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Résumé

Les bacilles @ Gram négatif non fermentants (BGNnF) sont des pathogenes opportunistes
responsables essentiellement d’infection nosocomiales. Ces bactéries manifestent vis-a-vis
des antibiotiques un pouvoir d’adaptation de plus en plus grand qui aboutit a des problémes
thérapeutiques souvent aigus.

Des souches d’Acinetobacter baumanni ont été isolées, entre Mars et Mai 2015, a partir des
différents services au niveau du CHU de Constantine. L’étude de la sensibilité in vitro de ces
germes vis-a-vis de dix antibiotiques différents dont six S-lactamines, un aminoside, un
fluoroquinolone, un aminoglycoside et un sulfamide par la méthode des disques selon les
normes du CA-SFM, a révélé I’émergence de souches Acinetobacter baumannii
multirésistantes aux antibiotiques testés.

L’ensemble des travaux et les résultats obtenus de notre partie pratique a permis de confirmer
les données théoriques sur la multirésistance des souches d’Acinetobacter baumanni.

Mots clés : BGNNnF ; Acinetobacter baumannii; résistance aux antibiotiques; p-lactamines;

multirésistance.



Abstract

The bacilli non-fermenting Gram-negative are opportunistic pathogens responsible for
nosocomial infection mainly. These bacteria occur vis-a-vis an antibiotic increasingly great
adaptation power often leads to acute therapeutic problems.

Acinetobacter Baumanni strains were isolated, between March and May 2015, from different
departments at the University Hospital of Constantine. The study in vitro susceptibility of
these germs vis-a-vis 10 molecules of antibiotics including 6 pB-lactams, 1aminoglycosides, 1
fluoroquinolone, 1 aminoside et 1 sulfonamide by the Disk method standards CA- SFM has
revealed the emergence of Acinetobacter baumannii resistant to multiple antibiotics tested.
All the work and results of our practical part confirmed the theoretical data on multidrug
resistance of Acinetobacter baumanni.

Key words : Acinetobacter baumannii; antibiotics resistance; B-lactams; multidrug resistance.



Introduction

A la fin du XIX e siecle, les travaux de grands microbiologistes comme Pasteur et
Koch ont changé 1’approche du traitement des maladies infectieuses, en peu de temps, le
développement et l'utilisation d'agents antimicrobiens comme les sulfamides (dans les années
1930) et la pénicilline (vers la fin des années 1940) ont remplacé I'utilisation thérapeutique de
composés beaucoup plus toxiques comme le mercure. Par la suite, de nombreux antibiotiques
ont été découverts ou synthétisés permettant de traiter des maladies autrefois mortelles
(Merad, 2014).

Les problémes liés a I’émergence des bactéries résistantes aux antibiotiques, ainsi qu’a
leur dissémination, constituent des préoccupations apparues peu apres la premiére utilisation
thérapeutique des antibiotiques. Du fait de I’évolution des systémes de soins, nous avons
progressivement assisté a 1’apparition deS bactéries multirésistantes (BMR). L’espéce
A.baumannii apparait comme 1’un des pathogénes les plus problématiques. C’est une bactérie
opportuniste multirésistante responsable d’un nombre croissant d’infections nosocomiales et
souvent mortelles notamment les pneumopathies dans les services de réanimation. Les
patients les plus fragiles sont généralement les cibles de ce pathogéne (Decré, 2012).

L’existence de souches résistantes a tous les antibiotiques utilisés en thérapeutique
humaine place A. baumannii parmi les organismes qui menacent I’arsenal thérapeutique
actuel. La vitesse avec laquelle les genes de résistance sont apparus dans les souches cliniques
s'est avérée fulgurante d'un point de vue évolutif. L'apparition fréquente, en moins de 50 ans,
d'une variété tres grande de génes de résistance suggérait alors leur acquisition via un
réservoir de genes préexistants (Recchia et al., 1997).

Les bactéries du genre Acinetobacter sont marquées par une évolution
impressionnante de la résistance aux antibiotiques en termes de rapidité et de diversité des
mécanismes et de matériels génétiques mis en jeu. Les carbapénemes ont été longtemps
considérées comme le traitement de choix des infections & Acinetobacter, et aujourd’hui
’utilité clinique de cette classe est menacé par 1’émergence de résistance favorisée par son
utilisation de plus en plus importante (Delbos, 2012).

Cependant elle était alors extrémement limitée géographiquement, essentiellement au
Japon et due a un type particulier de carbapénémase (enzymes ayant une forte activite
d’hydrolyse des carbapénémes) : une métallo-p-lactamase (MBL) de type IMP (Walsh et al.,
2005). Puis, progressivement, I’impact clinique et la diversité des carbapénémases se sont

accrus considerablement pour devenir significatifs au milieu des années 2000. Elles



constituent désormais une préoccupation majeure de santé publique (Nordmann, 2010).
L’explosion de ces résistances et 1’émergence de bactéries multirésistantes constituent un
probléme qui touche le milieu hospitalier au niveau mondial.

Notre étude porte sur la caractérisation et I’identification des bactéries nosocomiales
de type acinetobacter, la mise en évidence des caractéres sensibilité et résistance aux
antibiotiques des souches trouves et une analyse bibliographique basée sur la génétique de

cette espéce.



PREMIERE PARTIE

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE



Chapitre | : Les Acinetobacter

1/ Historigue

L’histoire du genre Acinetobacter a débuté en 1911 avec la découverte par le
microbiologiste Néerlandais Beijerinck d’un microorganisme dénommé Micrococcus calco-
aceticus a partir de prelevement de sol (Beijerinck, 1911). En 1948, Schraub et Hauber
redécouvrent cette bactérie et ils proposent le nom de Bacterium unitratum qui sera ensuite
changé en Moraxella lwoffii var. glucidolytica puis en Moraxella glucidolytica.

En 1953, Brissou transfere cette espece dans le genre Achromobacter avec la
nomenclature Achromobacter anitratum.

En 1954, Brissou et Prévot proposent le genre Acinetobacter pour des
achromobactéries de la tribu des Achromobactereae immobiles, parfois capsulées, aérobies
ou aero-anaérobies, cultivant facilement sur les milieux ordinaires et donnants frequemment
des formes courtes et coccoides.

En 1961, dans son traité de systématique bactérienne Prévot décrit 18 espéces.

En 1968, une étude de taxonomie numérique réalisée par Baumann et al, montre que
les souches oxydase négative constituent un unique genre et ces auteurs restreignent le genre

Acinetobacter aux seules souches oxydase négative (Euzebu, 2003).

2/ ldentification et position taxonomique

Le genre Acinetobacter est actuellement défini comme appartenant a la famille des
Moraxellaceaes au sein de 1’ordre Pseudomonadales et qui regroupe les genres Moraxella,

Acinetobacter et Psychrobacter (tableau 1) (Rossau et al., 1991).

Une avancée majeure dans 1’histoire du genre Acinetobacter a été réalisée en 1986
grace aux techniques d’hybridation ADN/ADN de Bouvet et Grimont qui est parvenus a
distinguer 12 especes génomiques, certaines étant clairement dénommées comme
Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter haemolyticus,

Acinetobacter johnsonii, Acinetobacter junii et Acinetobacter Iwoffii (Dortet, 2006).



Tableau 1: Classification d’Acinetobacter

Régne Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Moraxellaceae

Genre Acinetobacter

3/ Morphologie, métabolisme et habitat

Les bactéries du genre Acinetobacter sont des gamma-protéobactéries, bacilles ou
coccobacilles a Gram négatif, aérobies strictes, oxydase négative, catalase positive, immobiles
et non-fermentants (Jans et al., 2004).

