing china, une épidémie d'intoxication alimentaire est
associée a la consommation de boulettes de viande de porc mal cuites contaminé par

P.mirabilis(Wang et al.,2010).

En France, une caractérisation moléculaire rétrospective a été effectuée parCremet et ses

collaborateurs en 2011 a présenté une épidémienosocomialedue a des isolats de P.mirabilisqui
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produisent une B-lactamase a spectre étendu chez des patients atteindsd’une lésion de la

moelle épiniere avec une bactériurie récurrente(1’incidence cumulative) (Cremet et al.,2011).

La prévalence de I’infection des voies urinaires varie dune région a I’autre, le taux plus élevé
de la prévalence des souches productrices de p-lactamases a spectre étendu (BLSE) par P.
mirabilisaété estimé al10,1% en 1998 etde 23,1% en 2003. L’épidémiologie moléculaire a
révélé que toutes les souches résistantes produisaient exclusivement la B-lactamase de type
CTX-M.Ces résultats indiquent une épidémie régionale de P. mirabilis au Japon,cela suggere
que la propagation de 1’épidémie s’est produite dans les hopitaux et les communautés sous
forme des souches clonales étendues (Nakano et al., 2012).La présence de ces bactéries peut
étre attribuée a une contamination fécale de cette zone, en particulier durant les périodes

pluvieuses.

Selon l’organiation mondiale de santé(OMS),la majorité des infections a
P.mirabilispourraient étre évitées parun assainissement et le respect des mesures de I'hygiene
(surveillance de I’hygiene de I'environnement et du matériel et isolement septique des
patients),lastérilisation adéquate des équipements medicaux et des surfaces et également par
la surveillance de l'usage des antibiotiques dans les hdpitaux malgré la réduction de la durée

de séjours du patient via le developpement de la chirurgie ambulatoire(OMS,2018).
I1.6. Facteurs de virulence

P.mirabilisconfortéde son pouvoir pathogéne et de ces facteurs de virulence contribuent a la
colonisation et a [linfection de [I'h6te. Plusieurstypes de facteurs impliquentdans la
virulencecomme 1’uréase, fimbriae, toxines, protéases cytolytiques, systeme d'acquisition de

fer, flagelles, systémes de sécrétion (Jones et al., 2005;Armbruster et al.,2018).

La plupart des personnes infectées développentune maladie asymptomatique ou silensieuse,
ce qui a conduit a I’apparition des complications aprés une longue durée.Les facteurs de
virulence interviennent en plusieurs étapes de la pathogénicité. Nous envisagerons
particulierement ici les étapes «épithéliales» de la pathogénicité urinaire, c'est-a-dire la
production de toxines, la colonisation et Iadhérence, linvasion et Ila survie

intracellulaire(Jones et al., 2005; Armbruster et al.,2018).
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11.6.1.Facteurs de pathogénécité

A. Uréase

Les souches de P.mirabilis synthétisent unemétalloenzyme de I’uréase, ce dernier dégrade
I’'urée en ammoniac et en dioxyde de carbone. L'ammoniac augmente le pH et provoque la
précipitation des minéraux, cela peut conduire a la formation des calculs au niveau de la
vessie et du rein, ainsi que la formation de biofilms cristallins le long d'un
cathéter.L'ammoniac est la source d'azote préférée par de nombreuses espéces bactériennes, il
peut étre assimilé en biomolécules via la glutamine synthétase (GInA) ou la glutamate

déshydrogénase (GdhA) (Mobley et al., 1996,Schaffer et al.,2018 ; Armbruster et al.,2018)

L’activité de ’uréase et la production de ’'ammoniac résultent directement de I’augmentation
de pH local. Dans les voies urinaires, le pH alcalin entraine la précipitation des ions calcium
et magnésium,il conduit aussia la formation des calculs urinaires composés de phosphate de
magnésium et d'ammonium (struvite) et de phosphate de calcium (apatite) (Schafferet

al.,2018 ;Armbruster et al.,2018).
B.IgA Protéase

Parmi les facteurs de persistance les plus connus, c’est la protéase produite par P. mirabilisqui
est une métalloprotéase de la famille de serralysin de protéase de zinc. Les protéases IgA
dégrade completement la protéine zapA qui ne clive que la région charniére de I’'I[gA. Le pH
alcalin favorise l'activité d'un grand nombre de ces types de protéases. Il a été également
montré que la protéinezapA est en mesure de cliver de nombreuses autres protéines présentes
dans le tractus urinaire comprenant: des composants du complément, des éléments du

cytosquelette, et les peptides antimicrobiens (Schaffer et al.,2018; Armbruster et al.,2018).
C.Hémolysine

L’activité hémolytique est fréqguemment retrouvée chez P. mirabilis. La fonction de
I’hémolysine est de former des pores dans les cellules hotes cibles, ce qui permet aP.
mirabilis de se propager dans les reins lors de I'infection. Ceci est probablement médiée par la
capacité accrue des cellules hémolytiques de P. mirabilis a envahir les tissus de
I'n6te.L’activité hémolytique est codée par les genes d’hpmAB. Des études montrent que

’activité de I’hémolysine est redoublée pendant la colonisation du tractus urinaire(Schaffer et
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al.,2018 ;Armbruster et al.,2018).
D.Toxine Agglutinine de Proteus

La toxine Ptaproduite par P. mirabilis est a la fois cytotoxique et possédant la capacité
d'agglutination (Armbruster et al.,2018).La toxine Pta est une protéine de calcium
dépendante reste a la surface de la cellule. L'activité cytotoxique liée ala toxine Pta commence
quand elle est associée a une cellule ou dans une forme purifiée (Rozalski
etal.,2012 ;Armbruster et al.,2018).Latoxine Pta est exprimée au cours d'une infection

(Rozalski etal.,2012 ;Armbruster et al.,2018).

11.6.2.Facteurs de colonisation et adhésion

A. Essaimage

L’essaimage est un phénomeéne tres répandu chez P.mirabilis. La mobilité des
P.mirabiliss'effectue soit par le mécanisme classique (flagelle) soit par 1’essaimage.C’est un
phénomene collectif et cordonnéobservé quandles cellulessont cultivées sur un milieu solide

(Figurel)(Schaffer et al .,2015 ; Armbruster et al.,2018).

Elles donnent alors la naissance des formes courtes et faiblement mobiles, mais
I'appauvrissement progressif du milieu provoque l'apparition des formes longues qui
repartiront vers des zones de milieu neuf. L’essaimage est déclenchée par des facteurs
inhibant la rotation des flagelles (telleque l'augmentation de viscosité du milieu) et par la
présence  de  signaux  extracellulaires(Figurel)(Schaffer et  al.,2015 ;Leulmi

,2015 ;Armbruster et al.,2018).

L’essaimage est un processus trés compliqué qui nécessite plusieurs facteurs contribuant a la
mobilité et la différenciation et 1’élongation de la cellule. Les cellules s'allongent (la longueur
peut atteindre 80 um) et deviennent polyploides (par exemple, les formes de 40 um de
longueur contiennent environ 20 chromosomes), leur membrane externe devient plus
fluide, lelipopolysaccharide (LPS) posséde des chaines latérales plus longues,la synthéese
d'uréase et de protéase et d'hémolysine extracellulaire augmente. elles sont pourvues d’une
abondante ciliature (plusieurs centaines a plusieurs milliers de flagelles) (Schaffer et al

.,2015 ;Armbruster et al.,2018).
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En effet, la glutamine semble jouer un rdle tres important pendant le déroulement de ce
processus. C’est le seul acide aminé capable d'initier la transformation en formes longues
pourvues d'une abondante ciliature. En fait, il semble que les flagelles se comportent comme
des structures aptes a analyser les conditions du milieu ambiant et a transmettre des signaux a
la cellule.Plusieurs rapports scientifiques ont démontré une relation entre essaimageet les

infections urinaires (Figurel)(Verstraeten et al., 2008 ;Schaffer et al .,2015).
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Figure 1. Processus de I’essaimage chez P. mirabilis(Schaffer et al .,2015).

B. Fimbriae

Les fimbriaes de P. mirabilis sont des facteurs de virulence essentiels qui jouent un role dans
le processus de la vie et du cycle infectieux (Schaffer et al .,2015; Armbruster et
al.,2018).Au total, 17fimbriaesont été mises en évidence chez cette bactérie.Ce sont des
appendices sur la surface des bactéries qui conféerent a la cellule bactérienne la capacité de
former un biofilm. En effet, P. mirabilis peut exprimer simultanément plusieurs types de

fimbriae(Figure2)(Schaffer et al .,2015; Armbruster et al.,2018).

Le fimbriae non agglutinante F17 posséde un diametre de 4 a 6 nM et une longueur de 0,09 a
0,83 pm.llest le plus connuet plus capable de se lier sur la surface des cellules

uroépithéliales,ilconstitue deux sous-unités structurelles qui favorisent la colonisation pendant
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I’infection (Schaffer et al .,2015; Armbruster et al.,2018). Parmi les fimbriaesles plus
connus chez P.mirabilis :MR/P sont résistantes au mannose de type Klebsiella (MR/K)
(Schaffer et al .,2015 ; Armbruster et al.,2018).Les fimbriaes MR/P sont des fimbriaesde 7
nm de diameétre,ilssont responsables d'une hémagglutination non inhibée par le
mannose(Figure2)(Schaffer et al .,2015 ; Fernandez-Delgado et al.,2015 ;Armbruster et
al.,2018).
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Figure2. Fimbriae et flagelle de P. mirabilis (Fernandez-Delgado et al.,2015).

11.6.3. Facteurs de persistance

A. Biofilm

En dépit d’une réponse immunitaire de 1’hote dirigée face P.mirabilis.Cette bactérie est
capable de persister et de se maintenir durant des années. Pour ce faire, P. mirabilis est
particulierement disposéed’un moyen a former les biofilms en raison de leur capsulequi aide
aussi a la formation des structures en cristal. Ces cristaux ont un effet sur la virulence de P.
mirabilis de multiples fagcons.Tout d'abord, l'augmentation de I'ammoniac peut provoquer la
lyse des cellules hétes, ce qui conduit al’augmentation de nutriments pour les bactéries.
Ensuit, les cristaux vont créer un refuge pour les bactéries de se cacher et d'échapper non
seulement des cellules immunitaires, mais également des antibiotiques. Les calculs rénaux /
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urinaires et les biolfims cristallins sur cathéters peuvent bloquer le flux de l'urine dans les
ureteres et pouvent étre la cause des problémes plus graves telles que la pyélonéphrite et

éventuellement la septicémie (Leulmiet al.,2015 ;Schafferet al.,2018).

B. Systéme de sécrétion

Le systéme de sécrétion de type VI (T6SS) est une méthode d'exportation des protéines dans
I’étape de persistance pendant ’infection, soit entre deux bactéries ou une bactérie et une
cellule hote eucaryote. Généralement, des études suggerent que le systeme de type VI chez
P.mirabilisest considéré comme un principal mécanisme de formation de la ligne de diénedue
a la secrétion des protéines toxiques (Silverman et al.,2012). Le systéme de sécrétion chez
P.mirabilispeut étre impliqué dans la virulence, le commensalisme ou la compétition
bactérienne (Schaffer et al .,2015). Les nanomachines contractiles du systeme de sécrétion
permettent aux bactéries d'injecter des toxines directement dans les membranes des cellules
ou dans le cytoplasme. La machine est parfaitement assemblée de maniére ordonnée afin de
mettre en évidence les liens entre T6SS et la communication bactérienne(Schaffer et al

.,2015 ; Armbruster et al.,2018 ; Alteri et al.,2013).

Une gamme detrois types de systéme de sécrétion a éeté identifiée dans le génome de cette
bactérie, six protéines potentielles autotransporteurs (systeme de sécrétion de type let Il et
V). Ces protéines possedent un terminal canonique autotransporteur C (pfam03797) et
également des motifs de sérine protéase peuvent donc servir comme des toxines. En outre,
trois régions codantes de la séquence(PMI12028 a PMI2030) codent un systéeme de sécrétion
de type I qui est impliqué dans la sécrétion de certainestoxines et adhésines (Alamuri et

al.,2008 ;Pearson et al.,2008).
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11.6.4. Traitement d’une infection a P.mirabilis
11.6.4.1.Gestion de P’infection

L’antibiothérapie empirique des infections acquises en soins intensifs doit étre adaptée au
contexte clinique et épidémiologique local.Généralement, les infections diminuent ou
guérissent apres la distruction de P.mirailis par des antibiotiques.L’infection a P.mirabilisest
difficile a traiter dans certaines conditions.Le médecin ambulatoire ou le médecin hospitalier
doit faire le bon choix d’un antibiotique parmi plusieurs candidats en prenant en considération
les caractéristiques optimales des antibiotiques disponibles et al’adéquation de la sensibilité in

vitro de I’agent pathogene(Leekha et al .,2011).

Les principales classes d’antibiotiques utilisées pour gérer les infections a P.mirabilissont les
béta-lactamines, les carbapénemes, les fluoroquinolones, les aminosides et le triméthoprime /
sulfameéthoxazole. Comme la plupart des especes,P.mirabilis peut développer une résistance
au cours d’un traitement antimicrobien, le choix d’un agent antimicrobien appropri¢ sera

compliqué et restreint.

Le traitement empirique et ambulatoire d'une infection causée par P. mirabilis (un peu comme
les autres infections urinaires non compliquées) implique triméthoprime / sulfaméthoxazole

(TMP / SMZ) ou une fluoroquinolone orale (la ciprofloxacine)(Kwak et al., 2017).

Pour un patient hospitalisé,le traitement d’antibiotique est appliqué par I'administration
intraveineuse de ceftriaxone, de gentamycine, de fluoroquinolone, avec d’ampicilline ou
d'aztréonam. Dans la pluspart des cas, la thérapie antimicrobienne est préférable en
combinaison de 2 agents antimicrobiens ou plus recommandé dans les infections graves.La

synergie entre agents antimicrobiens signifie quel’effet combiné est important, il est dd
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al’activité synergique contre un microorganisme(Leekha et al .,2011).
11.6.4.2.Antibiothérapie empirique

La présence d’une infection due a une bactérie productrice de béta -lactamase est élevée.
Dans ce cas, le taux élevé d’échec thérapeutique en cas de traitement par céphalosporine peut
justifier DI’inclusion des carbapénémes dans les schémas de traitement empirique des
infections séveéres tels que le choc septique et la pneumonie nosocomiale(Rodriguez-

Villalobos et Struelens,2006).

En cas de situation épidémique ou endémique locale, le clinicien envisage ce type de schéma
thérapeutique pour les patients présentant des facteurs de risque d’infections par
entérobactérie productrice de béta-lactamase, ou connus comme porteurs. Les
fluoroquinolones peuvent étre utilisées dans certains cas pour le traitement des infections
urinaires compliquées par la souche productrice de béta-lactamase. Néanmoins, le traitement
empirique avec les fluoroquinolones est risqué a cause de la haute fréquence de résistance a
ces antibiotiques des souches productrices de béta-lactamase(Rodriguez-Villalobos et

Struelens,2006).

En cas de présence de P.mirabilis productrice de carbapénémaseconsidéréeparmi les
bactéries extrémement résistantes.Le médecin doit établir un profil épidémiologique et
clinique et prescrire une antibiothérapie adaptée qui comprendles associations entre les
antibiotiques : colistine/imipénéme, imipeneme/ amikacine et fosfomycine/tigécycline.Les
molécules les plus souvent prescrites étant I’'imipénéme et la colistine. En cas de présence
d’une souche clinique multirésistante,l’étude de la sensibilité aux antibiotiques de ces derniers
a permis de montrer que 1’aztréonam et le méropénéme constituent des armes potentiellement

tres utiles dans I’arsenal thérapeutique contre ces bactéries(Maamaret al.,2019)
I11.Les antibiotiques
I11.1. Généralités sur antibiotiques

Les antibiotiques sont des moléculesnaturelles ou synthétiquesproduites par des
microorganismes(Russell, 2004 ;Saga et al .,2009).Le terme antibiotique a été inventé du mot

"antibiosis" qui signifie littéralement "contre la vie" (Russell, 2004).L'utilisation abusive
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généralisée d'antibiotiquesest la principale cause de I'évolution rapide de la résistance au sein
des bactéries pathogenes. Pour éviterla crise mondiale de la résistance aux antibiotiques, les
chimistes ont appliquéune stratégie de la synthése chimique moderne en combinant les deux
approches synthétiques et biosynthétiques, ce quifaciliteladécouverte et la mise sur le marché
des nouveaux antibiotiques(Figure 3).De ce fait,ces différentes forces peuvent étre exploitées
pour trouver les meilleurs antibiotiques(Saga et al .,2009)qui ont la propriété d’inhiber a
faible dose les virus, bactéries, champignonsou certaines cellules,d’organismes

pluricellulaires (cellule cancéreuse).
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L 1978 Décowvert de penicillne
L 1084 Didcemvint da sallumilda
Diesonvert de solfamide, d amimsaide chlorophénicale  macrelide
fotracychme 180 apglication clinique de pénicilline

r_l 1930 Diconvert da selfamida, &'smlnosde chkraphiakole
dmacrelidi ptracyeling

La dssémimation de sonches de Staplyplovaceus sureny multrdvisiamier [ 19% Docouvart e vaseomycine
L 1980 Svntkide di mdbiblclise
Emergemce SAME 1964 — )
= |91 Synthesede 'acide mabidiviqes
Emergesce de P3F] 1976 == [Mvibogpoascat do elphima da 1 or glateation
<4 L
Emergence de Hinflienzae productrice de peskeillinase 1974 == Développement de ciphéme de er géwération
Emergence de FRSF 1977 JL
Emergence de BLNAR Hnluearae 1980 Divaloppement da céplbae did & gundration
Emergence de Gram mégative producienrs des BLSEs 198} | — Divilappomsant da mlhnhmim Divebegpmeat di
Emirgisca da YRE L7 it carhaplaca S g
L [ iy

Unlisarion do copliase do Jama giabratlon

Augmantation de Flnfecien de MESAFRSEBLNAR Lai I_
eteathapinme atnanvean qulnolng

e

Avgmentation de U'infection de  ponocesnl

Avgmentation de résigtance de MDEF Jie) r

Avgucatzivn i Lol rivsanle n wsnvivn: Dévelappement d'un nowvean agent antimicroblen

Figure3.Développement des agents antimicrobiens et I'émergence de l'antibiorésistance(Saga

et al.,2009).

111.2. Classification des antibiotiques
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La classification des antibiotiquesest baséesur plusieurs parametres, parmi lesquels,le spectre
d’activité, la structure de la molécule, l'origine de la molécule(Calderon et Sabundayo,
2007 ;Saga et al .,2009),le mécanisme d'action(I’antibiotique affecte la synthése des protéines
ou la synthése d'acide nucléique, métabolite).lls sont également classés selonles voies
d'administration (voie injectable, orale et topique) et les effets secondaires(Etebu et al.,
2016).Les principales familles d’antibiotiques sont:les béta-lactames, les macrolides, les
tétracyclines, les quinolones,les aminoglycosides, les sulfamides, les glycopeptides et les

oxazolidinones(Adziteyetal, 2015).
111.2.1. Béta-lactamines

Les P-lactamessont des agents antibactériensbactéricides.llsreprésentent l'un des groupes
d’antibiotiquesle  plus  importantaujourd'hui  pour traiter des différents types
d’infections.(Etebu et al., 2016). Elles incluent les céphalosporines, les carbapénémes, les

pénicillines, les monobactames et les céphamycines (Lewis, 2013;Osteretal.,2005).
A.Structure et classification

La présence du groupe meéthoxy sur le cycle dep-lactame a rendu la molécule plus active
contre les agents pathogénes a Gram négatif et les bactéries anaérobies (Bryskier, 1999). La
base commune a toutes les B-lactames est le cycle azétidinone qui possede la structure
carbonyle lactame essentielle & I'activité de ces molécules (Bryskier, 1999). A partir de cette
structure, cingq groupes ont été évalués par I’incorporation d'un cycle latéral(les pénames, les
céphemes, les monobactames et les inhibiteurs de B-lactamases)(Figure4) (Cavallo et al.,

2004).
B.Mode d'action

Les B-lactamines attaquentprincipalement la synthese de la paroi cellulaire bactérienne en
inhibant la protéine de liaison a la pénicilline (PBP), également appelé DD-
transpeptidase(Matagne et al., 1999).Dans I'étape finale de transpéptidation,les protéines de
liaison a la pénicilline(PBP) sont des enzymes membranaires qui catalysent la réticulation des
polymeres de peptidoglycanependant la synthése du peptidoglycane de la paroi cellulaire,en

particulier la séquence d-Ala-d-Ala situé entre le carboxylate ou le sulfonate (monobactames)
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et I'amide cyclique (Van Bambekeetal.,2010).

Les B-lactames doivent traverser principalement les canaux poreux en inhibant la synthése de

la paroi cellulaire.Les B-lactames agissent en tant que des pseudosubstrats de PBP (faux
substrat pour les d-alanyl-d-alanine transpeptidases) et des acylates du cycle B-lactame. Leur
site actif sérine forme un complexe covalent acyl-enzyme stable. Le résidu sérine des

transpeptidases également réagit avec le cycle carbonyle de B-lactame pour donner des

enzymes acyl-inactives «inhibition du suicide».Elle empéche la synthése du peptidoglycane

en inhibant la transglycosylation et la transpeptidation. Leur effet est bactéricideet le résultat

de mécanisme est indirect (l'activation des enzymes autolytiques)(Van bambeke etal.,2010)
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Figure 4.Structure chimique du noyau de céphamycine
dela famille de B-lactamine (Asselineau et al.,1973)

111.2.2.Quinolones
Les quinolones ont été découvertesau début des années 1960. C’est une classedemeure a

I’heure actuelle les antibiotiques les plus utilisées pour le traitement des infections grace a
26



Synthese bibliographique

leur puissance élevée et leurlarge spectre d'activité, bonne biodisponibilité, formulations
orales et intraveineuses, taux sériques élevés, un volume de distribution important indiquela
concentration tissulaire et une incidence faible d'effets  secondaires
(Anderssonetal.,2003).C’est un antibiotique synthétiquehydrophile a été développé
parLesher(Lesher et al., 1962).

A. Structure et classification

La structure de base de quinolone est un acide pyridine-p-carboxylique avec un azote en
position 1, un carboxylate en position 3 et un carbonyle en position 4(Figure 5). Plusieurs
modifications chimiques ont été effectuées sur la base du cycle 4-quinolone afin de minimiser
les effets secondaires et d’améliorer 1’activité antimicrobienneet  d'accroitre leur
efficacité(Anderssone et al.,2003). Le noyau d’acide pyridine-B-carboxylique commun a tous
les quinolones, dans lequel des substitutions atomiques sont appliquees a diverses positions

stratégiques, ce qui permet la création des nouvelles molécules (Anderssone etal.,2003).

F|2 R
N

HO

O O R

Figure5. Structure de lI'anneau de 4-quinolone(Asselineau et al.,1973)

Le premier changement dela structuredes fluoroquinolones ou quinolones de 2éme génération

est par I’addition d’une molécule de fluor en position 6 et d’un cycle azoté en position 7, la
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quinine avec une molécule de fluor en position 6. Cette modification augmente de plus de 10
fois I'inhibition de la gyrase et de 100 fois I'amélioration de la concentration minimale
inhibitrice(Anderssonet al.,2003).Les autres quinolones ont été améliorées en ajoutant des

groupes aux positions N1, C-5 et C-7(Andersson etal.,2003).
B.Mécanismes d’action

En général, I'ADN gyrase est considéré comme une principale cible de quinolone pour les
espéces a Gram négatif et de la topoisomérase IV pour les espéces a Gram positif. Les

quinolones agissent par deux actions (Correia et al., 2017).

Mécanisme reversible :le mécanisme d'action des quinolones passe en réalité par la
formation d'un complexe enzymeassociant avec I'ADN bactérien, l'une des deux
topoisomérases de classe 11. Ce complexe blogue ensuite toutes sortes de réplication de 'ADN

bactérien, ce qui explique l'activité bactériostatique des quinolones (Tillotson, 1996).

Les quinolones inhibent les topoisomérases de type Il (gyrase) et IV empéchent leur action
dans le déroulement harmonieux de I’ADN qui est nécessaire pour sa réplication (Hooper,
2003). L’ADN gyrase introduit un super-enroulement négatif dans la double hélice d’ADN
bactérien. Cette activité est essentielle pour I’initiation de la réplication de I’ADN ainsi que

pour sa transcription (Levine et al.,1998).

La topoisomérase IV a une activité de décaténation, qui permet la séparation des
chromosomes répliqués a la fin d’une séquence de réplication (Levine et al.,1998). De plus,
les coupures d’ADN double brin par les quinolones constitueraient des I€sions non réparables
de ’ADN, capables de déclencher I’inactivation de certaines synthéses protéiques responsable

de I’effet bactéricide de ces antibiotiques (Drlica et al.,2003).

Mécanisme irréversible :11 semble quel’action bactéricide passe en moins, par ’expression
d’une protéine appelée « suicide », il est directement inductible par la présence de quinolone.
Ceci peut expliquer le paradoxe observé par cette classe d’antibiotique, la présence de
quinolonea haute concentration conduita une réduction significative de la transcription
bactérienne,ainsi le blocage de la traduction des protéines bactériennes, (la protéine

suicide)qui serait manquante pour que I’effet bactéricide soit complet (Drlica, 2003).
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111.2.3.Aminosides

Les aminosides, également connus sous le nom aminoglycosides, d’oligosaccharides ou
d’amino-cyclidolsconstituent 1’'une des familles d'antibiotiquesles plus puissantes utilisées
pour traiter les infections bactériennes.La streptomycine est le premier aminoside découvert
en 1944, suivie par la néomycine en 1949(Umezawa,1958), la Kanamycineen
1957(Weinstein,1963)et la gentamicineen 1963.Denombreux composés apparentés ont été
isolés par la fermentation ou par des méthodes semi-synthétiques. Les composés sont
chimiquement stables et bactéricides, avec un large spectre d'activité inhibitrice (Davies et
al.,2006). lls constituent lI'un des meilleurs choix pour le traitement des infections sévéres a
Gram négatif. L'activité antimicrobienne de I'aminoside peut étre additive ou synergique en
association avec les p-lactamines contre les infections a Gram-négatives et Gram-

positives(Silverstein etal.,2014).
A.Structure et classification

La structure chimiquede base des aminosides est constituée d'un noyau d'aminocyclitol
(streptamine, 2-désoxystreptamine ou streptidine) est reli¢ a deux ou plusieurs sucres
aminés.La fonction amineest ionisée formant des polycations.Parmi les trois principaux
groupes structuraux d'aminoglycosides atypiques,les composés 4,6-disubstitués sont les plus
couramment utilisés en clinique(Silverstein et al., 2014).Les composés 2-DOS regroupent la
plupart des composés utilisés en thérapeutigue humaine comme, la gentamicine, la

tobramycine, I’amikacine et la nétilmicine (Nguyen et Lambert, 2012).
B. Mécanisme d'action

Tous les aminosides ont le méme mode d’action antibactérien,le ribosome est la
principalecible.Les aminoglycosides s’attachent d’abord sur les composés anioniques a la
surface bactérienne. Dans le cas des bactéries a Gramnégatives, ces composés sont des
lipopolysaccharides, phospholipides, et des protéines de la membrane externe. Dans le cas des
bactéries a Grampositives, il s'agit principalement d’acides téichoiques et phospholipides. Ces
interactions produisent une augmentation de la perméabilité qui entraine la pénétration de

certaines molécules d'aminoglycosides dans lI'espace périplasmique (Ramirez et al., 2010).
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Ces molécules inhibent la synthése des protéines bactériennes se liant au site aminoacyl de
I'ARN 16Sde la sous-unité du ribosome 50S. La liaison de I'aminoglycoside avec les sous-

unités du ribosome bactérien perturbe la synthése des protéines de trois fagons:

Les aminoglycosides attaquent les ribosomes pour se séparer de 'ARNm (Ramirez et al.,
2010).Leblocage du mouvement des ribosomes peut survenir aprés la formation d'un seul
complexe d'initiation, il conduit a la séparationde la chaine d’ARNm avec un seul ribosome,
appelé un monosome. Cela entraine une synthése protéique inefficace(Ramirez et al.,2010),

Le mécanisme est appelé de "prise en charge auto-promue".

