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Liste des Abréviations

ADN : Acide Désoxyribonucléique
AAHC : Antibiotic Associated Hemorragic Colitis
ARNr : ARN de la petite sous-unité ribosomale du 30S des procaryotes

BLSE : Béta Lactamase a Spectre Elargi

BPCO : Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive

MALDI-ToF: Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of Flight
MLST : MultiLocus Sequence Typing

ST : Séquence Type



Introduction

Les espéces du genre Klebsiella sont une cause importante d’infections
communautaires ou nosocomiales et sont donc a juste titre d’un intérét en bactériologie
médicale (1). Celles-ci sont souvent la cause d’infections urinaires, respiratoires. Parmi les
bacilles a Gram négatif ce genre est le deuxiéme pathogéne couramment impliqué dans les
bactériémies aprés Escherichia coli (2). La taxonomie de ce genre est en perpétuel
renouvelement ce qui complique I’identification précise des espéces pour le microbiologiste.
Ainsi certaines espéces du genre Klebsiella/Raoultella sont difficiles a discriminer en
laboratoires de microbiologie médicale (3). Ce qui pose un double probléme pour les acteurs
de santé concourant aux soins du patient. Probléme d’une part pour le microbiologiste
retrouvant une culture positive pour une espece du genre Klebsiella ou apparentée de
considérer 1’espéce comme significative et pathogéne probable. Et d’autre part pour le

clinicien la problématique de la décision d’une antibiothérapie.

La microbiologie est une discipline en perpétuelle évolution. Jusqu’a la fin du XXéme
siecle elle est basée sur la bactériologie dite « pasteurienne » : c’est-a-dire fondée sur les
caractéres phénotypiques de la bactérie. Cependant ces caractéres ont montré leur limite
qguand a la caractérisation des especes. Tout particulierement pour les especes des genres
Klebsiella et Raoultella parfois confondues entre elles (4). La microbiologie connait un
second bond en avant par le développement des techniques de biologie moléculaire. Ainsi
dans le groupe des Entérobactéries jusqu’aux années 1990 aucune étude discriminative
puissante n’avait permis d’élaborer une taxonomie pertinente, jusqu’a 1’avénement de
I’utilisation des séquences du gene de I’ARNr 16S comme outil d’étude des relations
phylogénétiques entre ces microorganismes (5). Les résultats de 1’analyse de séquences,
couplés aux autres techniques d’identifications conventionnelles ont permis de scinder le
genre Klebsiella en deux genres distinct : Klebsiella et Raoultella. Plus récemment avec
I’arrivée de la protéomique par spectrométrie de masse, les laboratoires d’analyses médicales
disposent d’un outil permettant d’une part, I’identification rapide par 1’analyse des protéines
bactériennes totales et, d’autre part, une utilisation pour la taxonomie bactérienne (6).
Cependant, cet outil discrimine mal Klebsiella oxytoca du genre Raoultella, particulierement
Raoultella ornithinolytica (7). L’identification correcte des isolats cliniques des genres
Klebsiella/Raoultella est importante pour améliorer la caractérisation épidémiologique de ce
groupe bactérien. Ainsi, malgré la description du genre Raoultella il y a une quinzaine

d’années, il reste encore difficile de pouvoir identifier préccisemment les espéces de ce genre
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dans la pratique quotidienne d’un laboratoire de biologie médicale. Le développement de
méthode d’identification de routine robuste tant pour Klebsiella que Raoultella est donc

nécessaire.

Dans une premiére partie bibliographique, nous passerons en revue les données de la
littérature sur la place des espéces du genre Klebsiella et du genre Raoultella en médecine et
leur diagnostic bactériologique différentiel. Puis, nous exposerons les résultats du travail
expérimental comparant 1’identification du genre Raoultella par spectrométrie de masse

MALDI-ToF et a une approche par séquencage multi-génique.
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PREMIERE PARTIE : Revue de la littérature

| . Taxonomie et description des genres Klebsiella et Raoultella :

A. Position phylogénétique du genre Kilebsiella :

L’histoire du genre Klebsiella est caractérisée par une taxonomie sans cesse remaniee
et vivement débattue reflétant 1’histoire florissante et pleine de rebondissements de la
systématique bactérienne (8).

Le genre Klebsiella fait partie de la branche gamma du phylum des Proteobacteria (9). Les
gammaprotéobactéries constituent le plus grand sous groupe des protéobactéries, composées
de 14 sous-groupes et 28 familles dont celle des Enterobacteriacea, unique famille de 1’ordre
des Enterobacteriales (10). Klebsiella fait partie de la famille des Enterobacteriaceae qui
constitue un tres vaste ensemble de genres et d’espéces représentant presque trois quarts des
isolements d’un laboratoire de bactériologie médicale (11).

La majorité des bactéries appartenant a la famille des Enterobacteriaceae partagent les
caractéristiques communes suivantes (12) : bacilles a Gram négatif non sporulé , immobiles
chez Klebsiella ou mobiles par ciliature péritriche, non exigeante en culture, aérobie-
anaérobie facultatifs avec un métabolisme fermentatif, des activités catalase et nitrate

réductase positive.

B. Historique du genre Klebsiella :

1. Origines du genre :

La premiere description du genre Klebsiella date de la fin du XIX® siécle. Un bacille
capsulé fut isolé chez un patient présentant un rhinosclérome par Anton Von Frisch en 1882
(13). Au cours de la méme année un microbiologiste allemand Carl Friedlander mit en
évidence ce méme organisme dans des poumons de patients décédés de pneumopathie. Cette
bacterie fut quelques années plus tard nommée en conséquence " hyallococcus pneumoniae ™
(Schroeter-1889). Le genre Klebsiella fut creé par Treviscan (1885) en honneur du
microbiologiste allemand Edwin Klebs. Ainsi en 1897 le genre Klebsiella contenait les
especes Klebsiella pneumoniae (bacille de Friedlander) et K. rhinoscleromatis (bacille de

Von Frisch). En 1893 " bacillus mucosus ozaene " fut décrit par Abel dans les sécrétions d’un
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patient présentant un ozéne (14). Ce n’est qu’en 1925 que cette bactérie fut incluse dans le
genre Klebsiella (9).

De ce fait la subdivision du genre Klebsiella s’est effectuée en trois espéces, d’importance
médicale, correspondant aux pathologies qu’elles causent : Klebsiella pneumoniae, Klebsiella

ozaenae et Klebsiella rhinoscleromatis (8).
Carl von Fliigge (1886) a pu décrire la présence de bacilles retrouvés dans du vieux
lait. Cet organisme fut nommé "Aerobacter oxytocum ". Caractérisé par la production d’

indole et une activité gélatinase (5), Lautrop la renomma Klebsiella oxytoca en 1956 (9).

Cependant avec 1’avénement de nouvelles techniques, la taxonomie s’est affinée. Ainsi

la classification des espéces du genre Klebsiella a continuellement été revisité (2).

2. Apport de I’Hybridaton ADN—ADN chez le genre Klebsiella :

Cette technique s’est développée aux cours des années soixante et a été utilisée pour le
genre Klebsiella durant les années 1970 en complément des études taxonomiques numériques

basées sur les caractéres d’identification phénotypiques et biochimiques.

Elle permet la comparaison de la totalité du génome de deux bactéries par la mesure
du degré d’homologie entre les deux ADN. Elle repose sur la renaturation in vitro de deux
brins d’ADN hétérologues (chaque brin provenant de deux bactéries comparées). Plus les
especes sont proches, moins de mésappariements surviennent pendant 1’hybridation. Une
espece est alors définie génétiguement comme le rassemblement de souches qui ont des
relations ADN-ADN se traduisant par (i) un pourcentage d’hybridation ADN-ADN > 70% et
(i1) une stabilité thermique des hybrides < 5°C (15).

Cette méthode a permis de confirmer 1’unicité de 1I’espéce Klebsiella pneumoniae avec
73 & 100% d’homologie entre K. pneumoniae  subspecies pneumoniae,
K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis, K. pneumoniae subsp. oazaenae (5). C’est pourquoi
ces deux espéces sont considérées comme des sous especes de K. pneumoniae dans le

Bergey’s manual of systematic Bacteriology (9).
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Concernant K. oxytoca, longtemps considérée comme un biovar de K. pneumoniae,
I’analyse par hybridation ADN-ADN a révélé que ce taxon était bien distinct de

K. pneumoniae (16).

L’ensemble des organismes liés aux Klebsiella isolées de I’environnement (groupes
J,K,L and M) ont été reclassés en quatre espéces distinctes appartenant au genre Klebsiella :
K. terrigena, K. planticola, K. trevisanii et K. ornithinolytica (8).
Les tests d’utilisations des sources de carbones et les études ADN-ADN ont confirmé
I’individualisation de K. planticola et de K. terrigena. De plus une forte homologie par
hybridation ADN-ADN (99%) entre K. planticola et K. trevisanii fut retrouvée ce qui amena
les auteurs a regrouper celles-ci dans une méme espece (17). K. terrigena et K. planticola ont
révélé part ailleurs étre plus proches entre elles que de K. pneumoniae et K. oxytoca (5).
Le groupe des souches ornithine-décarboxylase positives (ODC) considéré autrefois comme
Klebsiella oxytoca a été proposé comme une espece a part entiere du genre Klebsiella et fut
nommé Klebsiella ornithinolytica en 1989 (18). Cependant K. ornithinolytica a présenté des
résultats d’homologie avec K. planticola identique. L’ODC étant le seul caractére les
distinguant (9). Des souches ODC positives et indole négatives se sont révelées étre des
souches appartenant a I’espece K. pneumoniae aprés hybridation ADN-ADN (19).
L’homologiec ADN-ADN entre les autres especes de Klebsiella s’est révélée étre
particulierement basse pour K. ornithinolytica : 16-37% avec K. pneumoniae, 11-49% avec R.
planticola et 18-45 % avec R. terrigena, a ’exeption de K. oxytoca (33 a 78% d’homologie-
ADN-ADN) (5) .

Une espece bactérienne est toujours définie traditionnellement a partir de I’hybridation
ADN-ADN, qui est une technique lourde, complexe et onéreuse. De plus celle-ci ne permet
que la comparaison d’ADN deux a deux, ce qui a pu mener a des résultats erronés lorsque la
souche type n’est pas représentative de son espece, ce qui peut étre le cas pour les especes
décrites avant ’avénement de nouvelles techniques d’identification génomique. Toutes ces
raisons expliquent pourquoi cette technique tend & étre abandonnée au profit d’autres

approches moléculaires (15).
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3. Apport de la phylogénie moléculaire :

Dans les années 1970, il a été montré que les relations phylogéniques entre les étres
vivants pouvaient étre déterminées en comparant leurs sequences nucléiques. Des travaux ont
pu montrer que le géne de I’ARNr 16S (rrs) avait plusieurs avantages dont le fait qu’il code
pour un ARN ribosomal de fonction constante dans 1’évolution et qu’il soit présent parmi
presque toutes les bacteéries, existant comme une famille multigénique ou opérons (20) (21);
ce gene peut donc servir d’horloge moléculaire pour suivre 1’évolution bactérienne (22). Les
séquences du géne de I’ARNr 16S ont ainsi joué un réle majeur dans 1’étude de la phylogénie
et de la taxonomie bactérienne (23). Une vaste analyse phylogénétique de plusieurs membres
de la famille des Enterobactriaceae a démontré que la comparaison des sequencages de
I'ARNr 16S a le méme pouvoir discriminant phylogénétique que la technique de réassociation
ADN-ADN (5).

Notons toutefois que concernant les pourcentages de similarité, il n’y a pas de valeur
seuil clairement établie au-dela de laquelle la communauté scientifique s’accorde pour définir
le rang d’espéce. La plupart des taxonomistes acceptent des seuils de 97% pour le genre et de
99% pour I’espéce (22). Alors que certains auteurs suggérent 99.5% d’homologie pour

I’espéce (24).

Le genre Klebsiella n’a été soumis a cette analyse qu’au début du XXI° siécle (8).
Cing clusters trés proches ont été trouvés (5) bien qu’une autre étude fait mention de
seulement trois clusters distincts mais sur la base des fragments de genes ARNr 16S et
rpoB(8) (Figure 1).
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Figure 1. Dendrogramme dérivé de la comparaison des séquences d'’ARNr 16S de membres de divers genres de la famille des
Enterobacteriaceae, dont neuf Klebsiella et trois especes du genre Raoultella, déterminé par la méthode de neighbour-joining
de Jukes & Cantor et Kimura (25). Les valeurs (%) de Boostraps pour 100 réplications ou ré-échantillonnages effectués sont
indiquées a chaque nceud (uniquement les valeurs supérieures a 70). La barre indique ’échelle. D’aprés Drancourt et al.
IJSEM 2001.

a) Le cluster 1: K. oxytoca
En concordance avec les analyses d’hybridations ADN-ADN les souches de K. oxytoca

forment un génogroupe distinct de K. pneumoniae avec une position taxonomique incertaine
(5)(8). De plus les résultats indiquent une probable subdivision en deux sous-espéces. Ces
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résultats ont été confirmés par des études de séquengage d’autres genes tel que gyrA et parC
(5). (Figure 3.)

b) Le cluster V : contenant K. pneumoniae sensu lato

Les résultats ont montré une grande similitude des séquences de K. rhinosceromatis , K.

ozaenae et K. pneumoniae (niveau supérieur a 97%).

c) Le cluster 1V : contenant Enterobacter aerogenes

Enterobacter aerogenes (Klesbsiella mobilis) a été positionné dans le genre Klebsiella suite
aux données de la taxonomie numérique (26) et d’homologie de I’ADN-ADN qui ont montré
qu’elle était plus proche de Klebsiella (47-64%) que d’Enterobacter cloacae (44%) (27). Une
confusion dans la nomenclature britannique a amené & nommer un biogroupe de K.
pneumoniae comme « Klebsiella aerogenes ». K. pneumoniae est alors divisée en K.
edwardsii subsp. edwadisii, K. edwardissi subsp. Atlantae et K. aerogenes. Cependant 1’étude
d’hybridation ADN-ADN de ces souches n’a pas mis en évidence de différence significative,
montrant qu’elles correspondent a une seule espéce qu’est K. pneumoniae (9). De plus les
données de comparaison de séquence du gene de I’ARNr 16S ont confirmé celles de
I’hybridation avec plus de 97,7 & 99,0 % de similitude avec les espéces du genre Klebsiella
(5) . Ainsi il existe toujours un cluster parmi les especes de Klebsiella indiquant que le genre
Enterobacter est polyphylétique. Bien que non consensuel, une publication 1’intégre parmi le

groupe des Klebsiella faisant mention d’un cinquiéme cluster (5).

d) Les clusters 1l et 111 : K. terrigena, K. planticola et K. ornithinolytica

Ce groupe est caractérisé par sa croissance a 10°C, et I’utilisation du L-sorbose comme source
de carbone (8) (Tableau 1). Les séquences des genes rrs et de rpoB chez K. planticola et K.
trevisanii ont montré plus de 99,9% de similitude confirmant bien qu’il s’agit d’une seule
espéce. Il faut donc considérer Klebsiella trevisanii comme un synonyme de Klebsiella
planticola. K. ornithinolytica présente un niveau d’homologie plus élevé avec K. planticola
(96%) qu’avec K. oxytoca. K. terrigena semble étre un taxon bien individualisé des autres

especes (5).
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C. Le genre Raoultella :

L’analyse des séquences de génes universels ARNr 16S et rpoB (gene codant pour la
sous-unité p-de I'ARN polymérase), confirmée par les données phénotypiques et écologiques
(croissance a basse température, especes retrouvées dans 1’environnement [plantes, sol, eau]),
ont amené a proposer un reclassement en deux genres distincts et des modifications de
combinaison avec la création du genre Raoultella (8). R. ornithinolytica montrait 98%
d’homologie avec R. planticola. R. terrigena est bien individualisé des deux autres especes

de Raoultella par sa séquence du gene rpoB (Figure 2).

Klebsiella terrigena ATCC 332577

100 [ Klebsiella planticola ATCC 335517
Klebsiella trevisanii ATCC 33558"

L Klebsiella ornithinolytica ATCC 318987

JI.'}! Servatia marcescens ATCC 138807

Salmonella enterica Typhimunum LT2

N Klebsiella poeumoniae subsp. pneumoniae ATCC 138837

[
Klebsiella preumonise subsp. rhinascleromatis ATOC 138847

Klebsiella prewmoniae subsp. ozaenae ATCC 11296

100 “Klehsiella granulomats

Citrobacter freundit ATCC 11102

Escherichia coli ATCC 25290
L Kluyvera ascorbata ATCC 334337 0.01

= Enierobacter aeropenes

— Emterobacter cloocae ATCC 13047

Klebsiella oxyioca ATCC 131827

Rickettsia conorii ATCC VR-141"

M
Il

Figure 2. Dendrogramme dérivé de la séquence partielle du géne rpoB des membres de divers genres de la
famille des Enterobacteriaceae, incluant neuf espéces de Klebsiella (Raoultella), déterminé par méthode de
neighbour-joining de Jukes & Cantor (28) et Kimura (25). Les valeurs (%) de Boostraps sur 100 réplications sont
indiquées a chaque nceud (uniquement les valeurs supérieures a 70%). La barre indique ’échelle. D’aprés Drancourt et al.