Elles ne produisent pas de spores et apparaissent au microscope sous la forme de
courts bacilles ou de cocci (en phase stationnaire). Leur contenu ADN en G+C est compris
entre 39 et 47% (Peleg et al., 2008).

Les bactéries appartenant au genre Acinetobacter sont souvent considérées comme des
microorganismes ubiquitaires et peuvent étre isolées a partir du sol et des eaux (Zahoun et
al., 2010).

Dans une enquéte épidémiologique réalisée pour étudier la colonisation de la peau
humaine et des muqueuses, jusqu’a 43% d’individus non hospitalisés ont €té trouvés colonisés
par Acinetobacter spp. avec A. lwoffii (58%), A. johnsonii (20%), A. junii (10%) et
Acinetobacter espéce génomique 3 (6%). Chez les patients hospitalisés, le taux de portage
cutané de ces espéces atteint 75% (Seifert et al., 1997).

A.baumannii, I’espéce responsable d’infections nosocomiales au sein du genre
Acinetobacter, n’a été isolée que trés rarement sur la peau avec 0.5% et 3% (Berlau et al.,
1999a) et dans les selles humaines avec 0,8% (Dijkshoorn et al., 2005). Elles font aussi
partie de la flore cutanée de I’homme, de la salive, ainsi que du tractus respiratoire (Fournier

et al., 2006).

4/ Virulence et pouvoir pathogéne d’Acinetobacter spp

Bien qu’un certain nombre des membres du genre Acinetobacter, tels que A.
haemolyticus, A. johnsonii, A. junii, A. Iwoffii, A. radioresistens et A. parvussp. nov. ait été
isolé a partir de spécimens cliniques (Nemec et al., 2003), seul Acinetobacter baumannii est

un agent pathogéne (Joly-Guillou, 2005).



Les souches d’A.Baumannii sont, de plus, fréquemment retrouvées dans les hopitaux
essentiellement dans les services de soins intensifs, certaines caractéristiques peuvent
accroitre la virulence des souches impliquées dans les infections:
% L’hydrophobicité de surface confére aux souches d’Acinetobacter des propriétés
d’adhérence, les protégeant ainsi de la phagocytose (Braun, 2008).

% La présence d'une capsule de polysaccharide rendent les souches plus virulentes que
les autres comparées par les travaux de Joly-Guillou et al (1997), M.Kempf et al
(2012) et celui de A de Brej et al (2012) dans un modéle de pneumopathie
expérimentale (Kempf et al., 2012 ; De Breij et al., 2012).

5/ Les Infections nosocomiales

5-1 Infections nosocomiales et facteurs de risque

Les infections nosocomiales sont des infections contractées dans un établissement de
soins. Une infection est considérée comme telle lorsqu'elle était absente au moment de
I'admission du patient. Lorsque I'état infectieux du patient a l'admission est inconnu,
I'infection est généralement considérée comme nosocomiale si elle apparait apres un délai de
48 heures d'hospitalisation.
(www.crioac.org/sites/.../infection_nosocomiales_le_dossier_201.pdf).

Dés les années 1980, A.baumannii a été reconnu comme un important agent bactérien
responsable d’infections nosocomiales. L’émergence d’infections a A.baumannii en milieu
hospitalier est corrélée avec I’introduction de nouveaux antibiotiques a large spectre ainsi
qu’au développement des techniques invasives d’exploration et de réanimation (Boukhalfa,
2014).

La véritable prévalence des Acinetobacter en milieu hospitalier est difficile a préciser
en raison de la frontiére mal définie entre colonisation et infection. A.baumannii représente 2
a 10 % des bacilles a Gram négatif, isolés en unités de soins intensifs, en Europe et aux Etats
Unis (Richet et Fournier, 2006). Elle est responsable de 9 a 10 % des infections
nosocomiales en réanimation et représente 90 % des isolats d’Acinetobacter en milieu
hospitalier (Bouvet Philippe et Joly Guillou, 2007 ; Naas et al., 2008).

Une enquéte de surveillance des épidémies nosocomiales, réalisée dans 289 hdpitaux
américains durant une période de deux années (2008-2009), a démontreé qu 'Acinetobacter Spp.
était identifié comme agent de 40 épidémies (13.7 %) (Rhinehart et al., 2012).

Les principaux facteurs de risque liés a une infection/colonisation a A.baumannii sont :



» Facteurs liés a un environnement hospitalier contaminé par le micro-organisme.

> Facteurs lies au malade : une hospitalisation en service de soins intensifs, une
intervention chirurgicale lourde, une pathologie sous-jacente grave (cancer, brdlures,
immunodépression, traumatisme), un age avance plus de 50 ans, prématurité, une
maladie pulmonaire chronique, des procedures invasives, la ventilation mécanique,

une durée d’hospitalisation prolongée.

> Le role de la pression de sélection des antibiotiques (céphalosporines de troisiéme
génération, fluoroquinolones, ou carbapénemes) (Bergogne-Bérézin, 2008 ; Naas et
al., 2008).

5-2 Les Bactériémies

La mortalité globale des bactériémies a A.baumannii était de 34 % a 43.4 % en
réanimation et de 16.3 % en dehors de la réanimation et occupe la troisiéme position apres
celle de Candida.spp et de Pseudomonas aeruginosa (Wisplinghoff et al., 2004). Selon le
programme de surveillance des antibiotiques « SENTRY » (1997-1999), la prévalence
d’Acinetobacter spp. dans les bactériémies nosocomiales était de 0.7 % au Canada, de 1.4 %
aux Etats Unis et de 4.6 % en Amérique latine (Gales et al., 2001).

A.baumannii ne se limite pas aux unités de réanimation mais diffuse dans tous les
services de I'hopital et pourrait devenir endémiqgue dans les hopitaux (Paul et al., 2005).

Les infections a A.baumannii peuvent survenir dans un contexte de conflits tels que
lors des guerres d’ Afghanistan et d’Trak. Les infections a A.baumannii de Iésions traumatiques
de la peau et des tissus mous ont été les plus fréquemment rapportées et 102 cas de
bactériémies a A.baumannii entre janvier 2002 et aolt 2004 ont été décrits (Eveillard et Joly-
Guillou, 2011).



Chapitre2 : Les antibiotigues et la résistance bactérienne

1/ Les antibiotiques

Les antibiotiques sont définis comme toute substance antibactérienne d’origine
biologique, synthétique ou semi synthétique (Lavigne, 2007), capable d’inhiber sélectivement
certaines voies métaboliques des bactéries, sans exercer habituellement d’effets toxiques pour
les organismes supérieurs (Perronne, 1999).

Les antibiotiques peuvent étre classés en se basant sur différents criteres tels que leurs
origines, leurs structures et leurs mécanismes d’action.

L’action antibactérienne s’effectue selon quatre principaux mécanismes :

» Une inhibition de la synthése des constituants de la paroi,

» Un blocage de la synthese des protéines,

» Un blocage de la synthese des acides nucléiques,

» Une altération du fonctionnement de la membrane cytoplasmique (Fomba,
2006).

2/ Mécanismes de résistance aux antibiotiques

2-1 Sensibilité aux R-lactamines et mécanismes de résistance chez A.

baumannii

Du fait de son implication clinique largement dominante par rapport aux autres
especes d’Acinetobacter, la résistance aux antibiotiques d’A.baumannii est la plus étudiée,
méme si de plus en plus d’intérét est porté sur la résistance aux antibiotiques des autres

Acinetobacter spp. (Espinal et al., 2011).

