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L'Qmergence récente et la propaga,,t’fon dans le monde entler des génes

codant pour des carbapeﬂemases chez les engai'obacterles,
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Pseudomonas aeruginosa,: félcmetobacter baumannu confirme que
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les genes de res1sta1%cb peuvent se propagerg"rapldement entre

bactéries, et constltu@ l’1nqu1ete dela communaute scientifique .
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Infectiong a A. baumannii
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L'espece A. baumangm qui représente plus de 90 % des isolats
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A. baumannii et résistance aux B-lactamines
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*Oxacillinases : OXA-23, OXA-
40, OXA-58 et OXA-143
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B-lactamase & sggz’rre étendu : GES-14,GES-11
Mé’rqllo-B-Iagﬁmmases : IMP, VIM, SIM, NDM

Oxacillinases : OXA-23, OXA-40, OXA-58 et OXA-143

INTRODUCTION




0(‘

e principal probléme .
les, oxacillinases au¥ ‘propriétés dg
& carbap eﬁem ase

\ <
& ;
®© y
*@' -
<& | c,?—é
& &
W
b&@ <
5’&
& > (0«0
<0 s
'»d\'h o S
o
N
©

- INTRODUCTION



s

R

A

A Tl

A 53 DXA-2 group
0

CIRCA =130
Coxian + oxA-1 group &
mm‘%pﬁn@‘ N
r_{:lxa.-ﬁl' E;gﬂ: \\Q'@
._Lnxn-llg%p-rﬂt;g} OXA-63 group L
OXAES ; @ef’
s OXA-23 R
&
() nﬁ%ﬂmﬁu group o‘?
& TOXA 108 & roxdioresisens @5
S EAE™r  OXA-40 group &
_— QO TN g — 0&'
& Emagﬁ baemii = OXA-51 group| ©
& A 3¢
© Bas &
¥ fonaes OXA-58 group o
L G54 5. custdensts s
s CPLASS 5 algoe N
0,\& ‘\0
S o~
v
O &
q}
©

r  OXA-10 group

INTRODUCTION




Environnement génétique des génes bla codant pour les
& B-lactamases
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This.oxacillinase might likely play 2
role in resistance to carbapenems

Thgx‘i‘ole of ISAbatin expression of 0xgcarbapenemase genes
u‘i Acinetobacter baumannii
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> Jane F. Turton', M. Elalna Ward?, NElIWDDderQQ°MawE Kaufmann', Rachel Pike?,
David M. Livermore® & Tyrone L. Pitt’ 6°‘

ISAbaT ’ \

9 bp blagx 5169

9%bp

Turton et al., FEMS Microbiol. Lett. 2006,;258
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= En Tunisie, les mfecg;éns causees par les BMR imposent un fardeau
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Dans le cadre de nos activités au sein du laboratoire de Biochimie et de

Technobiologie a la faculté dQS sciences sur la résistance d’Acinetobacter

aux antibiotiques et \J}ace a des situations épidémiologiques graves
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C’est pourquw nous avons entrepris une étude
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Etude phénotypique de la

resistance
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R&sultats Etude phénotypiqué de 1a résistance



» Toutes les souches présentgnt le méme profil de la

‘s
.@;

résistance aux [3- lactgmlnes testées ainsi qu’a
I’association ﬁlactanyaﬁe -inhibiteur de [-lactamase

(ticarcilline-acide c],@%ulamque)
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La plupart des souches selectlonnées montrent une
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résistance plus au moins elevse pour 'imipéneme.

Toutes les souches @ﬁolees montrent une résistance
élevée vis-a-vis I'acide nalidixique (NAL).

Antibiogramme

Résultats




résistance enzymatique aux [3-
lactamines
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La céphalosporinase

chromosomique
AmpC a été identifié
chez toute la

collection de I’hopital
Militaire ainsi qu’au &
niveau de celle de\\e'&
institut Orihopedlgeﬁe
Mohamed Kassab*
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La bande de taille 549
pb prQ;s%nie dans toute
la oﬂechon correspond

qﬂ? géne bla ,, . aprés
o séquecage du géne.
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Collection Hopital Militaire.

Identification de la céphalosporinase
chromosomique AmpC

Résultats
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Des produits d’amplifications
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co:zfesponden’r aux gengf
£7GOXA51 ont été ob’reﬁUes
pour toutes les gbuches
testées apres sequeﬂ’cqge :

Collection H6piiq| Militaire.

