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Résumé

Klebsiella pneumoniae est un important pathogéne opportuniste, a 1’origine de
diverses infections (nosocomiales ou communautaires) chez I’homme, en particulier chez les

immunodéprimées.

Nous avons entrepris d’étudier la pathogénicité de cette espece, a travers 1’analyse des profils
de virulence et de résistance aux antibiotiques de 14 souches cliniques. Les souches ont été
obtenues du Centre anti-Cancer de 1’hopital Frantz-Fanon de Blida, a partir de prélévements
biologiques de patients cancéreux. L’identification bactérienne et les profils de résistance aux
antibiotiques ont été réalisés par le service de microbiologie du méme hdpital. Nous avons
recherché sur le plan phénotypique la capsule, le phénotype d’hypermucoviscosité, la
résistance au sérum et la formation de biofilm. Par ailleurs, nous avons réalisé un test de
pathogénicité sur des souris BALB/C en utilisant une gamme de concentration bactérienne
allant de 10% & 10° UFC.

Le phénotype BLSE concernait 10 souches de notre collection. 9 profils de résistance et 9
souches multi-résistantes (MDR) ont été mis en évidence. Nous avons réussi les essais de
curage plasmidique pour 3 souches BLSE. Les souches curées ne poussaient pas en présence
de céfotaxime, signe de la perte du plasmide BLSE. La capsule était présente chez toutes les
souches, alors que le phénotype HMV ne concernait que 3 souches, toutes des BLSE. La
quasi-totalité des souches (n =12) étaient résistantes au systeme du complément et toute
produisaient un biofilm sur une surface abiotique. Nous avons été dans I’incapacité de

déterminer la DL50 de 2 souches sur modéle murin.

Cette étude a révélé I’existence de phénotypes potentiellement pathogenes de K. pneumoniae
dans les unités de soins de 1’hdpital de Frantz-Fanon de Blida. Ceci est d’autant plus
dangereux quand les mémes souches sont aussi productrices de BLSE et multirésistantes, des
phénotypes connus pour leur diffusion rapide et a caractére pandémique. Les phénotypes que
nous avons mis en évidence pourraient étre de type « classique » (CKP) ou « hypervirulent »

(hvKP). Seule la biologie moléculaire peut les discriminer.

.Mots clés : Klebsiella pneumoniae, virulence, hvKP, cKP, BLSE, MDR.



Abstract

Klebsiella pneumoniae is an important opportunistic pathogen, causing various
infections  (nosocomial or community-acquired) in  humans, especially in

immunocompromised.

We set out to study the pathogenicity of this species, by analyzing the virulence and
antibiotic resistance profiles of 14 clinical strains. The strains were obtained from the Anti-
Cancer Center of the Frantz-Fanon Hospital in Blida, from biological samples from cancer
patients. Bacterial identification and antibiotic resistance profiles were performed by the
microbiology department of the same hospital. We phenotypically investigated capsule,
hypermucoviscosity phenotype, serum resistance and biofilm formation. In addition, we
performed a pathogenicity test on BALB / C mice using a bacterial concentration range from
10% to 10° CFU.

The ESBL phenotype concerned 10 strains from our collection. 9 resistance profiles
and 9 multi-resistant strains (MDR) were demonstrated. We have passed the plasmid cure
tests for 3 ESBL strains. The cured strains did not grow in the presence of cefotaxime, a sign
of the loss of the ESBL plasmid. The capsule was present in all strains, while the HMV
phenotype concerned only 3 strains, all ESBLs. Almost all of the strains (n = 12) were
resistant to the complement system and all produced a biofilm on an abiotic surface. We were
unable to determine the LD50 of 2 strains in a mouse model.

This study revealed the existence of potentially pathogenic K. pneumoniae
phenotypes in the care units of Frantz-Fanon Hospital in Blida. This is all the more dangerous
when the same strains are also ESBL-producing and multidrug-resistant, phenotypes known
for their rapid dissemination and of a pandemic nature. The phenotypes that we have
demonstrated could be of the “classic” (cKP) or “hypervirulent” (hvKP) type. Only molecular

biology can discriminate them.

Key words : Klebsiella pneumonia, virulence, hvKP, cKP, ESBL,MDR
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Liste des abréviations

B : beta

BLSE : beta lactamase a spectre étendue
cKP : klebisella pneumoniae classique
C3G : céphalosporine de 3eme génération
DL : dose létale

DO : densité optique

E. coli : Escherichia coli

HMYV : phénotype d’hypermucoviscosité
Hv : hypervirulent

K.p : klebsiella pneumoniae

KPC : Klebsiella pneumoniae carbapenemase
LB: Luria Broth

LPS : lipopolysacharides

MAC : complexe d’attaque membranaire
MDR : multidrug-resistant

MEC : matrice extra cellulaire

MH : muller hinton

MLST: Multilocus Sequence Typing

ml : millilitre

mm: millimeter

PFGE: Pulsed-Field Gel Electrophoresis
ST: Sequence Type

XDR: extensively drug-resistant

ng: microgram

pl: microlitre



Liste des figures

Figure 1 : Core-génome et génome accéssoire chez le genre Klebsiella .. ..........cccccooeieinnne. 4

Figure 2 : Facteurs de virulence des souches classiques « cKP » et hyper virulentes « hvKP »

de KL PNBUMONIAE ... et e e e e 7
Figure 3 : ROle de la capsule dans la virulence de K. pneumoniae................c.cooeveennnn 9
Figure 4 : ROle du lipopolysaccharide dans la virulence de K.pneumoniae ............ccccevenee. 10

Figure 5 : Fonctions des fimbriae de type 1 et 3 au cours de l'infection a K. pneumoniae ...11

Figure 6 : Détection du phénotype BLSE .......c.oiiiiiiiiii e 23
Figure 7 : Observation de clones curés de la souche kps1............c.cooviiiiiiiiiiiiiiinin, 25

Figure 8 : Observation de la capsule sous microscope photonique (G x 100).................. 26
Figure 9 : Phénotype HMV observée chez la souche BLSE .............cccoooviiiiiiiiiininnn, 27

Figure 10: Résultats de la recherche de I’effet bactéricide du sérum humain (Phénotype

FESISTANT AU SEIUM R)eureintintieeieeneenteeeeeeseenceneescnsensescesensessescescnsensensessnsensensenens 29



Liste des tableaux

Tableaul: Type de prélévement, sexe et &ge des patients chez qui les souches de Klebsiella

pneumoniae ont té obtenUEs (N=14). ... 21

Tableau 11: Profils de résistance aux antibiotiques des souches cliniques de K.

PNIBUMONIE . ..ottt ettt ettt et et e et et e et et et e et et et et e e et e et et e en 22

Tableau 111 : Résultat du curage plasmidique chez 9 souches BLSE de K. pneumoniae... 24

Tableau IV : Résultat de la recherche de la formation de biofilms...................coo..... 30

TableauV : Caractéristiques expérimentales de 8 publications sur la virulence de K.

[OQL=T0 0 0T0] T TSSO PR PSPPI 33

Tableau VI : Résultats des profils de résistance / Virulence...................ocoooviiiiin.. 37



Sommaire

I OAUCTION oo e e 1

Rappels Bibliographies

I. Généralités sur I’espece Klebsiella pneumoniae...............ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiii, 2
I. 1. Caractéristiques microbiologiques et infectieuses. ............cooviiiiiiiiiiiii, 2
I. 2. Caracteéristiques du génome de K. pneumoniae. ............coovivviriiiiiiiiiiiiiiieeee, 3
1.3 Klebsiella pneumoniae et résistance aux antibiotiques..................cocoiiiiiiiiiienn. 5
I1. K. pneumoniae et pouvoir pathogene ..........o.ouiiiiriii e e 7
TLLCAPSULC. ..o e 8
I1.2.LipopolysacCharide. .........oooini i 9
11.3. AdhesinesfimBIiaires ...........ooiiiii e 11
LA SIAEIOPNOTES ...t e e e 11
IS BIOfIIm. . 13

AV, = T PP 14
I.1.Matériel non DIiologique ... ..o 14

[.2.Matériel DIolOgIgUE .......c.oneie i 14



1.2.1.S0UCNES DACTEIIENNES . ... ettt e e, 14

[.2.2.58rum NUMAIN ... 15
L 2.3 ANIMAUX. ..ttt 15

TLIMETNOTES. ... 15
I1.1.1dentification et détermination du profil de résistance aux antibiotiques .................. 15

I1.2.Essais de curage plasmidique ..........cooouiiiiiii e 16
IL.3.Etude du profil de VIrulence. ..........c.oiuiiiiii e 16
I1.3.1.Recherche de la capsule polysaccharidique .............ccooiiiiiiiiiiiiii e, 17
I1.3.2.Recherche du phénotype HMV ... ... 17
I1.3.3.Recherche de I’effet bactéricide du sérum humain ...................ocoooiiiiiiinn, 17
I1.3.4.Recherche de la formation de biofilm.................. 18
I1.4. Test de pathOENICILE. . ... ..o.eieiit it 18

Résultats et discussion

I. Résultats de I’identification bactérienne ...............cccooiiiiiiiiiiiiii e 21.
I1. Résultats du profil de résistance aux antibiotiques...............cccovviiiiiiiiiniininnn. 22
III. Résultats du profil de virulence..............oooieiiiiiii e 26
IV Analyse d’artiCles .......c.oiiuiieiitii e e 32
Conclusion
CONCIUSION ...t e e 41
Annexes

e Tableau I :Caracteres biochimiques de Klebsiella pneumoniae

e Tableau Il : Liste des antibiotiques a tester pour les Entérobactéries



Galerie API 20F

Etude du profil de résistance aux antibiotiques



Introduction



Introduction

Klebsiella pneumoniae est un pathogéne opportuniste de la famille des
Enterobacteriaceae. Cette espéce est souvent a I’origine d'infections nosocomiales et
communautaires, telles que les infections pulmonaires et du tractus urinaires, les bactériémies
et les abces hépatiques. Historiqguement, K. pneumoniae cause des infections graves
principalement chez les individus immunodéprimés. L'émergence et la propagation récentes
de souches hypervirulentes ont élargi le nombre de personnes sensibles aux infections pour

inclure celles qui sont en bonne santé et immunosuffisantes (Paczosa et Mecsas ,2016).

Au cours du processus infectieux, K. pneumoniae déploie une armada de facteurs de
virulence (invasines et protectines), qui lui permettent de franchir les muqueuses de I’hote et
de se protéger contre ses mécanismes de défense. Les principaux facteurs de virulence
exprimés par cette espece sont la capsule, le LPS, les adhésines fimbriaires, les sidérophores
et la formation de biofilm (Clegg et Murphy, 2012). En plus de ce profil de virulence
remarquable, K. pneumoniae arbore aussi un profil de résistance aux antibiotiques inquiétant.
Les clones multi-résistants, producteurs de PB-lactamases a spectre élargi (BLSE) ou de
carbapénemases (KPC), sont souvent a 1’origine de graves épidémies hospitalieres. Ces
épidémies répétitives sont un réel probléeme de santé publique. Elles confrontent les cliniciens
a de sérieux problémes en termes de prise en charge et de traitement des patients.

