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Introduction

Acinetobacter baumannii (A.baumannii) est un coccobacille a Gram négatif non fermentant,
ubiquitaire et pouvant étre responsable d’infections cliniques sur des terrains débilités. Ce germe a
captivé énormément d’attention depuis 40 ans comme étant le plus important pathogene bactérien
émergeant. Décidément, il est passé d’une bactérie considérée comme peu pathogeéne et multi sensible a
la bactérie pionniére dans la multi résistance aux antibiotiques.[1]

Aujourd'hui, cette bactérie occupe une place importante en pathologie hospitaliere a 1’échelle
mondiale, cela reviens a sa capacité a envahir les surfaces biotiques comme abiotiques avec une
grande résistance aux désinfectants ainsi qu’a la dessiccation grace a sa grande aptitude a former des
biofilms. La fréquence ainsi que la gravité des infections dues a A.baumannii
(pneumopathies acquises sous ventilation , infections urinaires, méningites...) sont souvent liées a des
facteurs de risque comme les antécédents de chirurgie, les séjours en unité de soins intensifs, les
antécédents d’antibiothérapie et la présence de matériel invasif (ventilation mécanique, sonde urinaire,
cathéters intra vasculaires) .La résistance de ce germe a la majorité des antibiotiques utilisés lors d’une
thérapie est actuellement un probléme difficile et souvent place le clinicien face a des situations
d’impasse thérapeutique.

Au fur et a mesure de la commercialisation de nouvelles molécules d’antibiotiques, la résistance a
ces derniers s’est rapidement intensifier montrant le fort pouvoir d’adaptation de cette bactérie, il s’agit
d’une résistance essentiellement enzymatique. Plusieurs mécanismes sont décrits: hyperproduction de la
céphalosporinase naturelle, acquisition de bétalactamase plasmidique, modification des PLP,
imperméabilité a la paroi, acquisition d’enzymes hydrolysantes et modification de I’ADN gyrase [2] ,
I’ensemble de ces mécanismes entrainent une résistance a des degrés divers aux bétalactamines,
aminoglycosides , fluoroquinolones et & moindre degré a I’imipénéme et les céphalosporines de 3°™ et
4°Me génération.

Notre étude a pour objectif le suivi phénotypique de 1’évolution des niveaux de résistance
d’A.baumannii aux différentes familles d’ antibiotiques employées en thérapie, cela en élaborant une
analyse comparative des travaux scientifiques qui s’étendent de I’année 2006 jusqu’a 2020 afin de
déterminer les molécules adéquates aux quelles A.baumannii n’a pas encore pu développer un ou
plusieurs mécanismes de résistance totale ou partielle , sinon essayer de prévoir d’autres stratégies pour
lutter contre les infections causées par ce pathogene.
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Chapitre 1. Biologie de I’espéce Acinetobacter baumannii

1. Taxonomie et classification de I’espéce Acinetobacter baumannii

Actuellement , la taxonomie des espéces appartenant au genre Acinetobacter est délicate,
cela est d0 au caractére ubiquiste de ces bactéries . La mise en évidence de ces dernieres a été
confirmée par les expériences de plusieurs auteurs qui les ont isolés individuellement afin de les

incorporer dans divers genres [156].

En 1986, les deux chercheurs Bouvet et Grimont ont pu accomplir la premiére étude
taxonomique moderne du genre Acinetobacter et arrivent a distinguer 12 especes en se focalisant
sur quelques critéres phénotypique et génotypique au sein de ce genre (les tests biochimiques, des
besoins nutritifs des souches et méme des preuves d’hybridation ADN-ADN [157] . Aujourd’hui, ce
genre regroupe 57 especes dont 25 auquel un nom officiel a été donné tel que A.calcoaceticus ,
A.nosocomialis ainsi Acinetobacter baumannii qui est I'espece la plus représentative des
Acinetobacter (Tableau 1) , les autres sont reconnues sans attribution d’un nom officiellement
[4,5,6,7,8,9].

L’espéce Acinetobacter baumannii a recu une attention significative de la part des
scientifiques, des communautés médicales et méme celle du public. En effet, elle occupe plus de
90% des isolats cliniques dans le monde entier. En termes de pathogénicité, d’épidémiologie et de
résistance aux antibiotiques, elle posséde des caracteristiques propres a elle qui la différencie des

autres espéces d’Acinetobacter.
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Tableau 1. Classification de 1’espéce Acinetobacter baumannii

Unité Nom
Royaume Bacteria
Embranchement Proteobacteria
Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Moraxellaceae
Genre Acinetobacter
Espéce A. baumannii

2. Habitat

A.baumannii a un habitat trés vaste, elle est méme capable a persister dans un environnement
extréme grace a ca grande adaptabilité nutritionnelle et métabolique, cela en utilisant une large
variété de substrat comme source d’énergie [11]. Cette bactérie généralement ubiquitaire dans la
nature (eaux, sols, animaux) et commensal chez I'homme en bonne santé temporairement et en
faible densité sur la peau chaude et humide de l'aisselle, I'aine, la gorge entre les orteils, des narines
et du tractus intestinal, mais habituellement sans causer d’infection. Selon une étude, seulement 3%
(ou plus) de la population sont colonisés par ce pathogene [12,13]. (Tableau 2)

Il existe peu de données sur la présence d’A. baumannii dans les aliments. Berlau et ses
collégues ont cherché a évaluer la distribution et la fréquence de cette espéce dans une variété de
fruits et légumes frais achetés ou récoltés, les résultats ont montré que 17% des légumes cultivaient
des Acinetobacter en petit nombre et que A. baumannii faisait partie des espéces les plus
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fréqguemment isolées. Le complexe A. baumannii - A. calcoaceticus représentait 56% de toutes les
souches isolées de plusieurs fruits et légumes comme : la pomme, I’haricot,le chou, le chou-fleur, la

carotte, , le concombre, le poivron, le champignon ...etc.

Selon Berlau et al, la nourriture hospitaliére pourrait étre un bon vecteur d’acquisition d'A.
baumannii [14, 15], cette derniere été également responsable d’infections chez 1’animal été isolé
des végétaux. En environnement hospitalier, A.baumannii a été isolée de plusieurs milieux : le
matériel d’assistance respiratoire (respirateurs, humidificateurs d’air), dans les chambres des
malades (matelas, thermometres, laryngoscope, fenétres, tables de chevet), sur les objets humides

(lavabo, savons), dans 1’air, sur le sol des services et sur le personnel soignant [16].

Tableau 2. Habitat et écologie des principales especes d’Acinetobacter [20, 21]

Nom de |'espéce Habitat principal et réservoir
A.calcoaceticus Sol, homme
Homme : 80% des isolats cliniques: secondairement
A.baumannii
environnement
A pittii Sol, homme (< 1 % en France) : 1 épidémie décrite
A.nosocomialis Homme ; secondairement environnement
A.haemolyticus Boues actives ; homme occasionnel
A junii Environnement ; isolats cliniques (4 a 11 %)
Habitat : peau humaine - isolats cliniques (3 %) ; carcasses
A johnsonii
volailles ; boues actives ; élimination des phosphates
A.lwoffii Animaux et produits dérivés ; sol : boues actives
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3. les caractéristiques phénotypiques
3.1. Caractéres morphologiques

A.baumannii est un bacille ou un coccobacille a Gram négatif (Figure 1) non sporulé et trés
polymorphe , souvent regroupé en paires ou en chaines de longueurs variable (Figure2), cette
derniere varie de 1,5 a 2,5 um et avec un diamétre compris entre 0,9 a 1,6 nm, la forme de cette
espeéce varie selon la phase d’évolution , en phase stationnaire elle prend la forme coccoide et
devient bacille en phase exponentielle [22 , 24 ] . Immobiles et sans flagelle, ils peuvent cependant
se déplacer grace a des structures polaires ressemblant a des fimbriaes de 5 nm de diamétre et de 10
a 15 nm de long [23].

Environs 30% des souches d’A. baumannii possédent une capsule que 1’on peut identifier par
coloration de Gram et cela par la formation d’un halo clair entourant la bactérie, parfois cette
derniére peut se présenter sous forme capsulé mais non pigmenté [25].

La paroi cellulaire d’A. baumannii ressemble a celle des bactéries a Gram positif, comme la
décoloration est parfois difficile a cause de la tendance a retenir le cristal violet. Cela peut nous
conduire vers un faux résultat et nous emmene a des Staphylococcus aureus a Gram négatif.

Figure 1. Observation microscopique d’A.baumannii apres coloration de Gram (Grossissement X 100)
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Figure 2. Mode de regroupement d’A.baumannii [19]

3.2. Caracteéres culturaux

A .baumannii est un aérobie stricte qui poussent sur des milieux ordinaires ( gélose nutritive
au sang , gélose MacConkey , Hektoen , une gélose a I'éosine-bleu de méthyléne , gélose trypto-
caséine soja ), a une température d’incubation de 44°C ( critére principal lors du diagnostic
différentiel avec les autres especes qui poussent dans un intervalle de 30 a 37°C ) en forment des
colonies arrondies de 1 a 3 mm de diameétre , convexes ayant un aspect lisse , parfois mucoide a
contours réguliers [26].

Les souches capsulées d’A.baumannii apparaissent sous forme de colonies muqueuses de
couleur blanche-grise et elles sont dites « Smooth » ou lisses, inversement a celles qui sont
dépourvus de capsule se présenteront en colonies non muqueuses de couleur blanche-grise, d’aspect
rugueux et avec une taille plus petite, elles sont dites « Rough » ou rugueuses (Figure 3) . Sur la
gélose au sang, elles sont non pigmentées, crémeuse ou blanchatres, lisses ou mucoides (quand la
capsule est présente), opaques et de diamétre de 1a 2 mm (Figure 4).

La couleur des colonies dépend du milieu de culture, elles sont bleuatres a grises bleuatres sur
gélose éosine bleu de méthyléene (EMB) et roses sur fond violet sur « Leeds Acinetobacter
Medium» (LAM) [22].
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Figure 3. Cultures des souches d’A.baumannii sur gélose Trypticase-soja. A gauche. des
colonies lisses ou « Smooth », a droite .colonies rugueuses ou « Rough » [24]

Figure 4. Aspect de colonies de A.baumannii sur gélose Chocolat [ 11] .
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3.3. Caractéres biochimiques

Communément, on utilise une galerie d’identification API20NE qui est une galerie de 20
micro-tubes préts a I’emploi permettant de réaliser 23 tests biochimiques afin d’identifier des
bacilles a Gram négatif .Tous les membres de ce genre sont des aérobies stricts, catalase positive,
oxydase négative, a métabolisme respiratoire strict et non fermentaire, la réaction négative de
I’oxydase permet de distinguer le genre Acinetobacter des autres genres non fermentaires
apparentés [28, 29].

Les Acinetobacter ont un certain nombre de caractéristiques métaboliques typiques, grace a leur
utilisation limitée des glucides en tant que source unique de carbone pour I’énergie.

Des voies métaboliques essentiellement limitées au D-glucose, D-ribose, D-xylose et L-
arabinose. Cependant, l'acidification de certains sucres sans production de gaz, y compris le
glucose, l'arabinose, le cellobiose, le galactose, le lactose, le maltose, le mannose, le ribose et le
xylose, via une aldose déshydrogenase, a été documentée.

Les tests de cette galerie biochimique sont souvent négatifs (Tableau 3) :
. Absence de decarboxylase pour la lysine [LDC (-)], I’ornithine [ODC(-)] et I’arginine
[ADH(-)].
. Absence de désaminase pour la phénylalanine et le tryptophane.

. Absence de thiosulfate réductase [H2S (-)], de tryptophanase [IND(-)], de désoxyribonucléase et
de béta-galactosidase [ONPG (-)].

. Absence de gelatinase [GEL (-)].
. Absence de nitrate réductase [NIT (-)] [31].

Ces tests phénotypiques utilisés dans les laboratoires de diagnostic ne sont pas capables
d’identifier Acinetobacter baumannii avec certitude, donc il faut aller loin et les associer avec des
tests génomiques tel que le séquencage du génome bactérien.
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Tableau 3. Caractéres enzymatiques et biochimiques d’Acinetobacter baumannii .

00X CAT GLU LAC ARA SOR
(1T LD 0D( GEL URE G

4. Caractéres genotypiques

A. baumannii se caractérise par un seul chromosome circulaire avec une taille génomique
comprise entre 2.7 a 4.9Mb, en moyenne de 3.87 Mb paire de base, dans les quelles 3454 sont
employés pour le codage de protéines.

Une étude faite sur une souche nommée AYE d’A .baumannii a montré qu’elle contient une ile
de résistance a 86 KO appelée AbaR1 composée de 45 genes de resistance dont 25 assurent une
résistance a certains antibiotiques. Actuellement la plus célébre ile est constituée de genes de
résistances aux différents antibiotiques et méme aux métaux tels que I’arsenic et le mercure, il
existe aussi 14 genes de résistance qui codent pour les intégrons classe une qui sont des sections de
chromosomes capables de recombinaison, d’expression, et d’intégration.

Pour I’identification d’A. baumannii , la méthode d’hybridation ADN-ADN reste 1'une des
méthodes génomiques la plus utilisée. D’autre techniques moléculaires qui ont été développées et
validées pour I’identification d’Acinetobacter incluent : ’analyse des fragments de restriction de
I’ADN ribosomique amplifi¢é (ARDRA), le polymorphisme de longueurs des fragments
amplifiés(AFLP), le ribotypage, le séquengage de I’espace intergénique 16S-23S de I’ARN
ribosomique et le séquencage du géne rpoB.

Le pourcentage en bases Guanine-Cytosine (G-C%) est d’environ 39,6 %. La densité de
séquences codant des protéines est relativement homogene entre les souches d’A.baumannii et
représente 94 % du génome total. Les genes peuvent étre divisés en deux catégories appartenant soit
au génome « cceur » OU bien au génome «accessoire.

Le génome « cceur » est conservé et il contient I’ensemble des génes ubiquitaires, c¢’est-a-dire
partages par toutes les souches de 1’espéce (génes orthologues), chez Acinetobacter baumannii, ce
génome est restreint et ne représente que 42 % de I’ensemble des geénes tandis que chez d’autres
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espéces comme : A. calcoaceticus ou A. pittii, il représente 81 % des genes. Le génome accessoire
comprend des génes qui ne sont pas partagés par I’ensemble de la population, ces génes ne sont pas
essentiels & la bactérie mais peuvent lui conférer désavantages sélectifs. Pour I’espéce
Acinetobacter baumannii, les genes accessoires représentent pres de 35 % des génes et plus d’un
tiers sont des génes spécifiques a une souche donnée [32,33].

5. Mode de transmission

5.1. Transmission manuportée

Représente la voie de transmission la plus conventionnel lors de la transmission croisée
au cours des soins a partir d’autres patients colonisés ou infectés, le manuportage est le mode
de transmission le plus fréquent de I’infection hospitaliére, il joue également un role majeur dans la

dispersion et I’infiltration d’A. baumannii dans le corps humain.

Une étude a bien montré la capacité de dissémination d’A.baumannii par cette voie en analysant
la contamination des blouses, des gants, La contamination des mains du personnel hospitalier se fait
a partir du patient ou infecté ou porteur de souches multirésistantes d’Acinetobacter baumannii , ou
a partir de son environnement hospitalier (eau de robinet utilisé pour la nutrition entérale ; paillasse,

thermometre...etc) [ 95].

5.2. Transmission materioportee

Les matériels médicaux sont également Impliqués et nécessite une attention particuliére a la
désinfection des articles partagés et une prudence supplémentaire aux procédures de soins des plaies

et respiratoires [96].

10
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5.3. Transmission aérienne

Ce type de transmission a été signalé auprés du personnel soignant qui a développé une
pneumonie fulminante aprés une inhalation de I’espéce Acinetobacter baumannii lors d’une
aspiration endotrachéale chez un patient ventilé [97]. D’autres études ont montré qu’un quart des
échantillons d’air prélevés issus des chambres de patients étaient contaminés par une souche
d’Acinetobacter baumannii résistante aux carbapénémes (ABRC), les conduits d’air n’étaient pas
colonisés par cette forme de I’espéce, ce qui indique que les patients étaient la source de la bactérie

aeroportée [98 , 99].

6. La pathogénicité de I’espece

Le pouvoir pathogeéne se définit comme I’aptitude d’un germe pathogéne a provoquer des
troubles dans un organisme, soit par virulence, par toxinogenése, ou par 1’association de ces deux
mécanismes [34]. Acinetobacter baumannii est I’espéce la plus représentative du genre
Acinetobacter et ’agent causal de la plupart des infections chez I’homme. Dans les années 60, A.
baumannii a été considéré comme faiblement pathogene et était ignoré lors de son isolement a partir
des prélévements cliniques, mais quelques années plutard, il est devenu I’un des pathogénes les plus
pathogene, particulierement dans les unités de soins intensifs (USI). Les patients infectes
présentaient des facteurs de prédisposition tels que la présence d’un dispositif invasif, une
augmentation du temps d’hospitalisation, une antibiothérapie a large spectre ou encore une

immunosuppression [35 ].

Cette espéce a été mis sur le devant de la scene en février 2010, lorsque le New York Times
rapportait que 1’espéce Acinetobacter baumannii est déja en train de tuer des dizaines de milliers de
patients hospitalisés chaque année et cela d’aprés quelques estimations , cette espece bactérienne est
le septieme germe le plus communément isolé de patients lourdement malades , elle est également
reconnue comme 1'un des pathogénes les plus menagants d’apres la Société Américaine des

Maladies Infectieuses, avec une mortalité dans les PAVM pouvant atteindre les 75% [ 36, 37 ] .

11



Synthese bibliographique Chapitre 1

6.1. Définition de la virulence

La virulence désigne l'intensité du pouvoir pathogéne d'un micro-organisme (bactérie,
champignon, virus, protozoaire), elle est facilement mesurable lorsqu’il s’agit d'un pathogéne létal,
mais celle des pathogenes a effets sous-létaux est plus complexe a évaluer. En médecine, la
virulence correspond au degré d’extension d'un microorganisme dans un organisme donné, donc a
sa vitesse d’envahissement. En écologie, la virulence est mesurée par la diminution de valeur
sélective (survie et/ou reproduction) de I'néte due a l'infection
[38].