Identification du geneblagy, -, au-sein des
souches d’Acinetobacter baunmannaii

Résultats
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Les souches qui montrent bien la
présence de I'OXA -23 sont
également résistantes a
I'imipénéme dont les valeurs des
CMIs s’échelonnent entre 8 et

32 ug/ml.
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Toutes les souches quus‘?:n’r

positives pour I OXﬁ ¥23 ont
été isolées au sg?‘n de service
de reanlmahﬁh excepté la
souche A.boumcmnu AB 290
qui a egt’g isolée a partir de
ser\d?ce de maternité.

~
Collection Hopital Militaire.

Résultats Identification du gene blasy, ,,au sein des

souches d’Acinetobacter bauntannii




1 10 20 30 an 50 (1] ) 80 90 100 110 120 130

ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGECAGEGATCGCTCAC TCTECATATGCG TCGGARARATTARCCTTCARGACCGATC TTGAGARGCTAGAGCGCGARRRAGCAGC TCAGATCGGTGT TGCGATCE
reverse ATGCGCTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGEGATCGCTCACTCTECATATGLGTCGGARRRAT TARCCTTCARGACCGATC TTGRAGARGCTAGAGCGCEARRRAGCAGCTCAGATCGGTGT TGCGATCG
Consensus  ATGCECTTCATTCACGCACTATTACTGGCAGGEATCGCTCACTCTGCATATGCGTCGGARAART TRACC TTCARGRCCGATCTTGRGARGCTAGAGCECGARRRAGCAGCTCAGATCGGTGT TGCGATCE

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

TCGATCCCCARGGAGAGATCGTCGCGGGCCACCGARTGGCGLAGCETTTTGCARTGTGCTCARCGT TCARGTTTCCGCTAGCCGLGCTGETCTTTGARRGAATTGAL TCAGGCACCGAGCGEGEEEATCE
reverse TCGATCCCCARGGAGAGRTCGTCGCGGGCCACCGAATGGCGCAGCGTTTTGCARTGTGCTCARCGTTCARGTTTCCGCTAGLCGCGCTGETCTTTGARRGARTTGALTCAGGCACCGAGCGGGEEGATCE
Consensus  TCGATCCCCANGGAGAGRTCGTCGCGGGCCACCGAATGGLECAGCGTTTTGCARTGTECTCARCGTTCARGTTTCCECTAGCCGCGLTGGTCTTTGARAGART TGACT CAGECACCGAGCGGEGEEATCE

%61 20 280 290 300 310 320 330 40 350 360 3 380 390

RRAACTTTCATATGEGCCGGACATGATCETCGRATGRTCTCC TGCCACGRAGCEGTTTCTAGCATCGEGACACATACGAT TCTCEAGGCAGCKCARGC TECGRTGCAGCT TAGCGACART GEGECTACT
reverse ARRRCTTTCATATGGGCCGGACATGATCGTCGARTGGTCTCC TGCCACGGAGCGGTTTCTRGCATCGGGACACATGACGGT TCTCGRGGCAGCGCARGCTGCGETGCAGCTTRGCGACARTGEGECTACT
Consensus  ARRACTTTCATATGGGCCEGACATGATCGTCGRATGGTCTCCTECCACGGAGCRETTTCTAGCATCGGEACACATGACGET TCTCGRGGCAGCGCARGCTGCGGTGCAGCTTAGCGACARTGEGGLTACT

w400 410 420 430 4d) 450 460 a7 480 490 500 510 520

RACCTCTTACTGAGAGARRT TRGCGGACC TGC TGCARTGACGCAGTATTTTCGTARRRT TGECGACTCTGTEAGTCAGCTAGACCEGARAGAGCCGEAGRATGGECGACARCACACCTGRCGACC TCAGAG
reverse ARCCTCTTACTGAGAGARRTTGGCGGACCTGLTGCAATGACGCAGTATTTTCGTARRATTGECGACTC TGTGAGTCGGCTAGACCEGARAGAGCC GEAGRTGGECGACARCACACCTGRCGACCTCAGAG
Consensus  ARCCTCTTACTGAGRGARRTTGGCGGACCTGCTGCARTGACGCAGTATTTTCGTARARTTGECGACTC TETGAGTCGGCTAGACCGEARAGAGCCGGAGRTGGGCGACARCACACCTRGCGACCTCAGAG

