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Gene armA chez Salmonella enterica productrice d'une
béta lactamase type CTX-M-15 isolée en Algérie
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Introduction:

O Découverte des antibiotiques au début du XXe siecle :
= véritable révolution pour le traitement des maladies infectieuses
d'origine bactérienne.

O Utilisation massive et quelquefois abusive des antibiotiques, en ville
comme a I'hopital

= émergence de bactéries résistantes (intégration de déterminants
de résistance)

O Dissémination de génes de résistance entre bactéries
= apparition de bactéries multirésistantes (MDR) a plusieurs classes
d'antibiotiques
= Staphylococcus aureus résistantes a la méticilline (SARM),
= entérobactéries productrices de p-lactamases a spectre étendu
(BLSE).



Contexte

d Combinaison aminosides p -lactamines:
= familles d'antibiotiques fréquemment utilisées en thérapeutique humaine
pour traiter les infections sévéres dues aux bactéries Gram-négatif.

O 2003 = Apparition des ARNr16S méthylases (Galimand et al., 2003).

= A ce jour, 7 enzymes de la méthylation de 'ARNri6S ( ArmA, RmtA,
RmtB, RmtC, RmtD, RmtE, NpmA) identifiés (Doi et al., 2007).

= Le geéne armA est le plus fréquemment identifiée chez les
Entérobactéries (Doi et al., 2007).

= diffusion de ce gene dans plusieurs especes d'Entérobactéries, en
Europe (Galimand et al., 2005), et sud-est de |'Asie (Yamane et al.,
2005 ; Lee et al., 2006).

O  armAégalement détecté
= dans une souche porcine d Escherichia coli (Gonzalez-Zorn et al., 2005),
= récemment chez des salmonelles isolées de viande de volaille (Granier et
al., 2011).



Contexte et Objectif

d  Association ARNr16S méthylases et BLSE type CTX-M-like

= déja rapportée dans plusieurs études (Bogaerts et al., 2007; Fritsche et
al., 2008).

= Algérie: présence concomitante d'une BLSE type CTX-M et une métylase
type ArmA chez des Entérobactéries isolées dans des C HU algériens
(Bogaerts et al., 2008; Naas et al., 2009).
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Matériels et Méthodes

> Souches bactéeriennes

- Souches de Sa/monella enterica collectées du service microbiologique de
I'hopital Dorban d'Annaba, Algérie durant les 2 années 2008 et 2009.

- Souches confirmées biochimiquement par galeries API20E (BioMérieux,
Marcy-I'Etoile, France).

- Origine des souches de Salmonella : hospitaliere et communautaire (cas
ambulatoires).

- Source d'information, pour les souches collectées = registres des différents
services hospitaliers ou les patients ont été hospitalisés.



Matériels et Méthodes

> Serotypage

- Réalisé dans l'unité CEB (Caractérisation et Epidémiologie Bactérienne), de
I'agence nationale de sécurité sanitaire de |'alimentation, de |'environnement et
du travail (Anses)

- Serotypées par agglutination sur lame (sérums anti O, sérums flagellaires
anti H).

- Lecture et détermination faite selon le tableau de Kauffmann-White
(Popoff, 2001).
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Matériels et Méthodes

> Tests d’antibiogrammes

Méthode de diffusion en miliew ——> 2X16 disques d'an‘rib.io’riques
gélosé (Mueller-Hinton Agar) 2010: Recommandations CLSI

Mesures : zone d’inhibition —> OSIRIS system (BIO-RAD).

Diametre des zones d'inhibition

Resultats > Résultats interprétés  (CLSI,
2010).
Production BLSE —> BLSE confirmée par bandelette

Etest (AES, chemunex, Combourg, France)
+ antibiogrammes standards sur gélose
Mueller-Hinton additionnée de 250 mg/L
de cloxacilline (Poirel et al., 2003).



Matériels et Méthodes

> Determination des genes de
resistance blaCTX-M et armA

= Recherche du géne de résistance b/a -ty ik d€s souches humaines multi
résistantes par PCR Multiplex, selon Lartigue et al. (2007).

