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Résumé

Le but de ce travail était de suivre I'évolution d’'une espéce bactérienne responsable
d’infections nosocomiales dans notre structure hospitaliere, CHU de Tizi-Ouzou sur le plan
phylogénique sur quatre ans de 2010 a 2013, c'est-a-dire évaluer si les souches circulantes
ont des liens génétiques, et surveiller sa résistance aux familles d’antibiotiques les plus
utilisées en thérapeutique B-lactamines, Aminosides et nouvelles Quinolones. Il s’agit de
'espéce Acinetobacter baumannii, laquelle a longtemps été considérée comme contaminant
de laboratoire.

L’observation de son évolution sur plusieurs années montre que I'apparition et
I'installation de cette bactérie au CHU de Tizi-Ouzou s’est faite au détriment d’'une autre
bactérie de I'environnement hospitalier, Pseudomonas aeruginosa.

En effet sur une collection de 128 souches nous avons confirmé la résistance de cette
bactérie a des taux dépassant les 60% pour la plupart des molécules, plusieurs
mécanismes génétiques de résistances ont été retrouvés, notamment aux f3-lactamines,
avec mise en évidence de carbapénémases type oxacillinases et prédominance des
oxacillinases 23, lesquelles dominent au niveau mondial.

L’étude de la clonalité effectuée par PFGE, et par une nouvelle technique que nous avons
lancé pour la premiére fois en Algérie lors de cette étude qui est la bla xas15€quence base
typing (bla oxa5:SBT), ont révélé la présence d’au moins trois clones, présentant plusieurs
antibiotypes, avec prédominance du clone international 2.

Les moyens thérapeutiques semblent avoir atteint leur limite pour lutter contre
Acinetobacter baumannii. Seule I'application des bonnes pratiques en hygiene hospitaliére
peut arréter sa diffusion et son évolution au CHU de Tizi-Ouzou.

Mots clés : Acinetobacter baumannii, carbapénémases, PFGE, Oxacillinases

SUMMURY

The aim of this work was to follow the evolution of a species responsible for nosocomial
infections in our hospital structure, Tizi-Ouzou University Hospital on the phylogenetic level
over four years from 2010 to 2013, that is to evaluate if the circulating strains have genetic
links, and monitor its resistance to families of antibiotics most used in therapeutic B-lactams,
Aminosides and new Quinolones. This species is Acinetobacter baumannii, which has long
been considered a laboratory contaminant.

The observation of its evolution over several years shows that its appearance and the
installation of this bacterium in the Teaching Hospital of Tizi-Ouzou was done to the
detriment of another bacterium of the hospital environment, Pseudomonas aeruginosa.

Indeed, on a collection of 128 strains we confirmed the resistance of this bacterium at
rates exceeding 60% for most molecules, several genetic mechanisms of resistance have
been found, notably to the B-lactamines, with demonstration of carbapenemases type
oxacillinases and the predominance of oxacillinases 23, which dominate globally.

The study of the clonality carried out by PFGE, and by a new technique that we first
launched in Algeria during this study, which is the sequence base typing bla .51, revealed
the presence of at least three clones, presenting several antibiotypes, with predominance of
the international clone 2.

The therapeutic means seem to have reached their limit to fight A. baumannii. Only the
application of good practices in hospital hygiene can stop its diffusion and its evolution in our
hospital.

Key-words: A.baumannii, carbapenemases, PFGE, oxacillinase

AZZAM AMINA (aminaazzams@yahoo.fr)
Faculté de Médecine

Université Mouloud Mammeri de Tizi-ouzou.

o) Akl jpadl 4 ) 5 4y ) gpand

Ministére de I'Enseignement Supérieur , \ palall Zaall Lad) aaleill 3 ) 3
et de la Recherche Scientifique .y vy £ i s

Université Mouloud MAMMERI o K\ jotd 2 acals
FACULTE DE MEDECINE : o h_b_ﬁl:b '

TiZI-OUZouU g39 1 j—ii
Xe@MAIEX CUIA + X CACO - R

THESE DE DOCTORAT EN SCIENCES MEDICALES

MICROBIOLOGIE

EVOLUTION PHYLOGENIQUE DE L’ESPECE ACINETOBACTER
BAUMANNII AU CHU DE TIZI-OUZOU ET ETUDE DE SA
RESISTANCE AUX B-LACTAMINES, AMINOSIDES ET

QUINOLONES.

Présentée par :

AZZAM Amina épouse Yataghene

Directrice de Thése :

Professeur RAHAL Kheira, faculté de Médecine d’Alger

Jury :

Président du jury : Pr KEZZAL Kamal Faculté de médecine d’Alger
Directrice de these Pr RAHAL Kheira Faculté de médecine d’Alger
Membre : Pr BELOUNI Rachid Faculté de médecine de Blida
Membre : Pr HOUACINE Salem Faculté de médecine d’Alger
Membre : Pr AMHIS Wahiba Faculté de médecine d’Alger

ANNEE : 2018




8Remerciements§

Mes remerciements vont a,

-Madame le Professeur Rahal Kheira, ma directrice de these, pour sa
compétence , pour m’avoir encadré et accepté au sein de son service, le
laboratoire de bactériologie médicale de l'institut Pasteur d’Algérie, mais aussi
pour m’avoir inculqué tout au long de ces années, la discipline et la rigueur
scientifique, veuillez trouver ici madame, toute l'expression de ma gratitude,
ma reconnaissance infinie, mon profond respect et mon affection. Je mesure
cette chance, et cet honneur d’avoir été dirigé par vous, vous étes notre maitre

a tous.

Mes remerciements vont aussi aux membres du jury, lesquels pour la plupart
sont mes enseignants et mes maitres de toujours, lesquels m’ont inculqué et
fait aimé la microbiologie, trouvez ici I'expression de ma profonde gratitude,

respect et reconnaissance :

-Professeur Kezzal Kamal, pour avoir accepte de présider ce jury, et d’examiner
ce travail. Vous étes un exemple pour moi, trouvez ici I'expression de ma

gratitude infinie et mon profond respect.

-Professeur Bellouni Rachid, pour avoir accepté d’examiner ce travail. Votre
bienveillance et compétence ont toujours été pour moi une motivation

d’évolution, je vous en remercie profondément.

-Professeur Amhis Wahiba, pour avoir accepté d’examiner ce travail. \Votre
engagement en matiere de lutte contre les infections associées aux soins et
votre compétence, ont toujours été une motivation pour moi, trouvez ici

I'expression de ma reconnaissance infinie.

-Professeur Houacine Salem, pour avoir accepté d’examiner ce travail. J'admire
votre engagement en matiere de lutte contre les infections associées aux soins
et votre compétence, trouvez ici I'expression de toute ma gratitude et profond

respect.



Je remercie également :

-Madame le Professeur Tali-Maamar Hassiba, pour m’avoir permis de continuer
ce travail dans son service, le laboratoire de bactériologie médicale de I'Institut
Pasteur d’Algérie, mais aussi pour m’avoir aidée, encouragée, orientée et
soutenue, trouves ici Hassiba l'expression de toute ma gratitude et de mon
amitié sincere.

-Madame le Professeur Benamrouche Nabila pour m’avoir aidée, encouragée,
orientée et soutenue, trouves ici Nabila I'expression de mes profonds

sentiments d’amitié et de gratitude infinie.

-Madame le Professeur Djenane Fazia, pour m’avoir encouragée et aidée a
commencer et concrétiser ce travail, par ses encouragements, soutiens
sinceres et génerosité, trouves ici Fazia I'expression de ma gratitude et amitie

sincere.

-Monsieur le Professeur Plesiat Patrick et son équipe, pour m’avoir acceptée au
CNR, centre national de référence des Pseudomonas aeruginosa et
Acinetobacter baumannii de Besangon (France), m’avoir formée, inculquée la
rigueur scientifique, et avoir mis & ma disposition, son savoir et ses

compétences.

-Berrazeg Meryem, perle rare, laquelle au sein de I'équipe du Pr Plesiat m’a
appris tout ce que je connais en biologie moléculaire, je la remercie pour sa
générosité, gentillesse et compétence, trouves ici Meryem I'expression de toute

mon amitié sincere.

-Mr Robin frederic de I'hépital Clermond ferrand, pour m’avoir aidée a interpréter

les profils de macrorestriction.



Mes remerciements vont a tout le personnel du laboratoire de bactériologie
meédicale de I'Institut Pasteur d’Algérie, biologistes, techniciens, secrétaires
agents de service, j'ai trouvé au sein de cette équipe une seconde famille :

Lafer Nora et Zourdani Nora, pour m’avoir aidé a mener a bien mon travail

pratigue. Je vous remercie de votre patience, compétence et amitié.

Lazizi Salima, Laliam Rym, Assaous Farida, Hesnaoui sonia, Guettou Badea,
Hamida Sakhi, Mahieddine..... Pour leur amitié et aussi pour m’avoir soutenue

et orientée.

Mes remerciements vont a tout le personnel du laboratoire de bactériologie, du
CHU de Tizi-Ouzou et a leur téte le docteur Seklaoui Nacera chef de service,

pour m’avoir encouragée a réaliser ce travail.

Je remercie également toute I'équipe du SEMEP du CHU de Tizi-Ouzou,
Pr Toudeft, Dr Saidi, Dr Issiakhem.....

Mes plus vifs remerciements vont a tout le personnel de la faculté de médecine
de Tizi-ouzou, et a leur téte Monsieur le doyen, le professeur Messaoudi, pour

m’avoir soutenue et fournie tous les moyens pour mener a bien mon projet.

Et Je remercie toutes les personnes qui ont participé de prés ou de loin a la

réalisation de ce travail.



SDEDICACESS

Je dédis ce travail a,

-La mémoire de mes défunts parents, AZZAM AMOKRANE et ADANE BAHYA
paix a leurs ames, en d’autres temps, cher pére ces remerciements et
dédicaces auraient été, rédigés de ta légendaire et fine plume dans ton style si
particulier. Ce travail est la consécration de tous les efforts, encouragements,
et sacrifices que vous avez consenti pour moi chers parents. Je vous le dédie
avec toute mon affection et amour. J'espere étre a la hauteur de la fierté, que
Vous éprouviez a mon égard, Papa, Maman, reposez en paix.

-La mémoire de ma défunte Miminette, Hamadou Yamina, ma seconde mere,
ton soutien et ton affection inconditionnels me manquent ! Reposes en paix.

-Mes tres chéres sceurs, Meriem, Saliha et mon trés cher frere Meziane, ainsi
que leurs petites familles, pour leurs soutiens incommensurables,
inconditionnels et leur affection infinie a mon égard, trouvez ici I'expression de
mes sentiments réciproques.

-Mes tres chéres enfants, prunelles de mes yeux, ma lumiére et fleur Yasmine,
mes soleils Idir et Rabah et a mon mari Belaid pour son soutien constant.

-Mes adorables neveux et niéce, Arezki, Malik, Justin, Djawed, lbrahim et
Maissa.

-A mon beau-frere Mohamed Drir, A ma belle sceur, Sabrina Belhadad-Azzam.
-A mes oncles, tantes, cousines, et cousins.
-A Agnes et Achour Graine.

-A mes amies: Saliha Meftahi, Nachida Addad, Lila Chabane,
Radia Dali-yahia, Meryem Berrazeg, Nacera Ladjadj et toutes les
ECCMIDISTES..........

ET a tous ceux que j'aime et qui m’aiment



SOMMAIRE

Introduction-problématiqQue........ ..o

REVUE DE LALITTERATURE. ...,

CHAPITRE | : BACTERIOLOGIE........oiiiiii s

|. Bactériologie......

|.1. Taxonomie.......

|.2.Habitat............

[.3. Caractéres morphologiqQUES ..........ouiiiiiiii e,

|.4.Caracteres culturaux et biochimiques..............ccooiiiiiiii e

[.4.1.Caracteres CUIUIAUX. .......e e e e

[.4.2.Caracteres bioChimiQUES ..........oviriiiiii e

[.5.Caracteres antigeniqQUES. .........ouiuieiiie e

CHAPITRE II : PATHOGENICITE...... e

Il. Pathogénicite....

CHAPITRE IIl : Généralités sur les antibiotiques et mécanismes de

résistance............

[ll. Généralités sur les antibiotiques et mécanismes de résistance.............

[11.1.Définition et mode d’acCtion..........oovoveereeee et

[11.2.Les familles d'antibiotiques. ..o

[11.2.1.Les B-lactamines. ..o

[11.2.2.Les aminosides ou aminoglycosides..........c.ocvviiiiiiiiiiiiiiii e,

[11.2.3. Quinolones et Fluoroquinolones............c.ccviiiii i

[11.2.4. Rifamycines

12

15

16

16

17

19

20

21

24

25

25

27

27

29

30

30



1.2.5. PRENICOIES. ... e
[11.2.6.Tétracyclines et les Glycylcycline. ...,
2.7, POlYMYXINES. .t e e e
H1.2.7.2.La CONSHINE. .. ... e
1.2.8.SUamides. ... ..o
H1.2.9. TrimMeEthOPIiMeE. ... e

[11.3.Rappel sur les mécanismes généraux de la résistance aux
AN IO QUES. ..

[lI.3.1.La résistance naturelle........... ...,
[11.3.2.La ré€SiStanCe aCqUISE .......cuiuiiriie it
[11.3.3.Mécanismes biochimiques de la résistance aux antibiotiques..........
[11.3.3.1.Inactivation enzymatique.............ccoooiiiii i,

[11.3.3.2.Défaut de pénétration de I'antibiotique : diminution de la
PermMeEabilite. . ... ..o

[11.3.3.3.Efflux de I'antibiotique..............coooii i,
[11.3.3.4. Modification de la cible de l'antibiotique..........................l.
CHAPITRE IV : Résistance aux antibiotiques d’Acinetobacter baumannii.....
IV. Résistance aux antibiotiques d’Acinetobacter baumannii.....................
IV.1. Résistance naturelle...........cooooiii i
[V.2.RESISTANCE ACUISE. .. .ttt
IV.2.1.Résistance acquise aux B-lactamines chez Acinetobacter baumannii.

IVV.2.1.1.Rappel sur la classification des B-lactamases : classification
A AT . ..o

31

32

32

33

33

34

34

34

34

35

35

36

37

38

39

39

40

41



IV.2.1.2.Les B-lactamases retrouvées chez A.baumannii selon la
classification A AMDbDIEr. ... ..o,

IV.2.1.2.1.PENICIINASES. ...t e
IVV.2.1.2.2.Hyperproduction de Céphalosporinase..............c.ccooevvviieinnnnn.
IV.2.1.2.3.p-Lactamases a Spectre Etendu (BLSE).....................cinll

IV.2.1.3.Résistance acquise aux carbapénémes : meécanismes
=T 4] 0 =110 10 =

IVV.2.1.3.1.0xacillinases a propriété carbapénémase...............cccceeevinnnn.
IV.2.1.3.1.1.Le sous-groupe OXA -23. ... e
IV.2.1.3.1.2.Le sous groupe OXA-40 (OXA-24).......cooveiiiiiiiiiiiiiieaeaan,
V.2.1.3.1.3.Le sous groupe OXA-5T1. ...
IV.2.1.3.1.4.Le sous groupe OXA-58.......c.oiiiiiiii i
IV.2.1.3.2.Métallo-B-Lactamases (MBL)..........cccoieiiiiiiiiiiiiieeeee
IV.2.1.3.3.Carbapénémases appartenant au groupe A d’Ambler...............

IV.2.1.4.Résistance aux carbapénémes : mécanismes non-enzymatiques...
IV.2.1.4.1.Diminution de la perméabilité membranaire.............................
IV.2.1.4.2. EfflUX ..o
IV.2.1.4.3. Modification de PLP....... ...

IV.2.2.Supports Génétiques de la résistance chez A. baumannii...............
IV.2.2.1.La résistance chromoSOMIQUE..........ccoviiiiiii i eeaas
IV.2.2.2. La résistance extra-chromosomique............ccvvieiiiieiiieinineannnn.
IV.2.2.2.1.Les séquences d’'iNSertion.............cccvieiiiiiiiiii i,
IV.2.2.2.2.LeS tranSPOSONS. ...t e

IV.2.2.2.3.LeS INtEGIrONS. ....oniiiii e

54

55

55

55

56



IV.2.3.Résistance acquise aux aminosides chez A. baumannii.................. 61

IV.2.4.Résistance acquise aux fluoroquinolones.................ccooviiiiiin... 63
IV.2.5.Résistance acquise aux autres antibiotiques..................ocooiiiil. 64
CHAPITRE V : MAQUEURS EPIDEMIOLOGIQUES.............coeviiieiee. 66
V. Marqueurs épidemiolOgiQUES. .......ouuiuiiiiiiie e eeaaas 67
VL SEIOtYPIE e 67
RV IR =T 1Y/ o = 67
V.3, BIOtY DI 67
V.4.Typage génomique, ou genotypage et caractérisation d’'une

=700 1= o 01 = 67
V.41, Profil protéique. ... ..o 67
V.4.2. Profil plasmidique. .........coiniiiii e 67
V.4.3. Profil de restriction ou restriction endonucléase analysis (REA)........ 68
V.4.4 Electrophorese en champ pulsé. ..., 68
V.4.4.1.Principe de I'électrophorése en champs pulsé ou (PFGE)............. 69
V.4.4.2.Optimisation de la méthode PFGE...............ccooiiiiiiii 70
V.4.5. Multi-Locus Sequence Typing (MLST)......ccoiiiiiiiiiiieeeeee 72
V.4.6. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)......................... 73
V.4.7. Le Systéme Diversilab® ..o 73
V.4.8. Multiple-Locus Variable number of tandem repeat Analysis

(ML A e 73
V.4.9. blapxas: Sequence-based typing (SBT).....ccovieiiiiiiiiiie 75
V.4.10.Comparaison des différentes méthodes de génotypage utilisées

pour I'étude phylogénique de souches lors d’épidémies................ccceevenn.e. 75
CHAPITRE VI : CLINIQUE. ... e 79



RV TR 1 0 o 5=
VI.1.Les pneumopathies. ..o e,
VI.1.1.Les pneumopathies communautaires.............ooovviiiiiiiiiiiiiiniennns
VI.1.2 .Les pneumopathies nosocomiales.............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiieenns
VI.2.LesS baCteri@mies. ..o
VI.3.Infection de la peau et des tiSSUS MOUS..........covviiiiiiiiiiiiiiiie e,
VI4. Infections du tractus urinaire.............ooiiiiiii i
VES.IMENINGITE. ...

CHAPITRE VIl : Diagnostic bactériologique au laboratoire d’Acinetobacter
D AUMANNIL. L.

VII. Diagnostic bactériologique d’Acinetobacter baumannii........................
VII.1.Prélevements microbiologiqQUes ............cooviiieiiiiiiiiiiiiiiieiieeeee
VIL.2. EXamen MICrOSCOPIQUE . ...uuueete et et et eieee et eae e aaeeaeaeenneennenns
VII.3. Caracteres CUUrAUX......c.viee it eas
VIL4. Identification.........ooei i

VII.5. Principales méthodes moléculaires d’identification d’Acinetobacter
DAUMANNIL. ... e

VII.5.1.Identification d’A. baumannii par détection du géne blagyasi-Like. .-
VII.6. Application de la spectrométrie de masse dans le typage
de I'espece Acinetobacter baumannii et détection des mécanismes de

LS S AN C . oo

VII.7.Les techniques rapides d’identification d’Acinetobacter baumannii
résistant a 'imipeneme....... ... e

CHAPITRE VIII : EPIDEMIOLOGIE........ciiiiii i

VI EPIdEMIOIOGIE. ... .o

92

93

93



VIIl.1.Epidémiologie de la résistance aux antibiotiques d’Acinetobacter sp... 95

VIII.1.1. Acinetobacter sp au Maghreb et en Algérie.................ccoooiiiiiiinnnn, 95

VIII .1.2.Acinetobacter sp au Moyen orient, bassin méditerranéen, Asie du

VIII.2.Epidémiologie de la clonalité d’Acinetobacter baumannii.................. 98

VIII.3.Rappels sur les infections nosocomiales ou Infections Associées aux

SOINS (JAS ). 99
VL. L.DEfINIION. ... 99
VIII.3.2.Epidémiologie des IAS chez Acinetobacter baumannii .................. 100
VIII1.3.3.Facteurs de risques d’acquisition d’Acinetobacter baumannii........... 103

CHAPITRE IX : Traitement des infections a Acinetobacter baumannii :

aspect thérapeutique, aspect préventif...............coiii 108
IX.Traitement des infections a Acinetobacter baumannii .......................... 109
IX.1.Aspect thérapeutiQUe ..........ccoeiiiiii e e 109
IX.1.1.Le SUIDACTAM . ...t e 109
IX.1.2.La TIQECYCINE. ... e 109
IX.1.3.L8 COlIStNe. .. e 110
IX.1.4.La RifampPICiNe. ... 110
IX.1.5.Nouveaux agents thérapeutiques : peptides.............cccooeiiiiiien..n. 111
DX L B AU S .ottt e 113
IX.1.6.1.Colistine et vanCoOmMYCINE.........cceiiriiiie i, 113
IX.1.6.2.Colistine et rifampiCine. .........oooiiii e 113
IX.1.6.3.Association meropéneme et monasulfactam (BAL30072)............. 113
IX.1.6.4.Colistine et tigécycline. ..o, 113

Vi



IX.1.6.5.Sulbactam et carbapénémes (Meropénéme ou Imipéneme) ......... 114

IX.1.6.6.Chloramphénicol et colistine..............ccoiiiiiii i 114
IX.1.6.7.Colistine ou Polymixine B...........cooiiiiiiiiiii e 114
DXL 2. AUITES IMOY NS, . ..ttt ettt et et e e et e e e e e e e aneeennee e 114
IX.2.1.Activité pro-biotiques de Bacillus subtilis ...............ccoooiiiiiiiiiin, 114
IX.2.2. Transplantation fécale..............cooiiiiii i 114
IX.2.3.Phagothérapie. ........ccooiiii i 114
IX.2.4.VaCCINAtION. ... 115
IX.3. Lutte contre Acinetobacter baumannii : aspect préventif .................. 115

IX.3.1.Lutte contre Acinetobacter baumannii basée sur l'utilisation des

bonnes pratiques en hygiéne hospitaliere............cocooiiiiiiiiiiiiiiiii . 116
IX.3.1.1.Moyens de Jutte. ..o 116
IX.3.1.2.Rappels généraux sur la stérilisation....................coooiiiiinl. 117
IX.3.1.1.La stérilisation hospitali€re..............cooiiiiiii e, 117
IX.3.1.2.1.1.Définition de la stérilisation et procédés..................ccoevnennn. 117
X MEthOdOIOGIE. . ... 119
X.1.Lieu de I'étude et critéres d’inclusion des patients.............................. 120
X.2.LeS PréleVemMENTS. .. .. 120
X B LS SBIVICES . . ettt 121
X.4.Nombre d’échantillons. ..., 121
X.5.Techniques utilisées ou méthodes............ccoooiiiiiii i, 122

X.5.1.ldentification des souches : identification biochimique et
MOIECUIAINE. . ...ttt e e 122

X.5.2. Etude phénotypique de I'antibiorésistance : Antibiotypie.................. 122

Vii



X.5.2. 1. Antibiogramme. . ... ..o e
X.5.2.2.Tests complémentaires phénotypiques.............cccovvivinnnn. ..
X.5.2.2.1.Recherche des B-lactamase a Spectre Etendu................
X.5.2.2.2.Recherche de la Céphalosporinase (Case)...................
X.5.2.2.3.Recherche des CarbapénémasesS..........cccoeviviiiiienininnnnn.
X.5.2.2.4. Test a l'arbekacine..........cooooiiiiiii i
X.5.2.3.Concentration Minimale Inhibitrice.....................o .

X.5.2.4.Analyses phénotypiques des mécanismes de résistance
AUX CaArD AP NI S . ittt e e e e e e e e e e e

X.5.3. Recherche des génes de résistance par PCR standard........
X.5.3.1.Protocole de la PCR ...
X.5.4.Séquencage des génes de résistance................ccoiiiiin L.

X.5.5.Recherche d’un lien génétique : génotypage ou étude de

(o] [o] a =1 11 (=

X.5.5.1.Electrophorése en champ pulsé ou PFGE.........................

X.5.5.2.Multiple-Locus Variable number of tandem repeat Analysis

X.5.5.3. blaOXA-51 sequence-based typing (SBT).........ccooevvinnn.

X.5.6.Etude statistique........oooii i

CHAPITRE Xl. RESU LT AT S et e e e e e e e e
XI. Résultats obtenus sur les souches collectées..........c..cvvvvi....
XI.1. Repartltlon des souches collectées de 2010 a 2013 par
année..

X1.2. Répartition des souches collectées par spécialité cliniques
de 2010 A 2003 .. i e

viii

122

123

124

125

125

126

127

128

129

129

131

131

131

132

132

133

134

135

135

135



X1.3. Répartition des souches collectées par sites de 2010 a

Xl.4.Résultats de I'étude Phénotypique : sensibilité des souches
collectées aux antibiotiques selon I'antibiogramme et les tests
COMPIEM N AN S .. it e e e e e e e e
XA, L AN D O Y PI e e
X1.4.2.Tests COMPIEMENTAITES ... .o e e e,
X1.4.3.Résultats des CMI .. ..ot e e e

Xl.4.4.Résultat de résistance aux principales B-lactamines...........

X1.4.4.1.Evolution de la résistance aux B-lactamines de 2010 a

X14.4.2.TesSt StatiStiqQUe ..ot e e e e e e e e e eaes
X1.4.5.Résultat des résistances aux aminosSidesS.......oovveveeviiiennn...

X1.4.5.1.Evolution de la résistance aux aminosides de 2010 a

X1.4.5.2.Test StatiStiQUe .. ... e e e e
X1.4.6. Résultat de résistance aux quinolones.............................

X1.4.6.1.Evolution des résistances aux quinolones de 2010 a

X1.4.6.2.Test StatiStiQUe ......oi i e e e
X1.4.6. Sensibilité aux autres molécules antibiotiques....................
X1.5. Résultats de I'’étude génotypique : Caractérisation des genes
de résistance par amplification génique ou Polymérase Chain

REACTION(PCR) .ttt e e e e e e e e e e
X1.5.1.Résultats des PCR en imagesS.......ccciviiiiiiiiiiiiiiiie i e

X1.5.2.Types de B-lactamases retrouvées et correspondances
JENOLYPE, PRENO Y P ettt e e e e

X1.5.3.Résultats du Séquengage..........cooiiii it e

138

140

140

147

148

151

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

164

165



X1.6. Analyse des mécanismes de résistance par familles
A aNtibDiOtiQUES ..o

X1B. 1, B-laCtaminesS. ..ot e e e

X1.6.1.1. Mécanismes de résistance aux p-lactamines
o] g I= ET T o o1 1= 1) I

X1.6.1.2. Répartition des mécanismes de résistance aux
B-lactamines, (associés ou non) selon les phénotypes par année

X1.6.1.3.Evolution des mécanismes de résistance aux
B-lactamines Par NN S . ......ei ittt e e

X1.6.1.4.TesSt StatiStiQUe ... ..vui it e e e e e e e e e s

X1.6.1.5. Répartition des mécanismes de résistance aux
B-lactamines par spécialités cliniques..........ccii i e

X1.6.2.LeS amiNOSIUES ..ot it e e e e e e
X1.6.2.1.Mécanismes de résistance aux aminosides (non associés)

X1.6.2.2. Répartition des mécanismes de résistance aux
aminosides (associés ou non) selon les phénotypes par années...

X1.6.2.3.Evolution des mécanismes de résistance aux aminosides
O L= LT 1= = P

X1.6.2.4.Test statiStiqQUe.....ccoi i e e e e

X1.6.2.5.Répartition des mécanismes de résistance aux aminosides
par spécialiteés CliniQUeS... ... i

X1.6.3.LES QUINOIONES ... o e e e e e

X1.6.3.1.Mécanismes de résistances aux quinolones (non
=TT o 1od 1= 1) P

X1.6.3.2. Répartition des mécanismes de résistance aux
guinolones (associés ou non) selon les phénotypes par années......

X1.6.3.3.Evolution des mécanismes de résistance aux quinolones
O L= L a1 41T =

166

166

166

167

169

170

173

175

175

176

178

178

181

182

182

183

184



X1.6.3.4. Test statistiquUe.......cocoiiiiiiiiii i i ii e e e, 184

X1.6.3.5.Répartition des mécanismes de résistance aux quinolones
par Specialités CliNIQUES.......oi i e e e e e e 184

XI.7. Résultats des souches de 2000 et 2001...............ceevevveeee..... 185

X1.8. Résultats de I'étude phylogenlque ( clonalité ou
génotypage)... P < ¥4

X1.8.1.Résultat de la blapxas: S€quence base typing..................... 187
XI.8.2.Résultat de 1a PFGE ......coo oo e 190
XI1.8.3.Résultat de la MLVA ... i, 194

X1.8.4.Evolution chronologique des carbapénémases, corrélée aux
(03 0 0 1= P R [}

Discussion et perspectivesS.......oovvviiiiiiieiii i i i i n. 201
Conclusion et recommandatioNS ......cov it it e iiaaiaaaaeen. 226
Bibliographie........ccooi i e, 234

AN X O S e e et e e e e e e e e e i 259

Xi



LISTE DES FIGURES

Fig 1.Acinetobacter cocco-bacille a Gram Négatif.................................
Fig 2.Mécanisme d’action des antibiotiques...............c.oooiii
Fig 3.Diversité des B-lactamases declasse D...............ccooiiiiiiiiinn,
Fig 4. Transposons associés au gene blaOXA-23 chez A.baumannii.........
Fig 5.Schéma représentatif de la technique PFGE................................

Fig 6.Schéma représentatif de I'appareil utilisé dans la méthode PFGE :
appareil CHEF ... ... e

Fig 7.Profil d’électrophorése en champ pulsé obtenu a partir de sept
SOUCKNIES . ..ttt

Fig 8.Dendrogramme obtenu a partir du champ pulsé...........................
Fig 9.Schéma représentant de la technique MLST......................
Fig 10.Schéma représentant la technique MLVA...............coiiiiini.
Fig 11.Dendrogramme différenciant les oxacillinases a activité
carbapénémase( et variants)(A), et oxacillinases variantes de
I'oxacillinase intrinseque blaoxa51 corrélées aux clones internationaux
Fig 12.Aspect coccoide a Gram variable. ..o,

Fig 13.Acinetobacter dans un prélevement pulmonaire..........................

Fig 14.Culture d’'une souche d’Acinetobacter baumannii sur gélose
Trypticase soja : Colonies « smooths » Ou MUQUEUSES .............ceevvennnnn.

Fig 15.Culture d’'une souche d’A. baumannii sur gélose Trypticase soja
colonies « rough » OU SMOOtN...... ..ot e

Fig 16. Acinetobacter baumannii : prélevement de dépistage sur Drigalski

Fig 17.Gélose UTI additionnée d’un disque de ceftazidime et imipénéme...

Fig 18.Api 20E d’'une souche d’Acinetobacter baumannii........................

Fig 19.Stratégie diagnostique d'Acinetobacter.sp au laboratoire...............

xii



Fig 20.Cartographie de la dissémination mondiale du gene blaOXA-23..... 98
Fig 21.Représentation de la formation d’'un biofilm................................ 101

Fig 22.Antibiogramme d’'une souche d’A baumannii sensible effectué au
CNR, et antibiotiques testés (antibiogramme pratiqué sur la souche

2134/13 de Tizi-ouzou au CNR).......coiiiiii e 123
Fig 23.Recherche phénotypique de BLSE, par le test de rapprochement

de disques de la souche 3900/13(CHU Tizi-Ouzou/CNR)...................... 125
Fig 24.Recherche de MBL par le test Imipeneme+EDTA sur la souche

3900/13 CHU de Tizi-OUZOU(CNRY)......ouiieiiiii e 126
Fig 25.Test a I’Arbekacine pratiqué sur la souche 4474/01 de 'année

2001 AU CNR ..o 127
Fig 26.Répartition des souches collectées par spécialités cliniques de

20710 @ 2013 136
Fig 27.Répartition des souches en soins intensifs..............................l. 136
Fig 28.Répartition des souches par spécialités chirurgicales .................. 137
Fig 29.Répartition des souches aux Urgences...........ccovveveiiienenennnnnnnn. 138

Fig 30.Répartition des souches collectées par site anatomique de 2010 a

Fig 31.Antibiogramme de la souche 2120 /2012 CHU de Tizi-ouzou(CNR) 140
Fig 32. Antibiogramme de la souche 4476 /01 CHU de Tizi-ouzou(CNR)... 141
Fig 33. Antibiogramme de la souche 855 /11 CHU de Tizi-Ouzou(CNR).... 142
Fig 34. Antibiogramme de la souche 1034 /13 CHU de Tizi-Ouzou (CNR).. 143
Fig 35. Antibiogramme de la souche 3600 /13 CHU de Tizi-ouzou(CNR).. 144
Fig 36.Antibiogramme de la souche 3900 /13 CHU de Tizi-ouzou(CNR).... 145
Fig 37.Antibiogramme de la souche 6234/11 CHU de Tizi-ouzou(CNR)..... 146

Fig 38.Positivité des tests complémentaires.................cooiiiiiiinl. 147

xiii



Fig 39. E-test Imipéneme et Imipéneme+EDTA (image sur une souche 3900/13

CHU de TiZIFOUZOU). ...ttt e e e e e et e e e eaaas 148
Fig 40.Résistance aux B-lactamines de 20102 2013.............ccoiiiinnnnn. 151
Fig 41. Evolution de la résistance aux -lactamines de 2010 a 2013 ........ 152

Fig 42.Courbe de tendance de I'évolution de la résistance a

iMIpEeNemMe/MErOPENEME. ... ...t 153
Fig 43.Résistance aux aminosides de 20102 2013...........ccceiiiiiiienne.n. 153
Fig 44.Evolution des résistances aux aminosides de 2010 a 2013 ........... 154
Fig 45.Courbe de tendance du phénotype sensible aux aminosides......... 155
Fig 46.Résistance aux quinolones de 20102 2013...........ccoeiiiiiiininis 156
Fig 47.Evolution des résistances aux quinolones de 2010 a 2013............ 157

Fig48.Courbe de tendance de I'évolution de la résistance a la

CIProflOXacing. ... ... 158
Fig 49.Courbe de tendance du phénotype sensible aux quinolones.......... 158
Fig 50 . Résistance globale aux antibiotiques des souches collectées....... 159

Fig 51.Images de PCR Positives pour les génes, blagyas:, blargw,

bIaCTXM ........................................................................................ 161
Fig 52.Images de PCR positives pour les genes blagyass blanpmt ,blaoyazs,
bIaOXa58 ........................................................................................ 162
Fig 53. Images de PCR Positives pour les genes ANT2”-1, APH3’ -VI,

Fig 54.Mécanismes de résistance aux -lactamines (seuls)................... 166

Fig 55.Mécanismes de résistance aux B-lactamines selon les phénotypes 168

Fig 56.Evolution des mécanismes de résistance aux B-lactamines par
BNNEES. ...ttt e e e e e e e b e e e e e e e e e e e e bbb e e e e e e e e e e aaeeaaaaaa 169

Fig 57.Courbe de tendance de I'évolution du mécanisme
Céphalosporinase+pénicillinase TEM. ..o, 171

Xiv



Fig 58. Courbe de tendance de I'’évolution du mécanisme Case+TEM

FB LS E .. 171
Fig 59.Courbe de tendance de I'évolution du mécanisme Oxacillinase

24+CEPNAlOSPOMINASE. ... vt 172
Fig 60.Courbe de tendance de I'évolution du mécanisme NDM1 ............ 172

Fig 61.Répartition des mécanismes de résistance des [(-lactamines par
SPECIalites CliNIQUE. ... 174

Fig 62. Mécanismes de résistance aux aminosides (seuls)................... 175
Fig 63. Mécanismes de résistance aux aminosides selon les phénotypes 177

Fig 64. Répartition des mécanismes de résistance aux aminosides de

20710 @ 2013 e e 178
Fig 65. Courbe de tendance de I'évolution du mécanisme aac (3)-la+ANT

(21 HaadA . o 179
Fig 66.Courbe de tendance de I'évolution du mécanisme aac(3)-la+APH
(3)-VIHAAC (B)-1FaadA. ... 179
Fig 67.Courbe de tendance du mécanisme aac(3)-la+ANT(2")-I+APH(3')-
VA A . 180
Fig 68. Répartition des mécanismes de résistance aux aminosides par
SPECIAlites ClINIQUES. ... e 181
Fig 69.Mécanismes de résistance aux quinolones (seuls)..................... 182

Fig 70.Mécanismes de résistance aux quinolones selon les phénotypes... 183

Fig 71.Répartition des mécanismes de résistance aux quinolones par
=] ] =T 184

Fig 72.Répartition des mécanismes de résistance aux quinolones par

SpPécialités CliNIQUES. ... ..o 185
Fig 73.PCR simplex OXa 69 ........ccoiiiii e 187
Fig 74.Profils de Macrorestriction de 'ADN génomique par I'enzyme Apal

(photo PFGE DE 19 souches CHU Tizi-ouzou/IPA)..........cccoiviiiiiiinn.. 190
Fig75. Arbre phylogénique ou dendrogramme............c.cooeiiiiiiiiiennenen. 191

XV



Fig 76.PCR de la technique MLVA des cing génes d’ancrage pour les
SOUCNES 2 Bl O e

Fig 77.Evolution chronologique des carbapénémases.................c.........
Fig 78.Répartition des carbapénémases par spécialités cliniques............
Fig 79.Taux de résistance aux antibiotigues comparés a ceux du réseau
Fig 80.Affiliation des oxa-type 66, 371 et 94 aux clones internationaux
selon KamolVit.........ooi

Fig 81.Transposon Tn2006, hébergeant I'oxacillinase 23, entourée en
amont et en aval de la séquence d’'insertion Isbal......................ooeel.

XVi



Liste des Tableaux

Tableau 1. Description des espéces appartenant au genre
ACINEIODACTET ...t

Tableau 2. Les Caractéres biochimiques d’Acinetobacter sp.................

Tableau 3. B-lactamases retrouvées chez A.baumannii selon la
classification A AMDbDIEr. ...

Tableau 4. Phénotype de résistance chez A. baumannii vis-a-vis des

B-lactamines. ... e

Tableau 5. Autres Mécanismes de résistance pouvant étre impliqués

dans la résistance d’A. baumannii aux carbapénémes..........................

Tableau 6. Enzymes d’inactivation des aminosides les plus communes

chez A. baumannii et substrats préférentiels..............ccccooiiiiiiiiiiiiinnn,

Tableau 7. Corrélation entre les variants de I'oxacillinase intrinséque 51
Bl SEUENCES By DS .ttt ettt ettt e e

Tableau 8. Nombre et pourcentage de souches collectées.....................

Tableau 9. Nombre et pourcentage de souches collectées par
SPECIAlitES ClINIQUES. ... e e

Tableau 10. Répartition des souches par spécialités médicales ............

Tableau 11. Nombre et pourcentage des souches par site anatomiques

e 2010 8 2003, ...t

Tableau 12. Répartition des souches invasives isolées d’hémocultures
et de LCR par services et parannées.............coooveviiiiiiiiiiiiineennnn.

Tableau 13. Positivité des tests complémentaires...............................

Tableau 14. Valeurs de CMI a I'imipenéme des différentes
CaAIDAPENEIMASES. ...

Tableau 15. Valeurs de CMI de la colistine associées aux phénotypes

de résistance des B-lactamines.............ccooiiiiiii

Tableau 16. Répartition des souches dont la CMI est de 256 a la
Netilmicine par @anNNEES....... ..ot

XVii



Tableau 17. Evolution de la résistance aux B-lactamines de 2010 a
Tableau 18. B-lactamines pour lesquelles I'évolution de la résistance
n'est pas significative. ...
Tableau 19. Evolution de la résistance aux aminosides de 2010 a 2013

Tableau 20. Valeurs de tendance du KHI 2 des molécules aminosides,
etde leur SENSIDIITG. ...

Tableau 21. Résistance aux quINOIONES..........ccviiiiiiiiiiiiiiiiieeae,
Tableau 22. Evolution des résistances aux quinolones de 2010 a 2013...
Tableau 22 bis. Sensibilité aux autres molécules antibiotiques..............

Tableau 23. PCR préconisées pour les B-lactamines en fonction des
0] T2 L0117 0 L= 7

Tableau 24. PCR préconisées pour les aminosides selon les
PRENOIYPES. .

Tableau 25. B-lactamases retrouvées apres PCR et test
COMPIEMENTAINES. ... e

Tableau 26. Correspondances phénotypiques et génotypiques pour les
B-lactamings. ..o

Tableau 27. Résultats du S€queNngage.........ccovviiiiiiiii i,

Tableau 28. Mécanismes de résistance aux B-lactamines
(non associés) des 128 SOUChES.......c.oiviiiiiiii e,

Tableau 29. Répartition des mécanismes de résistance aux
B-lactamines, (associés ou non) en fonction des phénotypes par
=] 0] 01T =T S PR

Tableau 30. Mécanismes de résistance des (-lactamines pour lesquels
I'évolution n'est pas significative de 20102 2013............cciiiiiiiiinnnn.