6.2. Les facteurs de virulence

Plusieurs facteurs de virulence bactériennes sont nécessaires pour la pathogenése désinfections
causées par A. baumannii, ces facteurs permettent aux micro-organismes décoloniser ou infecter
I'n6te efficacement. Toutefois, les mécanismes impliqués dans la création et la progression des
infections a A. baumannii ne sont pas claires, puisque ce micro-organisme n'est pas connu pour
produire des toxines ou cytolysines diffusables et que seulement peu de facteurs de virulence ont été
identifiés [39,40].

6.2.1. Les facteurs impliqués dans la multiplication et la persistance de la bactérie

6.2.1.1. Les lipopolysaccharides (LPS)

Comme pour toutes les bactéries a Gram négatif, le LPS est le déterminant antigénique principal
de la membrane externe. Ainsi, sur un «socle » constitué par le lipide A qui induit une toxicité Iétale
chez la souris, cette endotoxine est détectée lors de bactériémies a Acinetobacter baumannii , il
altéere aussi l’action bactéricide du complément dans le sérum humain en agissant de facon
synergique avec la capsule polysaccharidique. Avec un LPS complet, la bactérie se présente sous sa
forme la plus virulente et sera capable de résister & I’action bactéricide, inaccessible au complément

et protégée contre la phagocytose [41, 42] .

12
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6.2.1.2. La capsule

Chez A. baumannii les exopolysaccharides formant le slime (capsule) autour des bactéries
participent a I’adhérence afin de limiter I’action des cellules phagocytaires, des antibiotiques et

protéger les bactéries de la déshydratation [41, 43].

N. Hidri et al. ont montré que ses espéces peuvent se comporter de fagon tres différente dans un
modele d’infection pulmonaire chez deux souches (génétiquement identiques et phénotypiquement
différentes) de souris, alors que la seule différence entre ces deux souches est le niveau de
production de slime [44]. La souche productrice de slime peut déclencher la mortalité de 57% des
animaux apres un inoculum de 107 bactéries, avec une production de cytokines tres elevée entre 24
et 48 heures. A I'inverse la souche non productrice de slime qui n’entraine aucune mortalité et

produit un taux de cytokines trés bas [45, 46 ,47] .

6.2.1.3. La protéine de membrane externe A (OmpA)

L’Ab OmpA ou bien I’Omp38 est une porine trimérique ayant une taille de 1.3 nm de
diametre, elle agit comme un port de diffusion générale [28] .Les Proteines de la membrane externe
(OMP) des bactéries a Gram négatif ont été affiliées a la résistance aux antibiotiques, l'adaptation et
a la pathogénicité au niveau des cellules hotes. Certains OMP de la famille OmpA ont été
caractérises chez les souches d'Acinetobacter et représentent I'un des principaux OMP dans le

genre.

Les ompA d’A. baumannii (Ab OmpA) constituent un véritable facteur de virulence
car elles sont impliquées dans 1’adhésion et ’invasion des cellules épithéliales, ces
protéines provoquent I’apoptose de celles-ci en ciblant les mitochondries, ce qui conduit a la
propagation de la bactérie a travers les muqueuses ainsi perturbées et améne directement a
I’infection [39, 49, 50].

13
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6.2.1.4. Les systemes de capture de fer

Chez I’espéce A. baumannii , le pouvoir d’obtenir et d'utiliser le fer est un facteur
fondamental dans sa capacité a survivre au niveau de I'hdte et méme dans I’environnement,
constituant ainsi un déterminant important de sa virulence, celle-ci sécréte une variété de molécules
impliquées dans I'acquisition du fer tel que: le sidérophore, un systéme d'utilisation de I'némine et
I’acinetobactine qui est un sidérophore catechol- hydroxamate non cyclique issu de I’acide 2,3-

dihydroxybenzoique (DHBA), lié a la L-thréonine et la N-hydroxyhistamine [ 55, 57 ].

Figure 5. Structure d’acinetobactine [56].

Les analyses d’homologie ont pu identifier trois systemes putatifs codés dans le groupe de
genes de I’acinetobactine :

Le systeme basABCDEFGHIJ, code pour les protéines nécessaires a la biosynthése de
I’acinetobactine, tandis que, le systeme basABCDEF code pour des protéines constituant un
systeme d’efflux sidérophore de la famille ABC, impliquée dans la sécrétion de 1’acinetobactine.
Alors que le systeme barAB joue un réle important dans la translocation des complexes ferrique-
acinetobactine dans les cellules bactériennes, le géne entA est situé en dehors de ce groupe de
genes, est requit pour la production de DHBA. Ce germe pathogene code aussi pour les systemes
putatifs d’importation de fer ferreux : le feoAB et son régulateur feoC [59 ].
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6.2.1.5. Le biofilm

Il s'agit d'une caractéristique importante de nombreuses bactéries pathogenes, il facilite la
colonisation des dispositifs médicaux et contribue a la résistance aux médicaments et a I'‘évasion du
systeme immunitaire de I'hdte in vivo [40].

A. baumannii peut survivre plusieurs jours a la surface des mains et des objets inanimeés tels que
le verre, le plastique et autres surfaces de I'environnement (Figure 8), en dépit des conditions
défavorables [60 , 61 ,39 ] . En effet, il devient de plus en plus évident que la capacité de formation
du biofilm est l'une des principaux facteurs de virulence communs a un grand nombre d’isolats
cliniques d’A. baumannii [62, 63].

Plusieurs études ont montré que les souches d’A. baumannii peuvent adhérer aux cellules
humaines et former un biofilm sur les surfaces abiotiques, puis conduisent a la colonisation de la
surface des équipements hospitaliers et des dispositifs médicaux implantables tel que les cathéters
veineux centraux (CVC) ,les sondes urinaires et les tubes endotrachéaux [64 , 67,68, 69, 70].

La protéine Bap exprimée a la surface d’A. baumannii homologue de la protéine Bap de
S.aureus semble étre impliquée dans I’adhésion intercellulaire mais aussi dans la maturation du
biofilm (Figure 6), la délétion de cette protéine dans le génome bactérien par insertion d’un
transposon entraine une chute drastique de sa capacité a former un biofilm épais sur une surface de
polystyréne [71] . En 2012, Brossard et Campagnari ont montré que les bactéries exprimant la
proteine Bap a leurs surfaces forment un biofilm avec une architecture classique constituée de tours
multidimensionnelles separéees par des canaux d’eau, relativement stables. En revanche, les cellules
déficientes en Bap restent principalement en une seule couche, constituant quelques rares zones
d'agrégats cellulaires.

Le poly-p-1,6-N-acétylglucosamine (PNAG) est composant majoritaire de la matrice
exopolysaccharidique , il joue un role primordial dans la maturation du biofilm d’A. baumannii
grace a un groupe de quatre génes (pgaABCD) [ 50 ] . (Figure 7)
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Figure 6. La formation d’un biofilm par I’espéce Acinetobacter baumannii

A. Déficient en Bap B. Exprimant la protéine Bap

DEVICE SURFACE

Figure 7. Représentation schématique des différentes étapes du développement d’un Biofilm bactérien
[137].
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Figure 8. Microscopie électronique a balayage du biofilm d’Acinetobacter baumannii .

A. Sur le verre B. Sur sonde urinaire

6.2.2. Les facteurs impliqués dans I’adhérence
6.2.2. 1. Le pili

Les pili sont des structures protéiques de nature homo ou hétéropolymérique présentes a la
surface des bactéries, ils sont dotés d’une sous-unité structurale dite piline, ils jouent également un
role primordial lors de ’adhésion et/ou I’autoaggrégation des microorganismes [ 76, 74, 72] .

En 2003, le chercheur thomas et ses collaborateurs ont prouvé que 1’élaboration de pili produit
final de I’opéron CsuA/BABCDE est essentielle pour la formation de biofilm chez A. baumannii,
contrairement aux bactéries dépourvu de pili qui adhérent moins facilement que les autres.

L’inactivation du géne csuE, composant de ce méme opéron cause a la fois une rupture de la
production du pili et de la formation de biofilm, suggérant que celui-ci joue un réle dans I’adhésion
initial au surfaces abiotiques [72, 74, 75, 39, 50] .

En 2009, Breij et al ont découvert que la souche A. baumannii ATCC19606T produit une
mince et courte pili indépendant de I'opéron CsuA/BABCDE et qui peut étre impliqué dans
I’adhésion aux surfaces biotiques comme cellules respiratoires humaines.
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6.2.2.2. Les protéines de la membrane externe

Elles peuvent étre classées en deux catégories en fonction de leur rble dans le pouvoir
pathogeéne d’A.baumannii : Les adhésines qui participent & une adhérence rapprochée aux
récepteurs épithéliaux aprés que les pili aient réalisé la premiére fixation a distance [77]. Les
porines qui forment notamment des canaux aqueux permettant le passage des molécules
hydrophiles, elles interviennent dans la pénétration des antibiotiques et leur mutation peut étre liée a
la résistance. [78, 79].

6.2.3. Autres facteurs de virulence chez A .baumannii
6.2.3.1. llots de pathogénicité

Une étude récente a révélé qu'une grande partie du génome d’A. baumannii est constituee
dlots de pathogénicité qui contiennent des génes impliqués dans la virulence, dont le plus
important semble contenir un appareil de sécrétion de type 1V [94].

Smith et al ont également assimilé la séquence du génome d’A. baumannii avec celui de A.
baylyi afin d’identifier les génes de virulence d’A. baumannii en utilisant le Artemis Comparison
Tool (ACT) qui est un programme utilisant le BLAST pour comparer ’agencement d’une paires ou
plusieurs genes homologues. lls ont constaté que la différence la plus intéressante entre ces deux
organismes réside dans les 28 putatives Tles exotiques identifiés chez A. baumannii.

6.2.3.2. Les vésicules de la membrane externe

Les OMV sont de petites vésicules sphériques de 20 a 200 nm de diameétre, secrétées par la
membrane externe de multiples BGN (Figure9), ces vesicules delivrent divers facteurs de virulence
a I’'intérieure des cellules hotes pour que les bactéries peuvent interagir avec ces cellules sans qu’il y
ait un contact étroit entre elles [ 91 ].

Les OMVs d’A.baumannii abritent des facteurs de virulence tels que : I’AbOmpA , CsuA / B,
CsuC, CsuD, héemolysine putative, sérine protéase putative, superoxyde dismutase Cu / Zn, protéine
fimbriale , la bactérioferritine , la pompe putative d’efflux de type résistance- nodulation - division
(RND), la protéase putative et des enzymes biologiques liée a la propagation de la résistance aux
antibiotiques (transfert horizontal de géne oxa-24 carbapénémases) . Les OMVs constituent un
véhicule important pour la livraison de I’AbOmpA aux cellules hote avec laquelle, elle interagit par
I’intermédiaire des radeaux lipidiques [92 ] .
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Figure 9. Micrographies électroniques a transmission de ’OMYV dérivé d’A.baumannii

(a). Des OMYV préparées a partir du surnageant acellulaire de I’A.baumannii DU202

(b). Sections d’A.baumannii DU202. Les fléches indiquent le bourgeonnement des OMV des
bactéries [93].

6.3. Les mécanismes de pathogénicité
6.3.1. L’activité enzymatique

L’activité enzymatique de certaines enzymes tel que : les estérases, les aminopeptidases, les
uréases et les phosphatases acides, pourraient aussi jouer un rdle dans la virulence chez
Acinetobacter baumannii. Les phospholipases D exécutent un rdle non négligeable dans la
résistance au systeme immunitaire de I’homme, I’invasion des cellules épithéliales et la diffusion
systémique de bactéries pathogenes chez les animaux infectés, quand aux phospholipases C, ils
constituent un facteur essentiel dans I’endommagement des cellules [28, 39].

6.3.2. Le quorum-sensing

Le quorum sensing est un mécanisme régulateur tres répandu chez les bactéries a Gram négatif
impliqgué dans une série des plus importantes activités microbiennes comme : la formation de
biofilm, la biosynthese des enzymes extracellulaires, la biosynthése des antibiotiques et les facteurs
de virulence extracellulaires ainsi que le mécanisme de conjugaison [ 87 ] .
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Chez les souches cliniques d’Acinetobacter, quatre différentes molécules signales du quorum
sensing ont été trouvées, celles-ci peuvent étre un mécanisme central pour 1’auto-induction de
multiples facteurs de virulence (88) .

6.3.3. Les systemes de sécrétion des protéines

Les systemes de sécrétion des protéines sont des nano machineries des membranes externes des
BGN et qui ont pour role la libération des protéines virulentes et parfois I’ADN bactérien aux
cellules hotes [44]. Chez Acinetobacter baumannii, les chercheurs ont pu identifier Trois systemes
principaux pour la sécrétion de protéines (Figure 10) :

Le T2SS est un complexe multi protéique constitué¢ de 12 a 15 protéines, son role est d’assurer
la translocation des lipases (LipA, LipH et LipAN) et le métallo peptidase CpaA. Le T4SS se
présente sous forme d’une protéine membranaire trimerique qui garantit la formation des biofilms et
I’adhérence a des composants de la matrice extra cellulaire (collagéne I, I1I et I'V). Le troisiéme type
est le T6SS est utilise pour injecter les protéines effectrices, tuer les bactéries concurrentes et le
transfert horizontal des genes, qui contribuent a la résistance aux antimicrobiens [ 89 ] .

Ata
autotransporter

Glycoproteins

_chaperones.

Figure 10. Composants de la surface cellulaire et systemes de sécrétion identifiés chez
Acinetobacter baumannii [90] .
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7. Epidémiologie hospitaliere de A.baumannii

Depuis 1980, A.baumannii est devenue I’'un des agents responsable d’infections reliées aux
soins hospitaliers, son impact est primordial en terme de santé publique a cause de I’évolution
rapide des souches résistantes ainsi que 1’acquisition continuelle de mécanismes additionnels de
résistance [99]. Plusieurs scientifiques ont pu identifier les principaux facteurs capable a induire une
infection suivi d’une colonisation a ce pathogéne :

 L’hospitalisation en service de réanimation, une intervention chirurgicale sévere (neurologique,
cardiaque, pulmonaire ...etc.).

* Une contamination de I’environnement par le micro-organisme.
* La pression de sélection des antibiotiques (probléme d’antibioresistance)

Selon la confirmation de certaines études scientifiques, le taux de mortalité relatif a ces
infections est compris entre 16% a 43%, une étude menée par le centre de contréle et de prévention
des maladies (CDC) aux Etats-Unis a confirmé que Acinetobacter baumannii était responsable d’un
taux trés elevé de mortalité liée a ces infections [100 , 101].

7.1. Les infections nosocomiales
7.1.1. Définition

Les infections nosocomiales sont des infections contractées au niveau des établissements de
santé, cette définition est actuellement moins adaptée aux pratiques de soins ou le critére
discriminant était le lieu d'acquisition de I’infection. Donc il a été mis a jour et intégré en 2006 et
plus généralement au sein des infections nosocomiales. Ce type d’infection est déclenché lors d'une
prise en charge d'un patient (diagnostique, thérapeutique, palliative, préventive ou éducative).

Lorsque I'état infectieux au début du traitement n'est pas connu avec précision, un délai d'au
moins 48 heures ou plus que la période d'incubation est communément admis pour définir une
infection nosocomiale. Si I'infection apparait avant les 48 heures apres 1’admission, il est
communément admis de distinguer une infection nosocomiale acquise d'une communauté
infectieuse. Mais de préférence, il est conseillé d'évaluer dans chaque cas douteux 1’exactitude du
lien causal entre hospitalisation et infection.

A l'inverse, une infection qui apparait apres la sortie de I'établissement de santé peut tres bien
étre nosocomiale, il est considéré que toute infection du champ opératoire qui apparait dans les 30
jours suivant une intervention chirurgicale est a priori nosocomiale, ce délai est porté a un an pour
les infections survenant en cas d'implantation de matériel prothétique (fixation de matériel
métallique ou suture, prothése articulaire) ou d’un implant [114] .
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7.1.2. Les différents types des infections nosocomiales
7.1.2.1. Les infections respiratoires

Ces infections sont essentiellement suite a I’installation d’une ventilation mécanique, cela
constitue un réel fléau au sein des unités de soins intensifs.

Une pneumopathie acquise sous ventilation mécanique (PAVM) correspond a toute pneumonie
associée aux soins, survenant chez un malade dont la respiration est assistée par une machine, soit
de maniére invasive par I’intermédiaire d’un tube endotrachéal , soit de maniére non invasive par
I’intermédiaire d’un masque facial ou d’un autre procédé dans les 48 heures qui précédent le
déclanchement de I’infection .

A nos jours, les pneumopathies chez les patients ventilés représentent des infections a
A.baumannii , cette derniére est souvent déclenchée chez les malades en réanimation de fagon
lente, elle est responsable de 15% a 24% des pneumopathies chez les patients sous ventilation
mécanique surtout au niveau des unités de soins intensifs [ 102 ].

Des facteurs de risque en faveur du développement d'une pneumopathie acquise sous
ventilation ont été identifiées .11 s’agit d’un contexte de neurochirurgie, un traumatisme cranien, un
syndrome de détresse respiratoire aigue, une inhalation importante ou encore une antibiothérapie
préalable. Vu le taux non négligeable de mortalité a ce type d’infections (de 23 a 75%), son
diagnostic reste effrayant comparé a celui d’autres bactéries a Gram négatif ou positif.

Une étude réalisee au service de réanimation polyvalente de CHU HASSAN Il a Fes pendant 4
ans (2004-2007) a montré que A.baumannii occupe la premiere place avec 30% des souches isolées
des pneumopathies, suivi de Pseudomonas aeruginosa 26% , puis Staphylococcus aureus et
Klebsiella pneumoniae avec 18.2% et 12.8% respectivement .

Une autre étude réalisée au service de réanimation a 'THMMIV RABAT ont trouvé que la
survenue d'une pneumopathie a Acinetobacter baumannii est objectivée dans un terrain
d’immunodépression dans 40% des cas, a type de diabéte (30%), de corticothérapie (12%). [103 ,
104] .

La Pneumonie communautaire (PC) est une pneumonie trés rare qui n’est pas atteinte suite a
une hospitalisation, cependant leur sévérité les rend particulierement inquiétantes. Par exemple, les
cas d’infections décrits a Taiwan, en Australie ou a Hong Kong font état d’un taux de mortalité
d’environ 62%, des facteurs tels que le sexe, I’age, le tabagisme, 1’alcoolisme ou les antécédents de
maladies chroniques sont associés a un risque plus élevé de contracter une pneumonie
communautaire provoquée par Acinetobacter baumannii. Il est a noter que les cas de ce type de
pneumonie surviennent principalement lors des saisons chaudes de 1’année dans les régions
tropicales ou subtropicales, suggérant une préférence d’A. baumannii pour les environnements
chauds et humides.
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7.1.2.2. Les infections urinaires

L’infection urinaire est la plus fréquente des infections nosocomiales, elle est définie par une
multiplication microbienne au sein des voies urinaires et résulte d’un déséquilibre entre les défenses
naturelles de 1’hote et le pouvoir pathogeéne des agents infectieux, elle est heureusement une
infection bénigne dans la majorité des cas.