= PCR classique pour rechercher le gene armA parmi les souches des cas
humains présentant des niveaux élevés de résistance aux 3 aminosides testés
(gentamicine, kanamycine, streptomycine).
= Amorces utilisées ainsi que protocole PCR appliqué selon Gonzalez-Zorn
et al. (2005).
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Résultats
> Données cliniques

» Les 18 souches de Salmonella enterica étudiées étaient isolées au service
bactériologie du CHU d'Annaba, chez des cas humains hospitalisés ou pas;

= Ces 18 souches présentaient de haut niveaux de résistance aux
aminosides testés (inhibition de zone de résistance);

= Parmi elles, 11 provenant de 11 nourrissons dgés entre 8 jours et 30
semaines, admis dans le service de néonatologie de la clinique
pédiatrique de la wilaya d'Annaba. Ces infections ont causé le déces de
10 nourrissons.

= 02 autres souches isolées chez des enfants agés entre 12 et 24 mois,
hospitalisés et 4 autres souches isolées chez des adultes dgés entre 15-
50 ans dont 2 cas ambulatoires.

= 01 derniére souche isolée chez un patient dont les données
épidémiologiques pas disponibles.



Résultats

> Seérotypage

= 13 isolats appartiennent au sérotype Typhimurium
= 04 souches appartiennent au sérotype Enteritidis

= 01 isolat variant monophasique de Typhimurium, 5. 4,12: -: 1.2,

> Antibiogrammes

= 18 isolats;

= Résistants a toutes les béta-lactamine (IAMP, TIC, PIP) et aux
céphalosporines de 1¢re, 3éme gt 4¢me générations (CF, CTX, CTZ, CEF).

= Niveaux élevés et variables de résistances aux 3 aminosides testés

= Sensibles a l'imipénéme, colistine, l'acide nalidixique, et les
fluoroquinolones testés

= Présence d'une BLSE (synergie entre l'acide clavulanique et cefotaxime,
ceftazidime) observée chez les 18 souches en milieu gélosé de Mueller-
Hinton en présence de cloxacilline.



Résultats

_Photo 1 Photo 2

AMC 7%

o @

mmm==p Synergie (bouchon de champagne) entre ampicilline/acide clavulanique et le
céfotaxime (CTX) et la ceftazidime (CAZ).

O Haut niveau résistance aux 3 aminosides testés (absence de zone d'inhibition)

Haut niveau de résistance a la gentamicine (6N) et la kanamycine (K) (absence de zone
d'inhibition), mais sensible a la streptomycine (STP) ((diametre d'inhibition > 23 mm)
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Résultats

> Determination des genes de résistance
blactx.m €t armA

= Les 18 souches hébergeaient
= le gene de résistance armA
= le gene blacrx m-iike

* Le séquengage des fragments amplifiés a montré la présence du b/asry_m.15
chez les 18 souches porteuses du gene armaA.
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Discussion

v" Premier rapport documenté sur un épisode épidémique dans les hopitaux
d'Annaba impliquant une Salmonella enterica, co-productrice d'une méthylse
ArmA, et d'une p lactamse CTX-M-15.

v" Dans ce pays et précisément a Constantine (200Km d'Annaba), la présence
du gene armA avait déja été identifié chez Salmonella Senftenberg
productrice d'une BLSE type CTX-M-3 (Naas et al., 2009).

v" Plus récemment, entre septembre 2008 et janvier 2009, dans ce méme
service de Constantine, armA a été identifié dans un autre sérovar de
Salmonella (S. Infantis) porteur du gene bla blary .15 et blagy.1 (Naas et
al., 2011).
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Conclusions

» armA présent dans nos hopitaux —> témoigne d'une dissémination
régionale voire nationale.

> L'émergence des BLSE CTX-M, et méthylase type ArmA parmi les
souches humaines de Salmonella, démontrée dans d'autres régions du
pays est une préoccupation de santé publique en Algérie.

» Cela souleve la question de la diversité et |'évolution de ces groupes de

genes dans ce pays, et les mesures a prendre aux plans hygiene et
thérapeutique pour palier leur sélection et leur diffusion.



Cadre de l'étude

v Ce travail fait partie d'un projet de thése de doctorat d'université;

v Financée par une bourse de coopération Algéro-frangaise + laboratoire
MASQ -ENVA (Microbiologie Alimentaire, Sécurité, Qualité).

v’ Collaborations; = L'unité CEB/ ANSES-Maisons Alfort.
= Service de microbiologie d'Annaba.
= Inserm U914 « Emerging Resistance to Antibiotics ».

v A ce jour, 2 articles publiés;

- Bouzidi et al 2011 J Antimicrob Chemother. 66(9):2180-2181
- Bouzidi et al 2012 Food Research International 45(2):987-904.
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