Lapremiére étape "phase | dépendant de I'énergie”: un petit nombre des molécules
d'aminoglycosidesatteignent le cytoplasmeavec la participation d'un systéeme de transport
d'électrons fonctionnel.En conséquence, ces protéines membranaires cytoplasmiques
induisent des dommages de I'intégrité de la membrane cytoplasmique en facilitant I'entrée de

la moléculedaminoglycosides en quantités abondantes(Ramirez et al.,2010).

Cette deuxieme étape «phase Il dépendant de I'énergie» : unnombre élevé d'aminoglycosidea
I'intérieur de la cellule produisent des niveaux élevés des erreurs de la synthese des protéines
entrainant plus de dommagedans la membrane cytoplasmique,ce qui permet un taux
d'absorption encore plus élevé qui aboutit finalement a la mort dela cellule(Ramirez et
al.,2017). Cette stratégie suggere que I’action des aminosides peut ne pas étre limitée a la

synthese protéique et donc explique leur effet bactéricide rapide (Forgeet Schacht, 2000).
111.2.4.Facteur d’échec de gestion d’infection

Les principaux facteurs d’échec de gestion d’infection causée par P.mirabilis sont la
résistance aux antibiotiques issue de I’antibiothérapie probabiliste non orientée dans les

hopitaux et les centres ambulatoires(dispensaires publics).
111.2.4.1. Antibiothérapie probabiliste non orientée

L’antibiothérapie non orientée semble étre une cause majeure d’échec de traitement.La
résistance aux antibiotiques peut résulter de la mauvaise facon de prendre des antibiotiques ou
lorsqu'ils ne sont pas nécessaires.Les bactéries changent ou s'adaptent avec le temps,cela est

particulierement vrai pour les bactéries exposées a un antibiotique mais non tuées. Lorsque les
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bactéries survivent a un traitement d’antibiotique, un autre antibiotique doit étre utilisé. Si les
bactéries deviennent résistantes a celui-ci, il en faut un autre. Le probleme peut persister

jusqu'a ce qu'une bactérie particuliére ne puisse plus étre traitée.

L’organisation mondiale de la santé (OMS) estime que 80% des antibiotiques sont utilisés
dans la communauté, dont environ 20 a 50% sont utilisés de facon inappropriée
(WHO,2007).Des études avaientdémontré que le taux d’utilisation inappropriée
d'antibiotiques était associée aux différents facteurs: culture (Cizman, 2003), insatisfaction
des services de santé (Saradamma et al.,2000)et stockage d'antibiotique a domicile (Yu

etal.,2014).
111.2.4.2.La résistance aux antibiotiques

Des cas de résistance de P.mirabilis ont été exposésvis-a vis de tous les antibiotiques
proposes pour le traitement.Le taux de résistance aux antibiotiques atteint un seuil éléve en
cas d’échec de traitement. L'analyse statistique a révéle des profils de résistance aux

antibiotiques beaucoup plus complexes chez les souches de P. mirabilis.

Endimiani et al(2005) ont constatéque I'échec du traitement et la mort sont susceptibles de se
produire chez les patients atteints de P. mirabilis productrices de béta-lactamase (Endimiani
et al.,2005).Les raisons des échecs thérapeutiques associées aux infections causées par des
bactéries résistantes sont probablement multifactorielles,mais comprennent la strucutre
bactérienne, la sévérité de lamaladie (Patel et al.,2008 ;Friedman et al.,2016),le retard dans
I’instauration d’un traitement efficace (Lautenbach etal.,2001 ;Friedman et al.,2016).La
propagation des clones a haut risque provoquent des infections difficiles a traiter (Friedman
et al.,2016).Ceci aurait aussi pu permettre la prescription d’une antibiothérapie probabiliste
adaptée(Maamar et al., 2019).Les infections a P.mirabilis multirésistantes aux antibiotiques
sont associées a des resultats plus lourds, dont la durée d’hospitalisation plus longue, des taux

de mortalités plus élevés et une augmentation des dépenses de soins(Maamar et al., 2019).
111.3.Proteus mirabilis et la résistance aux antibiotiques
111.3.1. Résistance naturellechez P. mirabilis

Ce type de résistance associéea des caractéristiques structurelles de la bactérie n’est pas de
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propriété héréditaire (résistance inné). Dés le début, les antibiotiques n'atteignant pas sa cible
en raison de caractéristiques de I’antibiotique. P. mirabilis est naturellement résistant a
polymyxines B (colistine), la pénicilline G, l'oxacilline, macrolide, lincosamide,

streptogramine, glycopeptide et I'acide fusidique, letétracycline(Sud et al., 1970).

Ce modeéle intrinseque de résistance a la colistine est d(ia la modification de la composition du
lipopolysaccharide (LPS)chez P. mirabilis. Ces modifications ont la conséquence de la
diminution la charge négative du lipopolysaccharide (LPS) essentiellement via 1’ajout de
résidus chargés positivement, ce qui entrainea une diminution d’affinité de la colistine (elle-
méme chargée positivement) pour sa cible. D’autres mécanismes de résistance sont la
synthése d’une capsule externe qui absorbe le piégeage de la colistine et empéche ainsi son
adhésion surlipopolysaccharide (LPS).La surexpression de certaines pompes a efflux (la
proteine de la membrane externe OprH) entrainent ’expulsion de I’antibiotique de la bactérie
vers le milieu extracellulaire(Olaitan et al .,2014).Les altérations du lipopolysaccharide (LPS
sont liées aux modifications du lipide Avia l'addition de deux types distincts cationiques

(phosphoétanolamines [petn] ou 4-amino-4-désoxy-L-arabinose [L-Ara4N]).

L'étude de la résistance au carbapénéme chez P. mirabilisdéfini quel’affinité de 1’imipénéme
réduitlaprotéinede liaison a la pénicilline (PBP). La modification de laprotéine de liaison a la
pénicilline(PBP) peut résulter d'une résistance a I'imipénéme chez P. mirabilis, comme

indiqué pour Acinetobacter baumanii et Pseudomonas aeruginosa(Neuwirth et al.,1995).

111.3.2. Evolution de la résistance chez P.mirabilis(Acquisition verticale)
111.3.2.2. Mutation chromosomique spontanée (évolution verticale)

L'adaptabilité et la flexibilité de génome deP.mirabilisjouent un r6le important dans
I'apparition des différents types de mécanismes de résistance.P.mirabilispeut s'acquérir des
mutations chromosomique a cause des prescriptions anarchiques quisont souvent mal ciblées,
ou incorrectement dosées.La résistance chezP.mirabilisrésulte essentiellement des mutations
ponctuelles au niveau des genes codant pour les sous-unités A et B de I’ADN gyrase (gyrA et
gyrB) et les sous-unités C et E de la topoisomérase 1V (ParC et ParE)en fonction de la cible
privilégiée de la molécule (Mérens et al., 2010). En général, les mutations provoquent une

résistance aux antibiotiquespar la modification de I'action des antibiotiques.

Chez P.mirabilis, ces mutations sont principalement localisées dans de courtes régions situées
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entre les acides aminés 67 et 106 du gene gyrA et les acides aminés 63 et 102 du géne parC,
appelées QRDR (Quinolone Resistance Determining Region).Le premier site de mutation est
I’ADN gyrase car c’est la cible principale,les substitutions en positions 83 et 87 du gyrA,
notamment celles du type Ser83Leu et Asp87Asn et la substitution en position 80 du parC,
notamment celle du type Ser80e (Weigel et al.,2002 ;Mérens et al.,2010 ;Siebor et al
,2018).

En Algérie, plusieurs études ont rapporté la prédominance de ces types de mutations chez des
souches d’E. coli résistantes aux quinolones (Weigel et al.,2002 ;Mérens et al.,2010 ;Siebor
et al .,2018 ).Des mutations associées a la résistance au fluoroquinolone ont été détectées chez
P. mirabilis.Ellesont déterminées par I’analyse génétique de la région déterminant la
résistance a la quinolone de gyrA, gyrB, parC et parE(Weigel et al.,2002 ;Siebor et al
,2018).

111.3.2.3.Evolution horizontale de résistance chez P.mirabilis (acquisition horizontale)

L’évolution horizontale de la résistancechez P.mirabilisprocede par 1’acquisition des genes de
résistance par l'intermédiaire d'un plasmide, de transposon ou d’intégrant, a la faveur de 3
mécanismes d'échanges possibles : conjugaison, transformation ou transposition (Guinoiseau.

2010).

A T'heure actuelle, il semble probable que de nombreux mécanismes de résistance aux
antibiotiques proviennent de germes environnementaux dotés d'une plasticité génétique
naturelle.Ce qui permetde réagir a un large éventail de menaces liées aux substances
antimicrobiennes offrant une protection contre les substances toxiques. De plus, selon cette
hypothése, les bactéries proches de ces microorganismes et de la méme niche
écologiqueacquiérent des genes de résistance intrinséque permettant une capacité de survie et

de se multiplier dans cet environnement hostile(Pagés et al., 2008 ; Munita et Arias ., 2016).

Cette théorie est encore renforcée par 1’existence de nombreuses Similitudes génétiques et
biochimiques entre les déterminants de la résistance provenant des bactéries produisant
I’antibiotique et les génes de résistance les plus largement répandusactuellement identifiés
dans les bactéries a Gram négatif et Gram positif (Pagés et al., 2008 ; Munita et Arias .,

2016).P.mirabilis peutaquérir une résistance vis-a-vis d’un antibiotique par le biais de
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mutations chromosomiques verticalement transmissible.Par la suite, la résistance transmise
horizontalement  vers les autres souches est induitepar des mécanismes

moléculairescomplexes.

L’utilisation systématique d'antibiotique dans les pratiques medicales et agricoles entraine un
transfert horizontal généralisé des éléments génétiques mobiles porteurs d’un ou de plusieurs
génes de résistance (Le"vesque et al.,1995 :Soucy et al., 2015). Les plasmides, transposons et
intégrons jouent un réle majeurdans la diffusion descassettescodants la résistance aux

antibiotiquesparmi les especes bactériennes (Hansson et al.,2002).

De nombreux génes de résistance aux antibiotiques chez P.mirabilis se trouvent dans les des
élements mobiles(cassettes de géne)(Recchia et Hall, 1995).Les intégrons sont constitués de
deux segments d'’ADN conservés séparés par une région variable contenant une ou plusieurs
cassettes de geénes de larésistance aux antibiotiques.La mobilité de la cassette de géne
contribue a ladissémination des génes de résistance aux antibiotiques (Recchia et Hall, 1995).
De plus, la flexibilité génétique permet de réarranger de nombreuses cassettes sous pression

sélective des antibiotiques(Kim et al.,2004).
I11.4.Mécanisme de résistanceaux antibiotiques

P.mirabilis semble avoir développé certains mécanismes de résistance par rapport a d'autres.
Le mécanisme prédominant de résistance aux B-lactames chez P.mirabilisest la production de
B-lactamase (mécanisme enzymatique), alors que la résistance de ces composés chez les
bactéries a Gram positif est principalement obtenue par la modification de leur site cible
(protéines de liaison a la pénicilline)(mécanisme non enzymatique)(Gonzalez-Bello, 2017).
Cette différence est probablement duea la différenceentre lI'enveloppe de la bactérie Gram

négatif et celle de Gram positif.
111.4.1.Mécanisme de résistance enzymatique (production de béta-lactamases)

Laproduction des enzymes est l'une des stratégies bactériennes les plus efficaces pour
désactiverles antibiotiques.Elle implique des modifications chimiques qui détruisent la
molécule elle-méme et empéchent ainsi I'antibiotique d'interagir avec sa ciblechez les

bactéries a Gram négatif et a Gram positif(Nikaido., 2009).
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I11.4.1.1.Modification enzymatique de la molécule

Les mécanismes de résistance deployés par P.mirabilis est la modification enzymatique de la
molécule qui consiste a transformer le noyau actif de 1’antibiotique par clivage ou addition
d’un groupe chimique.Cette modificationempéche I’antibiotiquede se lier avec sa cible et
provoque une perte d’activité. Les B-lactamases sont des enzymes produites par des bactéries
qui détruisent le lien amide sur le cycle lactame, menant au final a la perte d’un groupement

carboxyle (Ambler, 1980).

111.4.1.2. Mécanisme d’action des béta-lactamases

La présence d'une membrane externe permet de controler I'entrée de la molécule dans I'espace
périplasmique. En effet, la plupart des B-lactames ont besoin des porines spécifiques pour
atteindre lesprotéines de liaison a la pénicilline (PBPS), situées dans la membrane interne. Par
conséquent, la cellule bactérienne contréle Il'accés de ces molécules dans I'espace
périplasmique, permettant ainsi la production de B-lactamases a des concentrations suffisantes
pour faire pencher la cinétique en faveur de la destruction de la molécule d'antibiotique

(Munita et Arias ., 2016).

Le mécanisme principal de la résistance aux B-lactames repose sur la destruction de ces
composés par l'action des B-lactamases. Ces enzymes détruisent la liaison amide du cycle -
lactame rendant I’antibiotique inefficace. En 1960,le découvert depremiére B-lactamase quiest
portée par un plasmide (hydrolyser I’ampicilline). Depuis lors, I'émergence rapide de
I’enzyme est capable de détruire tous les nouveaux composesest un processus qui constitue un

excellent exemple d'évolution adaptative des bactéries (Munita et Arias., 2016).
111.4.1.3.Classification des béta-lactamases

A ce jour, plus de 1 000 différentes B-lactamases ont été décrites dans le cadre du processus
normal d'évolution bactérienne(Munita et Arias., 2016 ;Bushet al., 2016). Ces enzymes sont
classées en fonction de leur caractéristiques fonctionnelles (Bush et Jacoby, 2010) ou de leur
séquence en acides aminés (Ambler, 1980). Cette classificationdivise les béta-lactamases en

quatre groupes (A, B, C, D) en fonction des caractéristiques structurelles de la séquence
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protéique.

La classe A correspond aux «pénicillinases» inhibées par I’acide clavulanique, la classe B
correspond aux « carbapénémases» inhibées par I’acide éthyléne diamine tétra-acétique
(EDTA), la classe C regroupe les « céphalosporinases » non inhibées par I’acide clavulanique,
la classe D correspond aux oxacillinases de sensibilité variable a I’acide clavulanique. Les

enzymes des classes A, C et D sont des serine-enzymes.

En revanche, les enzymes de la classe B sont des métallo- B-lactamases comportant deux
atomes de zinc dans leur site actif. La classification fonctionnelle de Bush, Jacoby et
Medeiros repose sur 1’activité hydrolytique et la sensibilité des B-lactamases aux inhibiteurs.
Elle rend compte de leur diversitée fonctionnelle au sein des quatre classes structurales

d’Ambler.
A.Béta-lactamases de classe C (AmpCchromosomique)

P.mirabilis présente plusieurs systéemes enzymatiques responsables de la deégradation des
béta-lactamines, qui permettent a cette bactérie de résister aux différents niveaux de
concentration. Elle sécrete une céphalosporinase chromosomique inductible de type AmpC
qui peut entrainer une résistance aux diverses pB-lactamines dont: la ticarcilline, la
pipéracilline, les céphamycines, les céphalosporines de troisieme génération, 1’aztréonam et
combinaisons des pénicillines avec les inhibiteurs de pB-lactamases,les céphalosporines de

quatriéme génération (céfépime, cefpirome) (Philippon et Arlet, 2002;Bonnetet al., 2012).

La régulation de I’expression de céphalosporinase d’AmpC chez cette espéce differe
considérablement de celle chez les autres entérobactéries productrices naturellement d’une
cephalosporinase AmpC inductible. Cette différence est due a ’absence du géne régulateur
ampR et a la présence d’un atténuateur transcriptionnel diminuant ainsi la force du promoteur
(Jacoby et al.,2009).Cependant, I'hyperproduction de céphalosporinase AmpC associée a une
certaine diminution de la perméabilité au carbapénéme peut aussi causer la résistance a ces
agents (Bush et al., 1995;Jacoby et al.,2009).Cette hyperproduction est due a des mutations
dans le promoteur et / ou l'atténuateur, ce qui augmente le taux de transcription du gene (Bush

et al., 1995;Jacoby et al.,2009).
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B-Béta-lactamases de classe C (AmpC plasmidique)

Le groupe 1 est subdivisé en sous-groupe 2° ils sont appelés les B-lactamases a spectre
étendu AmpC.Le groupe 1 posséde une plus grande activité contre la céftazidime et d'autres
oxyimino-B-lactames (Bush et Jacoby ., 2010). Les genes dep-lactamases d’AmpC décrits
chez P. mirabilis appartiennent aux familles ACC et CMY,ce sont des genes
chromosomiques de Hafnia alvei et Citrobacter freundii. lls sont codés par des plasmides ou
insérés dans le chromosome (probablement par transposition) chez P. mirabilis (Decré et al.,
2002). En Algérie, la production de p-lactamase de classe C (CMY-4, CMY-2, CMY-16) a
été décrite chez 3 souches de P.mirabilis (Decré et al., 2002 ; labadene et

al.,2009 ;Gharout-Sait et al., 2015).

La découverte des génes chromosomiques chezde nombreuses entérobactéries naturellement
productrices dep-lactamase a constitué une nouvelle étape de la résistance acquise par la
mobilisation des genes chromosomiques (Philippon et al., 2002). De nombreuses
céphalosporinases plasmidiques ont été décrites dans le monde chez des souches hospitalieres
et communautaires(Jacoby, 2009). Des différences dans leurs séquences en acides amines ont
permis de les classer en plusieurs familles : CMY, ACT, ACC, DHA, FOX, MOX, LAT, MIR
et CFE.lls peuvent induire une résistance aux carbapénémes, en particulier, a lI'ertapénéme

(Bush et Jacoby., 2010).

La premiére description de DHA-1 chez Proteus mirabilisa été décriteen France (Bidet et al.,
2005).Les B-lactamases de classe C (CMY-4, CMY-2, CMY-16) chez P.mirabilis ont été
décrites dans le monde d’entier, en particulier chez des patients d’origine de Grece, Algérie et
Egypte(Decré et al., 2002).

C- Béta-lactamases de classe A (BLSE)

Ces derniers temps, de nombreux rapports épidémiologiques ont démontré I'échec
thérapeutique et le manque d'éradication des souches P.mirabilisproductrices de béta-
lactamasesqui est dle a I’utilisation massive. Cette résistance est typiquement causée par
l'acquisition des plasmides contenant des genes debéta-lactamase(BLSE), ces plasmides

portent souvent d'autres genes de résistance (Luzzaro et al.,2001).

Ces enzymes sont définies comme des [B-lactamases appartenant a la classe A selon la
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classification d’Ambler (Philipponet al., 2002).11 sont capables d’hydrolyser les pénicillines,
les céphalosporines de 1ére, 2éme, 3éme et 4eme génération et les monobactames. Par contre,
les céphamycines (céfoxitine, céfotétan) et les carbapénémes restent actifs (Livermore,
2008). Les béta-lactamases de type TEM et SHV,CTX-M sont portées sur un chromosomede
I’espece de Kluyvera (Bonnetet al., 2004). Les enzymes de CTX-M hydrolysent le
céfotaxime plus facilement que la céftazidime et le céfépime.Les enzymes de de type CTX-M

sont inhibées par le tazobactam et I'acide clavulanique (Bonnetet al., 2004).

Les premiéres béta-lactamases ont émergé chez des souches mutantes de P.mirabilis suite a
I'utilisation massive des béta-lactamines a la fin des années 90 (Bonnet et al .,1999). Elles
ont d’abord été décrites en France (Bonnet et al .,1999 ;Chanal et al.,2000 ; Champs et al.,
2001), puis en ltalie chez des souches de P.mirabilis multirésistantes d’origine nosocomiales
(Luzzaro et al., 2001;Aragon et al.,2008). Ces enzymes ont rapidement diffuséa travers tous
les continents(Karapavlidou et al., 2005).Ces enzymes ont été classées en 12 familles
différentesen fonction de leurs séquences en acides aminés: TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB,
GES, TLA, BES, SFO, IBC, BEL (Canton et al.,200).

Plus de 100 dérivés de béta-lactamases de type TEM sont produits par substitution d’un ou de
plusieurs acides aminés a partir du TEM-lau niveau de quelques résidus (238 et
240)(Partridge et Hall, 2005).La diversité debéta-lactamases de type TEM-1a été décritechez
P.mirabilis, il est responsable de plusieurs épidémies nosocomialesdans le monde(Biendo et

al.,2005).

Une centaine de béta-lactamases de type SHV-1 (SHV-5, SHV-12, SHV-14) dérivent par la
substitution d’un ou de plusieurs acides aminés(Szabo et al., 2005).Récemment,le géne SHV-
128 a eté décrit en Asie chez des souches cliniques P.mirabilis(Ho et al., 2005 ;Chong et al .,
2013).Seulement quelques études ont signalé la présence des variants SHV-12, SHV-2 et
SHV-5 chez P.mirabilisd’origine hospitaliéreenFrance et en Tunisie (Chanal et

al.,2000 ;Mahrouki et al., 2012).

Une nouvelle enzyme de béta-lactamases de type CTX-M appartenant a la classe A est
apparue, elle hydrolyse préférentiellement le céfotaxime. A ce jour, plus de 150 variants

CTX-M ont été décrits et répartis en 6 groupes phylogénétiques en fonction da la similitude
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de leurs séquences en acides aminés (Livermore et al., 2007).Depuis leurs appparitions,ces
enzymes sont rapidement disperséesa travers les continents.L’enzyme de CTX-M-15 a été
détecté dans toutes les régions géographiques (Mahrouki et al., 2012 ; Harada et al., 2010 ;
Leulmi etal.,2018).lIs ont été trouvés dans la plupart des pays en Europe (D'Andrea et al.,
2011).

D- Carbapénémases de classe B

Ces derniéres décennies, les carbapénemes sont les antibiotiques de dernier recours
utiliséspour traiterles infections compliquées duesaux souches multirésistantes. Cette
résistance est principalement associée a la production d’une céphalosporinase
(chromosomique ou plasmidique)(Girlich et al., 2016). Le mécanisme met en jeu des
carbapénémases qui hydrolyse fortement les carbapénémes(Girlich et al., 2016). Elles
représentent plus de 350 enzymes génetiquement diverses. Les carbapénémases de classe A
conférent une résistance a toutes les P-lactamines. Elles sont peu inhibées par I’acide

clavulanique (Bush et al., 1995).

Les enzymes de groupe A ont été trouvees chez P.mirabilis d’origine clinique(Nordmann et
al.,2010).Les enzymes de type KPC ont eté découvertes chez P.mirabilisen France et aux
Etats-Unis (Poirel et al., 2007).L'enzyme porte une résistance a tous les agents antimicrobiens
du B-lactame(les céphalosporines, céphamycines, pénicillines et

monobactames,carbapénémes)(Tibbetts et al.,2008 ;Chong et al ., 2013).

P.mirabilis peut développer la résistance aux carbapénemes via la production des métallo-f3-
lactamases.Ces enzymes sont classées engroupe B ou métallo-B-lactamases (MBL). Celles-ci
sont résistantes aux inhibiteurs de la sérine B-lactamase. Les enzymes de groupe B sont: IMP,
VIM, GIM, SPM, SIM, KHM, AIM, NDM sont actuellement les plus répandues chez les
isolats cliniques (Miriagou et al., 2010 ; Markovska et al., 2017).

Les métallo-p-lactamases de type VIM et IMP chez P.mirabilis ont été trouvées dans
plusieurs régions du monde (Miriagou et al., 2010 ; Markovska et al., 2017). Lemétallo--
lactamase de type IMP a été décrite aux Etats Unis chez P.mirabilis entre 2009 et 2015. Le
gene a été porté par un intégrons de classe 2 (Dixon et al., 2016).Ces enzymes sont portées

surdes éléments génétiques mobiles qui facilitent leurs propagations chez toutes les
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entérobactéries.
*Béta-lactamases de classe D selon Ambler

Les B-lactamases de classe D dérivent de 440 variants.Ce sont des enzymes qui dégradent
l'oxacilline.Elles sont codées par des plasmides ou des transposons qui peuvent étre transférés
par conjugaison d'especes de staphylocoque(Bush et al., 1995). Par la suite, ces génes ont été
diffusésversplusieursbactéries a Gram négatif. L’enzyme OXA-48 représente le
carbapénémase le plus fréqguemment isolé chez les entérobactéries (Girlich et al., 2016).Les
souches de P.mirabilis productrices de I’enzyme d’OXA-48 ont émergé en France(Girlich et

al., 2016).

Le géne blaoxa-ss localisé sur un élément de 31 kbest associé a un gene de type blaampc, cela
montre I’importance de transfert horizontal des génes de résistance et la plasticité génétique
(Girlich et al., 2016).En Palestine, le gene blaoxas4s a été detecté chez P.mirabilisen
association avec le géne de la B-lactamase blactx-m-14 localisésur un plasmide IncL/M de taille
72 kb (Chen et al.,2015). En France, le gene OXA-23 a eté détecté sur un chromosome de
P.mirabilis(Bonnet et al., 2002). En Algérie,Cette enzyme est parmi les carbapénémases les

plus répandues a Béjaia(Agabou et al., 2014).
111.4.1.4.Support génétique et les conducteurs moléculaires

Comme beaucoup d'autres membres de la famille des Enterobacteriaceae, P. mirabilis peut
héberger de nombreux déterminants de la résistance aux antimicrobiens induits par les
plasmides et les intégrons (Nikaido, 2009).L'appareil génétique bactérien est constitué par les
éléments extrachromosomiques (plasmides, transposons, intégrons, sequences d'insertion,
etc.). Les genes accessoiressont localisés sur un transposon ou un phage portant I'information

génétique permettant a la cellule d'acquérir une meilleure adaptation.