Acinetobacter baumannii peut étre présente au niveau des sondes et du tractus urinaire avec
1,6% d’infections acquises dans les unités de soins intensifs ce qui perturbe les mécanismes de
défenses hdte-microorganisme et rend I’infection ainsi possible. La durée de sondage urinaire, la
durée d’hospitalisation, le sexe féminin, une antibiothérapie préalable a large spectre et le score de
sévérité sont également des facteurs de risques [ 105, 106, 115].

7.1.2.3. Les septicémies et bactériémies

La Septicémie est une infection grave et Iétale d’origine bactérienne ou virale, généralement
accompagnée de manifestations cliniques tels que : la fievre, faiblesse, tachycardie. Elle se propage
dans I’organisme par voie sanguine a partir d’un foyer infectieux initiale et peut étre la conséquence
de cathétérisations (cathéters intravasculaires centraux, sondes ou drains), de pneumopathies ou
d’infections urinaires, elle est habituellement secondaire & un foyer infectieux local mal soigné
(infection respiratoire, urinaire...) et peut aussi étre d'origine cutanée. L’utilisation de dispositif
médical est associée a la plupart des cas des septicemies nosocomiales, que ce soit les dispositifs
intra-vasculaires (les chambres de perfusion veineuse) ou les cathéters centraux ou periphériques.

La bactériémie est un passage bactérien transitoire dans le sang, dépourvue ou accompagné de
signes cliniques sans gravités comme : les frissons. Son origine n’est pas toujours clairement
identifiée. Elle représente 'une des infections graves a A.baumannii avec un taux de mortalité qui
varie de 34% a 43,4%, elles sont généralement liées aux cathéters ou issus d’une pneumonie,
d’origine traumatique, chirurgicale ou suite a des grandes brdlures. Une influence saisonniéere sur
I’apparition des bactériémies attribuées a A.baumannii a également été observée avec une
augmentation de 51,8 % du nombre d’infections causées par cette espéce en été [107]. Il est difficile
de déterminer la vraie mortalité et morbidité attribuée aux A. baumannii dans les bactériémies
puisque les espéces peuvent étre trouvées comme un seul pathogéne ou comme une partie d une
bactériémie polymicrobienne.
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7.1.2. 4. Les méningites

Habituellement , les bactéries a Gram négatif sont considéré comme principaux agents causale
de ses infections , donc il n’est pas étonnant que 1’A.baumannii soit I’'un des agents pathogenes
responsable de méningites avec un taux de mortalité qui peut atteindre 70% bien que la cause du
déces soit parfois difficile & discerner [ 109 ].

Les cas de méningites a A. baumannii se produisent sous une forme secondaire apres un
traumatisme cranio-cérébral ou aprés intervention neurochirurgicale. L’infection est souvent
associée a la présence de shunts ventriculaires et notamment de dérivation externe du liquide
céphalo-rachidien (LCR) [110] .

7.1.2.5. Autres infections rares

Acinetobacter baumannii est également un probléme de plus en plus important chez les patients
bénéficiaires de greffe d’organe. En effet, ces patients sont particuliérement exposés au risque
d’infections nosocomiales car ils effectuent plusieurs séjours prolongés a 1’hopital et suivent un
traitement d’immunosuppression afin d’éviter tout risque de rejet du greffon. Ce pathogene cause
des infections au niveau des voies respiratoires ou des bactériémies chez les patients greffés, avec
un taux de mortalité entre 19 et 69 % selon I’efficacité du traitement recu [111] .

La peau est la premiére barriére protectrice de notre organisme de tout intrus. Chez les grands
bralés, cette barriere est endommagee, donc ils deviennent de plus en plus susceptibles aux
infections et plus particulierement a celles par Acinetobacter baumannii, qui est la deuxieme cause
d’infection chez ces patients, ces derniers subissent une hospitalisation significative plus lente que
les autres ; ce qui engendre une augmentation du cott de leur prise en charge. Cependant, I’impact
de I’infection par A.baumannii sur le taux de mortalité des patients reste contesté [112].

7.2. Les infections communautaires (extrahospitaliéres)

Depuis une quinzaine d’années, un accroissement de la fréquence des infections
communautaires a A. baumannii a été observé, ces infections sont principalement des pneumonies
et des infections de la peau et des tissus mous, retrouvés principalement dans les pays tropicaux
sous l’influence de plusieurs facteurs environnementaux (humidité, la chaleur, les piqures
d’insectes).

Les infections extrahospitaliéres représentent 0.1% de la totalité des infections a Acinetobacter
baumannii, concernant les pneumonies communautaires a A. baumannii , des facteurs de risques ont
été décrits comme 1’0bstruction chronique des poumons (MPOC) ou diabete ou un alcoolisme
chronique .
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Chapitre I1. Les antibiotiques

1. Histoire des antibiotiques

Les antibiotiques sont des outils thérapeutiques d’une importance non-négligeable qui ont pu
révolutionner la médecine humaine. En 1940, les maladies infectieuses ont été considérées comme
la premiére cause de mortalité. Maintenant, elles représentent uniquement 2% des déces en France,
cette régression étant principalement due a la découverte des antibiotiques qui figurent comme la

plus grosse avancée thérapeutique de la seconde moitié du XXéeme siécle.

En 1887, les recherches menées par PASTEUR et JOUBERT ont pu approuver que les cultures
des bactéries de charbon poussaient péniblement lors d’un contact avec des bactéries aérobies
saprophytes, Ils conclus qu’il était possible d’obtenir des médicaments a partir de cette expérience
[116]. Quelques mois plus tard, le Frangais Ernest Duchesne a pu remarquer pour la premiére fois le

pouvoir antibactérien des moisissures mais sa découverte n’avait pas de suite.

En 1928, Sir Alexander Fleming a mis en culture des souches de Staphylocoque sur des boites
de Pétri, une inhibition de croissance a été constatée au niveau des boites contaminées par un
champignon dit Penicillium, donc il suppose que ce champignon est capable de synthétiser une

substance aux propriétés antibactériennes et qu'il a nommé « Pénicilline » [117].

En 1939, le médecin autrichien Florey a purifi¢ la pénicilline afin de la produire a I’échelle
industrielle, mais ce n’est qu’a partir de la seconde guerre mondiale que son utilisation
thérapeutique débute. Depuis, cette molécule a été massivement utilisée et a permis de sauver des
millions de vie. Par la suite, différentes molécules d’antibiotique ont été découvertes (figure 11),
conduisant a I’essor de cette classe thérapeutique et faciliter le traitement de nombreuses infections

bénigne et parfois méme létal [118].
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Pas de nouvelles
classes
antibiotiques

B-lactamines Aminosides Macrolides Quinolones Oxazolidinones N
depuis 30 ans

19230 1950 1970 1990
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1920 1940 1980

Sulfonamides Tétracyclines Glycopeptides Streptogramines Lipopeptides

Figure 11. La chronologie de la découverte des principales classes d’antibiotique.

2. Définition des antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances antibactériennes a activité sélective, d’origine
synthétique ou semi synthétique [119] et qui sont peu ou pas toxiques pour I’organisme, ¢’est-a-dire
toxiques pour la bactérie et non toxiques pour la cellule hote. Ces antibiotiques peuvent étre
administrés de diverses manieres : par voie orale, par voie intraveineuse, ou directement dans les

cavités cérébrales.

A faible dose, les antibiotiques peuvent inhiber des processus vitaux chez différents
microorganismes : virus, bactéries, champignons ou certaines cellules d’origine multicellulaire
(cellule cancéreuse) et méme détruire d’autres microorganismes en solution diluée soit in Vivo ou in

vitro. lls peuvent étre classes selon 3 critéres principaux : leurs origines, leurs structures et leurs

mécanismes d’action avec des propriétés tels que :

. L’ Activité antibactérienne

. L’Activité en milieu organique

. Une bonne absorption et diffusion dans I’organisme

. Interférer directement avec la prolifération des micro-organismes a des concentrations tolérées
par 1’hote.
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2.1. Notion du spectre d’activité d’un antibiotique

Le spectre d’activité d’un antibiotique est I’ensemble des espéces sur lesquelles il est actif, cette
notion dépend de la résistance naturelle des souches dites sauvages ; mais plusieurs modifications
génétiques peuvent déclencher une résistance acquise chez certaines souches dont la fréquence peut
augmenter considérablement grace a la pression de sélection exercée par I’antibiotique lors de son

usage, limitant ainsi son spectre initial.

2.1.1. Les principaux types d’antibiotiques :

Selon leur activité spectrale, on distingue trois grandes catégories d’antibiotique [120] :

2.1.1.1. Les antibiotiques a spectre large : actifs sur la plupart des bactéries a Gram positif et a
Gram négatif (tétracyclines, chloramphénicol, streptomycine).

2.1.1.2. Les antibiotiques a spectre éetroit : qui ne sont efficaces que sure certaines familles de
bactéries tels que : les bacilles et les coques Gram positif (acide nalidixique, vancomycine).

2.1.1.3. Les Antibiotiques a spectre tres étroit : qui agissent uniqguement sur une seule forme

bactérienne comme : le bacille pyocyanique (Céfsulodine).

2.2. Critéres de choix d’un antibiotique
Les prescriptions d’antibiotiques sont parmi les actes médicaux les plus employées lors du
traitement de la plus part des infections microbiennes, méme avec I’accroissement des mécanismes

de résistance bactérienne a ces molécules qui ne cesse pas d’évoluer.
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Trois criteres majeurs doivent étire respecter lors d’une antibiothérapie :

2.2.1. Critéres bactériologiques

La détermination du site infecté par le ou les pathogénes causales de I’infection et leur réservoir
, une étude de la sensibilité d’un germe vis-a -vis d’un antibiotique est exigée dans le traitement des
infections séveres (septicémie, méningites...etc) , ou dans le cas d’infections susceptibles d’étre
dues a un germe multi résistant (infection nosocomiale) , donc il ne faut pas prescrire un
antibiotique de couverture large au hasard qui participe a la sélection des bactéries résistantes de la
flore commensale . En I’absence du germe ciblé, le choix de I’antibiotique repose sur le diagnostic
clinique en fonction des germes habituellement responsables de la pathologie préjugée et de leur

sensibilité usuelle connue aux antibiotiques.

2.2.2. Criteres pharmacocinétiques

Le choix de I’antibiothérapie dépend aussi de la pharmacocinétique des différentes molécules
de spectre d’activité et de leur toxicité. Apres sa pénétration, 1’antibiotique choisi doit se propager
et étre présent sous forme active au site infecté avec une concentration supérieure a sa concentration
minimale inhibitrice(CMI) vis-a-vis du germe considéeré. Il doit étre choisi en fonction de ses
caractéristiques de diffusion (méninges, os, poumons..) ou d’élimination sous forme active (bile,

urine).

2.2.3. Criteres individuels
Le choix d’un antibiotique doit prendre en considération : 1’age de la personne (personnes agés,
nouveaux né, nourrisson et les enfants), son immunité(les immunodéprimés), et son état de santé

(réaction allergique, insuffisance rénal ou hépatique...etc.).

La bonne pratique de la prescription d’antibiotiques passe nécessairement par un usage
méthodique basé sur I’analyse de I’infection a traiter, la prise en compte du terrain, la connaissance
des molécules utilisées, 1’épidémiologie bactérienne et la compréhension des mécanismes et de

I’évolution des profils de résistance.
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2.3. Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et Concentration minimale bactéricide (CMB)

d’un antibiotique
2.3.1. Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

C’est la plus faible concentration d’antibiotique capable d’inhiber toute culture visible de la
souche étudiée aprés 18 heures de culture a 37°C. Cette valeur caractérise I'effet bactériostatique
d'un antibiotique (pas de croissance de la population avec 100% de survivants). Souvent exprimée
en mg/l ou pg/ml, elle constitue un élément essentiel de la relation entre I’antibiotique et le
pathogéne et cela en mesurant la sensibilité de ce dernier a un éventuel traitement antibiotique in

vitro (Figure 12).

L’interprétation de la valeur de la concentration minimale inhibitrice dépend de I’antibiotique
en question et de ’agent causal de I’infection (par exemple dans le traitement d’une infection du
liquide cephalorachidien, une concentration minimale inhibitrice faible pour Streptococcus
pneumoniae et la ceftriaxone peut encore étre considérée comme indiquant une résistance en raison

d’une diminution possible de la pénétration d’antibiotique de la barriére cérébrale).

Pour le clinicien, la concentration minimale inhibitrice (CMI) est un moyen trés utile lors d’une
antibiothérapie, elle lui facilite le choix de I’antibiotique le plus adapté, bien sir en tenant compte
du contexte clinique, de la posologie des différents antibiotiques ainsi que la durée d’exposition aux

différents antibiotiques.

Chaque antibiotique est caractérisé par un seuil de sensibilité, c’est-a-dire une dose
antimicrobienne qui indique si une espece bactérienne est sensible ou résistante a un antibiotique
donné. Les seuils de sensibilité clinique font référence a la concentration minimale inhibitrice(CMI)
qui sépare les souches pour lesquels la probabilité du succes thérapeutique est forte de celles pour

lesquelles il existe une forte probabilité d’échec thérapeutique :

. Si la concentration minimale inhibitrice(CMI) est faible (inférieur au seuil de sensibilité), il y a de

fortes chances qu’un antibiotique soit efficace et qu’il constitue donc un choix thérapeutique adapté.

. Si la concentration minimale inhibitrice(CMI) est élevée (supérieure au seuil de sensibilité) ,

I’effet thérapeutique d’un antimicrobien peut étre limité ou nul.
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Figure 12. Schema descriptif de la détermination de la concentration minimale inhibitrice
(CMI) in vitro.

2.3.2. Concentration minimale bactéricide (CMB)

C’est la plus petite concentration d’antibiotique capable de détruire 99, 99% d’une population
bactérienne entre 18 a 24 Heurs, et laisse un faible pourcentage de bactéries survivantes. Si la CMB

< 5 CMI, I'antibiotique est trés efficace. Et si la CMB > 10 CMI, on le considére peu efficace.

La concentration minimale bactéricide (CMB) est déterminée secondairement a la
concentration minimale inhibitrice (CMI), les bactéries survivantes sont comptées en présence de
doses d'antibiotiques supérieures a la concentration minimale inhibitrice, et cela par I’utilisation de

la méthode de dilution en milieu liquide.

Le rapport CMB/CMI permet de conclure si I’incidence d’un antibiotique est bactéricide
(CMB/CMI inférieur a 2) ou bactériostatique (CMB/CMI trés supérieur a 2), par contre si ce rapport

est supérieur a 32 cela indique que la souche est tolérante.
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3. Classification et mode d’action des antibiotiques actifs sur Acinetobacter

baumannii

Il existe plusieurs familles d’antibiotiques. Les principaux sont les béta-lactamines
(pénicillines et céphalosporines), les aminosides, les polymyxines, les carbapenémes, les quinolones

et les cyclines...etc. (Tableaux 4). Ces grandes familles d’antibiotiques se différentient par :

Leur spectre d’activité : c’est-a-dire 1’ensemble des germes sensibles a chaque famille

d’antibiotiques.

. Leur indications : directement liées au spectre d’activité et a la diffusion de ’antibiotique dans
les différents organes : par exemple, certains antibiotiques se concentrent dans les urines et sont

particuliérement intéressants en cas d’infection urinaire.

. Leur voie d’utilisation : les antibiotiques peuvent étre pris par voie orale, a I’exception des
aminosides qui sont détruits dans [I’intestin. Il existe également des collyres, des solutions
auriculaires ou nasales et des pommades contenant des antibiotiques. Ces formes locales sont

parfois suffisantes pour combattre certaines infections.

. Leur mode d’emploi et leur fréquence d’utilisation : il existe pour certaines infections des

traitements mono-doses par exemple.

. Leurs effets indésirables : réaction allergique, diarrhée, photosensibilisation, tendinite, toxicité
rénale sont des effets indésirables qui caractérisent certaines familles d’antibiotiques.
L’apparition d’un effet indésirable grave limite 1’utilisation ultérieure des médicaments appartenant

a la méme famille.
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Figure 13. Les mécanismes d’actions des differents antibiotiques actifs sur A.baumannii [121].

3.1. Les Béta- lactamines

Les béta-lactamines sont une large classe dans le monde des antibiotiques et présente en grand
nombre au niveau des hépitaux, ils sont trés utilisés lors du traitement de la plupart des infections

bactériennes (infections a Staphylococcus aureus, a Escherichia coli...etc) [122].

Ces molécules ont la méme structure chimique de base : le cycle Béta-lactame. A partir de ce
cycle, quatre sous-familles ont été développées par adjonction de chaines latérales, les deux
premiéres sont les sous-familles les plus importantes actives sur la plupart des bactéries pathogenes

tel qu’Acinetobacter baumannii (figure 14).
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Figure 14. La structure chimique des Béta—lactamines.

3.1.1. Les penicillines (ou pénames)

Dérivées de I’acide-amino-pénicillanique (cycle Béta lactame + cycle pentagonal thiazolidine)
(figure 15 ).Ce sont les antibiotiques les plus anciens et trés utilisés en médecine génerale,
notamment pour traiter les infections des poumons, des bronches, du nez, de la gorge ou
des oreilles, de l'appareil digestif ou urinaire, des voies génitales, des gencives et des dents. lls

peuvent étre utiliseés chez la femme enceinte ou qui allaite.

Leurs effets indésirables sont limités. Cependant, ils peuvent étre responsables de réactions
allergiques parfois graves, un antécédent de réaction allergique a une pénicilline contre-indique la
réutilisation d’un médicament de la méme famille. Elles sont constituées d’un nombre important de

molécules dont les principales sont :
. Benzylpénicillines : pénicilline G
. Aminopénicillines : ampicilline, amoxicilline
. Uréidopénicillines : pipéracilline

. Carboxypénicillines : carbénicilline, ticarcilline
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Figure 15. La structure chimique de la pénicilline.