2-1-1 phénotype sauvage d’A.baumannii

Les souches d’A.baumannii sont naturellement résistantes a la pénicilline G, a
I’amoxicilline et aux céphalosporines de premiere et deuxiéme génération (Figueiredo,
2011).

Les souches sauvages d’A.baumannii produisent une RB-lactamase de type
céphalosporinase (ou AmpC), désignée également « Acinetobacter-derived cephalosporinases
» (ADCs). La présence de ces enzymes ADCs représente le mécanisme de résistance aux [3-
lactamines le plus fréquent chez A. baumannii. Cette enzyme est capable d’hydrolyser les
aminopenicillines et les céphalosporines de premiere et de deuxieme géneération (Bou et
Martinez-Beltran, 2000).



Contrairement aux enzymes AmpC identifiées chez les autres organismes a Gram
négatif, I’expression du geéne bla-ampC n’est pas inductible. Ceci est dii au fait qu’aucun gene
régulateur n’est présent en amont du géne bla-ampC, contrairement a ce que 1’on observe par
exemple pour P. aeruginosa (Figueiredo, 2011).

A.baumannii possede aussi naturellement sur son chromosome un géne codant pour
une oxacillinase (ou R-lactamase de classe D) dont le représentant principal est OXA-51, avec
de tres nombreux variants décrits comme OXA-69, OXA-66 par exemple. Le role des génes
de type bla-OXA-51 dans la résistance naturelle d’A.baumannii semble tres faible (Héritier
et al., 2005a). Certains auteurs ont évoque la possibilité d’une surexpression de 1’oxacillinase
naturelle d’A.baumannii (OXA-51 et ses variantes) par insertion d’IS-Abal en amont du géne
codant pour cette PB-lactamase (Turton, 2006). Cependant, la réelle contribution de la
structure 1S-Abal-géne de type bla-OXA-51 a la résistance aux carbapénémes chez A.
baumannii fait débat puisque cette structure a été identifiée dans des souches A.baumannii
résistantes et sensibles aux Carbapénémes (Touati, 2013).

La résistance naturelle d’A.baumannii & certaines R-lactamines résulte de 1’association
de plusieurs mécanismes incluant une taille réduite des protéines de membrane externe et une
production limitée de porine. L’utilisation non controlée d’antibiotiques a large spectre a
contribué a la sélection et a I’émergence de souches multi-résistantes, voire pan-résistantes.
Cette résistance aux antibiotiques pose de nombreuses difficultés thérapeutiques (Figueiredo,
2011).

2-1-2 Résistances acquises aux R-lactamines chez A. baumannii

> La résistance acquise aux pénicillines

Dans les années 80, différentes pénicillinases plasmidiques ont été caractérisées chez

A.baumannii.

Il s’agit principalement de I’enzyme TEM-1, les autres types moins fréquents étant TEM-
2, CARB-5 et SCO-1.Ces enzymes conférent la résistance aux pénicillines a large spectre
(ticarcilline, pipéracilline) et sont inhibées par I’acide clavulanique et le tazobactam (Decré,
2012). La SCO-1 hydrolyse faiblement la céefalotine, la ceftazidime et le céfépime (Nass,
2008).

La localisation plasmidique du géne codant cette enzyme a permis sa dissémination dans

d’autres espéces d’Acinetobacter et dans des souches d’E. coli (Papagiannitsis et al., 2007).



> La résistance aux céphalosporines de 3eme génération

Peut étre liée a plusieurs mécanismes :

e L’insertion de la séquence d’insertion IS-Abal immédiatement en amont du codon
d’initiation du gene bla-ampC a été démontrée comme étant responsable de 1’apport
de séquences promotrices entrainant une surexpression de ce gene. Ceci représente le
mécanisme de résistance le plus fréquent chez A.baumannii (Héritier et al., 2006).

e Plus rarement : acquisition d’une R-lactamase a spectre élargi (BLSE).

Les plus classiques sont PER-1(Pseudomonas Extended Resistance ) (Vahaboglu et
al.,, 1997) et, VEB-1 (Vietnam Extended-spectrum Béta-lactamase) (Poirel et al.,
2003), mais d’autres BLSE plus rares ont été décrites comme SHV-12 (SulfHydril-
Variable) (Huang et al., 2004), CTX-M-2 (CéfoTaxiMase-Munich) (Nagano et al.,
2004), SHV-5 (Naas et al., 2007), TEM-92 (Endimiani et al., 2007).

Les BLSE de type GES ont aussi été décrites chez A.baumannii, certains variants
comme GES-11 et surtout GES-14 pouvant conférer une résistance a toutes les RB-
lactamines, incluant les carbapénemes (Moubareck et al., 2009 ; Bonnin et al.,
2011).

2-1-3 Résistances acquises aux carbapénémes chez A. baumannii

Elle est problématique chez A. baumannii puisque ces molécules sont considérées
comme le traitement de choix des infections impliquant ce germe. Lorsque ce germe est
résistant aux carbapénémes, les possibilités thérapeutiques deviennent trés limitées. Plusieurs
mécanismes peuvent étre a I’origine de la résistance aux carbapénémes chez A. baumannii
(Figueiredo, 2011).

a) Mécanismes enzymatigues

> Carbapénémases de classe B

Les pB-lactamases de classe B « Appelée métallo-B-lactamases (MBLs) » ont besoin d’un
atome de zinc pour détruire les B-lactamines, elles sont inhibees par ’EDTA (acide éthyléne
diamine tétraacétique) (Cornaglia, 2011).

Les déterminants MBLs les plus décrit chez A. baumannii sont les dérivés de type IMP,
VIM, SIM et NDM. Un des derniers déterminants décrits, NDM-1 (New-Delhi Métallo- f§ -
Lactamase), a notamment largement été médiatisé et son importante capacité de dissémination

cause un réel probléme de santé publique (Rolain, 2010).
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» Carbapénémases de classe D

Les oxacillinases en général hydrolysent I'oxacilline, la méthiciline, cloxacilline et la
benzylpénicilline, et leur activité est inhibée par NaCl (Heritier, 2005), De plus, elles sont
faiblement inhibées par I’acide clavulanique. La plupart des B -lactamases de type OXA
n'hydrolysent pas de fagon significative les C3G/C4G mais I’évolution par mutation(s)
ponctuelle(s) vers un élargissement du spectre a du avoir lieu comme pour les dérives de
TEM/SHV (Touati, 2013).

Des oxacillinases aux propriétés de carbapénémases sont identifies chez A. baumanni, ces
oxacillinases sont de trois grands types : OXA-23, OXA-24/OXA-40 et OXA-58. Elles
conferent des degrés variables d’hydrolyse des Carbapénémes dépendant de leur niveau
d’expression (Heritier, 2005).

Les oxacillinases (CHDLs) telles que OXA-23, initialement dénommée ARI-1 «
Acinetobacter resistant a I’imipeneme-1 » a été identifiée pour la premiére fois en Ecosse
(Paton, 1993). Le gene OXA-23, chez A. baumannii, a été décrit sur plusieurs types de
transposons (Tn 2006, Tn2007 et Tn2008) localisés au sein du chromosome ou sur différents
plasmides, demontrant la grande diversite des voies de dissemination de I’enzyme (Mugnier,

2010).

b) Mécanismes non enzymatiques

Un systéme d’efflux AdeABC a été identifié chez A. baumannii. Il est régulé par un
systeme a deux composants, et est responsable de la résistance aux aminosides, tétracyclines,
érythromycines, chloramphénicol, triméthoprime et aux fluoroquinolones (Cattoir, 2004).

La modification de la cible des B-lactamines par mutation ou I’utilisation par la bactérie de
transpeptidases alternatives pour la synthese du peptidoglycane peuvent générer une
résistance bactérienne (Poirel et Nordmann, 2006).