Les enzymes de type AmpC sont généralement codées par des éléments génétiques mobiles
(Nikaido, 2009).Ces genes font partie d’intégrons, ce qui facilite leur dissémination. En
termes d'expression, la transcription de ces genes peut étre constitutive ou nécessiter un signal
externe pour induire leur production.Actuellement, Plus de200béta-lactamases sont en général

portées par des plasmides et des transposons expliquant la rapidité de leur diffusion
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(Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006).La dissémination de géne est aussi facilité par le
fait qu’ils fassent partie des transposons (Uemura et al.,2010).L'emplacement de ces enzymes
sur des plasmides favorise leur transfert entre les bactéries du méme genre et de genre

différent(Uemura et al.,2010).

Les génes CTX-M ont été capturés grace a des éléments génétiques mobiles de type séquence
d’insertion ou grace a des phages, et transférés sur des plasmides conjugatifs qui ont ensuite

diffusé parmi les entérobactéries pathogénes (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006).
111.4.2.Destruction enzymatique de la molécule(aminoside)

La destructionenzymatique d’aminoside est I'un des mécanismes de résistance les plus courant

chez les bactéries a Gram négatifs et positifs.

111.4.2.1.Classification

Il existe trois classes d'enzymes classées en fonction du radical qu'ellecatalyse : les N-
acetyltransférases (AAC) qui neutralisent les fonctions -N112, les O-nucléotidyltransférases
(ANTS), et les O-phosphotransférases (APHs) (Ramirez et al.,2010).De nombreux d'enzymes
modifiant les aminoglycosides (AMEs) sont devenus le meécanisme prédominant de la

résistance aux aminosides dans le monde(Ramirez et al.,2010).

Le site de la modification représente un nombre compris entre 1 et 6 correspondant au
carbone (Munita et Arias ., 2016).Ces enzymes se propagent d’une facon variableen fonction
des especes bactériennes spécifiques qu'elles affectent. Par exemple, la famille d’APH (3)

estI’enzyme qui modifie la kanamycine et la streptomycine.

Les aminoglycosides phosphotransferases (APHs) appartiennent a la famille d'isozymes. Il
existe sept classes de phosphotransférases d'aminoglycosides: APH(3’), APH(2"),
APH(3”),APH(7”), APH(4), APH(6) et APH(9)(Munita et Arias ., 2016).La classe laplus
importante étant des APH(3”) (Munita et Arias ., 2016). Plusieurs variants d’APH ont été
notés chez P.mirabilis dans le monde:APH(4)-la, APH(6)-Ic, APH(6)-I1d, APH(3’)-la,
APH(3’)-1b, APH(3’)-1la et APH(2"’)-lia(Munita et Arias ., 2016).
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Les informations génétiques de ces enzymes sont codées par des transposons ou des
intégrants, elles peuvent aussi acétyler les aminoglycosidesau niveau un hydroxyle en position
6' (Munita et Arias ., 2016). Chez P.mirabilis, plusieurs génes d’acétyltransférases ont été
identifiés dans les différentes régions géographiques: AAC(1), AAC(3)-la, AAC(3)-1Ib,
AAC(3)-lIc, AAC(3)-1Va, AAC(3)-VIa, AAC(6°)-1a, AAC(6°)-Im et AAC(6")-1b-cr (Mir6 et al,
2013).

Les aminoglycosides nucléotidyltransférases (ANT) représentent la famille d'enzyme la moins
diversifiée tant par le nombre d’enzymes existantes. Il existe 5classes regroupent plusieurs
isozymes dont: ANT(2”"), ANT(3"), ANT(4’), ANT(6) et ANT(9).L’activité et la distribution
des enzymesAMEs au sein d'une méme famille varient également en fonction de type
d’antibiotique(Ramirezet al.,2010).C’est une enzyme bifonctionnelle qui posséde une activité
d'acétylation et de phosphotransférase,il est probablement dérivee de la fusion de deux genes
codantpour les enzymes(AMEs). Le gene codant ANT(2")est le plus détecté chez
P.mirabilis.Le géne ANT (3’’) a été également trouvé chez enterobacter cloacaeen Est de

I’ Algérie (Khennouchi et al.,2015).
111.4.2.2.Supports géenétiques des génes de résistance aminoside

Chez P.mirabilis, les génes codant les enzymes modifiant les aminoglycosides (AMES) sont
tres mobiles.llssont souvent associés aux geénes de résistance aux [-lactamines et aux
quinolones (Les AMEs sont tres mobiles).Les enzymes modifiant les aminoglycosides
(AMES) sont transférés par des plasmides, des intégrons, des transposons et d'autres éléments
transposables (Wachino et Arakawa .,2012).Les enzymes AMEs sont codéesdans le
chromosome chez certaines especes bactériennes, commeProvidencia

stuartii,SerratiamarcescensetEnterococcus faecium(Ramirez et al.,2010).
111.4.3. Destruction enzymatique de la molécule(quinolones)

La résistance aux quinolones « qnrAl» a été décrite pour la premiére fois en 1998.La famille
des pentapeptides (gnrA, gnrB et gnrS)inhibent la fixation de quinolone sur la cible ADN
gyrase/ADN (Tran et Jacoby, 2002 ; Mahrouki et al.,2013).A ce jour, Six déterminants gnr
ont été décrits (gnrA, gnrB, gnrS, gnrC, gnrD et gnrVC) ainsi que des différents variants des

protéinesont été identifiésgnrA (n=8), qnrB (n=88), qnrS (n=9), qnrD (2) et gnrVvC (7)
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(Andersson et al.,2003).

La prévalence de la déterminante gnrchez des souches de P.mirabilisa été évaluée dans le
monde entier(gnrAl, qgnrB2, qgnrB4, qnrB10, qnrB24, qgnrS1 et qnrS2)(Mahrouki et
al.,2013).Un mécanisme de résistance aux quinolones a été décrit chez des souches isolées en
Algérie est souvent relié avec d'autres mécanismes de résistance comme les béta-lactamases
(BLSEs)(labadene et al., 2008). Chez P.mirabilis, les déterminants de gnr sont
principalement détectés dans plusieurs regions en prenant I’exemple de génes gnrA6 et gnrD
en Tunisie (Mahrouki et al.,2013)et de géne gnrD en Europe (Koncanet al., 2010).

e Support génétiquedes génes de résistanceauquinolone

Le support de la résistance aux quinolones était supposé étre uniqguement chromosomique.
Des études récentes indiquent que P.mirabilis présente également des mécanismes de
résistance enzymatique médiés par des plasmides.Le support de la résistance aux quinolones

est un plasmide transférable (Martinez-Martinez et al.,1998).
111.4.4.Mécanisme de résistance non enzymatique

111.4.4.1. Modification de la cible de ’antibiotique

e Les béta-lactamines : modification des « protéines de liaison a la
pénicilline (PLP)»

La modification de la cible est un mécanisme de résistance décrit pour presque tous les
antibiotiques. Les cellules bactériennes sont entourées d'une paroi cellulaire constituée de
peptidoglycane (polymeres a long sucre). Le peptidoglycane subit une réticulation des brins
de glycanes par l'action de transglycosidases. Les chaines peptidiques prolongent les sucres
dans les polymeres qui forment des liaisons croisées peptide par peptide. La partie D-alanyl-
alanine de la chaine peptidique est réticulée par des résidus glycine en présence de protéines

de liaison a la pénicilline (PLP)(Kapoor etal.,2017).

Les B-lactames et les glycopeptides inhibent la synthése de la paroi cellulaire en modifiant
I'affinité d'une ou de plusieurs cibles de type PLP (protéines liant la pénicilline)(Munita et

Arias ., 2016).

Le changement de la protéine(PLP)chez P.mirabilisa mené a la résistance car les protéines

(PLPs) modifiées présentent une affinité plus faible pour les béta-lactamines. Elles sont
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relativement résistantes a 1’inactivation par les pénicillines et sont capables de remplir les
fonctions des protéines (PLP) lorsque ces derniéres sont inactivées (Gruner et al.,1985).

e Support génétique des protéines de liaison a la pénicilline
Ce type de résistance peut étre acquis par du matériel génétique mobile codant pour une

enzyme modifiant la cible de I’antibiotique ou peut-étre d’une mutation de la séquence

nucléotidique de la cible (Munita et Arias ., 2016).

111.4.4.2.Altération des sites de liaison ribosomale

Les modifications de la cible ribosomale comportent plusieurs mécanismes : la mutation de
I'ARN 16S, et méthylation de 'ARN 16S sur certaines bases situées au niveau du site A de
I’ARNr 16S (site de liaison des aminosides sur le ribosome), ce qui inhibe la liaison de ces

antibiotiques sur la sous-unité 30S ribosomale (Munita et Arias ., 2016).

L'expression de la résistance requiert I’altération de la majorité des ribosomes. Chez la plupart
des bactéries, il existeplusieurs copies de I'opéron RNAr qui constitue donc un facteur limitant

pour l'apparition de la résistance ((Munita et Arias ., 2016)).

La méthylation de I'ARN 16S est un mécanisme émergent chez P.mirabilis(Fritsche et al.,
2008).Les génes de la méthyltransféerase ARNr16S sont divisés en onze déterminants: celles
qui méthylent en position N7 du nucléotide G1405 (les génes codantArmA, RmtA, RmtB,
RmtC, RmtD1, RmtD2 RmtE, RmtF, RmtG et RmtH) et celles qui méthylent en position N1 de
A1408 comme RMTase NmpA N1-A1408 qui confere une résistance totaleaux aminosides
(Fritsche et al .,2008). Les enzymes RmtB et ArmA sont actuellement les RMTases 16S
prédominantes et leurs génes sont répandus dans le monde entier(Fritsche et al.,

2008 ;Galani etal., 2012).

Le gene codant pour I’enzyme méthyltransférasermtC a été découvert chez 2 isolats cliniques
de P. mirabilis au Japon et en Australie entre 2006 et 2008 (Fritsche et al., 2008). Le
génecodant pourl’enzyme RmtB a été détecté pour la premiere fois chez P.mirabilis en
Europeexactement en Gréce (Galani etal., 2012).

e Support génétique
Les génes responsablesde 1’altération des sites de liaison ribosomale sont généralement portés

par des éléments génétiques mobiles qui sont intégrés dans des plasmides transférables
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appartenant a divers groupes d'incompatibilité, ce qui favorise leur propagation mondiale
(Wachino et Arakawa, 2012). Les méthylases ArmA et RmtB sont les plus fréqguemment
décrites chez P.mirabilis(Galimand et al.,2003; Bogaerts et al., 2007; Yamane et al., 2007;
Fritsche et al., 2008).

L’enzyme ArmA est la premiere méthylase responsable de ce type de résistance détectée
chezKlebsiella pneumoniae, il est porté par un transposon situé sur un plasmide conjugatif.Ce
géne code pour une enzyme qui méthyle la position N7 de la guanine 1405 de I'ARN 16S au

niveau du site A (Galimand et al., 2003).
111.4.4.3. Diminution de la perméabilité membranaire

C’est un mécanisme de résistance bien connu chez P.mirabilis.Les antibiotiques hydrophiles
pénétrent dans la bactérie via des protéines transmembranaires appelées les porines, tandis
que les molécules hydrophobes diffusent simplement a travers la couche phospholipidique.Le
passage se fait par diffusion passive a travers les canaux que forment les protéines

caniculaires appelées porines(Pageés et al., 2008 ; Munita et Arias ., 2016).

En outre, des mutations dans les genes qui codent les porines entrainent leur perte ou la
réduction de leur taille ou la diminution de leur expression. L’effet se traduiront par
I’acquisition de bas niveaux de sensibilité vis-a-vis de nombreux antibiotiques (Pageés et al.,
2008 ; Munita et Arias ., 2016). La réduction de la perméabilité cellulaire se produit en
diminuant I'entrée de l'antibiotique sur son site provoquant un changement de la perméabilité
de la membrane interne ou externe de la bactérie. L’ altération des porines dans la paroi des
bactéries a Gram négatif peut réduire ou bloquer la pénétration de I’antibiotique jusqu’a son

site d’action (Pageés et al., 2008).

Toute modification des porines rend le passage des molécules hydrophobes (telles que la
famille des béta-lactamines) encore plus difficile. L’absence de passage ou ’augmentation du
temps de passage protége les bactéries et les rend résistantes. Une inhibition du transport actif
a travers les peptidoglycanes recouvre la membrane plasmique chez les bactéries a Gram
positif. La modification de la composition du lipopolysaccharide (LPS), soit dans le
polysaccharide, que ce soit dans le noyau peut également étre a l'origine d'une diminution de

la perméabilité (Pagés et al., 2008).
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P.mirabilisa recuun nouveau modele de la résistance par des modifications de la perméabilité
membranaire etle changement dans I’expression des porines (Nielubowicz et al.,
2008 ;Fernandez et Hancock., 2012). Les 5 porines OmpA, OmpF, OmpW, PMI1017, et
RafY ont été identifités chez P.mirabilisqui réduisent I’entrée des antibiotiques(les
fluoroquinolones et les béta-lactamines)(Nielubowicz et al., 2008 ;Fernandez et Hancock.,
2012).Leporine Omp a été reliée a la virulence en promouvant l'adhérence bactérienne et

I'entrée dans des cellules épithéliales(Nielubowicz et al., 2008).
111.4.4.4.Pompes d’efflux(transporteurs)

Les pompes a efflux ou transporteurs actifs sont des protéines transmembranaires qui
attribuent une résistance aux antibiotiques via la réduction de concentration de I’agent
antimicrobien dans le cytoplasme de la bactérie. Ce mécanisme nécessite de 1’énergie pour
éliminerles antibiotiquesa I’extérieur de la bactérie (efflux).Ces pompes a efflux représentent
un mécanisme important dont les génes sont fréquemment chromosomiques ou portés par des

élements génétiques mobiles(Nikaido, 2009).

Il existe deux pompes a efflux sur la base de leur spécificité de substrats et de la source
d’énergie employée. Certains de ces transporteurs sont trés spécifiques et on les appelle
pompes MFP (MFP: Membrane Fusion Protein) alors que d’autres agissent sur une multitude

de molécules et on les nomme pompes MDR (multiple-drug-resistance)(Nikaido, 2009).

Les pompessont classées en deux groupes en fonction de la source d’énergie utilisée : des
transporteurs ABC (cassette de liaison a I’ATP) quiutilisent I’ATP et certains composes.Les
transporteurs secondaires qui exploitent le gradient électrochimique transmembranaire des
protons et des ions sodium expulsent la molécule a I’extérieur de la celluleconduisant a la

résistanceaux multiples antibiotiques (Nikaido, 2009).

Lanouvelle pompe QepA defflux a médiation plasmidique a été identifiée chez
P.mirabilis.Elle est responsable de l'augmentation de la résistance au quinolone (la
ciprofloxacine, la norfloxacine et I'enrofloxacine)(Yamane etal., 2007).La pompe AcrAB
Multidrug Efflux est associée a une réduction de la susceptibilité au tigécycline (GAR-936)
chez Proteus mirabilis(Visalli et al.,2003). Le systéeme d'efflux Bcr / CfIA a déja été identifié

comme un mecanisme important pour le développement de biofilms cristallins de P.
46



Synthese bibliographique

mirabilis(Nzakizwanayo et al.,2017).
I11.5. Méthodes de typage

Les méthodes de typage sont essentielles pour comprendre 1’épidémiologie des infections a
P.mirabilis. Le typage des souches est important pour détecter les voies et la source de
I’infection et connaitre les souches épidémiques et endémiques et prévenir la transmission de
I’infection entre les patients(Hafiane et Ravaoarinoro, 2008). A cet égard, les méthodes de
typage moléculaire sont particulierement importantes dans les foyers endémiques et
épidémiques a P.mirabilis pour améliorer la gestion de ces épidémies. Du point de vue
épidemiologique, les méthodes moléculaires développées depuis la deécennie passée se
distinguent par leur pouvoir discriminatoire élevé et leur reproductibilité (Hafiane et
Ravaoarinoro, 2008).Dans de nombreux cas, les techniques moléculaires ont remplacé les
méthodes de typage phénotypique.Plusieurstechniques de typage utilisées differentles unes
des autres en ce qui concerne les objectifs de I'étude, les codts, la fiabilité et le pouvoir

discriminant.

Les méthodes moléculaires et lesméthodes ribotypage sont trés discriminantes pour les isolats
deP.mirabilis. L'électrophorese en champ pulse est une technique de référence, reproductible
et discriminante mais relativement longue. Les techniques d'amplification aléatoire (RAPD,
ERIC-PCR) sont faciles a mettre en oeuvre mais moins discriminantes ; elles peuvent étre

néanmoins adaptées a I'épidémiologie locale(Foxman et al.,2005).

L'électrophorese en champ électrique pulsé (PFGE)permet d’établir une empreinte fine du
génome bactérien en séparant des fragments d’ADN de tres grande taille. Cette technique
permet de visualiser les différentes séquences génomiques consécutives a des délétions,
insertions ou réarrangements qui distinguent les bactéries d’une méme sous-espece. Elle est
sensible et universelle mais nécessite une main d’ccuvre codteuse et bien entrainée (Foxman

et al.,2005).
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IV.Matériel et méthodes

IV.1.0rigine des souches collectées et les centres d’étude

» Les souches cliniques

Des souches d’origine communautaire ont été isolées de laboratoires privés au niveau de trois

communes Chlef, Ain Defla, Khemis Miliana (Nord-Ouest d’Algérie).

Des souches d’origine hospitaliére ont été isolées dans les services de réanimation, de
chirurgie, de dermatologie, de médecine interne des hopitaux suivants : Etablissement Public

HospitalierMerouani Abed Chettia de Chlef et le centre Hospitalo-Universitaire d’Oran.
IV.1.1.La durée et lieu d’étude

Cette etude a été realisée durantlaperiode de quatorze mois allant du Deécembre 2015 au
Janvier 2017. Les examens bactériologiques ont éte realisés au sein du laboratoire central de
Microbiologie de I'hdpital de Chettia et le laboratoire de recherche de Bioressources naturelles
localesde I’Université Hassiba Ben Bouali de Chlef. Les techniques de spectrométrie de
masse MALDI-TOF et de biologie moléculaire ont été menées en partenariat avec l'unité de
recherche sur les maladies infectieuses et tropicales émergentesa 1’hépital de Timone, Faculté

de Médecine et de Pharmacie, Aix-Marseille-Université, Marseille, France.
IV.1.2.Les critéres de cette étude

C’est une étude prospective et multicentriqueportant sur 237échantillons isolés de patients
hospitalisés ou non qui souffrent des infections séveres et adressés pour examen
bactériologique.Lesprélévements humaines ont été analysés pour déterminer la prévalence de
I’infection due a P.mirabilis et les mécanismes moléculaires associés a cette résistance. Pour
réussir a analyser cette bactérie, il a fallu inclure et exclure certains critéres chez les patients.

> Les critéres d’inclusion

Nous avons inclu tous les cas de prélevements positifs a Proteus Sp.diagonostiqués surla
culture préliminaire. Les prélevementsont étérecueillis a partir des malades hospitalisés plus

de 48 heures ou ceux ayant un historiquehospitalier selon le diagnostic des médecins.

Nous avons inclu tous les patients ambulatoires agés de 2 mois et plus. Si plus d'un isolat a été
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signalé pour le méme patient, seule la culture initiale a été incluse dans I'étude. Lorsque la
croissance bactérienne monomorphe était supérieure & 10° UFC/ml, la culture était classée
comme positive. La culture a également été réalisée lorsque le résultat de la culture d'urine
était compris entre 10* et 10° UFC /ml.

» Les critéres d’exclusion

Nous avons exclules patients avec desinfections causées par des Enterobacteriaceae.Les
cultures d'urine ont été classées en trois types: négatives, positives et contaminées. Les
échantillons ont été classés comme contaminés lorsque la croissance bactérienne est
polymorphe (croissance de deux espéces bactériennes ou plus).Les cultures d'urine ont été
classées négatives lorsque la croissance bactérienne était inférieure a 103 UFC/ml (critére

d'exclusion).
IV.1.3.Approbation éthique et étude statistique

Tous les laboratoires prives ont donné I’accord pour 1’échantillonnage. Les informations
épidémiologiques ont été analysées dans un fichier Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA).
Une analyse statistigue a eté réalisée par le logiciel Epi-info version 7 selon les
recommandations du Centerde controle des maladies.La valeur de P<0,01est statistiguement
significative.Le khi-carré a été utilisé pour comparer les proportions a I’aide du méme

logiciel.
IV.2.Etude phénotypique de P.mirabilis
1V.2.1. Préléevementsdeséchantillonsde P.mirabilis

Les souches étudiées ont éteé recueilliesa partir des prélevements d’origine humaine (urines,
pus, pertes, pied diabétique, abcé) selonles normes pratiquesde prélevement clinique. Les
prélévements ont été transportés au laboratoire d’analyse bactériologique. L’analyse a été
éffectué dans une période ne dépassant pas 7heurs. Les informations sur chaque patient, y
compris : le sexe, I'age, la date de prélevementet le type d'échantillon ont été recueillies et
enregistrées dans le logiciel WHONET, puis transférées et traitées sur Excel (Microsoft,

2013).
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IV.2.2. Transport des prélevements

Les prélevements ont été initialement repiqués et identifiés au niveau de laboratoire puis
transférés directement au laboratoire de recherche dans lequel nous confirmons
I’identification des souches de P.mirabilis.Tous les isolats cliniques obtenus ont été
transférésaux laboratoires puismaintenus a-20°Cdans un bouillon cceur-crevelle(Institut
Pasteur) additionné avec du glycérol (25%) jusqu’a leur utilisation pour une deuxieme

analyse.

1V.2.3. Isolement dessouches de P.mirabilis

Les souches cliniques de P.mirabilisont été isoléesa partir des prélevements cliniquessur une
gamme de milieux de culture sélectifschoisisselon la disponibilité(gélose nutritif, gélose
trypticase soja, milieuchromoclt, gélose Hektoen). Les eéchantillons cliniques ont été
enrichisdans un bouillon cceur-crevelle (Institut Pasteur, Alger) et incubés a 37 ° C pendant 24
h. Une goutte de bouillon enrichiea été repiqueepuisincubée a 37°C en aérobies pendant 18 a

24h.
1V.2.4. Ildentification des souches de P.mirabilis

L’identification préliminaire du genre de Proteusa été réalisée par I’observation
macroscopique directesur le milieu de gélose nutritif ougélose trypticase soja (Bio-Mérieux,
France).L’examen microscpique se déroule a 1’aide des tests biochimiques conventionnels
(Mini galerie classique) (Institut Pasteur)puis confirmé par I’AP20E (Bio-Mérieux, France) et
le spectrométre de masse MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption and lonization

Time-Of-Flight) (Ultraflex MALDI-OF, Bruker Daltonik, Allemagne).
IV.2.4.1.Examen macroscopique

Les prélevements ont été réalisés a partir de divers sites sur les patients hospitalisés ou non
hospitalisés (urine, liquide péritonéal, abces périanal, escarre infectée).Les échantillons
d'urine ont été homogénéisés et transférés dans un tube conique de 10 ml. L'urine a été

centrifugée a 2500 tr/min pendant sept minutes et le surnageant a été décanté. Le culot a été
50



Matériel et méthodes

homogénéisé et déposer sur des lames directement examinées.

L’identification des souches de Proteus a été réaliséepar la caractérisation de phénoméne

macroscopique de 1’essaimage sur un millieu solide enrichis.

> Examen bactériologique

Les échantillons ont été inoculés dans différents milieux de culture. Une boucle calibrée de 1
uL a été plongée en position verticale dans I'échantillon. La boucle a été utilisée pour
I’ensemencement sur les milieuxde culture. Les boites de pétri ont été incubées a 37 ° C

pendant 24 a 72 heures.
1V.2.4.2. Tests biochimiques préliminaires

Les mini galeries classiques sont des techniques conventionnelles permettant d'identifier une
bactérie apres 24h sur la base de quelquesréactions biochimiques.

» Mini galerie biochimique classique

Pour I’identification de P.mirabilis, des tests biochimiques classiques ont éte éffectués (le test
de l'uréase, indole, le nitrate de motilité de Mannitol,décarboxylation des acides amines). Le
milieu de Fer triple sucre et le milieu urée-tryptophane sontaussi utilisés.

» Systéme d’API 20E

Il s'agit d'une technique biochimique miniaturisée permettant l'identification des bactéries a
Gram négatif. Elle contient20 micro-tubescomprenant 23 tests biochimiques sous forme des

substrats dessechés(Manuel de Bio-Mérieux APl 20E., 2002).

IV.2.4.3.La spectrométrie de masseMALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption and
lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry method)

e Principe de la technique

La spectrométrie de masse associée a la désorption-ionisation laserpermet l'identificationdes
bactériesen quelques minutes avec une haute précision,sur la base de I’ionisation des
biomolécules de grande taille, d'une faible volatilité et d'une sensibilité a la chaleur sans les

dégrader(Seng et al., 2010 ;Trevifio et al., 2012 ;Singhaletal.,2015).

La bactérie est ionisée par une source delaser dirigée vers la cible (spectrométre Microflex
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LT).Les ions traversent un champ électrique en mesurant le temps nécessaire aux différentes
particules pour atteindre le détecteur(un analyseur de temps de vol)(TOF = Time-Of-Flight

mass spectrometry) (Seng etal., 2010).

Les ions sont ainsi séparés en fonction de leur rapport masse/charge. Une fois 1’ion est arrivé
au detecteur, le spectre obtenu est ensuite comparé a unecollection de spectres contenus dans
des bases de données afin d'identifier la souchebactérienne.La spectrométrie de masse permet
de mesurer une empreinte moléculaire unique d'un micro-organisme.Le logiciel Biotyper
MALDI mesure les protéines trés abondantes qui se trouvent dans tous les micro-organismes.
L’identification d’un germe est considéré correcte lorsque le score est supérieur a 2.00(Seng

et al., 2010).

A. Nettoyage de la plaque de spectrometrie de masse (la cible) et préparation de la
matrice

e Laverla plaquede spectrométrie de masse sous I’eau chaude plusicurs foiset par
I’éthanol a70% et frotter la ciblede spectrométrie de masse avec du papier de précision
(type Kim Wipes).

e Immergerla cible de spectrométrie de masse dans I'éthanol pendant 15 minutes puis
laisser sécher a I’air libre.

e Préparer la matrice dans un tube a Eppendorf par dessolutions suivantes: 10 mg
d’acide alpha-cyano-4 hydrocinnamique; 500 uL d’acétonitril HPLC ; 250 uL de TFA
a 10% (acide triflurocetrique)(Sigma-Aldrich Chimie) ; 250 puL d’eau HPLC.

e Soniquer le mélange pendant 10 minutesdans un bain a ultrasons. Ensuite,centrifuger
pendant 5 minutes a 13000 tours/min.

e Transférerle surnageant dans un autre tube d’eppendorf propre etles conserver a 4°C a
I’abri de la lumiére.La matrice permet de minimiser la dégradation de 1’échantillon
provoquée par I’absorption de I’énergie des faisceaux de laser(Manuel d’THU de
Timone., 2017).