Tableau 31. Mécanismes génétiques des [3-lactamines pour lesquels
I'évolution est significative..............ooooii

Tableau 32. Répartition des mécanismes de résistance aux
B-lactamines par spécialités clinique. ...



Tableau 33. Mécanismes de résistance aux aminosides (non associés)

Tableau 34. Répartition des mécanismes de résistance aux
aminosides, (associés ou non) en fonction des phénotypes par années...

Tableau 35. Mécanismes de résistance aux aminosides pour lesquels
I’évolution au cours des quatre années n’est pas significative..............

Tableau 36. Mécanismes (associés) de résistance aux aminosides pour
lesquels I'évolution est significative ...

Tableau 37. Répartition des mécanismes de résistance aux Aminosides
par spécialités cliniques en pourcentage des 128 souches....................

Tableau 38. Mécanismes de résistance aux quinolones non associés
dES 128 SOUCNES.....viiei e

Tableau 39. Répartition des mécanismes de résistance (associés ou
non aux quinolones selon les phénotypes.........ccoovvviiiiiiieiiciennnns.

Tableau 40. Répartition des mécanismes de résistance aux quinolones
par spécialités cliniques de 20102 2013........cooiiiiiiiii i,

Tableau 41. Répartition des souches de 2000 et 2001 par sites
anatomiques, par secteur de soins et mécanismes de résistance aux
ANtiDIOtIQUES. ...

Tableau 42. Résultat du séquencage des produits purifiés de la PCR
XA B ..t

Tableau 43. Récapitulatif des résultats de la PFGE et Oxacillinase-
type,reclassées selon le dendrogramme.............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiei e,

Tableau 44. Souches hébergeant le mécanisme oxacillinase 23
(ClONE ).

Tableau 45. Evolution chronologique des carbapénémases de 2010 a
Tableau 46. Répartition des carbapénémases par spécialités cliniques...

Tableau 47. Répartition des souches hébergeant les Oxacillinases
24 par services, par années et par sites anatomiques...........................

XiX

175

176

178

179

181

182

183

184

185



Tableau 48. Répartition des souches NDM1, par années, par services et

par sites anatomiques

Tableau 49. Répartition des souches hébergeant les Oxacillinases
58 par années, par services et par sites anatomiques...........................

XX



Liste des annexes

Annexe 1. Démarche d’analyse des souches d’A.baumannii par le CNR 260
Annexe 2.Technique de I'antibiogramme par diffusion des disques....... 261

Annexe 3.Tests complémentaires : recherche de la céphalosporinase

AmpC, BLSE , Metallo-B-lactamases.............c.cooiiiiiiiiiiiiiii 264
Annexe 4. Protocole d’extraction d’ADN : Protocole QIAGEN................ 269
Annexe 5. Protocole PCR.........oiiii 271
Annexe 6. Programme du thermocycleur.............oooiiiiiiiiiiiiiinnns 273

Annexe 7. Protocole de purification des produits de PCR, en vue du

S0 LU= L= T 1 274
Annexe 8. Exemple de séquences obtenues pour les [B-lactamases..... 275
Annexe 9. Protocole de la PFGE..........cooiiii 278
Annexe 10. Mode opératoire MLVA et résultats..................coooiiiinnts 279

Annexe 11. Précautions standards, précautions complémentaires de
type protecteur et aseptique et extraits des directives relatives a
I'hygiéne hospitaliére dans les établissements de soins publics et privés.. 281

Annexe 12. Rapport d’enquéte microbiologique PU de Chirurgie (salle
de réanimation). ... ....o.ii e 292

Annexe 13.Tableau d’interprétation des diameétres de sensibilité et CMI

O 1] P 295
Annexe 14. Séquengage des souches génotypées.............coveeieinnnn. 296
Annexelb5. Liste des amorces utilisées et leurs séquences.................. 298

XXi



Liste des abréviations

A.baumannii : Acinetobacter baumannii
ADN : Acide Désoxyribonucléique

AmpC : géne de la Céphalosporinase

ARN : Acide Ribonucléique

ARNmM : ARN messager

AME : Aminoglycoside modifying enzyme
ANT : Aminoglycoside nucléotidyltransférase
APH : Aminoglycoside phosphotransférase
AAC : Acethylase

BEt : Bromure d’éthidium

BGN : bacille a Gram négatif

BLSE : B-Lactamase a Spectre Etendu

BMR : bactérie multirésistante

CA.SFM : Comité de I'’Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie
Case : enzyme céphalosporinase

CHDL : carbapenem-hydrolyzing class D B-lactamase
CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

CNR : Centre National de Référence pour Pseudomonas sp et Acinetobacter sp de
Besancon (France).

EDTA : acide éthylene diamine tétraacétique
gen.sp. espéce génomique

IS : insertion séquence (séquence d’insertion)
IPM R : souche résistante a I'imipéneme

IPM S : souche sensible a I'imipéneme

Kb : kilobase (=1000 paires de base)

LPS : lipopolysaccharide

MALDI-TOF MS : Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass
spectrometry

MBL : métallo-B-lactamase

NacCl : chlorure de sodium

NDM : New-Delhi Métallo-B-lactamase

OXA :oxacillinase

Pb : paire de bases

PCR : polymerase chain reaction

PLP : protéine liant les pénicillines

P : Pseudomonas

rpm : Round per minute

rpoB : RNA polymérase [3- subunit

sp. : Espéce

TBE : Tris-borate-EDTA

Tn : transposon

TEM : Pénicillinase TEM

XXii



Abréviations spécifigues aux antibiotiques.
AN : Amikacine.
AM : Ampicilline
AMC: Amoxicilline/Acide clavulanique.

ATM : Aztréonam.

CTX : Céfotaxime.

CAZ : Céftazidime.

CS : Colistine.

CIP : Ciprofloxacine.

FEP : Céfépime.

GM : Gentamicine.

IPM : Imipéneme.

MEM : Méropénéme

PIP : Pipéracilline.

PPT : Pipéracilline/tazobactam.
TIC : Ticarcilline.

TCC : Ticarcilline/acide clavulanique.

TM : Tobramycine.

XXiii



INTRODUCTION PROBLEMATIQUE

INTRODUCTION
PROBLEMATIQUE




INTRODUCTION PROBLEMATIQUE

Introduction problématique

Acinetobacter sp est un coccobacille a Gram négatif non fermentatif
ubiquitaire et rencontré aussi dans la flore de la peau humaine. Au cours de
ces derniéres années la taxonomie a fait d’énormes progrés et distingue plus
de 20 especes. Chez 'nomme on trouve surtout Acinetobacter Iwoffi,
Acinetobacter jonhsonni, Acinetobacter radioresistens. L’espéece la plus
importante dans le cadre des infections nosocomiales est Acinetobacter
baumannii (antérieurement A calcoaticus var anitratus)(l). Acinetobacter
baumannii est majoritairement isolé en milieu hospitalier chez des patients en
unité de soins intensifs et se caractérise plus par sa grande capacité a
acquérir des résistances a de nombreux antibiotiques que par sa virulence (2)
(3).

Acinetobacter baumannii est principalement impliqué dans des épidémies
en réanimation ou chez des patients immunodéprimés et soumis a une forte
pression de sélection par les antibiotiques.

C’est une espéce qui est le premier pathogéne responsable d’infection
nosocomiale en réanimation dans certains pays du pourtour méditerranéen
(3).

Elle est une cause croissante de pneumonie en réanimation, sa transmission
se fait a partir d'une source commune. Le contréle d'une épidémie a
Acinetobacter sp nécessite des efforts importants comme la mise en place de
protocoles d’isolements, éventuellement de dépistage des patients et parfois
fermeture de services (4).

L’épidémiologie hospitaliere requiert des outils performants de typage
moléculaire afin de confirmer ou d’exclure un lien génétique entre plusieurs
isolements notamment pour la mise en évidence de la clonalité de souches
5).

L’hygiéne hospitaliére a toujours constitué au décours de notre parcours un
centre d’'intérét particulier car en effet le bactériologiste y joue un réle central
dans la lutte contre les infections nosocomiales. Cela non seulement en

identifiant les germes hospitaliers ainsi que leur résistance aux antibiotiques
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mais aussi de maniere précoce en alertant directement ses partenaires en
matiére de lutte contre I'infection nosocomiale a savoir : I'épidémiologiste, le
clinicien, le pharmacien et 'administrateur.

Ceux-ci sont tous aptes chacun dans son domaine de compétence a aboutir a
rompre la chaine de transmission de ces germes en travaillant en synergie et
ce dans le contexte du comité de lutte contre l'infection nosocomiale le CLIN
organe officiel de I'établissement.

Ces germes pour la plupart sont des bactéries multi-résistantes aux
antibiotigues (BMR) : entérobactéries, Staphylocoques, Pseudomonas,
Acinetobacter.

L’espéce qui a suscité notre attention est Acinetobacter baumannii laquelle
depuis quelques années apparait dans certains services d’hospitalisation sous
forme de bouffées épidémiques de maniére croissante, ce qui nous fait
évoquer qu’une source bien précise a l'origine de la dissémination de cette
souche ne se tarit pas. Cette hypothése est renforcée par le fait que les
services concernés recrutent leurs patients a partir des urgences
chirurgicales. Parmi les services sont surtout impliqués : les urgences elles
mémes, les réanimations chirurgicales et médicales et les services
chirurgicaux.

En effet en se basant sur les données de notre laboratoire (données
personnelles non publiées) et afin de situer le contexte de notre étude
Acinetobacter baumannii, est passé de 2% (3/128) des isolats au CHU de
Tizi-ouzou pour ce qui est des germes hospitaliers en 2000, a 14%
(296/2030) en 2015 se positionnant devant Pseudomonas aeruginosa lequel
était a 28% (19/128) en 2000 et qui est passé a 9% en 2015 (188/2030),
Acinetobacter baumannii prend la troisieme place des isolats en 2015 et vient
apres E-coli 30% (618/2030) et Klebsiella pneumoniae 19% (392/2030), alors
qu’en 2000 et durant toute la décennie il se positionnait en derniére position
avec un pic notable en 2005 de 14%(104/730), période ou des travaux de
rénovations des services ont été entrepris au CHU taux redescendu a 6% en
2006.



INTRODUCTION PROBLEMATIQUE

Aussi sa résistance aux antibiotiques évaluée de 2005 a 2015 montre des taux
supérieurs a 70%, alors que pour Pseudomonas aeruginosa celle-ci ne
dépasse guere les 30%.

Pour ce qui est de la résistance aux carbapénemes d’Acinetobacter baumannii
celle-ci est apparue dés 2010 avec 5% (5/95) des souches, pour arriver a
68%(202/296) des souches en 2015, ce qui dénote d’'une évolution en flambée
epidémique, alors que la résistance de Pseudomonas aeruginosa a
I'imipéneme est plus ancienne elle était de 11% (5/45) des souches en 2003,
ce taux atteint 3%(4/128) des souches en 2013, ce qui nous fait constater
I'évolution inverse de ces deux germes de I'environnement hospitalier, en
terme d’isolats et de résistance aux antibiotiques. Ce constat est étayé par le
fait qu’en terme de BMR Acinetobacter baumannii résistant a I'imipéneme a
pris la téte en 2013 avec 37% des souches, ( devant Klebsiella pneumoniae
BLSE+, et Escherichia-coli BLSE+), celles-ci pour la plupart évoluent
principalement en soins intensifs et en chirurgie.

L’observation de ces données montrant I'évolution de cette bactérie a étayé
I'intérét porté a cette bactérie pour cela, et en vue d’approfondir les données la
concernant, nous nous sommes fixés deux objectifs principaux pour notre
étude :

-Le premier objectif de notre travail est de prouver un lien clonal appelé
également relation phylogénique ou phylogénétique a partir de souches
collectées entre 2010 et 2013, mais aussi sur des souches conservées des
années 2000 et 2001. La relation phylogénique de ces souches ne peut étre
établie que par des techniques de biologie moléculaire ou génotypage.
L’électrophorése en champs pulsé ou PFGE est une technique de choix
indiquée dans ce cas précis qui permet d’identifier les clones sans étude de
séquence speécifiguement.

D’autres techniques de génotypage, actualisées aussi performantes,
apportent bien plus et permettent de classer les souches dans des clones
définis selon une épidémiologie mondiale laquelle s’appuie sur une base de

donnée mondiale.
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-Le deuxiéme objectif de notre étude sera d’étudier la sensibilité de nos
souches aux trois familles d’antibiotiques les plus utilisées a I'hépital a savoir
les B-lactamines, aminosides et les quinolones. L’étude phénotypique obtenue
apres lecture des antibiogrammes, devra étre confirmée par une étude
génotypique et caractérisation des genes de résistance.

L’étude génotypique se fera par des techniques de biologie moléculaires PCR,
et séquencgage pour certains genes.

Nous essayerons donc a travers notre étude de détecter si un ou plusieurs
clones de I'espéce Acinetobacter baumannii circulent dans notre structure

hospitaliere, et quelle en sont leurs antibiotypes.



REVUE DE LA LITTERATURE




CHAPITRE I : BACTERIOLOGIE

CHAPITRE |

BACTERIOLOGIE



CHAPITRE I : BACTERIOLOGIE

|. Bactériologie

[.1.Taxonomie

La systématique des especes actuellement placées dans le genre
Acinetobacter est complexe car ces bactéries ubiquistes ont été isolées
indépendamment par de nombreux auteurs et ont été placées dans divers
genres (Achromobacter, Alcaligenes, Cytophaga, Diplococcus, Bacterium,
Herella, Lingelsheimia, Mima, Micrococcus, Moxarella, Neisseria............ ) (6).

L’histoire du genre Acinetobacter débute au début du XXéme siecle avec la
description par un microbiologiste néerlandais (Beijerinck 1911) d’un
microorganisme dénommé Micrococcus calcoaceticus isolé a partir de
prélévements du sol (7).
En 1948, Schraub et Hauber redécouvrent cette bactérie et ils proposent le
nom de Bacterium unitratum qui sera ensuite modifié en Moraxella Iwoffii var.
glucidolytica puis en Moraxella glucidolytica.
En 1953, Brisou transfére cette espéece dans le genre Achromobacter avec la

nomenclature d’Achromobacter anitratum (6).

C’est en 1954 que Brisou et Prévost proposent la désignation du genre
Acinetobacter (du grec akinetos : « incapable de bouger ») pour regrouper une
collection hétérogene de bactéries immobiles, a Gram négatifs et a réaction
d’oxydase positive ou négative. Dans son édition de 1974, le Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriology listait le genre Acinetobacter avec la description

d’'une seule espéce : Acinetobacter calcoaceticus (A. calcoaceticus).

Une avancée majeure dans l'histoire du genre Acinetobacter a été réalisée en
1986 grace aux techniques d’hybridation ADN/ADN de Bouvet et Grimont qui
sont parvenus a distinguer 12 espéces génomigues Ou genomic Sspecies,
certaines étant clairement dénommeées comme A.baumannii, A. calcoaceticus,

A. haemolyticus, A. johnsonii, A. junii et A. lwoffii.
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Les travaux réalisés par Bouvet et Jeanjean (1989), Tjernberg et Ursing
(1989), et Nishimura et coll. (1988) ont abouti a la description d’autres
espéeces incluant A. radioresistens, qui correspond a A. genomic species 12
décrit par Bouvet et Grimont. Certaines especes se sont révelées étre
synonymes comme A. lwoffii et A. genomic species 9 ou A. genomic species
14 décrit par Bouvet et Jeanjean (14BJ) et A. genomic species 13 décrit par
Tjernberg et Ursing (13TU).

Plus récemment, d’autres espéces bactériennes ont été décrites chez
'homme comme A.parvus, A.schindleri et A.ursingii (8 ou dans
I'environnement comme A. baylyi, A.bouvetii, A.grimontii, A. tjernbergiae, A.
towneri, A.tandoii et A.gerner (9).

A ce jour, 33 especes bactériennes de Acinetobacter ont été décrites,
dont 18 ont un nom d’espéce propre (Tableau1). Leur contenu ADN en G+C
est compris entre 39 et 47%. Tout dernierement, de nouvelles espéces
d’Acinetobacter.sp ont été décrites en pathologie humaine : A. septicus sp.
Nov. (10), A. beijerinckii sp. nov. et A. gyllenbergii sp. nov (11), ou dans
'environnement A.oleivorans sp.nov (12), A rudis sp. nov. (13),
A. kyonggiensis sp. nov.(14) , A. brisouii sp. nov. (15), A. venetianus sp. nov.
(16), A. antiviralis sp. nov. (17), A. soli sp. nov. (18), A. marinus sp. nov. et
A. seohaensis sp. nov. (19). De plus, certains auteurs ont proposé de
nommer les espéces ne portant pas de dénomination propre : A.genomic
species 3 (A. pittii sp. nov.), A.genomic species 13TU (A. nosocomialis sp.
nov.), A genomic species 10 (A. bereziniae sp. nov.), A. genomic species 11
(A. guillouiae sp. nov.) (20).

Le genre Acinetobacter est actuellement défini comme appartenant a la
famille des Moraxellaceae de l'ordre des Pseudomonadales au sein de la
classe des Gammaproteobacteria du phylum des Protobacteria. Cette famille
regroupe également les genres Moraxella et Psychrobacter.

Parmi les especes décrites ci-dessus, I'espece la plus importante en

clinique est I'espéce baumannii. En effet, elle représente plus de 90 % des

9
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isolats cliniques, et a des caractéristiques qui la différencient des autres
espéces en particulier en termes de pathogénicité, d’épidémiologie et de
résistance aux antibiotiques. En fait, cette espéce est représentée au
laboratoire par un groupe de 4 espeéces difficilement différenciables car tres
proches les unes des autres : les especes A. calcoaceticus, A. baumannii,
Acinetobacter sp. 3 (A. pittii sp. novo) et le groupe génomique 13 T&U
(A. nosocomialis sp. novo) sont donc fréquemment regroupées dans un
complexe dénommeé A. calcoaceticus-A.baumannii (21).
De nombreux laboratoires donnent fréquemment le nom d’Acinetobacter
baumannii en lieu et place de « Acinetobacter calcoaceticus baumannii
complex ».

En France et dans de nombreux pays d’Europe, A. baumannii et groupe
13 T&U sont les plus représentés dans le complexe suivi par Acinetobacter
sp.3. Parmi les autres especes qui représentent un faible pourcentage

d’isolats cliniques, A. haemolyticus est la plus représentée (22).

10
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Tableau 1.Description des espéces appartenant au genre

Acinetobacter.

Espece Genomic Souche de référence Lieu d’identification
species?®
A. baumannii 2 ATCC 19606 environnement / homme
A. baylyi DSM 14961 environnement
A. bouvetii DSM 14964 environnement
A. calcoaceticus 1 ATCC 23055 environnement
A. gerneri DSM 14967 environnement
A. grimontii DSM 14968 environnement
A. haemolyticus 4 ATCC 17906 environnement / homme
A. johnsonii 7 ATCC 17909 environnement / homme
A. junii 5 ATCC 17908 homme
A. lwoffii 8/9 ACTC 15309 homme
ATCC 9957
A. parvus NIPH384 homme / chien
A. radioresistens 12 IAM 13186 NIPH1034 environnement / homme
A. schindleri DSM 14970 homme
A. tandoii DSM 14971 environnement
A. tjernbergiae DSM 14962 NIPH137 environnement
A. towneri ATCC 19004 environnement
A. ursingii ATCC 17979 homme
A. pittii sp. nov.” 3 ATCC 17924 environnement / homme
6
A. bereziniae sp. | 10 ATCC 11171
nov.’
A. guillouiae sp. nov. | 11 environnement / homme
b 13TU ATCC 17903
13BJ, 14TU ATCC 17905
A. nosocomialis sp. | 14BJ CCUG 14816 homme
nov.” 15BJ SEIP 23.78
15TU M 151a
16 ATCC 17988
17 SEIP Ac87.314
Between 1 and | 10095
3 Close to 13TU | 10090

@|_es espéces génomiques (genomic species) sont définies d’aprés Bouvet et
Grimont et Bouvet et Jeanjean.
®) Noms proposés par Nemec et coll. 2011 et 2010 (7).

11
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De nouvelles espéces d’Acinetobacter sp ont été décrites : A. septicus sp.
Nov.(10), A. beijerinckii sp.nov. et A.gyllenbergii sp.nov. (11) ou dans
I'environnement : A.oleivorans sp.nov(12) ,A.rudis sp.nov. (13),
A.kyonggiensis sp.nov. (14), A.brisouii sp.nov.(15) , A.venetianus sp.nov.(16)
A.antiviralis sp.nov. (17), A.soli sp.nov. (18), A.marinus sp.nov.

et A. seohaensis sp.nov (19).

l.2.Habitat

Les bactéries du genre Acinetobacter ont depuis longtemps été
considérées comme des bactéries ubiquistes. Elles ont classiquement
I'environnement (sol, eaux) pour habitat. Elles représenteraient 0,001 % de
la flore hétérotrophe aérobie du sol (23). Elles sont également isolées des
effluents, des végétaux, des animaux et des produits alimentaires (produits
laitiers, viande, carcasses de poulets éviscérés, et autres produits dérivés de
volailles).

Chez I'homme, les Acinetobacter sont fréquemment isolés de la peau, de
la salive, de I'urine, de la conjonctive et plus particulierement des localisations
humides (aines, fosses antécubitales, creux axillaires, espaces interdigitaux).
Ces bactéries font partie de la flore résidente normale (commensales) de la
peau saine chez ’homme.

Le bouleversement considérable apporté a la taxonomie des Acinetobacter
nous oblige a reconsidérer I'écologie de ce genre. L’habitat d’A.calcoaceticus
sensu stricto semble étre presque exclusivement le sol. Exceptionnellement
cette espece peut étre associée a des infections humaines (24).

A.baumannii n’a jusqu'a maintenant été isolé que de prélévements
humains. A. baumannii et le groupe 13 T &U sont dans la majorité des pays
les especes d’Acinetobacter les plus frequemment rencontrées en milieu
hospitalier, ou elles sont la cause d’'un nombre important d'infections
nosocomiales (25).

A. species 3 est occasionnellement trouvé responsable d’infections

nosocomiales en France, alors qu’une étude réalisée en Suéde plagait cette
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espéece en premiere position (24). A.species 3 peut également étre isolé a
partir du sol.

A.haemolyticus peut exceptionnellement étre trouvé responsable
d’infections nosocomiales. Cette espéce, de méme que A.junii, peut étre
isolée a partir de prélevements cliniques (respectivement3 a5 % et4a ll %
des isolats cliniques d’Acinetobacter) ou a partir de boues activées dans les
stations d’épuration.

A.johnsonii a été isolé de I'environnement (sol, boues activées, sédiment
de riviére), des animaux ou des produits d’origine animale (poulets, lait cru).
C’est I'espéce la plus fréequemment isolée des boues activées et elle participe
activement a I'élimination des phosphates des eaux usées en les stockant
sous forme de poly phosphates (26). Cette espéce semble étre un
contaminant courant des carcasses de poulets éviscérés, elle est trés
fréquemment isolée a partir de la peau saine du personnel soignant a I'hopital
mais également de personnes ne fréquentant pas les hépitaux.

A.lwoffi est isolée de prélevements cliniques (3 a 23 % des souches d’A.
lwoffi selon les études.), mais également des mains d’individus sain, des
poulets éviscérées et des boues activées.

A. radioresistens isolée a l'origine du coton et du sol est rarement identifié
a partir de prélevements cliniques (27). Seule une étude suédoise rapporte
des taux significatifs (17% des souches d’Acinetobacter) de souches
d’A. radioresistens isolé a partir de prélevements cliniques (24).

La colonisation de la peau et des muqueuses par les Acinetobacter a
été recherchée chez 40 patients d’'un service de cardiologie et chez 40
témoins sains (28). La colonisation a été démontrée chez 75% des malades et
42,5% des témoins sains. Par ordre décroissant les espéeces les plus
freguemment isolées étaient : A.lwoffii (47%), A.johnsonii(21%),
A. radioresisitens (12% et uniguement chez les hospitalisés) et A. species 3
(11 %). Dans cette étude A.baumannii et le groupe 13 T& U, ont été rarement

isolés (0,5% et 1% respectivement).

13



CHAPITRE I : BACTERIOLOGIE

Une étude similaire a montré un taux de portage cutané de 44% chez des
patients volontaires sains avec principalement A. Iwoffii (61%), A. genomic
species 15BJ (12%), A. radioresistens (8%) et A. genomospecies 3 (5%) (29).

Dijkshoorn et al ont montré un taux de portage fécal de 25% de
Acinetobacter chez des volontaires sains, principalement A. johnsonii et A.
genomic species 11 (30). Paradoxalement, A. baumannii, 'espéce la plus
frecquemment responsable d’infections nosocomiales au sein du genre
Acinetobacter, n'a été isolée que tres rarement sur la peau (respectivement
0.5% et 3% pour Berlau et coll. 1999 (29) et Seifert et coll. 1997 (31) et dans
les selles humaines (0.8% pour Dijkshoorn et coll. 2005). Acinetobacter
genomic species 13TU, deuxiéme espéce d'importance clinique, n’a de méme
jamais été isolée dans toutes ces études.

Chez les animaux, la flore normale n'a jamais été étudiée
systématiquement, bien que A.baumannii a été parfois trouvé comme un
agent étiologique chez les animaux infectés. En 2001 A. baumannii a été
isolée de poux de corps collectés sur des personnes sans abri en France, par
la suite il a été détecté dans 21% des poux de corps collectés dans différentes
parties du monde : en Afrigue (Algérie, Burundi et Rwanda), en Europe
(France, Portugal et pays -bas) et en Amérique du sud (Pérou). La présence
d'A. baumannii dans les poux de corps fait sans doute suite a l'ingestion d'un
repas sanguin infecté pris d'un patient pendant une bactériémie (32). A.
parvus a été isolé chez le chien (33).

En Algérie en 2016, des souches d’Acinetobacter baumannii hébergeant
une oxacillinase 23, faisant partie de clone 2 ST2, ont été isolées sur du
poisson péché en méditerranée (Bejaia) (34).

Dans les végétaux, les especes les plus frequemment isolées sont
A. baumannii et A. genomic species 11 ainsi que A. calcoaceticus et A.
genomic species 3 (29).

Enfin les derniéres espéces identifiees (A. baylyi, A. grimontii, A.

tienbergiae, A. bouvetii, A. towneri, A. tandoii et A. gerneri) n’ont été isolées
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gue des milieux environnementaux. Les especes ursingii, shlinderi et parvus
ont été isolées ponctuellement a partir d’isolats cliniques.

L'écologie de ces différentes especes met en évidence que toute
personne peut étre porteuse d'un Acinetobacter sp. L'isolement d'un
Acinetobacter autre que baumannii a partir du sang ou d'un liquide biologique
peut étre le résultat d'une contamination et son réle dans le processus
infectieux doit étre discuté au méme titre que la présence de staphylocoque a
coagulase négative (35).

Il faut noter aussi que les souches d'A.baumannii isolées de la
communauté sont différentes de celles des isolats hospitaliers méme s'il s'agit
de la méme zone, Zeana et al. dans une étude a Manhattan ont comparé la
sensibilité aux antibiotiques des souches isolées de deux hbpitaux avec celles
isolées des mains des sujets sains de la communauté, ils ont trouvé qu'il y a
une absence de multirésistance des souches communautaires par rapport a
36,6% des isolats des hépitaux, ce qui suggere que le principal réservoir

d'A. baumannii multirésistant réside dans I'hépital (36).

I.3. Caracteres morphologiques

Les Acinetobacter sont classiquement décrits comme des
diplo-coccobacilles a Gram variable. Ce sont des bacilles courts ou
coccobacilles a coloration de Gram négative : ils résistent parfois a la
décoloration ce qui les fait paraitre Gram douteux (Figure 1). Comme leur
nom l'indique, ils sont immobiles (du grec akinetos), non sporulés, en générale
tres polymorphe avec 1 um de diamétre et dont la longueur varie de 1 pym
(forme coccoide) a 5 uym (forme bacillaire) ou plus (forme filamenteuse),
associés en paires ou en courtes chainettes accompagnés de formes
coccoides plus ou moins nombreuses, et qui s’observent surtout a 'examen

direct des produits pathologiques en phase exponentielle de croissance.
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Bien qu’immobiles, certaines souches peuvent présenter une « twitching
motility, sorte de mobilité due a des fimbriae polaires défectueux sur milieu
solide.

Trente pour cent des souches d’A. baumannii possédent une capsule, que I'on
peut identifier a la coloration de Gram par le halo clair qui entoure la bactérie.
(37).
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Figure 1. Acinetobacter coccobacille a Gram négatif
(ABIS Encyclopedia :Acinetobacter baumannii)

|.4.Caracteres culturaux et biochimiques
l.4.1. Caracteres culturaux
Les Acinetobacter cultivent facilement sur gélose ordinaire en 24
heures en donnant des colonies de 2 a 3 mm de diamétre, convexes,
arrondies a bords réguliers, souvent translucides. La gélose trypto-caséine
soja est le milieu le plus simple et le meilleur pour cultiver ces bactéries. La
gélose Mac Conkey ou une gélose a I'éosine-bleu de méthylene peuvent étre

utiles si I'on veut différencier rapidement les colonies d'Acinetobacter.
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Les colonies sont rugueuses (rough = R) pour Acinetobacter sp ou souvent
muqueuses (smooth = S) pour I'espece baumannii, ( dans les prélevements
pathologiques de patient). La production de slime existe chez environ 35 %
des souches d'A. baumannii.

La température d'incubation est de 35°C pour l'ensemble des
Acinetobacter, a l'exception d’A. johnsonii qui ne cultive qu'en dessous de
35 °C et ne pousse pas a 37 °C. A linverse, A. baumannii et le groupe 13 TU
sont capables de cultiver a 44 °C (35).

1.4.2. Caracteres biochimiques

Les Acinetobacter sp sont des bactéries aérobies strictes avec un
métabolisme de type respiratoire strict et présentent des réactions de
catalase positive et d’'oxydase négatives. lls ne réduisent pas les nitrates en
nitrites en milieux complexe (mais possédent une nitrate réductase en milieu
minéral minimum) (38).

La tres grande majorité des tests biochimiques habituellement utilisés
en bactériologie clinique sont négatifs : nitrate réductase, décarboxylase pour
la lysine (LDC), l'ornithine (ODC), thiosulfate réductase (H2S) et indole. Un
certain nombre de caractéres varient suivant les souches, comme par
exemple la gélatinase et l'uréase.

Une activité hémolytique (sur les hématies de mouton ou de cheval) est
observée dans certaines espéces : Acinetobacter sp. 13 a17. L’hémolyse est
plus nette apres une incubation de 48 h a 37 °C.

Les caractéeres biochimiques permettant [lidentification des
Acinetobacter au rang d’espéce sont recensés dans le Tableau 2 remis a jour
par Nemec et al. en 2011 (20) pour les especes non protéolytiques ou non

hémolytiques.
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Phenotypic properties of the members of the A. calcoacetious-A. baumannii complex and the other Acinetobacter species that comprise noa-hemolytic and noa-

Tableau 2. Caracteres biochimiques d’Acinetobacter sp (Nemec et al) (20)
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CHAPITRE I : BACTERIOLOGIE

I.5. Caracteres antigéniques

Acinetobacter, germe ubiquitaire, est complexe du point de vue de sa
structure antigénique de surface. Plusieurs séries de travaux ont mis en
evidence des groupes seérologiques differents. MARCUS en 1969 en utilisant
des anticorps marqués a la fluorescéine montre I'existence de 28 sérovars
chez les souches ne produisant pas d’acides par oxydation du glucose. ADAM
a l'aide d'immuno-sérums préparés avec des bactéries chauffées ou
formolées distingue 41 facteurs K (antigenes K chez les souches
encapsulées) par agglutination sur lame et 40 groupes O par hémagglutination
indirecte. Certaines parentés antigéniques ont été décrites entre le
polysaccharide capsulaire de certaines souches d’Acinetobacter et les
streptocoques B, G, le pneumocoque type 23. De méme des réactions
croisées s’observent entre des anticorps anti-Chlamydia et un antigéne
soluble non dialysable et thermostable d’Acinetobacter. lls sont dépourvus
d’antigenes H (39).
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CHAPITRE II : PATHOGENICITE

Il. Pathogenicité

Le pouvoir pathogene se définit comme [laptitude de ce germe
(Acinetobacter) a provoquer des troubles dans un organisme, soit par
virulence, soit par toxinogenése, soit par [l'association de ces deux
mécanismes (6).

Acinetobacter est une bactérie a faible pathogénicité. La DL50 %
(injection intra péritonéale chez la souris) varie selon les souches de 10%a 10 ®
CFU, elle est proche de celle observée avec certaines entérobactéries ou
avec Pseudomonas aeruginosa et plus importante que celle observée avec
certains aérobies strictes comme Stenotrophomonas maltophilia ou
Burkholderia cepacia.

Les facteurs de virulence sont peu connus chez Acinetobacter et les
guelques travaux publiés dans la littérature a ce sujet soulignent le rble
potentiel de certains constituants (35). Ainsi Le lipopolysaccharide (LPS)
produit par Acinetobacter dont un constituant, le lipide A, induit une toxicité
létale chez la souris et cette endotoxine est détectée lors de bactériemies a
Acinetobacter. Il altere aussi I'action bactéricide du complément dans le sérum
humain en agissant de facon synergique avec la capsule polysaccharidique.
v La production d’exopolysaccharides, décrite pour 30% des souches
d’Acinetobacter (39), protége les bactéries vis-a-vis des défenses de I'héte.

v Le quorum-sensing est un mécanisme de régulation largement présent
chez les bactéries a Gram négatif et quatre systemes de quorum-sensing ont
été deécrits chez Acinetobacter. Ces systémes semblent jouer un rdle d’auto-
induction de facteurs de virulence multiples.

v Acinetobacter sp. présente une surface cellulaire de caractere
hydrophobe, une caractéristique favorisant son adhérence sur des polymeres
(cathéters, sondes).

v Le contact entre la bactérie et les cellules de I'héte implique des

adhésines, des fimbriae ou des polysaccharides (40).
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CHAPITRE II : PATHOGENICITE

v La production de vérotoxine est associée a des diarrhées sanglantes et
a été mise en évidence chez A. haemolyticus (41).

v Les sidérophores sont des protéines permettant la captation du fer (ou
chélateurs du fer) de I'héte au profit de la bactérie, la possession de telles
molécules par les bactéries augmenterait leur virulence.

v OmpA est une protéine de membrane externe dont la séquence est trés
conservée chez A. radioresistens, A. baumannii et A. junii et capable d’induire
I'apoptose de cellules épithéliales de I'’héte (40).

v L’activité enzymatique de certaines enzymes comme les estérases, les
aminopeptidases, les uréases et les phosphatases acides, pourraient aussi
jouer un role dans la virulence chez Acinetobacter sp. (42).

v Une étude récente a montré la capacité de Acinetobacter sp. a former
un biofilm, une structure constituée de cellules bactériennes entourées de
polysaccharides (43).

Cette structure permet un échange de matériel génétique entre les bactéries
et assure leur survie, notamment dans I'environnement hospitalier. De
maniére intéressante dans cette étude, il a été noté que ce sont les espéces
les plus fréqguemment impliquées dans des pathologies cliniques (notamment
celles du complexe A. baumannii-A. calcoaceticus) qui ont la plus grande
capacité de former un biofilm, par rapport a d’autres espéces (A.johnsonii, A.
lwoffii et A. radioresistens) (44).

v La production de slime, présente chez environ 35 % des souches du
complexe « calcoaceticus-baumannii », augmente la virulence bactérienne
d'autres bacilles a Gram négatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa)
au cours de l'infection (45). Ainsi l'injection simultanée de slime et d’'une autre
bactérie par voie intra-péritonéale (E.coli, P.aeruginosa) permet de diminuer la
DL50%.

Cette observation posséde une pertinence clinique lorsque l'on sait que prés

de la moitie des infections a Acinetobacter sont des infections mixtes
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CHAPITRE II : PATHOGENICITE

impliquant Pseudomonas aeruginosa ou Staphylococcus aureus résistant a la

meéticilline (46).

Le slime est élaboré pendant la phase de croissance exponentielle de la
bactérie et agit en affaiblissant les fonctions de migration et de phagocytose
des polynucléaires neutrophiles.

A. calcoaceticus a été associé a I'encéphalopathie spongiforme bovine (BSE)
par une équipe anglaise qui prouve que les animaux atteints de BSE ont
significativement plus d'anticorps dirigés contre Acinetobacter que vis-a-vis

d'autres bactéries (47).
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CHAPITRE IIT : GENERALITES SUR LES ANTIBIOTIQUES ET
MECANISMES DE RESISTANCE

lll. Généralités sur les antibiotiques et mécanismes de résistance :
l1l.1. Définition et mode d’action

Les antibiotiques (du grec anti = contre, et bios = la vie) sont des
substances produites par des champignons ou des bactéries, par synthése ou
hémi synthese ayant des propriétés d’inhiber la croissance des bactéries ou
de les détruire.
Les antibiotiques sont définis par leur :

-activité antibactérienne (spectre d'activité)

-toxicité sélective (mode d'action)

-activité en milieu organique (Pharmacodynamie)

-bonne absorption et diffusion dans I'organisme(Pharmacocinétique)

eMode d'action :

les antibiotiques agissent a I'échelon moléculaire au niveau d’'une ou de
plusieurs étapes métaboliques indispensables a la vie de la bactérie.
lls agissent par :
v toxicité sélective au niveau : (voir figure 2 ci-apres)

-de la synthese de la paroi bactérienne

-de la membrane cytoplasmique

-de la synthese des protéines

-des Acides nucléigues

v Inhibition compétitive : dans ce cas l'antibiotique est un analogue

structural, il interfere avec une fonction essentielle a la bactérie (48).
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Schéma du mode d’action
des principales familles d’antibiotiques

Inhibition de la synthdse
e la parol :

Lésion dos membranes
ottt

Figure 2. Mécanisme d’action des antibiotiques (Malki samir Revue 2 santé 2013)
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[11.2 .Les familles d’antibiotiques
[11.2.1. Les B -lactamines

Les PB-lactamines représentent Ila famille d’antibiotiques la plus
importante par le nombre de molécules disponibles et par le volume
d’utilisation, aussi bien en ville qu'a I'hopital. Ces molécules ont la méme
structure chimique de base : le cycle B-lactame. A partir de ce cycle, quatre
sous-familles ont été développées par adjonction de chaines latérales, les
deux premiéres étant de trés loin les plus importantes :

v les pénicillines (ou pénames), dérivées de I'acide-amino-pénicillanique
(cycle B lactame+ cycle pentagonal thiazolidine), sont constituées d'un
nombre important de molécules dont les principales sont :

-Benzylpénicillines : pénicilline G ;
-Aminopénicillines : ampicilline, amoxicilline ;
-Uréidopénicillines : pipéracilline ;
-Carboxypénicillines : carbénicilline, ticarcilline.

v' les céphalosporines (ou céphémes), se distinguent chimiquement des
pénicillines par le remplacement du cycle thiazolidine par un cycle
dihydrothiazine. On distingue Cing générations de céphalosporines. Elles
sont classées en fonction de leur date d’apparition, qui correspond a chaque
fois a I'acquisition de nouvelles propriétés. En voici quelques exemples:

-Premiére génération : céfalotine, céfazoline ;
-Deuxiéme génération : céfamandole, céfuroxime, céfoxitine ;
-Troisiéme génération : céfotaxime, céftazidime, céftriaxone ;
-Quatrieme génération : céfépime, céfpirome ;
-Cinquieéme génération : céftobiprole.
v' les carbapénémes :
Les carbapénémes dérivent de la thiénamycine. Leur cycle de base differe
de celui des peénicillines par la présence d'une double liaison et I'absence de

soufre endocyclique.
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Quatre molécules sont commercialisées : limipénéme, le méropenéme,
I'ertapénéme et le doripénéme.

Actuellement, 'émergence de B-lactamases de classe D (oxacillinases)
possédant un spectre étendu aux carbapénémes remet en question I'efficacité
de ces molécules en clinique. Les carbapénémases de classe D ont surtout
eté décrites chez A. baumannii.

v' les monobactames : (aztréonam) sont des B -lactamines monocycliques
inactives sur les bactéries a Gram positif et les anaérobies, et tres
actives sur les entérobactéries et P. aeruginosa. Les monobactames
constituent les seules p-lactamines non hydrolysées par les
métallo- B -lactamases.

En plus de ces 4 groupes, il existe des inhibiteurs de B-lactamases :

v les inhibiteurs de B-lactamases (acide clavulanique, tazobactam,
sulbactam) :

Les inhibiteurs des B-lactamases possedent une activité antibiotique
généralement faible. Ce sont des substrats-suicide qui se lient de maniere
irréversible a la B-lactamase, empéchant I'action de celle-ci sur les
B-lactamines. Ceci explique pourquoi les inhibiteurs des B-lactamases, en
particulier 'acide clavulanique et le tazobactam, ne sont généralement pas
utilisés seuls, mais en association avec un antibiotique comme I'amoxicilline,
la ticarcilline ou la pipéracilline.