Face a une évolution génétique rapide des clones hospitaliers et a 1’échec cuisant de
I’antibiothérapie, de nouvelles stratégies thérapeutiques doivent étre pensées pour le
traitement des infections graves a K. pneumoniae. L’étude des mécanismes de pathogénicité
de cette espéce est un prélude au développement de thérapies innovantes et ciblées. Dans ce
cadre, nous avons réalis¢ un mémoire de fin d’étude, portant sur I’étude des aspects
cellulaires et moléculaires de la pathogenicité de I'espéce Klebsiella pneumoniae. Nous nous

sommes fixés les objectifs suivant :

v Déterminer le profil de virulence des souches cliniques de K. pneumoniae de
phénotype BLSE et non BLSE, en recherchant, sur le plan phénotypique quelques
facteurs de virulence.

v' Evaluer le niveau de virulence de souches BLSE et non-BLSE, en réalisant un test de
pathogénicité sur un modéle murin.

v’ Etudier et analyser les profils génétiques de virulence /résistance de souches cliniques

de K. pneumoniae a partir d’une petite sélection d’articles de recherche.
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I. Généralités sur I’espece Klebsiella pneumoniae

C’est Trevisan en 1885 qui nomma pour la premicre fois le genre Klebsiella, en
I’honneur d’Edwin Klebs (1834-1913) microbiologiste allemand. Depuis, six espéces et trois
sous especes ont été découvertes, avec comme espéce type Klebsiella pneumoniae. L’espéce
K. pneumoniae se subdivise en trois sous especes : K. pneumoniae, K. ozaenae et K.
rhinoscleromatis comme c’est stipulé dans le manuel de systématique bactériologique de

Bergey (Brisse et al., 2006).

I. 1. Caractéristiques microbiologiques et infectieuses

K. pneumoniae est une espéce ubiquitaire. Elle est présente dans I’environnement
(eaux, sol, plante...), comme saprophyte et dans le tube digestif de nombreux animaux dont
I’homme comme commensal. Le taux de portage digestif est plus important chez les

individus hospitalisés (Brisse et al., 2006).

K. pneumoniae peut étre 1’origine d’infections communautaires ou 1’on décrit souvent
des pneumonies nécrosantes survenant essentiellement sur terrain éthylique. Toutefois, la
majorité des infections a K. pneumoniae surviennent en milieux hospitaliers. Ces infections,
dites nosocomiales, sont diverses et peuvent toucher plusieurs organes (Poumons, reins, foie,
ceeur...) ou tout le systéme, conduisant ainsi a un sepsis grave entrainant souvent la mort

(Clegg et Murphy, 2012).

Klebsiella pneumoniae est un bacille a Gram négatif de la famille des
Enterobacteriaceae dont elle présente les caracteres généraux. Sous microscope photonique,
les bactéries sont isolées, groupées par deux ou parfois en chainettes. Ce sont des bactéries

immobiles, non sporulées et généralement capsulées (Doorduijn et al., 2016).

K. pneumoniae se développe en aéro-anaérobiose sur les milieux classiques
d'isolement des entérobactéries, aprés une incubation a 30-37 °C. Les colonies sont de 3 a 4
mm de diameétre, rondes, lisses, bombeées, brillantes, visqueuses, parfois filantes (Le Minor et
Véron, 1989 ; Freney et al., 2000) . Elle K. pneumoniae présente les caracteres généraux des
entérobactéries : elle fermente le glucose avec production de gaz, elle est oxydase
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négative, catalase positive et posséde une nitrate-réductase. Les caractéristiques biochimiques

de I’espéce K. pneumoniae sont résumeées dans le tableau I en Annexe 1.

K. pneumoniae posséde des antigénes de surface tels que I’antigéne somatique « O »
du LPS et ’antigéne capsulaire « K », tous deux impliqués dans la pathogénicité de cette
bactérie. Les caractéristiques phénotypiques et génotypiques de ces antigénes seront

détaillées plus loin dans cette section.

I. 2. Caractéristiques du génome de K. pneumoniae

Le pangénome de K. pneumoniae a une taille d'environ 5,5 Mpb et code pour une
moyenne de 5 500 genes. Plus de 30 000 séquences uniques ont été identifiées qui codent
pour différentes protéines. Cependant, il s'agit encore d'un pangénome ouvert, dans lequel
existent des génes accessoires qui n'ont pas encore été caractérisés. Son génome central
(ensemble de genes partagés par tous les membres de I'espece) est composé d'environ 2000
genes présents chez plus de 95 % des souches de cette espéce. Le génome accessoire contient
des genes qui varient entre les bactéries d'une méme espéce. Cela inclut a la fois les genes
codés par le chromosome et ceux situés dans les éléments génétiques mobiles. Chez K.
pneumoniae, la majeure partie du génome est constituée de genes accessoires, ce qui permet
la classification des souches cliniques par exemple, en pathotypes, tels que les « CRE »
(Carbapeneme Resistant Enterobacteria) ou « hv » (hypervirulentes) (Figure 1) (Martin et
Bachman, 2018 ; Wyres et Holt, 2018).



Rappels Bibliographies

Pool of Accessory Genes

fi
Aerobactin siderophore (Aer) 3‘;';?3:??%“" : ?‘:‘»a:lr: iy
— Carbapenemase (bla = Reguistor of mucoid Yersiniabactin siderophore
bape \Odpe ) phenctype A (rmpA) (Ybt) %
e Extended-spectrum == Regulator of mucoid
beta-lactamase (ESBL) phenotype A2 (rmpA2)

A,',\ Vet \”m 2 ]
Ea‘ ) \ o sn\ o Fimbriae

hv Kiebsiella pneumoniae Opportunistic
Klebsiella pneumoniae

O () O

CRE Klebsiella pneumoniae / Klebsiella quasipneumoniae
~ Ybt nif
( \ Aer [
bla_,
rmpA \ _/ . \ _/
hv CRE Klebsiella pneumoniae Klebsiella variicola

Figure 1 : Core-génome et génome accéssoire chez le genre Klebsiella (Martin et Bachman, 2018).

K. pneumoniae, K. variicola et K. quasipneumoniae sont trois espéces qui partagent un ensemble de
genes accessoires. Ent (entérobactine, bleu) et Fimbriae (vert foncé) représentent des génes conserves.

Les génes accessoires sont présentes a titre d'exemples, ils ne constituent pas une liste définitive.

Ces genes accessoires peuvent également étre combinés pour former de nouveaux
pathotypes (hvCRE). Ils peuvent aussi étre transférés d’une bactéric a une autre via les
transferts horizontaux. Ainsi, le génome accessoire révéle la virulence d'une bactérie et son
étude est essentielle pour comprendre les caractéristiques cliniques d'une maladie infectieuse.
De plus, ce type de génome peut évoluer en raison des modifications du génome du
pathogene, ou par l'acquisition de nouveaux genes de resistance ou de variation de son

expression.
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I. 3. Klebsiella pneumoniae et résistance aux antibiotiques

Les souches de K. pneumoniae sont naturellement résistantes aux aminopénocillines.
En effet, le gene chromosomique SHV-1, codant une pénicillinase, lui confére une résistance
naturelle a ’ampicilline, I’amoxicilline et la ticarcilline. Cette pénicillinase est sensible a
l'action de I’acide clavulanique, et du tazobactam (inhibiteurs de B-lactamases). La résistance
a d’autres molécules antibiotiques survient occasionnellement, par le biais de mutations
chromosomiques. Cependant, la plupart de ces résistances chez K. pneumoniae, résultent de
I'acquisition de genes par les transferts horizontaux, principalement via de grands plasmides
conjugatifs (Wyres et Holt, 2018).

Les premiers génes mobiles de résistance a l'ampicilline, identifiés chez les Gram
négatif sont le gene TEM (présent dans les premiers plasmides décrits dans les années 1960)
et le géne chromosomique SHV-1 de K. pneumoniae. Ce dernier fut détecté pour la premiéere
fois dans des plasmides mobiles d’entérobactéries en 1973. Suite a l'introduction des
céphalosporines de troisieme génération (C3G) a usage clinique au début des années 1980,
des génes plasmidiques de B-lactamase a spectre étendu (BLSE) conférant une résistance a
ces molécules sont apparus. Les premiers variant BLSE sont SHV-2, TEM (1984) (Labia et
al., 1988) et CMY (1989) (Jacoby et Medeiros, 1991), qui ont été identifiées pour la
premiére fois chez K. pneumoniae. lls sont maintenant répandus parmi les entérobacteéries,
mais aussi chez les membres du genre Acinetobacter et Pseudomonas (Wyres et Holt, 2018).
Le géne bla- crx.m (Précisément le CTX-M-15) est le plus largement disséminé des génes
BLSE. Il a été détecté chez Escherichia coli et K. pneumoniae a la fin des années 1980 et
début 1990, ayant été mobilisés a partir du genre Kluyvera (Canton et al., 2012 ; D’Andrea
et al., 2013). CTX-M est maintenant associé au clone pandémique ST131 d’E. coli (Mathers
et al., 2015) et plusieurs clones de K. pneumoniae, et est présent dans divers contextes
plasmidiques, entrainant une large diffusion parmi les populations microbiennes

hospitaliéres, humaines commensales et animales (Wyres et Holt, 2016).

K. pneumoniae joue un rble majeur dans l'apparition et/ou la dissémination de
nouveaux mécanismes de resistance, en particulier vis-a-vis des B-lactamines. Elle occupe
une position importante dans I'émergence et la dissémination de certaines enzymes conférant
la résistance aux P-lactamines, notamment ceux du groupe carbapénemes (imipénéme,

méropéneme, doripéneme, ertapenéme). Ces derniers ont un tres large spectre antibactérien

5
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et possedent une grande stabilité vis-a-vis de la quasi-totalit¢ des p-lactamases. La
carbapénémase KPC de K. pneumoniae est apparue au milieu des années 90 aux Etats-Unis et
a entrainé la propagation du clone pandémique ST258 (Wyres et Holt, 2018). Les
carbapénémases des entérobactéries appartiennent aux quatre classes de [-lactamases
(classes A, B, C, D de la classification de Ambler) . Les plus importantes
cliniquement sont, actuellement, les B-lacta-mases de type KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase), IMP/VIM5 et OXA-48 chez les entérobactéries (Nordman, 210 ;
Wyres et Holt, 2018). L’émergence de la résistance aux carbapénémes est I’'un des
problemes les plus importants posé par la résistance aux antibiotiques car il existe peu

d’alternatives thérapeutiques possibles.

L’émergence des souches de K. pneumoniae de type MDR (multidrug-resistant) et
XDR (extensively drug-resistant) est due principalement & la dissemination de clones a haut
risque, constituent ainsi un réel probléme de santé publique. La dissémination des génes de B-
lactamases est le résultat de la dissémination de plasmides dans des souches génétiquement
différentes, ainsi que de la diffusion clonale de souches hébergeant ces plasmides de
résistance. Chez K. pneumoniae, les clones ST11 et ST258 du groupe clonal CG258 et le
clone ST14 du groupe CG15 ont été impliquées dans de nombreuses épidémies sur tous les
continents (Marsh et al., 2019). Le clone ST307 est apparu réecemment (Villa et al., 2017 ;
Schaufler et al., 2018; Wyres et al., 2019).

Le clone ST307 est souvent porteur de genes transférables conférant une résistance
aux carbapénémes et aux céphalosporines de nouvelle génération, tels que blakpc-3, blanpm-1,
blaoxa-4s et blactx-m-15 (Villa et al., 2017 ; Wyres et al., 2019). De plus, une résistance a la
nouvelle association ceftazidime/avibactame (Giddins et al., 2018) et a la colistine a
également été rapportée (Novovic et al., 2016 ; Saavedra et al., 2017). La lignée ST307 de
K. pneumoniae comprend une variété de déterminants supplémentaires de résistance et de
virulence, d'éléments conjugatifs intégratifs et de phages. Elle ressort dans de nombreux
rapports épidémiologiques en milieu cliniqgue (Kim et al., 2017 ; Baek et al., 2020 ;
Boonstra et al., 2020).
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I1. K. pneumoniae et pouvoir pathogene

La persistance et la dissémination des souches pathogénes de K. pneumoniae sont
directement liées a son pouvoir pathogéne et sa multirésistance aux antibiotiques. Son
pouvoir pathogéne s’accomplie par I’expression de nombreux facteurs de virulence qui lui
permettent de se protéger contre le systéme immunitaire de 1’hdte. Les principaux facteurs de
virulence retrouvés chez cette bactérie sont la capsule, les adhésines fimbriales de type 1 et 3,
les sidérophores et la formation de biofilm (Figure 2). Ces facteurs lui permettent de se
stabiliser et de coloniser les tissus de I’hote en se protégeant contre la phagocytose, le

systeme du complément et en atténuant la réponse inflammatoire.