IJSEM 2001.
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Cependant cette nomenclature est toujours débattue. Ainsi certains auteurs ne
reconnaissent pas le genre Raoultella (1). En effet, comme nous avons pu le voir, pour de
nombreux auteurs, la comparaison de séquence du gene de I’ARNr 16S utilisée seule n’est
pas un outil assez puissant dans la discrimination des espéces d’un genre lorsque le
pourcentage d’homologie est trop important (>97%). C’est pourquoi d’autres fragments de
geénes tel que rpoB (présent en une seule copie dans le génome) ou gyrB (codant pour la sous
unité B de ’ADN gyrase) sont des outils plus puissants pour la discrimination des especes
(29)(30). Ainsi d’autres genes doivent étre utilises pour évaluer cette nouvelle classification,
d’autant que le dendrogramme obtenu a partir d’un fragment interne de rpoB de 512
nucléotides propose une phylogénie polyphylétique pour les genres Klebsiella et Raoultella

nouvellement délimités (Figure 2) (5) (9).

L’analyse des comparaisons des séquences de gyrA et parC ont, elles, montré des
résultats différents avec la présence de deux groupes: le premier est composé de K.
pneumoniae avec trois sous-groupes, le deuxiéme comprenant K. oxytoca, R. planticola, R.
ornithinolytica et R. terrigena avec des homologies de 100% vis-a-vis de K. ornithinolytica et
K. planticola et un taxon bien différencié pour K. terrigena. K. oxytoca étant scindé en deux
clusters ou phylogroupes ( Kol et Koll) (31).

La validité du genre Raoultella a pu étre confirmé par 1’analyse de la séquence des
génes tuf (codant le facteur d’élongation Tu) et atpD (sous unité B de F-ATPase) effectué
dans la famille des Entérobactéries (32). Une publication utilisant la technique de
polymorphisme de longueur des fragments amplifiés a confirmé ces résultats (AFLP) (33).

Tres récemment a €té décrit une nouvelle espece appartenant au genre Raoultella. I
s’agit de Raoultella electrica sp.nov. isolée a partir d’un biofilm de 1’anode d’une pile a
combustible microbienne. Cette espece a été confirmée par I’hybridation ADN-ADN, le géne
rrs et les génes de ménages gyrA, rpoB et parC (34) Un arbre phylogénétique a pu étre créé a

partir de ces données ( Figure 3).
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Figure 3. Dendrogramme reconstruit a partir de I'analyse comparative des genes de I’ARNr16S et de trois génes
de ménage (gyrA, rpoB et parC) des séquences montrant la relation de la souche 1GB' avec les genres
Raoultella et Klebsiella. L’arbre a été construit par utilisation de la méthode de neighbour-joining selon saitou &
Nei et kimura (35)(25). Les cercles pleins représentent des nceuds supportant une valeur supérieure a 80% de
probabilités de répétions ou boostrap sur 1000 réplications. La barre indique 0.2 et 1% de substitution de
nucléotide. D’aprés Z. kiruma et al. 2014 1IJSEM (34).

Les données semblent montrer deux embranchements distincts entre K. pneumoniae et
le complexe K. oxytoca-Raoultella spp avec des valeurs de boostraps tres importantes (1000
et 989).
Cette étude confirme que R. planticola et R. ornithinolytica sont difficilement discriminables
puisque trés proche génétiqguement. De plus R. terrigena est bien individualisée des deux
autres especes du genre Raoultella, ce qui confirme toutes les études préceédentes.
Un arbre phylogénétique basé sur des séquences du gene ARNr 16S a montré que la souche
1GB" est étroitement liée aux membres du genre Raoultella. L’homologie de séquence de
I’ARNr 16S concernant Raoultella electrica et R. ornithynolitica sont de 99.4% (valeur
supérieure au seuil communément admis pour individualiser une espece). Mais cette
hyopthése n’est pas supportée par une branche forte sur le dendrogramme (Figure 3).
Ainsi les similitudes, basées sur les séquences concaténées de trois genes de ménages (gyrA,

rpoB, parC), entre Raoultella electrica, R. planticola et R. ornithinolytica sont respectivement
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de 94 a 96 %. Ce qui renforce 1’idée que R. electrica est tres proche de R. ornithinolytica
mais suffisamment distincte pour justifier de nommer une nouvelle espéce dans le genre
Raoultella (34).

D. Espéces récemment décrites dans le genre Klebsiella :

Il s’agit de Klebsiella michiganensis (36), Klebsiella quasipneumoniae subsp.

quasipneumoniae subsp. nov. et Klebsiella quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (37)

Enfin les données plus récentes de séquencage multigénique ont permis
d’individualiser pour K. pneumoniae trois groupes phylogénétiques nommé Kpl regroupant :
K. pneumoniae subsp pneumonia , K. ozaenae et K. rhinoscleromatis ; Kpll pour Klesbisella
quasipneumoniae sensu lato et Kplll correspondant a Klebsiella variicola et son synonyme

de Klebsiella singaporensis (38).

Il convient d'examiner les isolats associés au rhinosclérome et a 1’ozene comme des
clones de K. pneumoniae qui ont acquis des propriétés de pathogénicités particuliéres, plutdt
que des entités séparees phylogénétiques qui méritent le statut de sous-espece uniquement de

par leur pathogénicité humaine spécifique (39).
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I1.Bactériologie médicale

A. Facteur de virulence du genre Klebsiella :

1. Définitions :

Les termes "facteur de pathogénicité” et "facteur de virulence™ sont utilisés comme
synonyme par certains auteurs, tandis que d'autres font une distinction claire entre les deux.
Dans le cadre de ce travail nous définirons le terme "pathogéne™ comme la capacité d'une
bactérie a causer la maladie (notion qualitative) tandis que la "virulence” comme degré de
pathogénicité (notion quantitative) de toutes les especes bactériennes (2).

Les facteurs de virulence se définissent en effet comme n’importe quel composant d’un agent

microbien qui est nécessaire ou qui potentialise sa capacité a provoquer une maladie (40).

2. Facteurs de virulence :

L’étude des facteurs de virulence est importante car nous assistons a 1’émergence
progressive dans le monde de souche ayant un pouvoir pathogéne important (41).
Afin de ne pas alourdir notre propos nous passerons en revue succinctement les facteurs de
virulence chez Klebsiella spp. En effet, les nombreuses études menées concernant ces facteurs
de virulence ont révélé cinq facteurs de virulence majeurs(1)(2)(42)(Figure 3). Il faut toutefois

garder a I’esprit que ces facteurs ont été étudiés essentiellement chez K. pneumoniae.

a) _Lacapsule:

Les espéces du genre Klebsiella sont entourées d’une capsule polysacharidique qui a
été historiquement le premier facteur de virulence décrit (9). La capsule est essentielle a la
virulence de Klebsiella (43) . Celle-ci est composée de sous unités de sucres répétés (de
guatre a six) formant de fines fibres dessinant un épais faisceau recouvrant la surface
bactérienne en couches épaisses (44). Actuellement 78 sérotypes ont été répertoriés. La
distribution de ces sérotypes capsulaires plus particulierement chez K. pneumoniae est
variable dans le monde (45).

La capsule (antigéne-K) joue un réle crucial en protégeant la bactérie de

I’opsonisation, de la phagocytose mais aussi contre 1’action du complément par 1’inhibition de

22



I’activation de la sous composante C3b (46). De plus, celle-ci joue un réle d’inhibition de la
différentiation et des capacités fonctionnelles des cellules macrophagiques in vitro (9).

De nombreux travaux ont eté effectués afin d’établir une corrélation entre un sérotype et le
site d’infections cliniques avec des résultats contradictoires. Les différences géographiques
dans les sérotypes ont sans doute contribué a cette confusion (2). De plus, le degré de
virulence conféré par type antigénique K particulier pourrait étre relié a la teneur en mannose
des polysaccharides de la capsule (2).

Cependant, il apparait que les sérotypes K1 et K2 sont considérés comme les plus
virulents chez K. pneumoniae dans les infections communautaires et dans les études
expérimentales animales (42). Le sérotype K2 est I’un des plus souvent retrouvé dans le cadre
d’infections communautaires urinaires, de pneumonie et de bactériémie chez des patients
ayant des comorbidités sous-jacentes. Ce sérotype est prédominant pour les isolats humains
dans le monde entier, alors que celui-ci est trés rarement retrouvé dans 1’environnement (2).
Concernant les isolats de K1, ils semblent peu fréquents en Amérique du Nord, Europe et
Australie mais sont retrouvés fréquemment au nord de Taiwan. C’est aussi le plus
couramment retrouvé chez des patients ayant un abcés hépatique compliqué de métastases
septiques au systéme nerveux central et oculaire indépendamment des pathologies sous-
jacentes chez I’hote (47).

Toutefois, les sérotypes K1 et K2 de K. pneumoniae sont rarement rencontrés dans les

infections nosocomiales (48).

Soulignant I'importance de la capsule, une liste toujours croissante de régulateurs de
transcription de I'expression du gene de la capsule a été identifiée tel que Mag A, RmpA (49).
Tandis que les souches cliniques classiques de Klebsiella spp produisent une capsule
nécessaire pour l'infection des patients présentant des comorbidités a long terme, de nouvelles
souches hyper-virulentes de K. pneumoniae associées a des abcés du foie et capables de
causer des maladies chez des individus jeunes et sains ont vu le jour depuis une trentaine
d’années (50). Ces souches hypermuqueuses ont été décrites initialement en Asie (Taiwan,
Corée, Vietnam et Japon) mais un nombre croissant de nouveaux cas est rapporté dans le
monde entier (50). Ce phénotype est souvent associé avec la présence le facteur de
transcription RmpA augmentant la production de la capsule (51).

Bien que plusieurs études ont démontré que I'absence de corrélation entre phénotype
hypermuqueux et survenue d’abcés hépatique pyogene, les souches utilisées ayant des

mutations dans les génes régulateurs de la capsule, notamment rmpA et magA mais aucune
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délétée pour les génes de synthése de la capsule, il est difficile de conclure sur un lien
pathognomonique entre production d’une caspule et la survenue d’abces hépatique.

En outre, lI'analyse clonale de plus de 102 souches d’isolats cliniques et environnementaux ne
trouve pas d’association de magA avec les abces hépatiques, ce qui suggére que la présence de

la capsule avec fond clonal spécifique peut étre plus important que la présence de magA (39)

De la méme maniére, des etudes tres récentes ont remis en question la vision simpliste
d’une association entre un sérotype capsulaire a un site infectieux ou une pathologie. L’étude
large des genes de virulence chez les sérotypes capsulaires les plus virulents ( K1 et K2 ) a
montré que le potentiel de pathogénicité dépendait plus du génotype de la souche que de son
sérotype (39). Il a été retrouvé une proportion faible de complexes clonaux virulents parmi les
sérotypes K1 et K2 par la techniqgue MLST sur une analyse mondiale de souches (52) : ainsi
le sérotype capsulaire ne permet pas de prévoir la virulence d’une souche puisqu’il existe une

diversité de clones plus ou moins virulents exprimant ce sérotype (39).

b) _Pili (fimbriae) :

La premiére étape cruciale du processus infectieux est caractérisée par le
rapprochement du microorganisme des muqueuses puis 1’adhérence aux cellules de 1’hote.
Les stratégies d’adhésions employées peuvent étre tres variées et sont fonctions des différents
microorganismes.

Concernant le groupe des Entérobactéries, cette propriété est généralement attribuée
aux différents types de pili (ou fimbriae). Il s’agit de projection filamenteuse localisée a la
surface des bactéries, ayant une dimension de 10um de long pour un diamétre compris entre 1
et 11um. Ils sont constitues par la polymérisation d'une méme sous-unité polypeptidique, la
piline, assemblée a des polypeptides mineurs dont les adhésines (53) (54).

Parmi les différents types de pili décrits chez les Enterobactéries, deux sont prédominants
chez Klebsiella spp, le pili de type | et Il (2). Tous deux ont été retrouvés chez K.

pneumoniae, K. oxycota, R. planticola et R. terrigena (9).

c) _Lepilidetypel:

Il est celui qui a été le plus investigué. Ce pili est capable de se lier aux

glycoprotéines de surface de I’hdte composées de mannanes (2).
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Des études sur I’animal ont permis de mettre en évidence pour K. pneumoniae :
premierement, une adhésion aux cellule de I'urothélium responsable d’infection du tractus
urinaire et probablement de pyélonéphrite (55) et secondairement, de mettre en lumiére une
adhésion aux cellules ciliées trachéales (56). L’adhésion au tractus respiratoire induit un
défaut de résistance a la colonisation des voies aériennes supérieures, avec pour conséquence
une prolifération de bactérie pathogene opportuniste. Cette altération peut se traduire par le
développement de pneumonie, surtout chez les patients bénéficiant d’une ventilation
mécanique au long cours (2).

Ainsi, DI’adhésion par ces organelles facilite la colonisation du tractus urogénital et

respiratoire, premiére étape déterminante de I’infection (57).

d) _Le pili de type Il :

Bien que son nom, -1’hémagglutinine Klebsiella-like mannose-résistante (MR / K-HA)-
implique que ce type fimbriae soit synthétisé exclusivement par le genre Klebsiella, des
études ultérieures ont démontré que les pili de type 111 sont retrouvés chez d’autres genres de
la famille des Enterobacteriaceae (57).

Initialement décrit comme permetant 1’adhésion des Klebsiella aux racines des plantes (58),
ces pili ont été retrouvés plus tard comme ayant la capacité de se lier a différentes cellules
humaines. Les souches de K. pneumoniae exprimant le pili de type Il sont ainsi capables
d’adhérer aux cellules endothéliales, a 1’épithélium du tractus respiratoire et aux cellules uro-
épithéliales (59)(60). Au niveau rénal, ces pili permettent 1’adhésion bactérienne a la

membrane basale, la capsule de Bowman et a la chambre urinaire (61).

Plus récemment, des études in vitro ont pu montrer que ce pili jouait un réle important
dans la formation du biofilm sur des surfaces abiotiques comme les sondes vésicales (62). Il
a pu étre démontré qu’en plus des fimbriae de type I, celles de type Il influencent la
colonisation des voies urinaires et jouent donc un réle important dans les infections sur
sonde (62) et de fagon plus large dans le cadre d’infections nosocomiales secondaires a la

mise en place de dispositifs intra-vasculaires (63).

e) _Les lipopolysaccharides et la résistance au complément :

L’activité bactéricide du sérum est conférée par les protéines du complément qui font
partie de I’'immunité inné. L’activation d’une cascade des protéines du complément permet la

formation du complexe d’attaque membranaire. Celui-ci est constitué d’un assemblage de
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facteurs de protéines de C5b-8 recrutant plusieurs C9 se polymérisant pour former des pores
dans la bicouche lipidique membranaire des bactéries & Gram négatives (64). Les
microorganismes tels que Klebsiella spp ont cependant développé des stratégies pour
contourner 1’effet bactéricide des constituants du sérum humain.

Les lipopolysaccharides (LPS) sont composés de trois parties distinctes ; I’antigéne O
(O-ag) qui est composé d’un nombre variable de sucre, le core qui fait le lien entre
I’antigéne O et le lipide A (65).

Le réle du LPS reste encore controversé. Des études montrent qu’il intervient dans la
résistance au complément (66) (67), alors qu’une autre remet en cause cette idée suggérant
que seule la capsule permet cette résistance au complément (65). Il existe huit antigénes O
connus (68). L’antigene O1 est le plus fréquent dans le monde (2) (67). Il a pu étre démontré
que ce sérotype associé au sérotype capsulaire K1 jouait un rdéle important dans le cadre
d’abceés hépatique particulierement retrouvé en Asie (67). Outre le fait qu’il confére une
résistance a 1’action du complément, il pourrait jouer un réle dans la dissémination

bactérienne au cours des infections invasives (67).

f) Les sidérophores :

La croissance bactérienne chez 1’héte est limitée non seulement par les mécanismes de
défense de 1’hOte, mais aussi par I’approvisionnement en fer disponible. En effet, le fer est au
centre de nombreuses fonctions pour la bactérie. Celui-ci est essentiel pour la croissance
bactérienne et les réactions d’oxydo-réduction (2).

Chez I’hote, les concentrations en fer sont extrémement faibles dans le milieu extérieur
puisque cet élément est lié de maniére intracellulaire a des protéines telles que I'hémoglobine,
la ferritine et, au niveau extracellulaire a des protéines de haute affinité comme la lactoferrine
et la transferrine. Les concentrations sont de I'ordre de 10™'%/L, bien trop basses pour
permettre une croissance bactérienne (69).

Afin de pouvoir capter le maximum de fer, les bactéries produisent et sécretent des protéines
de faible poids moléculaire chélatrices de fer appelées sidérophores. Ceux-ci ont une plus
haute affinité que les protéines produites par I’hote pour le fer et sont capables de lier le fer
de fagon compétitive (2).