En plus des B-lactamases, la résistance au carbapénemes chez A. baumannii peut aussi
résulter de modifications de protéines de liaison aux pénicillines (PLP) ou de porine. Plusieurs
porines, incluant la 33-kDa CarO protéine, constituant un canal protéique permettant 1’entrée
des carbapénémes peuvent étre impliquées dans la résistance aux carbapénémes (Poirel et
Nordmann, 2006).

3/ Résistance aux aminosides chez Acinetobacter spp

La résistance aux aminosides est essentiellement due a 1’acquisition de plasmides,

d’intégrons ou de transposons responsables de la production d’enzymes modificatrices. Les
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trois types d’enzymes inactivant les aminosides ont été décrits chez A.baumannii : aminoside
acétyltransférase ~ AAC, aminoside  nucléotidyl-transférase ~ ANT, aminoside
phosphotransférase APH (Nemec et al., 2004).

Les genes codant pour des enzymes inactivant les aminosides sont sous forme de
génes cassettes au sein des intégrons chez Acinetobacter spp (peleg et al., 2008).

Plus récemment, des methylations de I’ARNr 16S par des méthylases, les ARNr 16S
méthylases (ArmA et RmtA) par I’acquisition de génes codant des méthylases de I’ARN
ribosomal 16S Ces enzymes méthylent I’ARN ribosomal 16S et rendent inactifs tous les
aminosides a 1’exception de la streptomycine, la spectinomycine et la néomycine, ont été
décrites chez des souches d’A.baumannii isolées a travers le monde. En plus la résistance aux

aminosides est également associée a des mécanismes d’efflux actifs (Decré, 2012).

4/ Résistance aux quinolones

Le principal mécanisme de résistance est dii a des mutations au niveau des genes gyrA
et parC, génes a I’origine de I’ADN gyrase et du topoisomérase IV, enzymes qui permettent
le maintien de l'intégrité de I’hélice pendant le processus de réplication de I’ADN. Ces
mutations induisent des cassures dans I’ADN conduisant a la mort bactérienne. Ainsi possede
des systemes d’efflux qui jouent un réle important dans la résistance aux fluoroquinolones

(Cattoir, 2012).

5/ Résistance aux autres antibiotiqgues

Le triméthoprime est un substrat pour les systémes d’efflux de type RND (AdeABC et
AdeFGH et AbeM). A.baumannii est naturellement résistant a bas niveau au triméthoprime
(CMI de 16 a 32 mg/l. CMI : Concentration Minimale Inhibitrice). La résistance a haut
niveau (> 100 mg/l) est due a un géne (dhfrl) porté par un plasmide inséré au sein d’un
transposon ou d’un intégron, il est associ¢ a des geénes de résistance impliquant d’autres
antibiotiques: ampicilline, chloramphénicol, kanamycine, streptomycine et sulfaméthoxazole
(Joly-Guillou, 2006 ; Naas, 2008). A.baumannii peut étre résistant au chloramphénicol par
acquisition du geéne d’une acétyltransférase (catl) porté par un transposon (Naas, 2008). Ce
mécanisme peut €tre combiné a I’action des systemes d’efflux de type RND (AdeABC,
AdelJK), MFS (CmlA) et BIMP (AbeS) (Gordon, 2010 ; Decré, 2012).

La résistance aux tétracyclines a été bien documentée chez A.baumannii et est liée a la
présence de pompes a efflux de type Tet(A) et Tet(B) (Naas, 2008). Tet(B) détermine
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I’efflux des tétracyclines et la minocycline, alors que Tet(A) détermine 1’efflux des
tétracyclines uniqguement (Perez, 2007).

La rifampicine est active sur environ 50 % des souches d’Acinetobacter (CMI de 2 a 4
mg/l), la résistance acquise est due a une ADP-ribosyl transférase dont la production est liée
au gene arr-2 situé sur un intégron de classe 1 (Joly-Guillou, 2006).

La résistance aux polymyxines est rare, cependant un mécanisme de résistance
impliquant un systeme de régulation a 2 composants PmrAB a été décrit récemment (Decré,
2012).

6/ Définition des multirésistances A.baumannii-MDR, A.baumannii-XDR et
A.baumannii-PDR

Différentes définitions des termes MDR (multidrug-resistant) et PDR (Pandrug-
resistant) ont été utilisées dans la littérature pour désigner des souches d’A.baumannii
résistantes aux antibiotiques, cette diversité était une source de confusion pour les chercheurs
et les cliniciens (Falagas et al., 2006).

Peleg et al, ont suggéré de definir une souche A.baumannii-MDR si elle présente au
moins deux résistances parmi cing types de molécules : céphalosporines a large spectre
(ceftazidime ou céfépime), imipénéme ou méropéneme, [-lactamine plus inhibiteur
(ampicilline-sulbactam ou ticarcilline-acide clavulanique), fluoroquinolones (ciprofloxacine
ou levofloxacine) et aminosides (gentamicine, tobramycine, ou amikacine) (Peleg et al.,
2008).

Selon Falagas et al, un A.baumannii se définit comme PDR s’il résiste aux
pénicillines, céphalosporines, carbapénemes, monobactams, quinolones, aminoglycosides,
polymyxines, sulbactam, a une cycline (minocycline ou doxycycline) et tigecycline (Falagas
et al., 2006).

Récemment, un groupe d’experts internationaux se sont réunis a travers une initiative
du Centre Européen pour le contrdle et la prévention des maladies (ECDC) et le CDC
(Centers for Disease Control and Prevention), afin de créer une standardisation internationale
de la terminologie des profils de résistance acquis (multidrug-resistant MDR, extensively
drug-resistant XDR et pandrug-resistant PDR), chez les bactéries responsables d’infections
nosocomiales, entre autre chez Acinetobacter spp. Les critéres d’interprétation recommandés
sont celles de ’EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing),
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) et/ou de la FDA (US Food and Drug
Administration).
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Une souche MDR est definie par une résistance a au moins un agent parmi trois
catégories d’antimicrobiens.

Une souche XDR est définie par une résistance a tous les agents, a I’exception de deux
ou moins parmi les catégories d’antibiotiques.

Une souche PDR est définie par une résistance a tous les agents antimicrobiens dans
toutes les catégories (Magiorakos et al., 2012).
(http://www.ecdc.europa.eu/en/activities/diseaseprogrammes/ARHAI/Pages/public_consultati

on_ clinical_microbiology_infection_article.aspx).

7/ Les supports génétiques de la résistance aux antibiotiques

7-1 La résistance chromosomigque

La résistance chromosomique compte pour au moins 5% de la résistance rencontrée en
clinique. Elle est souvent stable et tire son origine soit d'un géne de résistance (ex: ampC) ou
de mutations ponctuelles dans un géne bactérien qui altérent la cible d'un antibiotique
(Murray et al., 2005).Cette résistance, bien que de support chromosomique, n’est pas figée:

» Des enzymes AmpC presentant des modifications structurales, par mutations ou

délétions de nucléotides, ont été décrites (Bernaud et al., 2004).

> Ces enzymes peuvent étre hyperproduites, par modification de leur régulation (Bagge
et al., 2002).

> Aprés mobilité, les génes codant pour ces enzymes ont également été observés sur des

plasmides : AmpC plasmidigue (Philippon et al., 2002).