3.1.2. Les céphalosporines (ou céphémes)

Ce sont des antibiotiques avec un mode d’action proche des pénicillines, mais se distinguent
chimiquement des penicillines par le remplacement du cycle thiazolidine par un cycle
dihydrothiazine (figure 16). Elles sont utilisées par voie orale dans le traitement de nombreuses
maladies infectieuses, et les céphalosporines injectables sont surtout reservées a une utilisation
hospitaliére. Leur usage est généralement possible pendant la grossesse ou I’allaitement. Les
céphalosporines peuvent étre responsables d’allergie, notamment chez les personnes allergiques aux

pénicillines.

On distingue Cing générations de céphalosporines qui sont classees en fonction de leur date
d’apparition, qui correspond a chaque fois a ’acquisition de nouvelles propriétés. En voici quelques

exemples :

. Premiere génération : céfalotine, céfazoline.

. Deuxiéme génération : céfamandole, céfuroxime, céfoxitine.
. Troisieme génération : céfotaxime, céftazidime, céftriaxone.
. Quatrieme génération : céfépime, céfpirome.

. Cinquieme génération : céftobiprole.
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Figure 16. La structure chimique de la céphalosporine.

. Mode d’action des Béta-lactamines

Exercent leur effet sur les germes dotés d’une paroi riche en peptidoglycane, et ils sont sans
effet sur les organismes dépourvus de paroi (les mycoplasmes). En plus de leur structure chimique,
les béta-lactamines inhibent les transpeptidases extracytoplasmiques a condition d’entrer en contact
avec elles (le lactame est un amide interne provenant de I’élimination d’une molécule d’eau entre

un groupe -COOH et un groupe -NH de la méme molécule).

Chez les bactéries a Gram positif, les différentes Béta-lactamines atteignent les transpeptidases
a travers la paroi de peptidoglycane déja constituée ou en cours de constitution. Pour les bactéries a
Gram négatif, elles n’atteignent ces enzymes qu’aprés pénétration a travers les canaux porines de la

membrane externe.

Les R-lactamines dont la structure chimique présente des ressemblances avec celle du D-
alanyl-D-alanine se fixent par liaison covalente a un résidu sérine de protéines a activité
transpeptidasique, appelées penicillin binding proteins (PBP) qui sont nombreuses et différentes
selon les germes. L’inhibition des transpeptidases est a I’origine de I’activation d’hydrolases qui

lysent la bactérie.

Certaines bactéries sécrétent les R-lactamases qui sont des enzymes qui hydrolysent et
inactivent les Béta-lactamines et sont appelées pénicillinases ou céphalosporinases selon qu’elles
détruisent préférentiellement pénicillines ou céphalosporines. La synthese de ces enzymes est codee
soit par les chromosomes, soit par les plasmides que 1’on peut considérer comme des fragments de

chromosomes pouvant étre transmis par conjugaison. La sécrétion des Béta-lactamases peut étre
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constitutive ou induite par inhibition de I’effet d’un répresseur de la transcription de 1’acide

désoxyribonucléique (ADN) en acide ribonucléique (ARN).

3.2. Les Carbapénémes

Les Carbapénémes sont une sous classe d’antibiotique appartenant aux Béta- lactamines mais
avec un spectre d’action tres large, ils peuvent étres d’origine naturel ou semi synthétique issus de
la bactérie Streptomyces cattleya , cette sous classe représente une grande stabilité envers la quasi-
totalité des Béta-lactamases et demeure la plus employer pour éradiquer les bactéries anaérobies
et les exceptions notables étant les Staphylocoque résistants a la  meéticilline
(Stenotrophomonas maltophilia) , mais le plus souvent pour traiter de nombreuses infections
nosocomiales sévéres , surtout celles liées aux bacilles & Gram négatif qui sont les

entérobactéries ( Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii ) (figure 17 ) [123 ].

Les Carbapenemes sont représentés par 3 molecules principales : ’imipenéme, le méropénéme,
I’ertapénéme et le doripénéme qui est en voie de 1’étre, L'imipenéme et le meropéneme glissent
dans le liquide céphalo-rachidien(LCR) en cas de méningite. Le méropéneme est utilisé lors du
traitement de méningites a bacilles Gram négatif, contrairement a I'imipéneme qui n'est pas utilisé
lors du traitement de la méningite, car il peut causer des convulsions, ces dernieres apparaissent
chez des personnes présentant une pathologie du systéeme nerveux central ou une insuffisance rénale
et a qui des doses trop élevées ont été administrées. L’ertapénéme est utilisé lors d’une prise en
charge d’infections digestives et/ou biliaires, les infections de la peau et des tissus mous et méme

pour le traitement des pneumopathies.

Figure 17 . La structure chimique des Carbapénemes.
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. Mode d’action Carbapénemes

Les carbapénémes exercent leur effet bactéricide au niveau de la paroi bactérienne qui est leur
principale cible, ils interférent avec elle en se fixant sur des protéines bactériennes bien spécifique,
il s’agit des protéines liant les penicillines (PLP) ou pénicilline binding protéine (PBP) et plus
spécifiquement la penicilline binding protéine-2 (PBP-2) et la pénicilline binding protéine-3 (PBP-
3) des bacilles gram négatif.

Ces pénicillines binding protéine(PBP) sont des transpeptidases qui se chargent de la formation
du peptidoglycane qui est un des constituants de la paroi cellulaire de ces micro-organismes. En
paralysant ce mécanisme, on provoque une sorte d’imperfection au niveau de la paroi cellulaire qui

entraine par la suite une lyse de la cellule bactérienne.

3.3. Les aminosides ou aminoglycosides

Les aminosides sont une classe d’antibiotiques a activité bactericide, ils sont utilisé sur la
plupart des bactéries pathogénes, notamment les bactéries a Gram négatif pour traiter les infections
bactériennes séveres, elles peuvent étres naturelles extraites de cultures de Bacillus ou Streptomyces

ou bien issus des produits semi-synthétiques .

Ces antibiotiques sont mal digérés dans la circulation sanguine lors d’une administration orale,
ils sont généralement injectés par voie parentérale (sois par une injection sous-cutanée ou
intramusculaire). Selon leur structure chimique de base, on distingue trois classes d’aminosides :

Streptamine, Deésoxystreptamine, Streptidine.

Les aminosides sont des molécules poly-cationiques [124 ] composés de deux a cing unités de
sucres (glucide) substitués par des fonctions amine (-NH2), ce qui constitue l'origine de leur
dénomination (amino — amine, glycoside — sucre). La plupart d'entre eux sont construits autour

d'un noyau central commun, constitué de 2-désoxystreptamine et de glucosamine (figure 18) .
Les aminoglycosides sont caractérisés par une activité optimale en PH alcalin , leur poids

moléculaire varie de 500a 800 kd, ce qui les rendent facilement dialysables, ils sont généralement

thermostables et peuvent étre entretenus pendant des mois a des températures ambiantes.
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Figure 18 . La structure chimique de 1’aminoside

. Mode d’action des aminosides

Les aminosides se caractérisent par un effet bactéricide qui touche principalement les bacteries
a Gram négatif ainsi que certains mycoplasmes et mycobactéries, leur principale cible est le
ribosome bactérien. Apres pénétration a travers la paroi bactérienne, ils interférent avec la sous
unité ribosomale 30S afin d’arréter la synthése protéiques , la traduction va également subir 1’effet
de cette fixation on donnant naissance a des protéines anormales, ces derniers vont induire plusieurs
erreurs de lectures du code génétique et guidera la cellule vers la mort. Leur mécanisme d'action est

assez complexe, mais peut étre résumé en trois étapes principales :

. La premiére étape : la pénétration a travers la paroi bactérienne : cette pénétration se fait par
passage passif et rapide par le biais d’une fixation sur des récepteurs non spécifiques chargeés
négativement. On aura un passage des liposaccharides externes de la paroi puis transport passif a
travers la paroi bactérienne via des porines. Dans le cas des bactéries a Gram négatif comme :
Acinetobacter baumannii , cette fixation est suivie d'une diffusion a travers le peptidoglycane.

. La deuxiéme étape : la phase lente de transport a travers la membrane cytoplasmique : ce transport
est dépendant d'une quinone de la chaine respiratoire. C'est un transport oxygéne-dépendant. Cette quinone
inexistante chez les anaérobies stricts rend ces germes insensibles aux aminosides.

. La troisieme étape : fixation progressive sur les ribosomes : cette fixation ribosomale concerne
surtout les sous-unités 30S et 50S, elle engendre une perturbation de la synthése des protéines
membranaires, ce qui a pour conséquence une élévation de la perméabilité et donc de la

concentration intracellulaire, ce qui induit des erreurs d'initiation de la synthése protéique et donc
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une inhibition de la traduction. On a également des erreurs de lecture des acides ribonucléiques

messagers (ARNmMm), ce qui conduit & la formation de protéines anormales.

Les ribosomes bactériens ne sont pas la seule cible des aminoglycosides, ses derniers peuvent
également cibler d’autres constituants de la cellule bactérienne et lui causerons plusieurs dommage
tels que :

. Changements au niveau du transport des électrons
. Désorganisation de la membrane bactérienne

. Dégradation non spécifique de certain acide ribonucléique(ARN)

. Altération de la synthése de 1’acide désoxyribonucléique (ADN)

3.4. Les Quinolones et les Fluoroquinolones

Les quinolones sont des composes de synthése a spectre large et avec une forte activité
antibactérienne. La nomenclature est dérivée de la structure quinoléique de leur noyau. [125 ]
(Figure 19)

Le développement de cette famille d’antibiotiques a donné naissance a trois générations

principales :

e La 1°¢ génération englobe I’acide nalidixique et I’acide pipémidique qui agissent souvent
sur les Gram négatif et plus précisement sur les entérobactéries causales des infections
urinaires chez les adultes.

e La 2°™ génération des Fluoroquinolones englobe : La ciprofloxacine, la norfloxacine, le
péfloxacine, 1’Ofloxacine ...etc , elles se caractérisent par un spectre étendu et une
distribution plus large et agissent sur les staphylocoques rencontrées dans les infections
intestinales, ostéoarticulaires et parfois lors des infections urinaires.

e Les quinolones de 3°™ génération & spectre étendu sont constituées de deux principaux
antibiotiques : les Lévofloxacines et les Moxifloxacines qui ont une activité accrue sur les

pneumocoques et les streptocoques.
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Figure 19. La structure chimique de quinolone.

. Mode d’action des Quinolones et Fluoroquinolones

Tout d’abord, les quinolones s’infiltrent a ’intérieur de la cellule bactérienne, puis interférent
avec deux enzymes principaux : I’ADN topo isomérase IV et Il (la gyrase) , cette derniere est une
enzyme qui indispensable a la transcription de I’ADN chromosomial et contréle le reploiement et
I’enroulement en super hélice de 1’acide desoxyribonucléique (ADN) durant sa réplication. Les
antibiotiques de cette famille se fixent sur le complexe ADN-gyrase et inhibent de fagon sélective
son activité enzymatique, Cela donnera naissance a un enchevétrement au niveau de la double
hélice d’ADN durant la réplication des chromosomes bactériens et guidera la cellule vert la mort

assurée.

3.5. Les Rifamycines

Sont une classe tres celebre d’antibiotique antibactérien, d’origines naturelles ou hémi
synthétiques. Ils possédent une structure de type ansamycine a noyau dérivé du naphtalene (de
nature naphtoquinonique ou naphtohydroquinonique), cela a permis de les intégrer dans la famille

des ansamycines. (Figure 20) [126]

En 1957, une souche d'actinobactérie nommée Amycolatopsis rifamycinica
(Précédemment nommeée Streptomyces mediterranei, puis Nocardia mediterranei,
puis Amycolatopsis mediterranei) a été isolée a partir d'un échantillon de sol provenant de la région
de Saint-Raphaél sur la Cote d’Azur, Les premieres rifamycines ont été isolées la méme année suite
a une série de fermentation sur cette bactérie au laboratoire Le petit a Milan par les deux chercheurs
italiens : Piero Sensi et Maria Teresa Timbal, en collaboration avec Pinhas Margalith. Cela a donné

naissance a 5 types de rifamycines d’origine naturel (rifamycines A ,B, C, D, E) et 3 autres types
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obtenus aprés plusieurs étude sur la rifamycine B naturelle : O et les rifamycines S et SV qui sont
d’importantes matiéres premicres pour 1’obtention de rifamycines hémisynthétiques : rifabutine

Jrifapentine ainsi que la rifampicine.

La rifampicine est un bactéricide a large spectre antibactérien du groupe des rifamycines semi
synthétiques, généralement administrer par voie orale ou par injection intraveineuse et utiliser lors
des infections a streptocoque et staphylocoque, les bactéries a croissance intracellulaire telles que
les mycobactéries et parfois tres efficace contre quelques bactérie a Gram — comme : Acinetobacter
baumannii. Cet antibiotique peut s’associer avec d’autres types d’antibiotiques pour le traitement
des infections bactériennes graves (les brucelloses en association avec les cyclines, les Iégionelloses

en association avec un macrolide ou fluoroquinolone) .

Rifamycin 5V

Figure 20 . La structure chimique de la rifamycine .

. Mode d’action des Rifamycines

L’activité antibactérienne de la rifampicine repose principalement sur I’inhibition de la
transcription de I’acide désoxyribonucléique (ADN) en acide ribonucléique messager
(ARNmM), ces antibiotiques présentent une haute affinité pour 1’acide ribonucléique polymérase
procaryotiqgue (ARNp) et donc ils interférent avec eux en ciblant un site adjacent au centre actif
I'ARN polymérase consacré a la synthese de I'acide ribonucléique
(ARN), cette fixation provoquera I’apparition d’un complexe entre 1’antibiotique et I’enzyme ARN
poly, Celle-ci comporte des sous unités : deux sous-unités une alpha établissant le contact avec les
facteurs de transcriptions de l'acide désoxyribonucléique (ADN) une sous-unité Béta' liant I'acide
désoxyribonucléique (ADN), une sous-unité Béta constituant le site actif proprement-dit et un

facteur sigma n'intervenant que dans l'initiation de la transcription. La rifampicine s’attache par des
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interactions hydrophobes au niveau de son "anse" a la sous unité Béta, bloquant la transcription de
I'ADN en ARNmM et entrainant ainsi une réduction de la synthése protéique suivi d’un arrét de la
croissance bactérienne . Par contre si la rifamycine se lie a l'enzyme apres le début de la

polymérisation, celle-ci se poursuit normalement sans aucun blocage. [127]

3.6. Les Polymyxines

Les polymyxines sont des antibiotiques bactéricides qui agissent contre les entérobactéries
quelques bacilles a Gram négatif, ils sont multipeptidiques et commercialisées depuis plusieurs
années, généralement extraits des bactéries du genre Bacillus (Paenibacillus polymyxa).

L’étude approfondie de cette famille d’antibiotique a mené a I’identification de cinq classes
chimiques: A, B, C, D et E , dont deux composés seulement sont employés lors d’une
antibiothérapie : la polymyxine B et la polymyxine E ( ou la colistine ), actuellement leur usage
reste phénomeénale du fait de leur toxicité rénale et d’accidents neurologiques . Le développement
significatif des mécanismes de résistance chez la plupart des bactéries notamment chez les bacilles a
gram négatif tel que Acinetobacter baumannii et I’absence de nouvelles molécules efficaces sur

cette derniere a favorisé la renaissance de ces antibiotiques. (Figure 21)

Ces molécules sont volumineuses avec une masse moléculaire d’environ 1200Da. Ils sont des
polypeptides cationiques composés d’un cycle de sept acides aminés et d’une chaine latérale

tripeptidique sur laguelle est attaché de maniére covalente a un acide gras.

La structure chimique de ces antibiotiques leur offre a la fois la propriété hydrophile grace aux
groupements amines libres des acides L-2,4-iaminobutyriques , ainsi qu’une propriété lipophile

issue de leur acide gras et les acides aminés en position 6 et 7 du cycle heptapeptidique).

La polymyxine B se distingue de la colistine par un seul acide aminé en 6°™position, ou la D-
phénylalanine de la polymyxine B est remplacée par une D-leucine chez la polymyxine E. Leur
activité antibactérienne in vitro est semblable mais elles sont administrées sous deux formes
différentes par voie parentérale. La polymyxine B est administrée directement sous forme active,
contrairement a la colistine qui est administrée sous forme de prodrogue (colistiméthate sodique) et

nécessite donc d’étre transformée in vivo en métabolite actif.
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Colistimne

(=polymyxine E)

Figure 21. La structure chimique de la polymyxine B et de la colistine.

. Mode d’action des Polymyxines
Les polymyxines exercent leur effet bactéricide au niveau des lipopolysaccharides (LPS)

bactériens selon trois modes d’action principaux :

3.6.1. Une lyse des membranes bactérienne
Le lipopolysaccharide (LPS) est constitué de trois domaines : le lipide A situé dans la
membrane externe de la bactérie; une partie centrale oligosaccharidique ; une chaine

polysaccharidique formant I’antigéne O.

Le lipide A joue un réle essentiel lors de 1’action des polymyxines. En effet, les chaines
d’acides gras du lipide A permettent I’adsorption des polymyxines dans la membrane externe de la
bactérie. De plus, grace a sa charge négative le lipide A interfere avec des cations divalents chargés
positivement (Ca2+ et Mg2+) et présents a la surface de la membrane externe. Ses cations divalents
forment alors des ponts entre les molécules de lipopolysaccharides permettant ainsi la stabilisation

globale de la membrane externe.

Une interaction électrostatique a lieu dans un premier temps entre le LPS, chargé négativement
et le polypeptide antimicrobien chargé positivement. Les polymyxines sont donc capables de faire
bouger leur cations de leur site de liaison afin de fragiliser la structure de la membrane externe. Par
la suite, les polymyxines s’insérent dans la membrane externe aupres du lipide A via leur chaine

d’acides gras N-terminale. Les bréches ainsi formées permettent le passage de molécules
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hydrophobes, de petites protéines et facilitent également I’insertion d’autres molécules de
polymyxines. Eventuellement, Les polymyxines sont alors capables de détruire la membrane
cytoplasmique bactérienne , induisant une lyse bactérienne responsable de I’effet bactéricide de ses

molécules antibiotiques.