Les sidérophores peuvent étre partages en deux grandes familles. Ils possedent soit un
groupement  2,3-dihydroxybenzoique (famille des phénolates-catécholates) comme
I’entérobactine (aussi connu comme entérocholine), soit ce sont des acides hydroxamiques

(famille des hydroxamates) comme l'aérobactine (70).
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La quasi-totalité des souches chez Klebsiella produisent I’entérocholine alors qu’une minorité
produit 1’aérobactine. Dans les modéles animaux, les souches de Klebsiella possédant
I’entérobactine n’étaient pas plus virulentes que celles ne possédant pas ce type de
sidérophore (71). En revanche, il a été démontré sans équivoque une corrélation entre la
virulence des souches de K. pneumoniae possédant le sérotype K1 ou K2 associé a la présence
d’un plasmide codant pour 1’aérobactine (72)

L’effet de la modulation de la concentration de fer chez I’hdte a pu étre caractérisé chez
I’animal pour K. pneumoniae. Apres l'administration parentérale de fer dans un modéle chez
le cobaye, la susceptibilité aux infections a K. pneumoniae augmentait de facon spectaculaire
(73).

Ainsi la production des deux sidérophores par Klebsiella contribue a sa croissance et

’aérobactine contribue indirectement a la pathogénicité (2).

Serum resistance Adhesins
Type 1 pili (MSHA)
*A Type 3 pili (MR/K-HA)
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Figure 4. Représentation schématique des facteurs de virulences chez Klebsiella, d’aprés R. PODSCHUN et al.
Clin Microbio Rev, 1998(2).

g) Cytotoxines :

Comme chez les autres Enterobacteriaceae, plus particulierement étudiés chez
Escherichia coli , d’autres facteurs de virulences ont pu étre retrouvés de fagon sporadique

chez Klebsiella spp telle que la production de cytotoxine, d’entérotoxine et d’hémolysine .
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Cependant ces facteurs de virulence jouent propablement un réle mineur ou méconnu chez
Klebsiella (2).

Toutefois, il est important de noter que les différents facteurs de virulence des souches
« environenementales » du genre Kleshiella sont similaires aux isolats cliniques plus
particulierement chez K. pneumoniae (1). Des comparaisons plus fines du génome semblent
nécessaires pour caractériser la virulence des souches cliniques comparativement aux souches
environnementales. En effet, il existe une faible prévalence (bien qu’en augmentation) en

pathologie humaine des souches du genre Raoultella.

B. Pouvoir pathogene des espéces du genre Klebsiella :

Nous présenterons dans cette section les pathologies communes des différentes especes
du genre Klebsiella et présenterons de fagon plus exhaustive une revue de la bibliographie sur
les infections au genre Raoultella.

Le genre Klebsiella est connu par tous les médecins comme une cause de pneumonie
communautaire, particulierement chez les alcooliques chroniques (74). La plus grande
majorité des infections a Klebsiella est associée a une hospitalisation. Klebsiella spp est avant
tout un agent pathogéne opportuniste retrouvé chez des patients immunodéprimés et des
patients ayant des comorbidités comme le diabéte ou la BPCO (2). On estime que Klebsiella
est impliquée dans 8% des infections nosocomiales en Europe et aux Etats-Unis. Aucune
variation géographique en terme de fréquence n’ayant pu étre notée (2).

Klebsiella est un genre ubiquitiste et a pu étre retrouvée dans 1’eau, sur les plantes ainsi que

les sols (9).

1. Klebsiella pneumoniae sensu lato

Parmi les espéces du genre Klebsiella, K. pneumoniae est considérée comme 1’espece
la plus importante en bactériologie médicale causant de 75 % a 86 % d’infections a Klebsiella
spp. (75). La mortalité des infections invasives est elevée, comprise entre 17,5% et 23% (38).

Ceci s’explique comme nous 1’avons vu par une diversité des facteurs de virulence.
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K. pneumoniae est responsable d’une variété¢ de pathologies tant chez ’homme que 1’animal
(39).

Historiquement, K. pneumoniae a été décrite comme 1’agent de la pneumonie de
Friedlander. 11 s’agissait d’une forme hautement létale de pneumopathie communautaire
lobaire sévére retrouvée chez des personnes saines (74). Il faut toutefois noter que des
prélevements post-mortem réalisés ont pu mettre en évidence la présence de pneumocoque
(76). Cependant une serie rétrospective de 1920 a 1960 aux Etats unis considérait K.
pneumoniae comme une cause trés importante de pneumonie communautaire. Son incidence a
diminué, puisque dans les années 2000 on estime a moins de 1% des cas de pneumonie de ce
type en Amérique du nord (77). Cependant K. pneumoniae reste encore une cause importante
de pneumopathie dans certains pays incluant des pneumonies lobaires nécrosantes, des abces

pulmonaires, des pleurésies purulentes (77).

K. pneumoniae est un agent pathogene opportuniste prédominant dans le genre
Klebsiella pour les infections nosocomiales responsable d’infections urinaire sur sonde,
respiratoires et de bactériémies (2). Les infections nosocomiales sont causees par un grand
nombre de souches diverses de K. pneumoniae renforgant 1’idée qu’il s’agit plus d’une
bactérie opportuniste que d’une bactérie pathogéne spécifique, d’autant plus qu’elle affecte
des patients débilités (39).

Dans les services de pédiatrie les infections nosocomiales a K. pneumoniae sont
particulierement retrouvées chez le prématuré ou dans les unités de soins intensives. Cette

espéce est souvent imputée dans les sepsis néonataux (2)

Plus récemment, au milieu des annees 80, des cas d’abces hépatique avec bactériémie
a K. pneumoniae ont été décrits avec une forte incidence en Asie, principalement a Taiwan. Il
s’agit d’une description clinique typique, décrite comme un nouveau syndrome associé a
Klebsiella. Cette forme clinique se complique parfois de méningite, d’abceés cérébral
,d’arthrite septique et d’endophtalmie (50). Il est important de noter que 70% de ces patients
avaient un diabete de type 2 (77). Des cas similaires ont été rencontrés dans une moindre
proportion dans les autres régions des globes. Des causes environnementales sont evoquées
telles que la colonisation importante du tractus digestif chez des patients ayant cette

pathologie (1).
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Des cas de méningites sans abcés hépatique ont pu étre décrits en Asie. Avec une
proportion croissante des cas rapportés dans cette région du globe (8% en 1981 a 18 % durant
les années 1987 a 1995). En comparaison, aux Etats-Unis seulement 1.2 % des cas de

méningites sont documentés a K. pneumoniae (77).

De facon intéressante, il existe une analogie des pathologies retrouvée chez I’homme
et I’animal pour K. pneumoniae. Ainsi des cas d’infections du tractus respiratoire et urinaire,
ainsi que des cas de sepsis et d’abcés ont pu étre décrits (78). Les cas des mastites chez les

bovins sont bien connus des vétérinaires (9).

2. Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae

Celle-ci est responsable d’une rhinite chronique atrophique décrite sous le nom
d’ozéne. Cette entité clinique est caractérisée par une atrophie de la mugueuse nasale pouvant
aboutir a une ulcération chronique , se compliquant parfois d’une perforation du cartilage
nasal et accompagné de rhinohrrées fétides et purulentes (79).

A cOté des destructions osseuses habituellement constatées dans les cavités nasales,
I’épaississement osseux des parois des sinus maxillaire et ethmoidale a également été mis en
évidence (79).

On pense actuellement que I’ozene a une origine multifactorielle comprenant une
combinaison d'une prédisposition génétique et des facteurs environnementaux (80)
De fait, I’isolement fréquent de K. pneumoniae subsp. ozaenae chez ces patients confirme
I'nypothése de son pouvoir pathogéne. Cependant il est difficile de I’attester puisque d’une
part, celle-ci n’est pas systématiquement retrouvée et d’autre part, d’autres bactéries peuvent
étre retrouvées en culture telles que Pseudomonas aeruginosa ou Proteus mirabilis (81).
L’expérimentation animale a toutefois pu mettre en évidence 1’effet inhibiteur sur les
battements ciliaires (ciliostase) de K. ozaenae ainsi que des autres bactéries retrouvées
compromettant la clairance muco-ciliaire et conduisant a une infection persistante (82). Aussi
K. ozaenae n’apparait pas comme simple bactéric colonisante opportuniste mais plutot
comme un des agents infectieux des étiologies plurifactorielles de la rhinite chronique
primaire (81).
K. ozaenae a été également isolée a partir de surinfections de bronchites chroniques, de

bactériémies, d’otites, de mastoidites et d’infections urinaires sur sondes. (83).
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3. Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis

C’est I’Agent causal du rhinosclérome. I s’agit d’une pathologie granulomateuse
chronique rare qui possede un tropisme remarquable pour les voies aériennes supérieures. En
effet les Iésions se développent habituellement dans les fosses nasales justifiant le terme de
rhinosclérome, mais peuvent également siéger sur I’ensemble du tractus respiratoire (pharynx,

larynx, trachée, bronche) (84).

Les autres localisations sont rares, et sont appelées « sclérome » : il faut rechercher les
atteintes du voile, du cavum, de I’oreille moyenne, des sinus, des glandes lacrymales, de
I’épiglotte, du larynx et de I’arbre trachéo-bronchique (14).

Son évolution spontanée est lente, aboutissant a des lésions cicatricielles mutilantes et
sténosantes (14).

Le sclérome est une affection endémique. Les régions tempérées subtropicales et tropicales
sont les plus touchées (Afrique, Asie, Amérique du sud). Elle reste rare en France. Le milieu
rural, la mauvaise hygiene, la promiscuité, la pauvreté et la malnutrition paraissent jouer un
role dans le développement de cette affection ; les deux sexes sont touchés mais avec une
prédilection féminine (85). La transmission se fait par contact direct et par les sécrétions
nasales (13).

Le diagnostic positif doit étre évoqué devant toute rhinite chronique crodteuse,
résistant au traitement habituel, ainsi que devant toute 1ésion nasale pseudotumorale d’aspect
atypique chez des malades originaires des zones d’endémie (79)(86).

Il repose sur la bactériologie et 1’histologie (recherche de Klebsiella rhinoscleromatis) :
cette recherche s’effectue dans les sécrétions nasales, dans les frottis de muqueuse
pathologique, dans les tissus pathologiques par mise en culture d’un broyat de fragment
prélevé par biopsie

L’examen histologique recherche des plages de cellules spumeuses de Mukulicz, contenant
Klebsiella rhinoscleromatis. Cet aspect est pathognomonique de I’affection. Le prélévement

se réalise sur toute Iésion bourgeonnante ou paraissant évolutive (14).

4. Klebsiella variicola

Cette espéce qui a eté décrite en 2004, est retrouvée de facon abondante dans les

plantes. Elle représenterait moins de 10% des isolats cliniques précédemment considerés
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comme K. pneumoniae (87). Il est difficile de distinguer par des tests biochimiques K.
variicola de K.

pneumoniae (9). En conséquence, 1I’'importance clinique de K. variicola est probablement
sous estimée puisque confondue. Ainsi seuls deux cas on pu étre rapportés dans la littérature
et attestés par une identification génotypique (38) dont un sepsis d’issue fatale chez un
patient avec antécédent de cancer du sinus maxillaire et présentant une infection bactérienne

de sinusienne (88).

L’autre cas clinique concerne une patiente agée de 27 ans avec un contexte de lupus
érythémateux systémique compliqué d’une atteinte rénale. Plusieurs séries d’hémocultures
prélevées étaient positives a K. variicola (89).

Il semble y avoir une mortalité plus élevée chez les patients ayant une bactériémie avec des
isolats appartenant a 1’espéce K. variicola, bien qu’aucun facteur de virulence propre a cette

espéce ne soit mis en évidence (38)(88).
Devant ce constat il y’a une nécessit¢ importante de pouvoir développer des

techniques d’identification de cette espece au bénéfice du patient. La spectrométrie de masse

pourra peut-étre répondre a ce probléme dans le futur (38).

5. Klebsiella oxytoca

Il s’agit d’une bactérie ubiquitaire dans 1’environnement. Celle-ci est isolée de la peau,
des selles, tant chez I’animal que chez I’homme (90). Ainsi K. oxytoca fait partie du
microbiote intestinale et isolée en culture dans 8 a 10% des selles chez 1’enfants et 1’adulte
sains (91).

Klebsiella oxytoca est la deuxieme espéce la plus couramment rencontrée parmi le
genre Klebsiella en pathologie humaine puisqu’on compte entre 13% et 25 % d’infections

imputées a cette espéce (1).

Tout comme K. pneumoniae elle est considérée comme une bactérie pathogene
opportuniste et retrouvée dans le cadre d’infections nosocomiales tant chez 1’adulte que chez
I’enfant , notamment dans les services de néonatalogie (92). Elle est impliquée dans les
infections pulmonaires, infections urinaires sur sondes, bactériémies, arthrites septiques,
infections hépatobilaires (92) .

Des cas d’empyeéme pleuraux ont été décrits (93).
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De plus K. oxytoca est une étiologie a évoquer dans le cadre de colite hémorragique post-
antibiotique (AntibioticAssociatedHemorragicColitis, AAHC) (90). Les signes cliniques
typiquement associés sont les diarrhées hémorragiques survenant lors d’une antibiothérapie,
des douleurs abdominales intenses. La coloscopie révele la présence d’ulcération localisée au
colon droit (94). Les signes cliniques se résorbent apres I’arrét de 1’antibiothérapie (95).
Plusieurs arguments ont pu étayer son implication pathogénique dans les AAHC. Au cours de
la phase aigué on retrouve une prolifération colique rapide de K. oxytoca. La charge
bactérienne isolée en coproculture étant significativement différente entre un patient
présentant une AAHC d’un patient sain (94).

La production d’une toxine cytotoxique & pu étre identifiée et semble étre un facteur de
virulence qui expliquerait en partie 1’entéropathogénicité de cette espece (95). Cependant une
série de plus de 3500 patients avec une diarrhée en contexte nosocomial retrouvait des
souches cytotoxinogenes, mais sans tableau de colite hémorragique associée (96).

Trés récemment une étude génotypique a pu mettre en évidence une hétérogénicité des
souches de K. oxytoca isolées chez un méme patient suggérant un fond génétique commun
entre les souches colonisantes digestives et entéropathogénes avec un possible transfert

horizontal du gene de la toxine entre différents ST (séquence-type) (97).

6. Klebsiella granulomatis

Initialement connue comme Donovania granulomatis ou Calymmatobacterium
granulomatis. Il existe des similitudes morphologiques et sérologiques entre C. granulomatis
et Klebsiella spp ou K. pneumoniae. En 1999, I’analyse phylogénique effectuée par Carter et
al. (génes ARNTr 16S et phoE) montra plus de 99 % de similitudes entre C. granulomatis et K.

pneumoniae et K. rhinoscleromatis justifiant son reclassement dans le genre Klebsiella (98).

Néanmoins, une autre analyse phylogénique, effectuée par séquencage de genes, ne
montra qu’une similitude de 95% et 94 % respectivement entre C. granulomatis et le genre
Klebsiella. Les auteurs conclurent que C. granulomatis est bien une espéce unique distincte
des autres micro-organismes de la sous classe des protéobactéries (99).

En depit de cela, des travaux récents ont renforcé la classification proposee par Carter et al :
une étude de 2003 sur I’ARNr 16S a mis en exergue sa position phylogénétique trés proche de

K. pneumoniae (5).
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Le réservoir de la bactérie est probablement digestif. Par ailleurs, celle-ci pourrait
également coloniser la muqueuse vaginale (100).
La donovanose est présente en région intertropicale et dans certaines zones d’endémie telles
que I’Inde, 1’ Australie, le Brésil et 1’ Afrique du sud (101).
Considerée comme une maladie sexuellement transmissible, elle entraine des ulcérations
génitales généralement indolores d’évolution chronique. La lésion initiale s’étend par
contiguité et auto-inoculation réalisant des lesions en feuille de livre (« kissing lesion » des
Anglo-Saxons). Il n’y a pas d’adénopathie satellite, mais il peut exister un pseudobubon
Celui-ci est la résultante de la diffusion sous-cutanée de I’infection dans les régions inguinales
(102).
Les localisations extragénitales surviennent dans environ 6 % des cas de donovanose. Elles
peuvent résulter d’une inoculation directe ou d’une dissémination a partir d’une lésion
génitale. Les localisations orales sont les plus fréquentes des formes extragénitales (103).
De rares cas de formes septicémiques ont été décrits et surviennent de fagon prédominante
chez la femme (102).
En cas de suspicion clinique la confirmation du diagnostic est apportée par la mise en

évidence de corps de Donovan dans les préléevements biologiques (frottis, biopsie) (102).

C. Pouvoir pathogéne des especes du genre Raoultella :

Rappelons que les méthodes d’identification du genre Raoultella sont insuffisantes
parmi les systémes commerciaux d’identification biochimique. Or les identifications données
sur les publications concernant les Raoultella sont rarement mentionnées et quand elle le sont

c’est I’utilisation de sytémes phénotypiques qui prédomine.