7-2 La reésistance extra-chromosomique

7-2-1 Les séquences d’insertion

Les séquences d'insertion (IS) sont la forme la plus simple d'un élément transposable,
généralement de taille inférieure a 2,5kb, capables de se déplacer de fagon autonome dans les
génomes microbiens et ne codent que pour leur propre transposition (Mugnier et al., 2009).
Ces structures sont trés répandues dans le genre Acinetobacter (Segal et al., 2005). Elles ne
constituent pas elles-mémes un support de la résistance aux antibiotiques, mais sont
susceptibles d’interférer dans la régulation de certains mécanismes qui y sont impliqués.
IS-Abal est une séquence d’insertion qui apporte une séquence promotrice importante et donc
une surexpression de certains genes intrinseques (bla-ADC et bla-OXA-51-like) ou acquis
(bla-OXA-23-like) d’A.baumannii (Héritier et al., 2006 ; Corvec et al., 2007).
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IS-Abal pourrait également étre responsable de la mobilité du géne OXA-23 en
s’insérant sur les deux cotés du géne au sein du transposon composite Tn2006, ou en une
seule copie située en amont ou en aval du gene au sein du transposon Tn2008 (Adams-
Haduch et al., 2008 ; Corvec et al., 2007). 1S-Aba2, 1S-Aba3, 1S18, et IS-Aba825 pourraient
également fournir de forts promoteurs pour bla-OXA-58-like (Ravasi et al., 2011) alors
qu’une seule copie d’IS-Abad associée au géne bla-OXA-23 au sein du transposon Tn2007
peut également étre responsable de la surexpression et pourrait permettre la mobilisation du
géne (Corvec et al., 2007).

Une analyse de séquence de l'environnement génétique de bla-NDM-1 chez une
souche d’A. baumannii isolée en Allemagne a révélé la localisation chromosomique de bla-
NDM-1 de 10.5 kb flanquée entre deux copies d’I1S-Abal25 (Pfeifer et al., 2011).

De plus, 1S-Aba825 et 1S-Abal25 ont été trouvés responsables de la réduction de la
sensibilité aux carbapénémes par inactivation du géne carO, gene codant pour un canal
protéique de la membrane externe associée a I'efflux des carbapénémes chez A.baumannii
(Mussi et al., 2005).

7-2-2 Les transposons

I1s représentent un autre support génétique de la résistance. C’est un élément génétique
mobile, formé d’une séquence d’ADN sans existence autonome stable, mais cette séquence
est capable de promouvoir sa propre translocation gréce a la présence d’un géne codant pour
une transposase. L’intégration d’un transposon est réalisée soit sur un plasmide, soit sur le
chromosome, le plus souvent dans une région riche en AT. Les plus célebres transposons sont
les transposons composes, Tn5, Tn9 et Tnl0, ils ont acquis leur notoriété pour les genes de
résistance aux antibiotiques qu'ils portent et ont été retrouvés sur les plasmides de plusieurs

souches cliniques (Merad, 2014).

7-2-3 Les intégrons

Les intégrons constituent un systéme de capture et d’expression de génes sous forme de
cassettes. Ces dernicres sont des ¢léments mobiles capables de s’intégrer ou de s’exciser par
un mécanisme de recombinaison, spécifique de site, 1lié a 1’intégrase. A la différence des
plasmides, les intégrons sont incapables d’autoréplication. Ils sont obligatoirement portés sur
un réplicon de nature chromosomique ou plasmidique. De méme, ils différent des transposons
par I’absence de géne codant pour une recombinase au sein des cassettes, également

dépourvus de séquences inversees répétées a leurs extrémités (Toussaint et al., 2002).
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DEUXIEME PARTIE

MATERIEL ET METHODES



I. Matériel

1/ Type d’étude et durée

Il s’agit d’une étude rétrospective qui s’est portée sur la période allant du 20 mars
jusqu’au 30 mai 2015.
Ce travail a pour objectifs d’étudier le pouvoir pathogéne et la sensibilité aux

antibiotiques des Acinetobacter.spp.

2/ Lieu de I’étude

Le travail a été effectué au niveau de service de bactériologie du Centre Hospitalier

Universitaire (CHU) Ben Badis de Constantine.

3/ Population d’étude

La population d’é¢tude comporte 105 malades (67 hommes et 38 femmes) admis dans

les différents services du CHU de Constantine.

4/ Matériel biologique

Anse de platine, bec benzene, boites de Petrie, tubes a essai, lame, gélose nutritif,

gélose hektoen, milieu Mueller Hinton, disques d’ATB, disque d’oxydase.

5/ Critéres d’inclusion

v Malades infectés et /ou colonisés par une souche d’Acinetobacter spp.
v’ Le prélévement a été envoyé vers le laboratoire de bactériologie.
v Prélevements pathologiques a visée diagnostique :

a) Hémocultures.

b) LCR (Liquide Céphalo-Rachidique).

c) Urines (ECBU : Examen cytobactériologique des urines).

d) Cathéters vasculaires.

e) Sondes urinaires.

f) Sécrétions broncho-pulmonaires.

g) Ecouvillonnages des plaies et des pus superficiels.

6/ Critéeres de non inclusion

Les souches isolées d’un méme malade, au niveau du méme site anatomique et dont le

profil de sensibilité est identique ont été considérées comme doublons et ont été exclues.
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I1. Meéthodes

1/ Type des préléevements

1-1 Prélevements des hémocultures

Le sang est prélevé stérilement. Une bactériémie est confirmée par la mise en
évidence de bactérie dans les hémocultures.

Le prélévement d’hémoculture consiste a recueillir du sang, aseptiquement, au cours
d’une méme ponction dans deux flacons, I’un aérobie et I’autre anaérobie.

Les prélevements du sang sont prélevés dans des flacons a hémocultures (flacons
Castanéda biphasique, ou flacon contenant un bouillon citraté) dans des conditions

rigoureuses d’asepsie et acheminés immédiatement au laboratoire.

1-2 Examen cytobactériologigue des urines (ECBU)

L’objectif majeur est de recueillir I'urine vésicale, en évitant lors de la miction sa
contamination par la flore commensale qui colonise l'urétre et la région périnéale. On
recueillera de préférence les urines ayant séjourné dans la vessie pendant 2 a 3 heures, au

cours de la premiére miction du matin si possible.

1-3 Prélévement des pus

Garantir la qualité du prélevement bactériologique et la sécurité de la personne soignée
et des professionnels en charge du prélévement, de leur transport et de leur analyse dans le
cadre des prélévements de pus, des collections fermées, de biopsie ou piéces opératoires.

Le prélevement de pus est effectué par écouvillonnage pour les infections

superficielles et par ponction a 1’aide d’une seringue pour les infections profondes.

2/ Isolement des Acinetobacter

Aprés incubation sur la gélose nutritive ordinaire a 37 C° pendant 24h, les colonies
bactériennes apparues sont aseptiquement prélevées a I’aide d’une anse de platine
préalablement flambée et refroidie. Celles-ci, sont mises en suspension dans de 1’eau distillée

stérile.

18



3/ Identification des Acinetobacter

L’identification des bactéries appartenant au genre Acinetobacter est basée sur la

succession des tests qui suivent :

3-1 Examen macroscopigue

L’examen est appliqué principalement sur la gélose Hektoen, basé sur la recherche de
caractéristiques suivantes : la couleur, pigmentation, la forme, 1’aspect de surface, 1’aspect des
bords de colonies, la consistance, 1’opacité et la fermentation du lactose.

Ces caractéristiqgues macroscopiques de colonies sont les plus impliqués dans la

connaissance du genre Acinetobacter.