3.6.2. Contact vésicule-vésicule

La membrane externe est composée d’une double couche, une interne uniquement
phospholipidique et I’autre externe avec essentiellement le LPS, des protéines et des lipoprotéines.
Apres avoir franchi la membrane externe, les polymyxines se retrouvent dans 1’espace inter-
membranaire ou elles sont capables de se lier aux phospholipides anioniques composant a la fois le
feuillet interne de la membrane externe et le feuillet externe de la membrane interne de la bactérie
(ou membrane cytoplasmique). L’échange de lipides entre les deux membranes (externe et interne)
conduit vers une perte de spécificité dans la composition des membranes, ceci aboutirait a un

déséquilibre osmotique responsable de la lyse bactérienne.

3.6.3. Formation de radicaux libres

Il a été récemment démontré que les polymyxines pouvaient induire la mort de la bactérie via
I’accumulation de radicaux hydroxyles (OH). En effet, les polymyxines sont habiles d’induire un
stress oxydatif entrainant la formation d’espéces réactives de I’oxygene (ROS) tels que des ions
superoxydes (02), du peroxyde d’hydrogéne (H202) et des radicaux hydroxyles (OH). Les ions O2
seraient produits lors de la traversée de la membrane externe et interne par la molécule de
polymyxine, avant d’étre transformés en H202 par le superoxyde dismutase (SOD) de la bactérie.
Le H202 oxyde alors les ions ferreux (Fe2+) en ions ferriques (Fe3+) selon la réaction de Fenton,
induisant la formation de radicaux OH. Des taux élevés d’OH sont alors responsables de cassures au
niveau de 1’acide désoxyribonucléique(ADN) et méme 1’oxydation des protéines et de lipides

aboutissant a la mort de la bactérie.

3.7. Les cyclines

Les cyclines ou tétracyclines sont une famille d’antibiotique a effet bactériostatique qui se
caracterise par un spectre large et commun. Elles sont dotées d’un bon pouvoir de diffusion
tissulaire et cellulaire afin d’agir sur certains micro-organismes a développement intracellulaire tel

que Acinetobacter baumannii. Elles peuvent pénétrer les cellules eucaryotes mais sont
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principalement utilisées pour cibler les bactéries a Gram négatif et positif (les tréponémes, les
Borrelia, les rickettsies...etc.) et divers anaérobies comme : Mycoplasma pneumoniae et les
chlamydiae. [128]

Selon leur temps de demi-vie, on distingue deux générations différentes de tétracyclines : ceux
de la ler génération comprennent : les chlorotétracyclines et oxytétracyclines , ces deux molécules
sont commercialisées uniquement sous forme de pommade lors d’une antibiothérapie locale,
ophtalmique ou dermatologique , I’oxytétracycline est également commercialisée en association
sous forme de poudre auriculaire. La 2¢™ génération englobent : doxycycline, lymécycline,

methylenecycline (ou métacycline), minocycline. (Figure 22)

Ces antibiotiques sont indiqués dans diverses maladies infectieuses, notamment les infections
des voies respiratoires et les infections génitales telle que : (les urétrites, salpingites, orchi-
épididymites, prostatites, anorectites) et dans le traitement de 1’acné vulgaire (souvent pendant
plusieurs mois) et elles peuvent causer I'apparition des taches jaunes sur les dents. Les cyclines sont
aussi contre-indiqueées dans l'usage avec de lisotrétinoine qui peut provoquer parfois une

hypertension intracranienne et la création de complexe non-résorbable avec le calcium .

Figure 22. La structure chimique de la cycline.

. Mode d’action des cyclines

Tout d’abord, les tétracyclines traversent la paroi bactérienne soit en empruntant la voie des
porines (pour les molécules hydrophiles) ou par diffusion a travers la couche de phospholipides

(pour les molécules lipophiles). Le passage de la membrane cytoplasmique nécessite un transport
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actif. Puis elles se fixent sur la sous-unité 30S des ribosomes ou se situe le centre de décodage de
I'ARN messager. Cette liaison empéche la fixation de I’amino-acyl-ARNt sur le site constitué par le
complexe ARNm-ribosome et donc la formation de l'interaction entre le codon et I'anticodon. Cela

provoquera par la suite un blocage de la lecture du message génétique et causera une inhibition de

Chapitre II

la phase d’élongation de la synthése protéique qui conduit enfin a un risque de récidive.

Tableau 4. Classification des antibiotiques actifs sur Acinetobacter baumannii [136]

Céftazidime

bétalactamines
Céphalosporines de 3¢

Antibiofiques Familles NMode d”action
Ticarcilline bétalactamines
Carboxypenicillines
Aztréonam Monobactames Les bétalactamines agissent
bétalactamines au niveau de la paroi
Imipénéme Carbapénémes bactérienne en mhibant la

derniere étape de la synthese
du peptidoglycane entrainant
une lyse bactérienne

génération
Gentamycine Aminosides Ils perturbent la synthése des

protéines au niveau de la
Aminosides fraction 30S du ribosome
Amikacine entrainant la destruction

bactérienne. Ils sont

bactéricides

Polymyxine Agi au niveau de la

Colistine membrane cytoplasmique

bactérienne entrainant
I"éclatement de la bactérie.

Ciprofloxacine

Quinolone de 2™¢ génération

ou fluoroquinolones

mnhibe la synthése de I'’ADN

de la bactérie en se fixant sur
le complexe (ADN-ADN
gyrase) en empéchant la

réplication et la transcription

de I'ADN bactérien
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4. Notion de I’antibiogramme

L’antibiogramme est un examen de laboratoire visant a déterminer la sensibilité d’une bactérie
envers différents antibiotiques. En effet, Il n’est pas toujours évident de trouver I’antibiotique
adéquat pour traiter une souche bactérienne bien précise, car plusieurs bactéries ont pu développer
des mécanismes qui leur permettent de résister a plusieurs antibiotiques. En mettant en contact des
bactéries prélevées d’un malade avec plusieurs antibiotiques, I’antibiogramme permet de visualiser
et de déterminer les produits qui inhibent la croissance bactérienne et qui seront efficaces pour
traiter I’infection. (Figure 24)

La plupart du temps, pour traiter une infection bactérienne, le médecin prescrit un antibiotique
de fagon empirique, en choisissant celui dont [Iefficacité lui parait la plus probable.
L’antibiogramme est toutefois efficace dans plusieurs cas afin de choisir de fagon plus judicieuse
I’antibiotique, il est particulicrement réalisé : en cas d’infections graves ou suite a un échec
thérapeutique avec un premier antibiotique, lors d’une infection nosocomiale ou bien une infection
chez une personne immunodéprimée et méme dans certaines infections graves ou on sait que le

taux de résistance aux antibiotiques est élevé . [135]

La réalisation d’un antibiogramme nécessite un prélévement bactérien a partir du lit du patient,
le prélévement s’effectuera de différentes maniéres selon le site d’infection (pulmonaire, sanguin,

urinaire, etc.), puis sera envoy¢ au laboratoire d’analyse le plus vide possible.

Il existe plusieurs techniques pour avoir un antibiogramme. Le plus souvent, les bactéries sont
« ensemencées » a la surface d’une boite de Pétri, sur un milieu gélifié, et des disques imprégnés
d’une dose connue de différents antibiotiques sont déposés a la surface de la gélose. Si
I’antibiotique est inefficace, les bactéries pourront tout de méme croitre et on pourra mesurer la
taille de leur colonie. Par contre, si I’antibiotique est efficace, on apercevra a la surface du disque
des « zones d’inhibition » avec des diameétres qui différent selon la sensibilité ou la résistance de la
bactérie envers chaque antibiotique, généralement le résultat d’un antibiogramme est obtenu apres

24 heures du prélévement.

L’antibiogramme permet également de faire la différence entre : une souche de bactérie

résistante a I’antibiotique , donc ce dernier serra inefficace sur le patient ,par contre si la souche
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bactérienne est sensible & tel ou tel antibiotique cette molécule serra prescrite par le medecin pour

traiter I’infection bactérienne bien siir en suivant des doses et une durée de traitement bien précis .

Boite da P étri
Pas d’inhibition du
développement : la

bartérie est
régistarte 4 cet
atitibiotigue

Développement
bactérien sur la
zéloge ratritive

Pastilles
dantibioticies

R éaction

itdertn dcdiaire &

1 ant ik otigue
Bactérie sensible 4
1antibd oticue

Un antibiogramme @ GeorgesDolisi

Figure 24. La lecture d’un antibiogramme.

5. La sensibilité d’A.baumannii aux antibiotiques

Dans un premier temps, I’espéce Acinetobacter baumannii était sensible a la plupart des
antibiotiques normalement actifs sur la majorité des bacilles a Gram négatif [129]. Depuis une
trentaine d’années, la résistance de cette bactérie aux antibiotiques n’a cessé¢ d’augmenter et des
épidémies intrahospitalier sont apparues suite a I’affleurement de souches multirésistantes de cette
espece [130].

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées au niveau de la plupart des
hopitaux en Algérie indique une résistance compléte a la ticarcilline, la pipéracilline, ’association
ticarcilline+acide clavulanique, et touche méme les céphalosporines de 3eme génération (Figure
23). Acinetobacter baumannii posséde naturellement une Béta-lactamase de type céphalosporinase :
AmpC et une Béta-lactamase de classe D ou oxacillinase qui a une action sur quelques Béta-
lactamines y compris 1’imipénéme et le méropénéme dans une moindre mesure [131]. En 2014, une
étude a montré des taux de résistance de 50,6%, 54% et 49,4% durant les années 2009, 2010 et 2011

respectivement a ’ouest Algérien (Tlemcen, Oran, Sidi bel Abbes).

En effet, la résistance de cette espéce aux carbapénémes a abrége de fagon inquiétante ces
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dernieres décennies et plusieurs mécanismes responsables de celle-ci ont été décrits : la
Production de carbapénemase, la réduction de la perméabilité membranaire et 1’altération des

protéines liant les pénicillines (PLP).

L’usage excessif et non contr6lé de cette classe d’antibiotiques dans les services hospitaliers y a
également contribué, une étude menée par Hassaine et al (2009) sur la consommation des
antibiotiques au CHU de Tlemcen a montré que le service de réanimation était le service le plus
consommateur de I’imipenéme avec 183 Dose définie journaliere /1000jours d’hospitalisation en

2007 et 165DDJ/1000JH en 2008.

La résistance des souches d’Acinetobacter baumannii vis-a-vis de 1’amikacine et la
gentamycine reste élevee avec des taux respectifs de 87% et 83%. Cependant, la tobramycine reste
plus ou moins active avec un taux de réesistance de 33%. Depuis 1980, la résistance d’Acinetobacter
baumannii aux aminosides, a connu une augmentation tres rapide et brutale, cela peut étre lié a la

prescription empirique et non contrélee de cette molécule [132].

En 2008, le service de réanimation du CHU de Tlemcen est devenu le premier consommateur
des aminosides avec 133DDJ/1000JH, alors qu’il occupait la 2éme place en 2007 [133].

La résistance a la triméthoprime-sulfaméthoxazole, aux tétracyclines et a la Ciprofloxacine
reste élevee avec respectivement des taux de 100%, 96% et 94%. En 2008, le service de
réanimation du CHU de Tlemcen est devenu le premier consommateur des aminosides avec
133DDJ/1000JH, alors qu’il occupait la 2éme place en 2007 [133].En effet, aucune souche d’A.
baumannii isolée au sein du service de réanimation du CHU de Tlemcen présente de résistance a la
colistine. Ces résultats semblent encourageants et en accord avec plusieurs études qui ont prouvé
I’efficacité de I’utilisation de la colistine en monothérapie. De fait, au cours d’une méningite a
Acinetobacter baumannii, la colistine par voie veineuse a été administrée avec succes par Jiminez et
al., (2000). Cependant, I’émergence de souches résistantes a cette molécule est actuellement

documentée avec plus de 3,2% de souches résistantes [134 ].
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Figure 23. Le taux de résistance aux antibiotiques des isolats d’Acinetobacter baumannii.

En 2012, A. baumannii occupait la 25éme position des microorganismes isolés
d’infections nosocomiales en France avec une faible proportion 0,6 %, soit une prévalence de 0,02
infections pour 100 patients, c'est-a-dire 30 fois inférieures aux infections liees a S. aureus.
Cependant, le pourcentage de résistance d’A.baumannii aux carbapenemes était de 9,2% dans
I’enquéte de prévalence des infections nosocomiales de 2006 contre 14,5% en 2012, soit une
augmentation de 57,9%. D’autre part, les informations issues des signalements externes indiquent
une augmentation considérable du nombre de signalements d’infections a A. baumannii résistants a

I'imipeneme, souvent associés a des épidémies difficiles a maitriser [136].

En 2017, ’OMS a classé A.baumannii dans le top trois des pathogenes prioritaires critiques
pour I’antibiorésistance. En effet, A.baumannii fait partie des BGN qui peuvent présenter en routine
un phénotype de résistance XDR , défini comme résistance a tous les antibiotiques disponibles a
I’exception de quelques-uns connus pour étre moins efficaces ou plus toxiques que les antibiotiques

de premiére ligne .

La connaissance scientifique d’A.baumannii est moins importante que pour d’autres germes
opportunistes comme P. aeruginosa, comme en témoigne le nombre de résultats obtenus en lancant
une recherche dans la base de données Pubmed (29 sept 2017) (Figure 25). Cependant, le nombre

de citations dans Pubmed lorsque 1’on recherche A. baumannii augmente constamment et
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rapidement depuis 1’année 2000, cela prouve a quel point la communauté scientifique et médicale

s’intéressent a ce pathogéne vue I’évolution rapide et continue de sa résistance a la majorité des

antibiotiques, comme le montre le graphique ci-dessous [137].
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Figure 25. Nombre de publications trouvées dans Pubmed entre 1990 et 2016 en
utilisant Acinetobacter baumannii ('la courbe bleu ) et la résistance de A.baumannii
aux antibiotiques ( la courbe verte ) .
résistants aux Etats-Unis. Ces proportions de résistance sont méme plus élevés, ils varient de 77 % a

- multi-

87 % en Asie, en Afrique, Amérique Latine et supérieurs a 93% en Europe (Figure 26) et Moyen

Orient [138, 139 ,140].
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Figure 26. Proportion des isolats invasifs d’Acinetobacter spp résistants aux
fluoroquinolones, aminosides et carbapénemes en Europe en 2012 a gauche et 2015 a
droite.

52



CHAPITRE Il

L’antibiorésistance chez ’espéce

Acinetobacter baumannii



Synthese bibliographique Chapitre I

CHAPITRE I11. L’antbiorésistance chez I’espéce Acinetobacter baumannii

1. Définition de I’antibiorésistance

Apres le seconde guerre mondiale , les antibiotiques deviennent de moins en moins efficaces
lors du traitement de la pluparts des germes pathogeénes , cela revient a ’'usage abusif et non
contr6lé des antibiotiques ( traitement trop court ou trop long , doses inadaptées) tant chez
I’homme que I’animal . Ceci a favorisé ’apparition de nombreuses souches capables a développer

des mécanismes de résistance a plusieurs antibiotiques (la multirésistance).

On dit qu’une souche bactérienne est résistante a un antibiotique donné lorsque la modification
de son capital génétique lui permet de supporter une dose d’antibiotique plus élevée que celle
obtenu in vivo suite une sans atteindre des doses toxiques. La résistance aux antibiotiques peut étre

de deux types : la résistance intrinseque (ou naturelle ou insensibilité) et la résistance acquise.

Aujourd’hui, Le genre Acinetobacter représente un modé¢le d’adaptation particulierement
efficace en terme d’antibiorésistance. En 1’espace de 40 ans, Acinetobacter, principalement
représenté par 1’espéce A.baumannii est passée d’une bactérie sans grand intérét en infectiologie en
raison de sa faible pathogénecité et sensibilité a la plupart des antibiotiques commercialisés a cette

époque a celui de bactérie multi-résistante aux antibiotiques. [141]

1.1. La résistance naturelle

La résistance naturelle concerne toutes les souches d'une espéce bactérienne capables de
résister a un antibiotique précis de maniére innée. Sur le plan moléculaire, cette résistance est dite
chromosomique qui englobe des génes de résistance naturelle généralement issus du chromosome

bactérien, ce caractere permanent est hérité aux cellules filles lors de la réplication bactérienne.

Le genre Acinetobacter est naturellement résistant aux Aminopénicillines, aux céphalosporines
de 1 ére et 2 éme génération, a I’Ertapéneme, a la fosfomycine, au Triméthoprime, et aux furanes
[142]. Acinetobacter baumannii possede plusieurs céphalosporinases qui permettent d’hydrolyser
les aminopenicillines, et les céphalosporines de 1 ére et 2 eme génération .Outre ces
céphalosporinases, A.baumannii est dotée d’un géne codant une enzyme appelée : Oxacillinase
chromosomique naturelle OXA- 51 utilisée comme marqueur d’identification de I’espéce [143]. 1l

existe des variants d’OXA-51 comme OXA-69 et OXA-66 qui sont les plus similaires et
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spécifiques a cette espéce. Le role de ces enzymes dans I’expression de la résistance aux

antibiotiques est inexistant.

Comme P. aeruginosa, A. baumannii dispose d’un nombre de porines inférieur a celles
retrouvées chez E. coli et de ce fait, présente une imperméabilité naturelle aux molécules

hydrophiles.

1.2. La résistance acquise

Ce type ne concerne qu'une partie des souches d'une espece bactérienne. L'acquisition d'un
nouveau mécanisme de résistance résulte soit d'une mutation dans un gene chromosomique dont
elle présente certaines caractéristiques ( ponctualité ,spécificité, spontanéite, rareté, indépendance
et transmissibilité) qui lui permettent de contourner I’effet nocif de 1’antibiotique, ce phénoméne
ne concerne qu’un ou une famille d’antibiotiques a la fois .Soit I’assimilation d'un gene de
résistance par le biais des éléments génétiques extra chromosomique (transposons , plasmides , ou
intégrons) grdce aux systemes de transfert horizontaux (conjugaison, transformation et
transduction) , il s’agit du mécanisme de résistance le plus répondu et le plus préoccupant car il peut

parallelement concerner plusieurs antibiotiques, voire plusieurs familles d’ antibiotiques[144].

2. Les mécanismes de resistance
Sur le plan biochimique, les bactéries ont développé quatre grands mécanismes qui ont pour but

d’empécher I’interaction de I’antibiotique avec sa cible (Figure 27) :

* La modification de la cible de I’antibiotique : La bactérie parvient & modifier la partie d’elle-
méme ou intervient 1’antibiotique de telle sorte qu’elle continue a fonctionner, a vivre mais qu’elle
n’est plus reconnue par I’antibiotique.