Type 3 fimbriae
Siderophores:
s 31‘- 1
Enterobactin # Fe'* = Capsule (K1-K78) Type 1 fimbriae
Yersiniabactin # Fei* N / LPS

Classical Kp

Hypervirulent Kp

Siderophores:
Enterobactin & Fe¥*
Yersiniabactin @ Fe3*
Salmochelin & Fel* =

Aerobactin @ Fed* - Type 3 fimbriae

LPS

Hypercapsule

(K1 & K2) Type 1 fimbriae

Figure 2 : Facteurs de virulence des souches classiques (cKP) et hyper

virulentes (hvKP) de K. pneumoniae (Paczosa et Mecsas, 2016).
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Il. 1. Capsule

La plupart des souches de K. pneumoniae expriment une capsule polysaccharidique
de sérotype varié. En effet, il existe plus de 77 types antigéniques distincts du polysaccharide
capsulaire chez Klebsiella pneumoniae, pouvant étre mis en évidence par des techniques
sérologiques ou moléculaires. Les données épidemiologiques indiquent que certains sérotypes
sont plus répandus que d’autres et serraient associés a une zone géographique et a un type
d’infection. Par exemple, les abcés hépatiques et les endophtalmies sont fréquents en

Thailande et sont, généralement, causées par les sérotypes les plus virulents K1 et K2.

Le cluster des génes cps, codant la capsule chez K. pneumoniae, est composé de géenes
(wzi , wza , wzb , wzc , gnd , wca, cpsB , cpsG et galF) présents sur le chromosome bactérien
et dont I’organisation et la séquence sont conservés (Clegg et Murphy, 2016). Le géne wzi
code pour une protéine de surface impliquée dans la fixation de la capsule a la membrane
externe. La perte de cette protéine donne des bactéries acapsulaires. Le géne wzy est impliqué
dans la polymeérisation des polysaccharides capsulaires, alors que wza et wzc sont impliqués
dans leur assemblage a la surface. Une analyse comparative des isolats cliniques de K.
pneumoniae a montré une grande diversité dans la séquence des genes cps entre les souches
Le typage moléculaire de la capsule repose sur 1’analyse du locus wzi, commun a tous les
types capsulaires mais dont la séquence varie d’un sérotype a un autre (Paczosa et Mecsas,

2016).

Le phénotype d’hypermucoviscosité ou « Hv » est associé a une hyper production des
polysaccharides capsulaires. Ce phénotype est ’apanage des souches treés virulentes
responsables d’infections profondes. Il est souvent associé¢ aux génes rmpA et magA. Ce
dernier est spécifique au cluster des génes codant la capsule de sérotype K1 (Clegg et
Murphy, 2016). Le phénotype Hv a depuis peu émergé et a fait des ravages dans les pays
asiatiques. Il s’agit d’un phénotype trés agressif caractérisé par 1’expression de facteurs
d’invasivité a I’origine de séveéres infections & caractére métastatique, particulierement des
abces hépatiques a souches K1 et a phénotype d’hypermucoviscosité. Contrairement au
phénotype « classique », le phénotype «hv » cause des infections aussi bien chez les

individus fragilisés que chez les individus normaux sans aucun antécédent medical.
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La capsule a un important role dans 1’échappement aux mécanismes de défense de
I’organisme hote. Elle a la capacité d’inhiber ou d’altérer la phagocytose et de limiter 1’action
du systeme du complément. Toutefois, il est nécessaire de préciser que certains sérotypes
sont plus résistants que d’autres. Par exemple, les capsules possédant les résidus Man-a-2-
Man ont plus d’affinité aux récepteurs mannose et sont donc sensibles a la
lectinophagocytose, une variante de la phagocytose. Les souches les plus virulentes de K.
pneumoniae produisent une capsule ayant une faible affinité aux surfaces cellulaires et sont

donc plus résistantes a la phagocytose (Figure 3) (Clegg et Murphy, 2016).

—| Phagocytos@

Antimicrobial peptides
(ex. human B-defensins,
lactoferrin)

Capsule

Complement mediated
I lysis and opsonization

Inflammatory response
I ($ROS, IL-8, IL-6, TNFo)

Figure 3 : Role de la capsule dans la virulence de K. pneumoniae (Paczosa et

Mecsas, 2016).

Il. 2. Lipopolysaccharide

Le LPS comprend trois parties: le lipide A hydrophobe ancré dans la membrane
externe et hautement conservé ; I’antigéne O qui est le composant le plus externe du LPS et le
plus variable ; et le noyau ou « corps » du polysaccharide reliant le lipide A et 1’antigene O.
Au moins neuf groupes d’antigénes O (O1, 02, O2ac, O3, 04, 05, O7, O8 et O12) ont été

identifiés chez K. pneumoniae.

La biosynthese de I’antigéne O est réalisée grace a des enzymes codées par le cluster
wb compose de six géenes wzm, wzt, wbbm, glf, wbbN et wbbO. L’organisation génétique du
cluster wb est conservée ; toutefois, les seéquences codantes correspondantes sont
caractérisées par une forte variation génétique, ce qui explique la variabilité chimique des

antigenes O des différents groupes (Li et al., 2014). Le sérotype O1 est le plus commun
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parmi les souches cliniques de K. pneumoniae, il est également le plus fréquent chez les
souches de phénotype HMV (souches invasives) (Hsieh et al., 2012). En effet, I’antigéne O
de K. pneumoniae empéche l'accés des composants du complément aux activateurs de surface
(porines et LPS rugueux) et contribue ainsi a la résistance bactérienne a I’effet bactéricide du

complément (Figure 4) (Merino et al., 2000).

- O-antigen —‘ C1q binding and
complement activation

Binds and sequesters C3b,
preventing association with the
membrane and pore formation

Oligosaccharide core

Lipid A _{ Killing by cationic

antimicrobial peptides

Activation of
inflammatory response

Figure 4 : Réle du lipopolysaccharide dans la virulence de K. pneumoniae (Paczosa et

Mecsas, 2016).

I1. 3. Adhésines fimbriaires

Les adhésines fimbriaires sont des structures glycoprotéiques non flagellaires,
filamenteuses, formant des appendices a la surface des bacteries. Diverses adhésines ont eté
décrites chez K. pnemoniae; les plus étudiées sont les fimbriae de type 1 et 3 (Paczosa et
Mecsas, 2016). Ces adhésines sont composées d'une sous-unité fimbriale majeure, de
molécules adaptatrices et d'une adhésine proprement dite (Figure 5). Leur expression au
cours du processus infectieux, permet de stabiliser le tissu bactérien pour ainsi coloniser les

surfaces muqueuses de 1’organisme.
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Type 3 Type 1
fimbriae fimbriae
4 Neutrophil ROS €——— } MrkD — Binds extracellular matrix fLectinophagpcytosis _— } FimH — Binds —» % Neutrophil
production (both in tissue and coating Py neutrophils and mast recruitment
indwelling devices) macrophages cells
. : I Il invasion <—| .
# Biofilm production = MrkA — Binds abiotic surfaces # Bladder cell invasion FimA
(ex. medical devices)
4 Biofilm formation in <—
bladder and on
abiotic surfaces

Ennsmuunnt i

Figure 5 : Fonctions des fimbriae de type 1 et 3 au cours de l'infection a K. pneumoniae
(Paczosa et Mecsas, 2016).

Les fimbriae de type 1 sont les mieux connus et sont présents chez la majorité des
entérobactéries. Ils ont la plus grande capacité d'adhésion et sont impliqués dans la
colonisation des tractus respiratoire et urinaire. Les fimbriae de type 1 sont codé par le cluster
fim chromosomique. La sous-unité majeur des fimbriae de type 1 est codée par le géne fimA,
alors que les propriétés adhésives sont codées par le gene fimH. Ces structures assurent une
adhésion mannose-dépendante en interagissant avec divers récepteurs cellulaires et la matrice
extracellulaire (Zaho et al , 2014).

Les fimbriae de type 3 sont codes par le cluster de genes mrkABCDF, présent sur le
chromosome ou sur le plasmide. La sous-unité majeure est codée par le géne mrkA, alors que
I’adhésine proprement dite est codée par le géne mrkD. Les fimbriae de type 3 adhérent a
differents types cellulaires tels que les cellules endothéliales et épithéliales du systéme
respiratoire, les cellules uroépithéliales ainsi qu’aux protéines de la matrice extracellualire
(Murphy et Clegg, 2012 ; Clegg et Murphy, 2016).

I1. 4. Sidérophores

Le fer est essentiel a la croissance bactérienne. Dans notre organisme, le fer ferreux

(Fe**) est non soluble et toxique, il est donc complexé & des protéines de transport telles que

11
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la transferrine la lactoferrine...Les bactéries dont Klebsiella pneumoniae ont développé
diverses stratégies d’approvisionnement en fer, notamment la production et la libération de
sidérophores. Ces derniers sont des métabolites secondaires, de faible poids moléculaire (200

et 2000 daltons) ayant une forte affinité pour le fer ferrique (Fe*").

IIs ont pour role de
solubiliser, chélater et extraire le fer ferrique de nombreux complexes minéraux ou
organiques et de le rendre ainsi accessible aux microorganismes (Andrews et al., 2003 ;
Ferreira et al., 2016). lls ont donc la capacité de chélater le fer en entrant en compétition
avec les protéines de 1’hdte. L’entérobactine, I’aérobactine et la yersiniabactine sont les
principaux systémes de sidérophores mis en évidence chez les souches cliniques de K.
pneumoniae. Leur implication dans la virulence de cette espece a été démontrée dans
plusieurs études. De plus, il fut rapporté que la production de plus d'un type de sidérophore,

par une souche, peut optimiser la colonisation de différents tissus de 1’hote.

Chez K. pneumoniae, le cluster de génes entABCDEF code pour la biosynthése de
I'entérobactine. Il est localisé sur le chromosome. Le cluster fepABCDG assure le transport de
ce sidérophore. La salmochéline est une forme glycosylée de I’entérobactine. Cette derniére
est modifiée grace au produit du gene iroB, une glucosyltransférase. IroB est la seule enzyme
nécessaire a la conversion de 1’entérobactine en salmochélines, la délétion de son géne inhibe
sa synthese (Bister et al., 2004 ; Lin et al., 2005 ; Garénaux et al., 2011).

Les génes de biosynthése, de transport et de régulation du systeme de la
yersiniabactine sont localisés dans un Tlot de pathogénicité de 30 kb, appelé HPI « High-
Pathogenicity Island » présent chez des souches hautement pathogénes de Yersinia pestis, Y.
enterocolitica et Y. pseudotuberculosis (Pelludat et al., 1998). Cet Tlot de pathogénicité a
aussi été retrouvé chez diverses espéces d’entérobactéries dont Klebsiella pneumoniae (Xu et
al., 2000 ; Schubert et al., 2000 ; Koczura et Kaznowski, 2003).