1. Raoultella ornithinolytica

R. ornthinolytica est une bactérie de 1’environnement qui a été isolée a partir
d’insectes, de poissons et d’eau saumatre (104). Cette bactérie, ainsi que les especes
étroitement apparentées (R. planticola) a été démontrée comme agent causal d’une réaction
anaphylactique (également connu sous le nom de syndrome scombroide) liée a I’ingestion de
poisson fortement chargé en histamine. La toxicité de I’histamine résulte de I'expression de
I’enzyme histidine décarboxylase qui permet a la bactérie de convertir 1’histidine en histamine
qui s’accumule en grande quantité dans les muscles du poisson. Ce processus qui peut étre

contr6lé par une conservation a basse température des aliments (105).
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Les symptdmes sont retrouvés apres 1’ingestion de poisson et se manifestent par des
bouffées de chaleur, prurit, céphalées et douleurs abdominales. La durée d’incubation varie de
1 minute a 3 heures et les symptomes se résolvent spontanément en quelques heures (105)
(106)(107). R. ornithinolytica est une cause rare de gastro-entérite aigué febrile associée a une
bactériémie. Ces signes cliniques peuvent étre indiscernables de la fiévre typhoide causée
principalement par Salmonella Typhi. Ainsi R. ornithinolytica devrait étre incluse dans son
diagnostic différentiel (105). Un interrogatoire exhaustif du patient, comme la connaissance
d’une consommation de poisson ou la notion de mauvaise conservation de I’aliment peut étre

utile dans le diagnostic nosologique de gastro-enterite aigué febrile bactériémique.

Sans étre réducteur ou caricatural, la plupart des cas d’infections a R. ornithinolytica
concerne des patients d’age élevé, immunodéprimés et présentant de nombreuses
comorbidités. Par ailleurs une pathologie néoplasique sous-jacente est souvent retrouvée, ce

qui confirme son pouvoir pathogéne essentiellement opportuniste (108).

Un cas d’infection cutané sur pied diabétique a ¢été rapporté chez une patiente
présentant de nombreuses comorbidités et présentant une plaie ulcéreuse du pied associé a un
rash cutané (109). Les hémocultures et ’ECBU étaient négatives. Un prélévement profond a
permis de mettre en évidence R. ornitinolytica en présence en culture mono-microbienne. Un
traitement par tigécycline avec une amélioration clinique (apyrexie, disparition du rash)

suggére un lien de causalité entre ’infection, le rash cutané 1i¢ a la libération d’histamine et

I’isolement de R. ornithinolytica.

IR —

Figure 5. (En haut) Eruption maculo-papuleuse du membre inférieur gauche. (En bas) Ulcére profond de la
malléole latérale interne jusqu’au talon. D’apres Solak et al. Annals of Saoudi Medicine 2011 (109).

Des cas de bactériémies ont été rapportés chez des patients présentant des affections

malignes sous-jacentes (15 cas sur 16 soit 94%) dans une série rétrospective de dix ans au
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Japon. Au total moins de 0.1% de I’ensemble des hémocultures étaient positives a R.
ornithinolytica, renforcant le faible pouvoir pathogéne suppose de cette espéce (110).

Les présentations cliniques étaient variées avec quatre angiocholites, trois sepsis chez des
patients neutropéniques, et un cas de choc septique (110).

Le seul patient ne présentant pas d’atteinte maligne sous-jacente était en insuffisance rénale
terminale et bénéficiait de dialyse péritonéale. Les pathologies néoplasiques étaient d’origine
hématologique et hépatique.

Les auteurs ont pu conclure que les patients dgés avec des antécédents d’interventions
biliaires, des infections du tractus biliaire ou ayant une pathologie neoplasique sous-jacente

ont un risque €elevé de présenter une bactériémie a R. ornithinolytica (110).

Une autre étude rétrospective nippone a permis de mettre en exergue des cas
d’infections des voies biliaires chez des patients agés, ayant bénéficié d’explorations
biliaires, ayant une pathologie biliaire préexistante et ou atteints de cancers sous-jacents. Il
semble que ces critéres soient associés a un risque majeur d’infection a R. ornithinolytica
(1112).

Une série de quatre cas d’infections urinaires ont été rapportées au Brésil chez des
patients souffrant de cancer (deux cas de cancer de vessie, un cas de cancer de 1’utérus, un
cas de mycosis fongoide). Cependant la description de ce pathogéne dans le cadre d’infection
urinaire est peu habituelle méme chez des patients ayant une pathologie néoplasique,
renforcant son caractére opportuniste (112). Les facteurs de virulences impliqués dans les
infections du tractus urinaire chez R. ornithinolityca ne sont probablement pas trés distincts

de ceux du genre Klebsiella. Aucun décés n’a été rapporté consécutivement a ces infections.

Un cas a été décrit a Hawai chez une patiente d’origine japonaise 4gé de 74 ans
ayant pour antécédent un traitement par méthotrexate au long cours dans le cadre d’une

arthrite rhumatoide, avec la notion d’une pyélonéphrite a E.coli a BLSE (107).

Plus récemment un cas d’ostéomyelite postopératoire chez un patient de 62 ans a été
publié (113).

Enfin, tres récemment un cas de choc septique a pu étre décrit au Brésil chez un
patient ayant une leucémie aigué lymphoblastique et bénéficiant d’une greffe de moelle (114).

Les hémocultures isolaient toutes R. ornithinolytica (identification par spectrometrie de masse
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et par galerie biochimique). Malgré une antibiothérapie a large spectre par imipéneme, co-
amoxiclav, tygécycline et secondairement ciprofloxacine, I’évolution était fatale.

L’antibiogramme rapporté dans la publication montrait une résistance aux B-lactamines y
compris vis-a-vis des carbapénémes. Aucune exploration complémentaire n’a été faite

concernant ce profil de résistance.

2. Raoultella planticola

Les infections décrites en pathologie humaine concernant R. planticola sont tres rares.
Il s’agit d’une bactérie de 1’environnement retrouvée dans les milieux aquatiques, sols et

plantes ne causant que trés rarement des infections invasives (115).

Une étude dans un service de pédiatrie néonatale en Allemagne a été conduite sur une
période d’un an sur des prélévements de la flore oro-pharyngé et des coprocultures
systématiques. Celle-ci a révélé qu’une grande majorité des isolats de Klebsiella se
répartissaient entre K. oxytoca (72%) et K. planticola (8.7%). Le sérotype capsulaire
majoritaire était de type K27. Cela suggére une colonisation respiratoire et digestive

significative a R. planticola en néonatalogie (116).

Dans la littérature, 17 cas d’infections prouvées ont pu étre imputés a cette espece dont

3 infections ont été fatales (115).

a) Sepsis bactériémique :

Le premier cas d’infection documenté connu chez ’homme a été décrit en 1984 en
France chez un patient présentant un sepsis et pris en charge en unité de soins intensifs (17).
En 1986 deux autres cas ont été décrits. Il s’agissait d’un cas d’endocardite chez un homme
de 69 ans documenté a streptocoque, traité par chirurgie cardiaque, compliqué neuf jours plus
tard d’un sepsis. Les hémocultures documentaient une infection a R. planticola
(anciennement K. trevisani ) (17). Le deuxiéme cas concernait un patient pris en charge pour
pontage coronarien et présentant une pneumopathie documentée a R. planticola par les

hémocultures et quatre prélévements respiratoires (10).

b) Concernant les infections cutanées et des parties molles :

Un cas d’infection des tissus mous chez un patients de 11 ans a pu étre mis en
évidence (117). Une fasciite nécrosante de la poitrine et de 1’abdomen consécutif a un

37



traumatisme (chute sur poubelle métallique) a été publié chez un patient de 66 ans avec pour
antécédents une pathologie cardiovasculaire et un diabéte de type 2 contrélé. Les
hémocultures et les prélevements nécrotiques étaient tous positifs a R. planticola
(identification par ARNr 16 S) (118) (Figure 7).

Les fasciites nécrosantes sont habituellement causées par des streptocoques béta hémolytiques
ou une flore mixte anaérobie-aérobie. Cependant de trés rares cas de fasciite impliquant une

espéce environnementale ont été décrits.
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Figure 6. D’aprés Si-Hyun Kim et al. BMC Infect Dis 2012
(118)

TDM thoraco (A) abdomino-pelviens (B) montrant :
un cedéme des tissus mous, une infiltration de la
graisse au contact de I’aponévrose, un €paississement
musculaire.Ainsi que la présence de gaz sur la face
antérolatérale thoracique et la paroi abdominale (
fléches)

c) Infections urinaires :

Un cas d’infection urinaire (cystite) a été décrit en 2013 (15).

d) Infections abdominales :

En 2007 des auteurs ont pu mettre en évidence un cas de pancreatite aigle, associé a
un abces rétro-péritonéal, avec R. planticola isolées a deux reprises de liquide péritonéal
(119).

38



Plusieurs cas de cholécystites avec sepsis ont été rapportés chez des patients
immunodéprimés et ayant subi une intervention procédurale avec cholangio-pancréatographie
rétrograde endoscopique (CPRE) (115)(120).

Un cas de gastro-entérite avec bactériémie a R. planticola a pu étre publié chez un
patient de 63 ans ayant consommé du poisson (sole) probablement mal cuit. Le jour méme de
la consommation du poisson, le patient a manifesté des troubles digestifs a type de douleurs
abdominales avec diarrhées suggérant un lien direct avec la bactérie isolée. Ce patient n’a
cependant pas présenté de syndrome scombroide comme précédemment décrit (121). La
fréquence de ce type d’infection peut étre sous-estimée compte tenu de la difficulté a isoler en
culture cette bactérie parmi les autres Enterobacteriaceae ce qui peut porter a confusion. Il
est donc important de préter une attention toute particuliére a cette bactérie dans le cadre de
diarrhée et fievre, notamment apres la consommation de poisson afin de préciser la réalité

d’un pouvoir entéropathogeéne authentique.

References Clinical manifestation Age Treatment Qutcome

Freney J et al. (1984)° Septicemia 47/male Cefotaxim, tobramycin Recovered
Freney J et al. (1986)° Bacteremia 57/male Ceftriaxon Recovered
Freney J et al. (1986)° Septicemia 69/male Ceftriaxon, tobramycin Recovered
Alves MS et al. (2007)° Pancreatitis 45/male Imipenem, amikacin Recovered
Mariana C et al. (2009)" Pneumonia 83/female Carba penem Died

Mariana C et al. (2009)" Leukemia 64/male Imipenem doxycycline Died

Wolcott R et al. (2010)'" Surgical site/fracture 66/male Ertapenem Recovered
O’ Connell K et al. (2010)""  Soft tissue infection 30/male Ciprofloxacin Recovered
Teo I et al. (2012}': Cholecystitis 62/female Co-amoxiclav Recovered
Kim Si K et al. (2012)"" Necrotizing fasciitis 66 /male Ceftriaxon, levofloxacin, tigecycline Recovered
Kazuhisa Y et al. (2012) ¥ Cholangitis septic shock/cancer 65/male Pipracillin-tazobactam Recovered
Jae H et al. (2012)"% Cholangitis /cancer 75/male Cefotaxime, metronidazole Died

Amy Y.Het al (2012) '* Bacteremia 5%/male Pipracillin-tazobactam Recovered
Olson DS Jr, et al. (2013)'""  Urinary tract infection 89/male Ciprofloxacin Recovered
Puerta S et al. (2013) Bacteremia/gastroenteritis 63/male Cefotaxime Recovered
Current report Central venous line exit site infection 15months/female Ampicillin, gentamicin, metronidazolel Recovered

Figure 7. Revue de la littérature des infections documentées a R. planticola d’aprés Ershadi A et al (115)

Une étude a comparé la présence des facteurs de virulence connus chez K.

pneumoniae aux souches cliniques de R. planticola afin de préciser son pouvoir pathogéne
(122).
Les sérotypes capsulaires préedominant chez R. planticola étaient K14, K2 et K70 pour
respectivement 13% , 8.7%, 8.7% des 92 isolats cliniques isolées (122). Concernant
K. pneumoniae le sérotype capsulaire prédominant est le K2, réputé plus virulent avec le K1
(123).

39



Par ailleurs, en ce qui concerne les autres facteurs de virulence (pili type | et IlI,
entérobactine) les isolats cliniques de R. planticola étaient tres similaires aux souches
clinigues de K. pneumoniae (Figure 9) (122).

Cette étude a permis de mettre en lumiere les capacités de pathogénicité potentielles de R.
planticola et tend & comparer cette espece a K. pneumoniae du point de vue de la virulence
(122) .

Number of isolates (%) positive Figure 8.
Distribution des facteurs de virulence
K. planticola K. pneunioniae pour R. planticola et K. pneumoniae
Property (n=92) (n=207) MSHA: pili type |
MSHA 76 (83) 177 (86) MR/K-HA: pili type Il
MR/K-HA 63 (69) 145 (70) AEROBACTINE : sidérophore
No haemagglutination 143 9 (43)
Serum resistance™ 28 (30.4) 52 (25.0) s \
Enterobactin production 92 (100) 205 (99) ]'\DA.aprﬁk:)s. I}gg 51 Schun ctal. J. Med.
Aerobactin production 2 (2.2) 11 (5.3) ICrobio

*Grades 5 or 6.

Devant les données de la littérature il apparait évident que R. planticola est une bactérie
pathogéne opportuniste émergente. Celle-ci est capable de provoquer des infections
significatives chez des hotes différents et dans des organes différents. Au vu des

connaissances actuelles quatre scénarios possibles d’infections ont pu étre dégagés (115) :

1- Infection consécutive a un traumatisme avec contamination hydrique/tellurique
2- Infection nosocomiale
3- Infection chez I’immunodéprimé

4- Diarrhée et bactériémie chez I’immunocompétent

3. Raoultella terrigena

Bien qu’occasionnellement retrouvée chez ’homme la signification clinique de cette
espece reste incertaine. Le taux d’isolement reste trés bas, renfor¢ant 1’idée d’un faible
pouvoir pathogéne de cette espéce. En effet cette bactérie initialement décrite en 1981
anciennement nommé K. terrigena a été isolée de I’eau et du sol (9)(124). En 1991
R. terrigena a pu étre isolée dans 0.9% des coprocultures pour 5377 échantillons de féeces
d’humains sans pathologie notoire. En 1992 un travail de la méme équipe réalisé sur 2355

isolats cliniques positif a Klebsiella (pour la plupart respiratoire) a pu retrouver 10 isolats de
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R. terrigena (isolé¢ d’urine, de plaies, de prélévement bronchopulmonaire) soit 0.4% des
prélevements (116). Cependant s’agissant de prélévements polymicrobiens son role

pathogénique restait flou.

Deux cas ont été publiés a ce jour d’infection monomicrobienne a R. terrigena

suggérant une pathogénicité opportuniste élective de cet organisme.

La premiére infection clinique a été signalée en 2007 chez un homme de 47 ans apres
une transplantation hépatique. Celui-ci a développé un sepsis, une pneumopathie et une
endocardite a R. terrigena produisant une p-lactamase a spectre étendu (BLSE). Les
prélevements respiratoires et valves cardiaques étaient positifs a R. terrigena et a
Staphyloccoque a coagulase négative multi-résistant. Le patient étant probablement colonisé a
R. terrigena BLSE avant la transplantation expliquant I’inefficacit¢ de la ticarcilline-

tazobactam en prophylaxie (125).

Le deuxiéme cas concerne un patient de 69 ans ayant bénéficié d’une pancrético-
duodénectomie pour un cancer pancréatique compliqué d’un sepsis avec développement
d’une collection profonde intra-abdominale ponctionné et drainé (culture polymicrobienne),
les hémocultures étaient toutefois positives a R. terrigena ainsi que les cultures de liquide de
drains (126).

D. Diagnostique bactériologigue :

1. Identification phénotypique :

a) Caractere d’identification commun du genre Klebsiella :

Il s’agit d’un bacille a Gram négatif de 0.3-1.0 x 0.6-6.0 um, disposé¢ isolément, par
paires ou en courtes chaines, souvent capsulé. La bactérie est immobile (a 1’exception de
K. mobilis). Son métabolisme est aérobie-anaérobie facultatif. Comme toutes les
entérobactéries ’activtié catalase est positive, au contraire de ’activité cytochrome-oxydase.
Le test de VVoges-Proskauer étant habituellement positif tandis que I’indole et I’uréase sont

variables. Il n’y a habituellement pas de croissance bactérienne a 10°C pour ce genre.
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Le genre Klebsiella n’est pas particuliérement exigeant en facteurs de croissance ni ne
nécessite de milieu spécifique (9). L’aspect des cultures est en général trés florissant :

colonies grasses de 3 a 4 mm de diametre en 24 a 48h (11).

b) Caractéres d’identification a I’espece chez Klebsiella et Raoultella :

Les caractéres biochimiques majeurs utilisés pour la discrimination des especes sont

donnés sur le tableau ci-dessous (Tableau 1).

Test K. preumontae K. pnenmoniac K. preumoniae subsp. K. K K K.
subs. preumonize subsyl. o7aemae rhinascleromatis aryloca plamticola* ferrigena ormithinolytica
Growth at 10°C + + + +
Indole E! + +
Ormithine decarbomylase i +
Vopes-Proskauer reagtion + + + - i
Utilizztion of the following as 1 carbon source:
4-Aminobutyrate + + + +
Benzoate b + B
m-Coumarate + + + +
Duicitol b
L-Fucose - - + + - +
p-Cil ucosaming + 3 b + B
3-0-Methyh-ip-glucose + - +
Histaming + B
S-Ketogluconate - + -
p-Melemtose E! + -
Palatinnse + b + B +
Phenylacetsts + + -
Putresine b + B
Quinate + + + -
L-Rhamnse + + + + + +
L-Sorbase b + B +
i-Tagatose
1-Tarirate - 3 b
Meso-Tartrate - + + - +
i Turanos - + B
*Including K. trevisanii isolate.