Malgré leur intérét en pratigue médicale, les inhibiteurs des
B-lactamases ne permettent pas d’inactiver 'ensemble des B-lactamases
produites par les bactéries (7).

Le mécanisme commun d’action antibactérienne des antibiotiques de
cette famille est fourni par leur capacité a inhiber la synthese de la paroi

bactérienne.

28



CHAPITRE IIT : GENERALITES SUR LES ANTIBIOTIQUES ET
MECANISMES DE RESISTANCE

Le peptidoglycane, un mucopeptide spécifique, est I'un des composants
essentiels de la paroi bactérienne. La synthése et [l'attachement du
peptidoglycane a la paroi cellulaire bactérienne requiérent de multiples
enzymes. Parmi ces enzymes, les PBP (Penicillin Binding Proteins), localisées
au niveau de la membrane cytoplasmique, sont impliquées dans la phase
terminale de I'assemblage du peptidoglycane et assurent I'activité essentielle
de carboxypeptidase, d’endopeptidase ou de transpeptidase.

Les antibiotiques de la famille des B-lactamines se fixent sur les PBP
transpeptidases et inhibent, de ce fait, la transpeptidation et la biosynthese du
peptidoglycane. Les autolysines bactériennes sont alors activées et la mort
bactérienne survient, accompagnée souvent par la lyse cellulaire.

Les B-lactamines sont efficaces uniquement chez les bactéries en phase
de croissance cellulaire, c’est-a-dire, au moment ou la division active des

cellules et la biosynthése de la nouvelle paroi cellulaire ont lieu (49).

[11.2.2. Les aminosides ou aminoglycosides

Les aminoglycosides sont des molécules polaires et polycationiques.
Leur structure de base commune comporte un aminocyclitol, auquel se lient
par des ponts glycosidiques 2 (ou exceptionnellement 3 dans la néomycine)
hexoses (50).
lls sont divisés en trois classes :

- les déoxystreptamines bisusbstituées 4-5 qui comprennent: Néomycine B ou
C;

- les déoxystreptamines bisubstituées 4-6 qui comprennent: Kanamycines A,
B, C et dérivés, Amikacine, Tobramycine, Gentamicine, Nétilmicine ;

- les autres : Streptomycine, Streptidine, Spectinomycine.

Les aminosides sont des bases avec une activité antibactérienne
optimale en ph alcalin. lls perturbent la synthése des protéines au niveau de la
fraction 30S du ribosome entrainant la destruction bactérienne. Ills sont
bactéricides (51).
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[11.2.3. Les Quinolones et les Fluoroquinolones

Les antibiotiques de la famille des quinolones sont des composés de
synthese dont le développement a conduit a deux générations : les quinolones
et les fluoroquinolones. La premiere génération comprend, I'acide nalidixique
et 'acide pipémidique. La ciprofloxacine, la norfloxacine, le péfloxacine, etc...
sont des antibiotiques appartenant a la deuxiéme génération.

Les quinolones et les fluoroquinolones agissent par inhibition de la
réplication de '’ADN bactérien. La gyrase est une enzyme qui contréle le
reploiement et I'enroulement en super hélice de 'ADN durant sa réplication.
Les antibiotiques de cette famille se lient sur le complexe ADN-gyrase et
inhibent la fonction de cette enzyme avec comme conséquence 'emmélement
de la double hélice durant la réplication des chromosomes bactériens. Ce

faisant, ils conduisent a la mort bactérienne (49).

[11.2.4.Les Rifamycines

La rifampicine inhibe spécifiguement 'ARN polymérase bactérienne en
formant un complexe avec cette enzyme. Celle-ci comporte des sous unités :
deux sous-unités une a établissant le contact avec les facteurs de
transcriptions de I'ADN, une sous-unité B' liant 'ADN, une sous-unité 3
constituant le site actif proprement-dit et un facteur o n'intervenant que dans
I'initiation de la transcription. La rifampicine se lie par des interactions
hydrophobes au niveau de son "anse" a la sous unité B, empéchant la
transcription de I'ADN en ARNmM et entrainant ainsi une réduction de la

synthese protéique (52).
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[11.2.5.Phénicolés

A T'heure actuelle, deux molécules sont en usage clinique: le
chloramphénicol, réservé a l'usage topique en raison de sa toxicité, et le
thiamphénicol. Comme les macrolides et les lincosamides, les phénicolés se
fixent a la sous-unité 50S des ribosomes bactériens. lls inhibent la synthése
des protéines en empéchant la liaison du complexe acide aminé - ARNtr a son
site de fixation, et donc la réaction de transpeptidation. L'action du
chloramphénicol n'est pas tout a fait spécifique, dans la mesure ou elle peut
également s'exercer dans les cellules de mammiferes, et plus spécialement,

les cellules souches des cellules sanguines (52).

[11.2.6.Les Tétracyclines et les Glycylcycline

Les tétracyclines doivent leur nom a leur structure tétracyclique
commune, sur laquelle viennent se greffer des substituants en position 5, 6, 7.
On distinguera les tétracyclines
- de premiere génération: chlortétracycline, oxytétracycline, tétracycline,
déméclocycline ;

- de deuxieme génération: doxycycline, minocycline.

Les glycylcyclines sont des dérivés semi-synthétiques des tétracyclines.
La tigécycline, est le dérivé 9-tert-butyl-glycylamido- de la minocycline.

Les tétracyclines et glycylcyclines, concentrées dans le cytoplasme
bactérien, se lient a la sous-unité 30S des ribosomes et inhibent I'étape de
traduction de la synthése protéique en s'opposant a la liaison du complexe
acide aminé - ARNtr au complexe ribosome - ARNm.

Les tétracyclines sont bacteriostatiques (52).
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[11.2.7.Les polymyxines

Les polymixines, dont la colistine est le représentant le plus connu, sont
constituées d’'un polypeptide cyclique et d’'un acide gras. Par leur extrémité
hydrophobe, ces antibiotiques pénétrent a lintérieur de la membrane et
s’incorporent a la couche lipidique alors que [I'extrémité hydrophile reste
orientée vers l'extérieur. Il en résulte une désorganisation de la structure
membranaire et mort de la cellule.
[11.2.7.1.La colistine

Découverte dans les années 1940, la colistine a été un des premiers
antibiotiques doté d’une activité significative vis-a-vis des bactéries a Gram
négatif (BGN) et particulierement envers Pseudomonas aeruginosa (53). En
raison de sa toxicité rénale présumée, elle a été peu a peu remplacée par
d’autres antibiotiques considérés moins toxiques (54). Elle connait un regain
d’intérét dans les années 1980-1990 avec son utilisation croissante chez les
patients atteints de mucoviscidose ayant des surinfections respiratoires

récidivantes par des BGN de résistance croissante.

La colistine faisant partie de la classe des polymyxines, des antibiotiques
produits naturellement par certaines variantes de Bacillus polymyxa

(var. colistinus). Au sein des polymyxines, subdivisées en dénominations de A
a E, la colistine a la désignation polymyxine E et se distingue uniquement par
un acide aminé (D-phénylalanine au lieu de la D-leucine) de la polymyxine B,

antibiotique apparenté et la seule autre polymyxine utilisée chez 'homme.

La colistine est un polypeptide cationique constituée d’'un décapeptide
cyclique lié a un acide gras (55). La colistine naturelle est constituée de
nombreux composeés qui se distinguent selon I'acide gras et/ou certains acides
aminés constitutifs. Les composés majoritaires sont la colistine A et B qui se

distinguent uniguement par I'acide gras constitutif (53).
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Ces molécules ont un poids moléculaire relativement élevé et sont
chargées positivement avec comme conseéquences une diffusion faible dans le
milieu d’Agar, entrainant des difficultés de détermination de sensibilité in vitro

v Mode d’action de la colistine
Les polymyxines sont des agents cationiques qui se fixent sur la membrane
anionique externe de la bactérie produisant un effet détergeant de l'intégrité
de cette membrane.

L’activité bactéricide des polymyxines serait due a linterposition des
polymyxines dans les membranes phospholipidigues entre les protéines
membranaires et phospholipides membranaires des BGN grace aux
interactions entre charges cationiques des groupements amines et charges
anioniques du LPS, puis grace aux propriétés hydrophobes de I'acide gras
(113), déplacant préférentiellement les ions Mg2+ et Ca2+ qui stabilisent les
molécules du LPS, modifiant ainsi la perméabilité de la membrane externe. ||
s’en suit une fuite des composés cellulaires (56).

[11.2.8.Les Sulfamides

Les sulfamides sont bactériostatiques et ont un spectre d’action large
mais sont peu actifs sur Pseudomonas aeruginosa. Leur mode d’action est lié
a une inhibition de la dihydroptéroate synthétase en raison d’'une analogie
structurale avec le PAB (paraminobenzéne). L’action des sulfamides est
réversible et s’annule en présence d’'un excés de PAB ou de certains

métabolites terminaux dont la thymidine (57).

[11.2.9.Triméthoprime

C’est un analogue stérique du noyau ptéridine de 'acide dihydrofolique.
Il inhibe l'action de la dihydrofolate réductase. Son activité est généralement
bactériostatique.
L’association sulfamide et triméthoprime au sein du cotrimoxazole est souvent

synergique bactéricide, si la souche est sensible aux deux molécules (58).
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l11.3.Rappel sur les mécanismes généraux de la résistance aux
antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est le phénoméne qui permet a la bactérie de
supporter des concentrations d’'un antibiotique donné notablement plus élevée
que celle que 'on peut atteindre in vivo.

La résistance aux antibiotiques peut étre naturelle ou acquise.

[11.3.1. La Résistance naturelle

La résistance naturelle concerne toutes les souches d'une espece
bactérienne. Elle détermine un phénotype sauvage. Sur le plan moléculaire,
les genes de résistance naturelle sont d'origine chromosomique. La résistance
chromosomique est un caractére permanent qui est transmissible aux cellules
filles lors de la réplication bactérienne.

[11.3.2.La résistance acquise

La résistance acquise ne concerne gu'une partie des souches d'une espéce
bactérienne. L'acquisition d'un nouveau mécanisme de résistance résulte soit
d'une mutation dans un gene chromosomique (dont elle présente les
caractéristiques : spécificité, spontanéité, rareté, indépendance, et
transmissibilité) soit de I'acquisition d'un géne de résistance par l'intermédiaire
de plasmides, de transposons, ou d’intégrons (résistance extra
chromosomique) grace a des processus aussi différents que la conjugaison, la
transformation et la transduction. Ce sont 14, les mécanismes génétiques de la
résistance acquise (59).

[11.3.3. Mécanismes biochimiques de la résistance aux antibiotiques :
Différents mécanismes biochimiques vont conduire a la manifestation de la
résistance; quatre types de mécanismes ont été décrits :

- inactivation enzymatique de l'antibiotique ;

-modification de la cible ;

- diminution de la permeéabilité membranaire ;

-excrétion de I'antibiotique
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[11.3.3.1.Inactivation enzymatique

C'est un mécanisme frequemment décrit parmi les souches cliniques.
L'inactivation de l'antibiotique est catalysée par des enzymes qui peuvent soit
hydrolyser la molécule d’antibiotique (ex : B-lactamines) soit modifier sa
structure en substituant de nouveaux groupements chimiques
(ex : aminosides).
L’'origine des génes codant ces enzymes peut étre intrinseque (géne
naturellement présent sur le chromosome de Il'espéce bactérienne) ou
extrinseque (gene transmis a la bactérie par des plasmides ou des éléments
génétigues mobiles).
Chez les bactéries a Gram positif, ces enzymes sont excrétées alors que,
chez les bactéries a Gram négatif, elles restent localisées dans l'espace
péri plasmique.
Les principales familles d’antibiotiques concernées sont les B-lactamines, les

aminosides, et les phénicolés.

[11.3.3.2.Défaut de pénétration de [I’'antibiotique : diminution de Ia
perméabilité

Ce mécanisme est lié a la structure de la paroi bactérienne et aux
propriétés physicochimiques de I'antibiotique.
Les bacilles a Gram négatif ont une paroi comprenant une membrane externe
qui empéche la pénétration des antibiotiques hydrophobes et/ou de masse
moléculaire élevée (pénicilline G, pénicilline M, macrolides, rifampicine, acide
fusidigue, vancomycine) entrainant une résistance naturelle a ces
antibiotiques, le plus souvent a bas niveau. Les molécules hydrophiles de
faible masse moléculaire peuvent tout de méme traverser cette barriere
hydrophobe en empruntant des canaux remplis d’eau formées par des

proteéines transmembranaires appelées porines.
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Une modification qualitative ou quantitative des porines entraine une
diminution de la perméabilité membranaire et, par conséquent, une
augmentation du niveau de résistance aux antibiotiques (7).

Les altérations de la membrane cytoplasmique sont plus rarement incriminées
dans la résistance aux antibiotiques (ex: les mutants respiratoires résistants

aux aminosides par modification des systemes de transport).

111.3.3.3.Efflux de I'antibiotique

Les systemes d’efflux sont basés sur une pompe insérée dans la membrane
interne de la bactérie et capable d'excréter I'antibiotique hors de celle-ci grace
a un canal présent dans la membrane externe et a une protéine de jonction
périplasmique. Cet efflux conduit a une diminution de la concentration
intracellulaire de I'antibiotique et confére généralement des résistances de bas
niveau.

Des systemes d'efflux constitutifs ont été identifiés chez de nombreuses
bactéries a Gram négatif. Ces meécanismes d'efflux actif ont été décrits a
I'origine chez E. coli. lls s'exercent vis-a-vis de nombreux antibiotiques dont la
cible d'action est intracellulaire (quinolones, tétracyclines) et ils sont qualifiés
de pompes d'efflux multidrogues.

Des mutations dans les régions régulatrices des opérons des systemes
d'efflux multidrogues peuvent conduire a une surexpression des systemes
d'efflux constitutifs, associée ou non a une perte des porines, et conférer une
multirésistance aux antibiotiques.

Une acquisition de génes peut étre a l'origine de systémes d'efflux spécifiques
qui, contrairement aux systemes d'efflux multi-drogues, ne permettent que

I'exportation de molécules apparentees.
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[11.3.3.4. Modification de la cible de I’antibiotique
Apres pénétration cellulaire de [lantibiotique, il existe une étape de
reconnaissance de la cible. C’est a ce niveau gu’intervient ce type de
résistance. Il s’agit :

-soit d’'une résistance naturelle avec la mauvaise affinité de certains
antibiotiques pour la cible.

- soit d’'une résistance acquise avec modification des cibles et perte

d’affinité des antibiotiques pour ces cibles (60).
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IV. Résistance aux antibiotiques d’Acinetobacter baumannii.

IV.1.Résistance naturelle :

Le genre Acinetobacter représente aujourd’hui un modele d’adaptation
particulierement efficace en termes d’antibiorésistance. En 'espace de 40 ans,
Acinetobacter, principalement représenté par I'espéce baumannii, est passé
du statut de « bactérie sans grand intérét en infectiologie » car peu pathogéne
et sensible a la plupart des antibiotiques commercialisés a cette époque, a
celui de bactérie multi-résistante aux antibiotiques (7).

Dans les années 70, date des premiers travaux consacrés a
A. baumannii, celui-ci était décrit comme sensible a tous les antibiotiques alors
commercialisés a I'exception de la pénicilline.

L’analyse du génome de cette bactérie a modifié le point de vue du
bactériologiste. En effet, Acinetobacter sp. posséde dans son génome un
gene codant pour la production d’'une B-lactamase de type céphalosporinase.
Bien qu’il y ait eu des controverses, a la différence des especes
d’entérobactéries du groupe 3 et de Pseudomonas aeruginosa, cette enzyme
n’est pas inductible en raison de I'absence d’un régulateur en amont du géne
blagmpc (61).

Plusieurs types de céphalosporinases ont été caractérisés chez A.
baumannii. Elles sont maintenant appelées ADC (Acinetobacter-derived-
céphalosporinase) et sont a l'origine de la résistance aux aminopénicillines, a
la céfalotine et a la céfoxitine chez I'espéce baumannii. Comme les autres
enzymes de la classe C, elle n’est pas sensible aux inhibiteurs de B-lactamase
comme l'acide clavulanique. Elles constituent le mécanisme de résistance le
plus fréquent chez I'espece A. baumannii.

Les souches d’A.baumannii sont naturellement résistantes a la
pénicilline G, a I'amoxicilline et aux céphalosporines de premiere et deuxieme
génération.

Outre cette céphalosporinase, A. baumannii possede un gene codant

pour une enzyme de classe D ou oxacillinase chromosomique naturelle
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OXA-51, identifié¢e comme ubiquitaire dans l'espéce baumannii et utilisée
comme marqueur d’identification d’espéce. Il existe des variants d’OXA-51
comme OXA-69 et OXA-66 qui sont les plus proches et spécifiqgues a cette
espece. Le rble de ces enzymes dans l'expression de la résistance aux
antibiotiques est inexistant (62).

Comme P. aeruginosa, A. baumannii dispose d’'un nombre de porines
inférieur a celles retrouvées chez E. coli et de ce fait, présente une
impermeéabilité naturelle aux molécules hydrophiles (63).

Cette imperméabilité est associée a une pompe a efflux appartenant au
systeme RND, Ade/lJK, naturellement active vis-a-vis d’un large spectre
d’antibiotiques incluant notamment le chloramphénicol et le triméthoprime
mais excluant les aminoglycosides. La présence de cette pompe explique les
niveaux de CMI d’emblée élevés que I'on retrouve dans cette espéce vis-a-vis
de nombreux antibiotiques (64).

A.baumannii est également naturellement résistant a I'értapénéme, a la
fosfomycine, au triméthoprime, a l'acide pipémidique, a la norfloxacine (mais

pas a I'acide nalidixique), aux furanes et, est peu sensible a I'aztréonam.

IV.2.Résistance acquise

L’histoire des Acinetobacter est marquée par une évolution
impressionnante de la résistance aux antibiotiques en termes de rapidité et de
diversité des mécanismes et des matériels génétigues mis en jeu. Dans les
années 70, cette bactérie était plus souvent considérée comme un
contaminant des prélevements bactériologiques que comme agent
responsable d’infections.

A. baumannii a su s’adapter au cours du temps pour devenir une
bactérie redoutable par ses capacités de persistance en milieu difficile, ses

caractéristiques épidemiogénes et sa multi-résistance aux antibiotiques (7).
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IV.2.1. Résistances acquises aux B-Lactamines chez A. baumannii

La résistance aux B-lactamines est dominée par la production de
B-lactamases a la fois chromosomiques ou acquises. Le tableau 3
(ci-dessous) indique I'importante variété d’enzymes que cette bactérie peut
produire.

IV.2.1.1.Rappel sur la classification des B-lactamases :
classification d’Ambler

Cette classification proposée en 1980 permet de regrouper les
B-lactamases en quatre classes en fonction de leurs homologies structurales
(65). Les enzymes appartenant aux classes A, C et D selon la classification
d’Ambler sont des enzymes a site serine active, celles de la classe B sont des
enzymes zinc dépendantes.
Elles sont désignées comme métallo-B-lactamases (MBL).
[ILes B-lactamases de classe A, ou peénicillinases, constituent le groupe le
plus important. Elles hydrolysent préférentiellement les pénicillines
(amoxicilline, ticarcilline, pipéracilline) et sont sensibles aux inhibiteurs de
B-lactamases (acide clavulanique, tazobactam).
[ILes B-lactamases de classe B, ou meétallo-B-lactamases, hydrolysent
toutes les (B-lactamines a I'exception de I'aztréonam. Ces [(-lactamases sont
résistantes aux inhibiteurs de B-lactamases classiques mais sont inactivées in
vitro par des agents chélateurs d’ions bivalents comme I'EDTA.
[Les B-lactamases de classe C, ou céphalosporinases, hydrolysent
préférentiellement les céphalosporines (céfalotine, ceftazidime, céfuroxime).
Elles sont inhibées par la cloxaciline mais pas par les inhibiteurs de
B-lactamases.
[OLes B-lactamases de classe D, ou oxacillinases, constituent un groupe
hétérogene.
Elles sont caractérisées par une hydrolyse plus rapide de l'oxacilline et de la
cloxacilline que de la benzylpénicilline. Les oxacillinases classiques sont

inhibées in vitro par le chlorure de sodium.
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eMode d’action des B-lactamases
Le mécanisme d’hydrolyse se déroule en trois étapes :
OLiaison non-covalente et réversible entre la B-lactamase et la B-lactamine.
ORupture du noyau B-lactame par acétylation covalente avec la sérine du site actif.
(Formation d’'un complexe acyl-enzyme intermédiaire avec les 3-lactamines).
OIntervention d’'une molécule d'eau permettant I'hydrolyse de l'acyl-enzyme pour
réactiver la B-lactamase et libérer la molécule d’antibiotique inactivée.
IV.2.1.2.Les B-lactamases retrouvées chez A.baumannii selon la
classification d’Ambler
Tableau 3. B-lactamases retrouvées chez A.baumannii selon la classification
d’Ambler.

Classification de Ambler Type d’enzyme Spectre d’'activité
CLASSE A TEM-1,-2 ; CARB-5 R aux pénicillines
(Sérine B-lactamases) SCO-1 + C1G*
CTX-M-2,-15 ; TEM-92 R a toutes B-lactamines sauf
VEB-1, PER-1 ; SHV-12 céphamycines et
carbapénémes
GES-11 ;-14 R a carbapénémes et CG3*
KPC-2,-3,-4,-10 R a toutes les B-lactamines
CLASSEB IMP-1,-2,-4,-5,-6,-11 R a toutes les B-lactamines
(Métallo- B-lactamases) VIM-2,-4 ; SIM-1 ; sauf aztréonam
NDM-2 ; NDM-1
CLASSE C AmpC Pas d’expression, non
(Sérine B-lactamases) inductible
+ ISAbal Expression amplifiée de

niveau variable,

R a ampicillines, C1G, C2G*
(bas niveau)

R a C3G, pipéracilline +
ticarcilline (haut niveau)

CLASSE D (Sérine B-lactamases)

Groupe | OXA-21 Ra ampi-ticar-pipéracilline
OXA-23,-27,-49 R toutes B-lactamines
carbapénémes
Incluses
Groupe OXA-51,-66,-69 Pas d’activité apparente
(sauf si ISAbal)
Groupe lll OXA-24,-25,-26,-37, Ra toutes B-lactamines
-40,-72 carbapénemes
Incluses
Groupe IV OXA-58 R a toutes B-lactamines
OXA-143 carbapénemes
incluses

*C1G, C2G, C3G céphalosporine de 1%, 2°™¢ 3™ génération respectivement. R : résistant
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IV.2.1.2.1.Pénicillinases :
Elles sont décrites dés le début des années 1980 avec l'identification de la
pénicillinase TEM-1 (66) puis du variant TEM-2 (67). Une large gamme de
pénicillinases, y compris les variants a spectre étroit (TEM-1, TEM-2, CARB-5,
et SCO-1), a spectre étendu (TEM-92, TEM-116, SHV-2, SHV -5, SHV-12,
CTX-M-2, CTX-M-3, CTX-M-43, PAR-1, PAR-2, PAR-6, VEB-1, VEB-1a, VEB-
3, GES -11 et GES-12) et a activité carbapénémase (GES-14, KPC-2, KPC-3,
KPC-4 et KPC-10) a été identifiée principalement chez A. baumannii, mais
aussi parmi les autres espéces d’Acinetobacter (68) ; (69) ;(70). Cette
catégorie de pB-lactamase est généralement considérée comme moins

répandue chez Acinetobacter par rapport aux espéces d’entérobactéries.

IV.2.1.2.2.Hyperproduction de céphalosporinase :
Les B-lactamases de classe C (céphalosporinases AmpC) sont des enzymes
capables, lorsqu’elles sont surexprimées, d’hydrolyser la plupart des
pénicillines, la céphalotine, la céfazoline, la céfoxitine, la ceftazidime et
I'association des inhibiteurs de [B-lactamase/ B-lactamines, mais pas le

céfépime ou les carbapénémes (71).

Jusqu'a présent, le géne de la céphalosporinase chromosomiques n'a été
identifié que dans quelques espéces d’Acinetobacter (A. baumannii, A. pittii et
A. baylyi) (72) (71). En conséguence, ces enzymes représentent une famille
distincte des [-lactamases de classe C appelées Acinetobacter-derived
cephalosporinases (ADCs). Les génes blaxpc a A. baumannii sont
normalement exprimés a bas niveau. A ce jour, au moins 44 génes de blaapc
ont été identifies(73).

Chronologiquement, la résistance aux céphalosporines de troisieme
génération (C3G) Iliée a la surexpression de céphalosporinases
chromosomiques est apparue vers la fin des années 80, peu de temps aprés

I'introduction en thérapeutique de ces molécules.
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On a décrit deux mécanismes a l'origine de cette résistance :

-la présence d’'une séquence d’insertion ISAbal en amont du gene
blasmpc est a l'origine d’'une surexpression du gene grace au réle de promoteur
qgue joue cette séquence en s’insérant a quelques bases seulement du codon
d’initiation du géne. Lorsque la céphalosporinase est surexprimée par ce
systeme, la céftazidime est inactivée, comme I'ensemble des C3G (74) (75).

La ticarcilline est la pénicilline la plus stable vis-a-vis de ce mécanisme
de résistance. Le sulbactam peut étre actif car en plus de sa capacité a inhiber
les pénicillinases et un peu les céphaloporinases d’A.baumannii, il exerce une
activité intrinseque sur Acinetobacter (CMI de 'ordre de 2 mg/l).

Toutefois, cette derniére n’a d’intérét que sur les souches ticarcilline-
intermédiaires non productrices de pénicillinase. (Tableau 4).

- Plus rarement, la résistance est due a l'acquisition d’'une B-lactamase a

spectre élargi (BLSE). Les plus classiques sont VEB-1 et PER-1.

IV.2.1.2.3.B-Lactamases a Spectre Etendu (BLSE)

L’acquisition d’une B-lactamase a spectre élargi (BLSE) est également rare
chez cette espece. Elles sont habituellement d’origine plasmidiques et sont
apparues dans les années 90. Les plus classiques sont VEB-1 et PER-1 (76).

L’enzyme VEB-1 a été a l'origine d’'une épidémie importante dans le
Nord de la France au début des années 2000 et a donné lieu a de nombreux
signalements et programmes de lutte visant a empécher la dissémination a
'ensemble du territoire francgais.

L’enzyme PER-1 a été largement identifiée dans les souches isolées
en Turquie. Depuis, plusieurs variants ont été caractérises ; parmi eux, PER-7
est un variant dont l'activité hydrolytique vis-a-vis des C3G est bien supérieure
(77).

Mais d’autres BLSE plus rares ont été décrites comme SHV-12 (78), SHV-5
(79) et SHV-12, TEM-92 (80) ou CTX-M-2 (81).
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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 B-lactamines, incluant les carbapénemes (82). Plus récemment, la
BLSE la plus répandue dans le monde, CTX-M-15, a été identifiee chez A.
baumannii (83) (84).

Comme dans le cas des entérobactéries du groupe 3 ou de
P. aeruginosa, les images caractéristiques de synergie entre les C3G et les
inhibiteurs sont difficiles a observer, voire absentes sur les antibiogrammes.
Elles peuvent étre objectivées par le rapprochement des disques de C3G et
d’inhibiteur et la réalisation de I'antibiogramme sur milieu contenant de la
cloxacilline (inhibiteur de céphaloporinase).

Tableau 4. Phénotypes de résistance chez A. baumannii vis-a-vis des
B-lactamines (7).

hénotype | 1 2 3 4 5 6
sauvage | Pénicillinase | Céphalosp- | (2+3) | carbapeneme | BLSE

ATB orinase R +
AMP S/IIR R R R R R
AMC S/I/IR S/I/IR R R R I/R
TIC S R S/ R R R
TCC S S/IIR S/l R R I/IR
PIP S R R R R R
PIP+TAZ S S/IIR S/l I/R R I'R
CTX S S R R R R
CAZ S S IIR I/R R R
FEP S S I/IR I/R R R
IPM S S S S I/IR S
MEM S S S S I/R S
ATM S/ S/ R R I/R R

S : sensible ; | : intermédiaire ; R : résistant.
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IV.2.1.3.Résistance acquise aux carbapénémes : mécanismes
enzymatiques.

La résistance aux carbapénémes 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 carbapénemes, les possibilités
thérapeutiques deviennent tres limitées. Plusieurs mécanismes peuvent étre a
I'origine de la résistance aux carbapénémes chez A. baumannii.

Les mécanismes enzymatiques sont des mécanismes de résistance aux
carbapénémes les plus fréquents chez A.baumannii. Les mécanismes
concernés par cette résistance sont liés le plus souvent a l'acquisition
d’enzymes a propriétés de carbapéneémases et ayant été caractérisées dans

les quatre classes moléculaires de B-lactamases :

IV.2.1.3.1.0xacillinases a propriété Carbapénemase :
Appelées oxacillinases ont la capacité d'hydrolyser de maniere significative les
aminopénicillines (I'ampicilline et I'amoxicilline) et les carboxypenicillines

(carbénicilline et ticarcilline) (85).

Les B-lactamases de classe D ne sont pas inhibées (a part de tres rares

exceptions) par I'acide clavulanique, le tazobactam et le sulbactam, cependant

leur activité peut étre inhibée in vitro par le chlorure de sodium (NaCl). Cette
propriété n'est pas partagée par les p-lactamases des autres classes, ce qui
est une bonne caractéristique pour leur identification in vitro.

v' Certains variants de ces [-lactamases ont également la capacité
d'hydrolyser les céphalosporines a spectre étendu tandis que d'autres,
décrits comme oxacillinase a activité de carbapénemase (Carbapenem
Hydrolysing class D [-Lactamases) sont capables d'hydrolyser les

carbapénemes.
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C’est parmi la classe D des oxacillinases que I'on trouve le nombre le
plus important d’enzymes impliqguées dans la résistance aux carbapénemes
chez A. baumannii.

Les oxacillinases peuvent conférer une résistance a toutes les
B-lactamines. Cette classe d’enzymes est par ailleurs trés hétérogéne comme
en témoigne les dendrogrammes représentés sur les figures 3 et 11.

Chez A. baumannii, en dehors de 'OXA-21 qui n’hydrolyse ni les C3G,
ni les carbapénémes, les enzymes de la classe D qui ont été caractérisées
sont généralement des oxacillinases a large spectre, touchant souvent les
carbapénemes (7).

La plupart de ces enzymes ont été décrites chez A. baumannii. Les genes
codant ces enzymes ont un support chromosomique (62) ou plasmidique (86)
et sont souvent associés a des intégrons de classe 1 ou a des séquences
d’insertion.

Elles peuvent étre divisées en guatre sous-groupes phylogénétiques (blaOXA-
23-like, blaOXA-24-like, blaOXA-51-like et blaOXA-58-like). Les variants au
sein de chacun des quatre sous-groupes principaux ont une identité en acides
aminés de = 96 %. Les sous-groupes blaOXA-51-like, blaOXA-23 et le variant
blaOXA-134 sont intrinsequement présents dans A.baumannii,
A.radioresistans et A. lwoffii, respectivement (87) (88) (84) (7).

En effet, la premiére oxacillinase, OXA-23 (ARI-1), a été observée dés
1985, publiée en 1993 et a diffusé dans le monde entier avant méme
I'utilisation des carbapénémes. Depuis, les quatre groupes d’oxacillinases ont

été identifiés chez A. baumannii (tableau 3) :

- le groupe 1 est représenté par les enzymes OXA-23 ou 23 « like ».

- le groupe 2 ou OXA-24 « like » présente les plus fortes activités
enzymatiques.

- le groupe 3 ou OXA 51/69 « like » correspond a des enzymes produits a

partir de génes chromosomiques, naturellement peu contributifs a la
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résistance bactérienne sauf en cas de présence d'une séquence
d’insertion en amont du géne.

- le groupe 4 ou OXA-58 « like » décrit depuis 2003, est retrouvé
relativement frequemment dans des souches épidémiques Francaises
et Européennes.

Deux nouvelles enzymes OXA-143 et OXA-235 ont été caractérisées :

I'oxacillinase 143 dans des isolats brésiliens en 2004 (89) dont le profil
de substrat est particulier car cette enzyme inactive préférentiellement les
pénicillines et les carbapénémes mais pas les C3G, ainsi que l'oxacillinase

235 laquelle a été mise en évidence aux Etats—unis en 2013 (90).

IV.2.1.3.1.1.Le sous-groupe OXA -23

OXA-23, a l'origine appelée ARI-1 pour " Acinetobacter resistant imipenem ",
elle a été identifiée en Ecosse en 1985 et isolée a partir d’'un plasmide d'une
souche d’A.baumannii, qui possédait une CMI de l'imipénéme de 16ug/ mi
(92) (92).

OXA-23 partage 99% d’identité en acides aminés avec OXA-27, qui a
été mise en évidence a Singapour (93). Le gene a été identifié dans de
nombreux pays a travers le monde, il est intrinseéquement présent et situé sur
le chromosome chez A.radioresistens alors qu'il est acquis et porté par un
plasmide chez A. baumannii. Il a été trouvé uniquement chez l'espéce
Acinetobacter a I'exception de Proteus mirabilis (94). La figure 20 indique la

répartition mondiale des oxacillinases 23 en 2011 (7).

IV.2.1.3.1.2.Le sous groupe OXA-40 (OXA-24)

OXA-40 est une B-lactamase qui a une capacité d’hydrolyser principalement
les pénicillines et beaucoup moins les céphalosporines et I'imipéneme. Elle est
résistante a l'inhibition par I'acide clavulanique, le tazobactam et le sulbactam
(95)(93)(96) et aussi au NaCl, contrairement aux autres oxacillinases. Appelée

précédemment OXA-24, elle a été identifiée en Espagne chez des souches
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d’A.baumannii résistantes aux carbapénemes et elle présente 63% et 60%
d'identité en acides aminés avec OXA-51/69 et OXA-23 respectivement Ce
groupe comprend aussi les variants OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-33,
OXA-72 OXA-139 et OXA-160 (97).

Le gene OXA-40 a été trouvé chez plusieurs espéces d’Acinetobacter,
Pseudomonas aeruginosa, il peut étre chromosomique ou plasmidique
(98)(99).

L’enzyme a été décrite en Espagne et en Asie (100), (101) mais la péninsule
ibérique détient la plus grande prévalence pour la diffusion d’OXA-40 (100)
(102).

Les OXA-25 et OXA-26 sont des mutants ponctuels d’OXA-40, ces enzymes
ont été caractérisées a partir d’isolats d’A. baumannii en provenance
d’Espagne et de Belgique (93). OXA-72 a été identifiée dans des isolats
d’A. baumannii de Chine (103), Corée du Sud (104), Taiwan (105) et Iran
(106). OXA-160, un nouveau variant d’'OXA-40, a récemment été identifié
dans une souche d’A. baumannii isolée aux Etats-Unis (107).

En Afrique, les premiéres souches d’A.baumannii produisant les oxacillinases
23 ont été décrites en Afrique du sud, libye et Egypte en 2009 (108).

Plusieurs études Algériennes décrivent dés 2013 la présence d’oxacillinases
23 et 24 au centre notamment a Alger, Tizi-Ouzou, Sétif, a 'Est (Annaba) et
a I'Ouest dans une étude multicentrique de souches collectées dans les
hépitaux (Oran, Tlemcen et Sidi-Bel-Abbés) (sur des souches isolées a partir
de 2010) (109).

Cing souches parmi les souches de Sétif hébergeaient,une oxacillinase 72
laquelle fait parti du groupe oxacillinase 24 ou 40.

Ce sont les premiers cas décrits en Afrique du Nord, deux souches
hébergeaient en méme temps les deux oxacillinases 23 et 72, (110) (111)
(108).

Récemment, deux nouvelles carbapénémases, OXA-143 et OXA-182 ont été
identifiees. OXA-182 partage 93% d’identité en acides aminés avec OXA-143

49



CHAPITRE IV : RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES
D’ACINETOBACTER BAUMANNII

et 89% avec OXA-40 (151). La carbapenemase OXA-143 partage 88%
d'identité en acides aminés avec OXA-40, 63% avec OXA-23 et 52% avec
OXA-58 (89).

IV.2.1.3.1.3.Le sous groupe OXA-51

OXA-51 est une [-lactamase qui est intrinseque et ubiquitaire chez
A.baumannii (87) (112) (113). La premiére description d’OXA-51, a été faite
en 2005 dans des souches isolées en Argentine en 1996 (87) et un grand
nombre de variants d'enzymes ont depuis été découverts. OXA-51 présente
moins de 63% d’identité en acides aminés avec les sous-groupes 1 (OXA-23-
like), sous-groupe 2 (OXA-40-like) et moins de 50% avec le sous-groupe 4
(OXA-58-like). Les enzymes OXA-51-like représentent actuellement l'un des
plus grands groupes de [-lactamases, avec 81 enzymes actuellement
identifiées, elles ne sont pas inhibées par l'acide clavulanique ou le

tazobactam et leur activité est inhibée par le NaCl (114).

Le gene OXA-51 a initialement été identifié sur un support chromosomique et
est non-transférable. Cependant, de récentes études et analyses par PCR
pour blapxa.s1 indiquent que le gene est localisé sur un plasmide (115).

Les génes du sous groupe OXA-51 identifies chez A.baumannii a I'exception
d’OXA-138, ont été identifiés aussi chez A.nosocomialis dans des souches
isolées a Taiwan, suggérant que ces genes peuvent étre transférés entre les
espéeces du complexe A.baumannii-calcoaceticus.

Certains auteurs ont évoqué la possibilité d’'une surexpression de
I'oxacillinase naturelle d’A.baumannii (OXA-51 et ses variants) par insertion
d'ISAbal en amont du géne codant pour cette B-lactamase. Cependant, la
réelle contribution de la structure ISAbal-géne de type blaOXA-51 a la
résistance aux carbapénemes chez A.baumannii fait débat puisque cette
structure a été identifiée dans des souches d’A.baumannii résistantes et

sensibles aux carbapénémes (116).
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IV.2.1.3.1.4.Le sous groupe OXA-58

Le gene blapxass a été identifie pour la premiere en France a partir d'une
souche isolée a Toulouse (France) en 2003 (117) (118) . L’enzyme hydrolyse
les pénicillines, 'oxacilline mais pas les céphalosporines a spectre étendu, et
elle hydrolyse lI'imipénéme deux fois plus efficacement que 'OXA-40.
L’OXA-58 possede un faible pourcentage d'identité en acides aminés avec les
autres oxacillinases. Les genes codant pour OXA-58 ont été trouvés chez de
nombreuses espéces d’Acinetobacter et sont généralement portés par un
plasmide, bien que la localisation chromosomique a également été décrite
(119);(120). Les isolats portant ce groupe de genes sont les plus frequemment
rapportés en Europe méme s’ils ont été rapportés aussi en Amérique, Asie et
en Australie (120) (121) (122)(123) (124) (125).

Des associations d'oxacillinases sont décrites dans le monde tel que
'oxacillinase 23 et 58 en Chine et oxacillinase 23, 24 et 58 en Thailande
(106).

En 2010 des oxacillinases 58 sont décrites chez 12 souches cliniques isolées
a Tlemcen en 2008, (108), de méme des oxacillinases 58 sont isolées et
décrites en 2012 dans l'étude multicentrique de I'Ouest Algérien citée

ci-dessus.
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IvV.2.1.3.2.Métallo- B-Lactamases (MBL)
Métallo-B-lactamases, MBL conferent des niveaux de résistance élevés aux
carbapénémes ainsi qu’'a toutes les autres [(-lactamines a l'exception de
I'aztréonam (126).
Elles ne sont pas inactivées par les inhibiteurs classiques des
B-lactamases, mais sont inhibées in vitro par 'EDTA.
Les MBL sont caractérisées par la sensibilité a 'EDTA due a I'exigence des
ions de zinc (Zn%+) qui se trouvent dans le site actif de 'enzyme (126).
Au moins 9 types différents de MBL acquises ont été décrits a ce jour. Les
déterminants les plus importants sont les dérivés de type IMP, VIM, SPM et
NDM.
Plusieurs variants d'IMP (IMP-1, IMP-2, IMP-4, IMP-5, IMP-6, IMP-8, IMP-
11) et de VIM (VIM-1, VIM-2, VIM-4 et VIM-11) ont été détectés parmi les
isolats du complexe A. baumannii -A .calcoaceticus (106) (127) (128).
SIM -1 a été décrite pour la premiére fois dans des isolats d’A. baumannii
en Coreée.
Les niveaux de résistance aux carbapénemes conférés par SIM-1 sont
inférieurs par rapport a ceux conférés par IMP et VIM (105).
Tous les différents variants de blayp, blayy, et blagy chez A. baumannii
ont été trouves sur des intégrons de classe 1 (105).
Un des derniers déterminants décrits, NDM-1 (New-Delhi Métallo-B-
Lactamase), a notamment largement été médiatisé et son importante

capacité de dissémination cause un réel probleme de santé publique (129).