3-2 Examen microscopigue

L’examen microscopique apres coloration de Gram, permet non seulement d’observer
la morphologie des cellules d’Acinetobacter et leurs modes de regroupement, mais aussi de
différencier ces bactéries a Gram négatif des bactéries a Gram positif. La coloration elle est

effectuée en plusieurs étapes :

a) La préparation du frottis mince

A TI’aide d’une anse de platine, une goutte de la suspension bactérienne est fixée a la
flamme du bec bunsen par des passages successifs. Elle est laissée refroidie avant d’entamer

la coloration.

b) La coloration

Il s’agit de la coloration de base en microbiologie. Elle permet de mettre en évidence
les propriétés de la paroi bactérienne, et d'utiliser ces propriétés pour les distinguer et les
classifier en deux genres (Gram+ et Gram-). Son avantage est de donner une information
rapide sur les bactéries preésentes dans un produit ou un milieu tant sur le type que sur la

forme.

«* Protocole

o Etaler une goutte de suspension microbienne sur une lame
o Laisser bien sécher a I’air
o Recouvrir la lame avec du violet de Gentiane ou Crystal violet ; laisser agir 30s

o Par-dessus ajouter le lugol 30s
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o Eliminer les colorants et décolorer rapidement a 1’alcool 30sec
o Rincer a I’eau pour arréter la décoloration

o Recouvrir la lame de Fuchsine ou safranine 1 min

o Rincer a I’eau et laisser sécher a 1’air (ou a la flamme)

o Observation a I’objectif X 100 avec ’huile a immersion.

¢) Principe

Apres I’application du violet de gentiane et de la solution de lugol, il se forme un
complexe coloré dans les cellules et toutes sont colorées en bleu-violet. Il existe une
différence de perméabilité a I’agent de décoloration (alcool) entre la structure des parois des
bactéries Gram+ et Gram- ce qui entraine une différence dans la vitesse de dissolution des
complexes formés. Ainsi, les bactéries Gram+ conservent leur coloration violette alors que les
Gram-— sont completement décolorés. La derniére étape (fuchsine) constitue simplement une

coloration de contraste afin de recolorer les bactéries Gram- en rose-rouge pale.

4/ La recherche des enzymes

4-1 Le Test de la catalase

a) Technique

o sur une lame propre et séche déposer une goutte eau oxygénée a 10 volumes,

o al’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, ajouter I’inoculum bactérien,

o observer immédiatement.

o au contact d'une colonie isolée ou sur la pente d'une culture en gélose, déposer une
goutte d'eau oxygéneée,

O observer immédiatement.

b) Principe

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogene

(HzOz):
2 HZO2 — 3?2 HZO +0,

Produit toxique formation des bulles

pour les bactéries
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Le test consiste a mettre des bactéries en quantité suffisante en contact de peroxyde
d’hydrogéne (H,0,). Si elles possedent la catalase, elles dégradent 1’ H,O, en eau et

dioxygeéne visible par la formation de bulles.

4-2 Test d’oxydase

a) Technigue

Le réactif peut se trouver sous deux formes:
» Soit en solution
o sur une lame de verre, déposer un carré de papier filtre et I’imbiber d’une solution
fraichement préparée de réactif
» soit sous la forme d’un disque pré-imprégné par le réactif
Dans les deux cas
o écraser avec une effilure de pipette Pasteur une colonie de germes a étudier sur ce

papier (instrument n’oxydant pas le réactif).

b) Principe

Ce test permet de mettre en évidence une enzyme: la phénylene diamine oxydase des
bactéries a partir de leur culture en milieu gélosé.
Cette enzyme est capable d’oxyder un réactif : le N diméthyl paraphényléne diamine.
Ce réactif est incolore et en présence d’enzyme, il libére un composé rose-rouge, noircissant a

I"air.

4-3 Le test ’ONPG: la recherche de la R —galactosidase

a) Technigue

o réaliser une suspension epaisse des bactéries testées en eau distillée.
o ajouter avec une pince flambée mais refroidie un disque imprégné d’ONPG.
o incuber 30 min a 37°C.

o lire

b) Principe

La 3-galactosidase est une enzyme inductible : elle n’est synthétisée par la bactérie que
lorsque celle—ci est en présence de son substrat.
La recherche de la 3-galactosidase doit étre effectuée a partir d’une souche lactose’

cultivée dans un milieu contenant du lactose (exemple : le milieu Kligler Hajna).
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On utilise un substrat synthétique : I’ortho-nitro-phényl-galactoside (ONPG) incolore, de
structure proche du lactose et capable de pénétrer dans la bactérie sans perméase.
Si la bactérie possede la R-galactosidase, on obtient du galactose et de 1’ortho-nitro-phénol

(ONP) de couleur jaune. La réaction est la suivante :
R-galactosidase

ONPG . ONP + galactose
Substrat incolore Produit jaune

5/ Identification biochimique

5-1 Le milieu mannitol mobilité

a) Technique d’ensemencement

o Par piqlre centrale a I’aide d’une pipette Pasteur fermée.

o Incuber 24 heures a 37°C.

b) Principe

La présence d’une faible teneur d’agar (gélose semi-molle) Rend possible le
déplacement des bactéries mobiles autour de la pigdre centrale.

La lecture de I'utilisation du mannitol est possible grace a la présence d’un indicateur
de pH, le rouge de phénol. L’utilisation du mannitol acidifie le milieu qui peut ainsi étre

révélé par le virage de I’indicateur de pH a sa teinte acide (jaune).

5-2 Le milieu citrate de Simmons

a) Technique

o Le milieu est présenté sous forme de gélose inclinée.

o La pente est ensemencée par une strie longitudinale, réalisée a I'anse, a partir d'une
suspension de la culture solide en eau distillée stérile.

o Il est important de ne pas apporter de substrats carbonés. Ainsi I'ensemencement a
partir d'une souche pure fournie en bouillon nutritif ou en eau peptonée est
impossible.

o Ne pas visser le bouchon a fond, afin de permettre les échanges gazeux (en particulier

élimination du dioxyde de carbone).
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o Mettre a I'étuve 24 heures a 37°C.

b) Principe
Seules les bactéries possédant un citrate perméase peuvent utiliser le citrate comme

seule source de carbone.

La lecture de I’utilisation du citrate comme seule source de carbone est possible grace a la

présence:
v D’un indicateur de pH, le bleu de bromothymol.
v D’un seul composé carboné, le citrate de sodium.
L'oxydation du citrate entraine la libération de CO2 volatil et la consommation de H™:
2 CeHs0,°+90, ——#2C0,+2H,0+60H -

La dégradation du citrate se traduit par une alcalinisation du milieu révélée par le virage du

bleu de bromothymol a sa teinte basique.

6/ Antibiogramme

6-1 Principe

L’antibiogramme par diffusion permet de déterminer la sensibilité des bactéries a
croissance rapide vis-a- vis d’un panel d’antibiotiques. Des disques imprégnés d’antibiotiques
sont déposés a la surface d’un milieu de culture standardisé (milieu de Mueller-Hinton)
préalablement ensemencé avec une dilution calibrée de la bactérie a testée (tableau 2). L’arrét
de la croissance a distance du disque se produit en présence de la concentration minimale

inhibitrice de I’antibiotique.
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Tableau?2 : Antibiotiques testés pour la souche d’Acinetobacter baumannii.

Famille ’ATB | N° Disq;legt%’sATB Abréviations Charges (Q)
01 Aztréonam ATM 30
02 Céfépime FEP 30
03 Ceftazidime CAZ 30
Béta-lactamines | o, Imipénéme IMP 10
06 Piperacilline PIP 100
07 Ticarcilline TIC 75
Fluoroquinolones 08 Ciprofloxacine CIP 5
Sulfamides 09 STUI;;“SZQE’SQ;‘;;/E SXT 1.25 /23.75
Aminosides 10 Topramycine TOB 10
Aminoglycosides 11 Gentamicine GEN 10
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TROISIEME PARTIE

RESULTATS ET DISCUSSION



1/ Présentation des résultats

1-1 Isolement et identification des Acinetobacter

La présence des souches appartenant au genre Acinetobacter a été suspectée apres
traitement de divers échantillons cliniques sur la base des examens macroscopique et
microscopique réaliseés.