B. Dépot des échantillons sur la cible despectrométrie de masse

e Réaliserun plan de dépdt de la cible despectrométrie de masse en indiquant la
référence des échantillons déposés ;

e sur la ligne de la 1*® colonne, déposer 2 spots du témoin négatif (1.5 uL de matrice).
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e Sur les lignes suivantes, déposer chaque échantillon en fine couche homogéne d’une
colonie bactérienneen 4 exemplaires maximum sur la cible a 1’aide d’une pointe de
cone de pipette de 10 pL ;

e Déposer 1.5 uL de la matrice sur chaque spot ;

e Laisser sécher pendant 5 min sous poste de sécurité microbiologiquepour permettre la

co-cristallisation avec I'échantillon bactérien(Manuel d’THU de Timone., 2017).
C. Interprétation des résultats de I’analyse spectrométrique
e Introduire la cible dans le spectrométre de masseMicrofilex.

e Remplirla fiche du logiciel MALDI Biotyper Automation Control (Micro Flex, Bruker

Daltonics, Bremen, Germany), la cible est exposée sous-videau tris du laser.

e Lancer la machine spectrometre de masse (Micro Flex).

e L’identification est correcte quand la valeur de score identifiée par le MALDI/TOF est
>2.00(Manuel d’IHU de Timone., 2017).

IV.2.5. Etude de la sensibilité aux antibiotiques

Lasensibilité des souches bactériennesaux antibiotiquesa été réalisée par trois techniques
différentes selon lesrecommandations du Comité de 1’antibiogramme de la Sociéte
Européenne de laMicrobiologie clinique et les maladies infectieuses 2015 (EUCAST-SFM), il
s’agit de :

e La meéthode de diffusion de disque sur support solide (gélose Mueller Hinton) ;

e La concentration inhibitrice minimale (technique E-test) ;

e La caractérisation phénotypique des mécanismes de résistance.
IV.2.5.1.Méthode de diffusion de disque sur gélose Mueller Hinton

Deux panels d’antibiotiquesont été testés :unpanel principalde 17 antibiotiques qui
comprendles trois major familles d’antibiotiques: amoxicilline (25ug), amoxicilline/acide
clavulanique (20/10 pg), aztéronam(30pg), céfotaxime (30pg), céfoxitine (30ug), céfepime
(30pg),imipénéme(10ug),ertapénéme(10pg),amikacine(30pug),gentamicine(15ug),rifampicine(
10pg),ciprofloxacine(Sug),ticarcilline(5pg),colistine(50ug),trimethoprim/sulfamethoxazole(1.
25/23.75ug).
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Unpanel secondaire de 4antibiotiquesont été testés seulement avec les souches résistantes aux
antibiotiques :(Ticarcilline/l'acide clavulanique (75/10 mg), méropénem (30 ug/ml),

ofloxacine (200 mg/40 ml), levofloxacine (500 mg/ml), céftazidime (30ug).

» Protocole

e Inoculer la suspension bactérienne en solution physiologique (0,9 % NaCl) standard a
0.5 MacFarland a partir d’une culture bactérienne jeune (18h a 24h).

e Ensemencerla suspension directement sur les géloses de Mueller Hintona I’aide d’un
écouvillon stérile,

e Déposer les disques d’antibiotiques a 1’aide d’un distributeur automatique.

e Les boites ont été ensuite incubéespendant 18 a 24 h a 37°C(Tableaul).

e La lecture des résultats a été effectuéepar la mesure avec précision de différents
diametres des zones d'inhibition obtenus autour des disques d’antibiotiques,qui ont été
mesurés  suivant les recommandations  de la.  CA-SFM/EUCAST

2015(www.sfm.asso.fr)(Annexe3).

IV.2.5.2.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) par E-test

» Protocole

e Inoculer préalablement la suspension bactérienne jeune de concentration 10° UFC/ml
par écouvillonnage.
e Appliquer les bandelettes d’E-testa la surface de la boite de gélose de Mueller Hinton.

e Incuber les boites pendant 18 a 24 h a 37°C.

La lecture est exécutée selon ungradient de concentration continuede 0,002 a 32 ug/ml, de
0,016 a 256 pg/ml ou de 0,064 a 1024 ug/ml selon les antibiotiques.La CMI corresponda la
valeur lue a I’inhibition de la croissance qui se traduit par une ellipse d’inhibition dont les
pointsd’intersection avec la bandelette.Elles'exprime directement en microgramme par

millilitre (Joly-Guillou,2006) (Annexe3).
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TableauO1l.Liste des antibiotiques testés et leurs diamétres critiques (CA

SFM/EUCAST.2015).

Nom d’antibiotique

Charge du disque(ug)

Diamétres critiques

Famille: Béta-lactamines

Ampicilline (AMC) 30 >26 <23

Amoxicilline (AMX) 30 >26 <23

Céftriaxone (CRO) 30 >26 <21

Céftazidime (CTX) 30 >24 <21

Céfotaxime (FOX) 20/10 >20<17

Céfépime  (FEP) 30 24><21

Famille: Monobactame

Aztreonam  (AZT) 10 24> <21
Famille:Carbapénemes

Imipéneme  (IPM) 10 22 > <16

Ertapenem  (ERT) 10 25> <22
Famille: Quinolones

Ciprofloxacine (CIP) 22 > <19
Famille: Aminosides

Amikacine (AMK) 10 16 > <13

Gentamicine (GNT) 10 17 > <14

Fosfomicine (FOS) 10 16 > <13

Famille: Sulfamides
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Triméthoprime 1,25/23,75 16 > <13
Sulfaméthoxazole (SXT)

Famille: Polymyxines

Colistine (CL) 50 Naturel resistant

ug : microgramme ; S : sensible ; R : résistante.

IVV.2.5.3.Caractérisation phénotypiquedes mécanismes de résistance

> La recherche phénotypique des béta-lactamases a spectre élargi chez
P.mirabilispar le test de double synergie

Le test de synergie est un test phénotypique qui permet de détecterles souches productrices de
béta-lactamases a spectre élargi. Des disques de céphalosporines de 3émegénérationsont
placés cOte a cote sur la gélose de Mueller-Hinton (céfotaxime/céftriaxone et céfoxitineet/ou
aztréonam)en paralléle avec un disque d’amoxicilline+ acide clavulanique(2 cm entre les

disques) (Figure6) (Jarlier et al., 1988).

L’augmentation de 1’activité des céphalosporines de 3éme génération sont inhibées par ’acide
clavulanique(Sirotet al., 1996), celaindique la présence desbéta-lactamases a spectre élargi
par la description d’une image de synergie en « bouchon de champagne » entre les

céphalosporines de 3éme geneération et I’ Aztréonam et I’acide clavulanique(Annexe3).
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Figure6.Test de double synergie pour la recherchedes souches productricesdesbéta-
lactamases a spectre élargi.

> La recherche dessouches deP.mirabilis productricesdes béta-lactamases a spectre
élargi par Milieu chromogéne BLSE (chromID ® BLSE DRIG /MAC,
bioMérieux)

La gélose de chromIDBLSEest un milieu chromogénique sélectif utilisée pour le dépistage
des enterobactéries productrices des béta-lactamases a spectre élargi. Le repiquage sur le
milieuchromogéne conduit a la production des colonies bactériennes colorées. La gélose de
chromID™ BLSE est spécifiquement congu pour permettre la croissance sélective des
Entérobactéries productrices de béta-lactamases. L’apparition des colonies colorées signifie
un résultat positif(présence de béta-lactamases)(Annexe3).

» La recherche phénotypique des carbapénemases chez
P.mirabilisparMilieuchromID® CARBA (CARB/OXA)

La gélose de chromiID® CARBA (OXA/CARBA)(bioMeérieux) est un milieu chromogene
sélectif destiné a ladepistage des entérobactéries productrices de carbapénemases
particulierement,les enzymes de classe Det les enzymes declasse A .Lemilieuestune base
nutritive riche associée aux mélanges d’antibiotiques. Nous ensemencons la bactérie par strie
dans un compartiment et nous incubons a 37°C pendant 18 a 24h. La présence d’une culture
marron jaune désignela souche deP.mirabilisproductrice de carbapénemase(Girlich et al.,
2013)(Annexe3).
» Test Carba NP

Le test de Carba NP est un test biochimique rapide et précis basé sur les réactions
biochimiques.llpermet I'identification rapide des bactéries a Gram négatif productrices de la

carbapénémase.La détection accélérée se fait par la dégradationdel'imipeneme.Le rouge de

phénol apH 7 utilisé comme indicateur de couleur (Bakour et al .,2015).

Protocole
e Préparer une solution concentrée de rouge de phénol 0.5% poids/volume.
e Verser 2mL de la solution concentrée de rouge de phénol dans 16.6ml de 1’eau
distillée.
e Additionner au mélange 180uL d’une solution de ZnSO4 10mM.
e régler le pH a 7 avec une solution de NaOH (1N).
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e Pour détecter la production d’une carbapénémase, on procéde comme suit :Dans un
tube Eppendorf, mettre 200uL de tampon de lyse (CTAB 0.02 %).

e Ajouter 10uL de colonies bactériennes dans le tampon de lyse etvortexer pendantl a 2
min.

e Transférer 100uL dans les 2 tubes d’Eppendorf A" et "B”.

e Ajouter 100uL de solution A dans le tube Eppendorf "A” et 100uL de la
solutionA+6mg/ml de I’imipénéme dans le tube Eppendorf "B”.

e Vortexer pendant 5 sec, puis incuber a 37°C pendant un maximum de 2h.

e La lecture visuelle est effectuée pour chaque tube Eppendorf et les résultats sont
interprétésselon le tableau ci-dessous (Bakour et al., 2015).

IV.3.Etude géntypique de la résistance aux antibiotiques chez P.mirabilis

Les souches de P.mirabilis multirésistantes présentent un niveau éelevé de la résistance aux
antibiotiques détectées par les méthodes phénotypiques mentionnées ci-dessus ont été

sélectionnées pour des analyses moléculaires.

IV.3.1. Extraction d'ADN génomique de P.mirabilis
» Principe

L’ADN total des souches de P.mirabilismultirésistantesa été extrait en utilisantun biorobot
EZ1 Advanced XL avec un Kit d'extraction d'ADN EZ-1 tissu de Qiagen (Courtaboeuf,
France).Cette technique est rapide et spécifique qui permet d'établir un ADN d’ haute qualité.
Le tampon permet de détruire la membrane de la cellule et libérer le contenu de I’ADN qui
estensuitecapturé par les particules magnétiques qui seront rincées plusieurs fois. Lors de
I'élution, I'éluét se dissocie des billes et celles-ci sont capturées par un systéme d'aimantation
qui les retient(Manuel d’Advanced XL EZ1., 2002).

» Protocole

*Pipeter 210uL de volume de Buffer G2 et le mettre dans tube EZ1.

* Remplir complétement la pipette stérile par une colonie bactériennepure de culture fraiche.
*Vortexer pendant 15 s afin d'obtenir une solution homogeéne.

*Rechauffer dans un bain sec a 70°C pendant 10 min.

*Placer le contenu dans le robot ’EZ1 Advanced XL.
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*Inserer la carte EZ1 DNA Bactérie (Qiagen) dans l'automate et suivre les instructions de

I’appareil
*Mettre les tubes sous tension de I’appareil EZ1 et suivre les instructions données sur I’écran.
* Choisir le volume d’¢lution 200 pL.

*S’assurer que chaque élément est correctement positionné et puis lancerle protocole.

L’extraction dure 17 minutes.
* Recueillir les acides nucléiques purifiés dans les tubes d’¢lution.
*Récuperer les tubes d’ ADNSs purifiés et les garder a +4°C.

*Quantifier ’ADN a Tl’aide d’un Spectrophotométre NanoDrop d’UV visible (Thermo
scientific) et mesurer par absorbance la quantité d’ADN (Labtech, France) afin de vérifier la

concentration d’ADN(Manuel d’Advanced XL EZ1., 2002).
IV.3.2. Amplification de ’ADN par la PCR standard

La polymérase réaction standard (PCR) est une méthode qui consiste a amplifier une seule
copie de géne en milliers de copies identiques par la Taq Polymérase, en utilisant un ensemble

de réactifs basée sur un cycle de base de chauffage et de refroidissement.

Dans cette étude,laPCR standard a été utilisée pour identifier les génotypes responsables de
larésistance aux antibiotiques chez P.mirabilis.Les génes codant pour les B-lactamases: les -
lactamases de classe A selon la classification de Ambler: blacrx.m, blatem, blasyy (Siebor
and Neuwirth, 2011). Lesgenes codant pour B-lactamases de classe C : blacmy-2,blaampci, €t
blaampc1(D'Andrea etal., 2006; Decré etal.,2002).Les genes codant pour carbapénemases de
classe D :blaoxass., blaoxasiiikes blaoxassikes blaoxa-2siikes blaoxa-241ike (Woodford et
al.,2006 ;Mazzariol et al., 2012 ;Mathlouthi et al., 2016)(Annexe2).Les génes codant la
résistance aux aminosides: les génes codant acétyltransférases aac(3)-1-, aac (6')-1b, aac(3)-II,
aac(3)-11l/1V,aac(6')-1, aac(6’)-11. Les genes codant pour 16S ARNr méthytransférasesarmA
et rmtB, rmtE.Les génes codant pour nucléotidyltransférasesant(2’)-1I, ant (3")-1.Lesgenes
codant phosphotransférases aph(3°)-VI-(Kim et al.,2008 ;Kim et al.,2009) (Annexe 2). Les

genes codant la résistance gnrA, gnrB, et gnrSaux quinolonesetles génes codant les régions
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déterminant la résistancegyrA, gyrB, parC a la quinolone (Weigeletal.,2002 ;Cattoir et

al.,2007)(Annexe 2).

IV.3.2.1.Contenu du mélange réactionnel et les conditions d’amplification

Chaque réaction d’amplification de PCR a été réalisée dans deseppendorfsMiniSpin®. La

composition du mélange réactionnel estde 25 pL(Tableau?2).

Tableau?2.Les composants utilisés pour la PCR standard

Réactifs Volume (uL) pour un échantillon
La matrice d’ADN 5ulL
L’amorce (Forward) 0. 75uL
L’amorce(Reverse) 0.75 uL
AmpliTag Gold DNA Polymerase 12.5 uL
L’eau ultra pure 6 uL
. 25 uL
Vol final

Les conditions d'amplification (dénaturation, hybridation, élongation) sont différentes, elles
sonten fonction du géne de résistance recherché. Pour toutes les réactions de PCRs, des
contrbles négatifs sont utilisés. Les réactions d’amplification ont été réalisées dans un

thermocycleur ABI 2700 (Applied Biosystems).

La durée de réaction allant de 2 a 3 heures, elle dépend de la température d’élongation de
géne recherché.La PCR standard comprendtrois différents cycles.La température est choisie
selon le type de géne amplifié. Une étape de dénaturation initiale de I’ADN double brin est
suivie de cycles d’amplification de I’ADN (élongation),letemps est variable selon la taille du
fragment a amplifier.
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Les conditions d’amplification pour les génes codant la résistance aux quinolones(Annexe2)
étaient suivantes : un cycle dénaturation a 95°C pendant 10min, cycle d’élongation(a 95°C
pendant 1min, 54°C pendant 1 min, 72°C, pendant 1min), cycle d’amplification (35 fois),
72°C pendant 10min.

Les conditions d’amplification de PCR pour les génes de la résistance aux -
lactamines(Annexe2)sont:pour les genes de classe C: un cycle de dénaturation a94°C pendant
1min, 25 cycle d’amplification a72°C pendant 5min ;pourles génes de beta-lactamase
declasse A: un cycle de dénaturation a 94°C pendant 10min,un cycle d’élongationa 94°C
pendant 1min, a 50°C pendant 1 min, & 72°Cpendant 5min, puis un cycle d’amplification a
72°Cpendant 10 min; pourles genes codant pour les carbapénémases: un cycle de
dénaturationa 96°C pendant 12 min,un cycle d’élongation a96°C pendant 20sec,a 55°C
pendant 20sec,a 72°C pendant 1min30 etun cycle d’amplificationa 72°C pendant 5 min.Pour
les genes codant la résistance aux aminosides(Annexe2),I’amplificationa été éffectuée dans
les conditions suivantes :un cycle de dénaturation a 94°C pendant 1min, un cycle
d’¢longationa 94°C pendant 1min, a 58°C pendant 1 min et un cycle d’amplification de 25

foisa 72°C pendant 5min.

IV.3.2.2.Révélation desgénes par I’électrophorese sur gel d’agarose

L’¢électrophoreése sur gel d’agarose est une technique utilisée pour révéler les produits de PCR
amplifiés et également pour déterminer leur taille.Lesproduitsde PCRont été mélangésavecl.5
uLde réactif deSybr Safe et déposesdans une cuve d’électrophorése.Nous avons utilisé un gel
d’agarose de 1,5% pour les genes ayant une taille >500pb et un gel d’agarose a 2% pour les

genes ayant une taille<700pb.

Protocole

» Préparation du gel

La manipulation se fait sous une hotte chimique et avec des gants,
e M¢élanger 6g de poudre d’agarose avec 400mL de TAE (Tris, Acétate, EDTA) & 0.5X
dans un flacon en verre.
o Déposer le mélange au four a micro-ondes jusqu’a 1’obtention d’un
mélangeparfaitement homogéne et laisser refroidir.
e Ajouter le tampon de bromure d’éthidium (3 fois 31.5 pL pour 50mL) et

bienmélanger.
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e Couler le gel dans le support d’¢électrophorése aprés avoir mis les peignes et laisser
refroidirjusqu’a solidification de gel.

> Electrophorese des produits d’amplification

o Retirer les peignes apres la solidification du gel.

e Mélanger les produits de PCR avec 1.5 pL de réactif Sybr Safe.

e Rajouterle tampon de TAE (Tris, Acétate, EDTA) a 0,9X.

e Laisser les fragments d’ADNmigréspendant 30 minutes sous 130 Volts

e Déposer 4 uL de marqueur de taille 100 pb DNA Ladder de 1 kb DNA
(Promega,USA) sur le gel.

e Fermer le couvercle de la cuve etbrancher la cuve au générateur.

e Mettre l'alimentation sous tension a 135V et régler la durée de migration (pendant
20min).

» Visualisationdes bandes d’ADN aux rayons UV

Aprés la migration,les bandes d’ADN ont été révéléespardesrayons ultra-violets.
Lepoids moléculaire des bandes a été comparé avec le poids moléculaire de géne pour

connaitre la taille de fragment amplifié du gene recherché,et celui du témoin positif.
IV.3.3.Séquencage des produits positifs de la PCRpar la méthode de Sanger

Afin de séquencer les produits de la PCR positive, nous avons utilisé la methode de
Sangerdéveloppée(Sanger et al., 1977)qui implique un kit BigDye terminateur v3.1 Matrix
Standard Kit (Applied Biosystems) et le séquenceur automate ABI 3130 (Applied

Biosystems).
IV.3.3.1.Purification des séquences

La purification des séquences de I’ADN a été réalisée par deux méthodes: par nettoyage
enzymatique (le réactif ExoSAP-IT) (Thermo Fisher Scientific) et par la purification a haute

pression (aspiration avec pompe de I’ADN).

Protocole

» Purification a haute pression par aspiration avec la pompe
e Meélanger le produit de PCR avec 100ul d’eau ultrapure dans une plaque a filtre
(Macherey Nagel) ;
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e Déposer la plague sur une pompe sous vide pendant 20 min ;

e Ajouter 50uL d’eau ultrapure;

e Agiter pendant 20 min avec unevitessede 600 tours/min;

e Récupeérer les 50 uLde produit de PCR purifié dans des tubes.

» Purification des produits de PCR par nettoyage enzymatique

e Ajouter 1,5 pL du réactif ExoSAP-IT aux produits positifs de la PCR.
e Incuber le mélange a 37 ° C pendant 2h

e Le produit purifié est prét pour la PCR BigDye.

IV.3.3.2.Réaction de séquencage de laPCR Big-Dye

Le séquencage consiste a déterminer la séquence nucléotidique d’un fragment
d’ADN.L’¢élongation des brins d’ADN est stoppée d’une facon aléatoire aprés 1’incorporation
d’un didésoxyribonucléotide. Chacun des 4 didésoxyribonucléotide estprésent en faible
quantit¢  par rapport au désoxyribonucléotide correspondant.Tous les 4

didésoxyribonucléotides sont marqués par un fluorchrome spécifique.

Tableau 3. Composition desreactifs pour les PCR BigDye.

Réactifs Volume (uL) pour un échantillon
La matrice d’ADN 4 L

L’amorce (Forward) luL

L’amorce(Reverse) 1 uL

Mix BigDye 2 uL

Tampon 3uL

L’eau UP 10 pL

Vol final 20uL

Le programme d’amplification de thermocycleur nécessite des conditions spécifiques
consiste a : une étape de dénaturation initiale de 96°Cpendant 5min ;une étape d’hybridation

pendant (10 min & 96°C, et de 50°C, pendant 1 min),suivi d’une étape d’élongation finale de
63



Matériel et méthodes

60°Cpendant50sec, +15).

1VV.3.3.3.Purification des produits de la PCR

A. par la méthode deSéphadex
Le but de cette étape est de purifier les produits de la PCR avant d’injecterl’ ADN dansle
séquenceur capillaire. Le séphadex G50 élimine les particules de faible poids moléculaire
(moins de 20 um) tels que les nucléotides non incorporés et les amorces de PCR en excés qui
sont capturées a travers les pores de diamétre déterminés (20 a 50 um). En effet, les
didésoxyribonucléotideslibres non incorporés au cours de la réaction pourraient induire les

signaux de fluorescence spécifiques.

> Protocole

e Préparer la plaque a filtre spécifique de séphadex G50 dans une plaque Millipore
MAHVS5 (sigma Aldrich).

e Mettre la poudre de sephadex dans les puits de la plaque dans laquelle on ajoute
300uL d’eau ultra pure et laisser gonfler 2 a 3 heures.

e Effectuer une centrifugation a 1200 tours/min pendant 10min a 10°C pour
éliminerl'excés d'eau.

e Rajouter 10 plLaux produits de PCR bigdye dans la plaque a filtre qui sera placée sur
une plague microamp N801-560 pour collecter les produits d’ADN,

e Déposer les 30 uLdans la plaque (20 pLdes produits de PCR bigdye + 10 uLde I’eau
ultra pur), apres centrifugation (12000 tours/min pendant 10min a 10°C), les produits
de PCR sont donc purifiés.

e Recouverir la plaque par un papier de protection.

B. Par la méthode de kit BigDyeXterminator
Le processus de purificationparBigDye XTerminator est simple :c’est une méthode

traditionnelle, nécessitant I’addition de plusieurs réactifs. Le kit nécessite deux réactifs

séquentielleou pré-mélangé (solution XTerminator ™),

Protocole

e Effectuer la séquence de cycle avec Terminateurs BigDye®.
e Avant le séquencage du cycle, centrifuger la plaque de réaction, puis pipeter la
solution SAM ™ |
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Pipeter le volume correct de la solution XTerminator dans chaque puit et vortexer la
solution XTerminator, en utilisant un embout de pipette & large diametre, aspirer la
solution et ajouter a chaque puit.

Sceller la plaque a l'aide d'un thermoscellage ou film adhésif transparent (P / N
4306311).

Vortexer pendant 30 minutes, puis centrifuger la plaque de réaction.

Placer le plateau de réaction dans 1’analyseur d’ADN d’Applied Biosystems.
Séquencer le produit prétpar un séquenceur capillaire 96 ABI3730XL (Thermo Fisher

Scientific).

IV.3.3.4.Analyse des séquences ADN

A la fin du séquencage,nous obtenons un chromatogramme qui porte les séquences

nucléotidiques.

Corrigerles sequences parun logiciel Chromas Lite ® 2.01 (Technelysium Pty Ltd).
Aligner les séquences corrigées par le logiciel CHROMAS Pro (Technelysium Ltd)
pour créer le Contig Complet du gene.

Compareravec les séquences déposées dans le GenBank parle logiciel BLAST
disponible  «en ligne» du centre national de Iinformation en

biotechnologie(NCBI)(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed)

Aligner les séquences avec les séquences de la base de données ARG-
ANNOT (Annexe 25)(Gupta et al., 2014).

1V.3.4.Etude de typage bactérien

Le typage bactérien a été fait pour confirmer la relation épidéemiologique entre les souches

bactériennes, le lieu, le moment de I’échantillonnage et les caractéristiques phénotypiques et

génotypiques de P.mirabilis. Le typage moléculaire facilite la détection de la chaine de

transmission et la source d’infection. C'est un moyen qui permet de renforcer les données de

surveillance pour la détection précoce des épidémies (Foxman et al., 2005). L’étude de la

relation épidémiologique entre les souches multirésistantes de P.mirabilisa été faite par deux

méthodes différentes : typageprotéomique par la technique de MALDI-TOF, typage

moléculaire par la technique d’ERIC-PCR.
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IV.3.4.1. Typage moléculaire des groupes de I’incompatibilité plasmidique

Afinde détecterles groupes d’incompatibilitésplasmidiques,Carattoli et ses collaborateursont
inventé une technique pour analyser les plasmides conjugatifs des souches portants les génes
multirésistants chez les entérobactéries(Carattoli et al., 2005).Les 18 PCR simplexont été
utilisées afin d’identifier les différents types de plasmides en utilisant 18 amorces
specifiques :HI1, HI2, I11-1, X, L/IM, N, FIA, FIB, W,Y, P, FIC, AIC, T, FIIA, F, K et
B/O(Annexe2).

» Protocole
e Extraire I’ADN total & partir des souches de P.mirabilis multirésistantes.

o Préparer le mélange reactionnel comme décrit precédemment (4.3.2.1).

e Rajouter les amorces citees dans le tableau (Annexe 2).

e Régler le programme de PCR: 5 min a 94°C; 1 min a 94°C;1 min a 60°C ; 30 cyclesl
min a 72°C ;5 min a 72°C(Carattoli et al., 2005).

e ldentifier les produits d’amplification de PCR par la migration sur le gel d’agarose a
2% (2 g d’agarose dans 200 mL de TBE a 0.9X) avec utilisation de marqueur du poids
moléculaire appropriee100pb(Carattoli et al., 2005).

1V.3.4.2.Typage protéomiquepar la technique de spectrométrie de masseMALDI-TOF

Laspectrométrie de masse MALDI-TOF est un outil fiable, moins codteux utilisé pour
détecter la relation clonale entre les bactéries en utilisant des empreintes de protéines.Les
profils des protéines obtenues ont été visualisés par le logiciel Flex analyse v.3.3 et
analyserpar le MALDI-Biotyper v.3.0 (Bruker Daltonics, Allemagne) pour le traitement des
données (lissage, soustraction de base et sélection de spectres). Les clustersont été évalués

afin de prendre une idée sur les niveaux des souches.