Cette métallo-B-lactamase a été récemment trouvée dans les isolats des
entérobactéries, particulierement dans le sous-continent indien ainsi que
dans d’autres pays du monde, mais a rapidement été détectée chez
A. baumannii (130).

NDM-2, un variant de NDM- 1 a récemment été trouveé dans des souches

d’A. baumannii chez une patiente en Allemagne venant de I'Egypte (131).
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En Algérie le premier cas est décrit en 2012, a partir d’'une souche isolée
en 2011 chez un patient transféré d’un hopital oranais, vers I'hépital
Kremlin Bicétre (France) sur la souche baptisée Oral. L’étude minutieuse
du génome a révélé que le gene NDM1 est un géne autochtone différent
du geéne isolé pour la premiere fois chez un patient indien (132).

En effet cette étude suggere que I'apparition des génes NDM1 en Algérie,
est antérieure au gene découvert en 2008 et serait I'ancétre du géne. De
méme une souche d’Algérie, NDM1 est isolée en Belgique en 2011(133).
Les deux souches, isolées en France et en Belgique, portent le gene
NDM1 au niveau chromosomique, précédés tous deux par la séquence
d'insertion Isbal25, mais chacune d'elles présente un variant de
'oxacillinase intrinséque 51 différent a savoir oxa 94 et oxa 64
respectivement, ce qui les classe dans deux clones internationaux
différents.

En 2012 plusieurs souches NDM1 sont décrites dans I'Ouest Algérien
dans le cadre d’'une étude multicentrique sur des souches collectées dans
plusieurs hépitaux de I'ouest puis au centre (109) (111). L’étude de I'Ouest
indique qu’il s’agit de souches autochtones.

En 2014, est décrite en Algérie, une souche NDM1, hébergeant également

une méthylase ArmA, premier cas décrit (134).

IV.2.1.3.3.Carbapénémases appartenant au groupe A d’Ambler :

Parmi la classe A de Ambler, différentes enzymes capables d’hydrolyser les
carbapénemes ont pu étre identifiées chez A. baumannii : c’est le cas des
enzymes GES-11 ou GES-14 ou encore des enzymes de type KPC
(pour « Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase ») qui comprennent plusieurs
variants (KPC-2, -3,-4,-10) (82). Ces dernieres sont beaucoup plus rares chez
Acinetobacter que chez les entérobactéries, en particulier Klebsiella.

pneumoniae et sont difficiles a détecter sur l'antibiogramme. Elles sont
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inhibées par 'acide boronique qui est maintenant accessible aux laboratoires
de routine sous forme de disque.
IV.2.1.4.Résistance aux carbapénéemes : mécanismes non enzymatique

Ces mécanismes de résistance aux carbapénemes chez A. baumannii
sont moins fréquents que les mécanismes enzymatiques mais ils font 'objet
d'un nombre croissant de publications. De plus, les mécanismes
enzymatigues et non-enzymatiques peuvent étre associés dans une méme
souche d’A. baumannii.

IV.2.1.4.1.Diminution de la perméabilité membranaire :

Des modifications de la perméabilité membranaire d’A.baumannii

peuvent entrainer une résistance aux carbapénémes.
Une étude récente rapporte une grande diversité des séquences du géne
carO gene codant pour un canal protéique de la membrane externe au sein
d’'une population d’A. baumannii isolés en Argentine en rapport avec un
transfert horizontal de geéene. Cet échange de variants de carO pourrait
représenter une stratégie au sein de la population d’A. baumannii étudiée afin
de survivre dans différentes conditions environnementales (135).

Il est également a noter qu’il existe beaucoup moins de porines chez A.
baumannii que chez Escherichia coli, ce qui rend Acinetobacter 100 fois moins
perméable qu’Escherichia coli.

IV.2.1.4.2 Efflux

La réduction d’activité des antibiotiques peut également reposer sur la
capacité des bactéries a les sécréter grace a leurs pompes a efflux. Ce
mécanisme a l'origine de multirésistance aux antibiotiques chez A. baumannii
est d’ailleurs de plus en plus étudié.

Chez Acinetobacter, les pompes a efflux ont été mises en évidence
assez tardivement et ne représentent pas comme chez P. aeruginosa un
mécanisme aussi important dans la résistance aux antibiotiques. C’est le
séquencage du genome qui a mis en évidence la présence de génes d’efflux

actifs. Il existe chez Acinetobacter plus de 40 types de pompe (MFS, MATE,
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SMR, ABC). Parmi elles, 3 pompes RND et 2 pompes MFS ont été impliquées
dans l'efflux d’antibiotiques. (Tableau 5)

Les pompes RND (« résistance nodulation cell division ») sont des systemes a
trois composants, utilisant le gradient de protons comme source d’énergie.

- La pompe AdeABC est retrouvée chez 80 % des souches
d’A. baumannii. La surexpression de la pompe est impliguée dans la
diminution de la sensibilit¢ aux béta-lactamines, aux aminoglycosides, aux
fluorogquinolones, aux tétracyclines, a la tigécycline et au chloramphénicol.

- La deuxiéme pompe AdelJK est présente de facon permanente chez
A. baumannii et est impliquée dans la résistance intrinseque, a bas niveau, aux
antibiotiques a I'exclusion des aminosides. A ce jour, aucun mécanisme de
surexpression n'a été mis en évidence mais un mécanisme de synergie avec
AdeABC a été mis en évidence.

La troisieme pompe AdeFGH peut se surexprimer grace a la présence
d’'une mutation dans son géne régulateur transcriptionel situé en amont du
gene et touche alors les fluoroquinolones, la tigécycline et la clindamycine.

Les pompes d’efflux de types MFS (major facilitator superfamily) peuvent jouer un réle
dans la résistance aux tétracyclines ou au chloramphénicol. La plupart des génes

codant pour ces pompes sont retrouves sur des plasmides.

IVV.2.1.4.3.Modification de PLP :

Il existe peu de travaux sur les protéines liant les pénicillines (PLP) chez
Acinetobacter. Sept PLP ont a ce jour été identifiées dans I'espéce baumannii
PLPla, PLP1b, PLP2, PLP3, PLP5/6, PLP6b, et PLP7/8. Seule la PBP6b a
eété mise en cause dans une souche présentant une reésistance aux
carbapénémes et il semblerait que se soit la régulation de I'expression des

PLPs qui est a I'origine d une diminution de sensibilité aux carbapénémes.
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Tableau 5.Autres mécanismes de résistance pouvant étre impliqués dans

la résistance d’A. baumannii aux carbapénémes.

| — Perte de porine : augmentation des concentrations minimales inhibitrices
(CMIs) des carbapénéemes
Porine Car O (29 RDa)
Il — Systéeme d’efflux
RND Systeme
Ade ABC
Résistance bas niveau intrinseque a spectre large :
sa surexpression touche la tigécycline, le céfépime et les carbapénemes.

Ade FGH

Sa surexpression touche les fluoroquinolones et la tygécycline.

Ade IJK

Résistance bas niveau intrinséque a spectre large a I'exclusion des
aminosides.

Il - PBPS 1a, 1b, 1c 2, 3, 4 et 5 présentes chez Acinetobacter.
La diminution de la PBP2 entraine une augmentation des CMIs des
carbapénémes.

Samy Figueiredo. Acinetobacter sp. et réservoir de génes de carbapénémases 2011. Human
health and pathology. Université Paris Sud - Paris Xl, 2011 (7).

IV.2.2.Supports Génétiques de larésistance chez A. baumannii.

Plus de 80% des isolats d’Acinetobacter sp. portent des plasmides de taille
variables. Les génes portés par les plasmides sont principalement des genes
de B-lactamases des classes A, B et D de Ambler, mais également des genes
de résistance aux aminosides, ou encore des genes de résistance au
triméthoprime.

Les déterminants génétiques transposables chez A. baumannii peuvent étre
des génes de résistance aux p-lactamines, aux aminosides, a la tétracycline et
au chloramphénicol.

L’'un des mécanismes qui favorise le plus la multi-résistance chez A.
baumannii est la capture et 'expression des genes de résistance sous forme
de cassettes au sein des intégrons. Cette structure génétique d’intégron
favorise la co-sélection et la co-expression des genes de résistance. Ainsi, au

sein d'un intégron peuvent étre associés des geénes differents de
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B- lactamases, des genes de résistance aux aminosides, a la rifampicine et au
chloramphénicol. Il existe plusieurs classes d’intégrons définies en fonction de
la nature des genes codant pour une intégrase, mais les intégrons de classe 1
sont les plus fréquents chez A. baumannii. Des intégrons de classe 2 ont

également été décrits chez A. baumannii.

IV.2.2.1.La résistance chromosomique

Elle est souvent stable et tire son origine soit d'un géne de résistance
(ex : ampC) ou de mutations ponctuelles dans un gene bactérien qui alterent
la cible d'un antibiotique (136).

Des céphalosporinases codées par le gene AmpC présentant des
modifications structurales, par mutations ou délétions de nucléotides, ont été
décrites (137).

Ces enzymes peuvent étre hyperproduites, par modification de leur régulation
(138). Les genes codant pour ces enzymes ont également été observés sur

des plasmides : AmpC plasmidique (139).

IV.2.2.2. La résistance extra-chromosomique

IV.2.2.2.1. Les séquences d’insertion

Les séquences d'insertion (IS) sont la forme la plus simple d'un élément
transposable, généralement de taille inférieure & 2,5kb, capables de se
déplacer de facon autonome dans les génomes microbiens et ne codent que
pour leur propre transposition (106).

Ces structures sont trées répandues dans le genre Acinetobacter (140). 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.

ISAbal est une séquence d’insertion qui apporte une séquence promotrice
importante et donc une surexpression de certains genes intrinseques (blaapc

et blaOXA_51_|ike) ou aCQUiS (blaQXA_zg'like) d’A. baumannii (62) (141)
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ISAbal pourrait également étre responsable de la mobilité du gene OXA-23
en s’insérant sur les deux cbétés du géne au sein du transposon composite
Tn2006, ou en une seule copie située en amont ou en aval du géne au sein du
transposon Tn2008 (142)(141).

ISAba2, ISAba3, IS18, et ISAba825 pourraient également fournir de forts
promoteurs pour blagxass.ike (@lors qu’une seule copie d’/SAba4 associée au
gene blapgxa.2z au sein du transposon Tn2007 peut également étre responsable

de la surexpression et pourrait permettre la mobilisation du géne (142).

GICATTTAA Tn2006 GICATTTAA
ISAbat ISAbat

blagyy. ATPase
A = | —| | ﬁﬂgmzmi—t—ﬂ <

Tn2008

ISAbat

blagys 23 ATPas tnpA
"6‘?0% =

Cnadace bla ATPa;
f OXA-23
~—
c I
ofa /1 orf3

Figure 4. Transposons associés au gene blagxa2zchez A. baumannii.
Samy Figueiredo. Acinetobacter spp. et réservoir de génes de carbapénémases. Human
health and pathology. Universite Paris Sud - Paris Xl, 2011(7).

(A)Tn2006, (B) Tn2008, (C) Tn2007.

La présence de deux séquences d’insertion ISAbal en amont et en aval du
géene oxa 23 au sein d’'un intégron composite Tn2006 expliquerait sa mobilité
et donc sa large diffusion et association a d’autres genes.

Une analyse de séquence de lI'environnement génétique de blaypy.: chez une
souche d'A. baumannii isolée en Allemagne a révélé la localisation
chromosomique de blaypu.1 de 10.5 kb flanquée entre deux copies d’'ISAbal25
(143). Retrouvé également sur les deux souches isolées d’Algérie en France

et en Belgique (133) (132).
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De plus, ISAba825 et ISAbal25 ont été trouvées responsables de la réduction
de la sensibilit¢é aux carbapénemes par inactivation du gene carO, gene
codant pour un canal protéique de la membrane externe associée a l'efflux

des carbapénémes chez A.baumannii (144).

IV.2.2.2.2.Les transposons

lls 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 grace 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.

Les transposons les plus connus sont les transposons composeés, Tn5, Tn9 et
Tn10, connus pour les génes de résistance aux antibiotiques qu'ils portent et

ont été retrouveés sur les plasmides de plusieurs souches cliniques. (143)

IV.2.2.2.3.Les intégrons

Les intégrons constituent un systéme de capture et d’expression de génes
sous forme de cassettes. Ces dernieres sont des éléments mobiles capables
de s’intégrer ou de s’exciser par un mécanisme de recombinaison, spécifique
de site, lié a I'intégrase (145). A la différence des plasmides, les intégrons sont
incapables d’autoréplication. lls sont obligatoirement portés sur un réplicon de
nature chromosomique ou plasmidigue. De méme, ils différent des
transposons par I'absence de géne codant pour une recombinase au sein des
cassettes, également dépourvus de séquences inversées répétées a leurs

extrémités
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IV.2.3. Résistance acquise aux aminosides chez A. baumannii :

Depuis 1995, 80% des souches d’A. baumannii isolées en Europe ainsi qu’aux
Etats-Unis sont résistantes a au moins un des quatre principaux aminosides
utiisés en pratigue médicale (gentamicine, tobramycine, amikacine,
netilmicine) (146).

La résistance aux aminosides est essentiellement due a l'acquisition de
plasmides, d'intégrons ou de transposons responsables de la production
d’enzymes modificatrices (AMES).

Les trois types d’enzymes inactivant les aminosides ont été décrits chez

A. baumannii : aminoside acétyltransférase AAC, aminoside
nucléotidyltransférase ANT, aminosidephospho-transférase APH. En Europe,
84% des isolats d’A. baumannii expriment au moins deux enzymes

d’inactivation des aminosides (147).

Les enzymes les plus fréquemment rencontrées chez A. baumannii sont
AAC(3)-1 et ANT(3”)-1 ou encore AAC(3)-1l, AAC(6’)-I, ANT(2”), APH(3’)-I et
APH(3’)-VI. Des génes codant pour des enzymes inactivant les aminosides au
sein des intégrons de classe 1 chez Acinetobacter sp ont été rapportés (147).
Récemment, la méthylation de 'ARNr 16S par la protéine codée par le géne
ArmA a été décrite pour la premiere fois en 2003 (148), puis un peu partout a
travers le monde. Ce géne plasmidique est associé au transposon Tn1548. Il a
été également identifié chez des isolats cliniques d’Acinetobacter baumannii
en co-éxistance avec blagxa.oz €t blaypy.: (149). Ce mécanisme confére une
résistance de haut niveau a tous les aminoglycosides utilisés en
thérapeutique.

La résistance aux aminosides a également été associée a I'expression du
systeme d’efflux de type RND (Resistance Nodulation-cell Division) AdeABC
par A. baumannii (150). La gentamicine et la kanamycine sont également des
substrats de la pompe AbeM, membre de la famille des transporteurs MATE

(Multidrug and toxic compound extrusion).
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Les génes codant pour ces enzymes sont présents sur des plasmides, des
transposons ou des cassettes au sein d’intégrons, facilitant leur rapide dissémination.
Les enzymes d’inactivation des aminosides les plus frequemment rencontrés

chez A. baumannii figurent dans le tableau 6 ci-dessous.

En Algérie le premier cas d'Acinetobacter baumannii hébergeant la
méthylase ArmA est décrit en 2014, associé au géne NDM1, chez un patient
hospitalisé a I’hépital militaire du centre (134), alors que les premiers cas de
méthylase sont décrits dans le monde pour la premiere fois chez des
entérobactéries en 2003 (148).

Des souches de salmonelles sp. isolées au CHU de Constantine en
1998, sont décrites en 2009 (151) hébergeant le géene ArmA préexistant a la
découverte du gene au niveau mondial.

Ce mécanisme était associé a la présence d’'une BLSE CTX-M, ces
deux genes étaient portés tous deux par un méme plasmide.

De méme en 2011 toujours a Constantine (152) sont décrites des
Salmonelles ArmA, BLSE type CTX-M15, ces publications concluent que les
entérobactéries ont été et sont pourvoyeuses de ces genes chez les autres

especes, ce qui pourrait étre le cas pour Acinetobacter baumannii.
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Tableau 6. Enzymes d’inactivation des Aminosides les plus communes
chez A.baumannii et substrats préférentiels. (204)153

Aminosides Gentamicine (G) Nétilmicine (N) Amikacine (A)
Tobramycine (T) Néeomycine (Neo) Isepamicine (I)

Enzymes
Acétylases
AAC(3)-I G
AAC(3)-1l GTN
AAC(6’)-la TNA
AAC(6’)-11 GTN
Adénylases
ANT(2”)-I GT
ANT(3”) :aadA Streptomycine, Spectinomycine
Phosphorylases
APH(3)-I KNeo
APH(3’)-VI KNeo Al
Méthylase Arm A GTA
16S RNA (rRNA) GTAN
Rmt A

IV.2.4. Résistance acquise aux fluoroquinolones :

Acinetobacter sp. est naturellement résistant a I'acide pipémidique, mais
était sensible a I'acide nalidixique jusque dans les années 1970. La résistance
aux fluoroquinolones est apparue trés rapidement aprés l'introduction de ces
molécules en thérapeutique.

Les mécanismes de résistances décrits sont liés & des mutations dans
la cible des quinolones que sont les topoisomérases de type Il (ADN gyrase et
topoisomérase V). Ces mutations se situent au niveau des géenes codant pour
une sous-unité de 'ADN gyrase, ou pour une sous-unité de la topoisomérase

IV, ParC. Les mutations dans le gene parC interviennent dans des souches ou
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gyrA est déja muté entrainant des niveaux de résistance trés élevés a la
ciprofloxacine (153).

Les mécanismes de résistances plasmidiques aux quinolones sont : les
protéines Qnr (Quinolone résistance).

Plusieurs familles de géenes Qnr ont été décrites : Qnr A, Qnr B, Qnr S,
Qnr C et Qnr D. La structure des Qnr, tres proche de la structure de la double
hélice d’ADN, a conduit a évoquer un mode d’action des Qnr par
« mimétisme de 'ADN» au niveau du site actif de I'ADN gyrase. Les
guinolones se fixent au complexe ADN-ADN gyrase, la protéine Qnr en se
fixant sur 'ADN gyrase empécherait la formation du complexe sur lequel se
fixent les quinolones. Ce mode d’action est toujours trés discuté (154).

Comme pour les B-lactamines et les aminoglycosides, les systemes d’efflux
de types RND (AdeABC, AdelJK) et de type MATE (AdeM) jouent un réle
important dans la résistance aux fluoroquinolones (150).

IV.2.5.Résistance acquise aux autres antibiotiques :

A. baumannii est naturellement résistant au chloramphénicol. La résistance
acquise a haut niveau observée chez certains isolats cliniques est due a la production
d’'une acétyltransférase dont le géne peut étre flanqué de séquences d’insertion
permettant I'amplification du géne. Ce mécanisme peut étre combiné a I'action
des systemes d’efflux de type RND.

Acinetobacter est naturellement résistant a bas niveau au triméthoprime
(CMI = 16-32 mg/L). La résistance de haut niveau est due a I'acquisition d’'un
gene de résistance, dhfrl, porté par un plasmide qui porte également des
genes de résistance a I'ampicilline, au chloramphénicol, a la kanamycine, a la
streptomycine et au sulfaméthoxazole. La résistance au triméthoprime est
également associée a l'expression des systémes defflux de type RND
AdeABC et AdelJK par A.baumannii (201).

Les souches d’Acinetobacter résistantes a la tétracycline expriment, en

général, un des deux mécanismes de résistance suivant : un systéme d’efflux
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ou un systéme de protection ribosomique. L’acquisition de résistance est, en
général, meédiée par transfert de genes.

Les genes codant pour T et A et T et B, intervenant chacun dans un
systéme d’efflux des tétracyclines énergie dépendant, ont été rencontrés dans
des isolats cliniques et aquatiques d’A. baumannii. Le géne tetM codant pour
une protéine de protection ribosomique a été rencontré dans un isolat clinique
de A. baumannii. La résistance intrinseque a la tétracycline a été également
associée a l'expression des systémes d'efflux de type RND AdeABC et
AdelJK. La tétracycline est également un substrat des systémes d’efflux de
type RND AdeABC et AdelJK (150).

Les tétracyclines peuvent constituer une alternative thérapeutique dans
les infections a A. baumannii. La résistance a cette famille d’antibiotiques s’est
développée moins vite que chez d’autres bactéries a Gram négatif.

La tigécycline, molécule dérivée des cyclines, est active sur A.baumannii mais
des mutants résistants ont été décrits.

Pour la colistine deux mécanismes sont décrits actuellement pour
Acinetobacter baumannii, addition d’un phosphoethanolamine au lipide A du
LPS, résultant d’'une mutation dans les génes codant pour les protéines PmrA
et PmrB ce qui rend la membrane externe inaccessible a l'action de la
colistine, le deuxieme mécanisme est une perte du LPS, du & une mutation
des genes LpXA ,LpXC et LpXD (116).
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V. Marqueurs épidémiologiques

V.1.Sérotypie
En 1989 TRAUB a développé des systémes de sérotypage pour Acinetobacter
baumannii et Acinetobacter sp3, basés sur la reconnaissance de
déterminants de la membrane (vraisemblablement le LPS). Actuellement 34
sérovars sont reconnus chez A.baumannii et 26 chez Acinetobacter sp3. Ce
systéme est un outil simple et peu onéreux qui peut étre utile pour la détection
d’épisodes nosocomiaux dus a ces deux especes.
V.2. Lysotypie
Systeme développé a linstitut Pasteur de Paris dans les années 90 qui s’est
révélé utile dans I'étude de flambées hospitalieres en Europe. Constitué de
deux panels complémentaires de bactériophages 'un comportant 25 phages
permettant l'identification de 125 lysotypes (155) cependant ce systeme a été
développé en I'absence d’'une taxonomie éprouvée et n’a été utilisé que dans
un seul laboratoire au monde (156).
V.3.Biotypie
Elle repose sur les caractéristigues métaboliques Bouvet et Grimont en 1987
en utilisant des substrats définis ont pu individualiser 19 biotypes dans les
especes d'Acinetobacter hospitaliers.
V.4.Typage génomique ou génotypage et caractérisation d’une épidémie
Plusieurs méthodes de typage génomiques ont été mises au point pour
Acinetobacter ainsi la ribotypie , I'électrophorése en champs pulsé d’ADN, la
PCR ont été largement utilisées ces dernieres années.
V.4.1. Profil protéique : méthode délicate et longue.
V.4.2. Profil plasmidique :
méthode intéressante pour les souches hébergeant beaucoup de plasmides
(staphylocoque épidermidis, salmonelles) cependant les bactéries peuvent
perdre ces plasmides et leur instabilité est un inconvénient majeur pour utiliser

cet outil comme marqueur épidémiologique.
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V.4.3.Profil de restriction ou restriction endonucléase analysis (REA)
les profils de restriction comportent un grand nombre de bandes (jusqu'a
1000) ce qui rend leur comparaison souvent difficile ; l'interprétation est
facilitée si des fragments d’ADN de petite taille sont comparés en utilisant un

gel de polyacrylamide.

V.4.4.Electrophorése en champ pulsé (157)

L’électrophorése en champ pulsé (pulsed-field gel electrophoresis —
PFGE) est une technique d’électrophorése basée sur I'utilisation d’enzymes
de restriction reconnaissant des sites de coupure sur 'ADN bactérien,
générant un nombre restreint d’ADN de grande taille.

Cette méthode est reconnue comme la méthode de référence pour le
typage des souches d’A.baumannii. Dans I'électrophorése conventionnelle sur
gel d'agarose, les molécules d’ADN de taille de plus de 40 a 50 kilobases ne
peuvent pas migrer de facon efficace. En changeant la durée et la direction du
champ électrique, I'électrophorése en champ pulsé permet de séparer les
molécules d’ADN dont la taille peut dépasser 1000 kilobases. Ce typage par
macrorestriction permet d’atteindre un pouvoir discriminatoire trés éleve.
L’enzyme la plus fréquemment utilisée pour I'étude de la clonalité chez
A. baumannii est Apal. Le systéme d’analyse permet de garder les données
en mémoire et de pouvoir comparer ces données d'une électrophorése a
I'autre dans le méme laboratoire (157).

En effet cette technique a été mise au point dans les années 1980 .Elle est
considérée comme la meilleure des méthodes de typage moléculaire, car elle
a un pouvoir discriminatoire puissant et une plus grande reproductibilité.
Cependant, cette méthode est la plus laborieuse des méthodes d'empreintes
genetiques (fingerprinting methods). Elle est principalement utilisée pour
étudier la diversité intra- spécifique et vérifier I'origine des souches (clonalité).
En épidémiologie elle est appelée la « Gold standard» des meéthodes de

typage moléculaire des souches. Elle a prouvé son efficacité, lors d'une
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épidémie a Escherichia coli 0157:H7 vers la fin de I'année 1992 et au début
de l'année 1993, aux USA.

Les profils PFGE des isolats provenant des patients malade et du paté
d'hamburger incriminé étaient identiques. Depuis elle est largement utilisée
dans les études des bactéries pathogenes d'origine alimentaire et en
épidémiologie. L'usage de la méthode PFGE a été, par la suite, étendue a
I'étude de la diversité génétigue pour les espéces de bactéries lactiques
(157).

V.4.4.1.Principe de I'électrophorese en champ pulsé ou PFGE : (157)
Avec cette technique, il n'y a pas d'amplification d'ADN par PCR. Elle fait
partie des techniques basées sur la restriction : Restriction Enzyme Analysis
Les profils générés par PFGE représentent la totalit¢ du génome. La
préparation de I'ADN bactérien se fait par lyse in situ des cellules
bactériennes dans une matrice semi solide d'agarose 'plug’, afin de préserver
I'intégrité physique de I'ADN. L'ADN est ensuite soumis a l'action d'une
enzyme de restriction a site rare, afin de donner une série de fragments dont

le nombre et la taille est caractéristique de 'ADN étudié.
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Figure 5. Schéma représentatif de la technique PFGE
( Genetic Testing BY FOOD SAFETY NEWS AUGUST 31, 2009)
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Le morceau d'agarose contenant I'ADN bactérien digéré est placé en haut
d'un gel d'agarose et I'électrophorese en champ pulsé est réalisée. On utilise
alors une électrophorése avec un champ électrique a orientation variable ou
alternée. A chague changement d'orientation du champ électrique, les
fragments les plus grands se réorientent le plus lentement. Par conséquent,
les fragments le plus petits vont migrer le plus rapidement (157).

La PFGE est réalisée avec un appareil de type CHEF (pour Contour
Clamped Homogeneous Electric Field), qui est le plus connu des appareils
de PFGE. C'est cet appareil qui a été utilisé dans notre étude. Il est de forme
hexagonale et de disposition horizontale (Figure 5). La migration des
fragments d'ADN est réalisée par des pulsations périodiques d'un champ
électrique appliqué en différentes directions. Avec un appareil de type CHEF
le champ électrique est appligué a des angles de 120°C grace a 24

électrodes. La durée de migration peut étre de 20 a 30h.

Figure 6. Schéma représentatif de I’appareil utilisé dans la méthode PFGE :
appareil CHEF

V.4.4.2.0Optimisation de la méthode PFGE (157)

L'optimisation porte, en général, sur deux thémes; la réduction du temps de
la réalisation de la technique et I'obtention d'un bon gel.

Les principales limites de cette technique sont sa lenteur d'exécution, environ
une semaine a 10 jours, et son codt.

Différents parametres affectent la séparation et la mobilité des molécules
d'ADN durant I'électrophorese. Cela inclut la composition et la concentration
du gel, le tampon, la température, le temps de pulsation, temps de migration

et le gradient de voltage du champ électrique.
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Le travail doit se faire avec une grande précision.
Apal, I'enzyme de restriction classique utilisée pour les protocoles de
I'Electrophorése en Champ Pulsé (ECP) pour A. baumannii et produit des
structures d'’ADN complexes avec plus de 40 fragments (157).

Un exemple de profil de macrorestriction de souches bactériennes et
son interprétation par I'arbre phylogénique généré ou dendrogramme est a
observer ci-dessous (figure 7 et 8).

Figure 7.Profil d’électrophorése en champ pulsé obtenu a partir de sept
souches.

Les souches sont 1, 2, 4,5, 12,13, 14 d’A. baumannii dont les génomes ont été
préalablement digérés par 'enzyme Apal.
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Figure 8. Dendrogramme obtenu a partir du champ pulsé (158).
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L’expérience a été réalisée sur I'appareil CHEF-DR-III (Biorad®) avec des pulses
allant de 3 a 8 secondes pendant 10,5 heures, puis de 12 a 20 secondes pendant
10,5 heures. Voltage : 6 V/cm; angle de switch : 120° standard. Les profils ont été
analysés a l'aide du logiciel Fingerprinting (Biorad® ) lequel a généré le
dendrogramme. Les résultats montrent un profil similaire pour les souches 1, 2,
13, 14 et un autre profil similaire pour les souches 4, 5 et 12.

V.4.5. Multi-Locus Sequence Typing (MLST)

Cette technique caractérise les souches bactériennes d’'une méme espece en
utilisant les séquences d’ADN de plusieurs génes de ménage. Pour chaque
géne de ménage, les différentes séquences présentes au sein d’'une espéce
bactérienne sont assignées comme alléles distincts et pour chacun des

isolats, un profil, appelé « séquence type » (ST) est déterminé en fonction de
la séquence de ses génes de ménage. Dans le cadre du typage d’A.
baumannii, I'Institut Pasteur de Paris a réalisé un site Internet gratuit
expliquant la démarche a suivre. Les amorces utilisées pour les PCR et le
séquencage des différents genes de ménage sont notamment présentées ; on

y trouve également les protocoles de PCR.

PCR Sequencing Allele assignment ST assignment
at mist.net at mist.net
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Figure 9. schéma de la technique MLST(mlst.net)
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Il existe également une méthode MLST Bartual (développée par les
anglo-saxons) ou d’autres génes sont amplifiés et séquencés.

La technique Pasteur touche a la plupart des espéces du genre
Acinetobacter proches de baumannii, alors que la technique anglo-saxone est
spécifique d’Acinetobacter baumannii (43) (159).

Cette technique tend a devenir la technique incontournable dans les
études de phylogénie et clonalité mais demeure peu accessible du fait de son
codt (43).

V.4.6. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

Le principe de cette technique repose sur I'amplification par PCR de
fragments d’ADN préalablement digérés par deux enzymes de restriction,
'une a fréquence de coupure élevée (EcoRlI) et 'autre a fréquence de coupure
faible (Msel). Une ligation d’adaptateurs aux extrémités des fragments de
restriction est ensuite effectuée et une PCR réalisée. Enfin, les fragments
amplifiés sont séparés par électrophorése et les profils analysés (160).
V.4.7.Le Systeme Diversilab®

Ce nouveau systeme semi-automatique concu par le laboratoire
BioMérieux est un outil puissant permettant de réaliser un suivi
épidémiologique de souches bactériennes responsables d'épidémies, comme
A. baumannii. Il est basé sur I'amplification de séquences répétitives
(rep-PCR) de tailles différentes présentes dans les génomes bactériens. Les
fragments sont ensuite séparés par é€lectrophorese dans un systéme
microfluidique et une empreinte génétique rep-PCR est créée ; elle contient
plusieurs bandes de diverses tailles et intensités. Les isolats peuvent ainsi étre

différenciés rapidement et avec précision (161) (162).

V.4.8.Multiple-Locus Variable number of tandem repeat Analysis (MLVA)
Le principe de la MLVA repose sur I'analyse du nombre variable de répétitions
en Tandem (VNTR pour variable-number- tandem- repeat) retrouvees a

différents loci d’'un génome. Ces répétitions en Tandem sont en fait des séries
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de séguences répétées consécutives de un a plus de 200 nucléotides,
d’identité parfaite ou non.

Elles sont dues a des erreurs de 'ADN polymérase lors de la réplication de
'’ADN, leur longueur est variable : d’une paire de bases (pb) ce sont des
microsatellites ou supérieur 8 pb appelés mini satellites.

Les VNTR sont présents chez toutes les souches d’'une espéece étudiée, mais

polymorphes (163).

Isoiate 1 zolate 2 Isofate 3
Locus 1 DI BRI | seininias |
Loces 2 DTN EBOIOINOTEE O
Locws 2 IDNNNNNTEE IR RE] 1]

1

:

3

Figure 10. schéma représentant la technique MLVA
( Genetic Testing BY FOOD SAFETY NEWS AUGUST 31, 2009)

La MLVA implique la détermination du nombre de répétitions en un certain
nombre de loci. La lecture est visuelle, on obtient ainsi un code numérique, par
exemple, 3-6-12 pour la souche 1, comme représenté a la Figure 10. Le
premier chiffre se rapporte au nombre de répétitions du premier motif
séquentiel d’ADN au premier locus analysé, le deuxieme chiffre se rapporte au
nombre de répétitions du deuxieme motif séquentiel d’ADN au deuxiéme locus
analysé, etc..

Si deux souches appartiennent au méme clone, elles ont le méme nombre de
VNTR dans les locci définis et migreront par PCR aux mémes positions. Les
souches 1,2 et 3 ci-dessus n'ont pas le méme nombre de VNTR, au niveau

des locci 1,2 et 3 et ne sont pas d’identité parfaite.
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Les VNTR sont définies par espece elles sont au nombre de neuf pour
Acinetobacter baumannii et sept pour Pseudomonas aeruginosa.

V.4.9.blagxa.s1 S€quence-based typing (SBT): comme le géne
blapxa.s1 €St propre a Acinetobacter baumannii, il peut étre utilisé comme
marqueur pour l'identification de cette espece mais aussi dans une technique
de génotypage récemment mise au point (164) (165).
Le géne blagxas: €st un géne de la B-lactamases chromosomigue intrinséque
naturellement présent chez A. baumannii et un maximum de 95 variants de
ce gene a été identifié a ce jour. Celle ci est une carbapénémase type
oxacillinase sans activité de resistance décelable.
Cette méthode de typage consiste a séquencer la longueur (825 pb) d'un seul
locus blapxas: géne. Préalablement Le géne blapxas: est amplifié par des
amorces externes OXA-69A / OXA-69B. L'oxacillinase 69 est un variant tres
proche de l'oxacillinase 51.
Les produits de PCR sont purifiés et séquencés . Les séquences résultantes
sont comparées a toutes les variantes présentes dans la géne banque
(BLAST). Ces Variants sont appelés également oxa-type.
V.4.10.Comparaison des différentes méthodes de génotypage utilisées
pour I'étude phylogénique de souches lors d’épidémies

La technique d’électrophorése en champ pulsé est 'une des techniques
les plus utilisées dans les laboratoires pour I'analyse de souches dans des
contextes d’épidémies. Elle représente encore a ce jour le « gold standard »
pour I'étude de nombreux pathogénes. Son avantage principal réside dans
son pouvoir discriminant tres éleve, mais cette technique est consommatrice
de temps et requiert un grand savoir faire. Par ailleurs, il est souvent
impossible de comparer les résultats d’un laboratoire a un autre.
Concernant la MLST, elle est de plus en plus utilisée dans le cadre du typage
des souches en contexte d’épidémies. Un des avantages par rapport a

d’autres méthodes de typage moléculaire réside dans le fait que les données
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de séquences sont transférables entre laboratoires, ce qui conduit a la
création de bases de données mondiales permettant 'échange de données de
typage via Internet. Toutefois, cette méthode n’est utilisable que sous la
condition qu’un séquenceur soit disponible au sein du laboratoire.

Une trés bonne corrélation (de 100%) existe entre la MLST et blagyasi-jike
Séquence Base Typing rapportée dans I'étude de Hamouda et al. et qui
constitue une référence mondiale ou des souches de tous les continents ont
eté comparees (159).

Cette étude indique une bonne corrélation entre la MLST (Bartual) et le typage
basé sur le séquencage de I'oxacillinase naturelle oxa 51, et préconise a ce
gue les études de clonalité, chez Acinetobacter baumannii soient réalisées en
commencant par la blagxas: SBT, suivie de la MLST.

La corrélation est de 60% a 70% entre la PFGE, MLST et blagxa.5:SBT(159)
La PFGE sera réservée pour une étude plus affinée car jugée trop laborieuse
et ne permet pas de comparaison inter laboratoire.

Les variants alléliques de I'oxacillinase 51 sont regroupés dans plusieurs
complexes clonaux internationaux (CC) ou clones dont les plus fréquents sont
CC1, CC2,CC3,CC4......

Les Séquences types(ST) de la MLST, regroupées constituent un complexe
clonal ou clones.

Seules ces deux techniques, permettent une classification clonale des
souches, les clones sont bien définis selon une dénomination internationale.
Trois clones internationaux dominent actuellement au niveau mondial et ont
été baptisés en référence aux clones européens quiy sont inclus

(voit tableau 7).

La corrélation entre les deux meéthodes est presque totale a quelques
exceptions prés en effet un méme variant allélique de I'oxacillinase naturelle
51 peut donner différentes Séquences Type en MLST, et inversement (voir
tableau ci-dessous), cependant les ST ne changent jamais de complexe clonal

de méme pour les variants de I'oxacillinase naturelle 51 (165).
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Tableau 7. Corrélation entre les variants de I’oxacillinase intrinséque 51 et des
séquences type ( Hamouda et al)(159)

Variant MLST, oxa | Variant Allelique de Sequence Type correspondante
l'oxacillinase 51
Type de clone
Complexe Clonal 1 ou -OXA66 -ST34 (clone Europeen II)
Clone International 2 Ou ST36 ou ST4ou ST40
Ou complexe clonal 92 | -OXA 82 ,0XA83 ~ST22
CC92 _OXA 109 -ST46
-ST2
Complexe Clonal 2 -OXA-107,0XA-110 -ST49
Clone International 1 -OXA-69 -ST47 ou ST33(clone Européen )
-OXA-107 -ST51
-OXA-92 -ST37
-OXA-112 -ST33
Complexe Clonal 3 -OXA-71 -ST 35 (clone Europeen IlI)
Clone International 3 -OXA-71 -ST38
Complexe Clonal 4 -OXA-51 -ST50
Clone International 4 -OXA-51 -ST-48
-OXA-98 -ST-45
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Figure 11. Dendrogramme différenciant les oxacillinases a activité
carbapénémase (et variants) (A), et oxacillinases variantes de I’oxacillinase
intrinséque blapxas1 corrélées aux clones internationaux (B) (Kamolvit 2015)
(43).

-Le complexe clonal 1: CC1 correspond au IC2 : International clonal 2 ou

clone international 2 connu également sous le nom de complexe clonal 92
(CC92) notamment en Asie du Sud Est. (voir figure 11 et tableau 7)

-Le complexe clonal 2 : CC2 correspond au IC1 International clonal 1 ou clone
international 1 ces inversions de dénomination pour les clones internationaux
1 et 2 et leur correspondance avec les deux complexes clonaux 1 et 2 ont
suivi celle des clones européens (voir le tableau ci-dessus).

CC3 correspond au IC3 International clonal 3 etc...... certains variants ne

font partie d’aucun complexe clonal ce sont des clones singletons.
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VI.Clinique

A.baumannii peut infecter n'importe quel organe. Sa responsabilité dans
une infection est rendue difficile par sa capacité a coloniser les tissus, gu'ils
soient sains ou infectés. Plusieurs tableaux cliniques sont individualisés.
VI.1. Les pneumopathies
VI.1.1. Les pneumopathies communautaires

Les pneumopathies communautaires a A. baumannii constituent une
pathologie connue depuis une vingtaine d’années et restent une infection rare.
Elles ont été initialement décrites dans les régions tropicales de I'Australie et
I'Asie. En effet, dans une étude rétrospective réalisée dans plusieurs pays ou
régions asiatiques (Corée, Taiwan, Singapour, Hong-Kong, Vietnam,
Philippines), elles ne représentaient que 1% des pneumopathies
communautaires a bacilles a Gram négatif et 0,1% de I'ensemble des

pneumopathies communautaires (166).

Les principaux facteurs de risque identifiés dans pratiguement toutes
les séries publiées sont le tabagisme, I'alcoolisme, la présence d’'une broncho-
pneumopathie chronique obstructive, et le diabéte ou d’autres co-morbidités
comme la cirrhose hépatique et les pathologies néoplasiques. Les patients
atteints sont également en général plutdt jeunes (dge médian < 60 ans) et de

sexe masculin.

VI.1.2 .Les pneumopathies nosocomiales

Une pneumonie nosocomiale (PN) est une infection pulmonaire
survenant durant un séjour hospitalier, qui n'existait pas ou n'était pas en
incubation a I'admission a I'hopital.
Elles représentent la deuxieme cause d’infection nosocomiale (20 %). Elles
concernent 0,5 a 1 % des patients hospitalisés et le risque est multiplié par 3 a
10 chez les patients intubés-ventilés. Les pneumopathies nosocomiales
représentent la premiére cause de déces par infection nosocomiale (167)
(168).
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En fonction du délai de survenue de PN, on distingue :

- les pneumopathies précoces : survenant avant le 5éme jour
d'hospitalisation, le plus souvent dues aux germes commensaux des
voies respiratoires supérieures.

- les pneumopathies tardives : acquises apres le cinquieme jour
d’hospitalisation, ou les germes hospitaliers et multirésistants (comme
A. baumannii) sont plus fréquemment identifiés.