Les colonies suspectées ont ainsi été isolées sur gélose nutritive ordinaire puis
purifiées sur le milieu Hektoén pour une éventuelle identification.

Apres 24 heurs d’incubation, les colonies apparaissent lisses, circulaires, convexes avec

une couleur bleu-vert (figurel).

Figure 1: Aspect de colonies d’Acinetobacter sur le milieu Hektoén.

L’examen microscopique apres coloration différentielle de Gram d’une culture jeune (18 a
24 heurs d’incubation) a révélé, la présence de petits bacilles ou coccobacilles, colorés en
roses (a Gram négatif), a extrémités arrondies pouvant étre isolés, regroupes par deux ou bien
en courtes chainettes (figure 2). Ces caractéristiques microscopiques étre tout a fait similaires

a celles des especes d’Acinetobacter.
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Figure 2: Observation microscopique apres coloration de Gram (grossissement X 100)

(www.dmipfmv.ulg.ac.be/bacvet/m/cours3VMB/TP/orientation.doc)

Par ailleurs, les tests enzymatique effectués sur les colonies bactériennes ont révélé
une réaction négative de 1’oxydase (oxydase -) (tableau 3) et une présence de deux enzymes
la catalase (catalase +) (tableau 4) et la R-galactosidase (tableau 5) chez les espéeces isolées.

Tableau 3 : Résultat de la lecture du test d’oxydase.

Observation Interprétation

Conclusion

La bactérie n’est pas
capable d’oxyder le N-
diméthyl paraphényléne
diamine.

La bactérie ne possede pas
’activité oxydase, elle est
dite oxydase-.
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Tableau 4 : Résultat de la lecture du test de la catalase.

Observation Interprétation Conclusion
La bactérie catalyse la La bactérie posseéde la
dégradation du peroxyde catalase, elle est dite

d’hydrogéne (H,0,) en H,O | catalase+.
et O, (visible par formation
de bulles).

Tableau 5 : Résultat de la lecture du test d’ONPG.

Observation Interprétation Conclusion

|

La bactérie a hydrolysée La bactérie posséde la -
| I’ONPG en ONP (produit galactosidase elle est dite
coloré jaune). ONPG +.

w

En outre, I’identification des caractéres biochimique a ’aide de la galerie classique, a
permis d’identifier les bactéries isolées comme appartenant au genre Acinetobacter.nos

résultants sont représentés dans les deux tableaux 6 et 7 ci-apres.
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Tableau 6 : Résultats de la lecture du milieu mannitol mobilité.

Caractere

Observation

Interprétation

Conclusion

Fermentation du
mannitol

N

Absence
d’acidification du
milieu.

La bactérie ne
fermente pas le
mannitol elle est
dite mannitol -.

Les bactéries sont

Mobilité Culture uniquement | Pas de déplacement
au niveau de la des bactéries dans probablement
pigdre centrale. le milieu. immobiles.
Tableau 7: Résultats de la lecture du milieu citrate de Simmons.
Observation Interprétation Conclusion

La bactérie posséde une
citrate perméase Elle est dite
citrate +

La bactérie utilise le citrate
comme seule source de
carbone sans alcalinisation
du milieu

1-2 Répartition des souches d’A.baumannii

a) Selon le sexe

Nos résultats montre une prédominance des souches isolées chez les patients du sexe
masculin avec 63.8% contre 36.19% des souches sont isolees chez les patients du sexe

féeminin (figure 3).
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® Homme
B Femme

Figure 3 : Répartition des souches d’A.baumannii selon le sexe.

b) Selon la nature des prélevements

Les souches d’A.baumannii ont été isolées a partir d’une grande variété des

prélevements cliniques. Nous avons remarqué leur présence dans la majorité des prélevements

principalement les hémocultures avec une fréquence de 48.57% et les prélevements trachéaux

bronchique avec une fréquence de 20.95% suivi des sonde urinaire et des pus avec un taux

de 6.66%. Les cathéters, les LCR et les autres prélévements ont une faible fréquence de (4.76

et 3.80%) (Tableau 8).

Tableau 8 : Répartition des souches d’A.baumannii selon la nature des prélévements.

Type de prélevements Le nombre des souches Pourcentage
Hémoculture 51 48.57%
LCR 4 3.80%
Trachéal 22 20.95%
Sondes urinaires 7 6.66%
Cathéters 5 4.76%
Pus 7 6.66%
Autres prélevements 9 8.55%
Total 105 100%
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¢) Selon les services

Le laboratoire de bactériologie recoit aussi, dans la méme période de notre étude, des
prélévements issus d’autres services tels que le centre de brdlure et chirurgie. Le tableau 9
montre que le taux d’isolement des Acinetobacter, le plus élevé, est remarqué chez les
patients en état séveére dans I'unité de réanimation médicale (38.09%) en deuxieme position,
le centre de bralure (35.23%) et en troisi¢éme position le service de I’orthopédie (19.04%).Un
pourcentage de 14.22% pour les autres services. L’urgence chirurgicale et I'urgence médicale

ont une fréquence faible (5.74% et 4.76).

Tableau 9: Répartition des souches d’Acinetobacter par service.

Les services Le nombre des souches Le pourcentage
Réanimation médicale 40 38.09%
Centre de bralure 37 35.23%
Orthopédie 20 19.04%
Urgence chirurgicale 5 4.76%
Urgence médicale 6 5.74%
Autres service 15 14.22%
Total 105 100%

1-3 Taux de résistance de la souche d’Acinetobacter baumannii isolée

Les tests d’évaluation de la résistance aux ATB ont été réalisés selon la méthode
classique de diffusion de ’ATB en milieu gélos¢ MH selon les recommandations du comité
de I’antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (SFM).

Les profils de résistance déterminés montrent que la souche d’Acinebacter baumannii

présente différentes comportements vis-a-vis les ATB testés (tableau 10).
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Tableau 10: la résistance de la souche d’A.baumannii aux antibiotiques testés.

Famille d’ATB Abréviation phénotype
ATM R
FEP R
CAZ R
Béta-lactamines

IMP R
PIP R
TIC R
Fluoroquinolones CIP R
Aminoglycosides GEN R
. |

Sulfamides SXT
Aminosides TOB !

R : résistante, | : intermédiaire

La souche A.baumannii a montrée une résistance importante aux Béta-lactamines, aux
fluoroquinolone et aux aminoglycosides et une résistance intermédiaire aux sulfamides et aux

aminosides.
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Discussion des résultats

L’analyse globale de la littérature laisse apparaitre, que A. baumannii est
essentiellement rencontrée aux services de réanimation (38.09 %). Cet isolement si fréquent
serait en rapport avec des épisodes épidémiques causés par la forte contamination de
I'environnement des patients porteurs (Poirel, 2006).

En Algérie, A. baumannii représente 39.9% des infections qui surviennent en
réanimation selon le réseau de surveillance Algérien (Rahal, 2012).

Sur une période de deux mois on ne peut prétendre a des résultats significatifs. Par
ailleurs, 1’absence de donnée sur 1’écologie bactérienne des services de réanimation constitue
un manque non négligeable. D’un autre coté le manque de données sur le cheminement des
malades ne nous permet pas de définir avec précision I’origine des bactéries BGN-NF isolés
de divers prélevements.