L'analyse de protéotypage des souches de P.mirabilis a été réalisée avec le logiciel Flex
analysis v.3.3 transféré vers le logiciel ClinProTools 2. 2 (Bruker Daltonics, Allemagne) afin
d'obtenir le pseudogel de masse bactérienne et le spectre de protéine ribosomale. Le
dendrogramme de projection spectrale moyenne a été créé par le logiciel MALDI-Biotyper
v.3.0 (Bruker Daltonics, Allemagne) sur la base des similitudes entre les profils de
spectres.La liste des pics d’un isolat inconnu a été comparée avec le modéle de référence

spectral principal de la base de donnéeen utilisant la fonction de corrélation logicielle par
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défaut.

Le typage protéomique des souches P.mirabilismultirésistantes a été réalisé par la
construction et la comparaison des spectres de référence caracteristiques (spectres principaux)

par le logiciel MALDI-Biotyper v.3.0 (Bruker Daltonics, Allemagne).

Les dendrogrammes de projection des spectres moyensont été construits sur la base de la
comparaison par les paires (de spectre principalet spécifique de différentes souches> 2).Le
dendrogramme de similitude entre les profils de spectresest ensuite interprété et analysé selon

le niveau de distance arbitraire(Seng et al., 2010 ;Trevifio et al., 2012 ;Singhal etal.,2015).

IV.3.4.3. Typage moléculaire par la technique d’ERIC-PCR

La technique d’ERIC-PCR est une technique utiliséepour analyser la relation épidémiologique
entre les souches multirésistantes. Les séquences de consensus intergéniques répétitifs
d'entérobactéries (les séquences d’ERIC) sont des courtes séquences repétitives intergéniques
présentent dansle génome de ces bactéries. Ellesdifferent par leur répartition dansle génome
denombreus d'especes bactériennes. La technique d’ERIC-PCR est une méthode rapide pour
étudierla relation clonale entre les souches bactérienneset détecter 1’épidémie suspectée(Bosi

etal.,1999 :Gillings et al.,1997).

Afin de réaliser cette technique, la réaction de PCR a été préparée comme décrit
précédemment, nous avons utilisé 3 différentes amorces(Annexe2).Les réactions de PCR ont
été réalisées par le programme suivant: dénaturation initiale (94 ° C pendant 5 min),suivi par
élongation(35 cycles de 94 ° C pendant 1 min, a 54 ° C pendant 1 min et a 72 ° C pendant 5
min), suivi d'une extension finale de 72 ° C pendant 10 minutes. Les produits amplifiés ont
été visualisés par une électrophorese sur un gel d'agarose a 2% apres une coloration de réactif
Sybr safe avec un marqueur de taille de 1 kb. Une image a été capturée par un analyseur plus
poussé avec un logiciel Gel compare Il version 4.0 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,

Belgique). Les résultats ont été interprétés en comparent le profil des séquences.
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V. Résultats et Discussion
V.1. Isolement des souches de ProteusSpp.

Durant la période allant de Décembre 2015 a Janvier 2017, 237 souches de Proteus spp ont
été récupérées au niveau dedeux hodpitaux CHU d’Oran (22 souches) et EPH de Chlef (4
souches) ainsi qu’au niveau dehuit laboratoires privés situés au nord-ouest d’Algériedont 2
laboratoires d'Ain Defla (111 souches), 3 laboratoires de Khemis Miliana (24 souches) et 3

laboratoires de Chlef (76 souches)(Tableau 4).

Tableau04.Distribution des prélevements deProteus spp. selon I’origine et les régions.

Laboratoires prives Les hapitaux
La ville Ain Defla Khemis Miliana | Chlef Oran Chlef
2 Laboratoires | 3Laboratoires 3Laboratoires | CHU EPH
Nombre de | 111 24 76 22 4
souches de
Proteus
Spp

L’isolement des souches deP.mirabilis a été effectué a partir de prélevements cliniques des
patients hospitalisés et ambulatoires sur millieu riche ou milieu chromogéne. Le milieu
chromogéne permet d’isoler facilement les souches deP.mirabilis et de les identifier
quasiment de fagcon immédiate. Il s'agit d'un milieu qui permet a certaines souches de produire
ou non un pigment particulier (déchet métabolique).La culture est la methode de diagnostic la
plus spécifique qui s’appuie sur [Iidentification phénotypique et I’examination

bactériologique(Dubourg et al., 2018).
V.2.2. Fréquence d’isolement des souches deP.mirabilis

Durant cette étude, P.mirabilis est ’espece la plus fréqguemment isoléeparmi les 237
prélevements collectés. Elles représentent 75.9% des souches collectées ; 91% des souches
isolées de milieu hospitalier et 74.4% des souches collectées de milieu communautaire. Ceci
est compatible avec plusieurs documents scientifiques (Champs et al.,2000 :Foris et al.,
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2017 ; Armbruster et al., 2018 ; Leulmi et al., 2018).

La fréquence de classement des souches de P.mirabilisobtenues au niveau des laboratoires
cliniques étudiés est inférieure a celles rapportées dans 1’é¢tude en Pologne (90%)
(Drzewiecka et al., 2016) et supérieure a celles retrouvées au Sub—Saharan Africa (69.2%)
entre 2007-2009 (Jombo et al., 2012) et au Canada (58.7%) entre 2000 et 2005 (Laupland et
al., 2007),eta Korea (62.5%)(Pathirana et al., 2018).

La fréquence d’isolement de P.mirabilisvarie selon I’origine de prélévement (communautaire
ou hospitaliére), les types de prélévements pratiqués, la mesures d’hygiéne hospitalieres entre
les différentes institutions, 1’écosystéme et la démographie de la région, le site de laboratoire

clinique et la durée d’échantillonnage (Cornaglia et al., 2004).
V.2. Prévalence des souches de P. mirabilis
V.2.1. Identification macroscopiqueet biochimique

L’identification de 75.9% souches deP. mirabilis d’origine clinique a été effectuéeau premier
temps pardes tests macroscopiques, galeries classiques et Api systeme (Api 20 E).Toutes les
souches ont répondu aux profils numériques spécifiques de I’espéce de P.
mirabilis.Cependant, (24.05%)de souches ont été identifiées comme Proteus vulgaris,
Morganella morganii et Proteus penneri.

» L’aspect macroscopique

La culture bactériologiqgue des prélévements cliniques, a montré 1’apparition des
coloniesquidonnent un aspect en nappe ou vague. P. mirabilis présente un type de motilité
appelé «essaimage», ¢’est un caractére macroscopique spécifique pour le genre de Proteus. Il
se caractérise par des radeaux multicellulaires allongées et hyperflagellées.P. mirabilisa la
capacité de se déplacer rapidement sur des surfaces solides (Figure 7), ce
quiprécede I’identification préliminaire des souches de P.mirabilis.L’identification est

completée par les tests biochimiques conventionnels et modernes.
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Figure7. Phénoméne de I’essaimage chez P.mirabilis

En plus,P.mirabilis est une entérobactérie commensale, donc la plus part des millieux
ordinaires permettent la croissance de cette bactérie sans I’addition d’aucun facteur de
croissance ouréatifsupplémentaire.

» Tests biochimiques

P. mirabilis est isolée a partir de prélevements cliniques,elle présente une activité uéasique
trés forte (test positif apres 4 minute) (Kaiser,2007). Les tests biochimiques et 1’aspect
macroscopiquene sont pas suffistants pour identifier toutes les souchesde P.mirabilis.

» Recherche de I’activité uréasique

Dans cette étude, I'uréase est I’'un descaractéres biochimiques importantset indispensables
pour I’identification de Proteus mirabilisqui présente une activité d’uréase lors d’un contact
avec l'urée. L’uréase (un catalyseur enzymatique) provoque la décompositionde ce dernier en
ammoniac et en dioxyde de carbone (Armbruster et al., 2012).La modification du pH est
importante lors de lacolonisation de Proteus, ce qui facilite I'adhérence bactérienne
(Nicholson et al.,1991).P.mirabilis est parmi les bactéries uréolytiques qui dégradentl'urée

par l'uréaseen quelquesminutes.
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> Recherched’indole

L'indole est le produit d’hydrolyse du tryptophane par une enzyme de tryptophanase. Il est
mis en évidence grace a la coloration rouge, caractéristique qu'il donne avec le réactif de
Kovacs. Le test d’indole a permis de distinguer Proteus mirabilis du Proteus vulgaris. C’est

un test clé pour identifier totalement les souches deP.mirabilis.

V.2.2.ldentification par la spectrométrie de masse MALDI-TOF

La spectrométrie de masse MALDI-TOF-Microflex a confirmé I’identification de toutes les
souchesavec un trés bon score allant de 2 a 2.5,dont 100% ont donné les mémes résultats que

les Api20e systeme (Figure8)(Annexel).

Figure 8. Score d’identification de P.mirabilis(>2)par la technique de MALDI-TOF/MS.

La spectrometriede masse MALDI-TOF est une technique trés fiable et rapide.Elle est utilisée
pour identifier les bactéries sur la base de I’ionisation des protéines bactériennes.Le spectre de
masse des protéines ribosomiques est analysé et comparé avec la base de données de
référence. Le logiciel d’analyse évalue la corrélation entre le spectre de l'isolat et les spectres
connus stockés dans la base de données. Cette technique a été recommandée par plusieurs
chercheurs (Biswas et al., 2013 ; Patelet al., 2013 ;Singhal et al.,2015).En plus, la
complémentarité entre lespectrometre de masse MALDI-TOF et les réactions biochimiques
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conventionelles a permis d’avoir une identification bactérienne précise et fiable.
V.2.3. Répartition des souches de P.mirabilisselon le laboratoire

Dans cette étude,untotal de180souches deP.mirabilissontisoléesau niveau de 10 laboratoires
cliniques (communautaireset hospitaliers).Parmi lesquels, 88.9% de souches ont été isolées
au niveau des laboratoires privés et de ’EPH de Chlef (communautaire).11.1%de souches ont

éte recueilliesau niveau de CHU d’Oran (hospitalier).

Au total, 75.9 % de souches deP.mirabilisont étéisolées de patients communautaires et
hospitalier; 76.6 %desouches ont été trouvéesdans les laboratoires d’Ain Defla, 58.3%de
souchesont été colletéesdans les laboratoires de Khemis Miliana, 80.3%de souches ont été
recueilliesdans les laboratoires privés de Chlef, P.mirabilisreprésente 1’espéce laplus

prédominante du groupe des proteaes dans tous les laboratoires(Figure 9).

Le taux d’isolement dans les laboratoires cliniquesd’Ain Defla est le plus élevé (53.1%) par
rapport auxlaboratoiresde Chlef (38.1%)et aux laboratoires de Khemis Miliana (8.8%).En
revanche,le taux d’isolement des souches de P.mirabilisd'origine hospitaliere duCHU Oranest

le plus élevé(91%) par rapportaux souches d’origine communautaire(74.4%)(Figurel0).

Hi
Laborateire de Khemis Miliana Laboratoire de Chlel Laborateire de Ain Defla

1]

-

58,3% £0,3% 76,6%

Figure9.Répartition des souches communautairespar rapport au nombre d’échantillons.
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Figurel10.Répartition dessouchesde P.mirabilishospitalieres et communautaires selon la
région.

Les infections provoquees par des souches communautaires de P.mirabilissont différentes de
celles trouvées en milieu hospitalier(Linhares et al.,2013;Ben Ayed et al., 2019). Dans ce
travail, P.mirabilis représente souvent la bactérie la plus isoléedes infections nosocomiales
dans les hopitaux. Cette fréquence d’isolement obtenue au niveau de CHU d’Oran est
supérieur a celle trouvéeau CHU de France (7,7%) en 1998 (de Champs et al.,2000), au
CHU deTaiwan (22.4%) en 2014 (Chen et al., 2012),et au CHU d’Egypte(14.2%)(EI-
Gamasy et al., 2017).Nos résultats concordent avec ceux retrouvés récemment en Tunisie
2.2% (Ben Ayed et al., 2019) et au Portugal (7.6%) entre 2000 et 2009 (Linhares et
al.,2013).

L’infection acquise a I’hopital peut s’expliquer par [Dinteraction de trois facteurs :
I’environnement hospitalier (les germes), les pratiques des soins et enfin le terrain du malade

c¢’est-a-dire son état nutritionnel, physiologique et immunitaire (Said, 2005).

L’Algérie est l'un des pays africainqui présentedes taux d’infectionssupérieurs a 50%,ce qui
peut expliquer la fréquence plus élevée de cette bactérie dans les infections urinaires au

niveau communautaire par rapport a d’autres pays.Certaines études ont montré que
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P.mirabilisposséde un fort risque de devenir endémique dans la communauté et que cela
aurait un impact significatif sur la maitrise du P.mirabilis dans les hdpitaux(Linhares et

al.,2013 ;Ben Ayed et al., 2019).

En effet, beaucoup d’études ontmontré la présence de cette bactérie avec une fréquence élevee
dans la communauté chez des patients non hospitalisés ou des patients qui ont subi des
procedures médicales telles qu'une dialyse, une intervention chirurgicale ou un cathéter
(Linhares et al.,2013).La fréquence d’isolement de P.mirabilis varie selon les laboratoires
cliniques, ce qui est apparemment lié¢ & la propagation des infections dans les zones
géographiques, les populations, le traitement antimicrobien empirique inapproprié,
I'émergence des nouveaux agents pathogenes et les changements de résistance aux
antimicrobiens, [I'évaluation périodique de I'épidémiologie des agents pathogenes,les
conditions d’exercice médical eta ’environnement médical(Magliano et al.,2012 ;Horcajada

al., 2013).

Durant notre étude (Décembre 2015a Janvier 2017), les résultats ont montré que les services
deréanimation, dedermatologie, deservice de maladies infectieuses et parasitaires sont

respectivement les plus touchés(30, 30 et 15%), suivi par le service de chirurgie(10%).

= wmaladi= infectizwse =t parasitaires » chinegie = demmatologie = reanimabon »urgence = médecine: inferme
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Figure 11.Distrubition des souches nosocomialesde P.mirabilisselon les services.

Conformément a d’autres études (De champs et al., 2000), les souches de P.mirabilis ont été
essentiellement collectées au niveau des services de soins de longue durée et les unités
chirurgicales de 14,9 et 14,7% respectivement.Cela peut étre expliqué par une transmission
par voie aérienne ou par contact direct/indirect ou par une combinaison des deux voies.La
transmission par voie aérienne est plus difficile a contrdler. De plus, cette espéce est une
bactérie nosocomialeet communautaire, cecipeut étre associé avec le contact entre les patients,
le personnel et I'environnement (Eames et al., 2009). Des études ont montré qu'il est possible
de mettre fin aux épidémies en améliorant I'observation des regles d'hygiéne des mains et le

nettoyage de I'environnement (Eames et al., 2009).

Les caractéristiques des patients influent sur le risque de développement de diverses
infections nosocomiales. Les personnes agées sont les plus a risque de developper des
infections nosocomiales ; ceci peut-étre d’une part, a cause d’immunosénescence, le déclin
du systéme immunitaire et d’autre part, la prévalence tres élevée de comorbidités. Le sexe
joue également un rdle dans le développement de certaines infections nosocomiales
(Eckenrode et al., 2014).

V.2.4. Répartition des souches selon le sexe

Parmi les 160 patients ayant des infections d’origine communautaire a P.mirabilis,nous
remarquonsun pourcentage trés élevé (48.10%) chez les femmes par rapport auxenfants
(30.6%) et les hommes (21.30%) (Figure 12).Concernant les souches d’origine hospitaliére,le
sexe féeminin est plus dominant (55%)que chez le sexe masculin (35%)et les enfants
(10%)(Figure 13).
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Figure 12. Répartition des souches de P.mirabilisd’origine communautaire selon le sexe.
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Figure 13. Répartition des souches de P.mirabilisd’originehospitaliére selon le sexe.

Ces résultats sont similaires a ceux de plusieurs études dans le monde, I’étude Canadienne a

rapporté la prédominance de I’infection a P.mirabilis chez les femmes (73%)(Laupland et

al., 2007). Une autre étude prospective sur les infections a P.mirabilis en Taiwan a également

montré la prédominance du sexeféminin (61.2%) (Chen et al., 2012).Une étude d’incidence

américaine basée sur I’auto-déclarationa retrouvé une incidence annuelle de 12% chez les

femmes(Astal et al., 2004 ;Foxman.,2010 ;Vranic et al.,2017).La prédominance féminine

serait liée a la configuration anatomique : brié¢veté de I’urétre, proximité des orifices génital et

76



Résultats et discussion

anal, insuffisance des pratiques d’hygiéne, rapport sexuel et grossesse(Kamga, 2014).

Cependant, l'environnement hospitalier a présenté la préedominance du sexeféminin
(55%),suivi par le sexemasculin (35%).Ces résultatssont en accordavec ceux rapportés par des
études frangaises (59%)qui montrent une prédominance de I’infection a P.mirabilischez le
sexeféminin dans le milieu hospitalier(de Champs et al.,2000).Ces différences peuvent étre
expliquées par la variabilité des facteurs épidémiologiques et la stratégie d’utilisation des
antibiotiques etle choix d'un traitement antimicrobien empirique. Parmi les facteurs
susceptibles d’accroitre le risque d’infection par P. mirabilis figurent le sexe homme, un
cathéter plus long, un nettoyage ou un soin inapproprié du cathéter, une maladie sous-jacente

et le manque d’antibiotiques systémiques (Astal et al., 2004).

V.2.5.Repartition des souchesde P.mirabilis selon les prélevements

Parmiles 20souches hospitalieres de P.mirabilisqui ont été isolées a partir de différents types
de prélevements, 45% de souches deP. mirabilisont été trouvéesau niveau depus,10% au
niveau des abceés,5%dans les infections urinaires,dans les infections vaginales, dans le liquide
péritoneal, abcés périanal et escarre infectée (Figure 14).Tandis que les souches
communautaires sont répandues dansl’urine (84.4%),8.1%de souches deP. mirabilisont été
trouvées dans les infections vaginales,5%dans le pus,1.3%dans les abcés, et 1.3% dans les

abcés diabetiques(Figure 15).
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Figure 14. Répartition des souches de P.mirabilishospitalieres selon les préléevements.
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Figure 15. Répartition des souches de P.mirabiliscommunautaires selon les prélevements.

78



Résultats et discussion

Dans ce travail, les infections urinaires sont les plus prédominentes dans la
communité(84.4% ),ceci est en accord avec les étudesréalisées a Guelma (70 %) (Bentroki et
al.,2012), en France (70.2%) (Dechamps et al.,2000),au Sub-Saharan Africa(12.9%)(Jombo
et al., 2012), au Canada (85.6 %)(Laupland et al ., 2007),au Taiwan (>10%)(Chen et al
.,2012), au Japon (19%)(Naganoet al.,2003),(66.0%)(Chonget al.,2013), et(40 %)en Russie
(Fursova et al.,2015).

Les infections acquises en communauté due a P. mirabilis sont associées a une mortalité plus
élevée (Chen et al .,2012).Cela est en relation avec la physiopathologie de ce type d’infection
et I’ascension de bactéries du tractus gastro-intestinal vers le tractus urinaire. Le taux
d’infection varie en fonction de la localisation géographique et la durée de I'étude, et les
caractéristiques des patients examinés(I’age, le sexe et I'état matrimonial des patients)(Astal

et al., 2004).

Lessouches hospitalieres ont étéessentiellementisoléesde prélevements de pus (45%), cela a
été  corroboré  avec  plusieurs  rapports internationnuxqui  ontdecrit  que
P.mirabilispeutprovoquer une infection de la peau et de la muqueuse buccale chez les
patients hospitalisés.Cette infection est due a une transmission interhumaine, en particulier
dans leshopitaux(Forson et al.,2017;Leulmi et al.,2018).Les servicesde réanimation et de
chirurgie sont les principaux sites d’isolement; les deux tiers des infections nosocomialesde

plaies sont survenues dans le service de chirurgie(Adleret al., 1971;Mahroukiet al., 2012).

Les hopitaux sont des milieux qui réunissent les différentes maladies et constituent un milieu
propice pour la propagation de ces infections. La promiscuité des malades dans les salles et
dans les chambres d’hospitalisation favorise les infections transmissibles.Les principaux
facteurs favorisants sont liés aux infections hospitaliéres et le long sejour. Ainsi une
implication totale de toute la communauté hospitaliere et alliés dans la sensibilisation sur les

mesures d’hygiéne hospitaliére est indisponsable pour prévenir ce fleau(Lukuke et al.,2017).

V. 3.Etude phénotypique de la résistance aux antibiotiques

V.3.1.Etude de la résistance des souches cliniquesaux antibiotiques

Actuellement en Algérie, le phénoméne de la propagation des bactéries multirésistantes est
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devenu un probléme majeur, il a souvent été signalé comme un probléme de santé dans les
hdpitaux et les unités de soin ambulatoire.La surveillance épidémiologique de la résistance
aux antibiotiques chez P.mirabilis est donc nécessaire pour évaluer un traitement approprié et
de créer un programme national de surveillance. Le traitement d’une infection a P.mirabilis
inclut au moins deux antibiotiques ou plus.Parmi les différentes familles d'antibiotiques

proposées, les B-lacatmines, les aminosides et les quinolones.

L’antibiogramme de 180 souches de P. mirabilisétudiéesa montré un niveau de résistancetrés
variant entre les souches d’origine communautaire et d’origine hospitalierevis-a-vis de
17antibiotiques testés.Selon les lignes principalesd’EUCAST/SFM, le niveau de résistance
aux antibiotiques testés chezP.mirabilis isoléeau milieu communautaire est tres bas,
notamment 1’értapénéme (2.5%) et aztréonam (0.6%).Par contre, la totalité des souches de la
communauté ont présenté des taux de résistance trés éleves a I'ampicilline et I'amoxicilline de
28 a 42%a Khemis Miliana, de 41% a 55%a Ain Defla,et de 54 a 55% a Chlef.La résistance
est supérieure de 20% pour le triméthoprime/sulfaméthoxazole, la fosfomicine et la
rifampicine.Cette résistance est acquise et serait la consequence de la pression de sélection
liée a la consommation abusive de ces antibiotiques dans les pays en développement (Kamga
et al.,2014). Ces taux élevés de résistance a ’amoxicilline justifient que les aminopénicillines
ne soient plus actuellement recommandées en traitement probabiliste des infections
(Rakotovao-Ravahatra et al., 2017).

e Les béta-lactamines

Les isolats de CHU d’Oranont présenté des pourcentages de résistance significativement plus
élevés (45%) aux céphalosporines de troisieme génération (cefotaxime, ceftriaxone) par
rapport aux souchescommunautaires(5%) (P<0.01).Nous avons remarqué que le taux de
resistance aux amoxicillines est plus important (53,6%) chez les souches communautaires par
rapport aux souches hospitaliéres (52.7%) du CHU d’Oran(Figure 16 et 17).

Dans cette étude, le taux de résistance (5%) des souches communautaires a été noté vis-a-vis
des céphalosporines de 2eme, 3éme et méme pour la 4éme génération. 1l est important de
noter que les souches de P.mirabilis d’origine hospitaliere ont montré une résistance assez
importante surtout aux céphalosporines, vis-a-vis de la céfotaxime (45%), de la céftriaxone
(45%), de la céfoxitine (45%) etde la céfépime (50%); la majorité des souches résistantes aux
céphalosporines de 3éme génération sont aussi résistantes a la céftazidime.Cependant, un taux

faible (2.5%) de résistance aux carbapénémes (ertapéneme) a été constaté(Figure 16et 17).
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e Les quinolones

Ce fut également le cas pour la résistance aux quinolones (ciprofloxacine):un taux de
résistance de 45% a été noté pour les souches hospitaliéres (CHU d’Oran) versus 8.7% pour
les souches communautaires (P<0.01) (Figure 16et 17).

e Lesaminosides

Le taux de résistance trés élevé (50%) auxaminosides (la gentamicine) a été obtenu pour les
souches hospitalieres (CHU d’Oran) par rapport auxsouches communautaires (10.62%)
(P<0.01). Un taux de résistance trées élevé (50%) a été trouvévis-a-vis de la fosfomycine pour
les soucheshospitalieres par rapport aux souches communautaires (26.9%) (Figure 16et 17).
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Figure 16. Antibiorésistance des souches de P.mirabilis d’origine hospitaliére.
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Figure 17. Antibiorésistance des souches de P.mirabilis communautaires.

AMX, amoxicillin; AMC, amoxicilline/ acide clavulanique; TIM, ticarcillin/ acide clavulanique; FOX, cefoxitine; AZT,
Aztréonam; CTX, cefotaxime; CRO, ceftriaxone; CAZ, Ceftazidime; IPM, imipenem; ERT, ertapenem; SXT,
trimethoprim/sulfamethoxazole; AMK, amikacine; GEN, gentamicine; CIP, ciprofloxacine; FOS, fosfomycine; RIF,

rifampicine.

En Algérie, trés peu d’étudessont realisées sur 1’évolution de mécanisme de la résistanceaux
antibiotiques chez P. mirabilis.Le présent document évoque lesdifférents phénotypes de la
résistance aux antibiotiques chez P. mirabilis dans le milieu communautaire et hospitalier du
Nord-Ouest d’Algérie.Des taux de résistance a certaines antibiotiques testés (la cefotaxime,
céftriaxone, céfoxitine, céfépime)sontsupérieurs a ceux rapportés dans certaines études en
Algérie (labadene et al., 2009;Leulmi et al., 2018) et en France (Chanal et al.,
2000 ;Biendo et al.,2005).

En plus, ces taux de résistance sont généralement plus élevés en comparant avec le
programme de surveillance de la résistance des bactéries aux antibiotiques (AARN).En effet,
sur I’ensemble des souches de P.mirabilis isolées a 1’échelle nationale, la résistance aux
céfotaxime/céftriaxone était de 17,40% (AARN, 2015).En plus,une étude récente en Algérie a
montré que des souches deP.mirabilissont résistantes a la céfoxitine (1.03%), céfazoline

(25,77%) et cefoxitine (99%)(Aouf et al., 2018).Une étude réalisée en Tunisie a montréque
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10,5%d’isolats ont présenté une sensibilité réduite aux céphalosporines de troisieme
génération (Mahrouki et al.,2012).

D’autresenquétes au Canada et en France ont également montré que 1%et 6.9% des souches
sont résistantes a la céfotaxime, céftriaxone, céftazidime (De Champs et al., 2000 ;
Laupland et al ., 2007).Contrairement en Asie, nos résultats sont assez inférieurs a ceux
rapportés dans une étude au Taiwan entre2002 et 2012, qui a révélé un taux de résistance a
lacéfotaxime variantde81.7% a 92.6% sur I’ensemble des souches de P.mirabilis isolées.
La résistance a la céftazidime est de 95.2% & 100% (Chen et al., 2012 ;Wang et al., 2014).