Les principaux germes identifiés dans les pneumopathies acquises sous
ventilation assistée (PAV) sont les Staphylococcus aureus, les Pseudomonas
aeruginosa et les Enterobactéries. Le genre Acinetobacter sp représente
7,9 % des PAV documentées par bronchoscopie.

En Algérie les chiffres du réseau AARN, (169) en 2014 et 2015 laissent
supposer qu’ Acinetobacter baumannii, domine en soins intensifs ou le plus
souvent les prélevements effectués proviennent du site respiratoire, en effet
en 2014 les isolats en proviennent dans 67,32% des cas, alors que les isolats
issus du site opératoire en chirurgie occupent la premiére position avec un
taux de 71,65%. Cette tendance se renverse en 2015, ou le site respiratoire

prend la premiére place avec 82,79% des isolats.

Aux Etats-Unis, les données issues de la surveillance nationale des
infections nosocomiales ont montré que la part d’A.baumannii dans les
pneumopathies acquises en réanimation était passée de 4 % en 1986 a 7 %
en 2003. Toutefois, il est trés probable que dans certains établissements, la
proportion de pneumopathies due a cette bactérie en réanimation soit
beaucoup plus élevée. Des facteurs de risque en faveur du développement
d’'une PAV due a A. baumannii ont été identifiés : un contexte de
neurochirurgie, un traumatisme cranien, un syndrome de détresse respiratoire

aigué, une inhalation importante et une antibiothérapie préalable (167).
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VI.2 .Les bactériémies

Elles ont de multiples localisations initiales, avec au premier plan les
pneumopathies, mais peuvent étre aussi d'origine traumatique, chirurgicale, ou
liées aux cathéters, aux dialyses péritonéales ou chez les grands brdlés. Les
septicémies nosocomiales a A.baumannii représentent les infections les plus
graves, l'incidence varie de 3 a 12% selon les études citées dans la littérature.

Une étude marocaine, concernant les bactériemies en soins intensifs en
2012 et 2013, a révélé une origine pulmonaire des isolats dans 30 % des cas
(170).

Une vaste étude américaine regroupant 24 179 cas de bactériémies
nosocomiales (1995-2002) mettait A. baumannii au dixiéme rang des
pathogenes retrouves dans les bactériémies nosocomiales
mono microbiennes, responsable de 1,3 % de 'ensemble de ces bactériémies
et représentant 0,6 cas pour 10 000 admissions (171). Les bactériémies a
A. baumannii étaient plus fréquemment identifiées en réanimation comparé
aux services conventionnels (1,6 % des bactériéemies en réanimation versus
0,9 % dans les autres services). A. baumannii se place ainsi au troisiéme rang
en terme de mortalité en réanimation, apres P. aeruginosa et Candida sp. Les
bactériemies a A.baumannii surviennent tardivement au cours de

I'hospitalisation, en moyenne 26 jours apres I'admission.

VI.3.Infection de la peau et des tissus mous

A. baumannii est fréquemment isolé d’infections de la peau et des
tissus mous, comme citées ci-dessus les infections a Acinetobacter baumannii
en chirurgie, occupaient la premiere place en Algérie en 2014 a 71,65%, et
régressent en 2015 avec un taux de 69,62% (169).

De méme une étude Tunisienne, indique que les isolats d’Acinetobacter
baumannii émanant de la chirurgie représentent 18%, loin derriére les isolats
provenant des soins intensifs qui représentent 71% (172).

D’aprés une étude réalisée dans le sud de la Thailande aprés le tsunami

ayant touché l'océan Indien en 2004, A.baumannii était encore assez bien
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représenté (4,1 %) parmi les espéces isolées des infections de la peau et des
tissus mous des survivants de la catastrophe, mais il n’atteignait que le
septiéeme rang des especes retrouvées, loin derriere des bactéries d’origine
marine comme Aeromonas spp. A. baumannii était également parmi les
bactéries les plus souvent isolées des prélevements réalisés chez les patients
rapatriés des pays touchés par le tsunami de 2004 (166).
VI.4. Infections du tractus urinaire

A.baumannii est une cause trés occasionnelle de l'infection de tractus
urinaire, il est responsable de seulement 1,6% des infections urinaires
acquises dans les unités de soins intensifs (USI) (173). Classiquement, cette
bactérie est retrouvée en présence d'un cathéter urinaire. La colonisation est
fréquente et la différenciation avec l'infection est souvent délicate.
VI.5.Méningite

A.baumannii est rarement décrit comme agent responsable de
méningites nosocomiales. Sous forme secondaire aprés un traumatisme
cranio-cérébral ou apres intervention neurochirurgicale. Elle est considérée

comme une rare complication des procédures neurochirurgicales.
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d’Acinetobacter baumannii
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VII. Diagnostic bactériologique d’Acinetobacter baumannii
VII.1.Prélévements Microbiologiques

A.baumannii  est surtout isolé a partir de secrétions broncho-
pulmonaires, pus, cathéters, urines, divers dispositifs médicaux implantés et
hémocultures.

Le caractere adaptatif d'Acinetobacter lui permet de survivre dans un
environnement hostile. Cette qualité lui permet de subsister dans tout
prélevement destiné a la microbiologie, hors prélévement en anaérobiose,
sans necessité d'utiliser un milieu de transport. Les souches peuvent étre
conservées quelques semaines en piqure dans un milieu gélosé classique.
(174).

VIl.2.Examen Microscopique :

Les prélévements sont systématiquement examinés au microscope

optique, entre lame et lamelle, au grossissement 40. Cet examen est un bon
critére d’orientation puisqu’il met en évidence I'immobilité de I’Acinetobacter
baumannii.
L'examen microscopique des échantillons biologiques peut orienter le
diagnostic : | ‘A.baumannii se présente sous forme de coccobacilles a Gram
négatif (immobiles dans les hémocultures). La coloration de Gram montre
parfois un aspect bigarré de la coloration (formes a Gram positif et a Gram
négatif).

L’examen direct mettant en cause I'A. baumannii peut étre a I‘origine de

difficultés. En effet, ces bactéries peuvent apparaitre a Gram positif et étre
confondues avec des staphylocoques (figure 12). Pour ajouter a la confusion,
A. baumannii a parfois été hommé « Staphylococcus aureus a Gram négatif »
en raison de son comportement en milieu hospitalier.
Trente pour cent des souches d’A.baumannii possédent une capsule, que I'on
peut identifier a la coloration de Gram par le halo clair qui entoure la bactérie
(figure 13). Les bactéries se groupent en gros amas a la fagon des
Neisseriaceae (famille a laquelle elles ont appartenu) (175).
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Figure 12. Aspect coccoide a Gram variable.
(ABIS Encyclopedia Acinetobacter baumannii)

Figure 13. Acinetobacter sp dans un prélévement pulmonaire
(ABIS Encyclopedia Acinetobacter baumannii)
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VIl.3.Caracteres Culturaux

L’isolement des Acinetobacter est tres aisé, il peut étre réalisé a l'aide
de milieux gélosés courants (gélose trypto-caséine soja ou gélose infusion
cceur-cervelle).

Un milieu différentiel comme la gélose a I'éosine-bleu de méthyléne ou
la gélose de MacConkey peut étre utile pour reconnaitre les colonies
d’Acinetobacter lors du premier isolement.

Sur gélose de Drigalski, ils apparaissent lactose négatif généralement
irisés, d’'un diamétre de 1 a 2 mm en 24 heures ou plus souvent en 2 jours, a
30 °C, et sur gélose chromogéne de type UTI ( urinary tract infection), ils
apparaissent blancs (figure 16 et 17).

Les souches capsulées sont facilement identifiables en culture. Elles
présentent un aspect muqueux ou « smooth » alors que les colonies de
souches non capsulées sont plus petites et présentent un aspect rugueux ou
« rough » (voir figure 14 et 15).

Les espéces non baumannii présentent des colonies souvent plus
petites et rarement muqueuses. Les especes A. haemolyticus, Acinetobacter
sp. 6 et Acinetobacter sp. 13 a 17 apparaissent B-hémolytiques sur gélose au
sang de mouton ou géloses au sang humain, ce qui n’est jamais observé pour
les Acinetobacter du complexe.

Une température d’incubation a 35 °C permet une bonne culture de la
majorité des souches. Seules les especes A. baumannii et certaines souches
du groupe génomique 13 T&U (A. nosocomialis sp. nov) sont capables de
croitre a 44 °C, caractere particulierement utile pour leur identification, en
raison de la complexité de l'identification biochimique d’espéce. Une gélose
inclinée en tube dans un bain-marie a 44 °C et immergeée a moitié permet de
mettre en évidence une culture sur la partie immergée et la partie non
immergeée pour A. baumannii alors que les autres especes ne pousseront que

sur la partie non immergée.
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Figure 14. Culture d’'une souche
d’Acinetobacter baumannii sur gélose
Trypticase soja : colonies « smooths » ou
muqueuses

Microbiology pictures.com

Figure 15. Culture d’'une souche

d’A. baumannii sur: gélose Trypticase soja
colonies « rough » ou rugueuses.
Microbiology pictures.com

Figure 16. Acinetobacter baumannii :
prélevement de dépistage sur Drigalski avec
1 disque de ceftazidime (1), amoxicilline +
acide clavulanique (2), céfépime (3).
Microbiology pictures.com

Figure 17.Acinetobacter baumannii
Gélose UTI additionnée d’'un disque de
ceftazidime et d’'un disque d’'imipenéme
(UTI :Milieu chromogéne)

Microbiology pictures.com
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VIl.4.ldentification

La premiere étape consiste a identifier le genre Acinetobacter :

- L'aspect au Gram et I'immobilité du germe entre lame et lamelle sera

déja une excellente orientation.

- Le test a l'oxydase négatif permet d'exclure les Psychrobacter et

Moraxella.

La deuxieme étape consiste a differencier I'espece baumannii (et 13
TU) prévalente en milieu hospitalier des autres espéces plus souvent
considérées comme contaminants. Les hybridations ADN-ADN représentent la
technique de référence mais sont réservées aux laboratoires spécialisés. Les
galeries d'identification, largement utilisées, permettent d'identifier facilement
toutes les souches d'Acinetobacter au rang du genre mais pas au rang
d'espéce (APl 20NE), méme pour des galeries plus complétes (95 caractéres :
Biolog®). En galerie Api 20E : peu de caractéres sont positifs. Les résultats
évocateurs d’Acinetobacter sp. sont : la positivité du glucose, du mélibiose et
de l'arabinose (figure 18).

L’association de ces critéres au rang de genre associé a la température de
croissance positive a 44° permet de différencier baumannii et certaines
souches 13 TU des autres espéces. Lorsque la souche est hémolytique, elle
est fréequemment rendue A. haemolyticus.

Les technigues moléculaires basées sur I'amplification génique sont
prometteuses pour arriver a l'identification au rang de l'espéce : I'amplification
sélective du gene de I'ARN 16S et I'amplification du géne recA ont permis la

distinction de 17 espeéces.

v' Test D’oxydase
- Principe:
Ce test permet de mettre en évidence une enzyme : la phénylene diamine

oxydase des bactéries a partir de leur culture en milieu gélosé.
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- Technique
Ce test est réalisé en ajoutant un disque d’oxydase a une suspension
bactérienne épaisse en eau physiologique.
- Lecture
Une réaction positive se traduit par une coloration violette en 2 minutes
environ. Chez Acinetobacter baumannii celle-ci est négative..
v' La Galerie API 20 NE

La galerie API 20 NE comporte 20 microtubes contenant des substrats
sous forme déshydratée, les tests sont inoculés avec une suspension
bactérienne qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la
période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou
révélés par I'addition des réactifs. La lecture de ces réactions est réalisée a

'aide d’un logiciel specifique.
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Figure 18. Api 20E d’une souche d’A. baumannii ( laboratoire de microbiologie
CHU de Tizi-ouzou)
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Figure 19. Stratégie diagnostique d'Acinetobacter.sp au laboratoire.

Cette figure présente un arbre décisionnel pour le diagnostic d'espece
d'Acinetobacter (Nemec et al) (20).

En laboratoire de routine, les identifications bactériennes sont principalement
réalisées a partir de systemes manuels et semi-automatiques (API20NE,
Vitek2, Phoenix). Cependant, ces méthodes phénotypiques ne sont pas
toujours satisfaisantes car elles ne peuvent différencier certaines especes
génomiquement trés proches. Par exemple : les especes génomiques
A. calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii (ex gen. sp. 3) et A. nosocomialis (ex
groupe 13 T&U) sont regroupées dans un seul complexe « A. calcoaceticus/A.
baumannii ».

L’utilisation des systemes d’identification phénotypique conduirait ainsi a une
mauvaise identification de pres de 25 % des souches au sein du complexe

« A. calcoaceticus/A. baumannii » (176). Il est cependant essentiel, a la fois
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d’'un point de vue clinique et épidémiologique, de pouvoir différencier ces
espéces correctement.
Des tests génotypiques, c’est-a-dire faisant appel a la biologie moléculaire, ont
été explorés afin de différencier les espéces d’Acinetobacer retrouvées en
pathologie humaine.
VII.5.Principales méthodes moléculaires d’identification d’Acinetobacter
baumannii :
VII.5.1.l1dentification d’Acinetobacter baumannii par détection du géne
blaoxa-51-Like
Cette technique est de loin la plus pratiquée
A.baumannii possede une oxacillinase intrinseque, chromosomique, et codée
par le géne blapgxas1 ike- Ce dernier ne confere toutefois pas la résistance aux
carbapenémes que lorsqu’il est associé a la séquence d’insertion ISAbal en
amont quelques fois. Différentes études ont montré que le géne blagxa-si ke
était présent dans la totalité des souches d’A. baumannii testées. Etant
spécifique a cette espéece, ce géene est a ce jour utilisé dans de hombreuses
études relatant la détection de la bactérie en pathologie humaine, et
notamment lors d’épidémies. Ce géne peut étre détecté aussi bien par PCR
traditionnelle que par PCR en temps réel (177).
Les avantages d’une telle technique d’identification résident notamment dans
la simplicité et la fiabilité. Les séquences des amorces pouvant étre utilisées
sont présentées en Annexe 15.
Les techniques suivantes sont moins pratiquées que la précédente, car pour la
plupart elles nécessitent la présence d’un séquenceur, elles différencient les
especes du complexe « A. calcoaceticus/A. baumannii » :

e par PCR multiplexe ciblant le géne gyrB (176).

e par séquencage du gene Rpob (176).

e -par séquencage le 'espace intergéniquel6S-23S de I'’Arm ribosomique

(178).
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VIl.6.Application de la spectrométrie de masse dans l'identification de
’espéce Acinetobacter baumannii et détection des mécanismes de
résistance

Matrix-Assisted Laser Désorption lonization-Time Of Flight (MALDI-TOF)
Mass Spectrometry (MS) est une technique rapide utilisée en routine pour
I'identification des espéces ou des sous espéces au sein du méme genre
(Espinal et al, 2011).

La technique permet de déterminer non seulement les mécanismes de
résistance aux carbapénemes mais aussi un lien clonal entre souches de
différents hopitaux.

Elle s’inscrit dans les techniques rapides de détection d’Acinetobacter

baumannii résistant aux carbapénemes (179).

VII.7.Les techniques rapides d’identification d’Acinetobacter baumannii
résistant a 'imipenéme

Le NP (Nordmann-Poirel) test est une technique rapide de détection des
carbapénemases type oxacillinase 48 largement utilisée pour les
Entérobactéries, et Pseudomonas aeruginosa cependant un autre test
spécifique a Acinetobacter baumannii nommé CarbAcineto NP test avait été
crée par les mémes auteurs mais vite critiqué, vu qu’il ne détectait pas toutes
les carbapénémases notamment les oxacillinases lesquelles sont les plus
fréquentes chez Acinetobacter baumannii .

Un autre test appelé Modified Carba NP (MCNP) a été mis au point. Ce test
a été validé aprés une comparaison des résultats avec ceux donnés par la
spectrométrie de masse (MALDI-TOF) devenue technique de référence (179)
pour la détection des résistances d’Acinetobacter baumannii aux

carbapénemes.
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VIII.LEPIDEMIOLOGIE

Acinetobacter sp est un germe ubiquitaire retrouvé dans les sols, eau potable,
eaux de surface ainsi que les diverses denrées alimentaires, 25% de la
population est porteuse d’Acinetobacter sp au niveau de la flore cutanée
particulierement aisselles et régions inguinales et espaces interdigitaux des
orteils, cependant le taux de portage peut étre important chez les patients
hospitalisés avec transmission par les mains mais également par des
appareils d’assistance et des humidificateurs.

L’'importance des réservoirs a Acinetobacter dans I'environnement hospitalier
représente 2 a 5% de I'ensemble des bactéries isolées dans un laboratoire de
microbiologie hospitalier. Le manuportage est la voie de transmission la plus
fréquente, son taux étudié chez le personnel soignant en période épidémique
varie entre 9 et 32%(180).

Acinetobacter sp est tres résistant aux conditions environnementales, une
survie de plusieurs jours dans un environnement inanimé permet la
transmission par des vecteurs tels que le linge contaming, instruments
contaminés, tuyaux et ballons d’assistance ventilatoire (181).

La majorité des souches d’Acinetobacter baumannii impliquée dans les
infections nosocomiales est multi résistante aux antibiotiques (182).
VIll.1.Epidémiologie de la résistance aux antibiotiques d’Acinetobacter
sp.

VIII.1.1. Acinetobacter sp au Maghreb et en Algérie.

Au Maghreb une épidémie a Acinetobacter baumanii résistant a I'imipenéme
est décrite au CHU Sahloul-Tunisie en 2007 sur vingt patients admis dans
différents services de la structure et ayant présenté une multi résistance aux
antibiotiqgues et montré une clonalité parfaite (183) aussi une autre étude
rétrospective en 2002 est décrite a I'hépital militaire d’instruction Mohammed
V, Rabat, Maroc et indique la multi résistance aux antibiotiques de 147
souches d’ Acinetobacter baumannii a partir d’hémocultures, provenants de 67
patients dont les 2/3 étaient admis en réanimation (184) et enfin en Algérie

selon le neuviéme rapport d’évaluation du réseau national de la surveillance
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de la résistance aux antibiotiques 2006-2007 AARN Acinetobacter sp résistant
a 'imipénéme vient en quatrieme position des bactéries multi-résistantes
(BMR) chez les patients hospitalisés sur un total de 1302 BMR soit 8,9%(117
souches), Acinetobacter sp vient apres Pseudomonas aeruginosa (151
souches) et avant E-coli(112 souches) (169).

Cette étude actualisée dans le quinziéme rapport d’évaluation en

2014, révéle qu’ Acinetobacter sp résistant a 'imipenéme a pris la premiere
place des BMR en Algérie avec un taux de 65,03% (874/1107), isolé
principalement des spécialités chirurgicales a 71,65%, puis des urgences a
70,83% et des soins intensifs a 67,32%, suivi des spécialités médicales a
59,73% et pédiatriques a 45,45%, et surpasse les autres BMR, SARM
47,33%(1021/2157), entérobactéries BLSE+ 27,86% (2557/9178) et
Pseudomonas aeruginosa 10,03% (180/1794) .

Sa résistance aux molécules des trois familles B-lactamines, aminosides et
guinolones, est pour la céftazidime de 88,76%, I'imipenéme de 78,76%, pour
I’Amikacine de 62,11% et la ciprofloxacine de 81,18%.

En 2015 dans le seizieme rapport d’évaluation du réseau national,
Acinetobacter baumannii, confirme sa premiére place de BMR, au niveau
national avec un taux de 74,31% isolé cette fois ci principalement des soins
intensifs a 82,79% puis des spécialités chirurgicales a 69,62% .
Les autres BMR suivent dans le méme ordre avec des taux presque similaires,
SARM 31,67%, entérobactéries BLSE+ 27,17% et Pseudomonas aeruginosa
13,97%.

Sa résistance aux molécules des trois familles 3-lactamines, Aminosides et
guinolones est en progression et est pour la Ceftazidime de 90,05%,
I'imipeneme de 80 ,50%, Amikacine de 73,77% et ciprofloxacine de 85,41%
(169).

De méme une revue d’articles concernant la résistance aux antibiotiques des
bacilles & Gram négatifs en Algérie publiée en 2014, indique que la résistance

aux carbapénemes en Algérie de I'espéce Acinetobacter baumannii est
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dominée par les carbapénémases type oxacillinases 23, alors que
'émergence des carbapéneémases type NDM1 est d’apparition plus récente.
Cette étude indique également que les BLSE chez les entérobactéries sont de
type CTX-M, CTX-M3 ou CTX-M15 associé a une méthylase ArmA le plus
souvent laquelle confére un haut niveau de résistance aux aminosides chez
les salmonelles sp (185).

Plusieurs études menées sur des souches Algériennes d'Acinetobacter
baumannii  confirment la prédominance des oxacillinases 23 comme
principales carbapénemases, mais aussi d’autres oxacillinases 24, 72 et 58

sont retrouvées a des proportions plus faibles (110)(109)(111)(108).

Des souches hébergeant les carbapénemases NDM1, associées aux
méthylases ArmA sont également rapportées en 2015 sur des souches
Algériennes, de méme une premiére souche résistante a la colistine est
décrite dans l'algérois (134) (116).

VIIl.1.2.Acinetobacter sp. au Moyen orient, bassin méditerranéen, Asie du
Sud Est.

Plusieurs études menées en Arabie Saoudite, Jordanie, Egypte, Turquie
Gréce, Italie, et Chine publiées trés récemment rapportent toutes la multi-
résistance d’Acinetobacter baumannii aux antibiotiques dominés par
I'oxacillinase 23, suivie de prés par I'oxacillinase 24.
(186)(187)(188)(189)(190)(191)(192).

Toutes ces études indiquent l'isolement de ces souches principalement des
soins intensifs.

La figure 20 ci-dessous indique la répartition mondiale de celles-ci.
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%3

Figure 20. Cartographie de la dissémination mondiale du gene blagxa.»3,
juillet 2011. Samy Figueiredo. Acinetobacter sp. et réservoir de génes de
carbapénémases. Human health and pathology. Université Paris Sud - Paris XlI,
2011(7).

VIIl.2.Epidémiologie de la clonalité d’Acinetobacter baumannii

Plusieurs études dans le monde rapportent la diffusion mondiale de ces
oxacillinases 23, lesquelles pour la plupart décrivent leur appartenance au
clone international Il (ou 2), appelé également clone européen 2 mais aussi
complexe clonal 92 (CC92).

L’établissement de cette phylogénie fait appel a des techniques de biologie
moléculaire de génotypage, qui permettent de les y relier telle que la
technigue MLST (Multi Locus sequence typing), et la séquence base
typingblaoas: (SBT blagyas:) (159).

La MLST donne des Séquences Type ST, la deuxiéme technique donne des
variants d’oxacillinase naturelle 51 appelés oxa-type.

Toutes les études, (dont deux) Algériennes(134) (116), Libanaise (193),

Grecque(190), Chinoise (192), décrivent la propagation et diffusion mondiale
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des souches oxacillinases 23 ayant comme séquence type : ST2 ou

oxa-type : oxacillinase 66, les classant ainsi dans le clone international 2,

Un deuxiéme clone domine au niveau mondial de maniére moindre, c'est le
clone international 1 lequel inclut le clone européen I.

Plusieurs autres clones existent ou complexes clonaux, les plus fréquents sont
ceux cités ci-dessus (43).

Les premieres souches, NDM1, sont décrites en Algérie en 2012, isolées chez
des patients transférés en France et Belgique en 2011, la premiére présente
une oxacillinase type 94, qui l'affilie @ un clone singleton différent des deux
clones | et Il, alors que la deuxiéme a une oxa-type 64 différente appartient au
clone international 7 (132)(133).

Une similitude avec une étude libanaise en 2014, rapporte des souches
d’Acinetobacter baumannii isolées chez des réfugiés syriens résistantes a
I'imipenéme hébergeant toutes une carbpénémase type NDM1, I'oxa-type 51
associée est une oxacillinase 94 également, oxa-type similaire a la souche

NDM1, isolée pour la premiére fois d’Algérie (194).

VIIl.3.Rappels sur les Infections Associées aux Soins (IAS)

[.3.1 Définition (195)
Infections survenant au cours ou au décours d'une prise en charge
(diagnostique, thérapeutique, palliative, préventive ou éducative) d’'un patient,
et si elle n’était ni présente, ni en incubation au début de la prise en charge.
Si I'état infectieux n’est pas connu au début de la prise en charge, un délai
d’au moins 48 heures ou un délai supérieur a la période d’incubation est
couramment accepté pour définir une IAS.
Pour les infections du site opératoire (ISO), sont considérées comme IAS, les
infections survenant dans les 30 jours suivant l'intervention ou, s’il y a mise en
place d’'un implant, d’'une prothése ou d’'un matériel prothétique dans I'année

qui suit I'intervention.
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L’IAS comprend l'infection nosocomiale (IN), au sens de contracter une
infection dans un établissement de santé (ES), et concerne aussi les soins
délivrés en dehors des ES.
Ces infections associées aux soins ne sont pas une fatalité, elles sont
evitables et leurs prévention s’inscrit dans une démarche globale de gestion
des risques hospitaliers et de la qualité des soins (196).

VIII.3.2. Epidémiologie des IAS chez Acinetobacter baumannii.
- Transmission des IAS
Pour qu’une infection survienne, il est nécessaire qu’existent :
- un réservoir et/ou une source de micro-organismes, un mode de
transmission et des conditions favorables au développement de l'infection
chez un patient récepteur (héte).
- Réservoir d’Acinetobacter baumannii
C’est le lieu habituel et permanent ou le micro-organisme persiste et se
multiplie
A. baumannii est une bactérie saprophyte, pathogene opportuniste, Cette
espéce a une survie prolongée dans I'environnement, qui constitue alors un
réservoir secondaire pour la transmission.

En effet, A.baumannii est doté d’'une trés grande adaptabilité nutritionnelle et
métabolique, chose qui lui permet de persister dans un environnement méme
hostile.

Cette bactérie est capable de survivre sur des surfaces séches et humides
pendant des périodes tres longues (quelques semaines) (197).

Acinetobacter baumannii a une capacité de survivre en formant des biofilms.
Un biofilm est une communauté multicellulaire de microorganismes adhérant
entre eux et a une surface (dispositifs médicaux, bacs de transport, surfaces),
marqueée par la sécrétion d'une matrice adhésive et protectrice qui se forme
généralement en milieu aqueux.

Chez Acinetobacter baumannii une étude en 2015, a mis en évidence des

genes bap, csu locus, bfm RS et pgA locus codant pour la synthése de biofilm
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sur des souches essentiellement isolées de I'environnement hospitalier

associés a une carbapénémase type oxacillinase 23 (43).

Matrice de polymeres
bactéries organiques

«* u / iR

O O % L
transport adhésion consolidation biofilm

Figure 21. Représentation de la formation d’un biofilm (Ultraproprete.com
BCMS SAS/INRA

De nombreux foyers peuvent étre a l'origine des épidémies a A.baumannii,
les sources les plus courantes : ventilateurs, I'équipement d'aspiration,
matelas, oreillers, humidificateurs, barrieres de lit, table de chevets, les
contenants de l'eau distillée, bocaux de collecte d'urine, les équipements de
nutrition par voie intraveineuse, eau potable, transducteurs réutilisables de
pression artérielle, le boutons des électrocardiographes, des lavabos, des
pompes a perfusion, éviers, bandages hygroscopiques, douches, chariots en
acier inoxydable, matériel de réanimation et de tables, dispositifs d'acces,
équipements de radiologie mobile, linge de lit, distributeurs de savon,
spirometres, sondes de température et les nébuliseurs multi dose, rideaux,
stéthoscopes, des claviers de I'ordinateurs (198)(199).

-Réservoirs humains d’Acinetobacter baumannii

Les IAS d’'origine endogéne sont les plus fréquentes.

Le patient s’infecte par sa propre flore. Cette flore peut étre primaire que le

patient porte a son arrivée a I'hdpital, ou modifiée, dite secondaire, acquise
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lors du séjour a I'hépital ou lors de la prise en charge. Dans ce cas, une
colonisation par la flore secondaire précéde généralement l'infection : il s’agit
d’abord d’épidémies de colonisation, plus que d’épidémies d’infections.
Le site de dépistage d’Acinetobacter baumannii chez les patients se fait au
niveau rectal, gorge ou aspiration trachéale.

v' Modes de transmission d’Acinetobacter baumannii

v' Transmission croisée

v Définition

Elle est définie comme étant la transmission de certains micro-

organismes (bactéries, virus, champignons) de patient a patient, de

I'environnement a un patient.

1 Transmission croisée par contact direct

C’est le mode de transmission essentiel des agents infectieux a I'hépital,
rarement directe entre patients, plus souvent par les mains contaminées des
soignants et de I'héte (transmission par manuportage), soit a partir d’'un patient
réservoir (oui son environnement immeédiat).

La transmission croisée concerne les souches résistantes ou sensibles aux
antibiotiques.

La transmission indirecte suppose que I'agent infectieux survit longtemps sur
des surfaces inertes ce qui est le cas pour Acinetobacter baumannii, qui est
agent infectieux « a haut potentiel de transmission croisée »

Le manuportage pour cette espece est la voie de transmission la plus
fréquente. La transmission croisée par contamination des mains du personnel
a été largement démontrée dans de nombreuses études réalisées au cours
des épidémies a A baumannii.

Expérimentalement, A baumannii est capable de survivre plus
longtemps sur les doigts que d'autres bacilles a Gram négatif, y compris
Pseudomonas aeruginosa. Le taux de manuportage étudié parmi le personnel

en période épidémique varie de 9 a 32% (200).
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La présence d'A.baumannii dans l'air n'a pu étre démontrée que dans un
environnement de patients hautement colonisés et ou infectés.

La voie aérienne peut jouer un role par lintermédiaire des aérosols
produits par les nébuliseurs ou dans I'environnement proche des patients
ventilés, colonisés ou infectés a Acinetobacter. Ce processus de transmission
n'‘a pas été réellement démontré, mais I'on peut supposer qu'il joue un role

lorsque I'inoculum est important (200).

VIIl.3.3.Facteurs de risques d’acquisition d’Acinetobacter baumannii
D'autres facteurs peuvent intervenir comme I'environnement proche du
patient. Ainsi, plusieurs études ont montré le role des procédures dans
I'acquisition de BMR tel qu’Acinetobacter baumannii résistant a I'imipénéme
intubation, ventilation mécanique, cathétérisme, intervention chirurgicale.
Cependant, les degrés d'exposition a ces procédures peuvent étre corrélés

avec le degré de sévérité de la maladie (201)(202).

Les principaux facteurs de risque d'acquisition des infections a A baumannii
sont (198):
-prématurité ;
-patients fragilisés : mucoviscidose, grands brilés ;
-procédures: chirurgie, cathétérisme, ventilation mécanique, dispositifs
invasifs;
-antibiothérapie antérieure : carbapénemes, fluoroquinolones, céphalosporines
de troisieme génération, aminoglycosides ;
-transfusion ;
-solutions parentérales contaminées ;
-circonstances d’hospitalisation : durée d'hospitalisation ;
-immunodépression : corticothérapie, immunosuppresseurs, VIH ;

Il &, par ailleurs, été constaté une variation saisonniere de ces infections
nosocomiales, avec une prédominance au cours des mois de I'été. Cette

tendance serait liée a la chaleur et a 'humidité de I'air qui favoriserait la
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croissance d’A. baumannii dans son habitat naturel, mais aussi au manque de
personnel en éteé.

Plusieurs études menées a travers le monde ont reliées les modes de
transmission et facteurs de risque d’acquisition d’Acinetobacter baumannii.

En effet, Une étude a été effectuée en France dans une unité de
réanimation polyvalente d'adultes (203). L'étude a montré trois facteurs de
risque prédictifs d'acquisition des infections nosocomiales a A. baumannii : un
score de sévérité élevé a I'admission, une augmentation de la durée de séjour
et l'utilisation de la ventilation mécanique. Une durée de séjour prolongée dans
l'unité de réanimation fut le seul facteur associé a une infection secondaire,
guant a la mortalité elle fut attribuée au score de sévérité élevé a 'admission
(204) (205).

L'existence d'un matériel contaminé responsable de la transmission a
souvent été démontrée dans les épidémies a Acinetobacter. Ce type de
contamination a largement diminué, surtout avec l'utilisation plus large de

matériel a usage unique.

v" Une étude rétrospective a été faite a I'hopital Tahar Sfar de Mahdia en
Tunisie durant la période allant de 2006 a 2008, vis-a-vis des
antibiotiques les plus fréquemment prescrits. Au cours de la période
d’étude, 368 souches d’A.baumannii ont été isolées et identifiées en
utilisant les techniques conventionnelles de bactériologie. Ces souches
ont été isolées surtout chez des malades hospitalisés dans les services
de réanimation (71 %) et de chirurgie (18 %). L’évolution du nombre
d’isolats des souches d’A.baumannii par année pendant les années
2006, 2007 et 2008, était répartie comme suit : 148, 124 et 96 souches
respectivement. Pendant cette période, il a été constaté une diminution
du nombre de souches d’A.baumannii isolées dans les prélevements
respiratoires, les pus profonds et superficiels, les dispositifs invasifs et
les hémocultures, en revanche, ce nombre était stable dans les

ponctions (172).
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v Une autre étude marocaine, menée sur 312 patients ayant présenté une
infection nosocomiale due a A.baumannii au cours de leur hospitalisation dans
les trois services de réanimation du CHU HASSAN Il de Fés, sur une période
de 36 mois allant de janvier 2009 au décembre 2011. Il en ressort que 4% des
patients hospitalisés plus de 48 heures dans une unité de réanimation ont
contracté une infection a A.baumannii durant 'année 2009. Pour 'année 2010,
le taux était de 5,7%. Le taux d’infections a A.baumanni a continueé a
augmenter puisque durant 'année 2011, on a enregistré un taux de 9,9%
(206).

v Une étude récente marocaine effectuée, a I'hépital universitaire militaire

Mohammed V faite entre 2012 et 2013, publiée en 2017, visant a surveiller

I'origine des bactériémies en soins intensifs a révélé que dans 33% des

cas, elle avait une source pulmonaire avec comme étiologies les bacilles a

Gram Neégatifs, dominé par Acinetobacter baumannii a 30%, cette étude

évoque l'activité surchargée du personnel en soins intensifs, comme principal

facteur de risque de contamination des patients (170).

v En Afrique précisément, a Madagascar (Antananarivo) une étude entre
2006 et 2009 visant a collecter Acinetobacter baumannii résistant a
'imipenéme et en étudier les mécanismes génotypiques a révelé 53
souches qui représentaient 44% de leur isolements ce qui a suscité des
interrogations quant au mode d’acquisition de cette résistance vu qu’a cette
période I'lmipénéme n’était pas utilisé dans les hopitaux de Madagascar
(207).

v' En Arabie saoudite et plus précisément a la Mecque, une étude menée en
2012 (publiee en 2017) dans un des hopitaux, visant a déterminer les
facteurs de risque d’infection par Acinetobacter baumanniii multi résistant
aux antibiotiques a réveélé que I'hospitalisation en soins intensifs, ainsi que
'exposition des patients aux procédures invasives constituaient les

principaux facteurs de risque de l'infection par cette bactérie (208).
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v" En France, I'analyse rétrospective des SIN (signalement réglementaire des
infections nosocomiales) regus a I'Institut de veille sanitaire entre le 1er
aolt 2001 et le 31 mai 2011 montre une nette augmentation du nombre
annuel de signalements pour ABRI (les infections/colonisations a
A.baumannii résistant a I'imipenéme). Sur 10 288 signalements regus sur la
période, 343 (3,3%) impliquaient des ABRI. Les signalements pour ABRI
représentaient entre 2 et 3% de I'ensemble des SIN regus de 2003 a 2008,
3,2% en 2009, 5,1% en 2010 et 11,1% sur les cing premiers mois de 2011.
Les sites les plus fréquemment rapportés étaient les infections respiratoires
(37%), les bactériémies/septicémies (18,9%) ou les infections urinaires
(12,6%) (209).

v La transmission inter hospitaliére et le haut potentiel de transmission
croisée d’Acinetobacter baumannii a été mis en évidence lors d’'une étude
rétrospective menée en Espagne concernant I'année 2009, et publiée en
2016. L’étude s’était fixée comme objectif de déterminer I'origine des
isolats, totalement résistants aux antibiotiques (XDR). Sur un total de 48
isolats, 18 souches étaient sensibles soit 53%, 6 soit 18% étaient multi
résistantes, et 10 soit 29% étaient totalement résistants aux antibiotiques, 9
des 10 souches étaient isolées de patients transférés d’autres hopitaux,
ceux-ci avaient 17 jours de durée médiane d’hospitalisation dans I'hdpital
d’origine et d’'une journée dans I'hdpital d’étude. six patients sur 10 avaient
une culture positive le jour de I'admission sachant qu’ils avaient été mis en
isolement a 'admission. I'étude de génotypage a mis en évidence deux
clones distincts, géographiqguement associés a deux régions différentes
d’Espagne, ce qui a démontré la transmission inter hospitaliére, de cette
bactérie mais aussi l'intérét d’effectuer des prélevements a I'admission de

patients transférés et de leur isolement dés I'admission (210).
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v' Aux Etats-Unis ainsi que d’autres pays comme la France, Allemagne ;
I'’Angleterre la fréquence des infections nosocomiales causée par ce germe
a augmenté. En Suisse une épidémie due a une souche multi résistante a
été décrite dans un service de soins intensifs au début des années 80(6)
de méme une épidémie d’infection et colonisation a BLSE+ (dans la
région Nord Pas de Calais en octobre 2003) est décrite en France ou
guatre établissements du département du nord ont contracté une infection
nosocomiale a Acinetobacter baumanii ou 23 patients sont concernés dont

8 en sont décédés a la date de signalement (4).

La pneumopathie acquise sous ventilation est la manifestation la plus
fréquente des infections nosocomiales dues a A.baumannii. Des données du
systéme de surveillance nationale des infections nosocomiales aux USA, ont
montré une augmentation du nombre de cas de pneumopathies nosocomiales
associées a A. baumannii, avec un taux de 5 a 10% des cas de
pneumopathies recensées. A.baumannii se range au 10 °™ rang des
organismes les plus fréqguemment impliqués dans les bactériémies
nosocomiales aux Etats-Unis, avec un taux de 1,3% de toutes les
bactériémies (211) (212).
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CHAPITRE IX

Traitement des infections a
Acinetobacter baumannii :
-Aspect thérapeutique
-Aspect préventif
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IX. Traitement des infections a Acinetobacter baumannii

Malgré le nombre important de familles d'antibiotiques et de molécules
disponibles, le choix d'une antibiothérapie pour une infection nosocomiale a
A.baumannii reste restreint et les options sont limitées en raison de sa
multirésistance, facteur d'échec thérapeutique.

Lors du traitement d’une infection a A. baumannii, on doit tenir compte
de la localisation de l'infection, de I'exposition préalable aux antibiotiques, de
la fragilité du terrain mais surtout des résultats de I'antibiogramme qui lui seul
peut indiquer I'antibiotique adéquat. Lequel doit figurer dans la nomenclature
nationale.

Les infections causées par des souches d’A. baumannii sensibles aux
antibiotigues sont habituellement traitées par des céphalosporines de 3éme
génération ou par I'association B-lactamines - inhibiteurs de B-lactamases
(association incluant le sulbactam), ou par les carbapénémes. Ces
antibiotiques sont utilisés en mono ou en bithérapie associés aux aminosides.
(213).

Il n'existe pas actuellement de consensus sur le traitement des
infections a A.baumannii multirésistants dans le monde. Cing classes
d’antibiotiques sont actives: les inhibiteurs de [-lactamases, les

carbapénemes, la tigécycline, les aminoglycosides et les polymyxines.

IX.1.Aspect thérapeutique :
IX.1.1.Le Sulbactam

Le sulbactam est un inhibiteur de B-lactamase ayant in vitro une activité
bactéricide intrinseque contre de nombreuses souches du genre Acinetobacter
y compris des souches multirésistantes. Cette molécule a montré son
efficacité dans des infections dues a des souches d’A.baumannii modérément
résistantes a limipeneme. Dans ce contexte, I'association ampicilline-

sulbactam a été proposée comme un traitement efficace et peu colteux (213).
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IX.1.2.La Tigécycline :

la tigécycline, premier antibiotique de la classe des glycylcyclines, est
considérée comme une alternative vis-a-vis d’A.baumannii résistant aux
carbapénemes malgré son action bactériostatique et le risque de survenue de
surinfections (surtout lors d’'une monothérapie) par des pathogénes ayant une
résistance intrinseque a la tigécycline . Les récentes études cliniques montrent
une efficacité satisfaisante (214) (215).