L'aérobactine est codée par le cluster iucABCD alors qu’iutA code pour son récepteur.
Ces génes sont localisés sur le méme plasmide porteur de rmpA. Ce dernier code pour un
facteur de transcription ayant un réle dans I’amplification de la production de la capsule. De
ce fait, I’aérobactine est associée au phénotype d’hypermucoviscosité chez K. pneumoniae
(Paczosa et Mecsas, 2016).

12
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I1. 5. Biofilm

Les bactéries peuvent adopter deux modes de vie dans 1’environnement dans lequel
elles évoluent. Elles sont dites planctoniques quand elles sont en flottaison dans un milieu
liquide, alors qu’elles sont sessiles et forment un biofilm en adhérant a des surfaces biotiques
ou abiotiques. Le biofilm reste le mode de vie le plus courant dans la communauté
microbienne puisque plus 99,9% des bactéries vivent au sein de cette structure. Un biofilm
est défini comme une communauté microbienne sessile caractérisée par des cellules attachées
de maniére irréversible a un substrat, une interface ou tout simplement entre elles, enrobées
d’une MEC qu’elles ont elles-mémes produites et qui présentent un phénotype particulier en

terme de taux de croissance et de transcription de génes (Donlan et Costerton, 2002).

Le peut se former sur des surfaces naturelles telles que les roches, artificielles telles
que les cathéters ou sur des tissus vivants et les muqueuses d’un organisme. Le biofilm se
développent pour permettre aux bactéries de se maintenir et de résister dans une niche
écologique, ou elles pourraient étre la cible de certains prédateurs (protozoaires,
bactériophages), d’agents toxiques (biocides, antibiotiques), ou sujettes a de nombreux stress
environnementaux tels qu’une carence nutritive, des variations de pH, les espéces réactives

de l'oxygene et la dessiccation (Donlan et Costerton, 2002 ; Jefferson, 2004).

De nombreuses études mettent 1’accent sur le probléme que constitue le
développement d’une telle structure dans la pathogénése de K. pneumoniae. En effet, ce
mode d’organisation promeut la persistance des bactéries dans un biofilm et donc
I’établissement d’infections chroniques, et ce en les protégeant de 1’action des antibiotiques et
des défenses de I'h6te et en facilitant la communication bactérienne induisant I'expression de

la virulence (Lavender et al., 2003).

La formation de biofilm par K. pneumoniae est un important facteur de virulence dans
la colonisation du tractus gastro-intestinal (Wu et al., 2011 ; Clegg et Murphy, 2016). Le
biofilm est aussi le point de départ d’infections causées par des dispositifs médicaux comme
les cathéters (Schroll et al., 2010). K. pneumoniae est parmi les espéces communément
isolées chez des patients ayant développé d’importants biofilms a la surface des cathéters et

autres matériaux chirurgicaux (Costerton et al.,, 1999 ; Costerton et al., 2003).

13



Matériels et
Meéthodes



Matériel et Méthodes

Dans le cadre de I’obtention du diplome en Sciences de la Nature et de la Vie option
Génétique, nous avons réalisé un travail de recherche concernant la pathogénicite des souches

cliniques de Klebsiella pneumoniae.

Notre étude a été réalisée au niveau des laboratoires de pédagogie de la FSB de

I’université de Blida 1 (laboratoire de Biologie Cellulaire et Moléculaire), durant une période

de 3 mois, de Mars a Juin 2021.

I. Matériel

I. 1. Matériel non biologique :

La verrerie, les appareillages, les solutions et réactifs utilisés dans cette étude sont résumés

dans I’annexe 2.
I. 2. Matériel biologique
I. 2. 1. Souches bactériennes

Nous avons travaillé sur une collection de souches cliniques de K. pneumoniae (n =
14), issues de divers prélevements biologiques (Sang = 4, Pus = 4, prélévement anal = 5, un
non déterminé) de patients atteints de cancer. Cette collection a été obtenue suite a une

collaboration avec le Dr. Azrou de I’hopital Frantz Fanon de Blida, de Mars a juin 2019.

Les souches ont été fournies avec une fiche d’identification sur laquelle sont précisés,
les détails relatifs au type de prélévement et au profil de résistance. Toutes ces informations

seront rapportées dans la partie résultats.
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l. 2. 2. Sérum humain

L’¢tude de la sensibilité au systétme du complément a nécessité 1’utilisation de sérum
humain issu d’individus sains et n’étant sous aucune thérapie. La préparation de ces

composants biologiques est détaillée dans la section 11.3.3.

l. 2. 3. Animaux

La virulence des souches de Klebsiella pneumoniae, de différents profils de résistance
aux antibiotiques, a été évaluée in vivo sur des souris infectées par voie intra-péritonéale. Les
souris utilisées ont été des males de type BALB/c de 20 + 2 g provenant de I’institut Pasteur

Kouba (Alger, Algérie).

Les souris ont été acclimatées a 1’animalerie de 1’Université Saad Dahleb de Blida 1,
dans un environnement ou la température moyenne était de 25 °C et I’humidité était
ambiante. Le régime alimentaire se limitait a un aliment granulé (glucides 49,80% ; protéines

34.50% ; lipides 10% et complexe minéral vitaminé : 5.70%) et a de I’eau du robinet.

1. Méthodes

1. 1. Identification et détermination du profil de résistance aux antibiotiques

Les souches objets de notre étude ont été assignées a I’espéce Klebsiella pneumoniae, sur
la base d’une identification par galeries API 20E (Biomérieux), utilisées pour les
entérobactéries et autres bacilles a Gram négatif dont le protocole détaillé est consigné en

annexe 2.

Le profil de résistance aux antibiotiques a été obtenu par antibiogramme ou technique de
diffusion sur milieu gélosé, selon les normes préconisées par le comité de I’antibiogramme de
la société francaise de microbiologie (CA-SFM-2013). Le protocole détaillé est consigné en

annexe 2.
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Les résultats de [D’identification et de la recherche du profil de sensibilit¢ aux
antibiotiques ont été fournis par le service de microbiologie de 1’hdpital Franz Fanon. Nous

les rapporterons dans la partie résultats.

Il. 2. Essais de curage plasmidique

Le curage plasmidique a été effectu¢ en vue de vérifier I’origine plasmidique de la

résistance aux céphalosporines de 3°™

de B-lactamases CTX-M.

génération, et d’obtenir des souches non productrices

Le curage plasmidique consiste en la perte d’un ou de plusieurs plasmides d’une souche
donnée. Cette perte peut étre spontanée mais sa fréquence reste relativement faible de I’ordre
de 1/1000. L’utilisation d’agents curants, physiques ou chimiques, augmente de facon
significative la fréquence du curage, en inhibant sélectivement la réplication plasmidique. De
cette fagon, il est possible de vérifier la nature plasmidique d’un ou de plusieurs caractéres de
résistance aux antibiotiques, en corrélant la disparition de I’ADN plasmidique (par

électrophorese) avec la perte du caractére étudié.

Dans notre travail, nous avons utilisé un agent curant d’origine physique ; la température.
Le curage plasmidique par élévation de la température, consiste a cultiver la bactérie a curer
dans du milieu LB a 45°C, puis effectuer des passages (deux ou plus) toutes les 24 heures a la

méme température par dilution au 1/20 dans le méme milieu.

Apres ces essais de curages, un isolement sur gélose MH est realise. Aprés incubation 24
h a 37°C, on procéde a une réplique de 100 clones, a I’aide de cure dents stériles, sur une
gélose MH sans et avec du céfotaxime (4pg/ml). Un témoin sensible a cet antibiotique est

aussi ensemencé sur ces boftes.

I1. 3. Etude du profil de virulence

Afin de déterminer le profil de virulence des souches de K. pneumoniae, nous avons
recherché plusieurs facteurs de virulence liés a la pathogénicité et donc au pouvoir infectieux
de cette espece. Nous avons recherché sur le plan phénotypique : la capsule, le phénotype

d’hypermucoviscosité, la formation de biofilm ainsi que 1’effet bactéricide du sérum humain.
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Par ailleurs, nous avons realisé un test de pathogénicité en déterminant la dose létale

dans un modele murin.

I1. 3. 1. Recherche de la capsule polysaccharidique

La présence de la capsule a été recherchée par coloration a I’encre de Chine. Sur une
lame, une goutte de suspension bactérienne est mélangée a une goutte d’encre de Chine. Le
résultat est obtenu aprés une observation au microscope photonique. Si la bactérie est
encapsulée, I’encre de Chine diffuse a travers la paroi et colore le cytoplasme en noir : la
capsule apparait alors comme un halo lumineux autour de la bactérie. Si la bactérie est non

encapsulée, elle apparaitra en noir dans sa totalité (Wiskur et al., 2008).

I1. 3. 2. Recherche du phénotype HMV

Le phénotype d’hypermucoviscosit¢é (HMV) a été recherché par le « String test »
(Wiskur et al., 2008). L’étendue en verticale d’une seule colonie obtenue aprés une culture
de 24 heures sur gélose BHIA est évaluée approximativement a I’aide d’une anse de platine.
Une hauteur supérieure 5 mm est indicatrice du phénotype d’hypermucoviscosit¢ (HMV+).

Une hauteur inférieur 1 mm indique I’absence du phénotype d’hypermucoviscosité (HMV-).

1I. 3. 3. Recherche de ’effet bactéricide du sérum humain

L’effet bactéricide du sérum humain par activation du complément a été étudié par
une méthode décrite par Fierer et al. (1972) ; il s’agit de la méthode d’inoculation en « spot»

sur milieu solide.

Une culture bactérienne en phase de croissance exponentielle diluee a 1/500 est
ensemencée par étalement sur gélose MH. Aprés absorption a température ambiante pendant
15 minutes, 50 pL de sérum sont déposés au centre de la boite de culture. La présence ou
I’absence de croissance bactérienne, observée a I’endroit du dépot du sérum apres incubation
toute la nuit a 37°C, temoigne de la résistance ou de la sensibilité de la souche testée. La
souche E. coli K12-BM21 sensible au sérum est utilisée comme témoin de 1’activité du

sérum.

17



Matériel et Méthodes

Le sérum utilisé est préparé a partir du sang humain d’individus sains. Le sang est
prélevé dans des tubes secs, puis incubes a température ambiante pendant 2 a 4 heures pour
permettre la coagulation. Le caillot formé est enlevé avant de centrifuger le contenu des tubes
a 120000 rpm pendant 5 minutes. Le sérum obtenu est stérilisé par passage dans des

microfiltres de 0.45um, aliquoté puis conservé a -20°C.
I1. 3. 4. Recherche de la formation de Biofilm

Les biofilm sont recherchés a partir d’une culture d’une nuit a 30 © C dans du LB.
Une dilution au 1 :100 est réalisée (dans 200ul de LB), puis déposée dans une microplaque de
96 puits et incubée une nuit a 30 ° C. Les biofilms sont colorés au cristal violet (0,1%) ; Le
colorant est solubilisé avec de l'acide acétique glacial (33%) et mesuré par
spectrophotométrie a 570-590nm (Lin et al., 2010 ; Maldonado et al., 2006 ; Shanks et al.,

2013). L’intensité du biofilm formé est lue comme suit :
- DO > 0.5 : Biofilm de forte intensité.

- 0.1 < DO < 0.5: Biofilm de moyenne intensité

- DO < 0.1: Biofilm de faible intensité.

Il. 4. Test de pathogénicité

La virulence de 2 souches cliniques de K. pneumoniae, une BLSE et une non-BLSE
a été évaluée in vivo sur des souris infectées par voie intra-péritonéale. Les souris utilisées ont

été des males de type BALB/c de 20-25g provenant de I’Institut Pasteur d’ Algérie.