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 64 650
| 1

ATACARCTACGCCTATTGCTATGGCACGTACTRTGECTARRGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCACACCAT TGAGAGGT GGC TGRTCGGRAACC AAACGGGAGACGCGACACTACE
reverse ATACARCTACGCCTATTGCTATGGCACGTACTGTGECTARRGTCCTCTATGGCGGCGCACTGACGTCCACCTCGACCCACACCAT TGAGAGGT GGCTGATCGGAAACCARRCGGGAGACGCRACACTACE
Consensus  ATRCARCTACGCCTATTECTATGGCACGTACTETGGCTARRGTCCTCTATGGCEGCGCACTRACGTCLACCTCGACCCACACCATTGAGAGGTGGCTGRTCGEAARCCARACGGEAGACGCGACACTACE

651 660 670 680 630 00 il 0 730 0 750 760 n 780
1

reve& CGEGTTTTCCTARAGATTGGGT TGTTGEAGAGARARCTGGTACCTGCGCCARCGGEGCCCRGARCGACATTGGTTTTTTTARAGCCCAGGAGAGRAGATTACGCTGTAGCGGTGTATACARCGECCORS:
NE[EEEIIITEETNNNEHTIEEETTEHEEHEHEHHHHETEETH[[IEEEEEHNEEEEE[EEEEHHEEN[HTTEEHTTTTTNHHE[EEHEEHENEHEHTIHEEETETNE[EEIEIHTHEHNWEE
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w7 800 810 820 830 840 50 960 864
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ARRCTATCGGCCGTAGARCGTGACGART TRGTTGCCTCTGTCGGTCARGTTATTACACARCTCATCCTGRGCACGEACARATAG
reverse ARRCTRTCGGCCGTAGARCGTGACGARTTAGT TGCCTCTGTCGGTCARGTTATTACACARCTCATCCTGAGCACGEACARATAG
Consensus  ARACTRTCGGCCGTAGARCGTGACGART TAGTTGCCTCTGTCGETCAAGTTATTACACARCTCATCCTGAGCACGGACARATAG
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premiére a été isolée en 2006 au nivggtf; de service de réanimation dec’EﬂGpiiql Militaire
\ .\%,\'e.
de Tunis. Tandis que la deuxiéq}e“ésouche a été isolée en 2010 \g&i’\sein de service de
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réanimation dans I'Institut O(&hbopédique Mohamed Kassab de%ﬂ'lfbnis.
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Ces deux isolats montrept bien la coexistence des deux carbapénémases : bla oy, 53 et
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bla g ;1.

Résultats Identification du gene bla; g ,,au sein des

souches d’Acinetobacter bauntannii
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Etude de la clonalité des souches d’
A. Baumannit
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15 soucthes d’A.baumannii de phénotype BMR iIsolées des differents patlerm% de
dlff%géents services (service réanimation 4c6‘°66 %; Service septique 40 % g«f’le post

‘beratowe de 13,30%) a I’ Institut Orthqqs?edlque Mohamed Kassab de Tw‘ns
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18 souches d’Acinetobacter bqﬁ’mannu ont été sélectionnées eﬁ) sein de |’hopital
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Militaire. La majorité de@?ces 18 souches a été isolée qd"é service réanimation

(94 ,44%) ainsi qu au«;?em de service de maternité (5,55%).

Résultats




Analyse de I’ADN génomique des souches d’A.baumannii
aprés digestion par Agaﬂ

&
R
o
&
o0
&
& &
£ &
K 2
< X
\\}?f é}.\@‘ 6\(\
3
M 1 2 3 4 '5%"&6 7 8 9 10 1112 13 M £3 4 5 g 7 89 10 M -e\'\eﬁ'

Résultats Etude de laclonalité par PFGE de I’ Hopital Militaire.




C13 profils de restriction diﬁérqpfg'deAaK T T prGE
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» Le couple de soucgeg qui présente le r S b

méme profil A aQeTe isolée dans deux | T
services différepys. — | | LI ||||
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»Le cqolspple de souches qui présente le ""‘i
mémeSprofil AL a été isolée du service &
re@ﬁlmatlon et a le méme prof|l &
phénotypique et génotypique. | «0
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®le profil C a été |soleeo£u service = T
réanimation et dans la met:p% période de

< AN T A
I’année. ©q>

Le profil Bla été isolée 2 ans apres ’isolement du
profil B.