Les résultats de I'étude européenne TEST (The Tigecycline évaluation and
surveillance trial) menée de 2004 a 2006 révelent que peu d’antibiotiques sont
actifs sur les souches d’A.baumannii ; aucun agent antimicrobien testé n’était
actif sur tous les isolats provenant des cing pays participants (France,
Allemagne, Royaume-Uni, Espagne, ltalie). La tigécycline était la seule
molécule dont les CMI se maintenaient a des concentrations basses (CMI90 <
1 mg/L) (216). Ainsi cette molécule s’avére étre un traitement des infections
dues aux souches d’A.baumannii résistantes aux carbapénemes, et I'on
gagnerait a I'inclure dans la nomenclature Algérienne.

IX.1.3. La Colistine :

La colistine (ou polymyxine E) a une bonne activité in vitro vis-a-vis de la
plupart des bactéries a Gram négatif. Une étude réalisée chez des patients
présentant une pneumopathie acquise sous ventilation assistée a montré que
'administration de doses adéquates toutes les 8 heures entrainait des
concentrations plasmatiques de colistine apparemment sub-optimales et

indétectables dans le liquide broncho-alvéolaire (217).

Cependant, I'étude la plus importante réalisée a ce jour sur la colistine IV
montre que celle-ci a une efficacité considérable qui dépend de la dose
guotidienne et du site de l'infection (chez des patients de réanimation d’age
moyen 61 ans, traités pour une infection a germes multirésistants

A. baumannii pour 65,9 % des cas et P. aeruginosa pour 26,4 % des cas). De

plus, les effets indésirables du traitement étaient acceptables avec la survenue
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d’'une néphrotoxicité dans seulement 10 % des cas (218). La colistine peut
aussi étre administrée sans risque par inhalation chez des patients souffrant
de pneumopathie nosocomiale ou bien en intrathécal chez des patients
atteints de meéningite.

IX.1.4.La Rifampicine :

La rifampicine seule ou associée a I'imipenéme ou sulbactam a prouvé
son efficacité dans le traitement de la pneumopathie murine induite par des
souches d’A.baumannii panrésistants (219).

Malgré le petit nombre de cas (étude rétrospective de 10 patients),
'étude de Song et al. suggére que Il'association colistine-rifampicine est
efficace pour le traitement des pneumopathies acquises sous ventilation
causées par des souches d’A.baumannii résistantes aux carbapénémes avec
une résistance de bas niveau a la rifampicine (CMI < 16 mg/L) (220).

Toutefois en Algérie, cette molécule est réservée au traitement antituberculeux
ce qui fait que cette alternative n’est pas viable.
IX.1.5. Nouveaux agents thérapeutiques : peptides

Une série de nouvelles molécules, y compris les produits naturels et les
nouvelles substances chimiques de synthése, sont constamment dépistés
pour examiner leur activité contre A baumannii, des résultats variables ont été
obtenus.

Le groupe le plus étudié est celui des peptides :
Les peptides antimicrobiens sont également une alternative a I'antibiothérapie
classique.
Ces peptides sont sécrétés dans le sang lors d’'une infection bactérienne chez
les invertébrés et constituent leur principal systeme de défense. lls existent
aussi chez 'homme ou ils viennent suppléer le systeme immunitaire. Ces
peptides tuent les microorganismes en perméabilisant leur membrane par un
effet de type détergent qui peut étre accompagné de la formation de pores. Ce
mécanisme d'action, original par rapport aux antibiotiques classiques, est tres

rapide, concentration dépendant et indépendant de l'interaction avec une cible
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moléculaire unique, ce qui devrait limiter I'apparition de phénoménes de

résistance (213).

v Le rBPI2 et cécropine PI : deux peptides cationiques antimicrobiens
membrane active ont été utilisés pour inhiber la croissance
d'A baumannii. Le rBPI2 est une forme recombinante du domaine
N-terminal de la protéine humaine, son rdle est d'augmenter la
perméabilité des protéines (bactéricide). Le cécropine est un peptide
antibactérien. L'application de ces agents dans le traitement des
infections graves a Acinetobacter dont la clinigue n'est pas encore
définie (222).

v’ Le cécropine A melittine : peptide hybride  pourrait étre une
chimiothérapie alternative pour Acinetobacter sp résistant a la colistine.
(223).

v' La buforin Il : exerce une forte activité antimicrobienne, une amélioration
du taux de survie, et enfin, réalise une réduction significative des
endotoxines plasmatiques et les concentrations de cytokines. En outre,
la synergie de la buforin Il avec rifampicine a été observée. Il semble
gue la buforin augmente la perméabilité membranaire facilitant ainsi la
pénétration des solutés hydrophobes imperméables tels que la
rifampicine.

v’ B-défensine 2 humaine (hpD2) : peptides cationiques et
amphipathiques qui exercent un effet antibactérien, par création de
pores ou par perturbation de la membrane cellulaire des organismes
cibles, conduisant a la libération de leur contenu cellulaire, et
finalement, la destruction de la cellule par osmose (153).
hpD2 est un peptide endogene du systeme immunitaire inné et peut-étre

moins toxique que d'autres molécules telles que la Polymyxine. En plus de
leur activité antibactérienne orienté, les défensines ont le potentiel de

neutraliser les endotoxines bactériennes par liaison directe et l'inactivation des

112



CHAPITRE IX : TRAITEMENT DES INFECTIONS A
ACINETOBACTER BAUMANNII

lipopolysaccharides, empéchant ainsi la capacité des endotoxines a provoquer
un choc. En outre, en raison de leur capacité a former des canaux dans les
membranes lipidiques, les défensines facilitent la pénétration des
médicaments hydrophiles (153).

IX.1.6.Autres

La plupart des traitements sont expérimentaux proposés in vitro sous forme
d’associations.

IX.1.6.1.Colistine et vancomycine: une association in vitro de trois
antibiotiques (Sulbactam, Netimicine et vancomycine) avec la colistine chacun,
sur dix souches d’A baumannii multirésistant a révélé une synergie sur neuf
des dix souches avec l'association vancomycine-colistine, alors que [l'effet
synergique bactéricide était possible que pour une souche avec la Netilmicine,
et cing souches avec le Sulbactam (224).

Cette association colistine et vancomycine a été testée in vivo sur des
patients en réanimation en évaluant I'effet bénéfique et en traitant avec la
colistine seule, aucun effet bénéfique n’a été constaté sinon, I'altération de la
fonction rénale (225).

IX.1.6.2.Colistine et rifampicine : une étude randomisée a comparé le
traitement de patients infectés par A baumannii multirésistant avec la colistine
seule et associée a la rifampicine et a conclu qu’il n’y’avait aucun bénéfice a
user de cette association (226).

IX.1.6.3.Association méropenéme et monasulfactam (BAL30072) : une
étude menée sur une collection de souches de bacilles a Gram négatif
multirésistants (entre autres Acinetobacter baumannii) aux antibiotiques a
révélé in vitro une trés bonne activité synergique bactéricide (227).
IX.1.6.4.Colistine et tigécycline : une étude a montré que parmi les
associations utilisées in vitro sur des souches d’Acinetobacter baumannii
isolées d’hémocultures sur huit ans, cette association est celle pour laquelle
les souches ont développé le moins rapidement une résistance (apres 4 ans)
(228).
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IX.1.6.5.Sulbactam et carbapénémes (Méropeneme ou Imipéneme)
Une autre étude in vitro a prouvé que cette association, avait révélé une
activité synergique bactéricide sur 50% des souches initialement résistantes
aux carbapenémes, cependant cette étude doit étre complétée par une étude
clinique (229).

IX.1.6.6.Chloramphénicol et colistine: cette étude rapporte un bon effet
bactéricide et synergique sur des BMR cependant l'aspect toxique du
chloramphénicol n’a pas été évalué (230).

IX.1.6.7.Colistine ou Polymixine B: cette étude propose a ce que les
polymixines soient prescrites quand une infection est signalée a Acinetobacter
sp., mais toujours associées a un autre antibiotique afin de préserver I'activité
des polymixines, les polymixines B étant moins néphrotoxiques que la colistine
(231).

IX.2.AUTRES MOYENS

IX.2.1.Activité pro-biotiques de Bacillus subtilis : par transplantation fécale
a donné des résultats prometteurs (232).

IX.2.2.Transplantation fécale : activité pro-biotique de Lactobacillus
plantarum and Lb. fermentum isolé de selles de nouveaux nés qui ont prouve
une bonne efficacité in vitro (233).

IX.2.3.Phagothérapie

La phagothérapie, qui consiste a utiliser un virus bactérien (bactériophage ou
phage) pour tuer une bactérie, est également considérée comme une
alternative thérapeutique prometteuse. Cette technique ancienne a été dans
une large mesure abandonnée dans le monde occidental aprés la découverte
des antibiotiques. Toutefois, la recherche sur les phages s'est poursuivie tant
en Pologne qu'en Russie, ou les infections résistantes aux antibiotiques ont,
semble-t-il, continué d'étre traitées avec succés au moyen de phages vivants

ou de produits de phages (153).
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L’utilisation de phage AB2 en aérosols mélangé aux désinfectants usuels
pour la désinfection terminale de l'environnement a diminué de moitié le
nombre de cas de patients infectés dans un service de réanimation (234).
L’utilisation du phage Abp1, in vitro a révélé une activité sur I'endolysine
d’Acinetobacter baumannii multirésistant (235).

IX.2.4.Vaccination :

Le traitement des infections causées par A. baumannii est devenu de plus en
plus complexe en raison de I'émergence des souches hautement résistantes.
Le développement d'un vaccin pour A. baumannii est compliqué par le fait que
I'identification des antigénes immunogénes ne soit pas encore établie. Des
cellules bactériennes inactivees et atténuées ont été utilisées pour le
développement d'un certain nombre de vaccins en raison de leur capacité a
stimuler les réponses immunitaires robustes et protectrices.

En outre, des vaccins a base des cellules entiéres peuvent stimuler une
réponse contre les antigenes multiples, ce qui peut étre important pour assurer
une protection contre une large gamme de souches d'une espéce bactérienne.
(236).

D’autres vaccins basés sur I'antigéne capsulaire K n'ont pas donné de
bons résultats. de méme les vaccins basés sur le LPS, lipopolysaccharides
tres immunogéne est impossible vu qu’Acinetobacter baumannii possede un

lipooligosaccharide tres peu immunogene (43).
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IX.3.Aspect préventif

IX.3.1.Lutte contre Acinetobacter baumannii basée sur l'utilisation des

bonnes pratiques en hygiene hospitalieres (195).

IX.3.1.1.Moyens de lutte :

Les moyens de lutte et de la rupture de la chaine de transmission de cette

bactérie passeront par l'application de précautions définies et codifiées

quand il s’agit d’'un patient infecté, ou d’'un patient immunodéprimé a protéger

de patients infectés qui sont :

- les précautions standards qui comportent entre autre I’hygiéne des mains

dont les étapes principales sont détaillées en annexe 11(196).

-les précautions complémentaires type contact (PCC) lesquelles completent

les précautions standards qui sont :

e les précautions complémentaires septiques: empéchent un patient
infecté de contaminer les autres patients. (voir annexe 11)
e les précautions complémentaires aseptiques : empéchent un patient

immunodéprimé d’étre infecté par un environnement ou patient infecté.
(Voir annexe 11).

Vu le haut potentiel de transmission croisé d’Acinetobacter baumannii, et de

sa capacité a persister dans I'environnement hospitalier d’autres mesures sont

a prendre (afin de casser sa chaine de transmission) qui sont :

e |e dépistage des sujets contacts définis comme étant tous les
patients pris en charge par la méme équipe soignante qu’un
patient porteur d’ Acinetobacter baumannii multirésistant aux
antibiotiques (237).

e Le contréle environnemental autour du patient infecté, par des
prelévements renouvelés dans le temps (237).

Quand [I'environnement est contaminé un bio nettoyage suivi d'une
désinfection ou stérilisation terminale doit étre effectué. (Voir le principe en
annexe 11)(196).

L’exemple pris est celui du bionettoyage dans un service de réanimation.
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Le bionettoyage doit étre réalisé correctement comportant les étapes de
détergence (visant a désincruster les biofilms), essuyage et désinfection des
surfaces.
La stérilisation terminale au peroxyde d’hydrogéne semble prometteuse.
(Pratiguée lors de notre étude : voir annexe 12)
Les dispositifs médicaux, sources de contamination tels que les respirateurs
et leurs tuyauteries, (ou autres) en soins intensifs doivent étre soumis a une
stérilisation aprés chaque utilisation afin d’empécher la transmission des
germes entre les patients.
IX.3.1.2.Rappels généraux sur la stérilisation : (238)
La stérilisation, maillon incontournable de I'hygiéne, est un acte de soins
indirect. Elle participe a la lutte contre les infections nosocomiales, en
empéchant les dispositifs médicaux (DM) de jouer leur triple réle de réservoir,
de transporteur et d’'inoculateur de microorganismes aux patients.
IX.3.1.2.1.La stérilisation hospitaliére (238)
IX.3.1.2.1.1.Définition de la stérilisation et procédés:
C’est la mise en ceuvre d'un ensemble de méthodes et de moyens, visant a
éliminer tous les micro-organismes vivants de quelque nature que ce soit et
sous quelgue forme que ce soit, portés sur un objet ou une surface
parfaitement nettoyée.

e procédeés

Stérilisation a haute température

- Stérilisation par la vapeur d’eau d’autoclave

Stérilisation a basse température

Stérilisation en phase plasma Sterrad® : au peroxyde d’hydrogéne
- Stérilisation par I'oxyde d’éthyléne
- Stéerilisation par le formaldéehyde
- Stérilisation par les rayonnements ionisants

Ces stérilisations concernent les dispositifs médicaux le plus souvent.
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Une stérilisation terminale des surfaces et de I'environnement hospitalier doit
étre pratiquée en utilisant un désinfectant.
L’exemple du peroxyde d’hydrogéne en aérosol est cité en exemple en raison
de son utilisation lors de notre étude.

e Stérilisation au peroxyde d’hydrogéne

-Procéde:

Méthode de stérilisation a basse température < 60°C par combinaison de
vapeur de peroxyde d'hydrogéne et du plasma de peroxyde d'hydrogene.
Sous leurs actions, les acides nucléiques et la membrane des micro-
organismes sont détruits. Le plasma représente 99 % de la matiére connue
dans l'univers. C’est le quatriéme état de la matiere, les états connus étant
solides, liquides gazeux, I'état plasma étant une forme de la matiére
gazeuse ionisée.
Celle-ci doit se faire en I'absence de patients, le personnel doit porter une
tenue de protection (masque, surblouse...), Un contréle d’efficacité doit
systématiquement étre fait a la fin, du procéde.
Son utilisation doit étre exceptionnelle ou réservée a certains services tels
gue les soins intensifs et les urgences, vu que son co(t est excessif. (3 a 4

fois plus que celui de la vapeur d'eau)
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X. Méthodologie

Notre étude s’est faite en trois étapes

-Premiére étape : collecte, identification des souches, au laboratoire de
microbiologie-Parasitologie du CHU de Tizi-ouzou.

-Deuxiéme étape : étude faite au CNR de Besancon, sur 55 souches qui a
consist¢ en une confirmation, identification des souches par PCR,
catégorisation des souches phénotypiguement et recherche des génes de
résistance aux B-lactamines et Aminosides, et quinolones par PCR et
sequencage des genes des B-lactamases retrouvées TEM, CTX-M et NDM.
(selon la démarche de l'algorithme du CNR en annexe 1)

Une technique de génotypage a été pratiquée au CNR, la MLVA, sur les
souches ayant présenté des carbapénemases Oxacillinase 23.

-Troisiéme étape : a I'lPA (Institut Pasteur d’Algérie), ou pour le reste des
souches la méme méthode y a été adoptée, confirmation d’identification,
catégorisation phénotypique et confirmation génotypique (PCR) pour les
B-lactamines, Aminosides et quinolones, le sequencage a concerné le gene
NDM.

Les CMIy ont été réalisées pour la colistine, Netilmicine et Imipénéeme (plus
impénéme+EDTA) selon les normes CLSI.

Deux techniques de génotypage y ont été pratiqué I'électrophorese en champs
pulsé, et la blayy.s:Sequence base typing( lancée pour la premiére fois a I'lPA )
X.1l.Lieu de I’étude et critéres d’inclusions des patients.

La collecte des souches bactériennes d’Acinetobacter baumannii a été
effectuée au laboratoire de microbiologie-parasitologie du CHU de Tizi-Ouzou
(Unité Nedir), a partir de tous les prélevements émanant de patients
hospitalisés dans les différents services.

L’indication du prélévement est posée par le clinicien, dans un contexte de
suspicion d’infection nosocomiale a savoir : suite a une intervention

chirurgicale ou autre acte iatrogene invasif type sondage vésical,
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cathétérisme, intubation, dialyse péritonéale.

Une fiche de renseignements élaborée a accompagné chaque prélévement.
Remarque : Toutes les souches étaient incluses, aucun critére d’exclusion
n’a été défini. Certaines souches conservées ont été exclues car elles n'ont
pas pu redémarrer, ou étaient contaminées, ou l'identification d’espece n’a pas
eté confirmée.

Deux souches de I'environnement ont été incluses dans cette étude, ce qui a
étayé I'origine environnementale de la transmission d’Acinetobacter baumannii
dans cette étude.

X.2.Les prélévements

Tous types de prélevements ont été inclus émanant des services

d’hospitalisation.

Sites stériles : LCR (liquide Cephalo rachidien), sang (hémoculture), liquides
de ponctions

Sites non stériles : Pus, urines, sphére ORL, selles, sphére génitale........

X.3.Les services :
Sont :
Urgences : chirurgicales, médicales, Pédiatriques

Soins intensifs : réanimation médicale, réanimation chirurgicale

Services chirurgicaux : viscérale, urologie, traumatologie, neurochirurgie,

chirurgie infantile(CClI)

Services médicaux : cardiologie, infectieux, médecine interne, néphrologie,

hématologie

Pédiatrie : Pédiatrie 1, Pédiatrie 2, Hémato-pédiatrie, néonatologie.

X.4.Nombre d’échantillons

Le nombre de souches avait été fixé a 100 souches . Ont été incluses des
souches collectées en 2000, 2001, 2010, 2011, 2012 et 2013.

Le nombre fixé a pu étre atteint qu’en 2013, les souches collectées sont au

nombre de 128. Nous avons dépassé le nombre fixé de 28 souches car ce
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n'est qu’en 2013 que nous avons collecté le plus de souches présentant des
résistances aux carbapénemes.

La sensibilité aux antibiotiques des souches de 2000 et 2001 au nombre de 6
a été étudié a part, et exploité a part, ces souches nous ont permis de voir
I’évolution des résistances mais aussi, d’effectuer notre étude de clonalité.
X.5.Techniques utilisées ou Méthodes

X.5.1.Identification des souches: identification biochimique et
moléculaire

L’identification biochimique a été faite par les galeries API-NE alors que
I'identification moléculaire s’est faite par PCR, par détection de I'oxacillinase
naturelle intrinséque 51 de I'espéce Acinetobacter baumannii

X.5.2.Etude phénotypique de I’antibiorésistance : Antibiotypie
I'antibiotypie des souches identifiees, a été faite par la réalisation
d’antibiogrammes par la technique de diffusion en gélose ce qui a permis une
classification phénotypique. La caractérisation des génes de résistance a été
réalisée par PCR, et par séquengage pour certains.

Notre démarche suivie est celle du CNR Besancon (Annexe 1) pour
Acinetobacter et Pseudomonas, Centre national Francais de référence pour
ces deux germes, ainsi que les recommandations et interprétations du CLSI
2016 et CA.SFM 2016.

X.5.2.1.Antibiogramme

La sensibilité aux antibiotiques a été déterminée par la technique de diffusion
en milieu gélosé (Mueller-Hinton agar, MH, Bio-Rad) selon les régles de la
standardisation de [I'antibiogramme a [I'échelle nationale basée sur les
recommandations du CLSI 2016.

Et le comité de I'antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie
(CA-SFM) 2016 (www.sfm.asso.fr). La Technique est détaillée en annexe 2.

Les disques d’antibiotiques utilisés (Bio-Rad) sont : disposés comme ci-dessous
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Figure 22. Antibiogramme d’une souche d’A baumannii sensible effectué au
CNR, et antibiotiques testés. (Antibiogramme pratiqué sur une souche 2134/13
de Tizi-ouzou au CNR)

(FEP)Céfépime, (PIP)Pipéracilline , (PPT)Pipéracilline/tazobactam, (CTX)Céfotaxime,
(TIC)Ticarcilline, (TCC) ticarcilline/acide clavulanique, (CAZ) ceftazidime (MEM)
méropénéme, (IPM) imipéneme (GM), gentamycine ,(TM)tobramycine (ATM)aztréonam
(AMC)Amoxicilline/Acide clavulanique (CS) caolistine , (CIP) ciprofloxacine
(AN),amikacine

Les antibiotiques, rifampicine, tétracycline et Co-trimoxazole sont testés également
selon la standardisation nationale(CLSI) (voir annexe 2).
Pour les aminosides, la spectinomycine et streptomycine sont testées en plus afin de

détecter phénotypiquement le mécanisme adénylase aadA.
X.5.2.2.Tests complémentaires phénotypiques

Des tests phénotypiques complémentaires sont systématiquement effectués
pour les souches ayant présenté :

- une diminution du diamétre d’inhibition autour des céphalosporines de
troisieme génération notamment la ceftazidime <8mm, indique la recherche

systématique des B-lactamase a spectre étendu
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- une résistance a la ceftazidime : la présence de la céphalosporinase Amp C
est alors suspectée.
- une diminution de diamétre, ou une zone contact autour des disques de

carbapénemes, faisant suspecter, la présence de carbapénémases.

X.5.2.2.1.Recherche des B-lactamase a Spectre Etendu (BLSE)

Selon les recommandations du CLSI (M100-S26), la recherche de la BLSE
pour l'interprétation de la sensibilité des entérobactéries, Pseudomonas sp. et
Acinetobacter sp aux céphalosporines n’est plus obligatoire.

La détection phénotypique de la BLSE garde tout son intérét dans les études
épidémiologiques et en hygiéne hospitaliére.

On recherchera une BLSE devant un diametre inférieur aux valeurs
suivantes : cefotaxime (CTX a 27mm), ceftazidime (CAZ a 22mm), ceftriaxone
(CRO a 25mm), aztréonam (ATM a 27mm).

Selon le CNR de Besancon une diminution du diamétre d’inhibition autour
des céphalosporines de troisieme génération notamment la ceftazidime <8mm
indique la recherche systématique des B-lactamase a spectre étendu.

Le test de détection des BLSE, consiste a rechercher une image de synergie
entre un disque d’antibiotique contenant un inhibiteur de B-lactamase (acide
clavulanigue) et une céphalosporine de 3°™ et 4°™° génération ceftazidime et

céfépime (CAZ et FEP), parfois aprés rapprochement de disques (RDD) .

Le rapprochement de disques ou RDD, se fait entre des disques de

ceftazidime (CAZ), céfépime (CFP), chacun avec le disque (AMC) (annexe 3)

La technique du double disque a été pratiquée egalement (annexe 3)
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Figure 23. Recherche phénotypique de BLSE, par le test de rapprochement de
disques de la souche 3900/13(CHU Tizi-Ouzou/CNR)

Dans ce cas précis il ya absence de synergie avec l'acide clavulanique de la
cetazidime et le cefepime, donc absence de BLSE.

X.5.2.2.2.Recherche de la Céphalosporinase (Case).

Une résistance a la ceftazidime fera suspecter la présence d'une
céphalosporinase AmpC du groupe ADC. Afin de la détecter,

la sensibilité de cette souche sera testée sur une méme boite
d’antibiogramme citée ci-dessus (figure 23),additionnée de 250 mg/ml
de cloxacilline, dans le cas ou il s’agit d’une céphalosporinase,
celle-ci sera précipitée par la cloxacilline et la sensibilité autour du
disque de ceftazidime sera restaurée.

X.5.2.2.3.Recherche des Carbapénemases.

Une diminution de diameétre, ou un diamétre contact autour des disques
carbapénemes, fera suspecter, la présence de carbapénémases, a cet effet, le
test phénotypique a 'EDTA permet de desceller les Métallo-p-lactamases
(MBL). La mise en évidence et différenciation des carbapénémases suit la
démarche CNR Besancon (Annexe 1).

Le Hodge test: confirme la présence d'une carbapénémase, mais ne les

différencie pas. Il consiste a observer une synergie entre une souche témoin
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positive hébergeant une carbapénémase, et la souche a tester (MBL ou

oxacillinase). (Test en annexe 3)

Figure 24. Recherche de MBL par le test Imipenéme+EDTA sur la souche
3900/13 CHU de Tizi-ouzou(CNR)

Le test de recherche de carbapenemase par le test a 'EDTA associé a
L’imipenéme révéle la présence d’'une carbapénémase type métallo-enzyme

(voir la synergie entre imipenéme et disque EDTA : fleche)

X.5.2.2.4.Test a I’arbekacine

II s’agit d'un test qui permet de mettre en évidence la méthylase,
ArmA, mécanisme de résistance aux aminosides le plus fréquent qui entraine
un haut niveau de résistance aux aminosides chez Acinetobacter baumannii.
Au CNR de Besancgon, un test mis au point (non encore publi€) permet de
révéler cette résistance, appelé Test a I'arbekacine et permet de sélectionner

les mutants car il s’agit parfois d’'une résistance hétérogéne.

L’arbekacine est un aminoside synthétique proche de Ila dibékacine,
commercialisé en poudre ; une solution de cet antibiotique une fois molaire est
appliquée sur un disque de papier buvard de 6mm, lui-méme appliqué sur une
boite de Mueller Hinton préalablement ensemencée avec une souche.
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résistante a tous les aminosides. Gentamicine, tobramycine, amikacine et

nétilmicine avec diametre contact.

Les mutants clairement visibles autour de I'arbekacine, révélent la présence
d’'une méthylase ArmA apres PCR (voir photos ci-dessous figure 25).

Plusieurs souches parmi nos souches collectées ont révélé ce phénotype de
résistance.

d'Arbekacine |

Figure 25. Test a I’Arbekacine pratiqué sur la souche 4474/01 de I’année 2001
au CNR

X.5.2.3.Concentration Minimale Inhibitrice

Les Concentrations Minimales Inhibitrice CMI ont été déterminées par la
méthode de dilution en milieu gélosé. C’est une méthode quantitative qui
permet d’évaluer la sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques.

La méthode de I'E-test (AB Biodisk, Solna, Sweden) permet de déterminer la
CMI grace a des bandelettes imprégnées d’'un gradient exponentiel continu
de l'antibiotique a tester (de 0.016 a 256 pug/ml ou de 0.002 a 32 ug/ml selon

I'antibiotique).
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Les bandelettes sont appliquées sur la surface d’un milieu gélosé
préalablement ensemencé avec un inoculum de la souche a tester. Apres
incubation, linhibition de la croissance se traduit par une ellipse d’inhibition
dont les points d’intersection avec la bandelette définissent la CMI. Une
échelle de lecture imprimée sur la bandelette permet une interprétation rapide.
Dans cette étude, cette méthode a été pratiquée seulement pour tester la
sensibilité aux antibiotiques suivants : carbapénemes (Imipéneme), colistine
et netilmicine selon les recommandations du CLSI.

La détection phénotypique et différenciation entre les carbapénémases type
Metallo-B-lacatmases et oxacillinases a été realisée en testant les bandelettes
d’'imipénéme associé a I'imipénéme plus inhibiteur de MBL (EDTA).

Le rapport de la valeur de la CMI a limipénéme sur la valeur de
'imipéneme+EDTA, calculé quand il est largement supérieur a 8 indique la
présence d’'une MBL, dans le cas ou il est inférieur ou égal a 8 il oriente vers la
recherche des autres carbapénémases type oxacillinases.

X.5.2.4.Analyses et interprétation phénotypiques des antibiogrammes
L’interprétation des antibiogrammes a été faite selon les recommandations du
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) publiées dans Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility testing, twenty- fifth International
supplément M100-S26 Janvier 2016.

Afin de réaliser notre étude statistique, nous nous sommes référés au logiciel
WHONET 5.6, installé au niveau du laboratoire de Microbiologie du CHU de
Tizi-Ouzou depuis 1999, grace auquel nous avons pu accéder aux données
nécessaires a notre étude.

WHONET 5 dans sa version actualisée 5.6 est un logiciel de création de
bases de données microbiologiques, de résultats d’antibiogrammes, de saisie
de résultats et de leurs interprétation. Il permet une analyse détaillée de ces
données une sauvegarde fidéle des fichiers et un archivage dans un volume

restreint. Il assure l'interprétation des résultats et fournit le résumé de toutes
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les saisies a tout moment afin de permettre une surveillance plus aisée des
résistances.
L’objectif principal de ce logiciel est de standardiser la lecture des
antibiogrammes afin que tous les laboratoires communiquent leurs résultats
sur le réseau de 'OMS selon un format identique. Le logiciel WHONET 5.6
suit I'évolution de la microbiologie, puisque des modifications sont apportées
de fagon réguliere et actuellement la version 5.6 mise a jour en 2016 est
adoptée.
En Algérie le réseau affilié a 'OMS est le réseau Algérien de la surveillance de
la résistance aux antibiotiques (AARN : Algérien Antimicrobial Resistance
Network) auquel notre laboratoire est affilié.
X.5.3. Recherche des genes de résistance par PCR standard
La PCR est une technique bien établie qui amplifie, de facon sélective,
certaines régions d’ADN génomique en fonction de la liaison d’amorces qui
sont propres aux régions en question. Les étapes sont les suivantes :
o extraction de I’ADN : voir protocole d’extraction d’ADN : Protocole
QIAGEN (voir Annexe 5)
o vérification de la concentration d’ADN obtenue :
par I'appareil Nanodrope (Nanophotometer), marque Implen (voir
Annexe 6)
X.5.3.1.Protocole de la PCR : il s'agit du protocole CNR pour toutes les PCR
Acinetobacter (voir Annexe 5 et 6).
Les réactions de PCR ont été réalisées dans un thermocycleur ABI 2700
(Applied Biosystems).
Une réaction de PCR classique comprend :
e une étape de dénaturation initiale de '’'ADN double brin pendant 10 min
a 95°C.
e cette étape est suivie de 35 cycles d’amplification de TADN avec 1 min

a 95°C (dénaturation), 1 min a 50-60°C (appariement des amorces,
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température variable selon le Tm des amorces) et 1-5 min a 72°C
(élongation, temps variable selon la taille du fragment a amplifier).
e Une étape finale de 10 min a 72°C permet de terminer la synthese des
brins inachevés. (Annexe 5)
La PCR standard était effectuée pour détecter :
-les B-lactamases :
e de classe D oxacillinases blapgxa-2s, blapxa-24, blapxass, €t 'oxacillinase
intrinséque blagxa.si.
e la MBL : blanpm-1, blayv, blaye.
e dautres [-lactamases: blayeg.ie, Dblacrx-mikes blaspviike, Dlatemike,

blaper.ike €t blages.ie.
-les associations de la séquence d’insertion ISAbalaux oxacillinases a

savoir : ISAba;-OXA-23, ISAba;-OXA24, ISAba;-OXA-51.
- les génes de résistance aux aminosides appelés AME (Aminoglycoside
Modifying Enzymes) a savoir :
e Adénylases (aac(3)-la, aac (6’)-1b, aadA)
e Nucléotidyl transferrases(ant(2”)-),
e Phosphorylases (aph (3°)-VI)
e Meéthylases (armA).
- les génes de résistance aux fluoroquinolones
e QnrA, QnrB
e les mutations gyrA et ParC.
La technique de génotypage blay.5:SBType, a nécessité en premiere étape
une PCR, par utilisation des amorces Oxa 69.
Des contrbles positifs et négatifs pour chaque géne ont été testés. Les
amorces d'oligonucléotides et des sondes utilisées sont énumérées

respectivement dans I'annexe 15.
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X.5.4.Séquencage des génes de résistance

Les produits de PCR purifiés ont été séquencés selon la méthode de Sanger
modifiee (Sanger, 1977) en utilisant le kit BigDye Terminator chemistry et le
séquenceur automatique (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
L'analyse des données a été effectuée a I'aide du Codon Code Aligner 3.7.1.1
sequencing analysis software. Les séquences obtenues sont blastées.

En effet I'outil de recherche d'alignement local de base BLAST (Basic Local
Alignement Search Tool) trouve des régions de similarité locale entre les
séquences. Le programme compare les séquences de nucléotides ou de
protéines a des bases de données séquentielles et calcule la signification
statistique des correspondances.

BLAST peut étre utilisé pour déduire les relations fonctionnelles et évolutives
entre les séquences ainsi que pour aider a identifier les membres des familles
de génes.

Le séquencage a été pratiqué dans cette étude pour : confirmer I'identification
de certains genes par PCR, notamment les MBL(NDM1), typer les BLSE
CTX-M, la Pénicillinase TEM, et typer les variants de I'oxacillinase naturelle 51
lors du génotypage.

(Voir le protocole de purification des produits de PCR, en vue de séquencage
en Annexe 7)

X.5.5.Recherche d’un lien génétique : génotypage ou étude de
clonalité

Trois techniques ont été pratiqué :

X.5.5.1.Electrophorése en champ pulsé ou PFGE

L’électrophorese en champ pulse (PFGE pour Pulsed-Field Gel
Electrophoresis)

Permet de mettre en évidence le polymorphisme génétiqgue de différentes

souches bactériennes d’'une méme espéce.
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Cette technique consiste a analyser sur gel d’agarose, les segments d’ADN de
grande taille, obtenus aprés digestion enzymatique de I'ADN total des souches
bactériennes. (Voir protocole en annexe 9)

Dans cette étude la PFGE a été pratiquée sur dix neuf souches,
présentant des antibiotypes vis-a-vis des [-lactamines différents,
choisies dans les services ou Acinetobacter baumannii a été le plus
isolé.

L’arbre phylogénique ou dendrogramme a été réalisé par la technique

de neighbour-joinning grace au logiciel Fingerprinting Biorad.

X.5.5.2.Multiple-Locus Variable number of tandem repeat
Analysis (MLVA)

Protocole et principe du CNR :

Principe du protocole : dans un premier temps '’ADN génomique des souches
a comparer, est extrait et un certain nombre de VNTR est amplifié dont le
nombre varie selon les especes bactériennes, pour Acinetobacter baumannii il
est au nombre de neuf.

Les amplicons sont séparés sur un méme gel (Agarose et électrophorese
capillaire) les souches identiques (ayant le méme nombre de VNTR)
migreront aux mémes positions, La comparaison est visuelle. (Voir protocole
en AnnexelO).

Cette technique a été pratiqguée sur les souches hébergeant les

carbapénemases type Oxacillinase 23 au nombre de vingt huit.

X.5.5.3. blapxas1 sequence-based typing (SBT)

La technique consiste en ['amplification par 'PCR du géne de
I'oxacillinase naturelle d’A baumannii blagxa.s51, €n utilisant les
amorces primers OXA-69A/OXA-69B, les produits de PCR sont
purifiés et séquencés en tenant compte de la taille de la séquence du

géne qui fait 825pb.
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Les séquences obtenues sont comparées aux different variants
présents dans la banque de données mondiale, qui indiquera le
variant de la souche étudiée et la positionnera dans les difféerents
complexes clonaux ou clones existants mondialement connus et
définis (43).

Cette technique a été pratiquée sur douze souches, choisies avec les
mémes critéres que la PFGE.

Les séquences des primers sont :

OXA-69A : CTAATAATTGATCTACTCAAG -

OXA 69B : CCAGTGGATGGATGGATAGATTATC

X.5.6.Etude statistique

Notre étude statistique s’est portée sur I'évolution des mécanismes de
résistance aux trois familles d’antibiotiques : B-lactamines, Aminosides et
nouvelles quinolones, mais aussi sur I'’évolution de la sensibilité aux molécules
d’antibiotiques et cela au fil des quatre années d’étude 2010, 2011, 2012 et
2013.

L’outil statistique utilisé est le test de tendance du KHI2, test approprié pour
observer cette évolution. Une valeur de tendance du KHI2 p inferieur a 0,05

indique une évolution significative.
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XI. Résultats obtenus sur les souches collectées
XI1.1. Répartition des souches collectées de 2010 a 2013 par année

Les souches ont été identifiées sur le plan biochimique confirmées par PCR
en mettant I'oxacillinase naturelle bla,,,51 €n évidence.

Tableau 8. Nombre et pourcentage de souches collectées

Année N %
2010 24 19
2011 31 24
2012 35 27
2013 38 30
Total 128 | 100

La collecte des souches est progressive au fil des quatre années de I'étude.

Xl.2.Répartition des souches collectées par spécialité cliniques de 2010 a
2013.

Tableau 9. Nombre et pourcentage de souches collectées par spécialités
cliniques

ervices
soins
Chirurgie | Urgences | Pédiatrie | intensifs Médecine Total
Année

N % N % N [ % N % N % N
2010 5 - 7 - 0 - 10 - 2 - 24
2011 6 19 6 19| 1 3 18 | 58 0 0 31
2012 8 23| 12 |35 1 3 12 | 31 2 6 35
2013 9 23 8 21| 0 0 15 | 39 6 15 38
Total 28 22| 33 | 26| 2 1 55 | 43| 10 8

(-) : pourcentage non évalué le nombre de souches pour 2010 est< a 30.
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Figure 26. Répartition des souches collectées par spécialités cliniques
de 2010 a 2013.

La majorité de nos souches sont isolées des soins intensifs, puis des
spécialités chirurgicales, et des urgences, trés peu sont isolées de la pédiatrie.

e Soins intensifs (Total des souches 128)

34%
{N=
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Réanimation médicale Réanimation chirurgicale

Services

Figure 27.Répartition des souches en soins intensifs
en soins intensifs, nos isolats dominent en réanimation médicale, par rapport a
la réanimation chirurgicale laquelle a été créée en 2005 seulement.
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e Spécialités chirurgicales (Total des souches 128)
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Figure 28. Répartition des souches par spécialités chirurgicales
Nos isolats dominent en traumatologie et neurochirurgie, deux spécialités qui
partagent la méme salle opératoire aux urgences de chirurgie.

e Spécialités médicales (Total des souches 128)
Tableau 10.Répartition des souches par spécialités médicales

%
Services

Cardiologie
Néphrologie
Hématologie
Médecine interne
Diabétologie

NININWwWw|Z

Les services de médecine ou Acinetobacter baumannii a été retrouvé sont
la cardiologie, la néphrologie suivies de 'hématologie et la diabétologie.
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Urgences (Total des souches 128)
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Aux urgences, la majorité de nos souches sont isolées des urgences

chirurgicales.

Figure 29. Répartition des souches aux urgences

XI.3.Répartition des souches collectées par sites de 2010 a 2013

Tableau 11. Nombre et pourcentage des souches par sites de 2010 a 2013.

(Pourcentage calculé par rapport a un total de 128 souches)
Années

Type 2010 2011 2012 2013 TOTAL
préleveme

N % N % N % N % N %
Aspiration 13 | 10 | 16 | 125 | 19 15 18 14 66 | 51,5
bronchique
Urines 3 4 1 1 2 3 3 7 9 7
Pus 4 3 12 9 11 | 8,5 | 10 26 37 29
Liquide de 3 2 1 1 0 0 1 3 5 3
dialyse
Hémoculture 0 0 1 1 0 0 5 13 6 4
LCR 1 1 1 1 0 0 0 0 2 1
Gorge 0 0 0 0 1 2 1 2 1 1
Environnement 0 0 0 0 2 2 0 0 2 2
Total 128(100)
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Figure 30. Répartition des souches collectées par site de 2010 a 2013
L’aspiration bronchique, représente le prélevement dominant d’ou sont isolées
nos souches, puis les pus, ce qui démontre que lintubation, et l'acte
opératoire sont les deux principaux facteurs de risque d’acquisition
d’Acinetobacter baumannii au CHU.

Tableau 12. Répartition des souches invasives isolées d’hémocultures et
de LCR par services et par années.

Années et Nombre
2010 2011 2012 2013 Total

Prélevement et N N N N
services
Hémocultures :
Hématologie 0 0 0 2 2
Urgences chirurgicales 0 0 0 1 1
Urgences médicales 0 0 0 1 1
Réanimation médicale 0 0 0 1 1
Pédiatrie 0 1 0 0 1
Total 0 1 0 5 6
LCR:
Neurochirurgie 1] 1] 0| 0 2

Six souches sont isolées d’hémoculture, soit 4% (6/128) en 2013, dont deux
du service d’hématologie, et deux souches de LCR soit 2% (2/128).
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Xl.4.Résultats de I’étude Phénotypique : sensibilité des souches
collectées aux antibiotiques selon I’antibiogramme et les tests
complémentaires.

XI.4.1. Antibiotypie

Plusieurs phénotypes se sont révélés apres antibiogrammes et tests
complémentaires, confirmés par PCR, les souches collectées ont été
catégorisées dans les principaux phénotypes suivants pour les B-lactamines
en premier lieu.

Les résultats ont révélé des souches sensibles (figure 22)

Pour les aminosides et les quinolones l'antibiogramme a permis une
classification phénotypique, confirmée par PCR pour certains mécanismes.

Les principaux phénotypes retrouvés pour les B-lactamines sont:
Pénicillinase, BLSE, céphalosporinase, oxacillinase 23, oxacillinase 24, NDM1
et oxacillinase 58 (Détaillés dans le tableau 29 ci-dessous).