L’élimination d'une infection a P.mirabilisnécessite 1’utilisation des antibiotiques le plus
souvent en association avec des béta-lactamines (des ceéphalosporines de 1, 2,3 et 4éme
génération),mais leur large utilisation a contribué a I’émergence des souches résistantes
conduisant ainsi a [Il’antibiothérapie restreinte et complique souvent leur prise en

charge(Hounsa et al., 2010 ;Rakotovao-Ravahatra et al.,2017).

Eneffet, le choixdu traitement empirique des infections
urinaires(traitement probabiliste)augmentelarésistance  aux antibiotiques. De  méme,
I’automédication antibiotique pose un probléme dans les pays en développement ou ces

médicaments sont facilement disponibles souvent sans ordonnance médicale (Hounsa et al.,

2010 ;Rakotovao-Ravahatra et al.,2017).

V.3.2.Co-résistanceassociée chez les souches de P.mirabilis

La résistance des souches aux céphalosporines de 3éme et 4éme génération par la production
des béta-lactamases a spectre élargiest associée a une résistance aux quinolones et aux
aminosides chez 14 souches soit 7.8%. Cela montre I’apparition de souches multirésistantes
aux antibiotiques.

Le phénomene de larésistance aux antibiotiques(lafosfomicine, la quinolone, le
triméthoprime/sulfaméthoxazole, la rifampicine)était plus fréquent chez les souches
produisant des p-lactamases a spectre étendu seules ou en association avec des
cephalosporinases(Tableau5).Pour ces derniéres, 23.3 de souches étaient résistantes au
triméthoprime/sulfaméthoxazole, c’est un I’antibiotique qui a présenté une efficacité moyenne
au milieu communautaire.Pour la rifampicine, des taux de résistances tres élevés(37%) ont été

notés chez les souches productrices de pB-lactamases.Cette étroite association entre la
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production de B-lactamase et la résistance aux autres antibiotiques représente un grand risque
d’échec thérapeutique.

L’antibiogramme de panel secondaire a également révélé un niveau trés élevé (100%) de
résistance aux ofloxacine, levofloxacine, céftazidime. Les taux restent moyens vis-a-vis
deticarcilline/l'acide clavulanique (Tableau5).Ce qui montre la gravité des infections
nosocomiales et communautaires et déclare I’état d’alarme dans leshopitaux.La pression
desélection liée a Iutilisation d’antibiotiques a large spectre et I’existence méme
dansl’environnement hospitalier d’un support génétique permettant la sélection de cette
résistance,ce sont autant de facteurs importants dans I’évolution de la résistance aux
antibiotiques (Patersonet al., 2000).

Dans la plus part des cas, la résistance associee chez la bactérie multirésistante est due a la
prescription de bithérapie ou polythérapie dans les unités ambulatoireset méme dans les
services de soins.

Tableau5.Profil phénotypique de résistance chez les souches deP.mirabilis multirésistantes

Profil phénotypique de résistance

Code de

Souchel
Souche2
Souche3
Souche4
Souche5

souches Souches communautaires

AX ;AMC ;SXT,;CTX;FEP;CRO;CAZ;GN;AK;FOS; CIP;OFL;LVL
AX;AMC; SXT;CTX;FEP;CRO;CAZ;TIC;GN;AK; FOS; CIP;OFL;LVL;IMP
AX;AMC; SXT,CTX;FEP;CRO;CAZ;TIC;GN;AK; FOS; CIP;OFL;LVL

AX ;AMC;SXT;CTX;FOX;FEP;CRO;CAZ;GN;FOS;RIF; CIP;OFL;LVL
AX;AMC;TIM;SXT;CTX;FOX;FEP;CRO;GN;FOS;RIF;CIP;OFL; LVL

Souches hospitalieres
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Souche50
Souche878
Souche844
Souche33
Souche40
Souche971
Souchel259
Souche47
Souche252S
ouche43
Souche51

AX;AMC;SXT;CTX;FEP;CRO;CAZ;GN;TIC;FOS;TIM;CIP;OFL;LVL;AN
AX;AMC;SXT;CTX;FEP;CRO; CAZ;TIC; GN; TIM; FOS; CIP;OFL;LVL;AN
AX;AMC;SXT;CTX;FEP;CRO;CAZ;TIC,GN;TIM;FOS;CIP;OFL;LVL;AN;
AX;AMC;SXT;CTX;FOX;FEP;CRO;CAZ;GN;FOS;RIF;CIP;OFL;LVL;AN
AX;AMC;TIC;TIM;SXT,;CTX;FOX;CAZ;CRO;GN;FOS;RIF;CIP;OFL;LVL;AN
AX;AMC;TIC;TIM;SXT,;CTX;FOX;CAZ;CRO;GN;FOS;RIF;CIP;OFL;LVL;AN
AX;AMC;SXT;CTX;FOX;FEP;CRO;CAZ;TIC;TIM;GN;FOS;CIP;OFL;LVL
AX;AMC;SXT;CTX;FOX;FEP;CRO;CAZ;TIC,GN;FOS;CIP;OFL;LVL
AX;AMC;TIM;SXT;CTX;FOX;FEP;CRO;CAZ,GN;TIC;FOS;RIF;CIP;OFL;LVL
AX;AMC;TIM;SXT;CTX;FOX;FEP;CRO;GN;FOS;RIF ;AX
AMC;SXT;CTX;FOX;FEP;CRO; CAZ; FOS;RIF; CIP;OFL; LVL

AMX, amoxicillin; AMC, amoxicilline/ acide clavulanique; TIM, ticarcillin/ acide clavulanique; FOX, cefoxitine; AZT,

Aztréonam; CTX, cefotaxime;

CRO, ceftriaxone; CAZ, Ceftazidime; IPM, imipenem; ERT, ertapenem; SXT,

trimethoprim/sulfamethoxazole; AMK, amikacine; GEN, gentamicine; CIP, ciprofloxacine; FOS, fosfomycine; RIF,

rifampicine.

Dans cette recherche, la plupart des souches résistantes aux céphalosporines avaient

montréune résistance associée aux aminosides (gentamicine, amikacine), aux quinolones, aux

triméthoprime/sulfaméthoxazole,au rifampicine, et au fosfomycine. Cesdernierssont efficaces

sur les souches communautaires deP. mirabilis(Patersonet al., 2000). L’émergence des

souchesde

P.mirabilismultirésistantes a été deéja constatéedans plusieurs rapports

scientifiqgues(Endimiani et al., 2005 ; Tumbarello etal.,2012 ;Chen et al.,2015; Gharout-
Sait et al.,2015).

Concernant

la co-résistance associée, nous avons remarqué que les souches de

P.mirabiliscommunautaires et hospitalieres ont exprimé un phénotype de production de B-

lactamase(BLSE);ellessont aussi résistantes aux fluoroquinolones. Ces résultats sont plus

élevés (8.9%) par rapport a ceux retrouvés dans d’autres études en Algérie(0%)(ARNN.,

2014 ; ARNN., 2015 ;Leulmi et al., 2018), mais elle est plus basse que celle trouvée dans

I’Europe(16%) (Saito et al., 2007). Notre étude montre que le taux des souches résistantes au
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fluoroquinolone (ciprofloxacine) est supérieure a ceux enregistrés dans plusieurs régionsdans
le monde(Saito et al., 2007; Chen et al.,2012).

Les quinolones peuvent étre considérées comme un traitement de choix poursoigner les
infections moins graves causées par des micro-organismes producteurs de B-lactamases tels
que les infections des voies urinaires. L’augmentation de la résistance aux quinolones chez
des isolats qui sont également producteurs de p-lactamases limitera le réle de ces
antibiotiques dans le traitement des infections (Paterson et al.,2000).L’évolution de la
résistance aux antibiotiques est toujours liée a 1’émergence des souches multirésistantes et la
diffusion de plusieurs mécanismes de résistancedans un moment donné telles que :
I’hyperproduction de  céphalosporinases  chromosomiques, les céphalosporinases

plasmidiques,les p-lactamases a spectre étendu.

De ce fait, ’analyse des mécanismes phénotypiques des souches deP.mirabilismultirésistantes
a démontré que 100% des souches resistantes a la gentamicinesont aussi résistantes aux [-
lactamines.En plus,15% des souches totalesont été résistantesa la gentamicine. Nos résultats
sont plus élevés par rapport a ceux notés a I’échelle nationale(11.3%)(Leulmi etal., 2019)et
en Europe(0%)(Saito et al., 2007).En revanche pour Ila résistance a 1’amikacine, nous avons
noté un taux de résistance assez diminuée(1.9%).Ce taux est inférieur a celui constaté par le
Réseau Algérien de Surveillance de la Résistance (4.6%)(AARN., 2015)et a celui retrouvé en
Italie(12%)(AARN, 2012 ;Aogain et al.,2016).

Le taux de résistanceausulfaméthoxazole-triméthoprime retrouvé dansle milieu nosocomiale
est de 55 % ; ce pourcentage est élevé par rapport a celui trouvé dans les hdpitaux au niveau
national (52,4%) (Bentroki et al., 2012 ;AARN., 2016),en Europe(43.9%)(De Champs et
al.,2000)eten Asie (34.3%)(Chen et al., 2012).La méme remarque a été notée vis-a-vis de la

rifampicine au milieu hospitalier(65%)et au milieu communautaire(37%).

Le sulfaméthoxazole-triméthoprime(co-trimoxazole)est une association entre deux
antibiotiques : le triméthoprime et le sulfaméthoxazole. C’est un bactériostatiquetrés fort
contre les bactéries d’origine communautaire.ll est souvent prescrit dans les unités de soins
ambulatoireset dans les services de santé communautaire. Leur prescription en ville a
démontré son intérét sur la prévention contre 1’émergence de la résistance (Pichard
,2002).Ce pourcentage(23.3%) de résistance de cet antibiotiqgue en milieu communautaireet
hospitalier pourrait étre expliqué par une prescription aléatoire et non orienté pour traiter les

bronchites et les pharyngites.
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Notre étude montre un pourcentage de résistance réduit (2.7%)aux carbapénémes
(I'imipéneme,l'ertapénéme).Ce taux est élevé par rapport a celui retrouvé dans les rapports
nationaux(2,6%) (AARN,2015),(2.3%) (AARN, 2016) ,et faible par rapport & celui constaté
dans les rapports internationaux (34.7-92.4%)au Taiwan (Wang et al., 2014), et en
Russie(43%)(Fursova et al.,2015).Par ailleurs, ces souches restent trés sensibles a
I’aztréonam avec un taux de résistance del.6 %. Celaconcorde avec les rapports
algériens(AARN,2015 ;AARN, 2016) ainsi que le rapport Francais(Endimianiet
al.,2005).L’aztréonamreste 1’antibiotique de choix,ce qui permet d’éviter la difficulté
detrouver un traitement.

V.3.3.Résistance aux antibiotiques et provenance des souches

La résistance de P.mirabilisaux antibiotiques varie d’un laboratoire a I’autre et d’une région a
I’autre. Effectivement, les taux de résistance sont plus faibles pour les souches isolées au
niveau de laboratoire de Chlef, ils varient de 1.7% a 13.1% pour les cephalosporines. Le taux
de résistance présente 13.1% pour les aminosides et 4.9% pour la ciprofloxacine. Concernant,
les taux de résistance pour les souches isolées au niveau du laboratoire d’Ain Deflasont entre
5% -8.2% pourles céphalosporines, 9.8% pour ciprofloxacine, entre0.6% et 9.4% pour les
aminosides.Les souches deP.mirabilis d’origine hospitaliéere (CHU Oran) a révélé une forte
résistance a tous les antibiotiques testes, particulierement, les B-lactamines,la gentamicine, la
ciprofloxacine (de 45% a 50%) (Tableau 6).

Tableau 6.Pourcentagede résistance des souches de P.mirabiliscommunautaires et
hospitalieres.

Souches communautaires Souches hospitaliéres
(N=160)
P.mirabilis de Khemis P. mirabilisd’ Ain P. mirabilisde P.mirabilis d’Oran
Miliana (n=14) Defla(n=85) Chlef(n=61) (n=20)
R %
R % R % R %
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AX 6 42.9 47 55.3 33 54.1 17 85
AMC 4 28.6 35 41.2 34 55.7 13 65
CTX 1 7.1 5 5.9 1 1.7 9 45
FOX 1 7.1 7 8.2 8 13.1 9 45
CRO 171 6 5 3 491 9 45
ATM 0 0 0 0 1 1.6 0 0

IPM 2 14.3 2 2.4 1 1.6 2 10
ETP 2 14.3 2 2.4 1 1.6 0 0

CIP 1 7.1 10 11.8 3 4.9 9 45
GN 1 7.1 8 9.4 8 13.1 10 50
AK 1 0.6 1 0.6 1 0.6 0 0

FOS 6 42.9 22 21.2 15 24.6 10 50
RIF 3 21.4 27 31.8 30 49.1 13 65
SXT 3 21.4 10 32.3 10 16.4 11 55
CL 14 100 85 85 9 14.8 20 100
TIC 1 7.1 27 25.9 61 100 3 15

AMX, amoxicillin; AMC, amoxicilline/ acide clavulanique; TIM, ticarcillin/ acide clavulanique; FOX,
cefoxitine; AZT, Aztréonam; CTX, cefotaxime; CRO, ceftriaxone; CAZ, Ceftazidime; IPM, imipenem; ERT,
ertapenem; SXT, trimethoprim/sulfamethoxazole; AMK, amikacine; GEN, gentamicine; CIP, ciprofloxacine;

FOS, fosfomycine; RIF, rifampicine.N, nombre total des souches;R,souches résistantes.

Les raisons de variations de la résistance aux antibiotiques sont trés incompletement élucidées
mais sont probablement en rapport avec le fait que d’une part, la résistance bactérienne est un
phénomene complexe, polymorphetouchant selon les cas un antibiotique, une famille
d’antibiotiques (résistance croisée) ou plusieurs familles d’antibiotiques (résistance associée)
et que d’autre part, I’émergence de la résistance chez un pathogéne donné est souvent le
résultat d’une chaine d’événements de sélection.La résistance aux antibiotiques varie
d'une région du monde a l'autre selon les conditions d'utilisation des antibiotiques et leur
usage massif et répété; que ce soit en communitéou a I'hdpital, en santé animale.La
résistance varie selon la molécule d'antibiotique considérée, et aussi selon la capacité de
diffusion dans I'environnement et la transmission a d'autres patients(Skurnik et Andremont,
2006).

V.3.4.1dentification phénotypique des mécanismes de résistance

Dans notre travail, nous avons utilisé plusieurs méthodes pour confirmer le phénotype de
résistance chez P.mirabilis, parmi lesquelles: la mesure des concentrations minimales

inhibitrices (CMI), le test de synergie et les géloses de chromogéne(Figure 18).
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e Concentration minimale inhibitrice (CMI) et la résistance au panel secondaire

Lamesure de laconcentration minimale inhibitrice (CMI) par les bandelettes d’E-test a
concerné 16 souches multirésistantes dont 10 souches productrices de B-lactamases seules ou
en association avec des cephalosporinases.Les souches présentent des niveaux éleves de
résistance a tous les antibiotiques testés. Les CMlIs de la céftriaxone et la céfotaxime varient
de 12 a 256 mg / ml.

Les CMIs des souches résistantes a I’amikacine sont entre 4ug/ml et 8 pg/ml. L’aminoside est
un antibiotique bactéricide souvent utilisé en bithérapie associée avec les béta-lacatmines afin
d’induire une synergie et prévenir I’apparition de la résistance. Dans ce cas, les bactéries
présentent un niveau de résistance aux aminosides conduisanta une baisse au niveau de
I'efficacité du traitement et affaiblir le spectre empirique de la couverture.

e Test de synergie
Sur I’ensemble des souches étudiées, une image de synergie aété observéeentreles disques
contenant les antibiotiques (AMC et CTX et/ou FOX et ATM et FEP) chez5 souches de
P.mirabilis.Cette image de synergie indique clairementla production desp-lactamases a
spectre étendu chez8.9% de souches.Cependant, une absence de synergie a été observée chez
5.6%des souches multirésistantes. Cela peut étre expliqué par [I’hyperproduction
decéphalosporinasede type AmpC chromosomique qui est probablement masquée par lesp-
lactamases a spectre étendu (BLSE)(Figure 18).

e Gelose chromogene BLSE (chromID™ DRIG/MAC BLSE, bioMérieux, France)

La gélose chromogene BLSE permet de selectionner (8.9%)de souches productrices de f-
lactamases(Figure 18). Le milieu chromogénique a montré des performances égales en
termes de la sensibilité, lorsque tous les isolats producteurs de p-lactamases ont été
sélectionnés. Cette évaluation a démontré que la gélose chromogene BLSE fonctionne tres
bien favorisant la croissance des isolats producteurs de PB-lactamases a spectre étendu et
inhibant les souches sensibles. Plusieurs rapports scientifiques ont confirmé la fiabilité de ce
milieu et suggere que ce milieu pourrait étre un excellent outil pour le dépistage rapide des
souchesproductrices de B-lactamases a spectre étendu (Huang et al.,2010).Nous avons pu
confirmer la capacité de milieux sélectifs a différencier la résistance induite par les B-

lactamases a spectre étendu (Huang et al.,2010).
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Les tests de confirmation de phénotype de résistance aux antibiotiques (I’antibiogramme, le
test de synergie etla CMI) réalisés sur I’ensemble des souches de P.mirabilis ont permis de
classer les souches en deux phénotypes de résistance en faveur de la production de -
lactamase. Ces souches multirésistantes sont productrices des [-lactamases ou/et
céphalosporinases(Figurel8).

e Gelose chromogéne CARBA (CARB/OXA)

Au total, cing souches résistantes aux carbapénémes ont été detectées par I’antibiogramme sur
la gélosede Mueller-Hinton,deux souchesrésistantes a imipénem détectée par le milieu de
gélose CARBA chromogenic(2,2%).En revanche,trois souches résistantes a carbapénéme
produisent 1’oxacilinase(2,7%)(Figurel8). Les résultats de 1’antibiogramme sur la gélose de
Mueller-Hinton ont été consolidés par ceux du gélose chromogene,qui viennent supposer les

modeles de la résistance chez les souches de P.mirabilis.

D’apres nos résultats, nous avons constaté que la chromIDCarba estun milieu chromogénique
le plus sensible et le plus spécifique pour la détection de carbapénémase.Nous avons pu
interpréter plus facilement les résultats. En effet, plusieurs études ont confirmé quele chromiD

Carba est plus spécifiqueque le test de synergie sur gélose Mueller-Hinton(Simner et

al.,2015).
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Figure 18.Prévalence des phénotypesde résistance aux antibiotiques chez P.mirabilis.

Conformément a d’autres études (Chanal et al., 2000; Biendo et al., 2005; Laupland et al.,
2007; Mahrouki et al., 2012), la prévalence des souches productricesde béta-
lactamasesisolées de I’hépital est de 45%.Ce pourcentage est supérieur a ceux rapportés en
France(1.3%),au Canada (1%) et en Tunisie (6.5%).Ce taux reste supérieur a celui retrouvé au
milieu communautaire (4.37%) (ARNN., 2014).Par ailleurs, le taux d’isolement des souches
productrices de béta-lactamasesdans cette étude est assez élevé.Ces résultatssont en accord
avec ceux obtenus a 1’hopital de Pavia (Nord de Italie) ou les souches productrices de béta-
lactamasessont arrivés a 48% sur I’ensemble dessouches de P. mirabilis recensées (Pagani et
al., 2002).Le pourcentage des souches productrices de céphalosporinase (AmpC) est de 5%a

I’hopital d’Oran et de 3.6% dans les hopitaux de la Corée(Song et al., 2011).

En revanche, le taux de prévalence des souches productrices de béta-lactamase dans le
milieu communautairea été analyseédans les huit laboratoires en Algérie.ll semble étre
inférieure(4.37%) a celui rapporté dans le rapportde Réseau Algérien de Surveillance de la
Résistance des bactéries (5,04 %)(AARN., 2015).11 est trés réduit par rapport ce qui a été
trouvé au Japon (19.6%) et au Taiwan (35.8%)(Chen et al.,2012 ;Chonget al., 2013).

e Détection des souches productrices de carbapénémase (test Carba NP)

Dans notre travail, nous n’avons paspu détecter les souches productrices de carbapénémase

par la technique de carbaNP test(Figurel9).

La détection des souches productrices de carbapénémase est un élément de base de la
prévention de leur diffusion épidémique.Aujourd'hui, cette détection est réalisée au
laboratoire avec des méthodes diverses (carba NP test, tests d'inhibition, PCR). L’intéret de
test Carba NP requiéreune quantité de temps technique significative et permet d'obtenir un
diagnostic rapide (<30 minutes) a partir de colonies suspectes obtenues sur milieu

chromogene.
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£

Pmirabilis « test-» K. Pneumoniae productrice d’0OXA-48

Figure 19.Résultat négatif(T-)ou positif (T+) du CarbaNP test chez P.mirabilis.

Ces resultats négatifs (Faux négatifs)sont forcément associés a la classe d’enzymeou a
I’inhibition par un tamponmais pas aux espécesou clones (Osterblad et al., 2014). En effet,
plusieurs études ont observé une certaine corrélation entre le taux d'hydrolyse et les résultats
de Carba NPtest. Le taux d'hydrolyse (mesuré par spectrophotométrie UV) est souvent
inférieur pour les enzymes de type OXA-48.Ainsi, la lyse incompleteet la quantité de
bactéries sont considérées parmi les facteurs responsablesdes résultats négatifs(Osterblad et

al.,2014).

V. 4.Recherche moléculaire des génesde résistance

Parmi les 180 souches de P.mirabilis, 16 souches multirésistantesont été séléctionnéessur la
base de leurs profilsphénotypiquesde résistance aux antibiotiques.Afin de caractériser les
conducteursde la résistance, les génes de la PCR positifs ont été séquencés et corrigés par le

logiciel Sequencher 4.1.4 et ChromasPro 2.4.1.
V.4.1.Génes de résistance aux p-lactamines
La PCR standard couplée avec la technologie a haut débit (sequengage)ont montréque
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100%des souches portent desgenes de résistance aux f-lactamines (Figure20-22).En utilisant
la PCR standard, nous avons pu amplifier des fragements de différents tailles, correspondant

aux génes de résistance de béta-lactamine.

Au cours de ce travail, nous notons que plus de la moitié des souches multi-résistantes ont le
géne depf-lactamases de classe C . Le profil génotypiquedes p-lactamases est comme suit :le
géne blacrx.m-2 a été détecté chez2.2%des souches d’origine communautaire.Le géne blasyy-
.a été observéchezl.1% des souchesde P.mirabilis.Les genes blacmy-o- et blatgm.;-ont été

détectés chez (5.5%) de souches hospitalieres(Figure20-22).
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Figure 20.Profil électrophorétique des produits de la PCR des genes blacrx-z-etblasyy-1.
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Figure 22. Profil électrophorétique des produits de la PCR des génesbIéAmpc1et blaampci.

La prévalence des génes de résistance chez P.mirabilisdiffére d’une maniére significative
entre les pays.Les béta-lactamases detype TEM-1 et CMY-2 ont été déja décrits chez
P.mirabilis a I’hopital de Beni-Messous a Alger et dans la communitédeBéjara(labanden et
al., 2013 ;Gharout-Sait et al., 2015).

Le géne codant labéta-lactamase de type CTX-M-2- est le plus fréquent dans les souches
communautaires.ll a été détecté plus récemment chez des souches cliniques dans plusieurs
régionsau Japon et au Brésil (Rodriguez et al.,2005 ;Kato et al., 2017).Yaici et al(2017)ont
déja observé ce géne chez un isolat d'Escherichia coli en Algérie (Yaici et al., 2017).I1l n’y a
aucune description de ce gene chez P.mirabilis en Algérie. A I'neure actuelle,le géne SHV-12
a été détecté chez d’autres espéces d'entérobactéries (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae) en Algérie (Labanden et al., 2009;Gharout-Sait et al ., 2015) et dans plusieurs
pays du monde (Song et al .,2011 ;Chouchani et al.,2011).

La diffusion du géne CTX-M-est la conséquence d'une longue chaine de mobilisationentreles
différentsmicroorganismes combinésavec des structures plus proches de la nature (intégrons,
transposons ou plasmidesreliéavec ce gene).Les béta-lactamases sontassociées a différents
éléments génétiques (les transposons etles intégrons). Les intégrons sont capables de capturer

et de mobiliser des cassettes de genes de résistance dont I’expression est controlée par
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unpromoteur orientéau niveau d’un site spécifique & médiation par l'intégrase, ¢’est un site de

la recombinaison (attl) (Power et al., 2005).

Dans cette étude,le gene codant la p-lactamase de classe C (CMY-2) a été détecté chez
toutesles souches d'origine hospitaliére et une seule souche communautaireavec un fragment
de 1256pb. Le géne CMY-2- a été identifiépour la premiére fois dans une souchede
P.mirabilisisolée en 2002 chez un patient algérien transferé en France (Decré et al .,2002). Le
méme géne a été observédans une souche isolée a I'nopital d’Alger en 2007 (labadene et al.,
2009) et dans plusieurs pays (Chanal et al., 2000; Biendo et al., 2005; Laupland et al.,
2007 ; D'Andrea et al.,2011 ;Chérif et al.,2016 ;Aogéin et al.,2016).

Legéne CMY-2- est la principale cause de la résistance aux céphalosporines.Dans cette étude,
la résistancedes souches de P.mirabilisest due a I’enzyme de céphalosporinase d’AmpC qui
est d’origine plasmidique et d’autres supports inconnus.En général, les enzymes d’ AmpC sont
codées a la fois par des genes chromosomiques et plasmidiques acquis quisont transférés du
chromosome de certaines especes vers des plasmides, a la suite de mobilisations méditees par

des éléments génétiques comme 1S26, ISEcpl ou ISCR1 (Jacoby .,2009).

Le réservoire de géne AmpC est Citrobacter freundii .Ceci peut confirmer 1’hypothése de
I’acquisition du conducteur par transfert horizontal(Soucy et al.,2015). Ces enzymes
hydrolysent les pénicillines et la plupart des céphalosporines a spectre étroit et des
céphalosporines a spectre étendu et lI'aztréonam (D*Andrea et al., 2006 ;Jacoby .,2009).Dans
cette situation, les carbapénemes restent la seule solution pour le traitement contre les

infections aigiies dues a une bactérie productrice decéphalosporinases (AmpC).

En effet, I’analyse des rapports relatifs sur la propagation des conducteurs des génes de type
blacwy-2 chez P. mirabilisrévele que ce genea été acquis et inséré dans le chromosome des
entérobactéries depuis les années 1990 en Europe. Plusieurs études montrent aussi leur
propagation progressive dans le monde. Il est donc probable qu’ils représentent un véritable
groupe clonal international de P. mirabilis en cours de la diversification continue dans le
temps et I’endroit (Chanal et al., 2000; Biendo et al., 2005; Laupland et al., 2007 ;Jacoby
.,2009;D'Andrea et al.,2011 ; Chérif et al.,2016 ;Aogain et al.,2016).