* L’imperméabilité proteique : Pour pénetrer dans la bactérie, I’antibiotique triche et utilise les
canaux empruntés par d’autres molécules. La bactérie modifie alors sa permeabilité de telle sorte
que I’antibiotique s’infiltre beaucoup plus lentement.

» L’efflux des antibiotiques : Certaines bactéries ont alors développé un systeme de pompe qui
rejette les molécules d’antibiotique qui entrent.

 La production d’une enzyme : Le moyen le plus efficace est la destruction de I’antibiotique par
des enzymes que la bactérie produit, mais cela n’est pas toujours possible. Ainsi, on n’a pas encore
trouvé de bactéries capables de produire des enzymes susceptibles de détruire comme les

quinolones et les oxazolidinones.
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Figure 27. Mécanismes de résistance aux antibiotiques [145]

Sur le plan génétique, la résistance peut étre acquise par deux voies totalement distinctes. Soit
des mutations dans le génome, on parlera alors de transmission verticale a la descendance, soit

I’acquisition d’information génétique étrangere, en provenance d’autres bactéries, par transfert

horizontal. [146]

2.1. Les mécanismes de résistance aux antibiotiques déterminés chez A.baumannii

La propagation des souches multirésistantes d’A.baumannii a plusieurs familles d’antibiotiques
revient a leur rapidit¢ d’assembler des mécanismes de résistance et leur capacité d’adapter des
échanges g@énétiques. La résistance affecte plusieurs classes d’antibiotiques: aminosides,
carbapénémes , polymixines et les béta -lactamines a large spectre. A 1’heure actuelle, certaines
souches d’A.baumannii sont presque devenus résistantes a tous les antibiotiques a présent disponibles

2.1.1. Résistance aux Béta-lactamines

La résistance d’A.baumannii aux béta-lactamines est due a la production de Pénicillinases, cette
derniére a été consigner dés le début des années 1980 avec I’identification de la pénicillinase ( TEM -
1, TEM-2 et CARB-5) chez A.baumannii .Ces enzymes assurent une résistance aux pénicillines a
large spectre ( Pipéracilline et Ticarcilline) et sont bloquées par I’acide clavulanique et le tazobactam
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, le gene codant ces pénicillinases est de localisation plasmidique, ce qui permet sa dissémination chez
d’autres espéces d’Acinetobacter mais aussi a des souches d’E. coli .

La résistance aux cephalosporines a spectre étendu est directement liée a la présence d’un elément
en amont du codon d’initiation du géne bla ampC. De nombreux céphalosporinases permettent
également d’hydrolyser la plupart des pénicillines, des céphalosporines et les inhibiteurs de Béta-
lactamases et cela lors d’une surexpression de céphalosporinase AmpC.

L’acquisition d’une Béta-lactamase a spectre étendu (BLSE) est rare chez cette espéce mais dont
certaines variantes peuvent conférer une résistance a toutes les Bétalactamines, incluant les
carbapénémes . Les béta — lactamases a spectre étendu ( BLSE) de classe A ont également été
identifiées chez A.baumannii , les plus classiques sont I’enzyme VEB-1 , PER-1 et PER-2, TEM-92 ,
TEM-116 et SHV-12 , puis plus récemment la CTX-M-15 reste la BLSE la plus répandue chez
A.baumannii et responsable de bouffées épidemiques .

Chez A.baumannii, les béta-lactamases exercent leur effet d’hydrolyse en trois principales
étapes :

. Tout d’abord, une liaison non-covalente et réversible entre la B-lactamase et la B-lactamine. Puis,
une rupture du noyau béta -lactame se produise grace a une acétylation covalente avec la sérine du
site actif.

Enfin, I’intervention d’une molécule d’eau permettant 1’hydrolyse de I’acyl-enzyme afin de
réactiver la béta-lactamase et libérer la molécule d’antibiotique inactivée.

Chez A.baumannii la production de carbapénémases reste le mécanisme de résistance aux
carbapénémes le plus répandu , ces enzymes responsables d’une résistance acquise aux
carbapénémes ont été déterminées dont les quatres classes moléculaires de béta-lactamase. La
classe A englobe différentes enzymes capables d’hydrolyser les carbapénémes ont pu étre
identifiées chez A.baumannii , la GES-11 ou GES-14 ou encore des enzyme de type KPC qui
comprennent plusieurs variants, ces derniers sont moins présentes chez les Acinetobacter en
général .

2.1.2. Résistance aux aminosides

En 1995 et plus précisément en Europe ainsi qu’aux Etats-Unis, I’isolement de 80% des
souches d’A. baumannii a indiqué une résistance a au moins un des quatre principaux aminosides
utilisés en pratique médicale (amikacine, tobramycine, , gentamicine, netilmicine), cette résistance
aux aminosides est principalement due a I’appropriation d’¢éléments génétiquement mobiles tels que
les intégrons , les plasmides et méme de transposons responsables de la production d’enzymes
modificatrices inactivant les aminosides .
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Aprés plusieurs etudes sur A.baumannii , les chercheurs ont constaté que cette espéce possede
trois types d’enzymes responsables de [Iinactivation des aminosides: les aminosides
acetyltransférases (AAC(3)-1 et AAC(3)-11 ) , les aminosides nucléotidyltransférases (ANT(2’") et
ANT(3"’)-1 ) et les aminosidephospho-transférases (APH(3”)-1 et APH(3’)-V ) . (Tableau 5), les
génes codant pour ces enzymes sont présents sur des plasmides, des transposons ou des cassettes au
sein d’intégrons afin de faciliter leur propagation. La résistance aux aminosides est également liée a
I’expression du systéme d’efflux de type RND (Resistance Nodulation cell Division) AdeABC par
A.baumannii, la kanamycine et la gentamycine sont eux aussi des substrats de la pompe AbeM
[147]. Derniérement, des méthylations de I’ ARNr 16s par des méthylases codées par le géne ArmA
et RmtA a été montré chez des souches d’A.baumannii isolées au Japon, en Corée et aux Etats-Unis.
Ce mécanisme de résistance affecte la liaison d’aminoglycoside & son site et les protegent contre
tous les aminosides cliniquement utiles. En Algérie, le premier cas de A.baumannii abrite la
méthylase Arm A est décrit en 2014, associé au gene Ndm1 chez un patient hospitalisé a 1’hopital
militaire du centre. La résistance aux aminosides est aussi associée a des mécanismes d’efflux
impliquant la pompe AdeABC et la pompe AbeM de la famille MATE (Multidrug and toxic
compound extrusion) .
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Tableau 5. Enzyme d’inactivation des aminosides présents les plus communes chez
A.baumannii et substrats préférentiels.

Gentamicine (G) Nétilmicine (N) Amikacine (A)
Tobramycine (T) Néomycine (Neo) Isepamicine (1)
Enzymes
Acétylases
AAC(3)-l G
AAC(3)-II GTN
AAC(6')-la TNA
AAC(E')-1I GTN
Adénylases
ANT(2")-1 GT
ANT(3") :aadA Streptomycine, Spectinomycine
Phosphorylases
APH(3)-1 KNeo
APH(3')-VI KNeo Al
Méthylase Arm A GTA
16S RNA (rRNA) GTAN
Rmt A

2.1.3. Résistance aux quinolones

La résistance d’ A.baumannii aux quinolones est souvent le résultat des changements
structuraux de la cible des quinolones que sont les topoisomérases Il ( ADN gyrase ) et
topoisomérase 1V, d0 a des mutations au niveau des genes codant pour une sous-unité de I’ADN
gyrase (gyr A) , ou pour une sous-unité de la topoisomeérase 1V, Par C. Ces modifications se
traduisent en une faible affinité pour la liaison de la famille des quinolones pour le complexe
enzyme-ADN.

Les systemes d’efflux de type RND AdeABC, et AdeFGH contribuent également a la
résistance aux quinolones chez A.baumannii. AdeFGH se trouve dans 99% des isolats cliniques et
sa surexpression suite a des mutations dans le géne ade L situés en amont de AdeFGH est
responsable d’une grande résistance au quinolones , Le systéme d’efflux de type MATE (AdeM)
participe également & la résistance aux quinolones chez cette espéce .
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2.1.4. Résistance a la colistine

Ces derniéres années, la polymyxine B et la polymyxine E (colistine) sont utilises uniquement
lors d’une thérapie d’urgence a A.baumannii. La colistine interféere avec le lipide A des
lipopolysaccharides (LPS), cela est principalement dus a 1’ajout d’un résidu phosphoéthanolamine a
la forme hepta- acylée du lipide A, éliminant les charges négatives avec une diminution de I’affinité
entre LPS-polymyxines. Cette modification provoque une résistance acquise a la polymyxine.Un
autre mécanisme par le lequel A.baumannii développe une résistance est la perte complete du (LPS)
initial résultant de mutations dans les genes IpxA, IpxC, IpxD qui codent pour les enzymes
catalysant les premiéres étapes de la synthése.

2.1.5. Résistance a la rifamycine

L’expression d’un taux élevé de la résistance a la Rifampicine résulte des mutations
chromosomiques conduisant a des modifications d’acides aminés dans le site actif.

La résistance transférable a la rifampicine liée au gene arr-2 a également été documenté chez A.
baumannii, ce géne code pour une ADP-ribosylante transférase qui inactive par ribosylation la
Rifampicine. Le géne arr-2 a été identifié comme une cassette de géne sous forme d’intégron de
classe 1 et en collaboration avec le gene blaVEB-1 de BLSE. Il a été pareillement identifié en
association avec le géne BLSE de BLaPER-7 dans un intégron complexe de classe 1.La rifampicine
est aussi un substrat du systéeme d’efflux de type RND AdelJK [148]. L’association colistine —
rifampicine a montré une synergie de 100% face a la MDR d’A.baumannii.

2.1.6. Résistance aux tétracyclines

L’acquisition d’une résistance aux tétracyclines par le biais de plusieurs mécanismes de
résistance,y compris I’efflux actif de I’antimicrobien médié¢ par les protéines de résistance au
niveau de la membrane cytoplasmique bactérienne avec un blocage de la liaison ribosomique et
tétracycline. Chez A.baumannii, deux systémes de résistances aux cyclines ont été mis en évidence :
le 1" est celui de la protection ribosomique , une protéine codée par le géne tetM protege le
ribosome de I’effet des tétracylines, doxycycline et minocycline .Le second systéme nommé
systétme d’efflux Tet: tetA et tetB .tetB caractérise a la fois ’efflux a la tétracycline et la
minocycline, par contre tetA ne guide que I’efflux de tetracycline.

La résistance intrinséque a la tétracycline avait aussi une relation avec la surexpression des
systémes d’efflux de type RND AdeABC.

3. Le traitement

Le traitement des infections causées par A.baumannii devient progressivement compliqué et
cause un vrai obstacle en thérapie hospitaliere vue 1’augmentation graduelle et rapide de la

59



Synthese bibliographique Chapitre I

résistance a la quasi-totalité des antibiotiques. Fréqguemment, Les Carbapénémes restent 1’outil
numéro un lors du traitement des infections a A.baumannii. L’antibiothérapie nécessite 1’usage
d’une Bétalactamine (Ticarcilline, C3G, IMP) en association avec un aminoside ; si ce dernier est
actif, présente une activité synergique et rapidement létale pour la bactérie on effectue une
association avec une béta-lactamine. Par contre, quand les aminosides sont inactifs, 1’association
peut se faire avec une Fluoroquinolone.

Gréce a son effet bactéricide, la Rifampicine demeure la plus active sur la majorité des souches
d’ Acinetobacter, y compris sur celles résistantes aux Carbapénémes, mais elle sera toujours utilisée
en association avec un autre antibiotique [149]. L’association Pipéracilline-Tazobactam
Ticarcilline-Acide clavulanique pourraient étre une bonne solution pour le traitement des infections
urinaires a Acinetobacter baumannii .

De nombreuses études ont prouvé que le sulbactam-ampicilline faisait partie des combinaisons
les plus efficaces contre les infections nosocomiales et pneumonies causées par A. baumannii . Des
études in vitro ont montré que le sulbactam améliorait son activité thérapeutique lorsqu'il était
associé au céfépime, a I'imipénem, au méropéneme, a I'amikacine, a la rifampine et a la ticarcilline-
clavulanate. Temocin et al prouvent également I’activité synergique du sulbactam avec I'ampicilline
et la céfopérazone.

La médication aux cyclines est une bonne option face aux souches d'A.baumannii résistantes
aux carbapénémes et aux sulbactames . La doxycycline et la minocycline sont toutes deux efficaces
contre la pneumonie associée a la ventilation (PAV) causée par les souches(MDR) d’A.baumannii.

La thérapie a base de la colistine (polymyxine E) est souvent prescrite en dernier lieu pour
éradiquer les souches multirésistantes chez les bactéries & Gram-négatives, plus précisément A.
baumannii en association avec d'autres médicaments, tels que la colistine-rifampine, la colistine-
méropéneme, la colistine-minocycline, la colistine-carbapéneme, la colistine-sulbactam et la
colistine-teicoplanine. Des etudes in vitro ont démontré l'utilisation efficace de la polymyxine B en
association avec certains antibiotiques afin de traiter les infections multirésistantes a A. baumannii
,prenant comme exemple I’association avec des carbapénémes , la rifampicine et la tigécycline .
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Tableau 6. Antibiotiques efficaces contre A.baumannii selon les groupes thérapeutiques et les
souches isolées dans des scénarios cliniques spécifiques.
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4. Les méthodes d’identification

D’aprés les articles lus et les expériences scientifiques, primitives et récentes couramment
réalisées pour le diagnostic d’espéce chez Acinetobacter, voici les principales techniques
phénotypiques et moléculaires effectuées pour I’identification d’A.baumannii :

4.1. L’identification phénotypique

L’identification phénotypique au sein du genre Acinetobacter n’est pas toujours convaincante
quelle que soient les méthodes utiliseées car elles ne peuvent pas différencier les especes du genre
Acinetobacter . Les galeries biochimiques commercialisées APl 20NE,

(Figure 28) RapID NF ou encore les systemes automatisés Vitek 2 (Figure 29) utilisés dans la
plupart des laboratoires de microbiologie cliniques ne sont pas efficaces pour la la distinction des
especes du complexe A.calcoaceticus- A.baumannii qui sont de plus en plus difficiles a différencier
phénotypiquement [150]. En 2009, une étude irlandaise publiée a montré que 75% des souches
d'Acinetobacter étudiées ont été mal identifiées par Vitek 2.
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Dernierement, ces données ont été confirmés par une autre étude qui a établis une
identification correcte au rang d’espéce pour seulement 35.9% des Acinetobacter .En galerie Api
20NE ou pour les automates type Vitek 2 ( biomérieux), I’identification est facile pour toutes les
souches d’acinetobacter au rang du genre mais pas celui de 1’espeéce .En galérie Api 20 E (
Figure30 ) ,peu de caractéres positifs ( la positivité du glucose, du melibiose et de I’arabinose ) ,
majoritairement les tests biochimiques chez le genre Acinetobacter sont négatifs (nitrate réductase ,
LDC, ODC , H2S et I’indole ) ( Figure 34).

La spectrométrie de masse connue par Matrix assisted Laser Desorption lonization Time Of
Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) (Figure 31) est une technique protéomique apparue
il y a quelques années et utilisée pour I’identification rapide des bactéries dans les laboratoires de
microbiologie clinique. Cette méthode a pour principe I’identification des especes bactériennes par
analyse de leur composition en protéines notamment les protéines ribosomales et celles associées
aux membranes. Les protéines bactériennes préalablement ionisées sont séparées en fonction de leur
rapport masse/charge puis détectées selon leur temps de vol. Les résultats sont présentés sous forme
d’un spectre de masse. Celui-cCi est caractéristique de chaque espéce et comparé aux spectres d'une
base de données .Cette technique s’est avéré simple, rentable et rapide avec un haut pouvoir
discriminatoire et uniquement une faible quantité d’échantillon est utile. Au départ la détermination
des isolats par cette méthode étaient satisfaisante au genre mais inquiétante lors d’une identification
au sein de I’espéce.

La mise a jour des données Maldi Biotyper (Figure 32) avec les spéctres des nouvelles especes
a permis une trés bonne identification de toutes les espéces d’ Acinetobacter, surtout celle du
complexe A.calcoaceticus-A.baumannii. Malgré les obstacles rencontrés chez A.nosocomialis et
A.baumannii el raison de la similarité des spectres de ces especes et au manque de spectres
d’A.nosocomialis dans la base de données. Plus tard, plusieurs études ont visé a I’amélioration de
I’identification des especes du complexe sur cet automate. Ainsi, I’inclusion des spectres
d'A.nosocomialis et 1’optimisation des protocoles ont pu résoudre ces Probléemes d’identification
[151].

Figure 30. La galerie Api 20 E d’une souche de A.baumannii au niveau du CHU de

Tizi - ouzou (laboratoire de microbiologie)
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API 20NE

Negative

Positive

Figure 28. Schéma représentatif de la galerie API 20NE.

Figure 29. Schéma représentatif de ’automate Vitek 2
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Figure 31. Schéma représentatif de la spectrométrie de masse (MALDI -TOF MS)

Figure 32. Schema représentatif du Maldi Biotyper .
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4.2. ldentification génotypique (moléculaire)

L’utilisation des techniques génotypiques reste le meilleur moyen pour réparer 1’inexactitude
de la détermination phénotypique des especes du genre Acinetobacter. La méthode d'hybridation
ADN-ADN demeure la technique de base .Pourtant, elle est incohérente et disponible uniquement
dans certains laboratoires de référence .D’autres methodes moléculaires ont été développées et
employées pour le diagnostic des espéces d’Acinetobacter .Voici les principales techniques
moléculaires qui facilitent la différenciation des espéces d’Acinetobacter tels que Acinetobacter
baumannii.

4.2.1. Méthodes d’identification basées sur D’analyse de fragments d’ADN aprés
électrophorese

4.2.1.1. L’analyse des fragments de restriction de I’ADN ribosomique amplifi¢é (ARDRA)

Cette technique basée sur I’amplification d’un locus spécifique suivie d'une restriction
enzymatique et d'une séparation de fragments obtenus par migration sur gel d’électrophorese. Cette
méthode est validée et peut étre utilisée pour I’identification des Acinetobacter. Cing types
d’enzymes de restriction sont utilisées, Cfol, Alul, Mbol, Rsal et Mspl. Pour I’identification, les
profils obtenus sont comparés a une base de données englobant les profils connus pour les espéces
connues. Le gene le plus couramment étudié est celui qui code I’ADN ribosomal 16S. L’ARDRA
est une technique peu colteuse avec une bonne reproductibilité inter-laboratoires et facilement
utilisable. Néanmoins, elle peut s’avérer moins selective, et certains profils peuvent coincider avec
différentes especes d'Acinetobacter. Des variations intra-espéces peuvent étre notées.