Phénotype 1 : pénicillinase

"
m
g

i RBT X

TiC TCC CAZ MEM
IMP oM ™ ATM
AMG £S Cte AN

Figure 31. Antibiogramme de la souche 2120 /2012 CHU de Tizi-Ouzou(CNR)

(FEP) Céfépime, (PIP) Pipéracilline , (PPT) Pipéracilline/tazobactam, (CTX) Céfotaxime,
(TIC)Ticarcilline, (TCC) Ticarcilline/acide clavulanique, (CAZ) Ceftazidime

(MEM) Méropéneme, (IPM) Imipéneme , (GM) Gentamicine ,(TM) Tobramycine

(ATM) Aztréonam, (AMC)Amoxicilline/Acide clavulanique ,(CS) Colistine ,

(CIP) Ciprofloxacine, (AN)Amikacine

Interprétation : La souche 2120/2012  présente un phénotype de pénicillinase,
observé, par la restauration de I'activité de la ticarcilline, c'est-a-dire I'apparition d’'un
diameétre de sensibilité autour du TCC grace a I'acide clavulanique , une sensibilité
aux carbapénemes et ciprofloxacine , une résistance a la gentamicine et tobramycine

est observée.
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Phénotype 2 .BLSE

Figure 32.Antibiogramme de la souche 4476 /01 CHU de Tizi-Ouzou(CNR)

(FEP) Céfépime, (PIP) Pipéracilline , (PPT) Pipéracilline/tazobactam, (CTX) Céfotaxime,
(TIC) Ticarcilline, (TCC) Ticarcilline/acide clavulanique, (CAZ) Ceftazidime (MEM)
Méropéneme, IPM) Imipéneme (GM) Gentamicine ,(TM) Tobramycine (ATM)Aztréonam
(AMC) Amoxicilline/Acide clavulanique ,(CS) Colistine , (CIP) Ciprofloxacine, (AN) Amikacine

Ce phénotype BLSE+ est mis en évidence sans test complémentaire, il est
visible directement sur I'antibiogramme par la synergie observée entre le
disque de ceftazidime et ticarcilline+acide clavulanique il est a noter par
ailleurs une tres bonne sensibilité aux carbapénémes Imipénéme et
Meropéneme, ainsi qu’aux quinolones (ciprofloxacine). Pour les aminosides
une résistance avec diameétre contact autour de la gentamicine, tobramycine

et amikacine est observée.

La plupart du temps I'observation de cette image a été obtenue sur une boite
additionnée de cloxacilline, laquelle permet de distinguer, la céphalosporinase

et la BLSE ou bien aprés tests complémentaires.
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Phénotype 3. Céphalosporinase AmpC +pénicillinase TEM

L NI i o T N O I

Boite avec cloxacilline
Figure 33. Antibiogramme de la souche 855 /11 CHU de Tizi-Ouzou(CNR)

(FEP) Céfépime, (PIP) Pipéracilline , (PPT) Pipéracilline/tazobactam, (CTX) Céfotaxime,
(TIC) Ticarcilline, (TCC) Ticarcilline/acide clavulanique, (CAZ) Ceftazidime (MEM)
Méropénéme, IPM) Imipéneme , (GM) Gentamicine , (TM) Tobramycine, (ATM)Aztréonam
(AMC) Amoxicilline/Acide clavulanique ,(CS) Colistine , (CIP) Ciprofloxacine, (AN) Amikacine

Interprétation

Cet antibiogramme révéle la présence d'une céphalosporinase Amp C et
d’'une pénicillinase, constatées respectivement par la restauration de I'activité
de la ceftazidime sur la deuxieme boite avec cloxacilline et I'activité de la
ticrailline restaurée associée a I'acide clavulanique. Le type de pénicillinase
sera recherché par PCR. Pour les aminosides et quinolones plusieurs profils
associés ont été constatés qui ont été classé phénotypiquement et

génotypiquement.
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Phénotype 4. Carbapénémase type oxacillinase 24 associée a la
céphalosporinase Amp C

o

Boite avec cloxacilline
Figure 34. Antibiogramme de la souche 1034 /13 CHU de Tizi-Ouzou (CNR)

(FEP) Céfépime, (PIP) Pipéracilline , (PPT) Pipéracilline/tazobactam, (CTX) Céfotaxime,
(TIC) Ticarcilline, (TCC) Ticarcilline/acide clavulanique, (CAZ) Ceftazidime (MEM)
Méropénéme, IPM) Imipéneme (GM) Gentamicine ,(TM) Tobramycine (ATM)Aztréonam
(AMC) Amoxicilline/Acide clavulanique ,(CS) Colistine , (CIP) Ciprofloxacine, (AN) Amikacine

Interprétation

Une résistance autour des disques de carbapénémes, incite a la recherche de
carbapénemases type metallo-p-lactamase(MBL) phénotypiquement d’abord
par le test a TEDTA. La résistance a la ceftazidime nous fait rechercher la

céphalosporinase AmpC, et une BLSE.

Dans la boite avec cloxacilline I'activité de la ceftazidime étant rétablie, celle
de la ticarcilline associée a I'acide clavulanique ne I'étant pas, indique que ce
phénotype possede une céphalosporinase AmpC, mais pas de pénicillinase.

Les tests de synergie et rapprochement de disques sur une boite, Mueller

Hinton additionnée de cloxacilline indiquent I'absence de BLSE.

Le test de I'lmipéneme+EDTA, exclut la présence d’'une carbapénémase type

Métallo-enzyme (Annexe3).
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La recherche par PCR des oxacillinases est préconisée. Pour les aminosides
et quinolones plusieurs profils associés ont été constaté qui ont été classé
phénotypiquement et génotypiquement.

Phénotype 5.Carbapénemase type oxacillinase 23, plus
Céphalosporinase AmpC plus pénicillinase Tem

—

p
1 O, ..

Boite avec cloxacilline
Figure 35. Antibiogramme de la souche 3600 /13 CHU de Tizi-ouzou(CNR)

(FEP) Céfépime, (PIP) Pipéracilline , (PPT) Pipéracilline/tazobactam, (CTX) Céfotaxime,
(TIC) Ticarcilline, (TCC) Ticarcilline/acide clavulanique, (CAZ) Ceftazidime (MEM)
Méropéneme, IPM) Imipénéme (GM) Gentamicine ,(TM) Tobramycine (ATM)Aztréonam
(AMC) Amoxicilline/Acide clavulanique ,(CS) Colistine , (CIP) Ciprofloxacine, (AN) Amikacine

Interprétation

Une résistance aux carbapénémes, (avec petites zones d’inhibition autour des
disques imipéneme et meropénéme incite a la recherche de carbapénémases
type MBL phénotypiquement d’abord par le test a 'EDTA, la résistance a la
ceftazidime nous fait rechercher la céphalosporinase AmpC, et une BLSE.
Dans la boite avec cloxaciline 'activité de la ceftazidime étant rétablie, celle de
ticrcilline associée a I'acide clavulanique ne I'étant pas, indique que ce
phénotype posséde une cephalosporinase AmpC, et pas de pénicillinase qui
est tout de méme suspectée laquelle sera recherchée par PCR.

Les tests de synergie et rapprochement de disques sur une boite, Muller
Hinton additionnée de cloxacilline indiquent I'absence de BLSE, le test de

I'Imipeneme+EDTA, est négatif ce qui exclut la présence d’une
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carbapénemase type MBL.
Le hodge test étant positif la recherche par PCR des oxcillinases est
préconisée. Pour les aminosides et quinolones plusieurs profils associés ont

été constaté qui ont été classé phénotypiquement et génotypiquement.

Phénotype 6. Carbapénemase Type NDM

Boite avec cloxacilline

Figure 36. Antibiogramme de la souche 3900 /13 CHU de Tizi-ouzou(CNR)

(FEP) Céfépime, (PIP) Pipéracilline , (PPT) Pipéracilline/tazobactam, (CTX) Céfotaxime,
(TIC) Ticarcilline, (TCC) Ticarcilline/acide clavulanique, (CAZ) Ceftazidime (MEM)
Méropéneme, IPM) Imipéneme (GM) Gentamicine ,(TM) Tobramycine (ATM)Aztréonam
(AMC) Amoxicilline/Acide clavulanique ,(CS) Colistine , (CIP) Ciprofloxacine, (AN) Amikacine

Interprétation

On constate la présence d’'une double zone contact muqueuse autour des
carbapénemes (fleches), I'activité de la ticarcilline rétablie, associée a I'acide
clavulanique. 1l n’y a pas de restauration de I'activité de la ceftazidime, avec la

boite a la cloxacilline, donc absence de céphalosporinase pour ce phénotype.

Pour les aminosides et quinolones plusieurs profils associés ont été constatés
gui ont été classés phénotypiqguement et génotypiquement.
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Phénotype 7. Carbapénemase type oxacillinase du groupe 58

Boite avec cloxacilline

Figure 37. Antibiogramme de la souche 6234 /11 CHU de Tizi-ouzou(CNR)

(FEP) Céfépime, (PIP) Pipéracilline , (PPT) Pipéracilline/tazobactam, (CTX) Céfotaxime,
(TIC) Ticarcilline, (TCC) Ticarcilline/acide clavulanique, (CAZ) Ceftazidime (MEM)
Méropénéme, IPM) Imipéneme (GM) Gentamicine ,(TM) Tobramycine (ATM)Aztréonam
(AMC) Amoxicilline/Acide clavulanique ,(CS) Colistine , (CIP) Ciprofloxacine, (AN) Amikacine

Interprétation

L’activité des carbapénémes est diminuée, ce qui classe les souches
intermédiaires, il y a absence de pénicillinase, de céphalosporinase et de
BLSE, le test a L’'EDTA est négatif nous préconisons donc une recherche
d'oxacillinase par PCR. Pour les aminosides et quinolones plusieurs profils
associés ont été constatés qui ont été classés phénotypiquement et

génotypiquement.

e le Test de HODGE était positif pour toutes les souches ayant présenté
une résistance a I'imipeneme et le meropéneme.

Remarque : le récapitulatif des principaux, phénotypes (de 1 a 7), en nhombre
et pourcentages par années figure dans le tableau 29 ci-dessous.
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Xl.4.2.Tests complémentaires

Tableau 13. Positivité des tests complémentaires (Total des souches 128)

Tests Test BLSE+ Hodge test + MBL
mplémentaires | cloxacilline+ :
Case+
Années
N % N % N % N %
2010 24 19 5 4 3 2 0 0
2011 19 15 5 4 12 9 0 0
2012 29 23 8 6 12 9 4 3
2013 30 23 0 0 29 23 5 4
Total(128) 102 80 18 14 56 43 9 7

Case :céphalosporinase

& m 2013

s

o = 2012

5

& m 2011
= 2010

Case+ BLSE+ Hodge test+ MBL
Positivité des tests complémentaires/années

Figure 38. Positivité des tests complémentaires

Le pourcentage des B-lactamase a spectre étendu est réduit et varie de telle
sorte a diminuer pour disparaitre completement en 2013, de méme les
céphalosporinases diminuent, alors que les carbapénémases, augmentent

nettement. Dés 2012 les MBL apparaissent.
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Xl.4.3.Résultats des CMI
e CMIalimipenéme
Tableau 14. Valeurs de CMI a 'imipenéme des différentes

carbapénemases
CMI Valeur | CMI
Imp/CMI
Imp+EDTA
Type de carbapenémase
NDM (n=9) 32 >8
64
Oxa 23 (n=28) 24 <ou=8
32
64
Oxa 24 (n=16) 24-32 |<ou=38
Oxa 58 (n=4) 32 <ou=38

Ces CMI ont été évaluées par E-test

Le E-Test imipénéme plus imipéneme+EDTA a été utilisé également pour la
mise en évidence des MBL, I'image de synergie (ci-dessous) a été observé

pour toutes les souches NDM.

Le rapport valeur Imipénéme/imipéneme+EDTA (image ci-dessous) évalué
pour les souches NDM1 était toujours supérieur a 8 de 32/1 ou 64/1 et

inférieur ou égal a 8 et variable pour les oxacillinases allant de 2, 4,6 a 8.

Figure 39. E-test Imipénéme et Imipéneme+EDTA (image sur une souche
3900/13 CHU de Tizi-Ouzou)

On observe une synergie entre les bandelettes imipénéme et

imipénéme+EDTA, ce qui dénote de la présence d’'une Métallo-B-lactamase
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e CMI alacolistine

Tableau 15. Valeurs de CMI a la colistine associées aux phénotypes de
résistance des B-lactamines.

Valeurs de

CMI
0,125|0,19 ({0,25|0,38 | 050 |0,75 094 |1 (15 |2 |3 |6

Années

mécanismes

2010

Case+Tem(N=7) 1 2 2 |2

2011

Case+Tem(N=6) 4 2

2012
Case+Tem(N=9) | 1 1 112 (31
Oxa 23(N=3) 1 1 1

NDM1(N=4) 1 5 |1

2013
Case+Tem(N=4) 3 1
Oxa 23(N=5) 1 1 1 1 1
Oxa 24(N=8) 1 1 11 13 |1 1
Oxa 58(N=2)
NDMZ1(N=2)

Sensible(N=1)

Total (48) 6 3 7 7 6 2 0 318 |4 (1|1

Case :céphalosporinase.

La CMI, pour la colistine a été réalisé sur 48 souches soit 38% des souches
(48/128)

Une souche de phénotype NDM1 de 'année 2013 a présenté une résistance
a la colistine avec une valeur de 6, le seuil (CLSI) étant a 4, cette souche est
isolé du service de traumatologie. Une autre souche est intermédiaire en
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2012 avec une valeur de 3, associée au phénotype
céphalosporinase+Pénicillinase TEM, cette souche est isolée du service
d’'urologie.

La majorité de ces souches ont des CMI qui se situent a des valeurs basses,
soit 96% (46/48) donc sont sensibles.

e CMI ala Nétilmicine

Trente six souches sur les 128, sont résistantes a la nétilmicine, avec
des CMI supérieures a 16 dont 21 ont présenté un trés haut niveau de
résistance, avec une CMI de 256. (Qui est la valeur maximale)

Tableau 16. Répartition des souches dont la CMI est de 256 a la
Netilmicine par années.

Nombre Souches
Résistantes a GTAN
Années

N %

2010 4 3

2011 8 6

2012 5 4

2013 4 8

Total 128 21/128 (16%)

G : gentamicine ;T :Tobramicyne ;A :Amikacine ;N :Nétilmicine

Toutes les souches ayant eu pour phénotype une résistance avec diametre
contact a tous les aminosides (GTAN) ont présenté une CMI a la Nétilmicine
de 256.
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Xl.4.4.Résultat de résistance et de sensibilité aux principales
B-lactamines (Total des souches 128)
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Figure 40. Résistance aux B-lactamines de 2010 a 2013.

La résistance aux B-lactamines est supérieure a 90%, sauf pour les
carbapénemes.

X1.4.4.1.Evolution de larésistance aux B-lactamines de 2010 a 2013.

Tableau 17. Evolution de la résistance aux B-lactamines de 2010 a 2013.

nnées
2010(N=24) 2011(N=31) 2012(N=35) 2013(N=38)
Molécules
N % N % N % N %
Sensible 0 - 1 3 0 0 1 3
Piperacilline 24 - 29 93 35 100 35 93
Ticarcilline 24 - 29 93 35 100 35 93
Ceftazidime 24 - 28 96 33 100 37 99
Imipénéme / 3 - 12 38 11 31 30 80
Meropénéme

(-) : Pourcentage non évalué, car le nombre de souches en 2010 est inferieur
a 30.
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= 2010

Nombre

H 2011

m 2012

w2013

B-lactamines

Figure 41. Evolution de la résistance aux B-lactamines de 2010 a 2013

On observe que les taux de résistance aux molécules sont maintenues élevés,
au fil des quatre années, alors que la résistance aux carbapénémes est

progressive de 2010 a 2013.

XI1.4.4.2. Test statistique : un test de tendance du KHI2 concernant I'évolution
des résistances aux B-lactamines a été effectué en se basant sur les résultats
du tableau 17.

Tableau 18. B-lactamines pour lesquelles I'évolution de la résistance
n'est pas significative

Tendance du khi 2 P
Molécules
Piperacilline 0,27
Ticarcilline 0,27
Ceftazidime 0,97

P :valeur de tendance du Khi 2

Les taux de résistances sont élevés, constants dans le temps (voir tableau 17)
Les valeurs de tendance du KHI 2 sont supérieures a 0,05.
Seul 'imipeneéme/meropeneme ont un P inferieur a 0,05, dont I’ évolution de

la résistance est significative.
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Figure 42. Courbe de tendance de I’évolution de la résistance a
'imipéneme/méropeneme

La résistance est en nette augmentation au fil des 4 années , cette
augmentation est significative, confirmée par la courbe de tendance ci-
dessus.

Xl.4.5.Résultat des résistances aux aminosides (Total des souches 128)
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Figure 43. Résistance aux aminosides de 2010 a 2013.

La gentamicine est la molécule pour laquelle, la résistance est la plus
Importante, suivie de la tobramycine, 'amikacine a une activité acceptable,
moins de 50% des souches sont résistantes.
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X1.4.5.1.Evolution de larésistance aux aminosides de 2010 a 2013.

Tableau 19. Evolution de la résistance aux aminosides de 2010 a 2013.

W 2010 2011 2012 2013
(N=24) (N=31) (N=35) (N=38)
Molécules
N % N % N % N %
Gentamicine 19 - 28 90 26 74 27 70
Tobramycine 14 - 19 60 17 48 21 56
Netilmicine 5 - 13 42 2 5 18 48
Amikacine 9 - 15 48 12 34 22 57
Sensible 3 - 2 10 9| 25 11 29

Nombre
— - N
w o (%] Q
B
| | ‘
e —

2010
m 2011
i = 2012
0 & —— Y m2013
2 & & & @
&8 o &8 B 3
& & R &
& @ & S ?
& <0 = v
Aminosides

Figure 44.Evolution des résistances aux aminosides de 2010 a 2013.

La résistance persiste pour la gentamicine, pour quasiment toutes les
souches, pendant les quatre années. La sensibilité aux aminosides tend a étre

restaurée au fil des années.
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X1.4.5.2.Test statistique : un test de tendance du KHI2 concernant I'évolution
des résistances aux aminosides a été effectué, en se basant sur les résultats
du tableau 19.

Tableau 20.Valeurs de tendance du KHI 2 des molécules aminosides,et
de leur sensibilité

Molécules

Gentamicine 0,17
Tobramycine 0,59
Amikacine 0,21
Netiilmicine 0,11
Sensible 0,03

P: valeur de tendance du Khi 2

L’évolution de la résistance de ces molecules n’est pas significative,elle est
constante et stable au fil des quatre années.

Seul le phénotype sensible a un P inferieur a 0,05 et donc une évolution
significative.

35
30 w=0,6x+ 2.5

z _ 29
e R2Z = 0,81%
20 %
. T
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L

D T T T 1
2010 2011 2012 2013

Figure 45. Courbe de tendance du phénotype sensible aux aminosides

Les souches collectées sont de plus en plus sensibles aux aminosides dans le
temps. ( de 2010 a 2013).
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XI.4.6. Résultat de résistance aux quinolones

Tableau 21. Résistance aux quinolones (Total de souches 128)

ourcentage et
nombre N %
Phénotype
sensible 15 12
Ciprofloxacine 113 88
Levofloxacine 75 59
88%
. =
90 ~ =l
g 50~ 59%
870 ¥ N=75
s aaa?
850+
Q y
g 40 : 12%
§ 30 . N=15
g 20 - ——
& 10 [ l "
0 & - = ' -
Sensible Ciprofloxacine Levofloxacine
Quinolones

Figure 46. Résistance aux quinolones de 2010 a 2013

La résistance a la ciprofloxacine est trés élevée.Trés peu de souches sont
sensibles.
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XI1.4.6.1.Evolution des résistances aux quinolones de 2010 a 2013

Tableau 22.Evolution des résistances aux quinolones de 2010 a 2013

Années
2010 2011 2012 2013
Résistance (N=24) (N=31) (N=35) (N=38)
aux
molécules
N % N % N % N %

Sensible 6 - 4 13 4 3 1 1
Ciprofloxacine 18 - 27 87 31 88| 38 100
Levofloxacine 9 - 23 74 22 63 21 55

i & 38
35 ¥ 31
30 27
«25 ¥ e 2 =
'§20 7 18 — ® Sensible
Z 5| ® Ciprofloxacine
10 = = Levofloxacine
5 1
0 >
2010 2011 2012 2013
Années

Figure 47. Evolution des résistances aux quinolones de 2010 a 2013.

La résistance a la ciprofloxacine et levofloxacine est progressive et est
maximale en 2013, alors que les souches sensibles disparaissent

progressivement.
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X1.4.6.2.Test statistique : un test de tendance du KHI2 concernant I'évolution
des résistances aux quinolones de 2010 a 2013 a été effectué en se basant
sur les données du tableau 22..

I'évolution de la résistance a la ciprofloxacine indique qu’elle est significative

CHAPITRE XI: RESULTATS

elle a une valeur P inferieur a 0,05.
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Figure 48. Courbe de tendance de I’évolution de la résistance a la
ciprofloxacine

la résistance a la ciprofloxacine est en augmentation significative.

L’évolution du phénotype sensible aux quinolones est significatif ; P est

inferieur a 0,05 .

Figure 49.Courbe de tendance du phénotype sensible aux quinolones
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La sensibilité aux quinolones diminue au fil des 4 années il y a une diminution

singificative confirmée par la courbe de tendance en régression.

X1.4.6. Sensibilité aux autres molécules antibiotiques (Total des souches
128)

Tableau 22bis.Sensibilité aux autres molécules antibiotiques

Pourcentage et
Nombre de
résistance N %

Molécules
Rifampicine 74 58
Doxycycline 104 81
Co-trimoxazole 111 87
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Figure 50.Résistance globale aux antibiotiques des souches collectées

La résistance a 'ensemble des molécules antibiotiques disponibles en milieu
hospitalier montre qu’en 2013, seuls les carbapénémes ont une bonne
activité avec un taux de résistance inferieur a 50%.
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X1.5. Résultats de I’étude génotypique : Caractérisation des genes de
résistance par amplification génigue ou Polymérase Chain Réaction
(PCR)

Apres I'étude phénotypique (antibiogramme et tests complémentaires) les 128
souches ont été catégorisées dans les sept principaux phénotypes,

Tableau 23. PCR préconisées pour les B-lactamines en fonction des

phénotypes
Phénotype | 1 2 3 4 5 6 7
B-lactamas
recherchée
Carbapénémase | blagws: | blagkas: | blaoxas: | blaoxas: | blaoxas: blagyasi blagyas:
Type_ . blaoxa23 blaoxa23 blaoxa23 blaoxa23
Oxacillinase b I a-oxa\24 b I a-oxe\24 b IaovaA b Iaoxa24
bIaoanS bIaoanS blaoanS blaoxa58
Carbapénemase blanom
MBL blaym,
blave
Peénicillinase et blarewm blarewm blarewm blarewm blarem
BLSE blapse blasy blasyy blaper blasy
blactxv | blapse blages blactxm
blaper blaper
blages blages
blayes

Tableau 24. PCR préconisées pour les aminosides selon les phénotypes

hénotype de
Résistance | G TNA GT NeoAl GTAN

Enzyme
recherchée

Acethylase AAC(3)-1 | AAC(6’)-la

Adénylase ANT(2")-I

Phosphorylase APH(3’)-VI

Méthylase ArmA
ou rmtA
Gentamicine (G) ; Nétilmicine (N) ; Amikacine (A) ;Tobramycine (T) ; Néomycine (Neo)

Isepamicine (1)
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e PCR effectuées pour les quinolones : les genes recherchés pour les
quinolones pour les souches ayant présenté une résistance a la
ciprofloxacine,ou ciprofloxacine et Iévofloxacine sont :

e QnrA, QnrB.
¢ |a mutation du gene gyr A et sa surexpression ParC.

XI.5.1.Résultats des PCR en images
Quelques exemples sont choisis pour les :
e B-lactamines

PCR: blaoxasl Pénicillinase : bIaTEM BLSE :blaCTx (A, B), blaCTXM’

_ &‘é 3\ C 2T N

Figure 51.Images de PCR Positives pour les genes, blaoas:, blarem, blactxm

Le marqueur de poids moléculaire M est de 100 paires de bases. (T+ : témoin ; positif,T-
:témoin négatif )

Toutes les souches des différents phénotypes hébergent le géne de
'oxacillinase intrinséque 51. (1 :295/2010 ; 2 :3971/2012,3 :855/2011 ;
4 :1034/2013)

IL y’a présence de la pénicillinase TEM, chez les phénotypes, 5 et 3 et
absence chez le phénotype 2. (5 :3308/2010 ; 3 :295/2010)

La recherche des pénicillinases, ou BLSE type PER, GES, VEB, SHV s’est
avérée negative.

La recherche des genes sur les souches S1 (4235/2010), S2 (1068/2011) et
S3 (3376/2012) (voir figure 51) de BLSE type CTXM (A,B),CTX M’ est
positive : les BLSE de notre étude sont donc de type CTX-M.
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PCR: blaoxa24 blanpm1 blaoxazs blaoxass

Figure 52.Images de PCR positives pour les genes : blaoxaz4 ,blanomr ;blaoxazz,blaoxass

Le marqueur de Poids moléculaire M est de 100 paires de bases, (T+ : témoin ; positif ;
T- : témoin négatif)

Les souches sont 4 (333/2012), 5(3165/2013) ,6(1690/2012) et 7(6234/2011)

correspondent aux souches des phénotypes respectifs cités plus haut.
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e |les Aminosides

ANT2”-| APH3’ -VI ArmA

8765432 1MM T- T+ [ 76543217+ TM

Figure 53. Images de PCR Positives pour les génes ANT2”-1, APH3’ -VI, ArmA

Le marqueur de Poids moléculaire M est de 100 paires de bases, (T+ : témoin ; positif
T- : témoin négatif)

ANT2”l (nucléotidyl transférrase) :
1(295/2010) ;2(443/2010) ;3(206/2011) ;4(3248/2011) ;5(574/2012) ;6(3971/20
12) ; 7(3900/2013) ; 8(3165/2013).

APH3’ VI (phosphorylase) :
1(443/2010) ;2(446/2010) ;3(503/2010) ;4(1280/2011) ;5(206/2011) ;6(1039/20
12) ; 7(1034/2013)

ArmA (méthylase) : 1(5253/2001)
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X1.5.2.Type de B-lactamases retrouvées et correspondances génotype,

phénotype.

Tableau 25. B-lactamases retrouvées apres PCR et test complémentaires.

B-lactamases

Type de mécanisme

Pénicillinase TEM

Céphalosporinase AmpC

BLSE CTXM

Carbapénemases Oxacillinases : 51,23, 24,58 et NDM

La séquence d’insertion IsbA; a éteé retrouvée par PCR associée ala

céphalosporinase AmpC et oxacillinases 23, 24 et 51.

Tableau 26. Correspondance phénotypes et génotypes pour les B-lactamines.

Oxa | Oxa | Oxa | Oxa | NDM | Séquence | Pénicillinase | Case BLSE
51 23 24 58 d’insertion AmpC
Isba, TEM CTX-M
Phénotype 1 | + - - - - + + - -
Pénicillinase
Phénotype 2 | + - - - - + - - +
BLSE
Phénotype 3 | + - - - - + + + +/-
Case+Tem
Phénotype 4 | + - + - - + + + -
Oxa24+Case
Phénotype 5 | + + - - - + + + +/-
Oxa 23
+Case+TEM
Phénotype 6 | + - - - + - - - +/-
NDM
Phénotype 7 | + - - + - - - - -

Oxa 58

+: Présence ; - : Absence ; +/- : présent ou absent (associé ou non) (voir tableau 29)

Conclusion
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La pénicillinase mise en évidence est de nature TEM, les BLSE retrouvées
sont des CTX-M, les carbapénémases a savoir 'oxacillinase 51 naturelle est
confirmée pour toutes les souches. Selon les phénotypes on distinguera les
oxacillinases 23, 24,58 et NDML1. La séquence d’insertion est associée a
I'oxacillinase 51,23 et 24, sauf pour les phénotypes 6 et 7.

Les résultats des PCR, ont été complétés par un séquencage des genes des
pénicillinases TEM, BLSE CTX M et de la carbapénemase NDM.

Pour les aminosides les genes cités ci dessus ont été retrouvés, la méthylase
ArmA a été mise en évidence et correspond aux souches ayant présenté une
CMI & la nétimicine de 256.

Les génes Qnr A et QnrB n’ont pas été mis en évidence, seule la mutation
gyrA et sa surexpression ParC ont éteé retrouvées.

X1.5.3. Résultats du Séquencage
le séquencage a été préconisé pour les phénotypes NDM, les souches
BLSE+ type CTX-M, et pour la pénicillinase TEM.

Tableau 27. Résultats du séquencage

Résultat du ségquencage | séquencage
Géne séquencé

Pénicillinase : blatew blarem-128
BLSE : bla ctxwm blactx m-15
Carbapénémase MBL bla npwm blanom-1

Le phénotype NDM est typé NDML1.

Le phénotype BLSE CTXM a donné au séquencage CTXM15 (voir les

séquences en Annexe 8), la pénicillinase TEM est typée TEM 128.
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XI.6. Analyse des mécanismes de résistance par familles d’antibiotiques
XI1.6.1. B-lactamines

X1.6.1.1. Mécanismes de résistance aux B-lactamines (non associés)
(Total des souches 128)

Tableau 28. Mécanismes de résistance aux B-lactamines (non associés)
des 128 souches.

Nombre et pourcentage
Mécanisme N %
sensible 2 2
Pénicillinase TEM 87 68
Céphalosporinase 108 | 85
BLSE CTXmis 18 14
Oxacillinase 23 28 21
Oxacillinase 24 16 13
Oxacillinase 58 4 3
NDM1 9 7
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Figure 54.Mécanismes de résistance aux f-lactamines seuls.

La céphalosporinase AmpC domine suivie de la pénicillinase Tem, suivies des

oxacillinases 23. Seules 2% des souches sont sensibles a toutes les B-lactamines.
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X1.6.1.2. Répartition des mécanismes de résistance aux

B-lactamines, (associés ou non) en fonction des phénotypes obtenus par

années. (Total des souches 128)

Tableau 29. Répartition des mécanismes de résistance aux

B-lactamines, (associés ou non) en fonction des phénotypes par années.

Années
2010 2011 2012 2013 Total

Mécanismes

N % N % N % N % N %
sensible 0 - 1 3 0 0 1 3 2 2
Pénicillinase TEM 0 - 0 0 1 3 0 0 1 1
(TEM)
Céphalosporinase (Case) 0 - 1 3 3 9 2 6 6 5
Case+TEM 16 - 13 42 13 37 5 13 | 47 37
Case+TEM+CTXM15 5 - 4 10 6 17 0 0| 15 10
Oxa23+Case+TEM 3 - 8 29 7 17 9 24 | 27 21
Oxa23+Case+TEM+CTXM15 0 - 1 3 0 0 0 0 1 1
Oxa24+Case 0 - 2 6 0 0 14 37| 16 13
Oxa58 0 - 1 3 1 3 2 6 4 3
NDM1 0 - 0 0 2 5 5 13| 7 5
NDM1+CTXM15 0 - 0 0 2 5 0 0 2 2
Total (N) 24 31 35 38 128
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Figure 55. Mécanismes de résistance aux f-lactamines associés.

Plusieurs mécanismes associés sont retrouvés. Les mécanismes associés

Céphalosporinase  plus  pénicillinase @ TEM  dominent,

carbapénemases Oxacilinase 23, associées aux mécanismes cités ci-dessus.

(Pourcentage calculé sur un total de 128 souches)
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XI.6.1.3.Evolution des mécanismes de résistance aux B-lactamines par années
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Figure 56. Evolution des mécanismes résistance aux B-lactamines par
années.

Les mécanismes céphalosporinase +pénicillinase TEM tend a diminuer de
2010 a 2013 alors que toutes les carbapénemases sont présentes en 2013.
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X1.6.1.4.Test statistique : un test de tendance du KHI2 concernant I'évolution
des mécanismes de résistance aux B-lactamines a été effectué en se basant
sur les données du tableau 29.

Tableau 30. Mécanismes de résistance des B-lactamines pour lesquels
I'évolution n'est pas significative de 2010 a 2013.

leur de la tendance du KHI 2 P

Mécanismes génétiques

Oxa 23+case+tem+BLSE 0,53
Oxa23+case+tem 0,54
Case 0,28
Oxa 58 0,28
sensible 0,67
TEM 0,76
NDM1+BLSE 0,67

L’évolution est significative quand P est inferieur a 0,05, pour ces
mécanismes, I'évolution est stable durant les quatre années, constante. Les
différences constatées dans le tableau 29 ne sont pas significatives. (P :

valeur de tendance du Khi 2)

Tableau 31. Mécanismes génétiques des B-lactamines pour lesquels
I'évolution est significative

aleur tendance du Khi 2 P
Mécanisme génétique

case+tem 0,00003
case+tem+BLSE 0,01
oxa 24+case 0,001
NDM1 0,00003

P: valeur de tendance du Khi 2
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Figure 57. Courbe de tendance de I’évolution du
mécanisme Céphalosporinase+pénicillinase TEM
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Figure 58.Courbe de tendance de I’évolution
du mécanisme Case+TEM +BLSE

Les mécanisme céphlosporinase pénicillinase,
céphlosporinase+pénicillinase+BLSE sont en nette diminution au fil des
années cette diminution est significative , confirmée par les courbes de
tendance ci-dessus.
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Figure 59.Courbe de I’évolution tendance du mécanisme
Oxacillinase 24+céphalosporinase
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Figure 60. Courbe de tendance de I’évolution du mécanisme NDM1

Les mécanismes oxacillinase 24 +céphalosporinase est en nette
augmentation au fil des 4 années, cette augmentation est significative,
confirmée par la courbe de tendance ci-dessus .

Le mécanisme NDM1 est en nette augmentation au fil des 4 années cette
augmentation est significative, confirmée par la courbe de tendance ci-dessus.

Conclusion :Le test de tendance du Khi 2 révéle que :

Pour les B-lactamines : le mécanisme de la cephalosporinase associé a la
penicillinase diminue de maniére significative au cours des 4 ans, alors que
les mécanismes oxacillinases 24, NDM1 apparaissent en progression de
maniére significative et donc épidémique. les autres mécanismes sont
constants , stables et évoluent de maniére endémique.
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X1.6.1.5. Répartition des mécanismes de résistance aux B-lactamines par spécialités cliniques

Tableau 32. Répartition des mécanismes de résistance aux B-lactamines par spécialités cliniques

Mécanismes

Case
+Tem oxa23+case
Spécialités case+Tem +BLSE | oxa24+Case +Tem oxa58 NDM1+/-BLSE | Tem | Case | Sensible | Total
cliniques N N N N N N N N N
Chirurgie 14 3 2 4 1 3 0 0 0 27
Urgences 11 7 3 4 1 3 0 1 0 30
Pédiatrie 1 1 0 0 0 0 0 0 1 3
Soins intensifs 16 3 9 19 1 2 1 5 0 56
Spécialités
Médicales 5 1 2 1 1 1 0 0 1 12
TOTAL N(%) 47(38) 15(12) 16(13) 28(22) 4(3) 9(7) 1(1) 6(5) 2(2) 128

Case: Céphalosporinase, Tem: Pénicillinase Tem, oxa: oxacillinase
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Figure 61. Répartition des mécanismes de résistance aux
B-lactamines par spécialités cliniques.

Tous les mécanismes sont présents en soins intensifs, alors que le
mécanisme le plus fréquent (céphalosporinase+pénicilinase TEM) est

retrouvé dans toutes les spécialités.
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X1.6.2.Les aminosides

Xl.6.2.1.Mécanismes de résistance aux aminosides (non associés)
(Total des souches 128)

Tableau 33. Mécanismes de résistance aux Aminosides (non associeés)

ombre et pourcentage

N %
Mécanisme génétique

aac(3)-la 74 58
aadA 75 59
APH(3)-VI 40 31
ANT (2")-I 28 22
AAC(6")-1 24 19
ArmA 21 16

aac(3)-la : acéthylase, aadA : adénylase , APH(3')-VI : phosphorylase ,
ANT(2”) : nucleotidyl transferrases , ArmA : méthylase

58 59

60
50 47—
40

| 31
30 1 5 =
20 |V 16
10 5 = 7 | | |

aac(3)-la aadA  APH(3')-VI ANT(2")-l AAC(6')- ArmaA
Mécanismes de résistance aux Aminosides

Pourcentage

4

aac(3)-la : acéthylase, aadA : adénylase , APH(3)-VI : phosphorylase ,
ANT(2”) : nucleotidyl transferrases , ArmA : méthylase

Figure 62. Mécanismes de résistance aux aminosides (seuls)

L’acéthylase aac (3)-la domine, suivie des adénylases, puis des
phosphorylases.
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X1.6.2.2.Répartition des mécanismes de résistance aux aminosides
(associés ou non) selon les phénotypes par années.

Tableau 34. Répartition des mécanismes de résistance aux
aminosides, (associés ou non) en fonction des phénotypes par années

Année 2010 2011 2012 2013 Total
Mécanismes de résistan

N|%| N % N % | N| % | N %
Sensible 3(-1 3 10 | 9 | 25 |11(29| 26 | 20
aac(3)-la o[-0 0 1 3 ]/]0|0]| 1 1
aac(3)-lataadA 21 -1 65 16 | 6 |17 | 4 |11 | 17 | 14
aac(3)-la-APH(3")-VI+aadA 3|-] 1 3 2 6 |13 7 5
ANT (2")-I 1(-] 0 0 2 6 | 2|5 5 3
aac(3)-latANT(2")-1 +aadA 5/-] 8 25| 5114, 0| 0| 18| 14
aac(3)-la+ANT(2")-1+APH(3")- 4| - 1 3 1 3|13 ] 7 5
Vi+aadA
APH (3")-VI+aadA 1(-] 0 0 0 O |13 2 2
aac(3)-la+APH(3)-VI+AAC(6')- 1(-] 5 16 | 4 |11 |14 37| 24 | 19
[+aadA
ArmA 4| -| 8 26 | 5 |14 | 4 |11| 21 | 16
TOTAL(N) 24 31 35 38 128

aac(3)-la : acéthylase, aadA : adénylase , APH(3")-VI : phosphorylase ,
ANT(2”) : nucleotidyl transferrases , ArmA : méthylase

176



CHAPITRE XI: RESULTATS

20 19
20 16
o %g 14 14
g 14
E
= 8 5 5
o b 3 =
a4 1 I ' 2
% — l B
I SN S o ~° %
I I R AN AN SRR
N o o & Q& 2 S N R Y
£ & F X ‘S\ :\,\x ?,5\ K\ x‘«l
&\ \f:’\ »\Q’ \u\%x \2\\:\ ‘\’\%
o ® ?
& &
i 2

Mécanismes de résistance aux aminosides associés

aac(3)-la : acéthylase, aadA : adénylase , APH(3')-VI : phosphorylase ,
ANT(2”) : nucleotidyl transferrases , ArmA : méthylase

Figure 63. Mécanismes de résistance aux aminosides selon les
phénotypes. (Total des souches 128)

Les mécanismes associés sont nombreux, doubles, triples, quadruples.

Il est & noter la prédominance du phénotype sensible, des 128 souches pour
cette famille.

177



CHAPITRE XI: RESULTATS

X1.6.2.3.Evolution des mécanismes de résistance aux aminosides par
annees.
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aac(3)-la : acéthylase, aadA : adénylase , APH(3')-VI : phosphorylase ,
ANT(2”) : nucleotidyl transferrases , ArmA : méthylase

Figure 64. Répartition des mécanismes de résistance aux aminosides de
2010 a 2013.

X1.6.2.4.Test statistique Le test du Khi-2 a été calculé sur la base des
données du tableau 34 .

Tableau 35. Mécanismes de résistance aux aminosides pourlesquels
I’évolution au cours des quatre années n’est pas significative

mécanisme P

aac(3)-la 0,76
aac(3)-lataadA 0,91
aac(3)-la +APH(3)-VI+aadA 0,18
ANT (2")- 0,5
APH (3)-VI+aadA 0,81
ArmA 0,24

P : valeur de tendance du KHI2

La valeur de tendance du KHI2 P est superieur a 0,05.
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Tableau 36. Mécanismes (associés) de résistance aux aminosides pour
lesquels I’évolution est significative

oo —fdlewrdeP |
Mécanismes

aac(3)-la+ANT(2")-1 +aadA 0,004
aac(3)-la+ANT(2")-1+APH(3")- 0,04
Vi+aadA

aac(3)-la+APH(3')-VI+AAC(6')- 0,002
I+aadA

aac(3)-la : acéthylase, aadA : adénylase , APH(3")-VI : phosphorylase ,
ANT(2”) : nucleotidyl transferrases , ArmA : méthylase

Les mécanisme associés aac (3)-la+ANT(2")-1 +aadA sont en nette
diminution,confirmé par la courbe de tendance en regression Ci
dessous.
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Figure 65. Courbe de tendance de I’évolution du mécanisme

aac (3)-la+ANT (2")-1 +aadA
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Figure 66.Courbe de tendance de I'evolution du mécanisme
aac(3)-la+tAPH(3')-VI+AAC(6')-I+aadA
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Figure 67.courbe de tendance du mécanisme
aac(3)-la+tANT(2")-1+APH(3')- VI+aadA

Le mécanisme aac(3)-la+APH (3')-VI+AAC(6")-I+aadA augmente de maniére
significative au cours des quatre années confirmé par la courbe de tendance
ascendante.(figure 66)

Le mécanisme aac(3)-la+ANT (2")-1+APH(3")-VI+aadA tend a
disparitre,confirmé par la courbe de tendance en régression.(figure 67)

Conclusion : Le test de tendance du Khi 2 révéle que :

Pour les Aminosides : des mécanismes apparaissent de maniére
progréssive et évoluent de maniére significative.