V.4.2. Genes da résistance aux carbapénemes

Dans cette étude,5 souches de P.mirabiliscommunautaires et hospitalieres ont été caractérisées
par une sensibilité réduitea la famillede carbapénemes (Imipenéme et Ertapéneme).Trois
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souches ont été reliées a la résistance aux carbapénemes. Notre étude rapporte I’émergence de
géne blaoxa4s parmi les souches de P.mirabilis d’origine humaine. Ces souches ont été

isolées au niveau du laboratoire privé d’Ain Deflaet a I’hdpitaldeChlef(Figure23).
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Figure 23.Profil électrophorétique des produits de la PCR du géne blaoxa-ss.
Ce travail met en évidence la large distribution de méme clone de
P.mirabilisproducteur d’enzyme carbapenémaseOXA-48 dans des différentes régions
géographiques en Algérie. Le géne d’OXA-48 qui confere la résistance a toutes les molécules
de carbapénémesa été trouvé chez des souches Escherichiacoli,
Klebsiellapneumoniaed’origine humaine et animaleen Algérie (Yanat et al., 2016 ;Mairi et

al .,2018).

Les génes de classe D ont été détectés au niveaude différents écosystemes, y compris
I’environnement clinique et I’environnement externe (animaux de compagnie, aliments
destinés a la consommation humaine).Ces endroitspeuvent étre considérés comme des
réservoirs des bactéries multirésistantes(Mairi et al.,2018),ce qui renforce la diffusion de
géne blapxa-4squi constitue aujourd’hui le variant le plus fréquent declasse D. Ce géne est
implique aussi bien dans des infections et qui est responsable de diversespandémiesa 1’échelle
internationnal(Yanat et al., 2016 ;Mairi et al .,2018 ).
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Le géne codant I’enzyme d’OXA-48 a été identifié pour la premiére fois en 2003 dans une
souche deKlebsiellapneumoniae en Turquie(Poirel et al.,2012).Depuis, le nombre de cas de
portage et/ou infection due a une souche productrice d’enzyme OXA-48 augmente
régulierement dans les pays d’Asie, Europe, Afrique(Poirel et al ., 2012).Selon le rapport de
la Société Francaise de Microbiologie (CA/SFM), le géne codant les carbapénémases (OXA-
48-like) est le plus fréquent en France (CA/SFM, 2018).Concernantles souches de P.mirabilis
quisontrésistantesaucarbapéneme sans production de carbapenemases,leur résistance a
I'imipénéme est due a la protéine de liaison a la pénicilline altérée(PLP)ou a I’affinité réduite
a l'imipénem (Neuwirth et al., 1995) et aussia ’augmentation de ’experssion de géne d’OMP

et sa régulation par le géne ARNs (Tsai et al., 2015).

Nosresultatsmontrent qu’il existe un potentiel de transmissiondes genesde résistance chez
P.mirabilis de I’hopital a la communauté et inversement. Tout d'abord, ces génes d’OXA-48-
likessontendémiques etse trouventdans tous les biotopes.Cette diffusionest due
essentiellement a la contamination croisée entre les mains de professionnels de la santé et les
équipements hospitaliers oudue au contact direct des patients hospitalisés porteurs des genes
de résistance avec les patients sains.Ceci favorise la persistance de la contamination
bactérienne dans I'environnement(Oliveira et al., 2010).Pour cette raison, la nécessité de
mettre en place des nouvelles mesures antimicrobiennes sous la surveillance des médecins
algériens est une priorité, afin de prévenir la résistance, particulierement, dans le cas des

souches de P. mirabilis.

Les souches de P.mirabilis productrices de carbapénémases ont également émergé, elles sont
devenues épidimiquesen Algérie.Les carbapénémes sont parmi les molécules encore actives
en cas d’infection due & une souche productrice debéta-lactamase, la diffusion des souches

deP.mirabilissont capables de les degrader, conduisant a des situations d’échec thérapeutique.

P.mirabilisestparmi les entérobactéries qui échangent régulierement des informations
génétiques entre elles ou avec d’autres bactéries présentes dans leur écosystéme. Ces
échanges des genes peuvent aboutir a ’acquisition des génes de résistances aux antibiotiques,
notamment grace aux éléments génétiques mobiles qui constituent de véritables véhicules de

la résistance. Ces derniers jouent un grand rdle dans 1’émergence et la diffusion de la
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résistance aux antibiotiques en capturant des génes et en les transférant d’une molécule

d’ADN a une autre, et d’une bactérie a une autre (Oliveira et al., 2010).
V.4.3. Génes de résistance aux aminosides

Phénotypiquement,toutes  les  souches ont été associées a larésistanceaux
aminosides,notamment a la gentamicine. Génotypiquement, les genesresponsablesde la
résistance ala gentamicinesont des génes codant desenzymes modifiant les
aminoglycosides(AMESs):le géne d’ant (2°)-la été détecté chez (2.2%) souches
communautaires,le  géne  d’aac(6’)-lb-cra  été  identifié chez une  souche
communautaire(Figure24).Tandis que le géne d’aac(3)-1Va été identifié chez (5.5%)souches

d’origine communautaire et hospitaliére(Figure 25).
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Figure24. Profil électrophorétique des produits de la PCR des genesaac(6’)-1b-cretaac(3)-1.
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Figure25. Profil électrophorétique des produits de la PCR des genesaac(3)-1Vet ant(2 ~)-I.

Dans cette étude, nous avons signalé que la majorité des souches de P.mirabilisde CHU
d’Oran comportent le géneAAC(3)-1Vcodantaminoglycoside 3-N-acétyltransférase.Le géne
aac(3)-IVfait partie des genes rares appelés les génes de résistance a l'apramycine
(Magalhaes et al., 2005) qui confére la résistance a la plupart des aminosides principalement
I'apramycine et la gentamicine. Ce géne a récemment été découvert chez Escherichia coli
etKlebsiella pneumoniaeisolées en Algérie (Brahmi et al., 2018). Le géne AAC(3)-1V a été
décrit essentiellement en Asie (Magalhaes et al.,2005 ;Zhang et al., 2009), eten USA chez
48.33% des souches d’Escherichiacoli(Jakobsen et al .,2007).

La classe des génesAAC(3)-1V codant N-acétyltransferases est généralement portée sur un
plasmide. Ce dernier a été retrouvé chez des isolats cliniques a cause de la propagation rapide
chez les animaux(Chaslus-Dancla et al.,1997;Magalhaes et al.,2005).La présence du
plasmide dans des isolats cliniques humains indique un défi thérapeutique trés compliqué, car
tous les aminosides utilisés en antibiothérapie humaine sont des substrats de cette enzyme,ce
qui confirme la chaine de transmission entre les animaux et la communité humaine.Ceci exige
le transfert horizontal de genes et conférel’évolution & 1’échelle mondiale.Plusieurs rapports
scientifiques locales et internationalesont rapportéla relation entre la résistance aux

aminosides associées a I'homme et les isolats fécaux associés al’animal(Ho et al.,
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2010 ;Brahmi et al., 2018).

Nous avons également noté que 4 souches de P.mirabilis portent les génesant(3)-1 et aac(3)-I
et 1 souche de P.mirabilis portele géne aac (6')-1b-crqui conferent la résistance simultanée a
la ciprofloxacine.Le géneaac (6')-lb-cra été récemment rapporté chez des souches
d'Enterobacter cloacaea Annaba (Khennouchi et al ., 2015), aussichez les souches
communautairesde Klebsiella pneumoniaea Béjaia (Gharout-Sait et al .,2015).L’émergence
actuelle des souchesde P.mirabilisqui ont un haut niveau de résistance a tous les aminosides

est un phénoméne préoccupant qui nécessite un suivi épidémiologique.

Toutes les souches qui portent le géne ant(3)-1 ont exposé des niveaux élevés de CMI
(8ug/ml) a ’amikacine et a la gentamicine.L’utilisation clinique de ces médicaments dans les
années 1960 et 1970 a conduit a ’apparition des souches résistantes (Davies, 1997).Ce géne a
été distribué chez plusieurs especes bactériennes a Gram négative et positive dans plusieurs
régions du monde, notamment en Egypte,Indeet I’Europe (Heueret al., 2002 ;Xiao et al.,
2012 ;Fernandez-Martinez et al .,2018 ;EI-Mahdy et al ., 2018;Veeraraghavan et
al.,2019).

Les génes codant des enzymes modifiantla gentamicine (AME) sont connus chez des isolats
cliniques.Les génes d’AMEs ont été retrouvés dans I'environnement clinique : des
¢chantillons d’eaux usées, de fumier ou d’eau de mer prélevés a proximité d’une sortie d’eaux
usées, échantillons de sol, de rhizosphére et de dejections animales ou de fumier(Heuer et

al.,2002).Cela a été également détecte au cours de la présente étude.

V.4.4. Genes de résistance aux quinolones (médiation plasmidique)

Dans notre travail, nous avons trouvé une forte coorélation entre les resultats génotypiques et
les tests phénotypiques. Cette étude représente la description du gene gnrAqui confére une
résistance a la quinolone.Les génes qnrB et qnrS ont été détectéschez deux souches de

P.mirabilis(Figure26).

101



Résultats et discussion

1 2 345 6 7 8 9 10 11 12 13 14 - M

k. B B B E
’

Figure26.Profil électrophorétique des produits de la PCR des genesqnrA,
gnrB et gnrSdes souches de P.mirabilis.

Plusieurs mécanismes peuvent étre responsables del’apparition de cette résistance.Nous
rapportons la présence de genegnrS et de genegnrAchez des isolats de P. mirabilis en
Algérie.Cela témoigne lehaut niveau de résistance aux fluoroquinolones.Le géne gnrAa déja
été identifié en association avec plusieurs genes de résistances aux antibiotiqueschez des
isolats d’Enterobactercloacae (Yaiciet al.,2017)etchez des souches d'Escherichia coli(Yanat
et al.,2017) et chez une soucheclinique de P.mirabilis(Siebor et al .,2011). Le géne qnrB a
déja été décrit chez des souches de P.mirabilis isolées de la communauté (Yanat et al.,2017)
et d'Enterobacter cloacaeisolées de I’hopital d’Annaba(Khennouchi et al.,2015). Les
déterminants de la résistance aux quinolones induits par les genesgnrA, gnrB et gnrS ont été
déja trouvés chez P.mirabilis etles Enterobacteriaceaeen France (Nordmann et al .,2005) et

en Corée (Tamang et al., 2008).

Ce travailrévele que la plupart des isolats de P. mirabilis sont résistants a la
ciprofloxacine ;ilssont résistants a la céfotaxime et a I’aminoside.Cetteco-résistance peut étre
expliqué par le fait que les genes dep-lactamasesportés généralement sur des plasmides,
seraient souvent associés a des genes de résistance aux autres antibiotiques(Saito et
al.,2006).Nous notonsque la présence a la fois la résistance a la ciprofloxacine et de la

production de p-lactamase peut étre une conséquence de l'interaction d'une utilisation

102



Résultats et discussion

importante d'antibiotiques dans le passé et de conditions favorisant le transfert d'un patient a
l'autre. D'autres explications possibles incluent I'efflux actif, les altérations de la membrane

externe et des plasmides contenant un géne de B-lactamase de classe A.

V.4.4.1.Génes de résistance aux quinolones (mutation de Gyr A et ParC)

Au total,deux souchesde P.mirabilis isolées de deux patientssont hautement résistantes a la
ciprofloxacine, I'ofloxacine, et lanorfloxacine. Ces patients souffrent des infections urinaires
et de prostatites.Nous avons détecté une souche deP.mirabilis dans les spermes d’un jeune
patient de34 ans. La PCR standard a détecté deux fragments de 300 et 750 pb pour les genes
de gyr Bet parC(Figure 27 et Figure 28). Ce résultat montre que le principal mécanisme de
la résistance aux fluoroquinolones est probablement di a des mutations dans les génes codant

pour les gyrases ou les topoisomérases.

1234567 8 S 10 nNR2BKYTM 9 W 1N 1R2BKYTM

- - e - 750 pb

r-e @

Leglue GyrB Le géne du ParC

Figure 27.Profil électrophorétique des produits de la PCR des genesGyrB et ParC.

Cette étude représente la description des mutations des génes qui se produisent généralement
dans des zones hautement conservées de genes appelés le déterminant de la résistance a la
quinolonede gyr B et parC.Des substitutions multiples se produisent souvent dans différentes
positions de nucléotide.Les changements dans gyrB incluaient S464Y, S464F et E466D. Une
insertion de trois nucléotidesa été détectée dans le gyrB,elle donne lieu a un résidu de lysine
supplémentaire entre K455 et A456.Cela refléte le taux d'évolution élevé au niveau du

genegyrB. Des substitutions multiples ont été aussi observées au niveau de parC (S80R or -I),
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G78 (T en A), V87 (A en G), et F115 (C en T) (Figure 30 et 31).Ce qui élimine I’effet

inhibiteur de fluoroquinoloe sur la protéine cible (ADN gyrase).
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Figure 28. Amplification des produits de la PCR des genes gyrB et parC.

Cette étude represente la description des mutations des génes quise produisent généralement
dans des zones hautement conservées de genes appelés le déterminant de la résistance a la
quinolonede gyr B et parC.Des substitutions multiples se produisent souvent dans différentes
positions de nucléotide.Les changements dans gyrB incluaient S464Y, S464F et E466D. Une
insertion de trois nucléotidesa été détectée dans le gyrB,elle donne lieu a un résidu de lysine
supplémentaire entre K455 et A456.Cela refléte le taux d'évolution élevé au niveau du
genegyrB. Des substitutions multiples ont été aussi observées au niveau de parC (S80R or -I),
G78 (T en A), V87 (A en G), et F115 (C en T)(Figure29 et Figure 30).Ce qui élimine I’effet

inhibiteur de fluoroquinoloe sur laprotéine cible (ADN gyrase).

Ces reésultats concordent avec plusieurs études(Weigel et al., 2002 ;Saito et al.,2006).Des
concentration plus élevés (>32 fois)de quinolone ont été observés chez les souchesqui ontdes

mutations au niveau desgenesgyrB et parC.
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Figure 29.Spectre du géne gyrB sur logiciel CHROMAS Pro.
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Figure 30.Alignement multipledugéne gyrBsur le logiciel BLST (NCBI).

Il est maintenant établi que la résistance de P.mirabilis aux quinolones est corrélée avec la

consommation aléatoire de quinolones a I’échelle des hopitaux, des cabinets de médecine
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générale et de la communauté en général (Rakotovao-Ravahatra et al .,2017). Le respect
strict des recommandations d’antibiothérapie des infections courantes doivent permettre de
limiter drastiquement 1’utilisation des quinolones dans les infections urinaires, en limitant les
indications et les durées du traitement et en pratiquant une stratégie thérapeutique quand
I’antibiogramme le permet. Une modification majeure des pratiques de prescription est
rapidement nécessaire afin de sauvegarder ’efficacité de cette classe thérapeutique trés utile

en pratique courante(Rakotovao-Ravahatra et al .,2017).

Nous avons constaté que la co-présence des génes de résistanceaux [-lactamines, aux
aminosides et aux quinolones additionnésa la résistance naturelle et intrinséque chez cette
bactérie (la tetracycline et a la colistine),(Stock ,2003) complique le choix antibio-
thérapeutique au niveau des unités des soins ambulatoires du Nord-Ouest d’Algérie en raison

de la propagation des souchesextrémement resistantes aux antibiotiques.

Parmi les principales causes de 1’émergence des souches deP.mirabilismultirésistantesdans le
centre hospitalo-universitaire (CHU) d’Oran etles unités des soins ambulatoiressont : le choix
de l'agent et la durée du traitement peuvent étre incorrects dans 50% des cas de prescription
d'antibiotiques (Dellit et al., 2007).Cependant, plusieurs rapports scientifiques ont illustré que
l'indication du traitement de 30% d’antibiotique recus par des patients adultes hospitalisés
étaient inutiles.Les antibiotiques ont souvent été utilisés pendant une durée supérieure a celle
recommandée ou pour le traitement des micro-organismes colonisateurs ou contaminants

(Fridkin et al., 2014).

La prescription incorrecte d’un antibiotique par les prestataires de soins de santé expose
chaque patient a des complications potentielles du traitement d’antibiotique sans aucun
bénéfice thérapeutique. L’une de ces complications est [Dinfection due a

P.mirabilismultirésistante(Fridkin et al., 2014).

L’émergence de la résistance bactérienne aux antibiotiques constitue un enjeu de santé
publique partout dans le monde. L’épidémiologievariable de la résistance bactérienne aux
antibiotiques impose la mise en place d’unesurveillance continue et régulicre de 1’écologie
microbienne isolée en milieuhospitalier. De ce fait, cette étude propose de faire un premier

état des lieux concernant les bactéries multirésistantes. L’émergence de la résistance est a
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I’origine des hospitalisations prolongées et entraine uneaugmentation des dépenses médicales
et de la mortalité.Une meilleure connaissance de 1’écologiebactérienne locale permet

d’instaurer des conduites basées sur des données objectives (Said,2005).

Ainsi, la propagation de ces bactéries multirésistantes et 1’absence de nouveaux antibiotiques
font courir un risque d’impasse thérapeutique de plus en plus fréquent.Pour faire face a cette
situation, I’idée n’est pas de trouver une solution permettant d’éviter I’apparition des
résistances, car les bactéries trouveront toujours un moyen de s’adapter ; ilconvient plutdt de
préserver le plus longtemps possible I’efficacité des antibiotiques disponibles. Des mesures
élémentaires comme le lavage systématique des mains reste fondamental pour éviter la
diffusion d’entérobactéries résistantes.La dissémination de la résistance bactérienne a
I’antibiotique est étroitement corrélée a I’ampleur de la pression de sélection.Le seul espoir
est d’essayer de retarder cette dissémination par l'usageprudent, ciblé et raisonné des

antibiotiques(Said,2005).
V.5.Caractérisation des groupes d'incompatibilité plasmidique

Letypage des replicons plasmidiques est une technique qui peut déceler le support génétique
porteur des genes de résistance selon le mode de réplication de plasmide.Elle donne le groupe
d’incompatibilité en se basant sur les origines de réplication isologue.C’est une méthode
épidémiologique qui permetle typage des plasmides associésa la résistance aux
antibiotiques(Carattoliet al., 2009).

La méthode de PCR basée sur les réplicons est potentiellement applicable sur tousles
Enterobacteriaceae, elle est souvent utilisée pour montrer la diffusion des principaux groupes
d’incompatibilit¢ plasmidique dans les différentes espaces (Carattoliet al.,2009). Cette

méthode a révélé I’implication des plasmides comme un support génétique de la résistance.

Dans cette étude,nous avons pu démontrer 4 souches communautairesqui hébergentdes
plasmides IncA/C, porteuses de gene blacmy-2 (Figure 31).Les résultats de typage des
replicons plasmidigues ont également montré deux souches de la communauté qui hébergent
les plasmides IncFII2 et IncP; elles sontporteuses d’unmelange de genesde résistance(TEM-
1/CTX-M-2et aac (6')-1b-cr, ant(3')-la et gnrA) auxantibiotiques(Figure32). Aucun groupe

d’incompatibilité plasmidique n’a été détecté chez 8 souches testées.
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Figure 32.Produitsde la PCRde plasmide Inc Psur gel d’agarose 1%.

Dans notre étude, le typage des replicons plasmidiques a montré que les plasmides IncA/C se
trouvent chez deux souches hospitalieres qui portent les génes (blacmy-2 rem-1 €t qnrA et aac3-
IV/aac3-1) codant la résistance aux antibiotiques et chez une souche communautaire qui porte
un mélange des génes de résistance (blactx-2 €t qnrA plus ant-3-11 /aac3-1) aux antibiotiques.

Ce type de plasmidea été déja rapportédans plusieurs études en Algérie et en Europe
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(labadene et al., 2009;Carattoliet al, 2009 ;Gharout-Sait et al., 2015).Au cours des
derniéres décennies, denombreuses études ont decrit le plasmide de type IncA/C qui est le
principal facteur impliqué dans la propagation du géneblacmy-2. 1l a été fréquemment identifie
chez P.mirabilisdans diverses régions dans le monde(Etats-Unis, Chine, France) (Verdet et

al.,2009;Harada et al.,2010).

Les plasmides du groupe d’incompatibilité IncA/C sont des éléments génétiques mobiles qui
ont un large spectre d’hote.lls ont été isolés de bactéries a Gram négatif provenant detous les
environnements (Verdet et al., 2009 ;Harada et al., 2010) suggérant la possibilité d une
transmissionclonaledes souches multirésistantes.Le plasmide du groupe IncA/C est le support
génétique de gene de résistance aux sulfamides et aux tetracyclines.lla été isolé en 1971 d’une
souche d’Aeromonas hydrophila.Ce qui illustre les capacités de diffusion et de persistancequi
investissent des niches écologiques distinctes a travers le monde.lls s’adaptent a un large
spectre d’espeéces bactériennes(Verdet et al., 2009 ;Harada et al., 2010).Des études ont
confirmé que les plasmides du groupe IncA/C possédaient un squelette tres conserve et
synthénique, sans réarrangement génétique, qui code pour les fonctions de réplication, de
transfert et de maintien. Cette forte conservation du squelette de plasmide IncA/C évolue trés
probablement en milieu hospitalier en intégrant le géne blacuy-2(Verdet et al., 2009 ;Harada

et al., 2010).

En effet,’association du plasmide IncA/C avec la dissémination de géne CTX-2 a été décrite
chez les souches d’origine humaine au Brésil (Dropa et al., 2015).Ce géne a été déja signalé
chez des souches de P. mirabilis au Japon.Il est localisé sur un plasmide transférable IncT
(Dropa et al., 2015).Seules quelques publications décrivent la laison entre les souches
produisant des béta-lactamases de type CTX-2 et le plasmide IncA/C(Dropa et al.,
2015).1abadene et al (2019) ont montré que le plasmide d'IncA/C est lié avec le géne CMY -
2chez deux isolats de P.mirabilis(labadene et al., 2009). Ce qui illustre la diversité des

plateformes plasmidiques associées a ce gene.

Plusieurs études ont déja montré la relation entre les génes codant lesp-lactamases a spectre
étendu (blactx-m) et les plasmides IncFII2 et IncP dansles souches de P.mirabilis(Mahrouki

et al.,2012) et dans les isolats cliniques d’Escherichia coli(Doumith et al ., 2012). Ce qui
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montre I’importance des plasmides dans la diffusion des épidémieset ladiversité génotypique

des souches étudiées.

Le squelette des plasmidesincFI12 et IncP porte de nombreux génes codant pour un appareil
conjugatif, ce qui permet a ces plasmides d’étre transférés d’une cellule a une autre. Le large
spectre d’hote de ces plasmides nécessite que ces derniers soient, non seulement capables de
se répliquer et de se maintenir au sein des souches de diverses espéces bactériennes mais aussi
qu’ils puissent étre transférés ade nombreuses bactéries. L’appareil conjugatif a donc une

influence sur le spectre d’hote du plasmide (Doumith et al., 2012).

Cependant, nous n'avons pas pu déterminer I'emplacement du gene de CMY-2 chez huit
souches.Donc I’intégration d’un elément conjugatif (Tn6450SXT/ R391)dans le chromosome
ou plasmide peut etre responsable de la présence de ce géne (Verdet et al., 2009).En plus,le
transposon spécifique d’ISEcplest responsable de la propagation de géne blacmy-2entre les

membres de la famille des Enterobacteriaceae(Harada et al., 2010).

Les plasmides de résistance conjugatifs qui sont ubiquitaires conférent un avantage sélectif et
adaptatif chez la bactérie hote.Dans la plupart des cas, ce sont des porteurs de multiples genes
de résistance qui peuvent jouer un rdle important dans le transfertet la dissemination
horizontale du matériel génétique entre les différentes souches de P.mirabilis non reliées
génétiqguement.Cela facilite 1’émergencedes épidémies et des clones extrémement résistants

aux antibiotiques(Frost et al., 2005).

Une des premiéres fonctions de la mobilitéplasmidique est de permettre le brassage génétique,
aussi bien entre des souchesde P.mirabilis, qu’entre différentes d’espéces (Frost et al., 2005).
Cet échange de génespermet de créer une diversification bactérienne qui leurpermetde

s’adapter rapidement & un nouvel environnement (Frost et al., 2005). Cela peut expliquer

I’évolution rapide de génome deP.mirabilis et la diversité génetique intra-espéce.

V.6.Typage et relation clonal entre les souches
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V.6.1. Typage moléculaire parla technique ERIC-PCR

Le typage des souches par la technique de consensus intergénique répétitif entérobactérien
(ERIC)-PCR a éte réalisépour étudier la relation clonale entre les souches de
P.mirabilismultirésistantes.Les profils d’ADN étaient clairement détectables via des modéles
d'empreintes digitales spécifiques. Les résultats de la techniqued’ERIC-PCR ont montré une
diversité génétique tres importante. Cette technique a identifié trois profils génétiques

différents.

Le clone ERIC-type A aenglobé 8 souchesprédominantesd’origine hospitaliere (57,14%)qui
présentent le méme profil de migration sur gel d’électrophorése. Les souches de clone ERIC-
type A sont porteuses de géne deblacuy--. Le clone ERIC-type A estprincipalement isolé de
service de réanimation/chirurgie. L’ERIC-type B qui regroupetrois souches(21,42%) ,portent
le geéneblactx,- d’origine communautaire. L’ERIC-type C qui comprendtrois
souches(21,42%)d’origine hospitaliére (CHU d’ Oran), présentent un génotype différent
(Figure33).

9 ,10 11 12 13 13 - M J

Le clone
Le clone ERIC-type C

Le clone ERIC- clos . ERIC-type B
u.t,\me A -

Figure33.Typage de P.mirabilis par la technique d’ERIC-PCR.
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Pour confirmer la diversité trouvée par la technique d’ERIC-PCR, nous avons pratiqué la
technique d’ERIC2*-PCR sur la méme collection des souchesde P.mirabilis. Les profils de la
technique d’ERIC-PCR ont montré les mémes résultats que les profils de la technique
ERIC2*-PCR. Cette technique a permis de voir les isolats possédant lemémegénotype.lls sont
descendants d’une méme souche et donc nous confirmonsla notion d’hétérogénéité

intrinseque des souches de P.mirabilis(Figure34).

ERIC-PCR 9 10 11 12 13 14 T- M

Le clone ERIC-PCR
Le clone ERIC-PCR de type A
de type B
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Figure 34.Typagede P.mirabilispar la technique d’ERIC-PCR.