Tableau 1. Caractéristiques phénotypiques de différentiation des espéces du genre Klebsiella.
D’aprés M. Drancourt et al. IJSEM 2001

L’identification correcte des espéces chez Klebsiella et Raoultella n’est pas chose
aisée en laboratoire de microbiologie, puisque les especes partagent entre elles de nombreux
caractéeres communs. Ainsi les systémes d’identification biochimique dont les systémes
automatises, avec des tests d’identifications plus ou moins nombreux proposent des
performances d’identifications qui semblent acceptables mais non optimales concernant le
genre Raoultella (111). En effet ces systémes d’identifications (VITEK 2, MicroScan, API-

20E) ont été evalués comparativement au sequencage genique et ont montré la nécessite de
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test additionnel pour la distinction notamment de R. ornithinolytica ODC négative et
K. oxytoca (127).

Les systemes d’identifications conventionnels ne semblent pas manifester de probleme
pour I’identification des sous-especes de K. pneumoniae. 1l semble cependant que des isolats
ont pu étre mal identifiés puisqu’il s’agissait réstropectivement de R. planticola ou R.
terrigena (128) .

K. variicola se distingue par sa croissance a 10°C, un test de Voges-Prokauer positif, la
fermentation du L-sorbose, et I’absence de production d’indole. Peu d’isolats de cette espéce

ont été identifiés jusqu’a présent (87).

L’espéce K. oxytoca est phénotypiquement caractérisée par la positivité des tests

indole et gélatinase dans 80% des cas (129).

Le genre Raoultella posséde les caractéres du genre Klesbiella mais elle se distingue
de celle-ci : par sa température de croissance a 10°C (bien que certains isolats de K. oxytoca
puisse croitre a 10°C®), le test de Voges-Proskauer étant toujours positif. Ces bactéries sont
isolées de I’environnement (eau, sol, plantes).

Il a été proposé notamment pour différencier le genre Raoultella de Klebsiella de tester

I’histamine puisque les especes du genre Klebsiella n’en produisent pas (106).

L’identification de R. planticola et R. terrigena est rendue difficile par le fait que ces
deux espéces ne sont pas codées dans le thésaurus de certaines galeries d’identification, et
sont alors confondues avec K. pneumoniae et K. oxytoca (3). En effet des isolats cliniques

identifiés comme R. planticola ont montré une production d’indole comme K. oxytoca (130).

L’identification de R. planticola repose sur la croissance a 10 ° de cette espece et
I’étude de la production d’indole variable, de I’ODC négative et de 1’assimilation de quatre
sources carbonées dont 1’éthanolamine, le D-mélézitose, 1’histamine, dl-3-hydroxybutyrate
(3). Ces mémes tests permettent I’identification de R. terrigena (indole et ODC négative). La
limitation de ce systéme tient aux quatre tests supplémentaires non utilisés en routine pour
I’identification des isolats d’entérobactéries que les auteurs ont proposés (3). D’autres auteurs
ont proposé de réduire a 3 tests supplémentaires dont I’histamine, la croissance a 10°C et

I’assimilation de D-mélézitose (4) ( Tableau 2).
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Raoultella ornithinolytica se distingue de R. planticola et de K. oxytoca par un test
positif pour I’ornithine-décarboxylase (ODC). Cependant une étude a démontré que des
souches d’origine animale identifiées comme R. ornithinolytica par séquencage génique
(ARNr 16S, rpoB) étaient dépourvues d’activité ODC. Ce qui complexifie la distinction des
souches de K. oxytoca de R. ornithinolitica et R. planticola. Une analyse moléculaire suggere
la présence d’une copie du géne codant I’ODC pour les souches de R. planticola et R.
ornithinolytica ODC négatives et deux copies pour les souches de R ornithinolytica ODC
positives (131). Notons que certaines souches de K. pneumoniae peuvent étre ODC positives.
Cela pose un réel probléme pour 1’analyse des données épidémiologiques disponibles pour

cette espéce.

Test result™

Bacterial species®

Indole G MMh, Histamine p-melezitcse Ornithine
at 10°C
K pnewmoniae/ — - — — _
K variicola
K oxyioca + + — +f— _
. plandicola +/— + + — _
. ierrigena — + + + _
R. ornithinolywica — + + — +

Tableau 2. Tests proposés pour la différenciation du genre Klebsiella et Raoultella. D’aprés Alves et al. JCM
2006.

2. ldentification génotypique :

L'identification des espéces des genres Klebsiella et Raoultella peut maintenant se
faire de maniere fiable a partir du séquencage des génes de ménage (petit nombre de géne
ayant des fonctions essentielles a la cellule) tels que gyrA et parC (31) ou rpoB (8).
L’utilisation du seul ARNr 16S, partiel ou complet, avec un pourcentage d’homologie
significative aux séquences de références > 99% semble insuffisant pour une discrimination

des espéces les plus réecemment décrites (36) (37).

3. Identification moléculaire par analyse spectrométrique des protéines totales :

Les laboratoires de microbiologie sont actuellement en pleine mutation grace a
I’utilisation de la spectrométrie de masse de type MALDI-ToF (Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization-Time of Flight). L’obtention d’un spectre caractéristique ou «
empreinte spectrale » d’une espéce donnée est a la base de 1’utilisation de la spectrométrie de
masse pour 1’identification microbienne, et cette technique constitue une véritable révolution
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au sein des laboratoires de microbiologie clinique. En quelques années, la spectrométrie de
masse s’est développée dans le but d’obtenir des spectres de masses reproductibles,
permettant d’identifier les isolats au niveau de la famille, du genre, de I’espéce, et parfois de

la sous-espece (132).

Cette technique a I’avantage d’étre peu cotteuse et rapide. Elle repose sur I’ionisation par
laser des protéines des bactéries prealablement co-cristallisées dans une matrice d’acide o-
cyano-4-hydroxycinnamique, les différents produits d’ionisation étant ensuite détectés en
fonction de leur temps de vol dans un champ électrique. On obtient ainsi un spectre spécifique
des composants cellulaires, majoritairement des protéines ribosomales, qui est alors comparé
a une base de données spectrales de référence (6). La ressemblance avec les spectres de la
base est évaluée informatiqguement, ce qui permet de stratifier la qualité de 1’identification
bactérienne. Ainsi, dans le systeme que nous utilisons (spectrométre de masse Microflex,
logiciel d’analyse spectrale BioTyper, Briker Daltonics, France) (133), les résultats sont
exprimés en log score allant de 0 a 3 correspondant a une similitude avec les spectres de la
base de données allant de 0 a 100 %. Le calcul de ce score tient compte de la concordance des
pics (méme rapport m/z) et de la corrélation d’intensité entre les pics similaires. Selon les

recommandations du fabricant, trois niveaux d’identification sont établis :

eun log score inférieur a 1,7 correspond a une absence d’identification fiable

eun log score compris entre 1,7 et 2 correspond a une identification fiable au niveau du genre

eun log score supérieur ou égal a 2 correspond a une identification fiable au niveau de

I’espéce

L’identification des espéces du genre Raoultella par MALDI-ToF est problématiques
car les spectres de références pour R. planticola et R. ornitinolytica sont trés similaires et
ressemblent a ceux de K. oxcytoca (134). Une grande différence entre le meilleur score et le
deuxieme meilleur score de la base de données permet une bonne discrimination entre les
espéces et certains auteurs indiquent qu’une différence de 10% des valeurs de log-score est

requise pour I’identification correcte des bactéries a Gram négatif (135).

L’application de cette régle aisée et rapide a été proposée dans une publication pour
différencier R. planticola et R. ornithinolytica de K. oxytoca. Ainsi lorsqu’un écart supérieur
et égal a 10% était retrouvé, I’identification était valide. Si 1’écart était inférieur a 10 %

I’identification était rejetée. Cette méthode s’est révélée étre supérieure a la méthode
45



d’identification par galerie APl 20E. Cependant cette régle est rarement utilisable car le
nombre d’isolats cliniques du genre Raoultella est limité et les critéres rarement retrouvés. Par
ailleurs la technique de I’analyse des séquences par I’ARN 16 S s’est révélée bien plus
performante (134). Notons que les auteurs on utilisé I’ARNr 16S comme gold standard pour
I’identification de R. ornithynolitica et K. oxytoca. Or comme nous avons pu le voir celui-ci

n’a pas un pouvoir discriminant assez fort pour la discrimination de ces deux espéces proches.

E. Sensibilité aux anti infectieux des Raoultella :

Les isolats cliniques de Raoultella et Klebsiella sont généralement confondus rendant
la caractérisation de résistance aux antibiotiques ardue. Ainsi les données de la littérature

concernant ce nouveau genre sont encore peu nombreuses.

Les especes du genre Raoultella sont généralement sensibles vis-a-vis des
antibiotiques ayant une efficacité contre les bactéries a Gram négatif couramment usités en
thérapeutique : B-lactamines, aminosides; fluoroquinolones ; tigécycline, doxycycline ;
cotrimoxazole ,colistine (11)(107)(108)(110).

Vis-a-vis des B-lactamines ce genre posséde comme Klebsiella une pénicillinase ou -
lactamase chromosomique de classe A (porté par le gene blaTEM-1) lui conférant une
résistance vis-a-vis des aminopénicllines et carboxypénicillines mais avec restauration de
leurs activités quand 1’acide clavulanique est ajouté a ces molécules (136).

L’¢tude de la B-lactamase de classe A des Raoultella a permis d’en caractériser deux
nouvelles : il s’agit respectivement de PLA-1 pour R. ornithinolytica et ORN-1 pour R.
planticola avec 94% d’homologie.

L’analyse de la séquence pourrait suggérer d’un transfert de gene horizontal issu d’un
ancétre commun. Fait intéressant la région chromosomique portant le géne bla était plus
proche de K. oxytoca que de K. pneumoniae (136).

La caracterisation du gene de la B-lactamase chez R. terrigena (TER-1) a pu étre
effectuée montrant 78% d’identit¢ pour PLA -1 et ORN-1, 69.9% pour TEM-1 et 38.7%
pour I’enzyme KOX de K. oxytoca (137).

Concernant les céphalosporines les isolats testés ont montré une bonne activité.
Cependant la possibilité d’une sensibilité intermédiaire a la céfalotine et a la céfoxitine a
été documentée (110) (108).
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Un cas de R. terrigena avec un phénotype de BLSE est rapporté sans caractérisation
de I’enzyme (125).

Deux souches de R. planticola et une souche de R. ornithinolytica ayant acquis des
génes portant la résistance aux carbapénémes ont pu étre décrits en 2007 et 2008.
Ces souches provenaient de trois patients hospitalises aux Etats Unis (New Jersey et Ohio)
ayant tous recu de nombreux antibiotiques dont des carbapénemes. Toutes les souches
abritaient blaTEM-1 mais hébergeaient aussi le gene blakKPC-2 et blakKPC-3 (138).
Plus récemment en 2014 un cas de pneumonie nosocomiale & R. planticola et résistant au

carbapénemes a été décrit. Cette souche hébergeait le gene blakPC-2 (6).

Concernant les fluoroquinolones aucune résistance n’a été rapportée a ce jour (108).
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SECONDE PARTIE : Etude expérimentale

l. Objectif de I’étude

L’identification des espéces du genre Raoultella dans un laboratoire de bactériologie
médicale n’est pas aisée. Le séquengage n’est pas actuellement une technique utilisable en
routine puisque fastidieuse et encore onereuse.

De nombreux auteurs ont ainsi proposé des algorithmes d’identifications phénotypiques et
biochimiques pour la discrimination des genres Klebsiella et Raoultella avec des
performances variables. Mais aucune des techniques n’est convaincante.

Cependant avec I’arrivée de la spectrométrie de masse le systeme d’identification par
galerie est progressivement abandonné. Une étude a proposé une régle d’identification par
spectrométrie de masse qui ne permet malheureusement pas une bonne identification de tous

les isolats cliniques.

Nos objectifs étaient les suivants : -i) comparer les données du séquencage multigénique
(genes gyrB et rpoB) a I’identification par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF pour
les isolats cliniques de Raoultella spp. -ii) construction d’une base utilisateur de spectres de

référence dans notre laboratoire permettant une identification robuste des Raoultella.

I1. Matériels et méthodes

A. Bactéries et conditions de culture :

Un total de trente souches d’isolats cliniques a été collecté pendant 18 mois (février
2014 a juillet 2015) au CHU d’Amiens. Il s’agissait de souches identifiées par spectrométrie
de masse MALDI-ToF comme R. ornithinolytica (discriminée ou non de R. planticola ou K.
oxytoca). Aucun de nos isolats n’a été identifie comme R. terrigena. Par ailleurs nous avons
intégré une souche (n°027) provenant d’un contrdle externe de qualité identifié comme
Raoultella ornithinolytica servant de contréle positif et une souche identifiée comme K.
pneumoniae (n°022) comme contréle négatif. Deux isolats ont été exclus de I’étude puisque
les cultures se sont révélées étre contamineées.

Les souches étaient conservées en tube gelosé (milieu de Le Minor) puis cultivé sur gélose

lactosé au BCP (pourpre de bromocrésol) incubé entre 18 et 24h a 37°C.
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B. ldentification par spectrométrie de masse :

1. Procédure:

Les spectres de masse ont été obtenus a I’aide du spectrometre Microflex (Briker
Daltonics, France) et analysés par le logiciel IVD MALDI-Biotyper version 2.2. Pour chaque
souche, une colonie était déposée et brievement séchée sur une plaque en acier réutilisable de
96 puits. Chaque dépdt était recouvert de 1,1 Ml de matrice (acide a-Cyano-4-
hydroxycinnamique). Cing dépdts par souche ont été effectues avec trois passages successifs

de la plaque permettant 1’acquisition de quinze spectres.

2. Critéres de validation :

Nous avons conservé la valeur-seuil de score (> 2,0) recommandée par le fournisseur
pour valider I’identification a 1’espéce, mais 1’expérience acquise nous fait proposer des

critéres supplémentaires avec deux niveaux d’interprétations :

- ldentification certaine : score de la meilleure identification > 2,0 et écart avec le score de

I’1identification de I’espece suivante > 0,20.

- Discrimination insuffisante : score de la meilleure identification > 2,0 mais écart avec le

score de I’identification de I’espece suivante < 0,20.

Seuls les résultats obtenus pour les deux premiers dépbts étaient pris en compte pour
I’identification retenue, avec une reproductibilité inter-dépdt pour valider une identification

certaine.

3. Dendrogrammes :

Pour construire les dendrogrammes de similitude spectrale, nous avons inclus —i) des spectres
représentatifs des différentes especes (souche-type comprise), sélectionnés parmi 1’ensemble

des spectres de référence de la base de donnée du fabricant, -ii) les spectres de référence
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construits dans la base utilisateur pour nos isolats cliniques a partir des quinze spectres acquis.

Les dendrogrammes ont été construits a 1’aide du logicile Maldi-Biotyper 3.

C. Etude de Pactivité ornithine décarboxvlase :

L’activité ornithine décarboxylase des souches a été explorée par galerie biochimique
(API 20F, Biomérieux, Marcy 1’Etoile). Briévement, il s’agit d’un systéme standardisé pour
I’identification des Enterobacteriaceae et autres bacilles a Gram négatif non fastidieux,
comprenant 21 tests biochimiques miniaturisés, ainsi qu’une base de données. Les réactions
produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés (cas
de I’ODC) ou révélés par I’addition de réactifs. Un isolat d’Escherichia coli a été utilisé

comme contr6le positif pour I’ODC et I’indole (140).

D. Identification par séquencage génétique :

1. Extraction des acides nucléigues :

L’ADN bactérien a été extrait a partir de deux techniques, en effet certains extraits ne
contenaient pas une concentration d’acide nucléique significative (quantification par

NanoDrop™, Thermo Scientific Instruments).

a) Thermolysat manuel :

A partir de suspensions bactériennes dans 200 uL d’eau distillée par une série de deux
chocs thermiques, alternant entre bain sec a 95°C pendant 10 minutes et congélation a -80°C
pendant 15 minutes. Apres centrifugation 1 min a 11 000 g, 150 pL de surnageant du
thermolysat étaient stockés a -20°C avant utilisation.

b) Extraction automatisée :

Les extraits d’ADN total sont préparés a partir d’une culture sur gélose lactosé au BCP
incubé 18-24h a 37°C en aérobiose. Une suspension standardisée a 0,2 MacFarland est
réalisée dans des ampoules de 2 Ml de NaCl a 0,85%. L’extraction de I’ADN total bactérien
est réalisée par [P’extracteur NucliSENS EasyMAG (Biomerieux™) selon les
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recommandations du fournisseur. On obtient un éluat d’extrait d’ADN d’environ 50MI qui est
conservé au congélateur a -20°C.