La culture de la souche bactérienne a été faite sur milieu LB & 30°C. Les souris ont
recu une injection de doses croissantes de bactéries en phase de croissance logarithmique,
allant de 10% & 10® CFU dans 0.2 ml d’eau physiologique stérile. Un lot de 4 souris a été
utilisé pour chaque concentration bactérienne et un lot témoin n’a recu aucune injection.
L’observation du nombre de morts s’est faite sur 7 jours et la DL50 a été calculée selon la

méthode de Reed et Muench, (1938).
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I. Résultats de I’identification bactérienne

Notre étude a concerné 14 souches de K. pneumoniae d’origine clinique. Ces souches
ont été identifiées a partir de prélevement biologiques de patients atteints de cancer et
hospitalisés au Centre Anti-Cancer de Blida. L’identification a été réalisée par les galeries
miniaturisées, les Galeries API20E, spécifiques aux membres des Enterobacteriaceae. Cette
technique a permis aux microbiologistes, d’assigner les 14 souches a I’espéce Klebsiella
pneumoniae. Les souches étant toutes isolées du méme service et durant la méme période, il
aurait été plus judicieux de recourir a I’identification moléculaire pour s’assurer de la non

clonalité des souches.

Il existe différents niveaux d’identification d’une bactérie : genre, espéce, sous-espece,
clone, sous-clone... Le typage permet de différencier des souches au sein d’une méme espéce,
I’objectif étant de rechercher la clonalit¢ entre des souches susceptibles d’étre liées
génétiquement. Le typage bactérien présente plusieurs champs d’application qu’ils soient a

visée épidémiologique, diagnostic ou phylogénétique.

Les marqueurs historiques de [I’identification bactérienne sont des caracteres
phénotypiques, aisément observables, tel que le profil morphologique et biochimique. Ces
marqueurs phénotypiques ont peu a peu ¢été abandonnés en raison d’un manque de
reproductibilité, mais aussi de leur faible pouvoir discriminant et quelquefois de leur faible
typabilité. Face aux performances limitées des marqueurs phénotypiques, de multiples
marqueurs génotypiques ont été développés reposant soit sur des techniques de restriction de
I’ADN, soit sur I’amplification de génes. En pratique, 2 techniques sont considérées
comme des méthodes de référence : 1’électrophorése en champ pulsé PFGE (Pulsed-Field

Gel Electrophoresis) et la technique de MLST (Multilocus Sequence Typing).

La technique de PFGE permet d’obtenir un profil de restriction de ’ensemble du
génome d’un microorganisme par digestion de I’ADN grace a des enzymes de restriction
(Talon et al., 1996). La technique de MLST repose sur la séquence nucléotidique de
portions de 7 genes chromosomiques dits « de ménage » faisant partie du core-genome de
I’espece (Maiden et al., 1998). Ces genes interviennent dans le métabolisme de base de
la bactérie et sont, par conséquent, trés conservés au cours de 1’évolution. L’analyse des

séquences est réalisée via une interface web spécifique. Les séquences des 7 genes étudiés
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sont comparées aux séquences de la base de données. Un numéro d’allele est alors attribué
a chaque séquence. La combinaison des 7 numéros obtenus détermine un « Sequence
Type » (ST).

L’article de Lu et al. (2020), illustre bien I’intérét du typage moléculaire dans le cas
des infections a Klebsiella pneumoniae. 44 souches de K. pneumoniae ont été isolées de 2010
a juillet 2019 a partir d'échantillons de selles, provenant de patients atteints de syndrome
diarrhéique a Pekin, en Chine. Les souches ont été testées pour leur sensibilité aux
antibiotiques et les relations phylogénétiques ont été étudiées par analyse de la séquence du
génome entier (WGS). Les alléles de type MLST ont été extraits des données de cette
séquence. L’analyse des résultats moléculaire par MLST a révélé 36 ST différents, dont des
clones tres virulents (ST307 et ST65 ST23) ainsi que le clone ST23 signalé cing fois a Pékin
au cours des 10 dernieres années. ST4447, ST4448, ST4449, ST4450, ST4451 et ST4452 ont
été observés pour la premiere fois dans la base de données mondiale. De plus, 3 souches

BLSE ont été identifiées (ST307, ST4452 et ST17), hébergeant les génes blacrx-m-15 et blargm-

1B -

L'arbre du maximum de vraisemblance a identifié 36 alleles MLST. Les 44 souches
ont été réparties en deux groupes clonaux : le groupe M1 (comportant 7 souches de K.
variicola) et le groupe M2 (comportant 37 souches de K. pneumoniae). L’analyse de la
séquence compléte du génome des 44 souches, a révélé 3 428 genes centraux, générant ainsi
40 différences d'alleles qui se sont regroupées dans deux groupes distincts : le groupe C1
(comportant 7 souches de K. varicola) et le groupe C2 (comportant 37 souches de K.

pneumoniae) (Liu et al., 2020).

Cette ¢étude insista sur I’apport des études épidémiologiques et moléculaires, dans la
compréhension de la dynamique de la résistance aux antibiotiques et de la transmission des
génes de virulence, mais aussi dans la surveillance des épidémies a K. pneumoniae. Cette
étude conclue, aussi, que I'analyse WGS fournit un pouvoir de discrimination plus élevé et des

données fiables et robustes pour I'épidémiologie moléculaire.

Le tableau | résume les données épidémiologiques de la collection de souches sur

laguelle nous avons travaillé.
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Tableau I : Type de prélevement, sexe et age des patients chez qui les souches de

Klebsiella pneumoniae ont été obtenues (n=14).

Souches Prélevement Sexe Age (ans) Pathologie/Lieu
KPs1 Sang Homme 17 Cancer/CAC Blida
KPs2 Sang Homme ND Cancer/CAC Blida
KPs3 Sang Homme 55 Cancer/CAC Blida
KPpl Pus Femme A Cancer/CAC Blida
KPp2 Pus Femme 84 Cancer/CAC Blida
KPal PV anal Homme 44 Cancer/CAC Blida
KPa2 PV anal Homme 55 Cancer/CAC Blida
KPa3 PV anal Homme ND Cancer/CAC Blida
KPa4 PV anal Femme 38 Cancer/CAC Blida
KPa5 PV anal Femme 66 Cancer/CAC Blida
Kp257 Sang ND ND Cancer/CAC Blida
Kp676 Pus ND Femme Cancer/CAC Blida
Kp679 ND ND Femme Cancer/CAC Blida
Kp653 Pus ND Femme Cancer/CAC Blida

PV : préléevement ; ND : Non déterminé ; A : Adulte

L’analyse de ce tableau montre que toutes les souches ont été prélevées chez des
patients cancéreux hospitalisés au CHU Frantz-Fanon de Blida. Le sexe ratio H/F est de 1.5
(pour 10 des souches de la collection) et la moyenne d’age de 51.3 ans (pour 7 souches de la

collection). Les souches ont été isolées de divers prélevements (sang, pus, préléevement anal).

Chez I’homme, Klebsiella pneumoniae est I'un des plus redoutables pathogenes
opportunistes, a l'origine de nombreuses infections (infections urinaires, broncho-
pulmonaires, septicémies), particulierement chez les immunodéprimés tels que les cancéreux.
K. pneumoniae est généralement considérée comme un pathogéne nosocomial. A 1’hopital, le
principal réservoir est le tractus gastro-intestinal des patients et les principaux vecteurs sont

les mains du personnel soignant (Brisse et al., 2006).
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Il. Résultats du profil de résistance aux antibiotiques

Les souches de K. pneumoniae, ont ensuite été soumises & un antibiogramme, dont la

lecture a été faite en suivant les recommandations du Comité d’ Antibiogramme de la Société

Francaise de Microbiologie (CA-SFM, 2013). Les profils de résistance aux antibiotiques des

14 souches sont résumes dans le tableau I1. L’analyse du tableau nous a permis de constater

que :

Y YVV

Souche
KPs1
KPs2
KPs3
KPp1
KPp2
KPal
KPa2
KPa3
KPa4
KPa5

Kp257

Kp676

Kp679

Kp653

9 de profils de résistance

9 (64.3%) souches étaient multi-résistantes (MDR).

11 (78.5%) souches étaient de phénotype BLSE (Kpsl, Kps2, Kps3, Kpp2,
Kpal, Kpa2, Kpa3, Kpa4, Kpa5, Kp257, Kp679) (Figure 6).

3 (21.4%) souches étaient de phénotype Non BLSE (Kp653, Kp676, Kppl).

Tableau Il : Profils de résistance aux antibiotiques des souches cliniques de K.

pneumoniae.
Profils de résistance aux ATBs Phénotype Multirésistance
PR1: AMC, AM, CZ, CTX, GM, NA, CIP, SXT BLSE MDR
PR1: AMC, AM, CZ, CTX, GM, NA, CIP, SXT BLSE MDR
PR2: AM, CZ, CTX, GM, SXT BLSE MDR
PR3 : AM NBLSE /
PR4 : AM, AMC, CZ, CTX, SXT BLSE /
PR 5: AM, AMC, CZ, CTX, CIP, SXT BLSE MDR
PR 5: AM, AMC, CZ, CTX, CIP, SXT BLSE MDR
PR 6: AM, AMC, CZ, CTX, GM, CIP BLSE MDR
PR 7: AM, AMC, CZ, CTX, GM, CIP, SXT BLSE MDR
PR 5: AM, AMC, CZ, CTX, CIP, SXT BLSE MDR
PR 8: AM, AMC, CZ, CTX, NA, CIP, SXT BLSE MDR
PR 9: AM, AMC, CZ, CIP NBLSE /
PR 5: AM, AMC, CZ, CTX, CIP BLSE /
PR 9: AM, AMC, CZ, CIP NBLSE /
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Figure 6 : Détection du phénotype BLSE.

Observation d’une image de synergie entre le disque d’AMC et de CTX

Le phénotype BLSE est probablement li¢, chez nos souches, & la production
d’enzymes de type CTX-M vu les profils de résistance qui ont tous en commun la résistance
au céfotaxime. Notre étude révele aussi une diversité des profils de résistance, reflétant ainsi

une diversité génétiques dans les alléles des genes correspondants.

Si ’on considere I’ensemble des antibiotiques testés, un taux de 64.3% des souches
étaient de phénotype MDR (résistantes a au moins un antibiotique appartenant a trois familles
différentes). Des taux de 94%, 84.3% 61% et de 55% ont été rapportés par Lev et al. (2018),
Aljanaby et Alhasani (2016), Li et al. (2012) et Chakraborty et al. (2016) respectivement.
L’incidence clinique croissante des bactéries résistantes aux antibiotiques est un probléme
majeur dans les unités de soins partout dans le monde, en particulier lorsque les infections
sont causées par des agents pathogenes multirésistants qui imposent d’importantes charges
tant pour les patients que pour les cliniciens. K. pneumoniae est 1'une des espéces les plus
dangereuses au monde du fait de sa multirésistance a pratiqguement tous les antibiotiques
disponibles aujourd’hui (Kumar et al., 2011 ; Braykov et al., 2013 ; Woldu et al., 2016).