Résultats Etude de la.clonalité par PFGE de I'Hopital Militaire.
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Aprés restriction par

I'enzyme Apal, o
2
'analyse a montrés
° -\e’
5 profils  de

<

restriction di@éé?en’rs
de AaE aq@b\)

. O ol S ,c,e'
ABACDADAAAAC(AB’AE &
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Le profil A est majorltalre @i‘ on le trouve prmmpalemeqj}’ au sein du service de

réanimation ainsi au selrpae service post —opératoire duv‘ént une période qui s’étale
entre Juin 2009 et Decembre 2010.

¢ Etude de la clonalité parPFGE deFInstitut
Résultats

Orthopédique Mohamed Kassab



La réanimation est le meilleur modéle intra hospitalier de la
résistance bactérienne @aux  antibiotiques, les raisons sont
nombreuses parmi eILés une forte prévalence de la résistance
bactérienne, une gat')rconsommahon des antibiotiques.
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Résultats




Etude de I'environnement génétique‘des

geaes blaOXA-23, bIaOXA-Sl, bIaAmpC' blages_;




b‘
M12 3 45’@’67 8 9 30 ‘11 127°13°14°'15°16'17 18 -

(y
N N
> N

Identification de la séquence d’insertion
ISAbal

Résultats
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Les enzymes OXA-51/OXA-69 cg;?rrlbuen’r faiblement & la res@r‘ance naturelle aux
antibiotiques observée chez A. bcﬁhannu Cependant, il a été evoqué"que I'insertion en amont
de ces genes d’éléments genej;ﬁues mobiles, comme la sequeanv\é)lnsertlon ISAbal, pourrait
apporter des séquences prgﬁm’rrlces en amont des génes de ’r?pe blaOXA-51. Uoxacillinase,
ainsi surexprimée, pourrcﬁ’r étre a l'origine d’une diminution (acquise) de la sensibilité aux
carbapénémes observée dans certains isolats d’A. baumannii .
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Ainsi pour la collection de
I’Hépital Militaire, la présence de
la séquence d’insertion ISAbal en
amant du gene AmpC e ete
identifié chez seulement AB
3556, AB 3966 et AB 1065 dont la S
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Analyse ~°’des produits CMIs pous la céftazidime etait Qf,"“
damp'lflcgﬂon du gene bla >512 pgﬁnl pour les 3 souches,,b&
ISAborF/eﬁpc (Collection Milicire). alors qq“ue la CMI de la cefotaxm@%
&b«o‘? esfe fvariable entre 512 e{bo°256

o % &Qﬁg/ml «0&9&"

L’expression de ces génes aux niveaux élevés est basée sm la présence
d'un promoteur fort au sezl,ﬁ "d'une séquence d' mserhog@ en amont dit
ISAbal . Clest le prugelpal mécanisme responsabLé°de la résistance a
la ceftazidime et cL,'UUires céphalosporines a lg?ge specire dans A.
baumannii . &
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le gene bla ces-11 faisait parye d’un intégron de classe 1, représentant le
second gene casset;t% apres le gene aacA4 codant pour
I’acetyltransferase AAC(6’) Ib, conféerant une résistance aux

aminosides, not@‘mment tobramycine et I’'amikacine.
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Nos travaux conduisent a évoquer de nouvelles perspectives de
recherche : &
- les relations entrgz\el utilisation des antibiotiques, notamment des

carbapenemes° et I’emergence des oxacillinases aux propriétés

de carbape?hemases _ &
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- De n@'?nbreux genes de resstam@e aux antibiotiques S(;mt
ass‘omes aux séquences d’ mseryﬁn ce qui mous mene a @\faluer

1 impact des séquences d’ msertlon dans la plasticité genomlque
@ -;"'Q ‘:s
de A. baumannii. & &
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- ISAbal est |mpI|quee gé maniere significative daqgf*la mobilisation et

’acquisition de dege‘f‘mlnants de la resistance ayx antlblothues chez A.

(}?‘

baumannii. S