2. Amplification des génes cibles gyrB, rpoB, speF :

Des fragments internes de respectivement 512 paires de bases (pb) pour rpoB, 970 pb
pour le géne gyrB et 672 pb pour speF ( codant pour le géne de I’ODC) ont été amplifies a
I’aide des amorces décrites par Drancourt et al. (8) , Dauga et al. (141) et Walckenaer et a.l
(131) (Tableau 3).

Tableau 3. Amorces utilisées dans 1’étude.

. Taille du

Gene ) fragment _ -

cible  Amorce (séquence) (Pb) cible Réference
01-F (5-TAARTTYGAYGAYAACTCYTAYAAAGT-3’) sous unité p

gyrB  02-R (5-CMCCYTCCACCARGTAMAGTT-3) 970 ADN Gyrase Dauga et al. 2002

sous unité §

CM7-F  (5°-AACCAGTTCCGCGTTGGCCTGG-3) ARN

rpoB cm31b-R (5°-CCTGAACAACACGCTCGGA- 3°) 512 polymérase Drancout et al. 2001
Flg (5-CGGCGATCTGCTCTG ACGTTGCAT-3")

speF  Fid (5°-TGCATCATAAAGGCGTTGTTCA-3’) 672 OoDC Walckenaer et al. 2008

0.5 Ml des couples d’amorces (sens et antisens) dilués a 0,2 Mm ajoutés a 12.5 Ml de
Master Mix 2X (biotechrabbit), 9 Ml d’eau et de 2.5 MI d’extrait d’ADN pour un volume
final & 25 Ml.

Le programme de la réaction d’amplification effectuée dans le thermocycleur était
variable selon le géne & amplifier (Tableau 4).

Tableau 4. Programme d’amplification des génes utilisés dans 1’étude

Geéne Activation  Dénaturation Hybridation Elongation  Extension final

50°C -
gyrB 45sec
55°C —
rpoB | 94°C —5min | 94°C — 30sec 20sec 72°C—-60sec | 72°C—-5min
speF 60°C -30sec
Nb de
cycles 1 30 1
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3. Vérification de I’amplification et purification :

Afin de s’assurer de la qualité des produits d’amplifications ou amplicons, nous avons
réalisé une électrophorése en gel a 1% d’agarose. La migration s’est réalisée sous un champ
magnétique réglé a 75 V pendant 45 minutes dans un tampon tris-EDTA. Un marqueur de
poids moléculaire SmartLadder MW-1700-10 (Eurogentec™) est déposé a chaque extrémité
du gel pour estimer la taille des fragments amplifiés et séparés. Les bandes sont révélées par
un marqueur fluorescent GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain a I’aide d’un transilluminateur.

Les produits d’anplifications ont été ensuite purifiés par le réactif ’ExoSAP-IT®PCR

Product Cleanup selon les recommandantions du fabricant.

4. Séquencage des génes :

La réaction d’amplification préalable au séquencage a €té réalisee a I’aide du
BigDye®terminator (v3.1 Cycle sequencing, Applied Biosystems™) Le mix contient 4 Ml de
« Mix RR 100 » (contenant les nucléotides marqués), 2 Ml de tampon 5X, 3.2 Ml d’amorces
(Foward et Reverse) concentrées a 1 Mm précédemment citées, 10 pl d’eau et 0.8 Ml de
produit de PCR.

Le programme de la PCR de marquage effectué dans un thermocycleur comprend une
étape de dénaturation initiale d’1 minute puis 25 cycles alternant une étape de dénaturation a
96°C pendant 10 secondes, une étape d’hybridation a 50°C pendant 5 secondes et une étape
d’élongation a 60°C pendant 4 minutes. Les produits de séquencage sont ensuite purifiés a
I’aide du kit de purification BigDyeR Xterminator™. La migration était réalisée sur le
séquenceur 3500xI DX Genetic Analyzer (Applied Biosystem®).

5. Analyse des séquences :

Toutes les séquences obtenues ont été en premiere intention comparées aux bases de
séquences Bacteria gyrB stringent et bacteria rpob stringent du logiciel en ligne LeBibi v.5 (Bio
Informatic Bacteria Identification https ://umr5558-bibiserv.univ-lyonl.fr/lebibi/lebibi.cgi,) (142).
L’analyse des séquences du géne speF a été effectuée par le programme de comparaison de
séquence en ligne Nucleotide BLAST (BLAST®) avec la base de données nucléotidique de
GenBank® (National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of
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Medicine). Des arbres phylogénétiques on été construits a partir des sequences souches de
références (souches-types ou souches caractérisées génétiqguement, Tableau 5). Puis en
incluant les sequences des isolats cliniques, a 1’aide du pipeline de bio-informatique en ligne
phylogeny.fr (143) , utilisant le logiciel d’alignement ClustalW avec retrait des positions
incompletes, une phylogénie inférée selon la méthode du neighbour-joining (valeurs de
bootstrap calculées pour 1000 répétitions) et construction des dendrogrammes par le logiciel
TreeDyn (144) (145)(146)(147). Un arbre phylogénétiqgue a été construit apres avoir

concaténé (association bout a bout) les fragments amplifiés des genes rpoB et gyrB.

Tableau 5. Séquences utilisées pour les analyses phylogénétiques

N° accession GenBank®

Espéce Souche rpoB gyrB speF
K. pneumoniae CIP 82917 AJ300550
ATCC 13883 DQ673324 DQ673328

K. quasipneumoniae subsp.

quasipneumoniae 01A030" HG933775 NZ_CBZR010000003*
K. quasipneumoniae subsp.
Similipneumoniae 07A0447 HG933774 NZ_CBZR010000026*

K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis ATCC 13884 NZ_ACzD00000000*

K. variicola DSM 15968 CP010523*
F2R9 AY367356
K. michiganensis wig T JQ269337  JQ284304
K. oxytoca LMG 30557 JX425093
ATCC 131827  AY367363
JKo3 AP014951*
K/R. ornithinolytica ATCC 318987  AF129447 DQ251484
strain 811 NZ_JURX01000150*
S12 NZ_CP010557*
B6 CP004142 CP004142
K. trevisanii ATCC 335587  AF129450
K/R. planticola LMG 7870 JX425101
ATCC 335317  AF129449 NZ_JMPP01000014*  DQ251481
K/R. terrigena LMG 32227 JX425102
DSM 2687 T GQ426105
ATCC 332577  AF129448
R. electrica 1GBT AB828205
P. mirabilis ATCC 299067  U77445 AJ300546 NZ_ACLE00000000*

Souche-type d’espéce ou de sous-espece en gras
* issu d’un génome complet ou d’une contiguité

Notons par ailleurs, qu’il nous a été impossible d’inclure systématiquement les mémes
souches-types ou souches caractérisées génétiquement dans nos dendrogrammes puisqu’il

n’existe pas a ce jour de séquengage du géne gyrB et speF pour certaines d’entre elles.
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I1l. Résultats

A. Caractérisation biochimique :

Parmi nos 30 isolats cliniques sélectionnés, seules les souches 027 et 031 avaient une
activit¢ ODC positive associée a une production d’indole positif, caractéres classiquement
retenus pour ’identification de R. ornithinolytica. Cela confirme les données de la littérature

qui montrent qu’il existerait des souches ODC négatives parmi les Raoultella ornithinolytica.

B. Identification par spectrométrie de masse MALDI-ToF :

Le thésaurus de spectre de référence du systeme Biotyper ne contient pas de spectres des
especes récemment décrites proches de K. pneumoniae ni de la nouvelle espece décrite du

genre Raoultella electrica. (Tableau 6).

Tableau 6. Especes de Klebsiella et Raoultella présentes dans le thésaurus de la base Biotyper et

répartition des spectres de références entre souche-type et autres isolats.

Souches types (n) Autres souches (n) Absentes

K. oxytoca (1) K. oxytoca (7) K. michiganensis

K. pneumoniae ssp ozaenae (3) K. pneumoniae sensu lato (4) K. quasipneumoniae subsp.
quasipneumoniae

K. pneumoniae ssp pneumoniae K. pneumoniae ssp K. quasipneumoniae subsp.
2 pneumoniae (1) Similipneumoniae

K. pneumoniae ssp R. ornithinolytica (11) R. electrica
rhinoscleromatis (2)

K. variicola (1) R. planticola (5)

R. ornithinolytica (2) R. terrigena (4)

R. planticola (1)
R. terrigena (1)

Toutes les espéces ont au minimum une souche type référencée dans la base de
données mise a part les nouvelles espeéces récemment décrites. Notons qu’il existe parmi le
genre Raoultella un nombre important de souches non référencées dans une collection

internationale (isolats cliniques ?) de R. ornithinolytica dans la base de données.

54



1. Résultats de 1’identification pour les 30 isolats cliniques :

Pour nos 30 isolats cliniques, nous avons obtenu 16 identifications de certitude selon

nos critéres, 13 souches restants insuffisamment discriminées a 1’espéce (Tableau 7).

Tableau 7. Synthese des identifications par MALDI-ToF-Biotyper

Espéces Identifications certaine Identification incertaine  Total
K. oxytoca 3 4 7
R. ornithinolytica 13 6 19
R. planticola 0 3 3

Parmi les septs souches identifieées comme K. oxytoca, trois étaient certaines, avec un
score élevé et une bonne répétabilité. Cependant pour les quatres autres souches identifiées
comme K. oxytoca, R. ornithinolytica est proposée en second choix avec un écart sur 1’espece
inférieur a 0.20 ne permettant pas de conclure & une bonne identification (Tableau8). Comme
le montrent les données de la littérature, la discrimination entre K. oxytoca et R.
ornithinolytica est difficile. C’est pourquoi I’indice de confiance est toujours de C pour les

identifications méme certaines de K. oxytoca.

Pour les trois isolats ol R. planticola est proposée en 1% choix, R. ornithinolytica est
proposée systématiquement en second choix. Auncune souche de R. planticola n’est

d’identification certaine (Tableau 7).
Dix-neuf souches ont été identifiées comme R. ornithinolytica avec treize identifications

certaines. Le tableau 8 détaille les résultats d’identification obtenus pour tous nos isolats.

Notre souche contréle (n°022) a bien été identifiée comme K. pneumoniae.
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Tableau 8.Résultats de 1’identification des 30 isolats cliniques par MALDI-Biotyper

second choix proposé

n° Identification SM-MT . S
isolats insufissament
clinique discriminé*
1 R. planticola R. ornithinolytica
2 R. ornithinolytica
3 R. ornithinolytica R. planticola
4 K. oxytoca R.ornithinolytica
5 K. oxytoca
6 R. ornithinolytica
7 R. planticola R. ornithinolytica
8 K. oxytoca R. ornithinolytica
9 R. ornithinolytica
10 R. ornithinolytica
11 R. ornithinolytica
13 R. ornithinolytica R. planticola
14 K. oxytoca R. ornithinolytica
15 R. ornithinolytica
16 K. oxytoca
17 R. ornithinolytica K. oxytoca
19 R. ornithinolytica R. planticola
20 R. ornithinolytica
21 R. ornithinolytica K. oxytoca
K. pneumoniae ssp
22 pneumoniae
23 R. ornithinolytica
24 R. ornithinolytica R. planticola
25 R. ornithinolytica
26 R planticola R. ornithinolytica
27 R. ornithinolytica
28 K. oxytoca R. ornithinolytica
29 R. ornithinolytica
30 R. ornithinolytica
31 R. ornithinolytica
32 K. oxytoca

*écart avec le score de l'identification 'espéce suivante < 0,20

Identification certaine : score de la meilleure identification > 2,0 et écart avec le score de
I’identification de 1’espéce suivante > 0,20

Discrimination incertaine : score de la meilleure identification > 2,0 et écart avec le
score de I’identification 1’espece suivante < 0,20

2. Analyse phylétique des similitudes de spectre de masse MALDI-ToF :

Aucune valeur n’est attribuable via ces dendrogrammes en 1’absence d’échelle de
distance et d’évaluation statistique de clades proposés puisque aucune relation phylogénique
n’a pu étre encore attestée. Cependant celui-ci a 1’avantage, a D’instar de 1’analyse
génomique, d’étre basée sur une analyse globale du contenu bactérien compose

majoritairement de protéines ribosomales (6).
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Trois dendrogrammes ont ainsi été assemblés (Figures supplémentaires, Annexes Al, A2 et
A3).

Pour le premier nous avons inclus les spectres de référence de la base MALDI-
Biotyper des Raoultella et Klebsiella (Al), un deuxiéme comprend les spectres de nos 30
isolats cliniques (A2) et enfin pour le troisieme nous avons compilé les spectres de nos isolats
cliniques avec une sélection des spectres de référence les plus représentatifs de la base du
fabricant dont Proteus mirabilis pour enraciner 1’arbre phylétique (A3). Ces dendrogrammes

recoupent au moins partiellement les groupes phylogéenétiques définis.

Il sembe y avoir une trés grande hétérogénicité pour les souches référencées comme R.
ornithinolytica dans la base MALDI-Biotyper. En effet certaines souches référencées sont
regroupées avec les souches de R. terrigena et d’autres avec R. planticola. Ceci explique en
partie la difficulté pour le systtme MALDI-ToF a discriminer les especes R. ornithinlytica et

R. planticola (Annexes 1).

Bien qu’artificiels nous avons pu constater quatre grands clusters présents parmis nos
isolats cliniques comparés a certains spectres de la base Biotyper (Annexes 3).
Un grand sensemble (figuré en vert) regroupe la majorité des souches identifiées comme R.
ornithynolytica par ailleurs ODC négatives et les souches identifiées comme R. planticola.
Deux autres ensembles (figurés en mauve et bleu) sont formés par nos deux souches ODC
positives (027 et 031). Enfin un autre grand ensemble (figuré en orange) est formé pour les

souches identifiées comme K. oxytoca.

C. ldentification génétigue moléculaire :

1. Identification basée sur ’homologie de la séquence du géne rpoB :

Nous avons soumis nos 30 isolats cliniques a un séquencage du géne rpoB (Tableau 9).
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Tableau 9. Résultats de I’identification des 30 isolats cliniques par séquengage du géne rpoB

Identifiant Identification* % ident**
001 R. planticola 99
002 R. ornithinolytica 99
003 R. planticola 99
004 K. oxytoca 99
005 K. oxytoca 99
006 R. ornithinolytica 100
007 R. planticola 99
008 K. oxytoca 99
009 R. ornithinolytica 99
010 R. ornithinolytica 99
011 R. ornithinolytica 100
013 R. ornithinolytica 99
014 K. oxytoca 99
015 R. ornithinolytica 99
016 K. oxytoca 99
017 Kluyvera intermedia-K. oxytoca 96
019 R. planticola 100
020 R. ornithinolytica 99
021 Kluyvera intermedia 96
022 K. pneumoniae subsp. pneumoniae 100
023 R. ornithinolytica 99
024 R. ornithinolytica 99
025 R. ornithinolytica 100
026 R. planticola 99
027 R. ornithinolytica 99
028 K. oxytoca 100
029 R. ornithinolytica 99
030 R. ornithinolytica 99
031 R. ornithinolytica 99
032 K. oxytoca 100

* identification d'espéece proposée par la base rpoB Lebibi
** identification fiable si identité = 98 %

Le gene rpoB a permis de mettre en évidence la présence de cing souches identifiees

comme R. planticola avec une identification robuste (4 souches avec une identificaton a 99%

et une autre a 100%). Une identification pour R. ornithinolytica avec un pourcentage

d’identification élevé et sans ambiguité est proposée pour 15 de nos isolats.

Deux souches (017 et 021) ont été identifiées comme Kluyvera intemedia mais avec

un pourcentage d’homologie non significatif. Enfin, aucune difficulté n’a été constatée pour

I’identificaton de K. pneumoniae et K. oxytoca.
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2. ldentification par assignation phylogénétique basée sur la séguence du gene rpoB :

Un arbre des souches de références séquencé du géne rpoB a été établi afin de pouvoir
le comparer a nos isolats cliniques (Figure 9). Notons que les branches portant chaque nceud

ne sont pas robustes.

e K. tervigena ATCC 332527
K. michiganensis W14T

K. oxytoca ATCC 131827
K. quasipneumoniae subsp. sinilipneumoniae 07A0447

%_EK. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae 01A030*
28 K. peumoniae ATCC 138837

bl K. variicola F2R9

R electrica 1GBT

K. omithinolyica ATCC 318987

98y X. trevisanii ATCC 335587
K. planticola ATCC 335317

P. mirabilis ATCC 299067

0.08

Figure 9. Arbre phylogénétique construit par comparaison des séquences du géne rpoB des
souches-types par la méthode de neighbour-joining. Seules les valeurs de bootstrap (calculées
pour 1000 répétitions) supérieures a 70 % sont indiquées. L’échelle représente 8 substitutions pour

100 nucléotides.

Il semble que K. ocytoca soit tres proche de K. michiganensis malgé une valeur de
boostrap non significative. Des valeurs de boostrap élevées sont retrouvees dans le groupe
des espéces apparentées a K. pneumoniae (K. quasipneumoniae et K. variicola).

Comme déja montré K. trevisanii et R. planticola sont des synonymes avec une homologie

tres forte entre les séquences de rpoB.

K. terrigena semble étre un taxon ayant une position incertaine. Curieusement celui-ci
est éloigné des souches de réferences des autres especes du genre Raoultella. Bien qu’il serait

hasardeux de le conclure étant donné la faible valeur de la branche portant ce taxon.