Durant ces derniéres années, les BLSE de type CTX-M constituent désormais les
BLSE les plus communément détectées chez les entérobactéries en Algérie, (Messai et al.,
2008, Alouache et al., 2014 ; Baba Ahmed-Kazi Tani et Arlet, 2014 ; Atmani et al., 2015 ;
Philippon et al., 2015) ou dans le monde (Shah et al., 2017 ; Andrade et al., 2018 ; Liu et
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al., 2019, Remya et al., 2019), aussi bien en milieu hospitalier qu’en communauté que dans
I’environnement. Leur diffusion est qualifiée de pandémique (Canton et Coque, 2006). La
prédominance des phénotypes de résistance acquise aux B-lactamines, avec un taux élevé de
souches productrices de BLSE, refléte le fort pouvoir d’adaptation des souches de K.
pneumoniae en milieu hospitalier face a la pression sélective tres forte des antibiotiques. La
prédominance des BLSE de type CTX-M liée a la dissémination rapide des génes blacrx-m est
I’un des changements spectaculaires dans 1I’épidémiologie des BLSE. Différents éléments
génetiques ont éeté retrouvés a proximité des genes blactxm, certains d’entre eux sont
responsables de leur mobilisation. Les séquences d’insertion ISEcp1-like ont été associées a la
majorité des genes des différents groupes CTX-M dont le groupe CTX-M-1 (Zhao et Hu,
2013). L’étude de I’environnement génétique de la résistance est indispensable. La lecture
interprétative de 1’antibiogramme seule, comme nous I’avons faite, n’est pas suffisante si I’on
veut avoir des données précises concernant i) les mécanismes de résistance, ii) le potentiel de

transmission a d’autres especes et iii) la vitesse de diffusion des clones résistants.

Dans notre étude, le support plasmidique de la résistance aux C3G, a été confirmé par
des essais de curage sur les souches BLSE. En effet, apres culture bactrienne en plusieurs
passages et incubation a des températures élevées (45°C), nous avons pu obtenir de nouvelles

souches «curées » sensibles aux C3G, ayant donc perdu le caractéere BLSE (Figure 7,

tableau I11).
Tableau 111 : Résultat du curage plasmidique chez 9 souches BLSE de K.
pneumoniae.
Souches BLSE Clones analysés (n) Clones curés (n, %)
Kpa4 38 7 (18.42)
Kp275 44 00 (0)
Kps2 40 00 (0)
Kpa2 39 00 (0)
Kpsl 40 29 (72.5)
Kpp2 40 6 (15)
Kpa3 33 00 (0)
Kps3 35 00(0)
Kpa5 42 00
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Figure 7 : Observation de clones curés de la souche kps1.

L’analyse du tableau Il montre que sur 9 souches BLSE soumises au curage, seules
3 ont généré des souches curés dépourvues du caractere BLSE. La souche Kpsl a obtenu le

taux de curage le plus important, avec 29 souches curés sur 40 analyses.

Ce nouveau phénotype « sensible aux C3G » est attribué a la perte du plasmide
porteur du géne codant la BLSE en question (probablement le géne bla crx.m). La température
élevée, lors de I’incubation, a rendu les plasmides qu hébergent les souches, instables, ce qui
a conduit a des défauts de réplication et de partition entre les cellules filles aprés division

cellulaire.

L'instabilité plasmidique peut se définir comme la variation du nombre de plasmides
dans les cellules ou leur modification. La distribution du nombre de copies de plasmides lors
de la division cellulaire dépend de deux phénomeénes totalement indépendants: la réplication
et la partition. En effet, I'instabilité plasmidique peut étre, dans certains cas, directement reliée
au phénomene de partition ; Il s'agit de I'instabilité plasmidique ségrégationnelle. Elle peut
également étre le fait de changements physiques dans la structure de I'ADN plasmidique

(insertions, délétions, réarrangements). 1l s'agit de I'instabilité structurale.

L'effet de la température a été étudié par Wouters et al. (1980) sur la souche E. coli
PC221 (pBR322). lls ont montré que l'apparition de cellules dépourvues de plasmide
survenait plus t6t lorsque la température de culture était plus élevée (42°C au lieu de 37°C).

Cortinho et Hjortso (1988) ont obtenu des résultats identiques avec E. coli B (pECA306).
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Ces auteurs ont de plus démontré que l'augmentation de I'acidité du milieu de culture

contribuait & augmenter la probabilité de perte de plasmide.

I11. Résultats du profil de virulence

La capsule était présente chez toutes les souches de notre collection. En effet, nous
avons apercu, sous microscope photonique (grossissement x 40 et x 100), aprés contre
coloration a I’encre de Chine un halo lumineux autour du cytoplasme ; il s’agit de la capsule
(Figure 8). Ce résultat étaient attendus puisque la majorité des souches de K. pneumoniae
produisent une capsule polysaccharidique particulierement celles d’origine clinique

(Podshunn et Ulman, 1998).

Figure 8 : Observation de la capsule sous microscope photonique (G x 100).

Nos résultats sont en accord avec ceux d’El Fertas-Aissani et al. (2013). Cependant,
il aurait été intéressant de réaliser un typage moléculaire de la capsule afin de connaitre les
sérotypes prédominant dans nos services, de prédire les interactions avec 1’hote et enfin de
choisir la meilleur stratégie thérapeutique. Le typage moléculaire de la capsule cible
géneralement les génes wzy et wzi, retrouvés dans tous les types capsulaires (Pan et al.,

2015). C’est leur séquence variable d’un type a un autre qui a permis de les utiliser dans le
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typage moléculaire de certains sérotypes capsulaires, notamment les plus virulents comme
K1, K2, K5, K20, K54 et K57 (Turton et al., 2010).

La capsule constitue un important facteur de virulence car elle protége la bactérie de la
phagocytose, empéche I’activation du systtme du complément, en plus de Dl’effet anti-
inflammatoire qu’elle induit. Cependant, cette virulence est 1’apanage de certains sérotypes
seulement. En effet, la structure et la composition capsulaire semble déterminer le niveau de
virulence de la capsule (Clegg et Murphy, 2016). De cette fagon, une capsule riche en
résidus Man-o-2-Man (Ex : K21a) sera la cible de la lectinophagocytose (Athamna et al.,
1991); ces résidus étant reconnus par les récepteurs type lectine présents a la surface de la
cellule phagocytaire. Le sérotype K1 et K2 sont, a ce jour, les plus virulents (Remya et al.,
2019).

La surproduction des polysaccharides capsulaires coduit a ’apparition du phénotype
d’hypermucoviscosit¢ HMV. Les colonies apparaissent alors mucoides avec un fort taux de
viscosité. Nous avons recherché le phénotype HMV et les résultats montrent que 3 souches
étaient (HMV+) toutes de phénotype BLSE (Figure 9). Aljanaby et alhasani (2016) et Shah
et al. (2017) rapportent dans leur étude que la majorité des souches de Klebsiella pneumoniae

présentent le phénotype d’hypermucoviscosité.

Figure 9 : Phénotype HMV observée chez la souche BLSE.

Le contrdle de 1’expression des génes cps fut initialement attribué a la protéine RcsB
impliquée dans la biosynthése de I'acide colique. Plus tard, la protéine RmpA a été décrite et

semblait activer I'expression des génes cps. Le gene rmpA (regulator of the mucoid phénotype
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A) responsable du phénotype HMV a été rapporté pour la premiere fois par Nassif et al.
(1989). Trois alleles de ce gene ont été identifiés, deux d’entre eux (dont I’isoforme rmpA2
rapporté chez une souche (CG43) de K. pneumoniae de sérotype K2 et partageant plus de
80% d’homologie avec rmpA) sont codés par un plasmide alors que le troisieme est
chromosomique. La distribution de ces alleles varie en fonction des serotypes et de la région
géographique ou furent isolées les souches. L’excés de production de RmpA favorise le
phénotype HMV et par conséquent influence positivement la virulence des souches de K.

pneumoniae (Clegg et Murphy, 2016).

L’hypermucoviscosité est, généralement, décrite chez des souches cliniques
hypervirulentes de K. pneumoniae de sérotypes K1 et K2, principalement dans le Sud-Est
asiatique. Dans ces pays, ces souches sont a I’origine d’un syndrome invasif avec des taux de
morbidité et mortalité importantes (Tsai et al., 2008). L’association de ce phénotype avec les
profils de multi-résistance (BLSE ou KPC) a été mentionnée dans des rapports
épidémiologiques. Les souches hypervirulentes hvKP productrices de carbapénémases, sont
de plus en plus isolées dans les milieux hospitaliers. Une situation qui inquiete beaucoup les
cliniciens, surtout quand il s’agit des patients immunodéprimés (Liu et al., 2019). Néanmoins,

cette association n’est pas toujours démontrée. Les données ne sont pas encore concluantes.

La présence d’une capsule, comme nous venons de le voir peut conférer a la bactérie,
le pouvoir de résister au systeme du complément. L’étude de I’effet bactéricide du sérum
humain par la méthode d’inoculation en « spot » sur milieu solide a permis de classer les
souches dans deux phénotypes : sensible (S) et résistant (Figure 10), sur la base de la
présence ou non d’une zone d’inhibition a I’endroit du spot. Les résultats montrent que la
quasi-totalité des souches étaient résistantes au serum humain (n=12 ; 86%). Seules 2 souches

en étaient sensibles, une BLSE et une non BLSE.
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Figure 10 : Résultats de la recherche de I’effet bactéricide du sérum humain (Phénotype

résistant au sérum ; R).

L’activation du systéme du complément aboutit a 1’élimination du germe infectieux.
En effet, il permet la génération d’opsonines (C3b, C4b) et d’anaphylatoxines (C5a, C3a,
C4a), facilitant la phagocytose des bactéries et la formation du complexe d’attaque
membranaire (MAC) aboutissant a la lyse de la cellule bactérienne. La résistance au systeme
du complément est I’apanage des bactéries pathogénes invasives qui causent des infections
profondes. Cette résistance pourrait s’expliquer par la présence de structures bactériennes
telles que la capsule, le LPS et les protéines de la membrane externe (Doorduijn et al., 2016).
La mise en évidence de ces souches dans notre étude est inquiétante, car elle prédispose les

patients a des infections systémiques dont I’issue pourrait étre fatale.

Toutes les souches objets de notre étude pouvaient former un biofilm dont I’intensité fut
mesurée, dans 3 expériences indépendantes, par la méthode d’absorption du cristal violet. Les

résultats des densités optiques sont rapportés dans le tableau IV.
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Tableau 1V : Résultat de la recherche de la formation de biofilm.

Souches DO DO DO Moyenne
Kpsl 0.072 0.73 0.087 0.29
Kps2 0.108 0.193 0.101 0.13
Kpa4 0.236 0.246 0.289 0.25
Kp257 0.293 0.321 0.368 0.32
Kpa3 0.317 0.321 0.349 0.32
BLSE Kpab 0.395 0.449 0.421 0.42
Kpal 0.373 0.378 0.409 0.39
Kpp2 0.398 0.374 0.368 0.38
Kps3 0.382 0.354 0.382 0.37
Kpa2 0.370 0.359 0.319 0.35
Kp653 0.363 0.327 0.372 0.35
Kp676 0.393 0.395 0.343 0.37
NON BLSE Kp679 0.306 0.291 0.288 0.88

Il ressort de 1’analyse de ce tableau que la quasi-totalité des souches, quel que soit leur
profil de résistance, formaient un biofilm de moyenne intensité avec une DO évaluée entre 0.1
et 0.5. Une seule souche non BLSE (Kp679) a formé le biofilm avec une forte intensité : >
0.5 (0.8).

Nos résultats sont en accord avec les résultats d’Aljanaby et Alhasani (2016), El Ferta-
Aissani et al. (2013), Shon et al. (2012).

De nombreuses études mettent 1’accent sur le probléme que constitue le
développement d’une telle structure dans la pathogénése des infections nosocomiales. En
effet, ce mode d’organisation promeut la persistance des bactéries dans un biofilm et donc
I’établissement d’infections chroniques. Au sein de ce biofilm, les bactéries sont protégées de
’action des antibiotiques et des défenses de I'hote. Elles communiquent plus facilement par le
quorum sensing afin d’induire l'expression des genes de virulence. Chez les individus
hospitalisés ou atteints de maladies lourdes, le risque lié a la formation de biofilm est plus
important. En effet, ces patients sont souvent sondés, cathetérisés ou portant une prothese ;
c’est autant de surface abiotiques adhésive permettant la fixation, la colonisation et la

formation de ces tissus bactériens (Tremblay et al., 2014).