4.2.1.2. Le polymorphisme de longueur des fragments amplifiés (AFLP)

L’ AFLP est une technique d’empreinte genétique, elle consiste a digérer 'ADN génomique par
deux enzymes de restriction, I’une a trés haute fréquence de coupure tel que EcoR| I’autre a faible
fréquence de coupure (Msel). Et puis, les adaptateurs oligonucléotidiques sont reliés aux fragments
de restriction. Une amplification sélective de ces fragments est établit avec des amorces spécifiques,
puis les amplicons sont séparés par migrations sur gel d’électrophorese. Cette méthode confirmée et
tres conforme a un bon pouvoir de discrimination avec une grande flexibilité. Elle permet également
I’identification des différentes espéces d’Acinetobacter notamment A.baumannii .Cependant, elle
nécessite du temps et des aptitudes techniques ainsi qu’une normalisation rude. D’un autre c6té, les
profils générés sont difficilement comparables entre les laboratoires car les profils dépendent du
mateériel choisis.
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4.2.1.3. Le Ribotypage

Le ribotypage détecte le polymorphisme génétique présent au sein des génes codants pour les
ARN ribosomaux (ARNr). L’ ADN est fragmenté par les enzymes de restriction telles que : Clal , Sall
et EcoRI, puis les fragments obtenus sont separés par électrophorése et transferés sur une membrane
par la technique de Southern-blot. Finalement, les morceaux d’ADN résultants sont hybridés grace a
des sondes marqueées (le digoxenin-11-UTP). Une fois générés, les ribotypes peuvent étre spécifiques
d'une espéce ou méme d'une souche bactérienne. La puissance de ce procéde est idéal pour
I’identification des Acinetobacter avec une bonne corrélation avec I’AFLP et ’ARDRA. Cette
technique a été automatisée et commercialisée sous le nom de RiboprinterTM et a été largement
utilisée dans plusieurs études elle est trés discriminante standardisée, reproductible et facilement
réalisable dans un laboratoire de microbiologie bien équipé.

4.2.2. Méthodes ciblant un géne spécifique
4.2.2.1. PCR ciblant le géne blaoxa-51-like

A.baumannii se caractérise par une oxacillinase intrinséque , chromosomique et codée par le
géne blaOXA-51 like , ce dernier n’assure pas la résistance aux carbapénemes sauf si il est associé a
la séquence d’insertion 1SAbal en amont . Ce géne peut étre détecté aussi bien par la réaction de
polymerisation en chaine ( PCR) traditionnelle que par la PCR en temps reel
(RT PCR).L’efficacité de cette méthode se résume dans sa fiabilité et sa simplicité, mais parfois , elle
peut présenter des limites vue la possibilité d’apparition de mutations dans ce géne ou sa présence
chez d’autres espéces d’Acinetobacter .

4.2.2.2. PCR ciblant le géne gyrB

Cette méthode a pour principal cible le géne gyrB qui code pour la sous unité béta de I’ADN
gyrase a été prise en considération lors de la différenciation des especes au sein du complexe
A.calcoaceticus-A.baumannii.De la, une technique dite PCR multiplex qui a pour principal objectif la
discrimination des espéces selon la longueur de I’amplicon. Suite a la PCR, les produits
d’amplification sont distingués selon leur taille aprés migration sur gel d’agarose. Selon une étude
menée par Higgins et al, ’absence d’amplification des souches cliniques hors le complexe
A.calcoaceticus-A.baumannii indique que cette PCR multiplex se specialise uniquement dans la
différentiation des souches du complexe A.calcoaceticus-A.baumannii.
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4.2.2.3. PCR ciblant les genes recA et I'espaceur intergénique ADNr 16S-23S

Les genes de type recA sont des genes de recombinaison qui codent pour les enzymes
responsables de la recombinaison homologue et joue également un réle dans la mutagénese SOS.
La recA protége A.baumannii agents endommageant 1I’ADN tels que: le bromure d’éthidium, les
oxydants chimiques et les rayons ultra-violets (UV) et joue un réle important dans la pathogénecité de
A.baumannii .La région située entre le gene codant la sous-unité 16S de celui codant la sous-unité
23S de I’ADN ribosomique est appelée espace intergénique. La méthode PCR ciblant les génes recA
et I’espaceur intergénique ADNr 16S-23S est une PCR de type multiplex qui emploie deux paires
d’amorces : une paire amplifiant un fragment de 208 Pb de la région ITS spécifique d’A.baumannii et
une autre paire qui se charge de I’amplification de la région de 425 Pb du recA afin d’identifier le
genre Acinetobacter , cette méthode est d’un usage trés limité car elle permet I’identification des
souches uniquement au sein du genre Acinetobacter .

4.3. Méthodes basées sur I’analyse d'une séquence d’ADN
4.3.1. Séquencage du géne de I’ADN ribosomal 16S

Le géne ADNr 16S est mondialement t présent chez les bactéries .Son séquengage permet
I’identification d’espéces lors de I’évaluation microbiologique de routine, il est habituellement
exploité dans les études taxonomiques et phylogénétiques. La détermination d’une espéce est effectuer
uniquement quand le pourcentage d’homologie a 1'échelon des séquences d’ADN codant pour I’ADNr
16S d’un groupe de souches dépasse 98,7%. Malgre sa bonne réputation, cette technique présente
également des limites. Une étude a rapporté qu’au sein du complexe Acinetobacter baumannii—
A.calcoaceticus, la ressemblance des séquences entre les especes non baumannii pouvait varier entre
98,9 et 99,0%, rendant ainsi leur discrimination délicate par cette technique. Dans une autre étude
similaire , Chan et al ont prouvé que cette méthode était incapable d’assurer une bonne distinction
entre les espéces au sein du genre Acinetobacter avec une valeur cut-off au-dela de 99%. Afin que
cette méthode d’identification soit plus sélectif, Vaneechoutte et De Baere ont suggéré de nouveaux
seuils d’identification : sur une longueur de 1300 pb, une similarit¢é minimum de 99.7 % doit étre
acquise pour déterminer I’identité de 1’espéce. Ces observations mettent en évidence que cette
approche n’est pas toujours suffisante pour I’identification de toutes les espéces d’ Acinetobacter.

4.2.3.2. Séquengage du géne rpoB

Le géne rpoB est un géne qui code pour la sous unité Béta de I'ARN polymérase, son séquencage
s’est avéré trés efficace pour I’identification des espéces du genre Acinetobacter. La Scola et al ont
démontré la présence de deux zones polymorphiques nommées 1 et 2 , de taille de 350 et 450 pb au
sein du géne, avec la présence de deux régions variables voisines a I'extrémité du gene, appelées zones
rplL-rpoB (301-310pb) et rpoB-rpoC (86-177pb) (Figure33) . Le séquencage de la zone 1 de 350 pb a
été suggéré comme un schéma rapide d’identification des isolats d’Acinetobacter spp. (Séquencage
partiel du gene rpoB). Ce fragment est le résultat d’une amplification par des amorces Ac696F et
Acl093R. Ensuite, la séquence nucléotidique obtenue est analysée sur le serveur NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) a I’aide du logiciel BlastN.
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En 2009. Le pouvoir discriminant de cette technique a été mis en évidence. En effet, la
similarité inter-especes des sequences de zone 1 au sein de complexe A.calcoaceticus-A.baumannii
varie de 88.3% a 96.9%, tandis que la similarité intra-espéces est situé entre 98.0% et 100% pour
A.baumannii. Par ailleurs, cette méthode moléculaire garantit une identification précise et rapide, a
condition de disposer d’un séquenceur. Mais parfois, cette technique n’est pas suffisante pour
identifier quelques espéces inhabituelles qui se propagent en dehors des hépitaux.

AcintLBF ACO96F AcintBCF ]'
—

301-310 bp 350 bp 450 bp 86-177 bp

—— . —_— . e —— q—
Acintl, BR Zone | Acl093R Zone 2 Ac1S98R AcintBCR

Figure 33. Représentation graphique des zones conservées et hypervariables du géne
rpoB.

4.2.3.3. Séquencage de I'espaceur intergénique 16S-23S de I’ ADN ribosomal

La région séparant le gene codant la sous-unité 16S de celui codant la sous-unité 23S de I’ARN
ribosomique est une région instable, sa taille dépend de 1’espéce bactérienne considérée. La
variabilité de la taille est trés minime au sein d’'une méme espéce bactérienne, mais augmente lors
d’une comparaison des différentes especes appartenant au méme genre.

L’analyse de ces séquences intergénique permet de discriminer les différents membres
appartenant au complexe Acinetobacter baumannii - A.calcoaceticus. Le principe repose sur
I’amplification par PCR de la région intergénique et de ses régions flanquantes a 1’aide des amorces
universelles 1512F (5’-GTCGTAACAAGGTAGCCGTA-3)

et 6R (5’- GGGTTYCCCCRTTCRGAAAT -3’ou Y est C ou T, et R est A ou G), suivi d’un
séquencage pour spécifier la séquence nucléotidique et sa longueur. Grace a sa fiabilité et sa
rapidité, cette méthode parvient a discriminer les espéces du complexe Acinetobacter baumannii —
A.calcoaceticus , sous condition qu’un séquenceur soit disponible au sein du laboratoire.
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Tableau 7. Les principales techniques utilisées pour le typage d'A.baumannii .

Technigque de Structure génétique Etapes principales Avantages Inconvénients Application
iypage ciblée
d'un d adeB - analyse des séquences - adeB Rapide, facile Pauvair discriminart limité, doit ére Uhtile pour ke typage préliminaire surtout
| géne / Single i rpall, (ESD ph), ool : (350 ou 450 ph), recA. couplé & d"autres méthodes e lirccs. 51400 (attribution des isolats
loeus sequence recA, Blan s ) (336 pbi), Bitcoce 1 aux clones mternationales)
typing (SLST)
R de trois Paly ded Analyse des séquences - ampA (686 Rapide, facile, disponibalng Pouvoir discriminant limaé Etusde des populations
genes | three bocus génes {pmpA, ok, b, courk: (449 phl, Bacss . (693 pb) d'une base de données
sequEnce typing Bl s o) ou urse PCR mubtiplexi Electranique
(BLST)
MLET schima de Palymamphisme dars les Analyse des séquences internes de 7 Portable, reproductible, han Labarieuse, coieuse, difficulté de Méthode de chaix (gold standard) pour
Bariual séquences de 7 gimes de  génes suivanis (gitd, gy, gahl, recd, powrvoar discriminant pour différencier o bes éhades o épidéms lobale et les
ménage cpntil, gpi, rpall) identifier les clones, lsées strusctures des papulations
dispanibilité d"une base de
e .
MLET schéma de Palymamphisme dars bes Analyse des séquences internes de 7 Portable, reproductible, han Labarieuse, coieuse, difficulté de Méthode de chaix (godd standard) pour
Pasteur séquences de 7 génes de  génes suvanks (cpwbid, fiusd, glid, per(s, pourvoar discriminant pour differencier entre souches étrmitement ks éhades d"épidéminkagee globale et les
ménage recd, rpll rpel) idemtifier les clones, lséees stractures des papualations
dispansbilité d"une base de
dannées dectromique
ECP/ PFGE Genome complet Coupure de I'ADN par d de Pauvair discrininan trés Laborieuse, difficubié de typer certames  Meéthode de référence (gold standard)
restriction (ex : Apal) suivie d"une impartant souches, mangué de reproductibilitt  pour bes éudes d"épidémies bocales dans
migration sur un gel d'Eectrophorése en mier-labaraimires un miervalle de temps bien déterming
champs pulsé
AFLF Génome complet Restriction de I'ADM avec deux Borme réisshution |espéces,

enzymies (Msel &t EcaRl) suivie d'une
ligation dadhpiateurs, d'une
amplification sdective, ot dune
migration sur gel d'éectrophorise

clones souches), pouvoir
discramyinant iris éleve,

Lahariewse, codteuse, mangue de

Outil important pour les éudes

[FL i et les études
d"epadémaiologie mol écubyires bocales et
i grande échelle

Technigue de Structure génétique Etapes principales Avaniages Inconvénients Application
Tvpage ciblée
Ributypage ADN Restriction ique suvie d une Reproductible Pouvoir di Timste sfication du complexe Ach, études
Southern blot et hybridation des sondes des populations
RAFD émome complet PCR. aver des amarces arbstraires survie Rapide, facile, pouvosr Mancque de reproductibilité Outil de screening i une echelle [ocale
d'une migration sur gel discrimiram acceptable
dElectrophonise
REF-FCR Regicns siparant les PCR avec des amorces exlernes Rapide, facile, r iéencasde  Elsdes épidemiologiques locales ot &
& Epides au é ires aux sé (Diversilab) pouvoir systéme manuel, cout eve grande échelle
nivean dus génome répétées suivie d'm gel discrimirant élevé,
d"électropherése
MLVA Mambre de repétitions  Amplification de VNTER suivie d'un ged Partable, reproductible, Evolution rpsde de certams ki Typage des souches éroitement
d'une séquence d'ADN d"électropherése pouvair discreminant éleve, e, ctuesepie iques d
sur plasiers loci dispanibilité d'une base de large échelle, éude des populations
(VNTR) données dectronique
PCR-ESIMS Polymomphsme m “Amplification de plusieurs ocus suivie | Rapede, parable, automafisée | Coulewse, 0 est il dans les des esplces, genotypage
niveau de b génes de d'une chtention des spectres par ESl- (plexIDT™; Abbott Molecular, Iaberatoires ¢lmigues el études des populstions
meénage M5 L, USA)
MALD-TOF M5 Protéanes ribosomales Acquisition des spectres de masse et Rapide, facile Pauvair discriminant discutahle Identification et typage
comstruction d°un dendrogramme
CRISPR typing Chustered regulardy Amplsfication o séquencage de systéme Rapide, facile Pouvair disciminant discutable ldentification des suh clones,
imterspaced shart CRISPR {Attribution d'un CST) complémentaire au MLST
palindromic repeats
WGs Polymorpheme m Sequencage complet du genome wivi Rapide, techniques Coiteuse, acces difhcile & cetie Amalyse de toules Jes miormations
miveaw du géncme de pEnomigue comparative ammatisées technique dans les bbocatoires d= pénétiques présentes dans le pémome,

complet

69

roustime, anakyse difficile des séquences

(micessitg des outils binin formatiques
parfois compliqué)

étsdes epidémialogigues fines, locales
et & grande échelle



Synthese bibliographique Chapitre I
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Figure 34. Schéma récapitulatif de la stratégie d’identification d’Acinetobacter baumannii in vitro [152].

5. Résultats et discussion

5.1. Présentation des résultats

5.1.1. Expérience réalisée au niveau de I’hopital militaire de MOHAMMED V au Maroc
(2006-2011)

Une étude de six ans ( 2006-2011) a été réalisée sur 81 patients hospitalisés au niveau des
services de réanimation , cela en isolant 110 souches d’A.baumannii extraites de divers
prélevements : hémocultures (30souches), cathéters (30 souches), pus (15 souches), pulmonaires (14
souches), urinaires (14 souches), et liquides céphalo-rachidiens (7 souches) afin d’étudier
I’évolution de la résistance chez A.baumannii aux différentes familles d’antibiotiques .

Les proportions de résistance totale chez A. baumannii aux différents antibiotiques sont de 96%
a la pipéracilline, 95% a la ticarcilline, 93% a la ciprofloxacine, 92% a la ticarcilline + Acide
clavulanique, 90% a la gentamicine, 88% a la céfipime, 87% a la céfpirome, 84% a la céftazidime,
81% a la pipéracilline + tazobactam, 80% a 1’amikacine, 76% a la tobramycine, 74% a I’imipénéme,
70% a la cotrimoxazole, 64% a la nétilmicine, 24% a la rifampicine, et une sensibilité totale a la
colistine (tableau 8).
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Tableau 8. Fréquence de la résistance d’A. baumannii aux antibiotiques, au service de
réanimation-microbiologie de 1’hdpital militaire d’instruction de Rabat entre 2006 et 2011.

R S I

T1C 103 95.00% 8] 5.00% 0 0.00%%
TCC 83 92.00%% 7 8.00% a0 0.00%%

PRL o7 96.00% 4 4.00%% 0 0.00%%
TZP 86 81.00%% 12 11.00%| 8 8.00%
FEP 60 88.00%% 3 5.00% 5 7.00%%
CPO 58 87.00%% 4 6.00% 5 7.00%
CAZ 90 84.00% O 6.00% 11 10.00%%
IPM 78 74.00% 23 22.00% 5 4.00%%
GN 94 90.00% 10 10.00% 0 0.00%
TOB 80 76.00% 25 24.00% a 0.00%%
AKA 80 80.00%% 20 20.00% ] 0.00%
NET 62 64.00%% 25 26.00% 10 10.00%
CIP g9 93.00%% 7 7.00% a0 0.00%%
RD 22 24.00%% 57 62.00% 13 14.00%
CT o 0.00% 83 100.00% ] 0.00%
SXT 64 70.00% 27 30.00% 0 0.00%

Les résultats ont été traduits en Histogramme qui représente les valeurs en pourcentages de
résistance d’A. baumannii aux antibiotiques (Figure 35).

T T T T T T
IPRMI GM TOB AEA MNET

Figure 35 . Fréquence de résistance d’A. baumannii aux antibiotiques, au service de
réanimation-microbiologie de I’hopital militaire d’instruction de Rabat entre 2006 et 2011.
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D’aprés les résultats précédents (tableau 8 et figure 35) , ils ont déduit que la totalité des
souches d’A.baumannii isolées des différents types des prélévements présentaient une sensibilité

particuliére envers la colistine (Tableau 9).

Tableau 9 . Profil de sensibilité d’A. baumannii a la colistine selon la nature des

8lev , au Servi danimation-microbiologie de I’hdpital militaire d’instruction de
rélevements, au service de réanimation biologie de I’hdpital militaire d’instruction d

Rabat entre 2006 et 2011.