Pour confirmer les résultats d’identification basée sur I’homologie des séquences de rpoB,
un dendrogramme incluant nos trentes souches cliniques comparées aux souches de
réferences a été construit (Figure 10). Concernant les souches proches de K. oxytoca, on
remarque que 1’isolat 08 est tres proche de K. michiganensis avec une valeur de boostrap

significative. Pour la souche 05 Ile cluster formé avec la souche-type de
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K. oxytoca ATCC 131827 est soutenu par une branche forte (valeur de bootstrap a 96%) mais
de position incertaine. Enfin deux groupes homogénes portés par un nceud avec 100%
d’identité ont pu étre identifiés, formés respectivement par les souches 004-014-028-032 et
016-021.

K. terngena ATCC 332570
K. michiganensis W14

|-— Raowulrella 008

100 Raoulrella 032
Raoulrella 028
Raoultella 014

Raouliella 04

Raowltella 03]
Kaoultella 027
Raoulella 020
Raouwlella 013
— Raowuliella 0]2
Raouliella 023
Raowulella 024
Kaoulella 011
Raoulwella 025
Raowlella 010
Raowuliella 006

K. armithinelyica ATCC 318987
1Rnurim'ﬂn 029

Raoulrella 015
Raoulrella 009
Raoulella 002
Raowltella 030
Raoculiella 026
Raoulrella 019
83 Raoulrella 017
Raculrella 001
Raoultella 007
Raoultella 003
K. trevisamii ATCC 335587
K. planticola ATCC 335317
9 — K. variicola F2R9

| 0§ K qggmsipnmmniae subsp. quasipnaumoniae 01A0307
. quesipneumenice subsp. sintlipneimoniae 07A044T
96 K. preumonize ATCC 138837

Raoulrella 022

R elecirica 1GBT
100 Raoulrella 021
_I.'{rmnfn'ﬁn 016
96 - K. oxytoca ATCC 131827
Raouliella 005
P. miradilis ATCC 299067

ol

0.09

Figure 10. Arbre phylogénétique construit par comparaison des seéquences du géne rpoB des
souches-types et des isolats cliniques par la méthode de neighbour-joining. Seules les valeurs de
bootstrap (calculées pour 1000 repetitions) supérieures a 70 % sont indiquées. L’échelle représente

9 substitutions pour 100 nucléotides.
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Comme attendu la souche 022 est trés proche de la souche type de K. pneumoniae
ATCC 13883".

Un groupe trés proche de la souche de référence de K. planticola ATCC 335317 et de
son homologue K. trevisanii est retrouvé porté sur des valeurs de boostrap relativement
importantes (85%), confirmant I’identification basée sur le pourcentage d’homologie.
Curieusement 1’isolat clinique 017 clusterise avec ces souches de R. planticola. Enfin un
autre clade homogeéne semble présent regroupé par 17 isolats cliniques autour de la souche de
R. ornithynolytica ATCC 31898. Malheureusement la valeur de bootstrap supportant ce
branchement est faible pour la distinction R. planticola/R. ornithinolytica. Les identifications

retenues apres analyse phylogénétique sont résumées dans le tableau 10.

Tableau 10 Résultats de I’identification des 30 isolats cliniques par séquencage du géne rpoB

Identifiant Identification* % ident**
001 R. planticola 99
002 R. ornithinolytica 99
003 R. planticola 99
004 K. oxytoca 99
005 K. oxytoca 99
006 R. ornithinolytica 100
007 R. planticola 99
008 K. oxytoca 99
009 R. ornithinolytica 99
010 R. ornithinolytica 99
011 R. ornithinolytica 100
013 R. ornithinolytica 99
014 K. oxytoca 99
015 R. ornithinolytica 99
016 K. oxytoca 99
017 Kluyvera intermedia-K. oxytoca 96
019 R. planticola 100
020 R. ornithinolytica 99
021 Kluyvera intermedia 96
022 K. pneumoniae subsp. pneumoniae 100
023 R. ornithinolytica 99
024 R. ornithinolytica 99
025 R. ornithinolytica 100
026 R. planticola 99
027 R. ornithinolytica 99
028 K. oxytoca 100
029 R. ornithinolytica 99
030 R. ornithinolytica 99
031 R. ornithinolytica 99
032 K. oxytoca 100

* identification d'espéce proposée par la base rpoB lebibi et supportée par le
dendrogamme déduit de la comparaison des séquences.
** |dentification proposée par lebibi
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3. Identification basée sur I’homologie de la séquence du géne QyrB :

Comme le montre le tableau les identifications brutes obtenues par lebibi sur la base

du gene gyrB ne permettent pas une discrimination pertinente de K. oxytoca et R.

ornithinolytica. En effet les pourcentages d’homologie aux séquences de référence varient

sans qu’un seuil discriminant puisse étre facilement retenu. Notons cependant que des

souches K. oxytoca sont proposées isolément avec des disparités d’identité (entre 96-100%).

Tableau 11. Résultats de I’identification des 30 isolats cliniques par séquencage du géne gyrB

Identifiant

Identification*

% ident

O© 00O NO O & WDN P
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P O ©OW®WNOOUBWNIERO®ONOOUOD™MWEO

32

R. planticola
R. ornithinolytica
R. planticola
K. oxytoca
K. oxytoca
R. ornithinolytica
R. planticola
K. michiganensis
R. ornithinolytica
R. ornithinolytica
R. ornithinolytica
R. ornithinolytica
K. oxytoca
R. ornithinolytica
K. oxytoca
K. oxytoca
R. planticola
R. ornithinolytica
Kluyvera intermedia
K. pneumoniae
R. ornithinolytica
R. ornithinolytica
R. ornithinolytica
R. planticola
R. ornithinolytica
K. oxytoca
R. ornithinolytica
R. ornithinolytica
R. ornithinolytica
K. oxytoca

99
99
99
97
100
99
99
100
99
100
98
99
97
99
97
92
99
99
96
96
99
99
99
99
98
96
99
100
100
96

* identification d'espéce proposée par la base gyrB Lebibi

Deux isolats cliniques 017 et 021 ne semblent pas étre bien identifiés sur la base du

gyrB. L’identification de R. planticola a pu étre obtenue pour cing isolats cliniques

(souches 001, 003, 007, 019 et 026) avec un pourcentage d’homologie acceptable.

L’isolat 022 (contrdle K. pneumoniae) n’est identifié qu’avec un pourcentage d’identité de

96%.
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4. Ildentification par assignation phylogénétique basée sur la séquence du géne gyrB :

Les valeurs de boostrap portées par les différentes branches pour les souches-types sur
I’arbre déduites des séquences de gyrB, a I’exception de R. ornithinolytica représentée par des
isolats cliniques/environnementaux, sont significativement plus élevées que pour rpoB
permettant une meilleure évaluation des relations phylogénétiques entre les genres Raoultella
et Klebsiella (Figure 11).

K. variicola DSM 15968

100 K. quasipneumoniae subsp. similipnenmonice 0TA0447T

96

97 K. quasipneumoniae subsp. quasipneumerniae 0140307
100 | K. preumonige ATCC 138337
| K preumonice CIP 82.917
R amithinolvtica 811
100 R. planticola ATCC 335317
R planiicola LM 7870

100 K. michigemensis W14T
_: K. oxytoca LMG 3055T
100 [ R. amithinalytica 812

I R tervigena DM 26877
9 R terigena LMG 32227

P. mirahilis ATCC 299067

100

0.09

Figure 11. Arbre phylogénétique construit par comparaison des séquences du gene gyrB des
souches-types par la méthode de neighbour-joining. Seules les valeurs de bootstrap (calculées
pour 1000 répétitions) supérieures a 70 % sont indiquées. L’échelle représente 9 substitutions pour

100 nucléotides.

Sans pouvoir obtenir des valeurs importantes de bootstrap entre les différents clusters,

il semble exister quatres groupes distincts sur ce dendrogramme.
Un génogroupe est formé par les sous espéces de K. pneumoniae porté chacun par des
branches fortes.

On retrouve un groupe formé par les souches types K. oxytoca LMG 32227 et K.
michiganensis W14" avec 100% de valeur de bootstrap.

La souche R. ornithinolytica S12 semble avoir une forte identité avec les deux souches-
filles de la souche-type de R.terrigena ; il s’agit trés certainement d’une identification

incorrecte. Une branche robuste supporte ce nceud avec 100% de position certaine.
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Enfin, un clade tres robuste regroupant les espéces de R. planticola et

I’isolat R.

ornithinolytica 811 est retrouvé. Ainsi sur la base du géne gyrB, il semble y avoir une

disparité au sein des souches type de I’espéce R. ornithinolytica.

Concernant 1’arbre phylogénétique du géne gyrB des souches-types et de nos isolats

cliniques (Figure 12), aucun de nos isolats n’a d’identité avec la souche R. ornithinolytica S12

proche de R. terrigena.

K. variicola DSM 15968

99 &I preumoniae subsp. similipneumoniae 0TA04”
8 . uasiprenmoniae mhglp
00 g pneumom%e ATCC 13883

K. pneumoniae CIP 82917

100 Raoulella 021
Raouliella 017
og Raoudrella 032
Raoultella 028
Raowdrella 014
Raoultella O
Raowliella 008

K. mickiganensis W147
Raouliella 005
X o;g»fﬁ%‘é’%&bs's"‘”
Raoultella 020
Raoulrella 025
Raoulrella 031
Raoultella 023
Raoultella 010
Raoultella 030
Raoultella 002
Raoulrella 011

R. ornithinolytica 811
A0 Raowltella 027
Raouwliella 013
Raonlrella 09
Raoultella 006

97 Raoultella 024

Raoudiella 029
Raoiwdiella 015
Raouliella 026
Raouliella 003
Raoultella 001
Raoultella 019
Raoultella 007
R. planticola 335317
R. planticola LM G 7870

100 R. ornithinolytica 512
_{ R. terrigena DSM 26877
751 R. terrigena LMG 32227

0.0v

fpreumoniacil AT

P. mirabilis ATCC 299067

Figure 12. Arbre phylogénétique construit par comparaison des séquences du géne gyrB des

souches-types et de 29 isolats cliniques par la méthode de neighbour-joining. Seules les

valeurs de bootstrap (calculées pour 1000 répétitions) supérieures a 70 % sont indiquées.

L’échelle représente 9 substitutions pour 100 nucléotides.
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Tous les isolats cliniques identifies comme R. planticola se regroupent avec les deux
souches types de R. planticola (LMG 3222 Tet DSM 2687"). Une subdivision est dessinée sur
I’arbre au sein de ce groupe sans valeurs de boostrap significatives.

La majorité de nos isolats forme un grand ensemble avec la souche R. ornithinolytica 811,
porté par une branche extrémemement robustes. Nos deux souches 017 et 021 difficilement
identifiables sur la base du géne gyrB se regroupent entre elles a proximité K. oxytoca/K.
michiganensis. Chaque branche de cet ensemble est portée par des valeurs d’identité solides
dont, un sous groupe regroupant comme pour rpoB les isolats 004-014-028-032, un autre
formé par la souche 008 et K. michiganensis et enfin un cluster est formé par deux isolats
cliniques 005 et 016 avec la souche référencée K. oxytoca LMG 3055".

5. Analyse phylogénétique par concaténation qyrB-rpoB :

Afin de pouvoir augmenter la puissance de I’identification génétique nous avons
concaténé les séquences de deux génes gyrB et rpoB pour chacun de nos isolats cliniques

ainsi que pour les souches de références sélectionnées (Figure 13).

Les isolats 004-014-028-032 sont vraisemblablement apparentés a K. oxytoca, ces
souches ont une identité de 100% vis-a-vis de la souche K. oxytoca JKo3.
De plus K. oxytoca semble subdivisé en deux sous-groupes, en effet le pourcentage d’idendité
pour chaque nceud portant ces branches est trés robuste. La souche 008 a une identité trés
forte avec K. michiganensis. Les isolats cliniques 005 et 016 trés proches de la souche-type de
K. oxytoca, forment un cluster spécifique, ce qui permet de supposer que nous retrouvons les

deux phylogroupes décrits pour K. oxytoca.

Tous nos isolats cliniques identifiés comme R. planticola sont regoupés au sein d’un

groupe porté par des branches fortes (valeur de bootstrap a 91% pour la branche commune).

Enfin 16 isolats cliniques sont regroupés de maniére homogene autour de la souche
Raoultella ornithinolytica B6. Notons par ailleurs que les deux souches 027 et 031 qui sont

ODC positives se regroupent autour de cette souche-type.

A la différence des résultats bruts d’identification des isolats, les résultats sur ’arbre

permettent de mieux préciser par 1’alignement des séquences la position de chacune d’entre
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elles. Ainsi les 16 isolats positionnés sur ce nceud solide sont tres propablement des souches

de R. onithinolytica. Le positionnement de la souche-type de R. terrigena reste flou en

I’absence d’isolat génétiquement proche.

87 Raoultella 021
Raoultella 017
Raoultella 016
Raoultella 005
99— Klebsiella michiganensis W14
Raoultella (X8
011 100 (Klebsiella oxytoca JKo3
Raoultella 032
Raoultella 028
Raoultella 014
Raoultella 004
Raoultella 03]
Raoulrella 030
Raoultella 020
Raoultella 011
Raoultella 010
Raoultella 025
Raoultella ornithinolytica B6
Raoultella 023
100 | Raoultella (002
~+ Raoultella 027
Raoultella 013
Raoultella (09
Raoultella 029
100 | 848 Raoultella 015
Raoultella 006
Raoultella 024
TRaoultella 026
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8\ Kiebsiella planticola ATCC 33531
Raoultella (007
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
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Figure 13. Arbre phylogénétique construit par concaténation des séquences du gene gyrB et rpoB
des souches-types et de 29 isolats cliniques par la méthode de neighbour-joining. Seules les
valeurs de bootstrap (calculées pour 1000 répétitions) supérieures a 70 % sont indiquées.

L’échelle représente 8 substitutions pour 100 nucléotides.
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6. Analyse phylogénétique pour le géne speF :

Nous avons pu séquencer le géne speF codant pour I’ODC pour 12 isolats cliniques
(Tableau 12).

Tableaul2. Résultats de I’identification de 12 souches par sequencage du gene speF

Identifiant Identification* % ident**
4 K. oxytoca 97
7 R. planticola 99
8 K. oxytoca 99
14 K. oxytoca 99
17 K. oxytoca 85
19 R. planticola 99
21 K. oxytoca 86
22 K. pneumoniae 94
26 R. planticola 99
27 R. ornithinolytica 100
28 K. oxytoca 98
32 K. oxytoca 98

* identification d'espéce proposée par la base speF NCBI/ Blast Home

Les isolats cliniques 017 et 021 ont un pourcentage d’identité trés bas pour K. oxytoca
confirmant leur éloignement génétique. Une identification de certitude a 100% pour R.
ornithinolytica est retrouvée pour la souche 027, en concordance avec les données biochimiques.

Les données de I’arbre phylogénétique pour speF permettent de mieux appréhender la

répartition des isolats (Figure 14).
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Figure 14. Arbre phylogénétique construit par comparaison des séquences du géne speF des

souches-types et de 12 isolats cliniques par la méthode de neighbour-joining. Seules les valeurs de

bootstrap (calculées pour 1000 répétitions) supérieures a 70 % sont indiquées. L’échelle représente

1 substitution pour 100 nucléotides.

La souche de Raoultella ornithinolytica B6 a une position tres proche des souches

d’isolats cliniques et type de Raoultella planticola avec des branches supportant ces nceuds avec

des valeurs d’identité¢ de 100%. Un sous groupe formé par 1’isolat 027 ODC positif et la souche

type de R. ornithinolytica ATCC 31898" ODC positive (décrite par Drancourt et al.) est éloigné

de I’ensemble des autres isolats cliniques, position non retrouvée sur les précédents

dendrogrammes. En ’absence d’amplification a partir des ADN extraits, il a été impossible de

séquencer le géne speF pour nos isolats cliniques identifiés comme R. ornithinolytica.
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Discussion

Nos résultats confirment les données de la littérature sur 1’existence de souches
R. onithinolytica ODC négatives. De fait, I’ODC ne peut étre le facteur discriminant de
R. onithinolytica, a la fois des autres especes du genre et de K. oxytoca malgré sa description
éponyme historique (131). II s’agit d’un réel probleme pour les laboratoires de bactériologie
médicale utilisant un systéme d’identification phénotypique de pouvoir identifier précisément
au genre et a I’espéce, particulierement pour Raoultella spp. et Klebsiella oxytoca.

Au laboratoire du CHU Amiens-Picardie [’utilisation de galerie d’identification
biochimique a été abandonnée au profit de I’utilisation de la spectrométrie de masse, bien
qu’utilisée occasionnellement pour certaines identifications bactériennes spécifiques. En effet
I’arrivée du systeme MALDI-Biotyper a permis d’obtenir une identification rapide, peu

colteuse et fiable sur la majorité des isolats courants.