Dans notre série, il y a une prédominance masculine (67%), ce résultat dépend des
types d’infection et des services d’hospitalisation, on retrouve dans la littérature des études
¢tiologiques démontrant qu’il n’existe pas une différence entre les deux sexes dans
I’acquisition d’une infection a Acinetobacter spp.(Wisplinghoff, 2000 ; Garciia-Garmendia,
2001).

Nous considérons avec les résultats obtenus que nous sommes en présence de souches
multi-résistantes. Il s’aveére selon de nombreux auteurs que l'utilisation intensive d'agents
antimicrobiens dans les hopitaux est I’un des facteurs qui contribue a 1'émergence de souches
multi-résistantes, insensibles a une large gamme d'antibiotiques, y compris la nouvelle
génération, a large spectre des B-lactamines, les aminosides et les Fluoroquinolones.

La résistance élevée a I’imipénéme est trés inquiétante car elle perturbe le protocole de
traitement des patients. Au niveau des services de réanimation, ’imipénéme est I’antibiotique
de choix en particulier, pour le traitement des infections nosocomiales.

Les carbapénémes ont une puissante activité contre les souches d’A. baumannii,
jusqu'a nos jours. lls étaient souvent utilisés pour traiter les infections causées par ces souches
multi-résistantes. Malheureusement, ces derniéres années, I'émergence et la propagation de la
résistance aux carbapénemes ont été rapportées. Elle est principalement attribuée a la
production des carbapénemases, qui peuvent étre de classe D d'hydrolyse des carbapénemes
oxacillinases ou, moins fréquemment, classe B métallo B-lactamases. La classe D les
oxacillinases chez A. baumannii sont principalement représentés par les génes
blaOXA-23, blaOXA-24 et blaOXA-58 (Peleg, 2008 ; Kempf, 2012)
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Conclusion

Les bacilles a Gram négatif non fermentants sont des bactéries de 1’environnement.
Elles sont tres rares chez les sujets sains tandis que chez les sujets hospitalises, elles peuvent
atteindre des taux de 50% voir 60% des infections, surtout dans les services de reanimation.
Ce sont des microorganismes responsables de pathologies variées, fréquentes et parfois
redoutables. Ce caractére redoutable des infections est d( en grande partie au pouvoir toxique
de ces agents infectieux et a leur grande capacité de résistance aux antibiotiques.

Depuis plusieurs années, parmi les BGN-nF les plus incriminés dans les infections
nosocomiales dans les unités de soins intensifs, on retrouve A. baumannii.

Bien que la surveillance des infections aux bacilles a Gram négatif non fermentants en
réanimation soit recommandée, peu d’informations sont disponibles car les études publiées
sont principalement centrées sur la résistance de cette bactérie aux antibiotiques. Il est par
ailleurs, difficile de comparer les taux d’incidence entre hopitaux et services. C’est pour cela
que les investigations épidémiologiques dans les unités de soins intensifs sont indispensables
afin de contrdler I’émergence de cette espece.

A. baumannii pose actuellement, un probléme de multi-résistance aux antibiotiques.
Elle est aussi dénommeée sous la terminologie de BMR (Bactérie Multi-résistante), notamment
la résistance aux [3-lactamines.

Au sein de cette famille d’antibiotiques, la résistance aux carbapénemes et
particulierement I’imipénéme est d’incidence croissante. Alors que cette molécule était
considérée, il ya peu de temps, comme le traitement de choix des infections a A. baumannii
dans les services de reanimation.

Nous rapportons dans notre travail, 1’analyse bactériologique des prélévements
émanant des services de réanimation du CHU de Constantine qui a permis 1’isolement des
souches d’A. baumannii avec un profil de multi-résistance.

Des mesures de controle devraient €tre envisagées rapidement afin d’instaurer un
systeme de veille nationale, pour superviser I'émergence et la propagation des génes codant
pour des carbapénémases.

Nos résultats mettent 1'accent sur l‘apparition de souches portant probablement des
génes carbapénemases OXA-23 et OXA-58 chez A. baumannii multi-résistantes ce qui nous
incite a mettre en place une stratégie permanente pour anticiper 1’apparition de ce type de

résistance.
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La Stratégie Mondiale OMS pour la maitrise de la résistance aux antimicrobiens est
destinée a répondre a cette préoccupation. Elle offre un cadre d’intervention visant a ralentir
I’émergence et a réduire la propagation des micro-organismes résistant aux antimicrobiens a
travers les mesures suivantes:

— réduire la charge de morbidité et la propagation des infections
— améliorer I’acces aux antimicrobiens appropriés
— améliorer I'utilisation des antimicrobiens

— renforcer les systemes de santé et leurs capacités de surveillance
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Annexes

Annexe 1. Tableau de classification du genre Acinetobacter (Dijkshoorn et al., 2007,

Nemec et al., 2011)

Nom de I’éspece

Espéce génomique

Source

Acinetobacter calcoaceticus 1 Environnement et humains
Acinetobacter baumannii 2 Environnement, humains,
viande et légumes
Acinetobacter haemolyticus 4 Humains
Acinetobacter junii 5 Humains
Acinetobacter johnsonii 7 Humains et animaux
Acinetobacter Iwofii 8,9 Humains et animaux
Acinetobacter radioresistens 12 Environnement humains et
cotton
Acinetobacter ursingii Humains
Acinetobacter shindleri Humains
Acinetobacter parvus Humains et animaux
Acinetobacter baylyi Environnement et boue
Acinetobacter bouvetii Boue
Acinetobacter towneri Boue
Acinetobacter tandoii Boue
Acinetobacter grimontii Boue
Acinetobacter tjernbergiae Boue
Acinetobacter gerneri Boue
Acinetobacter venetianus Eau de mer
Acinetobacter pittii 3 Humains et environnement
Acinetobacter noscomialis 13TU Humains
Acinetobacter bereziniae 10 Humains, environnement,
Iégumes.
Acinotobacter guillouiae 11 Humains et animaux
6 Humains
13BJ ?14TU Humains
14BJ Humains
15BJ Humains
16 Humains et légumes
17 Humains et environnement
15TU Humains et animaux
Entre 1 et 3 Humains
Proche de 13 TU Humains




Annexe 2. Tableau de composition du milieu mannitol mobilité.

composant Quantité (g/l) role
. . Source d’N, de C et
Peptone trypsique de viande 10 d"énergie
Mannitol 75 Lecturg d un caractére
biochimique
Nitrate de potassium 1 Lecturg d un caractere
biochimique
Rouge de phénol 0.04 Indicateur de pH
Agar 4 gélifiant

PH 7.6




Annexe 3. Tableau de composition du milieu citrate de Simmons

Composant Quantitée(g/l)

Sulfate de magnésium 0,2
Phosphate monoamonique 1
Phosphate bipotassique 1
Citrate de sodium 2
Chlorure de sodium (NaCl) 5
Hydrogénophosphate d'ammonium 0,2
Hydrogénophosphate d'ammonium monosodique 0,8

Bleu de bromothymol 0,08

Agar 15

Eau distillée (gsp) 1L




Annexe 4. Valeurs critiques des diamétres (mm) des zones d’inhibition pour A.

baumannii (CLSI, 2008).

Antibiotique Sensible Intermédiaire Résistante
Aztréonam >0 16-21 <15
Ceftazidime >18 15-17 <14
Imipénéme > 16 14-15 <13
Pipéracilline >21 18-20 <17
Ticarcilline >20 15-19 < 14

Ciprofloxacine >91 16-20 <15
Gentamicine > 15 13-14 <12

Triméthoprime /
Sulfaméthoxazole > 16 11-15 =10

Tobramycine >15 13-14 <12