A la lumiére des résultats obtenus, nous avons constaté que les souches de notre
collection, présentent un potentiel de virulence. En plus de la multirésistance que nous avons
observée, il semblerait aussi que ces bactéries sont capables de survivre dans le sang du fait de
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leur résistance au systeme du complément. De plus, par leur capacité a former un biofilm, ces
bactéries sont protégées contre les défenses de I’hote (déja affaiblies chez les patients
hospitalisés), elles peuvent persister et disséminer dans tout I’organisme hote. Les phénotypes
mis en évidence pourraient étre de type « classique » (CKP) ou « hypervirulent » (hvKP).
Nous ne pouvons-nous avancer sur le phénotype excate de ces souches faute de test

génotypique. En effet, seule la biologie moléculaire peut les discriminer.

Ce potentiel de virulence a été mis a 1’épreuve en tentant une estimation de la dose
letale 50 (DL50). Le test de survie a été réalisé sur des souris BALB/C, en utilisant deux types

de souches :

» Une souche BLSE, la Kpp2 exprimant tous les facteurs de virulence
recherchés.
» Une souche Non-BLSE, la Kp653 exprimant tous les facteurs de virulence

recherchés.

Nous avons utilisé une large gamme de concentration allant de 10 & 10° cellules/ml. A
notre grande surprise et malgré la sensibilité des souris et le potentiel de virulence de nos
souches, aucune mortalité n’a été observée en 7 jours de monitorage. Nous avons refait le test
une deuxiéme fois et le résultat était le méme. Cet échec pourrait étre attribué a de nombreux
facteurs, dont ceux d’ordre expérimental. Parmi les facteurs expérimentaux influengant le test

de survie nous citerons : La concentration de 1’inoculum et le choix du milieu de culture.
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IV. Analyse d’articles

Notre travail a concerné 1’étude de la pathogénicité de 14 souches cliniques de K.
pneumoniae, appartenant a deux phénotypes de résistance aux antibiotiques (BLSE et non
BLSE), a travers la recherche de quelques facteurs de virulence sur le plan phénotypique.
Dans I’idéal, ce travail devrait étre complété par la recherche des profils moléculaires de
virulence. En effet, si sur le plan phénotypique, nous mettons en évidence un facteur donné,
ce méme facteur peut étre codé par plusieurs génes différents, ou bien les produits de
plusieurs genes concourent a 1’assemblage d’un seul facteur. De cette facon, si I’on arrive
aisément a mettre en évidence, sous microscope photonique la capsule, il nous est impossible
de déterminer le sérotype de cette capsule et donc son pouvoir pathogene. Les résultats que
nous avons obtenus sont donc insuffisants pour avoir une idée plus précise sur la

pathogénicité et la virulence de ces souches.

Il fut impossible pour nous de réaliser le volet moléculaire de cette étude, du fait de
I’inexistence d’une plateforme de biologie moléculaire au sein de la station expérimentale ou
nous avons travaillé. Afin de pallier ce manque, nous avons analysé différents articles traitant
de la pathogeénicité mais aussi de la résistance aux antibiotiques de souches cliniques de K.

pneumoniae.

Nous avons étudié 8 articles publiés entre 2016 et 2020. Les caractéristiques

expérimentales de chaque article sont résumées dans le tableau suivant :
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Tableau V: Caractéristiques expérimentales de 8 publications sur la virulence de K. pneumoniae

Références Souches Prélevements Identification Geénes de résistance recherchés Geénes de virulence
(n, origine) moléculaire / clones ST recherchés
Albasha et al. Urines : 61,7 % - rARN16S Résistance aux carbapénémes : blay,,. | -Adhésine : mrk D
(2020) 60 souches Sang : 23,3% 48, Dlanpwm, bla e, blakpe -sidérophores : entB
cliniques. Ecouvillonnage - Capsule : K1, K2
rectal : 8,3 Absorption du fer :
Expectorations : kfu
6,7% - Facteur
mucoide :rmp A
Liuetal. (2019) | 117 souches LCR - ERIC-PCR Résistance aux carbapénémes : -la capsule : rmpA
cliniques Plaies bla kpc et bla nom, wcaG,
Urines bla VIM » bla GES » bla DIM

bla GIM » bla spm et bla AIM)

BLSE : bla TEM » bla SHV bla CTX-

M bla crx -1, bla crxom-2 et bla crx.
M-9

B-lactamase AmpC :

bla pha , bla cuy

Résistance aux sulfamides : sull,
sul2 et sul3

Résistance au

chloramphénicol : cmlA, floR et catB
Résistance aux quinolones : gnrA,
gnrB, gnrS, aac (6 ') -1B-cr, gepA et
0(xAB

phénotypeHv :
magA, rmpA, iutA

Sidérophores :
iroBCDE, entB ,ybtS.

Géne de
métabolisme de
I'allantoine: allS.

Absorption du fer :
kfu

-Adhésine et
fimbriae :
fimH,mrkD
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Tableau V: Caractéristiques expérimentales de 8 publications sur la virulence de K. pneumoniae (Suite)

Références Souches Prélevements Identification Geénes de résistance Geénes de virulence
(n, origine) moléculaire / clones ST recherchés recherchés
Remya et al. (2019) - Urines / - BLSE:TEM, -Géne A associé a la
370 souches - Echantillons exsudatifs SHV et CTX-M mucoviscosité.magA.
Cliniques. - Sécrétions respiratoires - AmpCa -Gene de métabolisme
(lavage bronchique). médiation de I'allantoine :allS .
- Sécrétion endotrachéal plasmidique , -Absorption de fer
, lavage broncho- beta lactamases, | ferrique : Kfu .
alvéolaire liquide pleural et -Gene associé a la
- Sang. carbapénémases : | capsule : rmpA , K2A ,

KPC, IMP, VIM, | uge.

NDM et OXA-48. | -régulateur du
phénotype A mucoide :
rmpA
-Sidérophores : entB
YbtS
-Adhésine fimbriale
FimH uge .

Andrade et al. (2018) 50 souches - Sang : 54 % -  PFGE BLSE (CTX-M, TEM, -Capsule : wzi , uge,
Cliniques. -urine :18 % - MLST SHV), wabG , rmpA .
- patients hospitalisés en AmpC acquis (CMY, -Adhésine fimbriale:
urologie : 47 %. MOX, FOX, fimH, mrkD.
LAT, ACT, MIR, DHA, -Absorption du fer :
MOR, ACC) kfuBC,
des carbapénémases -Phénotype mucoide
(KPC, IMP, VIM, NDM, A ureA, rmpA.
SPM, -Phénotype Hv : magA,
OXA-48).. rmpA, iutA .
-Sédérophores : entB,
ybtS,

-Geéne de métabolisme
de I'allantoine : allS.
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Tableau V: caractéristiques expérimentales de 8 publications sur la virulence de K. pneumoniae (Suite)

Références Souches Prélevements Identification Geénes de résistance recherchés Geénes de virulence
(n, origine) moléculaire / clones recherchés
ST
Shah et al. (2017) | 96 souches Voies / - SHV, TEM, CTX-M. - La capsule : K1,K2,
Cliniques. respiratoires. rmp A, uge, wzy
-Absorption du fer : kfu,.
-Adhésine fombriale :
FimH-1,mrk D..
le géne A associé a la
mucoviscosité : mag A.
Lev et al. (2018) Systeme - MLST - blaTEM, bla SHV, bla CTX- -La
148 isolats respiratoire : 57 M ,bla OXA-48-like , bla NDM , capsule :rmpA,uge2 ,wabG ,
Cliniques % bla KPC, blaVIM, -Absorption du fer :
Urines : 30 % bla IMP ,ompK36 aer , kfu
Plaies : 5 % -Fimbriae : fimH
LCR:4% -Gene de
Sang : 3% métabolisme de
Prélevement I'allantoine : allR.
anal : 1%
Aljanaby et 32 souches Urines : 13 / - TEM, SHV -La capsule : rmpA , uge,
Alhasani (2016) | cliniques Bralures : 12 wabG.
Crachats : 4 -Fimbriae : fimH
Sang : 3 -Sidérophores : ycfM, ,
entB, irp-2
-Absorption du fer :kfu
Derakhshan et al. | 200 isolats Sécrétions - Région - Intégron de classe 1 et 2 -La capsule : rmpA , wcaG
(2016) cliniques trachéales intergénique
Urines 16S-23S
Sang
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A partir des donnés du tableau V nous constatons que :

>

Toutes les souches étaient d’origines cliniques. Elles ont été prélevées de
services hospitaliers a partir de différents prélévements, tout particuliérement,
le sang, les urines et les expectorations.

Les souches isolées ont été identifiées par les techniques classiques, a savoir
I’identification biochimique (qu’elle soit automatisée ou semi-automatisée).
Dans 5 publications, I’indentification biochimique fut complétée par une
identification moléculaire, par MLST, PFGE, ERIC-PCR ou séquencage du
géne rARN16S. Ceci a permis aux auteurs de confirmer (parfois infirmer) les
résultats de 1’indentification classique, de s’assurer que les souches ne sont pas
clonales et enfin de déterminer les « sequence type » prédominants.
L’environnement génétique de la résistance aux antibiotiques fut recherché en
ciblant plusieurs genes, notamment ceux codant la résistance aux C3G (blargw,
blashy, blactx) ainsi qu’aux carbapénémes (blakpc, blaoxa-4s).

De méme que pour la résistance aux antibiotiques, de nombreux génes de
virulence furent rechercher qu’ils codent pour la capsule (magA),
I’hypermucoviscosité (rmpA) le LPS, les adhésines (fimH, mrkD...), les

sidéerophores (entB, iroN, iutA...), I’urase (ureA).

Toutes les équipes de recherche avaient pour principaux objectifs de :

Déterminer le profil de résistance aux antibiotiques
Déterminer le profil de virulence.

Analyser ’association résistance / Virulence.

L’essentiel des résultats obtenus par ces équipes de recherche est résumé dans le tableau VI
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Tableau VI:

Résultats des profils de résistance / Virulence

Références Clones ST Profil moléculaire de résistance Profils moléculaire de Association virulence /
virulence résistance
Albasha et al. Faible association entre les
(2020) BLSE : 100% 16,7% de souches hvKP génes de virulence et

83,3% de souches cKP

résistance sauf entre
ent B et NDM.

Liu et al. (2019)

24 souches BLSE : 20.51%
93 souches non BLSE : 79.49%

20 souches cKP
4 souches hvKP

Il y a une association
significative entre la
virulence et la résistance.

Remya et al. 218 souches BLSE : 58.92%. 349 souches cKP Iy aucune association
(2019) 152 souches non BLSE : 41.08%. | 21 souches hvKP significative entre la mortalité
et I'un des
facteurs de virulence.
Andrade et al. ST11, ST15, ST17, ST25, 33 souches BLSE. : (66%) Il 'y a une association entre la
(2018) ST48, ST76, ST101, ST219, 4 souches KPC (8%) virulence et la résistance.

252, ST340

13 souches non BLSE : (26%)

Shah et al. (2017)

37 souches BLSE : (38.54%)
59 souches non BLSE : (61.46%)

57 souches cKP.
39 souches hvKP

Iy a une association
significative entre la virulence
et la résistance

Lev et al. (2018)

ST23 (n=12), ST218

(n=7), ST86 (n=4), ST147
(n=4), ST48 (n=2), ST395
(n=2), ST20 (n=1), ST65
(n=1), ST833 (n=1), ST2280
(n=1) et ST2174 (n=1)

BLSE : 100%
MDR : 94%

15 % de souches hvKP
75% de souches cKP

/
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Tableau VI: Résultats des profils de résistance / Virulence (Suite).