COLISTINE

R 5 I
HEMOCULTURE 0.00% 100.,00% 0.00%
KT 0.00% 100.00%% 0.00%
PUS 0.00% 100.00% 0.00%%
PULMONAITRES 0.00% 100.,00%% 0.00%
URINAIRES 0.00% 100.00%% 0.00%
LCR 0.00% 100.,00% 0.00%
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Les résultats ont été traduits en Histogramme qui représente les valeurs en pourcentages de
sensibilité d’A. baumannii a la colistine selon la nature des prélevements (Figure 36).

100,009
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70,00%
50,00%
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,009 -
10,00% -
- T T T T T
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0,00% -
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Figure 36 . Profil de sensibilité d’4. baumannii a la colistine selon la nature des
prélévements, au service de réanimation-microbiologie de 1’hopital militaire
d’instruction de Rabat entre 2006 et 2011.

o
5
&

5.1.2. Expérience réalisée au niveau du CHU de Tlemcen en Algérie (2012-2013)

Durant une période qui s’étend de 2012 a 2013, 83 prélévements ont été réalisés au niveau de deux
services du CHU de Tlemcen : le service de médecine interne et celui de traumatologie, ayant porté sur
40 patients au cours de leur hospitalisation (sondes urinaires , plaies, cathéters) . Toutes les souches
d’A.baumannii ont été mises en contacte avec 11 molécules d’antibiotiques faisant partie de quatre
familles différents : six Béta-lactmines , trois aminosides , une quinolone et une colistine .

= Traumatologie

Médecine interne

Figure 37. Pourcentage de résistance d’A.baumannii aux Béta-lactamines au niveau de deux
services
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L’analyse du comportement de chaque souche vis-a-vis aux Béta-lactamines testées nous a
permis de distinguer trois phénotypes: phénotype multi-résistant y compris a I’imipenéme
(18.18%) , phénotype sensible (36.36%) , phénotype sensible excepté a I’'imipenéme (45.45%)

( Figure 38).

B sauvage

Multirésistant (IPM
sensible)

Multirésistant

Figure 38. Repartition des phénotypes de resistance des souches d’A.baumannii.

Figure 39. Pourcentage de résistance d’A.baumannii aux autres classes d’antibiotiques.
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5.1.3. Expérience réalisée au niveau du CHU de Ben-badis de Constantine au service de
bactériologie en 2015

Différents prélevements ont été réalisées sur 105 malades (67 hommes et 38 femmes) au sein
de différents services du CHU de Constantine : sondes urinaires, hémoculture, cathéters vasculaires

et LCR. Ce travail a pour but d’étudier la sensibilité¢ d’A.baumannii aux familles d’antibiotiques
(Tableau 10).

Tableau 10. Antibiotiques testés pour la souche d’Acinetobacter baumannii.

x s
Famille d’ATB | N° Disque d. ATB Abreviations Charges (ng)
testés
01 Aztréonam ATM 30
02 Céfépime FEP 30
03 Ceftazidime CAZ 30
Beta-lactamines 04 Imipénéme IMP 10
06 Piperacilline PIP 100
07 Ticarcilline TIC 75
Fluoroquinolones 08 Ciprofloxacine CIp 5
. Triméthoprime - -
Sulfamides 09 A . SXT 1.25/23.75
sulfaméthoxazole
Aminosides 10 Topramycine TOB 10
Aminoglycesides 11 Gentamicine GEN 10
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Les profils de résistance déterminés montrent que la souche d’Acinetobacter baumannii présente
différentes comportements vis-a-vis les ATB testés (tableau 11)

Tableau 11 . La résistance de la souche d’A.baumannii aux antibiotiques testés.

Famille d*ATB Abreéviation phénotvpe
ATM R
FEP R
CAZ R
Beéta-lactamines
IMP R
PIP R
TIC
Fluoroquinolones CIP R
Aminoglycosides GEN R
. I
Sulfamides ST
\ . I
Aminosides TOB
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5.1.4. Expérience réalisée au niveau du CHU de Téhéran, Iran en 2019

Un isolement de 84 souches non répétitives d 'A.baumannii a été effectué sur des malades
souffrants de brilures dans le CHU de Téheran en 2019. Tous les patients présentaient des
infections de plaies graves qui ont évolué vers une septicémie, une uroinfection ou une pneumonie.
Différents antibiotiques ont été mis en contacte avec toutes les souches de A.baumannii, les 84
isolats d’A.baumannii présentaient une multi-résistance a la quasi-totalité des antibiotiques, tandis
que la polymyxine B et la colistine étaient les antibiotiques les plus efficaces (Figure 40).

mResistance  mIntermediate Susceptible

Figure 40. Profil de sensibilité dans 84 isolats d'A.baumannii chez les malades souffrants de brilures.

5.1.5. Expérience réalisée au niveau du CHU de Téhéran, Iran (2019-2020)

Dans cette étude, 60 isolats d 'A.baumannii ont été prélevés auprés de patients dans plusieurs
hépitaux de Téhéran a partir de 100 échantillons différents comprenant du sang, de l'urine, des
cultures de plaies, des sécrétions respiratoires, des cathéters et du LCR au cours de ’année 2019-
2020. Cette etude a pour but de déterminer la sensibilité aux antibiotiques dans des essais cliniques
d'A.baumannii collectés dans plusieurs hépitaux de Téhéran (Tableaul?).
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Tableau 12. Profil de résistance aux antibiotiques des isolats d’A.baumannii.

Chapitre I

Antibiotique Résistant N (%) Intermédiaire N (%) N sensible (%)
Pipéracilline 60(100) 0o ()
Ceftazidime 59(%4) 1(L6) 0()
Amikacine 58 (%) 00 1034
Tétracycline 55(916) 2(34) i)
Ampiciline-Sulbactame 39(650) 2034) 15318
Meéropénem B34 1(L6) 103
Ciprofloxacine 37(6L6) 160) 0N[4
Imipénem 30600 0 30(00)
Gentamicine 29 (484) 00 QL8

o
o=
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Figure 41. Evolution du taux de résistance aux différents antibiotiques chez A.baumannii

entre 2016 - 2019 en Chine.
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5.2. Discussion des résultats

Depuis 1980, une eévolution significative de la résistance d’A.baumannii vis-a-vis des
différentes familles d’antibiotiques: les béta-lactamines a large spectre, les aminosides et les
fluoroquinolones [153]. L’¢étude réalisée au niveau de I’hopital militaire de MOHAMMED YV entre
2006 et 2011 a indiqué une multirésistance d’A.baumannii aux différents antibiotiques, la
pipéracilline demeure la molécule la moins active sur les isolats d’A.baumannii avec une résistance
de 96%,suivie par la ticarcilline, puis la ciprofloxacine, la ticarcilline-acide clavulanique, la
gentamycine, la céfépime, la céfpirome, la céftazidime, la pipéracilline-tazobactam, I’amikacine, la
tobramycine, I’imipénéme, la cotrimoxazole, la nétilmicine et la rifampicine respectivement avec
les pourcentages : 95%, 93%, 92%, 90%, 88%, 87%, 84%, 81%, 80%, 76%, 74%, 70%, 64% et
24%, avec une sensibilité totale a la colistine et partielle pour la rifampicine et la nétilmicine, cela
indique que ces trois derniéres molécules restent les molécules les plus efficaces sur 1I’A.baumannii
(Figure 35, 36).

Les résultats d’antibiogramme obtenus au niveau du CHU de Tlemcen (2012-2013) ont indiqué
une différence de taux de résistance au sein de deux services : traumatologie et médecine interne.
Cependant, le taux de résistance a la plupart des antibiotiques est plus important au niveau du
service de traumatologie on comparaison avec la médecine interne. Dans cette étude une résistance
totale a la cephalosporine de troisieme genération (céftazidime) (100%) a été enregistre chez la
totalité des souches d’A.baumannii, dépasse celui d'une étude marocaine (Rabat 2006-2011) qui est
de 16% et 92,7% d'une étude tunisienne. Le mécanisme de résistance a cette classe d'antibiotique
correspond principalement a. I'hyperproduction d'une céphalosporinase AmpC. La résistance aux
carbapénémes s’est élevée brutalement ces derniéres années, cela revient a I’usage abusif et non
controlé de cette classe dans les services d’hospitalisation. Concernant I'imipénéme, sa résistance
est faible (18,18%) face a 1’étude effectuée au sein 1’hopital militaire de MOHAMMED V (74%).
Le mécanisme enzymatique de résistance a l'imipénéme pourrait étre lié aux deux enzymes a
activité carbapénemase (Figure 37). Les aminosides et les fluoroquinolones sont actuellement peu
employés pour le traitement des infections nosocomiales a A. baumannii. La résistance a la
gentamicine et tobramycine est représentée par un pourcentage del100%, cette résistance €levée est
presque identique a celle enregistrée au niveau du CHU de Rabat avec une légére diminution de
10% et 24% respectivement. Dans cette étude, la ciprofloxacine dépasse les 50%, comparée a celle
menée en 2006-2011 au Maroc qui de 93%. A.baumannii garde encore sa sensibilité in vitro a la
colistine (Figure 39).

L’expeérience réalisée au niveau du CHU de Ben-badis de Constantine en 2015 a montré que la
souche A.baumannii se caractérise par une résistance importante aux Béta-lactamines, aux
fluoroquinolone et aux aminoglycosides et indique une résistance intermédiaire aux sulfamides et
aux aminosides (Tableau 11).
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Lors d’une étude récente réalisée au niveau du CHU de Téhéran en 2019, il a été prouveé que les
isolats d' A. baumannii représentent une résistance complete a la tétracycline (100%) et tres élevée
a la ciprofloxacine (97%), la lévofloxacine ( 98% ) et I’ampicillin( 95.2% ), par contre la
polymyxine B ( 0% ), la colistine ( 3.5% ), Iimipénéme ( 30.9%) et méropénéme (23.8 %)
représentent les plus faibles taux de résistance, par conséquent ils peuvent étre considérés comme
des médicaments efficaces pour le traitement des infections a A.baumannii. Les résultats ont
également montré un taux de résistance remarquable aux céphalosporines, la tigécycline (33.3%) et
la gentamicine (64.2%) (Figure 40).

De nombreuses recherches ont prouvé que Acinetobacter baumannii est résistante a la plupart
des béta-lactamines et des quinolones, alors que sa résistance aux aminosides augmente
progressivement. Durant la période 2012-2013, A.baumannii était totalement résistante a la
gentamicine, mais dans cette étude accomplis en Iran (2019-2020), la gentamicine (48,4 %) et
I'imipenéme (50 %) demeurent les molécules les plus efficaces pour le traitement des infections a
A.baumannii. La résistance la plus accru était a la pipéracilline (100 %), ceftazidime (98,4 %),
I'amikacine (96,6 %) et a la tétracycline (91,6 %) comme 1’on déja indiqués les études précédentes
(Tableau 12). L'un des mécanismes que cette bactérie utilise pour resister a divers antibiotiques est
l'utilisation de pompes a efflux. Grace a cette derniéere, A.baumannii peut diriger les antibiotiques
vers l'extérieur et empécher les antibiotiques d'affecter les bacteries.

Les systémes de surveillance de CHINET en Chine (www.chinets.com) ont démontré que le
taux de résistance d’A.baumannii a I'imipéneme et le méropéneme ont augmenté de 32,9% a 71,7%
et de 41,3% a 78,1%, respectivement et cela était de 2005 a 2018 [154,155]. En 2021, I’étude
menée en Chine a indiqué que les proportions de résistance d’A.baumannii pour I'imipénéme et le
méropéneme étaient respectivement de 91,5% et 93,6%, donc supérieure deux fois plus que les
données de surveillance en 2005 et plus de 10% plus élevées qu'en 2018. En outre, le taux de
résistance de A.baumannii au méropéneme est légerement supérieur a celui de l'imipénéme.En
revanche, le taux de résistance a la tigécycline est minime (7,4 %) et tous les isolats présentaient un
phénotype sensible a la colistine.Les taux de résistance de ces deux médicaments étaient bien
inférieurs a ceux des carbapénemes et des autres antibiotiques testés dans la présente étude (Figure
41). De plus, en raison de ces faibles taux de résistance, la tigécycline peut servir dagent
thérapeutique préféré pour contréler les infections a CRAB.

D’aprés la derniére étude réalisée en 2019 et publiée en 2021, A.baumannii a montré une
sensibilité totale envers la colistine, cela prouve que cette derniere reste la molécule la plus efficace
lors du traitement des infections a A.baumannii d’un c6té. D’un autre cOté, la colistine est moins
utilisée en thérapie hospitaliére vu ses effets secondaires de néphrotoxicité et de neurotoxicite.
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Conclusion

A.baumannii préserve une place trés importante en pathologie hospitaliére vu sa grande
capacité a coloniser et persister dans les différents services d’hospitalisation, sa fréquence
croissante, son potentiel pathogéne ainsi que son aptitude a développer progressivement de
multiples mécanismes de résistance aux antibiotiques. Malgré la faible virulence de cet agent
pathogéne, A.baumannii est responsable d’une variété d’infections nosocomiales en
particulier au niveau des unités de soins intensifs .

D’apres les résultats évoqués précédemment, on a pu constater une énorme propagation
de ce germe dans les différents coins du monde tel que : le Maroc, 1’Algérie, la France et la
chine. Cela prouve que A.baumannii est caractérisée par sa compétence de développer divers
mécanismes de résistances pour les majorités des antibiotiques disponibles avec des
fréquences tres élevées et qui se rapprochent annuellement 1’une de 1’autre. En revanche, la
colistine demeure 1’une des molécules les plus efficaces pour le traitement des infections a
A.baumannii puisque cette bactérie n’a pas encore pu acquérir un systéme de résistance idéal
a la colistine donc la frequence de cette derniére est restée nulle et stable tout au long de ce
chemin scientifique. Dans le futur, les solutions a ces problémes de résistance ne concerne pas
seulement la recherche de molécules actives sur cette bactérie, mais également la prévention
contre I’émergence de ce pathogéne menacant la plancte.
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Résumé

Résumé

Acinetobacter baumannii est un pathogéne bactérien opportuniste, multirésistant et invasif.
Ce germe est un coccobacille @ Gram négatif, aérobie, pléomorphe, non sporulé et immobile
souvent lié aux infections nosocomiales notamment chez les personnes immunodéprimeées en
particulier celles soumises a une hospitalisation de longue durée (> 90 jours). Grace a sa
propagation rapide, il a été démontré qu’il colonisait la peau et qu’il était isolé en grand nombre
depuis les sécrétions oropharyngées et respiratoires des individus infectés pouvant conduire a de
graves pneumonies, méningites, bactériémies, infections des voies urinaires, et peut méme aller a
d’autres complications sanitaires telles que les septicémies. Afin de controler 1’épidémiologie
d’A.baumannii dans le systéme de santé moderne, une maitrise des infections liées a cette bactérie
nécessite une bonne connaissance de la pathogénese et des mécanismes de résistances, parmis les
facteurs de virulences qui contribuent a cette pathogénie, y compris les porines, les polysaccharides
capsulaires, les lipopolysaccharides, les vésicules de la membrane externe, la production de
biofilms ainsi que les systémes d’acquisition de métaux et les systemes de sécrétions de protéines.
Parallelement, A.baumannii a pu acquérir divers mecanismes de résistances complexes en lui
conférant un pheénotype multirésistant a la majorité des antibiotiques, y compris 1’acquisition de
lactamases, les changements de pompe a efflux, d’imperméabilité et de mutations cibles
d’antibiotiques.

Ce travail a pour objectif d’étudier le progres des degrés de résistance d” A.baumannii pour les
familles d’antibiotiques les plus utilisées en milieux hospitalier en effectuant un compte rendu
comparatif des données scientifiques enregistrées entre 2006 et 2020 dans I’intension de
sélectionner les molécules actives sur ce pathogene. D’aprés les résultats discutés au préalable,
A.baumannii a connu une croissance rapide d’antibiorésistance dans divers pays, principalement
envers : les béta-lactamines , les quinolones et les aminosides a 1’exception de la colistine qui a
conserver son efficacité totale pour vaincre cette bactérie . Par conséquent, la résistance de ces
souches isolées représente de nos jours une menace pour la santé publique et généralement conduit
les cliniciens vers des impasses thérapeutiques et épidémiologique, d'ou la nécessité de la mise en
place d'un systéeme de surveillance de I'environnement microbien des établissements de santé et
I’application stricte des mesures d'hygiéne.

Mots clés : A .baumannii, antibiorésistance , infections nosocomiales , phénotype
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Résumé

Abstract

Acinetobacter baumannii is an opportunistic, multi-resistant and invasive bacterial pathogen.
This germ is a Gram-negative, aerobic, pleomorphic, non-sporulated and immobile coccobacillus
often linked to nosocomial infections, particularly in immunocompromised people, in particular
those subject to long-term hospitalization (> 90 days). Thanks to its rapid spread, it has been shown
to colonize the skin and to be isolated in large numbers from the oropharyngeal and respiratory
secretions of infected individuals which can lead to severe pneumonia, meningitis, bacteremia,
urinary tract infections, and can even go on to other health complications such as sepsis. In order to
control the epidemiology of A.baumannii in the modern health system, controlling infections linked
to this bacterium requires a good knowledge of the pathogenesis and resistance mechanisms, among
the virulence factors that contribute to this pathogenesis, y include porins, capsular polysaccharides,
lipopolysaccharides, outer membrane vesicles, biofilm production as well as metal acquisition
systems and protein secretion systems. At the same time, A.baumannii was able to acquire various
complex resistance mechanisms by conferring on it a phenotype multi-resistant to the majority of
antibiotics, including the acquisition of lactamases, changes in efflux pump, impermeability and
target mutations of antibiotics.

This work aims to study the progress of the resistance levels of A.baumannii for the families of
antibiotics most used in hospitals by carrying out a comparative report of the scientific data
recorded between 2006 and 2020 in the intension of select the molecules active on this pathogen.
According to the results discussed previously, A.baumannii has experienced a rapid growth in
antibiotic resistance in various countries, mainly towards: beta-lactams, quinolones and
aminoglycosides with the exception of colistin which has retained its total effectiveness. to defeat
this bacteria. Consequently, the resistance of these isolated strains nowadays represents a threat to
public health and generally leads clinicians towards therapeutic and epidemiological dead ends,
hence the need for the establishment of a surveillance system. microbial environment of health
facilities and the strict application of hygiene measures.

key words :Acinetobacter baumannii , antibiotic resistance, nosocomial infections, phenotype.
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