Cependant, nous étions confrontés aux mémes difficultés d’identification concernant
la discrimination de K. oxytoca et des espéces du genre Raoultella particuliérement pour
R. ornothinolytica et R. planticola. Comme le suggérent nos résultats (Tableaux 7 et 8)
concernant I’identification par MALDI-Biotyper, [I’identification de R. planticola est
problématique puisque qu’aucune identification certaine n’a été obtenue. De plus les
identifications pour K. oxytoca et R. ornithinolytica ont montré un rendement non acceptable
avec respectivement: 3 isolats sur 7 identifications certaines pour K. oxytoca et 13
identifications certaines sur 19 pour R. ornithinolytica. Au vu de ces résultats, il apparait
difficile de pouvoir donner une identification pertinente de ces souches par le systéme
MALDI-Biotyper. Ceci peut étre expliqué notamment par I’extréme hétérogénicité des
souches de R. ornithinolytica dans la base commerciale Biotyper (probablement dii au mode
de recueil [isolats cliniques ou environnementaux] et d’identification de ces souches

principalement basée sur le géne rrs).

Devant ces observations, il a été proposé de collecter les souches de R. ornithinolytica
identifiées comme telles ou proposees en seconde identification pour K. oxytoca.
Nous avons décidé de séquencer le géne rpoB pour nos isolats cliniques comme mentionné
par la publication princeps décrivant le genre Raoultella (8) et d’y ajouter deux autres genes
encore non utilisés dans la littérature pour gyrB ou partiellement pour speF (131) afin

d’obtenir une identification multi-génique plus fine.
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L’identification par le séquencage du gene ropB (Tableaux 9 &10 ; Figure 10) semble
tres intéressante pour la discrimination des souches du genre Raoultella. Cependant I’analyse
de la phylogénie des isolats cliniques comparée aux souches-types ou référencees a révélé que
nos branches n’étaient pas portées par des valeurs importantes de bootstrap pour pouvoir
permettre une identification correcte pour le genre Raoultella. Ainsi, rpoB ne permet pas a lui
seul de pouvoir identifier les especes du genre Raoultella.

Les résultats bruts pour le géne gyrB (Tableau 11) montrent qu’il ne permet pas une
identification précise. Par contre le dendrogramme construit d’aprés la comparaison des
séquences du géne gyrB (Figure 12) a permis une meilleure compréhension des relations
phylogénétiques entre nos souches et les séquences de références. En effet la majorité des
branches était portée par des nceuds trés robustes, permettant une meilleure identification

comme décrit pour d’autres groupes d’Enteorbacteriaceae (141).

La concaténation des genes rpoB et gyrB (Figure 13) nous permet au final d’obtenir un
dendrogramme plus discriminant et permettant I’identification de chacun de nos isolats

clinigues. Celui-ci nous permet de donner quelques conclusions tres interessantes.

Ainsi on visualise un grand cluster autour de K. oxytoca divisé en deux phylogroupes :

- Un groupe porté par un nceud robuste formé par les souches 016 et 005 identifiées comme

Klebsiella oxytoca et proche des souches tpes K. oxytoca ATCC13182"/LMG 3055'.

- Un autre groupe subivisé en deux est formé, la encore porté par des branches trés solides ;
le premier sous groupe correspond a la souche 008 qui semble étre vraisembablement K.
michiganensis associé & la souche-type de cette espéce (K. michiganensis W14"), et le second
sous-groupe (isolats 004-014-029-032) rassemblé avec la souche référencée K. oxytoca JKo3
sur une branche & 100% de valeur de boostrap. On peut retenir 1’identification K. oxytoca
pour ces isolats en considérant cette espece comme polyphylétique, sur les données décrites
par deux publications anciennes (31) (33) et une autre beaucoup plus récente (97) décrivant
deux phylogroupes Kol et Koll. Cependant en I’absence de séquence disponible caractérisée
pour ces deux phylogroupes, nous ne pouvons affirmer cette hypothese. Nous pouvons a

défaut considérer ces souches comme K. oxytoca-like ou K. oxytoca sensu lato.
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Concernant la discrimination des especes du genre Raoultella des valeurs de
bootstraps extrémement robustes ont pu étre obtenues avec des branches a 100%. Un
ensemble formé par R. planticola est clairement identifiable. Ainsi cing de nos isolats ont pu
étre identifies comme tels.

Un grand groupe homogene de souches est formé autour de la souche entiérement
séquencée de R. ornithinolytica B6 avec une valeur de boostrap a 100% pour la branche le
supportant, nous incitant de conclure que ces isolats correspondent bien au genomospecies

Raoultella ornithinolytica.

Nous avons eu des difficultés dans le séquencage du géne gyrB concernant notre
controle négatif identifié comme K. pneumoniae avec seulement 96% d’identité. Cela nous a
amené a ne pas I’inclure dans nos dendrogrammes reconstruits déduit des séquences du géne

gyrB et concaténées rpoB-gyrB.

Les souches 017 et 021, regroupées avec une idendité importante mais de position
incertaine, ont étaient difficilement identifiables sur la base des génes gyrb et rpoB. Un risque
de contamination n’est pas a exclure puisqu’en autre Kluyvera intermedia est une bactérie
environnementale. Cependant nous avons tenté de construire notre arbre avec sequences des
souches-types du genre Kluyvera (données non présentées) mais ces isolats n’étaient jamais

associes avec la souche-type de Kluyvera intermedia, réfutant cette identification.

Enfin malheureusement il nous a été¢ impossible d’obtenir le s€quencage du gene speF
(Tableau 8) pour I’ensemble de nos isolats cliniques. Cependants nous avons pu mettre en

évidence plusieurs points interessants sur la base du dendrogramme basé sur speF (Figure 14).

Il'y a bien une hétérogénicité des souches de Raoultella ornithinolytica pour le gene de
1’ODC. La souche type identifiée comme R. ornithinolytica ATCC 31898 dans la publication
princeps est décrite comme ODC positive (8). Or notre isolat clinique 027 est lui ODC
positif et avec une homologie de la séquence speF de 100%. Ce groupe forme un cluster
distinct des autres isolats séquencés pour le géne speF (nceud avec une valeur de boostrap a
99%) qui n’ont pas été identifiés génétiguement comme R. ornithinolytica. Cependant, on
note avec intérét que la souche R. ornithinolytica B6 dont 1’ensemble du génome a été
séquencé se retrouve avec une souche-type de R. planticola et 3 isolats cliniques identifiés
comme tels. Or I’étude de nos isolats cliniques par concaténation des genes rpoB et gyrB a
montré de maniére tres fiable que ce groupe homogeéne possédait une idendité de 100% avec
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cette souche-type (Figure 13). On peut donc logiquement penser que ce positionnement
refléte celui qu’auraient nos isolats ODC négatifs. Comme nous n’avons pu séquencer ces
souches avec le gene speF il est impossible de confirmer notre hypothése. Mais cela confirme
que la distinction basée sur cette seule activité biochimique n’est pas pertinente a 1’heure de la

taxonomie multi-génique.

Aprés avoir proposé une identification génétique la plus précise pour nos isolats, nous
les avons comparés aux résultats d’identitification par MALDI-Biotyper. Un tableau de

synthese a éte réalisé (Figure A4) et une analyse par espece a été effectuée (Tableau 12).

Tableau 12 .comparatif des identifications par MALDI-ToF et du séquencage des 2 génes

séquencés sur nos 30 isolats cliniques.

Identification

Identification SM-MT Multi-génique
Identification Identification concordanc discordanc
Espéce certaine acceptable rpoB-gyrB e e
R. planticola 0 3 5 3 2
R.

ornithinolytic 13 6

a 15 15 4

K. oxytoca 3 4 8 7 1

K. pneumoniae 1 0 0 0

Au final on trouve quatre discordances entre le systtme MALDI-Biotyper et
I’identification génétique pour R. ornithinolytica : deux isolats confondus avec R. planticola
et deux isolats qui correspondraient & K. oxytoca sensu lato. A chaque fois, 1’identification par
MALDI-Biotyper était incertaine.

Concernant R. planticola méme si les trois identifications ol nous avons retenu cette
espece n’étaient pas discriminantes, elles ont été confirmées par 1’analyse génétique. De plus
les deux discordances entre R. planticola et R. onithinolytica confirment que la confusion va
dans le sens d’un sous-diagnostic de R. planticola.

La mauvaise qualité des identifications de K. oxytoca est sans doute liée a I’hétérogénéité
génétique de cette espéce que nous avons retrouvée, l’identification de la souche 008

K. michiganensis restant tres proche de K. oxytoca.
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Conclusion et Perspectives

- L’ODC n’est pas un caractére discriminant puissant pour la discrimination de Raoultella

ornithinolytica et doit étre abandonné.

- Le séquencage isolé du gene rpoB nous semble insuffisant pour I’identification des espéces
du genre Raoultella. De fait, nous proposons pour le laboratoire du CHU-Amiens-Picardie la
combinaison du séquencage du géne gyrB avec le gene rpoB comme méthode d’identification

de référence pour R. ornithinolytica, R. planticola et K. oxytoca.

- Pour D’identification en routine avec le systtme MALDI-Biotyper, 1’identification de
K. oxytoca reste fiable, dans la limite de 1’hétérogénéité de cette espece. Concernant la
discrimination R. ornithinolytica/R. planticola, on peut proposer de considérer ces deux

espéces comme un complexe génomique qui est alors relativement bien identifié.

- Nous avons pu mettre en évidence parmi nos isolats cliniques la présence de différents sous-
groupes pour K. oxytoca, dont un isolat correspondant a 1’espéce K. michiganensis. Des
études complémentaires doivent étre menées pour préciser si nos sous-groupes correspondent
aux deux phylogroupes précédemment décrit. Concernant I’identification par
MALDI-Biotyper en routine, il n’y a pas de confusion de K. oxytoca avec R. ornithinolytica,

s’il I’on considere cette espece au sens large.

- Ainsi il apparait important de pouvoir poursuivre le séquencage du gene speF afin de
confirmer notre hypothése sur I’hétérogénicité des souches de R. ornithinolytica vis-a-vis de
I’activité enzymatique conférée par ce géne et sa pertinence ou non sur le plan phylogénétique

(présence de deux sous-especes ou géne acquis par transfert horizontal ?).

- Enfin en complément de la base commerciale marquée IVD du systeme MALDI- Biotyper,
nous pouvons construire sur la base des données gyrB-rpoB et des dendrogrammes de
similitude de spectre une base utilisateur dédiée pour ameliorer la discrimination des espéces

de Raoultella et des sous-groupes de K. oxytoca sensu lato.
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Annexes
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Klehsiella oxytoca DSM 5175T HAM
Klebhsiella ox¥ytoca WAI1E77_09 ERL
Klebsiella oxytoca WAZDS7S_09 ERL
Klebsiella oxytoca WAZODSYE 2 09 ERL
Klehsiella oxytoca ESEL 30295 PER
Klebsiella oxiytoca ATCC 700324 THL
Klebsiella oxytoca 35130 PFM

Raoultella ornithinolytica DSM 7464T HARM
Raoultella ornithinolytica CIP 103576 CIF
Raoultella terrigena DSt 2687 T DEM
Raoultella ornithinolytica %A10895_03 ERL
Raoultella ornithinolytica UR01120°09 ERL
Raoultella ormithinolytica MHMNC 57 7 ERL
Raoultella ornithinolytica MB 185587 CHE
Raoultella planticola DSk 4617 DS
Raoultella planticola DS 3069T DS
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Raaoultella arnithinolytica CCLUIG 52805 CCUG
Raoultella terrigena YA12423 10 ERL
Raoultella terrigena DSk 7333 DS
Raoultella terrigena DSM 7331 DSk
Raoultella planticola WAD4253 09 ERL
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Raoultella ornithinolytica MHNC 5471 EREL
Raoultella ornithinolytica URODOSSE 09 ERL
Raoultella ormithinolytica MHMNC_45_4 ERL

a) Figure Al. Dendrogramme déduit de

la comparaison des spectres de références de

Raoultella et Klebsiella de la base Biotyper.
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b) Figure A2. Dendrogramme déduit de

la comparaison des spectres obtenus pour

I’ensemble des 30 isolats cliniques étudiés.
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c) Figure A3. Dendrogramme déduit de la comparaison des spectres des 30 isolats cliniques
et des spectres représentatifs issus de la base Biotyper.

75




d) Figure A4. Tableau de synthése des résultats d’identification.

Identification Multi-genique

K. pneumoniae

. ornithinolytica

. ornithinolytica

R. ornithinolytica
R planticola

R. ornithinolytica
K. oxytoca

R. ornithinolytica

R. ornithinolytica

R. ornithinolytica
K. oxytoca

X 0

Identification SM-MT rpoB, gyrB
R. planticola R. planticola
R. ornithinolytica R. ornithinolytica
R. ornithinolytica R. planticola
K. oxytoca K. oxytoca*
K. oxytoca K. oxytoca'
R. ornithinolytica R. ornithinolytica
R. planticola R. planticola
K. oxytoca K. michiganensis
R. ornithinolytica R. ornithinolytica
R. ornithinolytica R. ornithinolytica
R. ornithinolytica R. ornithinolytica
R. ornithinolytica R. ornithinolytica
K. oxytoca K. oxytoca*
R. ornithinolytica R. ornithinolytica
K. oxytoca K. oxytoca”
R. ornithinolytica K. oxytoca
R. ornithinolytica R. planticola
R. ornithinolytica R. ornithinolytica
R. ornithinolytica Klebsiella sp

K. pneumoniae
R. ornithinolytica
R. ornithinolytica
R. ornithinolytica

R. planticola
R. ornithinolytica
K. oxytoca*

R. ornithinolytica
R. ornithinolytica
R. ornithinolytica
K. oxytoca*

Rouge : identification incertaine
Vert : identification certaine
T Isolat proche de la souche de référence K. oxytoca ATCC 1311827
“Souche proche de la souche de référence K. oxytoca JKo3
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Titre de la These : Evaluation de la spectrométrie de masse MALDI-ToF et du séquencage
multi-génique pour ’identification des Raoultella en bactériologie médicale.

Mots-clés : Raoultella, Klebsiella, MALDI-ToF, Identification génomique, gyrB, rpo, speF.

Résumé :

Introduction : La taxonomie du genre Klebsiella est en perpétuel renouvélement. Sur la base du
séquengage des geénes de I’ARN 16S et rpoB, il a été proposé une modification de combinaison
avec un reclassement en deux genres disctincts du genre Klebsiella avec la description du nouveau
genre Raoultella. Raoultella ornithinolytica est positive pour I’ODC. Cependant les especes du
genre Raoultella restent difficiles a identifier tant par des systéemes d’identification phénotypiques
que plus récemment par la spectrométrie de masse MALDI-ToF.

Matériels et méthodes : trente isolats cliniques initialement identifiés comme R. ornithinolytica
par MALDI-Biotyper ont été soumis a une identification par galerie APl 20E et par séquencage des
genes rpoB, gyrB, speF.

Résultats : Seuls deux isolats étaient ODC positifs. Aucun isolat clinique de R. planticola n’est
d’identification certaine par MALDI-Biotyper. R. ornithinolytica et K. oxytoca sont difficilement
discriminées. Le séquencage bigénique rpoB et gyrB permet une identification robuste de ces deux
espéces et la sudivision de Klebsiella oxytoca en plusieurs phylo-groupes. L’analyse du géne speF
confirme I’hétérogénicité des isolats de R. ornithinolytica constaté sur I’ODC variable.

Discussion : L’ODC n’est pas un caractere fiable pour la confirmation de I’identification de
R. ornithinolytica en routine. Le géne rpoB seul n’est pas suffisamment discriminant pour identifier
le genre Raoultella. 1l doit étre complété par le gene gyrB. La construction d’une base utilisateur a
partir des souches correctement caractérisées devrait permettre une identification fiable en routine.

Evaluation of the MALDI-ToF mass spectrometry and multilocus sequencing for identification
of Raoultella in medical bacteriology.

Keywords: Raoultella, Klebsiella, MALDI-ToF, genomic identification, rpoB, gyrB, speF.

Introduction: The taxonomy of the genus Klebsiella is in perpetual renewal. Based on the gene
sequencing of 16S rRNA and rpoB, it was proposed a change in combination with a reclassification in
two disctincts genus for Klebsiella genus with the description of the new genus Raoultella.
Raoultella ornithinolytica is positive for the ODC. However, the species of genus Raoultella are
difficult to identify by phenotypic identification systems and more recently by MALDI-ToF mass
spectrometry.

Materials and Methods: thirty clinical isolates initially identified as R. ornithinolytica by MALDI-
Biotyper were subjected to identification API 20E strip and by sequencing the rpoB, gyrB, and speF
genes.

Results: Only two isolates were positives ODC. No clinical isolate of R. planticola is correctly
identified by MALDI-ToF. R. ornithinolytica and K. oxytoca are hardly discriminated. Bi-locus
sequencing gyrB and rpoB allows robust identification of these two species and Klebsiella oxytoca
sudivision into several phylogroups. Analysis of speF gene confirms the heterogeneity of R.
ornithinolytica isolates found on variable ODC.

Discussion: The ODC is not a reliable character for the confirmation of the identification of
R. ornithinolytica routinely. The rpoB gene alone is not sufficiently discriminating to identify the
genus Raoultella. It should be completed by the gyrB sequencing. Building a user base from properly
characterized strains should allow reliable identification routine.
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