Profils moléculaire de virulence

Association virulence / résistance

Références Profil moléculaire de résistance
Aljanaby et BLSE : 62.5 % 62,5%./ hvKP Relation  positive  entre la
Alhasani (2016) MDR : 84.3% 37.5% cKP production de BLSE et les facteurs
XDR :12.5% de virulences.
/ Présence de relation significative

Derakhshan et al.
(2016)

BLSE : 57,5 %
NON BLSE : 42.2%

entre les génes de virulence et de
résistance aux antibiotiques.
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L’analyse du tableau VI révele que :

» Les souches de K. pneumoniae des différentes collections sont non clonales

> Deux études ont identifie des clones ST

> Le clone ST le plus fréquent chez Andrade et al. (2018) est le ST11 du groupe
CG258. Ce clone est associé a la production des enzymes de type CTX-M2 et KPC-2
seules ou en méme temps.

> Deux nouveaux clones avec un nouveau profil allélique ont été identifiés par Lev et al.
(2018). 11 s’agit de ST2280 et ST2174.

» L’étude Lev et al. (2018) est la premiere a avoir signalé la souche K. pneumoniae
KPB2580-14, hypervirulente, de cone ST23K1 et hébergeant des génes plasmidiques
CTX-M-15 et OXA-48.

> Des souches productrices de BLSE, parfois de carbapénémases aussi, ont été
identifiées dans toutes les études et avec des proportions atteignant parfois les 100%.
De plus, des souches MDR voir XDR ont été mises en évidence dans toutes les études.

> Les deux phénotypes de virulence, cKP et hvKP, de K. pneumoniae ont été signalées
dans toutes les études. Les proportions du phénotype Khv sont parfois inquiétantes,
comme nous pouvons le voir chez Shah et al. (2017).

> La majorité des articles ont suspecté une association/liaison entre la virulence et la
résistance aux antibiotiques chez les souches de K. pneumoniae. Par exemple, il a été
trouvé que les souches hvKP produisant les BLSE étaient significativement associées a
une forte formation de biofilm (P < 0,05) et fortement associé a I'effet bactéricide du
sérum (P < 0,05) que les souches cKP non BLSE.

» Le phénotype d’hypermucoviscosité est associé aux souches les plus virulentes. Par
exemple, Lev et al. (2018) ont introduit une mutation ponctuelle dans le géne rmpA.
Le mutant obtenu avait perdu le phénotype d'hypermucoviscosité et sa virulence avait

significativement diminuée alors que la DL50 de la souche sauvage était <10*.

La reésistance aux antibiotiques chez les bactéries est liée a la présence de mutations
chromosomiques ou a I’acquisition de genes de résistance, souvent portés par des eléments
génétiques mobiles, qui permettent a la bactérie de survivre malgré la pression sélective des
antibiotiques. Ces mutations chromosomiques s’accompagnent souvent d’un cotit biologique
pour la bactérie, ce codt est plus faible avec 1’acquisition de plasmides de résistance. Ainsi, la
résistance des bactéries aux antibiotiques est associée dans la plupart des cas, directement ou

indirectement, a une diminution de leur virulence et de leur compétitivité (« fitness »).
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Cependant, certaines donnees montrent egalement le contraire, et il est de plus en plus évident
que la relation est souvent d’un plus grand bénéfice pour 1’agent pathogéne, ce qui complique

davantage la situation et constitue un sérieux probléeme de santé publique.

L’avénement de souches de K. pneumoniae productrices de BLSE s’est accompagné
de taux éleves de morbidité et de mortalité (Bennett et al., 2010), probablement en raison
d’une forte virulence de ces souches. Les premiers travaux sur la relation entre la virulence et
la résistance aux antibiotiques chez K. pneumoniae datent des années 1990-2000, quand les
BLSE de type TEM et SHV étaient prédominantes. Ces travaux ont montré que ’acquisition
de BLSE augmente les capacités de virulence des souches, du fait de la localisation des genes
de BLSE sur des plasmides codant des facteurs de virulence (Darfeuille-Michaud et al., 1992
; Di Martino et al., 1996 ; Livrelli et al., 1996 ; Di Martino et al., 1997). Les plasmides
porteurs des génes de BLSE peuvent aussi porter des genes non pas de virulence mais de

régulateurs transcriptionnels qui augmentent la virulence.
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Conclusion

Notre travail avait pour objectif d’étudier la pathogénicité de Klebsiella pneumoniae,
a travers I’analyse des profils de virulence et de résistance aux antibiotiques de 14 souches
cliniques. Les souches ont été obtenues du Centre anti-Cancer de 1’hépital Frantz-Fanon de
Blida, a partir de prélevements biologiques de patients cancéreux. Les résultats de notre étude

ont montraient que :
-71.43 % des souches présentent le phénotype BLSE.

- 9 profils de résistance et 64.29 % des souches multi-résistantes (MDR) ont été mis en

évidence.
- 21.42% des souches BLSE étaient positives pour le test de curage plasmidique.

- La totalités des souches présentaient une capsule. Alors que le phénotype HMV ne

concernait que 21.43% des souches, toutes des BLSE.
- La quasi-totalité des souches (85.71%) produisaient un biofilm sur une surface abiotique.

Par ailleurs, les résultats de test de pathogénicité sur des souris BALB/C en utilisant
une gamme de concentration bactérienne allant de 10? & 10® UFC sont négatifs, aucune

mortalité n’a été observée en 7 jours de monitorage.

Notre étude révéle que de nombreux facteurs de virulence sont exprimés par
I’ensemble des souches, ce qui suggére un certain potentiel de virulence en plus de la
multirésistance. Cette situation est particulierement dangereuse pour les patients infectés,
connaissant leur fragilité et leur immunodépression, et les différentes maladies sous-jacentes
associées a leur cancer. Il est donc plus qu'urgent de développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques pour traiter les infections a K. pneumoniae, puisque I’antibiothérapie reste,

souvent, impuissante, devait des cas trés séveres tels qu’une septicémie.

En perspectives a ce travail, nous pourrions caractériser sur le plan génétique la
résistance et la virulence de ces souches, et ce en recherchant les genes codant ces deux
entités. Il serait aussi trés intéressant de rechercher le support génétique de la résistance aux
antibiotiques et de la virulence et vérifier si une association physique entre eux peut exister.
Aussi, il est impératif pour nous de refaire le modéle murin d’infection a K. pneumoniae, en

modifiant les parameétres expérimentaux.
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Annexe 1

Tableau I: Caractéres biochimiques de Klebsiella pneumoniae .

Caracteres biochimiques

Klebsiella pneumoniae

ONPG, KCN +
H2S, désaminase, IND -
VP +
RM -
Uréase + -
Citrate de Simmons +
LDC +
oDC -
ADH -
Rhamnose +
Arabinose +
Raffinose +
Gélatinase -

Lipase, DNase
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Annexe 2

% Galerie API 20E :
Préparation de la galerie :

- réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5ml d’eau

physiologique dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.
- inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.
- sortir la galerie de son emballage individuel.

- placer la galerie dans une boite d’incubation.

Inoculation de la galerie :

- Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a I'aide de la méme pipette

pour éviter la formation de bulles au fond des tubes.

- poser la pointe de la pipette sur le c6té de la cupule, en inclinant légérement la boite

d'incubation vers l'avant :
e Pour les tests : CIT, VP, GEL remplir tube et cupule.
e Pour les autres tests, remplir uniqguement les tubes (et non les cupules).

e Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE créer une anaérobiose en remplissant leurs

cupules d’huile de vaseline.
e Refermer la boite d'inoculation et I’incuber a 37°C pendant 24h.

Lecture et interprétation : Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se
référant au tableau de lecture Noter sur la fiche le résultat des réactions spontanées et ajouter

des réactifs aux autres tests.

e Test TDA : 1goutte de réactif TDA ; une couleur marron rougeétre indique une réaction

positive.
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e Test IND : 1goutte de réactif JAMES ; une couleur rose diffusant dans toute la cupule

indique une réaction positive.

e Test VP : Test VP : une goutte VP1 et VP2, une couleur rose attendre au minimum 10
minutes. Une couleur rose ou rouge indique une réaction positive a noter sur la fiche des

résultats.

Note : le test de la recherche de production d’indole doit étre réalisé en dernier, car cette
réaction libére des gaz qui risquent d’altérer 1’interprétation d’autres tests de la galerie. Ne pas

remettre le couvercle d’incubation aprés 1’ajout du réactif.

Les tests négatifs sont toujours codés 0 alors que le code affecté aux tests positifs varie
selon la position du test dans le triplet : 1 pour le premier test, 2 pour le second, 4 pour le
troisieme. Les 3 résultats du triplet sont additionnés et forment un code d'au moins 7 chiffres
qui correspond au profil biochimique du micro-organisme étudié sur la base des données AP

web.

La comparaison de ce code a ceux référencés dans la base de données gérée par
Biomérieux permet en général d'identifier ce micro-organisme. Si le code numérique obtenu
ne figure pas dans cette base de données, il peut s'agir d'un profil ou d'un micro-organisme
non référencé, un probléme technique (inoculum non respecté, paraffine oubliée, réactifs

périmés, etc.) ou une mutation lors du développement bactérien.
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Etude du profil de résistance aux antibiotiques :
Technique de diffusion sur milieu gélosé ou antibiogramme :

L’antibiogramme a été réalisé par la technique de diffusion sur milieu gélosé selon les
normes préconisées par le comité de I’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie
(CA-SFM-2013). Le principe de cette méthode consiste a tester la sensibilité d’une souche
bactérienne en présence d’un gradient de concentration d’antibiotique, obtenu par diffusion a

partir de disques dans un milieu gélosé.

Cette méthode consiste a préparer une suspension bactérienne dans de 1’eau
physiologique stérile a 0,9 %, a partir d’une culture de 24 heures sur gélose non sélective. La
densité de cette suspension est ajustée entre 0,08 et 0,10 a 625 nm, ce qui correspond a 108
cellules/ml. La suspension est ensuite diluée a 107 cellules/ml et ensemencée par
écouvillonnage sur une gélose Mueller Hinton de 4 mm d’épaisseur. Les disques
d’antibiotiques sont ensuite déposés sur la gélose ensemencée, en les séparant d’un espace de
30 mm les uns des autres. Les antibiotiques utilisés sont résumés dans le tableau de I’annexe
3.

Apres prédiffusion pendant 15 minutes a température ambiante, les boites sont
incubées pendant 24 heures a 37°C.

La lecture est réalisée en mesurant les diameétres des zones d’inhibition a 1’aide d’une
pied & coulisse. Les résultats sont interprétés selon les recommandations du Comité de
I'Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM, 2010). Trois catégories
de souches sont définies en fonction du diamétre des zones d’inhibition : Sensible (S),

Intermédiaire (1) et Résistant (R).
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Annexe 3

Tableau Il : Liste des antibiotiques a tester pour les Entérobactéries

Les antibiotiques
tester
Pour

les Entérobactéries

Ampicilline (10ug),

Amoxicilline+ acide clavulanique (20/10uG),

Aztréonam (30uQ),

Céfalotine (30ug),

Céfazoline

Céfoxitine (30ug),

Céfotaxime (30ug),

Céftazidime (30ug),

Imipénéme (10ug),

Ertapénéme (10pg),

Amikacine (30pg),

Gentamicine (10ug),

Acide nalidixique (30ug),

Ciprofloxacine (5ug),

Colistine CMI

Chloramphénico | (30ug),

Furanes (300ug),

Triméthoprime+sulfaméthoxazole (1,25/23,75ug),

Fosfomycine (200pg).