Les techniques d’ERIC-PCRet ERIC2*-PCRont révelé que les souches de P. mirabilissont
séparées en trois clones différents. Cette méthode génotypique est actuellement considérée
comme un outil puissant pour analyser les foyers épidémiques (Gillings et al.,1997 ;Bosi et
al.,1999 ),se basant sur la position de la séquenced’'ERIC dans le génome (séquence dans les
génomes entérobactéries). La technique d’ERIC-PCR est une technologie de génotypage
simple, efficace et économique qui permet de discriminer la diversité et la relation
clonaleentre les souches. En effet, les séquences d’ERICs sont reconnus comme des
séquences d’ADN mobiles en association avec des éléments transposables inversés (Ranjbar

et al.,2017).

Les séquences d’ERIC sont reconnues dans un trés grand nombre de génomes bactériens, y

compris la famille d’Enterobacteriaceae. Les séquences de palindrome incomplétes chez
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P.mirabilis sont genéralement détectées dans des zones transcrites en association avec un
consensus intergénique. De plus, il existe différents nombres de copies de séquences ERIC
dans les souches de P.mirabilis. Une diversité significative du nombre de copies a été
trouvéeau niveau de génomede P.mirabilis. Cette diversité évoque de processus de I’évolution

des souches bactériennes au sein de la population de P.mirabilis(Ranjbar et al.,2017).

Leclone d’ERIC-type Aprésentehuit souches de P. mirabilis,il a été détectéau niveau de CHU
d’Oran etposséde le méme génotype de résistance (CMY-2- / TEM-1 / gqnrA / AAC (3) -1V).
Ce groupe spécifique de clone d’ERIC-type A suggere une circulation d’une gamme de
souches de P. mirabilis dans les différents services de la réanimation / chirurgie de CHU
d’Oran. Ceci est comparable a ce qui aété retrouvé dans les études de Khennouchi et
al(2015), Tervino et al(2010) dansla région de I’Est d’Algeérie et du bassin méditerranéen.

Dans le clone d’ERIC-type B, nous avons constaté que la présence du méme plasmide
d'incompatibilité IncA/Cchezles souches de P.mirabilis.Ceresultat a montré I’importance de
transfert plasmidique dans I’émergence des épidimies au filde temps.Ce qui augmente la
gravité des infections communautaires.La pression desélection liée a 1’utilisation
d’antibiotiques a large spectre conduit a I’émergence des clones bactériens résistants aux
antibiotiques.

En outre, de nombreuses études ont montré qu’il y a une corrélation entre le protéotypage par
la technique de spectrométrie en masse MALDI-TOF et le génotypage par la technique
d’ERIC-PCR pour certaines souches bactériennes (Trevino et al.,2010; Khennouchi et al.,
2014).La technique d’ERIC-PCR est une bonne approche pour le typage moléculaire des
souches de P.mirabilis isolées de différentes sources. Les résultats de la technique d’ERIC-
PCR peuvent étre traités par différents types de logiciels tels que GelClust pour générer des
dendrogrammes utiles.C’est une méthodologie tres intéressante et inestimablepour la

classification phylogénétique des souches deP.mirabilis.

Plusieurs publications ont fait I’objet de 1’étude de la diversité de cette bactérie par la
techniqued’ERIC-PCR.Chen et al(2017) et Tsakriset al (2007) ont examiné 317 souches de
P.mirabilis.La technique d’ERIC-PCR a confirméque la dissemination clonale de I'intégron

fonctionnel de classe 1 hébergeant dans les souches de P. mirabilis.

Michelim et al(2008)ont évaluéle pouvoir discriminant de plusieurs méthodes: RAPD-PCR,

ISSR-PCR, ERIC-PCR, BOX-PCR et rep-PCR pour analyser des isolats cliniques de P.
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mirabilis.lls ont trouvé que les résultats de la technique d’ERIC-PCR donnent une efficacité

discriminante élevée et constituent une alternative rapide et fiable.

V.6.2. Typage protéomique parla techniquede MALDI-TOF

Le typageprotéomiquepar la technique de spectrométrie de masse MALDI-TOF a été utilisé
pour étudier les relations épidémiologiquesentre les différents isolats de P. mirabilis.Le
typage protéomique analyse leurs protéines ribosomales etétudiela  similarité
protéomique.C’est unetechnique alternative utiliséepour réaliser les meilleures enquétes
épidémiologiquessur les bactéries pathogénes, en particulier sur I'émergence des clones
spécifiques (Khennouchi et al., 2015).Les details de regroupementdes dendrogrammes ont
été déchiffres sur la base du seuil arbitraire défini a différents niveaux de
distance(Khennouchi et al., 2015). Le seuil arbitraire 540, 1000 a été selectionné pour le
dendrogramme de 14 souches de P.mirabilis multirésistantes;Le seuil arbitraire 900, 140 a été
sélectionné pour le dendrogramme de 166 souches cliniques de P.mirabilis.
Laphyloprotéomique de toutes les souches de P.mirabilisa été construite en utilisant le
logiciel Biotyper Bruker 3.0 (Bruker Daltonics).Les protéines ribosomales et les protéines
associées aux membranes ont partagéles souches en clusters.Ce regroupement est associé aux
origines de prélevements (les régions géographiques).Selon le niveau de distance arbitraire
140, le dendrogramme de 180 souches cliniques de P.mirabilis(Figure35)a montré unsub-
cluster spécifique regroupe tous les isolats produisant des enzymes de p-lactamases (BLSE)
ou/et céphalosporinases (AmpC).

Selon le niveau de distance arbitraire 950, le dendrogramme a dévoilé ’embranchement des
souches en 4 clusters (Figure 35):le phyloprotéomique de groupeG1l qui rassemble les 5
souches deP.mirabilis isolées d’Ain Defla, le  phyloprotéomique de groupeG2 était
significativement associé aux souches isolées de Chlef(p<0.01), le groupe G3 regroupedes
souches des régions géographiques différentes. Le groupeG3 était significativement lié aux
souches isolées d’Ain Defla (p<0.01) ;Le groupe G4étaitsignificativement associé aux

souches isoléesde Khemis Miliana(p<0.01)(Figure35).
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Figure 35.Typage protéomique de P.mirabilis parla technique deMALDI-TOF/MS.

Les resultats de cette étude sont compatibles avec d’autres études, quiont montré que la

technique despectrométrie de masseMALDI-TOF est capable d'identifier et classer les

souches bactériennes dans des unités separées selonle profil de résistance et la région

géographique (Khennouchi et al., 2015).Ces résultats suggerent que les souches isolées de la

méme région géographique sont tres proches par leur structure et la masse protéique.Ce qui

estintéressant pour la caractérisation rapide des sources declonesa haut risque épidémique.

En outre, la plupart des spectres de MALDI-TOF sont composés de protéines bien

conservées, dotées de fonctions ménagéres affectées de maniére minimale par les conditions

environnementales. Elles sont donc considérées comme optimales pour le typage protéomique

des bactéries qui difféere considérablement du typage génétique(Spinaliet al., 2015 ;Sauget et

al.,2017).
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Le typage protéomique par la technique despectrométrie de masse MALDI-TOF de 14 isolats
de P. mirabilis a montré que nos isolats sont séparés en trois regroupements en fonction de
leur génotype de résistance spécifique et de leur origine (Communauté/CHU).Ce qui est peut
étre important pour identifier rapidement les sources d’isolats et leursconducteurs

moléculaires (Trevino et al.,2010 ;Khennouchi et al., 2015).

Selon les données générées par l'analyse de similarité, toutes les souches de clone d’ERIC-
type A sont productrices des enzymes def-lactamases(CMY-2-/TEM-1-);elles sont situées
dans leméme cluster despectrométrie de masse MALDI-TOF (Cluster2).Des souches de
cloned’ERIC-typeBqui ont été isolées de la communauté ; ellessont productrices de pB-
lactamases de type CTX-2.Alors que les clones de type C assemblaient une souche de CHU
d’Oran et deux souches de la communauté ; ellessontproductrices des enzymes dep-
lactamases(CMY-2/CTX-2). Les clones d’ERIC-type C ont été regroupés dans le
dendrogramme de spectromeétrie de masse (Groupe 1) avec une souche de clone type
B(Figure36).Ce qui reflete un taux plus elevé d'évolution intrinseque et une diversité du

génotype chez les souches de P.mirabilis.
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Figure 36. Protéotypage des souches de P.mirabilispar la technique deMALDI-TOF.

Le typage protéomique bactérien parla spectrométrie de masse d’ionisation désorption laser
(MALDI-TOF/MS) est un outil épidémiologique quipourrait se positionner comme une
technologiea haut débit.Cette technique peut étre utiliséepour distinguer les isolats
bactériens.Des unités de recherche dans le monde ont réussi a réorienter la fonction initiale de
cette technologie de leur objectif principal a I’étude de la chaine de transmission bactérienne

et de créer des programmes de surveillance épidémiologique a grande échelle.

Cependant, des sous-groupes bactériens identiques pourraient étre identifiés par des pics non
liés a des méthodes indépendantes qui limitent ainsi leur robustesse et leur exploitabilité
(Spinali et al., 2015 ;Sauget et al.,2017). De maniere générale, les différentes recherches

scientifiques ont confirmé récemment 'utilité et la fiabilité de typage bactérienne par la
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technique de spectrométrie de masse MALDI-TOF(Trevino et al.,2010 ;Spinali et al .,
2015;Khennouchi et al., 2015 ;Sauget et al.,2017).

En effet, ’analyse génomique basée sur les génes conservés classe les bactéries en fonction de
leur génome central qui représente moins de 10% du génome,tandis que 90% du génome est
composé de geénes accessoires(éléments génétiques mobiles). Par conséquent, ce génome
central ne représente pas la majorité des protéines exprimées.Contrairement a l'analyse
protéomique qui repose sur les protéines fonctionnelles exprimées de cellules entieres. Par
conséquent, ces deux approches pourraient étre complémentaires.La technique de typage de
séquences multifocales (MLST) est basée sur l'analyse du génome central.Ellepermet de
classer les bactéries en fonction de leurs génes conservés indépendamment de leurs genes

accessoires(Spinali et al., 2015 ; Sauget et al.,2017).

V.6.3. Traitement et instabilité de P.mirabilis

P.mirabilis est un agent pathogéne important avec un pan-génome complexe responsable des
infections graves.L’extréme diversité observée au sein des souches de P.mirabilis est
devenue un important point qui attire des scientifiques.Plusieursrapports scientifiques ont
démontré que chaque souche deP.mirabilisest caractérisée par un degré d’instabilité tres élevée
selon le biotope.Le plus souvent,’échec thérapeutique est due a la présence de multiples
génes de résistance développés a cause de la variation génomique élevée de souche

d’origine,ou I’apparition des souches résistantesa partir de la sélection naturelle.

Le genotypage et le protéotypage des souchesde P.mirabilismultirésistantes sont
trésimportants pour caractériser les clones qui causent des infections graves et qui résistent le
plus au traitement.Ces informations peuvent étre d’un grand intérét pour les médecins et

peuvent les orienter pour I’adaptationd’un traitement adéquat.
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Actuellement, I'émergencedes souchesmultirésistantesest une étape vers I’impasse
thérapeutique de santé publique en Algérie.En effet, nous assistons & une importante

recrudescence des infections graves due aux bactéries multirésistantes.

Les principales causes de survenue de ce phénoméne sontle choix erroné de I’antibiotique, le
long séjour a I’hopital,le choix empirique de la prescription de traitement, la diffusion des
épidémies de résistance etle transfert de la résistance d’un milieu & ’autre via la pression de

la sélection.

L’émergence mondiale des souches deP.mirabilis multirésistantes constitue une réellemenace
car cette bactérie est commensale aérobie majeure du tube digestif de I’homme et la premiere

espece responsable des infections urinaires.

A cet égard, une caractérisation moléculaire de la résistance aux antibiotiques chez
P.mirabilis est donc nécessaire pour évaluer le traitement approprié et de créer un programme
national de surveillance pour contréler et prévenir 1’émergence de la résistance de cette

bactérie en Algérie.

Dans notre étude, 180souches de P.mirabilisont été collectées a partir de237prélevements
pathologiques provenant de différents établissements de santé de Nord-ouestd’Algérie.De
plus, les techniques biochimiques conventiennelles et les techniques protéomiques
modernesont montré une forte prévalence de I’infection communautaire et nosocomialede
P.mirabilis (75.9%),soulignant I’importance de recombinaison des techniquespour le
diagnostic rapide de P.mirabilis, avec une sensibilité et une spécificité tres élevée.

Nos résultats ont présenté une fréquence élevée de la résistance des souches d’origine
nosocomiale aux grandes familles d’antibiotiques : céphalosporines (45%), quinolones
(45%), aminosides (50%)par rapportau taux moderé des souches d’origine communautaire de
la résistance aux antibiotiques : quinolones(45%),aminosides(15%).Un taux faible (2.5%) de
résistance vis-a-vis des carbapénemes a été constatédans les deux millieux.Cela montre que le
pourcentage des souches multirésistantesest en perpétuelle évolution en Algérie.

Cette étudeévoque que P.mirabilisprésente plusieurs phénotypesde larésistance (béta -
lactamase BLSE et/ou céphalosporinase AmpC),Cesderniers sontassociésa la résistance aux
quinolones, aminosides.Ces résultats confirment en général que I’éfficacité de I’antibiotique
décroit au fil des temps et révele ’augmentation de la résistance a diverses familles
d’antibiotiques.
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La recherche moléculaire parla PCR standard et le séquencage permet non seulement la
détection de génotype,mais éegalement le support génétique associé a la résistance aux
antibiotiques.Dans cette étude, nous rapportons 1’émergence des genes codantla résistance aux
aminosides, aux B-lactamines et la résistance aux quinolones des souches deP.mirabilis
isolées du CHU d’Oran et de la communauté dans quatre villes situées dans Il'ouest-nord
d'Algérie.

En Algérie, les céphalosporines, les quinolones,et les aminosides sont les antibiotiques les
plus utilisés dans la stratégie de traitement thérapeutique de P.mirabilis. Le taux de résistance
est éleve et les mécanismes associés sont trés variés.Une diversité génétique avec 1’émergence
des nouveaux génes a été détectée dans la région géographique de 1’Ouest. Notre étude a
permis la détection chez des souches cliniques de P.mirabilis des génes de résistance CMY-
2,CTX-2-,TEM-1 et SHV aux béta-lactames, des genes de résistance aac(6’)-1b-cr, aac(3’)-
1V, ant(3’)-1 et aac(3’)-1 aux aminosides, des genes de résistance OXA-48 aux carbapénemes
et des genes de résistance qnrA, gnrB etgnrS aux quinolones.Cela pourrait étre di a une
utilisation croisée des antibiotiques dans le traitement des infections dans leshdpitaux.La
diffusion rapide des souches multirésistantesdans la communauté confirme que celles-ci

viennent du millieu hospitalier.

Nos résultatsrévelentquele support de la multirésistanceest porté sur des plasmides de
typelncFIA, IncA /C, IncP.Ceci peut suggérer que la source d’une épidémie est due a leur
transfert et leur circulation d’une bactérie a I’autre et/ou d’une souche a I’autre. Ces plasmides
sont porteurs de plusieurs genes de resistanceaux grandes familles d’antibiotiques
quifacilitentl’apparition des souches deP.mirabilismultirésistantes etleur dissémination dans

la communauté.

Il est important de noter que la résistance totale des souches de P. mirabilis aux B-lactames,
aux aminosides et aux quinolones estdue a 1’acquisition des plasmides multirésistants ou
desgenes codés par des chromosomes.L’analyse de la diversité génétique et la relation clonale
des isolats sur la base phyloprotéomique parle spectrométrie de masse MALDI-TOF et
I’approche moléculaire parla technique d’ERIC-PCRprésenteun subcluster specifique
composeé de plusieurs souches isolées chez des patients au niveau du service de chirugie et de

réanimation de CHU d’Oran.

Les souches de P.mirabilis étudiées ont montré une forte présence de génes de résistance

associés aux risques épidémiques.Ces résultats suggerent la nécessité de surveiller et de
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traiter les patients,en vue de prévenir la dissémination des souches multirésistantes

impliquéesdans les maladies gravescomme les calculs renaux.

Nous constatons, dans cette étude, que les souches multirésistantes sont implantées sous
formes de petits foyers dans la région ouest-nord d’Algérie.Ceci conduit a ’extension des
souches vers les autres régions. La gestion du risque infectieux exige une vigilence en
détectant les clones a haut rique et prendre des mesures pour suivre leur dynamique

d’évolution.

D’autre part,grace a cette étude,nous avons identifiéuneévolution de cette bactériechez un
patient infecté,les interactions moléculaires que subit cette bactérie dans lesdifférents
écosystémespour s’adapter a son biotopeet résister aux molécules antimicrobiennesqu’elle

peut rencontrer durant sa longue infection de ’homme.

Le genotypage et le protéotypage sontdes techniques trésimportantespour caractériser les
souchesmultirésistantes qui causentles infections les plus graves.Ceux-ci sont tres
importantspour prévenir 1’éclosion d’épidémies hospitalicres et communautairesetainsi

engager des mesures prophylactiques et thérapeutiques adéquates.

Cette étude montre ’importance des techniques protéomiques (MALDI-TOF) qui permettent
la deétection de P.mirabilis et la caractérisation directe desconducteurs moléculaires de
résistance par comparaison aux méthodes génotypiques,d’autant plus que ces méthodes sont

faciles a standariser.

Nos résultats montrent I’importance de 1’élimination de P.mirabilis pour prévenir la
dissémination des souches hautement résistantes en Algérie. D’autres études plus poussées
sont souhaitables. Pour plus d’éfficacité de nombreuses perspectives peuvent étre envisagees :
e Etude de la résistance de P.mirabilis auxcarbapénémes.
e Etude des mécanismes moléculaires de la résistance des plasmides.
e La construction d’une base de données de séquence type parla technique detypage de
séquences multifocales (MLST).

e Approfondir les recherches sur lesgénomes et leurdiversitéde P.mirabilis.
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Annexe 1. Identification des souches de P.mirabilis

1. Identification conventionnelle deP.mirabilis (tests biochimiques)

TN ) "nfs“:ﬁ*(q;«_gg \

- Ty > S S

Figurel.

Figure2.

Identification de P.mirabilis par la galerie classique.
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Figure3. Testeuréase positive en quelques minutes de P.mirabilis

2.1dentification automatique par la technologie haut débit « MALDI-TOF »:

Figure4. Identification des souches par la spectrométrie de masse MALDI-TOF
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Annexe 2. Les différentes amorces utilisées

Tableau 1. Amorces codant la classe A et classe C utilisées pour les PCR standard et
séquencage.

Geéne Séquence5—3 référence

ampC1 ATG ATG A AAAAATCGTTATGC (Dominique Decré et al.,2002)
ampC2 TTG CAG CTTTTC AAG AAT GCG C

AmpC/I-F GATGGCAARGCCCACTAYTTC
AmpC/I-R TTGGCCAGCATGACGATG

(D’ Andrea et al ,2006)

CMY/F GGGCCCGGACACCYTTTTGC
CMY/R TAAGTGTAGATGACARCAGG

(D’ Andrea et al ,2006)

TEM-F CTTATTCCCTTTTTTGCGGC (Siebor and Neuwirth, 2011)

TEM=R " GGTCTGACAGTTACCAATGC

SHV-F  GGGTTATTCTTATTTGTCGC (Siebor and Neuwirth, 2011)

SHV-R " G1TAGCGTTGCCAGTGCTCG

CTX-M-F ATGTGCAGYACCAGTAA _ _

CTX-M-R (Siebor and Neuwirth, 2011)
ACCGCRATATCRTTGGT

Tableau 2. Amorces codant la classe D utilisées pour les PCRs standard et séquencage

Gene Sequence5-3 réference
OXA-48-F 5-TTGGTGGCATCGATTATCGG3’ .
(Mathlouthi et al.,2016)
OXA-48-R GAGCACTTCTTTTGTGATGGC3’
OXA-51-like 5'-AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG3’
(Woodford et al.,2006)
OXA-51-like 5'-CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC3’
OXA-58-like 5'-GAT CGG ATT GGA GAA CCA GAY®
(Woodford et al.,2006)
OXA-58-like 5'-ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT3’
OXA-23-like 5'-GAT CGG ATT GGA GAA CCA GAY®
(Woodford et al.,2006)
OXA-23-like 5'-ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT3’
OXA-24-like 5-GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA3’

(Woodford et al.,2006)
OXA-24-like 5'-AGT TGA GCG AAA AGG GGATT3’
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Tableau 3. Amorces codant la résistance auxaminosides pour les PCRs standard et

séquencage.

Géne Sequence5—3 référence
aac(6)-1b-F TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA _

(Kim et al.,2009)
aac(6")-1b-R CTCGAATGCCTGGCGTGTTT
aac(3)-1-F AGCCCGCATGGATTTGA i

(Kim et al.,2008)
aac(3)-1-R GGCATACGGGAAGAAGT
aac(3)-11/VI-F GCCCATCCCGACGCATCSATGG _
aac(3)-11/VI-R CGCCACCGCTTCGGCATARTGSA (Kim et al.,2008)
aac(6)-11-F AGCCCGCATGGATTTGA (Kim et al.,2008)
aac(6)-11-R GGCATACGGGAAGAAGT

(Kim et al.,2008)
rmtA-F CTAGCGTCCATCCTTTCCTC _
rmtA-R TTTGCTTCCATGCCCTTGCC (Kim et al.,2008)
rmtB-F CCCAAACAGACCGTAGAGGC
rmtB-R CTCAAACTCGGCGGGCAAGC

(Kim et al.,2008)
aac(6")-11-F AGCCCGCATGGATTTGA (Kim et al.,2008)
aac(6)-11-R GGCATACGGGAAGAAGT
armA-F AGGTTGTTTCCATTTCTGAG (Kim et al.,2008)
armA-R TCTCTTCCATTCCCTTCTCC

aph(3)-VI-F GACGACGACAAGGATATGGAATTGCCCAATATTATT
aph(3)-VI-R GGAACAAGACCCGTTCAATTCAATTCATCAAGTTT
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Tableau 4. Amorces codant la résistance aux quinolones utilisées pour les PCRs standard et

séquencage.
Géne Sequence5—3 référence
QnrA-F AGAGGATTTCTCACGCCAGG (Cattoir et al., 2007)
QnrA-F TGCCAGGCACAGATCTTGAC
QnrB-F GGMATHGAAATTCGCCACT .
QnrB-R TTTGCYGYYCGCCAGTCGAAC (Cattoir et al., 2007)
Qnrs-F GCAAGTTCATTGAACAGGG (Cattoir et al., 2007)
Qnrs-R TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
gyrA-F CCAGATGT(A/C/T)CG(A/C/T)GATGG (Weigel et al.,2002)
gyrA-R ACGAAATCAAC(G/C)GT(C/T)TCTTTTT
gyrA-F1 TGCCAGAGAAATCACACCAG3’ (Mazzariol et al.,2012)
gyrA-R1 TTTCCAAATCCGCCAGCAG 3’
parC-F TTGCC(AIT)TTTAT(C/T)GG(G/T)GATGG (Weigel et al.,2002)
parC-R CGCGC(A/T)GGCAGCATTTT(AIT)GG
gyrB-F TGA(CIT)GATGC(G/C/A)CG(T/C)GAAGG (Weigel et al.,2002)

gyrB-R

CGTACG(A/G)ATGTG(C/A)GA(G/A)CC
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Tableau5. Amorces de Carattoli pour détecter les groupes d’incompatibilité plasmidique

Name DNA sequence Target Amplicon size site  (bp)
HI2 FW 5'-tttctcctgagtcacctgttaacac-3' iterons 644

HI2 RV 5'-ggctcactaccgttgtcatcct-3'

11 FW 5'-cgaaagccggacggcagaa-3' RNAI 139
11 RV 5'-tcgtcgttccgecaagttegt-3'

X FW 5'-aaccttagaggctatttaagttgctgat-3' ori 376
X RV 5'-tgagagtcaatttttatctcatgttttagc-3'

L/M FW 5'-ggatgaaaactatcagcatctgaag-3' repA,B,C 785
L/M RV 5'-ctgcaggggcgattctttagg-3'

N FW 5'-gtctaacgagcttaccgaag-3' repA 559

N RV 5'-gtttcaactctgccaagttc-3'

FIA FW 5'-ccatgctggttctagagaaggtg-3' iterons 462
FIA RV 5'-gtatatccttactggcttccgcag-3'

FIB FW 5'-ggagttctgacacacgattttctg-3' repA 702
FIB RV 5'-ctcecegtegcettcagggcatt-3'

W FW 5'-cctaagaacaacaaagcccccg-3' repA 242
W RV 5'-ggtgcgcggcatagaaccgt-3'

Y FW 5'-aattcaaacaacactgtgcagcctg-3' repA 765

Y RV 5'-gcgagaatggacgattacaaaacttt-3'

P FW 5'-ctatggccctgcaaacgcgccagaaa-3' iterons 534P

PRV 5'-tcacgcgccagggcegcagcec-3'

FIC FW 5'-gtgaactggcagatgaggaagg-3' repA2 262
FIC RV 5'-ttctectegtcgecaaactagat-3'

A/IC FW 5'-gagaaccaaagacaaagacctgga-3' repA 465
A/C RV 5'-acgacaaacctgaattgcctcctt-3'

TFW 5'-ttggcctgtttgtgcctaaaccat-3' repA 750
TRV 5'-cgttgattacacttagctttggac-3'

Flls FW 5'-ctgtcgtaagctgatgge-3' repA 270
Flls RV 5'-ctctgccacaaacttcage-3'
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Freps FW 5'-tgatcgtttaaggaattttg-3' RNAI/repA
Freps RV 5'-gaagatcagtcacaccatcc-3'

K/B FW 5'-gcggtccggaaagccagaaaac-3' RNAI
KRV 5'-tctttcacgagcccgccaaa-3'

B/O RV 5'-tctgegttcegecaagttcga-3' RNAI

270

160

159

Tableau 6. Amorces de Carattoli et alpour détecter les groupes d’incompatibilité plasmidique

Amorce Séquence (5°-3%) Référence programme de PCR

ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG  (Bosi et al.,1999) 94°C 4min, [94°C 40s, 40°C 1 min],
72°C 5 min] 40 times, 72°C 10min

ERIC1 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC  (Gillings et al.,1997)  94°C 4 min, [94°C 40s, 40°C 1 min]
72°C 5 min] 40 times, 72°C 10 min

ERIC2* AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG (Gillings et al.,1997) 94°C 4 min, [94°C 40s, 40°C 1

min], 72°C 5 min] 40 times, 72°C

10min
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Annexe3:I’analyse phéntypiques des souches de P.mirabilis multirésistantes
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Figurel.Antibiogramme des souches de P.mirabilis multirésistantes selon CA-
SFM /EUCAST.

Figure 2.1’ Antibiogramme des souches deP.mirabilisproductricesd’oxacillinase.
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A . ==
Figure 3. Mésure de la CMI par E-test des souches deP.mirabilis productricesde B-lactamases
(BLSE).

Figure 4. P. mirabilis sécrétrice de béta-lacatmase sur la gélosechromIlD® ESBL.
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Figure5.P. mirabilis sécrétrice d’oxacillinase sur la gélosechrID® CARBA.