180



CHAPITRE XI: RESULTATS

X1.6.2.5.Répartition des mécanismes de résistance aux aminosides par
spécialités cliniques

Tableau 37. Répartition des mécanismes de résistance aux Aminosides
par spécialités cliniques en pourcentage des 128 souches

Spécialités clinique Soins
Spécialités | Spécialités | Urgences | intensifs | Pédiatrie | Total
Mécanisme chirurgicales | médicales
de résistance
N N N N N N(%)
sensible 4 2 5 14 1 26(20)
aac(3)-la 0 0 0 1 0 1(2)
aac(3)-lataadA 5 2 3 7 0 17(14)
aac(3)-la-APH(3")-VI+aadA 4 1 0 2 0 7(5)
ANT (2")-1 3 0 2 0 0 5(3)
aac(3)-la+ANT(2")-l +aadA 4 1 7 5 1 18(14)
aac(3)-la+ANT(2")- 2 1 3 1 0 7(5)
I+APH(3)-VI+aadA
APH (3")-VI+aadA 0 1 1 0 2(2)
aac(3)-la+APH(3')- 1 2 6 15 0 24(19)
VI+AAC(6')-I+aadA
ArmA 4 0 8 8 1 21(16)
Total 27 10 34 54 3 128
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Figure 68. Répartition des mécanismes de résistance aux aminosides
par spécialité cliniques
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Les mécanismes sont répartis dans toutes les spécialités, surtout en soins
intensifs.

XI1.6.3.Les quinolones :

X1.6.3.1.Mécanismes de résistances aux quinolones seuls (non
associés) (total des souches 128)

Tableau 38. Mécanismes de résistance aux quinolones seuls des 128

souches.

Pourcentage

et Nombre
N %

Génotype

sensible 15 12
Gyr A 113 88
Gyr A+ParC(+) 75 59

Gyr A : gyrase A ; ParC(+) : surexpression de la Gyrase A
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Figure 69. Mécanismes de résistance aux quinolones (seuls)

Le mécanisme GyrA, domine,suivi de sa surexpression GyrA+ParC(+), trés
peu de souches sont sensibles aux quinolones.
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X1.6.3.2. Répartition des mécanismes de résistance aux Quinolones
(associés ou non) selon les phénotypes par années.
(total des souches 128)

Tableau 39. Répartition des mécanismes de résistance (associés ou non)
aux gquinolones selon les phénotypes.

Années
2010 2011 2012 2013 Total
Mécanisme
Génétigues
N % N % N % % N %
sensible 6 - 4 13 4 3 1 1 15 12
Gyr A 9 - 4 13 9 25 16 44 38 30
Gyr A+ParC(+) 9 - 23 74 22 62 21 55 75 59
Total(N) 24 31 35 38 128
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Figure 70.Mécanismes de résistance aux quinolones selon les
phénotypes

59% des souches hébergent le mécanisme GyrA+ParC (+), qui confére un
haut niveau de résistance aux quinolones.

183




CHAPITRE XI: RESULTATS

X1.6.3.3.Evolution des mécanismes de résistance aux quinolones par

années
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Figure 71.Répartition des mécanismes de résistance aux quinolones par
années .

X1.6.3.4.Test statistique le test de tendance du KHI2 A été pratiqué a partir
des données du tableau 39

les mécanismes gyrA et gyrA+Par(C) ont une valeur de tendance du KHI-2 P
superieur a 0,05, donc leur évolution n’est pas significative au fil des 4 années,
elle est constante a un taux éléve.

X1.6.3.5.Répartition des mécanismes de résistance aux quinolones par
spécialités cliniques. (Total des souches 128)

Tableau 40. Répartition des mécanismes de résistance aux quinolones
par spécialités cliniques de 2010 & 2013 .

Nombre et
pourcentage/ Soins

spécialités | Chirurgie | Médecine | Urgences | intensifs | Pédiatrie | Total

Mécanismes
N % N % N % N % | N % | N | %
sensible 4 3 2 2 2 2 5 4 2 2 | 15|12
gyrA 6 5 4 3 10 | 9 18 14| 0 0O 38|30
gyrA+Parc+ 17 13 4 3 22 | 17 31 24| 1 1 [75|59
Total 27 21 | 10 8 34 | 28 54 42| 3 3
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Figure 72. Répartition des mécanismes de résistance aux quinolones par
spécialités cliniques.

X1.7. Résultats des souches de 2000 et 2001.

Les souches conservées de 2000 et 2001 sont au nombre de six réparties

comme suit.

Tableau 41. Répartition des souches de 2000 et 2001 par sites
anatomiques,par secteur de soins et mécanismes de résistance aux
antibiotiques.

Numéro Type de Service Mécanisme | Mécanisme | Mécanisme de
/année prélévement de résistance de résistance aux
d’isolement aux résistance quinolones
B-lactamines aux
Aminosides
190/2001 Aspiration Réanimation | Pénicillinase Sensible Sensible
bronchique Médicale TEM128
7981/2001 Aspiration Réanimation | Pénicillinase aacA(l) 3’ Sensible
bronchique Médicale TEM128
4476/2001 Aspiration Réanimation | BLSE:CTXM | Méthylase Sensible
bronchique Médicale 15 16s : ArmA
5253/2001 Urines Pédiatrie BLSE:CTXM | Meéthylase Sensible
15 16s : ArmA
5806/2001 Aspiration Réanimation | Case AmpC aac(l) 3 Sensible
bronchique Médicale
3874/2000 Aspiration Réanimation | Case AmpC Aaac(l) 3 Sensible
bronchique Médicale
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Les souches conservées de 2001, proviennent toutes des soins intensifs, donc

réanimation médicale seul service de soins intensifs en 2001.

L’aspiration bronchique, constitue le principal prélévement d'ou est isolé

Acinetobacter baumannii, sur ces souches.

Les souches de 2000 et 2001, présentent des résistances aux -lactamines et
aminosides, mais sont sensibles aux nouvelles quinolones , molécules non

encore introduites en Algérie en 2001.

Remarque : parmi ces souches de 2000 et 2001 (tableau 41) il faut noter la
présence des mécanismes BLSE type CTXM15, mais également la
méthylase ArmA, deux mécanismes décrits pour la premiére fois au niveau

mondial pour Acinetobacter baumannii respectivement qu’en 2011 et 2003 .
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X1.8. Résultats de I’étude phylogénique ( clonalité ou génotypage) :
Trois techniques de génotypage ont été pratiquées dans notre étude :

¢ l|a technique de génotypage par sequence base typing blagyas:.
e [’éléctrophorese en champs pulsé ou PFGE.
e MLVA.

Chaque technique a apporté des éléments qui nous ont permis d’effectuer
notre étude phylogénique. Pour les deux premiéres technigues nous avons fait
tester les mémes souches afin de faire une comparaison,et confirmer les
résultats de chacune des techniques.

X1.8.1.Résultat de la blapxas: Séquence base typing :

Cette technique requiert deux étapes : une PCR, confirmant la présence de
I'oxacillinase naturelle 51 et un séquencage des produits de PCR purifiés afin
de définir le variant de cette oxacillinase 51.

1 2 3 4T+7- M

Figure 73 .PCR simplex Oxa 69

PCR : 1:souche 17/2012 2 :souche 7981/2001 3 :souche 401/2013 4 :souche 6234/2011
T+ :oxacillinase 69(souche 17/2012) T-:Témoin négatif Marqueur de taille 100pb

Les souches 1, 2, 3, 4 hébergent I'oxacillinase naturelle blagyas:, mise en
évidence par les amorces OXAG9, I'oxacillinase 69 est un variant trés proche
de l'oxacillinase naturelle 51.

Les produits de la PCR ont été purifiés en vue du sequencage, lequel a
déterminé le variant de I'oxacillinase 51, de ces souches, ce qui a permis de
les classer dans les différents clones ou complexes clonaux existants.

Toutes ces souches ont subi également une PFGE,a part une seule
(3165/2013).
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Tableau 42. Résultat du séquencage des produits purifiés de la PCR

Oxa 69
N° | Numéro Année service Type de privt Mécanisme | Variant de
référence | d’isolement de I'oxacillinase
Resistance | naturelle 51
aux B- apres
lacatmines | sequencage
1 | 7981 2001 Réa-medicale | Asrpiration Pénicillinase | Oxa371
bronchique TEM(tem)
2 | 295 2010 Neurochgie urines Case+tem Oxa 371
3 | 6234 2011 Réa-medicale | Liquide Oxab8 Oxa 371
peritonéal
4 | 2065 2013 Urgences Sang Case+tem Oxa371
chirurgicales
5 | 3874 2000 Réa-medicale | Asrpiration Case+tem Oxa 66
bronchique
6 | 442 2010 Réa-Medicale | Asrpiration Case+tem Oxa 66
bronchique
7 | 855 2011 Urgences Asrpiration Case+tem Oxa 66
chirurgicales bronchique
8 |17 2012 Urgences Environnement | Oxa 23 Oxa 66
chirurgicales
9 | 1034 2013 Réa-medicale | Asrpiration Oxa 24 Oxa 66
bronchique
10 | 2547 2013 Réa-Medicale | Asrpiration Oxa 23 Oxa 66
bronchique
11 | 2842 2013 Réa-medicale | Asrpiration Oxa 24 Oxa 66
bronchique
12 | 3165 2013 Traumatologie | pus NDM1 Oxa 94

Case : céphalosporinase.

Au total 12 souches ont subi cette technique de génotypage.

Le choix s’est porté sur des souches hébergeant les différents mécanismes

de résistance aux [B-lactamines, a partir des services ou il y'a eu le plus

d’isolats.

On constate que trois variants principaux de I'oxacillinase naturelle 51 sont

retrouvés qui sont : I'oxacillinase 371, 'oxacillinase 66 et 'oxacillinase 94,

I'oxacillinase 66 domine. .
Les oxacillinases 66 font partie du clone international 2, les oxacillinases 371
font partie du clone internationall, 'oxacillinase 94 est un clone singleton qui

ne fait partie d’aucun complexe clonal (voir figure 10 ou 79).

Cette technique pratiquée sur peu de souches indique donc la présence d’au

moins trois clones au CHU de Tizi-ouzou, et ce depuis 2000 et 2001, puisque
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les souches 7981 et 3874 sont de 2001 et 2000 respectivement. Et ce pour les

clones internationaux 1 et 2 notamment.

L’oxacillinase 94 classée singleton (voir figure 10 ou 79) est d’'implantation

récente, en 2012.

Il est a noter que les différentes carbapénémases retrouvées n’appartiennent

pas aux mémes clones (voir tableau 42)

Les carbapénémases type oxacillinases 58 sont des variants 371, la NDM1
est un variant 94, seules les oxacillinases 23 et 24 ont des variants identiques

66, et font partie du méme clone.

Les autres mécanismes Pénicilinase Tem, associé ou non a la
céphalosporinase ont des variants 371 et 66. Deux clones différents les

hébergent.

Les deux clones internationaux 1 et 2 coexistent dans les deux principaux
services de réanimation meédicale et d’'urgences de chirurgie, alors que le

variant 94 NDML1 n’est retrouvé qu’en traumatologie.
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X1.8.2.Resultats de |la PFGE
e Enimages

Dix neuf souches isolées des différents services ont été analysées par PFGE.
La provenance de chacune d’elles, dates d’isolement, ainsi que les profils de
résistance sont reportés dans le tableau 43. (ci-dessous)

L 2 34 567 L 8 9101112 1314 1516171819

-
- -
- -

Figure 74.Profils de Macrorestriction de ’ADN génomique par I’enzyme
Apal (photo PFGE DE 19 souches CHU Tizi-ouzou/IPA)

1:3554/12 L :Marqueur de taille 100pb 2 : 3874/2000, 3 :7981/2001,
4 :295/2010, 5 : 442/2010, 6 : 6234/2011, 7 : 855/2011, 8: 17/2012,
9:2547/2013,10 : 1034/2013,11 : 5344/2013, 12: 2842/2013,13 : 2065/2013,

14 :401/2013, 15 :3900/2013 ,16 : 275/2010, 17 :1737/2012 , 18 :1939/2012
19 : 446/2010
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Le dendrogramme ci-apres a reclassé les souches disposées sur le gel selon
leur lien phylogénique.

B54]12 Urpenoss-chgie  mae+tem
7f1012  Unpenoodhgie omll
o3

=
—
BATN13  Reamediale
— B0  Aomedole osetem
—— TN  Romédicle tem 1
- —
— 210 Rea-medimle  maetem

— 2Wll Roamédak oS8
— B511 Urpenoas chgie  ae+tem
EiZf13 Reamidinle oald
01113 Hamatologe  semibke
M5f10  HNiphologie  cuertem ———
—_—  Bsho Narodge  mertem omill

1

EBEERREEEN

| 193902 Urgeroschgie mdml  ——
[ 534413 Taumtologe moettem ———
‘ ¥00/3 Toumtolkge ndml -
o

__‘ 10 o maEHtem

1737/12 Riadiugole ndml -
085713 Urpenoss-dhgie  cuertem o3zl

(CCl :chirurgie infantile ;chgie ;chirurgie ;Réa :réanimation )
Figure 75 . Arbre phylogénique ou dendrogramme

Le dendrogramme a été élaboré par la méthode phylogénique de
« neighbor joining ». La longueur des branches est proportionnelle au nombre
de changements d’acides aminés.
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Tableau 43. Récapitulatif des résultats de la PFGE et Oxacillinase-type,

reclassées selon le dendrogramme (ci-dessus).

Mécanisme de SBT Clone Cluster
Pulsotype | Numéro | Année | Service résistance aux blagyas: PFGE
B-lactamines
1 3554/12 | 2012 Urgences de Casettem | ------- A
chirurgie
9 17/12 2012 Urgences de Oxa23 Oxa66 Il A
chirurgie
10 2547/13 | 2013 Réanimation- Oxa23 Oxa66 Il A
médicale
2 3874/00 | 2000 Réanimation- Case+tem Oxa66 Il A
médicale
3 7981/01 | 2001 Réanimation- Pénicillinase Tem | Oxa371 | | A
médicale
5 442/10 2010 Réanimation- Case+tem Oxa66 Il A
médicale
6 6234/11 | 2011 Réanimation- Oxab8 Oxa371 | | A
médicale
7 855/11 2011 Urgences de Case+tem Oxa66 Il A
chirurgie
13 2842/13 | 2013 Réanimation- Oxa24 Oxa66 I A
médicale
8 Témoin
de poids
Molécul-
aire
15 401/13 2013 Hématologie Sensible | - A
20 446/10 2010 Néphrologie Casettem = | ------- A
4 295/10 2010 Neurochirurgie | Case+tem Oxa371 || B
19 1939/12 | 2012 Urgences de NDM1 | - B
chirurgie
11 1034/13 | 2013 Réanimation- Oxa24 Oxa66 Il C
médicale
12 5344/13 | 2013 Traumatologie | Case+tem | ---—--- C
16 3900/13 | 2013 Traumatologie | NDM1 | --—--- C
17 275/10 2010 CCl Case+ttem = | -------- C
18 1737/12 | 2012 Réanimation- NDM1 | - C
chirurgicale
14 2065/13 | 2013 Urgences de Case+Tem Oxa371 || C
chirurgie

Le tableau 43 indique les trois clusters qui apparaissent, sur le dendrogamme

On distinguera 3 clusters distincts : A (de 3554/2012 a 446/2010), puis B

(295/2010 et 1939/2012) et

souches ont des profils proches.

C (de 1034/13 a 2065/13) pour lesquels les

Le dendrogramme ci-dessus (lequel est corrélé a la premiére technique)

indique clairement la présence d’au moins trois clusters correspondants aux

trois complexes clonaux retrouvés dans la technique précédente.
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Les souches 7981/2001, 3870/2000 et 442/2010, sont identiques
génétiguement. Il semblerait qu’'un méme clone datant de 2000 et 2001 soit

toujours présent en 2010 et ce en réanimation medicale.

La PFGE, confirme la premiére technique et indique que les souches qui
hébergent les differentes carbapénémases sont phylogénétiquement
éloignées, de méme on constate que les souches du service de réanimation
médicale ont des profils proches, il en est de méme pour les souches des

urgences, et de chirurgie .

Le tableau (43) récapitule I'ensemble des souches ayant subi les deux
techniques de génotypage PFGE, avec dix neuf souches et bla.s1 sSequence

base typing avec douze souches.

Une seule souche 3165/2013, qui est NDM1, variant Oxa 94 n’a pas subi de
PFGE.(voir tableau 42)

Par ailleurs, sur les dix-neufs souches ayant subi la PFGE, huit ne sont pas

typées par la technique blayas: S€quence base typing.
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X1.8.3.Résultats de la MLVA

2 S5 = =TF2 5 T+ 25 = 132 551-"T+2 5 - M

Figure 76. PCR de la technigue MLVA des cing génes d’ancrage pour les
souches 2et5

Cing genes (VNTR) spécifiques a Acinetobacter baumannii, baptisés par des

numéros sont recherchés chez les deux souches 2 et 5 ces genes sont :3530,

3002, Acicu2185, 1988, 0826 dont les poids moléculaires sont reportés sur la

figure 76 respectivement de gauche a droite.

Les deux souches 2 et 5, sont similaires pour ces 5 génes ce qui suffit pour

leur attribuer un lien clonal. La technique requiert neuf genes.

Ces cing premiers genes sont appelés génes d’ancrage, le sixiéme, septieme
huitieme et neuvieme sont repectivement 0017, 0845, 2396, 3468 (le détail de

cette technique est en annexe 10)

La technique MLVA, a été pratiquée uniguement pour les souches ayant
présenté le phénotype OXA 23 lesquelles ont révélé une clonalité parfaite.
Celles ci font partie du clone international Il. (voir tableau 42).

En effet ce lien clonal est établi et confirmé sur le dendrogramme (figure 75),
a savoir les souches 17/2012 et 2547/2013 qui sont classées 'une a proximité
de l'autre . Cela établit qu’'une souche de I'environnement des urgences de
chirurgie est phylogéniquement reliée a une souche clinique isolée de la

réanimation meédicale.(voir tableau 44 ci-dessous).
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Tableau 44. Souches hébergeant le mécanisme oxacillinase 23 (clone Il)

~

Ne Année service privt | Année service Type de OXA-
d’isolement prélévement TYPE/CLONE
Numéro

1 443 2010 Réanimation Aspiration

médicale bronchiqgue | ---------—--
2 3308 2010 Réanimation Aspiration

médicale bronchigue | ------------
3 1690 2010 Urgences de Aspiration

chirurgie bronchigue | ------------
4 2658 2011 Réanimation Aspiration

médicale bronchigue | ------------
5 576 2011 Réanimation Aspiration

médicale bronchigue | ------------
6 2902 2011 Réanimation Aspiration

médicale bronchigue | ---------—--
7 3872 2011 Réanimation Aspiration

médicale bronchiqgue | ------------
8 485 2011 Réanimation Pus

médicale | | e
9 1747 2011 Réanimation Aspiration

médicale bronchiqgue | ------------
10 | 1690 2011 Réanimation Aspiration

médicale bronchiqgue | ------------
11 | 2655 2011 Réanimation pus

médicale | | e
12 | S180 2011 Réanimation Aspiration

médicale bronchiqgue | ------------
13 | 1726 2012 Chirurgie Aspiration

viserale bronchigue | ------------
14 | 1342 2012 Urgences de Aspiration

chirurgie bronchigue | ------------
15 | 2911 2012 Urgences Aspiration

chirurgie bronchigue | ---------—--
16 | 3036 2012 Réanimation Aspiration

médicale bronchigue | ------------
17 | 3852 2012 Réanimation Aspiration

médicale bronchigue | ---------—--
18 | 3829 2012 Réanimation Aspiration

médicale bronchiqgue | ------------
19 | 17 2012 Urgences de Environnement | Oxacillinase66/

chirurgie Clone 2
20 | 3600 2013 urologie S
21 | 620 2013 hématologie sang | mmememeeeee-
22 | 2747 2013 traumatologie | pus = | memememeeee-
23 | 2547 2013 Réanimation Aspiration Oxacillinase66/

médicale bronchique Clone 2
24 | 2842 2013 Réanimation Aspiration

médicale bronchigue | ------------
25 | 4744 2013 Traumatologie | pus | -emmemeeeeee
26 | 3405 2013 Réanimation Aspiration

médicale bronchigue | ------------
27 | 3598 2013 Réanimation Aspiration

médicale bronchiqgue | ---------—--
28 | 5074 2013 Réanimation Aspiration

médicale bronchiqgue | ---------—--
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Les oxacillinase 23 apparaissent en méme temps dans deux services et
dominent sous forme épidémique en réanimation médicale et aux urgences de
chirurgie et a partir de 2013 les spécialités médicales sont touchées

(hématologie) ainsi que les spécialités chirurgicales.

X1.8.4.Evolution chronologique des carbapénémases, corrélée aux
clones.

Tableau 45. Evolution chronologique des carbapénémases
de 2010 a 2013..

Oxa oxa23 oxa24 NDM1 OXA58
N N N N
Années
2010 3 0 0 0
2011 9 2 0 1
2012 7 0 4 1
2013 9 14 5 2
Total 28 16 9 4

30

25 +

20 4
B oxa23
15 1~

O ‘
5 1 ' i |
NE= L lIL
2010 2011 2012 2013 Total
Années

Nombre

B oxald

1 NDM1

m OXAS8

Figure 77.Evolution chronologique des carbapénémases.
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On observe I'apparition des oxacillinases 23 dés 2010 lesquelles font partie du
clone 2, et l'apparition fulgurante des oxacillinases 24 en 2013 (dont deux

souches font partie du clone 2, voir tableau 47 ci-dessous)

On voit I'installation progréssive des oxacillinases 58 de maniére moindre dont
une souche fait partie du clone 1 (voir tableau 49 ci-dessous) et I'implantation
progréssive et récente des souches NDM1, en 2012 dont une souches fait

partie du clone singleton Oxa 94 (voir tableau 48 ci-dessous).

Tableau 46.Répartition des carbapénémases par spécialités cliniques de 2010 a

2013.
arbapénemase Oxa24 Oxa23 Oxab8 NDM1
spécialité N N N N
Chirurgie 2 4 1 3
Urgences 3 4 1 3
Soins intensifs 9 19 1 2
Médecine 2 1 0 1
Pédiatrie 0 0 1 0
Total( N : Nombre) 16 28 4 9
16 15
14
12
@ 10
- 7 m Oxa24
3 ¢ mOxa23
q 3 3 Oxa58
, pa— 22 2 2 — . —
Ba oo
]
Chirurgie  Urgences Soins Medecine Peédiatrie
intensifs
Répartition des carbapénémases/services

Figure 78.Répartition des carbapénémases par spécialités cliniques
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On observe, clairement la dominance des oxacillinases 23 et 24 en soins
intensifs, mais aussi leur présence dans les autres spécialités, ainsi que la
présence des autres carbapénemases dans toutes les spécialités sauf en

pédiatrie.

Tableau 47. Répartition des souches hébergeant les Oxacillinases

24 par services, par années et par sites anatomiques.

Numéro Année Service Type de prélevement | Oxa-type/clone
333 2011 Neurochirurgie LCR
3170 2011 Urgences de chirurgie T I E—
1034 2013 Réanimation médicale | Aspiration bronchique | Oxa66/clone 2
702 2013 Réanimation médicale Sang
4010 | 2013 Néphrologie I L
2842 2013 Réanimation médicale | Aspiration bronchique |
3937 2013 Urgences de chirurgie | Aspiration bronchique |
LS 5013 | Réanmation médicale | Aspiration bronchique |
5049 2013 Réanimation médicale | Aspiration bronchique |
2074 2013 Réanimation médicale | Aspiration bronchique |
°r 2013 Hématologie Aspiration bronchique |
3296 2013 Réanimation Aspration bronchique |
chirurgicale | |
2296 2013 Traumatologie pUS
4972 2013 Urgences de chirurgie | Aspiration bronchique
>9%0 5013 | Réanmation médicale | Aspiration bronchique |
2842 2013 Réanimation médicale | Aspiration bronchique "6;;-&-3-(;/clone2

Les oxacillinases 24 apparaissent dés 2011, en chirurgie, et flambent en 2013

en soins intensifs et urgences chirurgicales.

les deux souches Oxa 24 qui ont été genotypées, font partie du clone 2.
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Tableau 48.Répartition des souches NDM1, par années, par services et
par sites anatomique .

Numéro Année Service Type de Technique de
prélevement | génotypage
pratiquée
1939 2012 | Urgences de | Aspiration PFGE
chirurgie bronchique
1737 2012 | Réanimation | Aspiration PFGE
S bronchique
chirurgicale
3971 2012 | Urgences de | Pus
chirurgie
3376 2012 | Réanimation- | Aspiration
médicale bronchique
3900 2013 | traumatologie | pus PFGE
629 2013 | diabétologie | urines
5583 2013 | traumatologie | pus
2907 2013 | Urgences- urines
médicales
3165 2013 | traumatologie | urines Oxa94/clone
singleton

les souches NDM1, sont retrouvées dés 2012 principalement aux urgences

mais aussi dans les spécialités chirurgicales notamment en traumatologie.

L’oxa-type de la souches 3165 est une oxacillinase 94, qui l'integre dans un

clone singleton différent de celui des oxacillinases 23 et 24.
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Tableau 49.Répartition des souches hébergeant les Oxacillinases 58 par
années, par services et par sites anatomiques.

Numéro | Année Service Type de
prélevement
Oxa type/clone

6234 2011 Réanimation liquide oxa371/clone 1

médicale péritonéal
1329 2012 Traumatologie pus | T
139 2013 Urgences- sang

médicales | |
1790 2013 Cardiologie pus

Les oxacillinases 58 apparaissent des 2011 en soins intensifs, et sont
présentes en 2012 et 2013. L’'Oxa-type de la souche 6234, 371 l'integre dans

le clone 1.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Discussion et perspectives

Au terme de notre travail nous constatons que Acinetobacter baumannii
représente un modele d’adaptation de I'environnement hospitalier et ce aussi
bien par sa capacité a s’installer et a persister dans I'environnement
hospitalier, mais également par sa capacité a développer des résistances

aux antibiotiques.

A travers cette étude réalisée sur 128 souches collectées de 2010 a 2013
nous avons mis en évidence les mécanismes génétiques de résistance aux
antibiotiques, ainsi que les liens de clonalité entre ces souches, nous avons
ainsi  reconstitué  I'évolution de cette bactérie dans notre structure
hospitaliere, en essayant de cerner a travers ce germe les infections
nosocomiales, et toute la problématique de I'hygiéne hospitaliere dans un

hopital.

> Evolution d’Acinetobacter baumannii de I’année 2000 a 2015.

(données personnelles non publiées)

Cette évolution, et son analyse a partir de données du laboratoire (non
publiées) permet de situer le contexte dans lequel notre étude a été réalisée

et détermine un état des lieux de I'étude.

I'analyse de I'évolution d’Acinetobacter baumannii au CHU de Tizi-ouzou,
a partir de 'année 2000 ( jusqu’en 2015) , parmi les germes hospitaliers , fait
ressortir linstallation progressive de cette bactérie au CHU de

Tizi-ouzou. Celle ci passe de 2% des isolats en 2000 a 14% en 2005.

La comparaison de [I'évolution des deux germes de [I'environnement
hospitalier, montre la diminution « vertigineuse » de Pseudomonas
aeruginosa, qui contraste avec [l'augmentation spectaculaire d’isolats
d’Acinetobacter baumannii, les questions sont posées est ce que ces deux
germes de I'environnement hospitalier ne peuvent pas co-exister ? est ce que

I'émergence d’Acinetobacter baumannii (qui a cette capacité de persistance

202



DISCUSSION ET PERSPECTIVES

et de resistance dans l'environnement) a fait disparaitre Pseudomonas
aeruginosa ? Est ce que la compétition entre ces deux germes est telle que
seul Acinetobacter baumannii a pu « s’accaparer » tous les mécanismes de

résistances ainsi que les sites de I'environnement hospitalier ?

Au Total A.baumannii, a mis dix ans a s’installer progressivement, au CHU, a
« rattrapé et évincé » Pseudomonas aeruginosa. Au bout de ces dix ans,
A.baumannii a développé tous les mécanismes de résistance aux trois familles
d’antibiotiques étudiées, pour atteindre le statut de BMR, en 2010 en nette

progression dés 2013.

» Discussion des résultats de notre étude sur les souches collectées

Les souches collectées au cours de notre période d’étude sont de 128, nous
avons inclus en plus des souches collectées en 2000 et 2001 au nombre de 6
étudiées séparément. Des souches conservées de 2006 (annoncées) n’ont
pas pu redémarrer. La collecte des souches est meilleure en 2013, en effet
elle passe de 19% de nos souches en 2010 a 30% en 2013 (tableau 8) .
Les souches collectées en 2000 et 2001 nous ont surtout permis d’assoir notre

étude de clonalité.

v' Identification

L’identification, a été faite par les techniques usuelles biochimiques faite a
I'aide des galeries APl 20NE, confirmée par PCR par la mise en évidence de
l'oxacillinase naturelle intrinséque, oxacillinase 51, que seul I'espéece
Acinetobacter baumannii héberge. La détection de cette derniére constitue un

diagnostic de certitude a condition que le laboratoire dispose d’'une PCR .

La spectrométrie de masse MALDI-TOF MS serait un idéal car elle permet
eégalement une identification précise des bactéries par analyse de leurs
protéines totales (protéines ribosomales et protéines associées aux
membranes). En effet une étude sur des souches Algériennes (109) (étude
multicentrique de I'Ouest) 113 au total analysées par spectrométrie de

masse identifiées préalablement comme Acinetobacter baumannii par les
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méthodes classiques (APl 20NE) a pu les différencier en plusieurs espéces
dont 106 étaient des Acinetobacter baumannii et 7 Acinetobacter non-
baumannii (4 A.pittii, 2 A.nosocomialis et 1 A. radioresistans). Cette étude
rapporte qu’outre sa rapidité et le codt faible du consommable, le MALDI-TOF

MS a montré une grande capacité d'analyse, et une haute reproductibilité.

v' Répartition des souches par secteur de soins et sites de
prélevements

43% de nos souches proviennent des soins intensifs, 26% des urgences, 22%
des spécialités chirugicales, 8% des spécialités médicales et 1% de la
pédiatrie (tableau 9). Les services ou les isolats dominent sont respectivement
la réanimation médicale, la traumatologie, les urgences chirurgicales, la
cardiologie, néphrologie (voir les figures 27, 28, 29 et tableau 10). Ce sont des
services ou les facteurs de risque sont importants, tels que l'intubation, actes
opératoires, activité intense aux urgences de chirurgie, la pose de
pace-maker, le cathéterisme en cardiologie, ’'hnémodialyse, fistule de dialyse et
cathéters centraux en néphrologie et 'hémato-oncologie en hématologie.
De méme les souches de 2001 sont principalement isolées des soins intensifs

(voir tableau 41).

e Sites de prélevements
Ces souches sont collectées principalement a partir du site respiratoire et
ce dans 50% du total des souches, faisant de I'intubation le principal
facteur de risque (tableau 11), suivi du site opératoire pour 28% des
souches qui fait de I'acte opératoire le deuxiéme facteur de risque, le site
urinaire vient en troisiéme position pour 7% des souches isolées faisant du
sondage vésical le troisieme facteur de risque d’infection a A.baumannii au
CHU de Tizi-ouzou, il en est de méme pour les souches de 2001 isolées

toutes du site respiratoire (tableau 41).

Trés peu de souches sont invasives, deux souches sont isolées a partir du
liquide céphalo-rachidien mais sont dues a une innoculation vu qu’elles sont

isolées du service de neurochirurgie.
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Six souches sont isolées d’hémocultures, surtout chez des patients

immunodéprimés en hémato-oncologie et des soins intensifs (tableau 12).

La différenciation entre colonisation et infection n’a pas pu étre établie,
cependant les critéres d’inclusion des souches isolées étaient surtout une
réponse immunitaire importante, ainsi qu’une numération significative des

UFC (unités formant colonies).

e Sensibilité des souches aux antibiotiques
Etude phénotypique, génotypique, séquencage.
e Etude phénotypique

L’étude de la sensibilité de ces souches a été faite par la technique de
diffusion en gélose (ensemencement par écouvillonage) selon les
recommandations du CLSI 2016 et leur mise a jour 2017 et du
CA-SFM 2016 (CNR), complétée par les tests compléméntaires
phénotypiques, et les CMI pour certaines molécules. Notre démarche a été
celle du CLSI et du CNR de Besancon.

-L’étude phénotypique réalisée aprés interprétation des antibiogrammes et des

tests complémentaires a permis de détecter :

v Pour les B-lactamines : une pénicillinase, la céphalosporinase AmpC

du groupe ADC (par le test a la cloxacilline).

La recherche des BLSE sur l'antibiogramme, par les tests complémentaires
(figure 38) (rapprochement des disques ), test du double disque et par la
suite par PCR ont réveélé un fort de taux de négatifs qui devient complétement
négatif en 2013. Ce qui est en corréelation avec les donnees de la littérature
en effet le taux de BLSE national est de 13,50% en 2014 qui régresse en 2015
a 8,92% (169).

il est a noter que les souches du phénotype 2 BLSE positif ont révélé une

image de synergie directement sur I'antibiogramme (voir figure 32).
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La résistance aux carbapénemes a été constatée par des diametres contacts
autour des disques d’'imipénéme et méropeneéme, avec une mucosité notable
(autour de ces disques) pour les souches ayant présenté le phénotype NDM,
confirmée par la synergie observée entre les disques d'imipénéme et

EDTA+Imipénéme (voir figure 24) pour ce phénotype.(figure 36)

Les souches ayant présenté le phénotype oxacillinase 58 ont donné des

diametres interprétés intermédiaires pour les carbapénemes.(figure 37)

Les souches ayant des oxacilinases 23 ont présenté une petite zone
d’inhibition autour des disques d'imipénéme et méropeneme, alors que le

phénotype oxacillinase 24 a donné des diamétres contact.

La plupart des souches ont présenté des mecanismes seuls ou le plus

souvent associés.

Le hodge test était positif pour toutes les souches ayant présenté une

résistance aux carbapénemes.
v’ Les tests complémentaires phénotypiques ont donc permis :(figure 39)

e de détecter la présence d'une pénicillinase (par la restauration de
I'activité de la pipéracilline et ticarcilline, associées respectivement au

tazobactam et acide clavulanique sur I'antibiogramme)

e de détecter la céphalosporinase, sur le milieu Mueller Hinton plus

cloxacilline.

e de détecter les BLSE, par les differents tests (synergie,rapprochement

de disques et test du double disque)
e de mettre en évidence les carbapénémases par le hodge Test.

e de detecter les MBL (Métallo-B-lactamases) par le test a 'EDTA ce
dernier test a donc permis de distinguer les carbapénemases MBL

(NDM1) et les oxacillinases.
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v Les CMI par la technique du E-test pour les carbapénémes, ont donné
des valeurs variant de 32 a 64 pour les souches NDM 1, avec une belle
synergie observée (voir figure 39), et un rapport 32/1 et 64/1 (CMI
imipéneme/CMI imipéneme+EDTA), cependant les oxacillinases 23 ont
donné des CMI variant entre 24 et 64 , 24 a 32 pour les oxacillinase

24 et une CMI de 32 pour les oxacillinases 58. (tableau 14).

-Les CMI, réalisées par E-test, pour 'imipénéme, et imipénéme associée a
'EDTA, distingue clairement les MBL , lesquelles pour la plupart ont donné
une image de synergie (figure 40), mais aussi un rapport de la CMI a
'impénéme sur imipénéme plus EDTA , largement supérieur a 8, de 24 ou 64,
alors que pour les oxacillinases, ce rapport ne dépasse guére la valeur de 8

(tableau 14). Ces CMI ont donc différencié les MBL et les oxacillinases aussi.

La CMI, (évaluée par la technique du E-test) a la colistine a décelée une
souche interprétée résistante, avec une CMI, de 6 qui héberge également le
mécanisme NDM1, et une souche intemédiaire qui héberge le mécanisme
céphalosporinase plus pénicillinase TEM.(Tableau 15), cependant ces CMI
n’ont pas pu étre confirmées par la technique de référence qui est la CMI en

milieu liquide.

Ces deux souches sont isolées des services chirurgicaux, traumatologie et

urologie en 2013 et 2012 respectivement.

La CMI & la nétilmicine, a réveélé des souches, sensibles, intermédiaires et des
souches résistantes. Certaines ont présenté un trés haut niveau de résistance
ayant pour valeur 256, celles-ci ont donné a l'antibiogramme un diamétre
contact autour de tous les aminosides, ce qui oriente d’emblée vers la
recherche de la méthylase ArmA, que seule la PCR peut confirmer. Ce
mécanisme ArmA est le plus frequent parmi les méthylases chez

Acinetobacter baumannii.(voir tableau 16)
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Tout cela nous a permis de classer nos souches dans 7 phénotypes
différents, concernant les B-lactamines, que seuls la PCR, et le séquencage
ont pu typer et différencier (tableau 26), pour la plupart des souches plusieurs

mécanismes assSOocCiés ont été retrouveés.
» Etude génotypique

Les PCR, ont confirmé la présence d’une pénicillinase TEM, chez toutes les
souches du phénotype 1, 2, 3 et 5 (tableau 26 ), de la BLSE CTX-M pour les
souches hébergeant une BLSE, et I’ absence des autres BLSE et pénicillinase
type : SHV, GES, VEB et PER.

Les carbapénemases sont confirmées du type oxacillinases, et NDM. Les

autres MBL n’ont pas été retrouvées (VIM ,IMP).

La présence de la séquence d’insertion Isbal a été confirmé pour toutes les
souches possédant une céphalosporinase AmpC, une oxacillinase 51, 23 et
24 (voir tableau 26).

» seguencage

Le séquencage de la pénicillinase a donné TEM 128 (111), celui de la BLSE
CTX-M a donné CTXM15 , et a confirmé le génotype NDML1.

v  Aminosides
-Etude phénotypique

Pour les Aminosides plusieurs phénotypes ont été constaté, résultants pour la

plupart de mécanismes de résistance le plus souvent associés.

la plupart des mécanismes ont été mis en évidence phénotypiquement et

confirmés pour certains génotypiquement par PCR.

Ces mécanismes sont les acéthylases: aac3, AAC6’-l, adénylases:

aadA, nucleotidyl-transferases : ANT2’, phosphorylases : Aph3'VI.
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la mise en évidence de la méthylase ArmA a pu étre confirmée
génotypiquement pour toutes les souches suspectées phénotypiquement . En
effet celles-ci ont présenté un haut niveau de résistance a tous les aminosides
avec un diamétre contact autour des disques antibiotiques et une CMI a la

nétilmicine tres élevée de 256 .

La sélection des souches hébergeant ce mécanisme qui s’exprime parfois de
maniére hétérogéne, se fait par le test a 'arbekacine, qui est un aminoside
synthétique proche de la dibekacine. La poudre d’arbekacine n’est pas
disponible en Algérie, car ce test mis au point exclusivement par le CNR de
Besancon, n’est pas encore publié, cependant nous avons pu effectuer ce
test sur deux souches de 2000 et 2001 au CNR .

La découverte de la méthylase ArmA au niveau mondial a été faite en 2003
(148), les deux souches de 2000 et 2001, de notre collection I'hebergeaient
déja.

v Quinolones

Pour les quinolones les mécanismes ont également été mis en évidence
phénotypiquement et génotypiquement par détection de la mutation du géne
de la gyrase A et son tres haut niveau d’expression ParC par mutation de la
topoisomérase |V et ce par la détection des mutations Ser83Leu chez les
souches gyrA, et une double mutation Ser83Leu et Ser80Leu (ou Ser84Leu)
chez les souches gyrA et parC (111), alors que I'étude du sud-Est Asiatique
(43) décrit une seule mutation Ser83leu et Ser80leu (Ser :serine leu :leucine).
La recherche des mécanismes Qnr A et QnrB, sur toutes les souches s’est
avérée négative. Alors que des souches algériennes d’Acinetobacter
baumannii sont décrites QnrA en 2008 (240).
v Pour la colistine, antibiotique de réserve fortement utilisé dans notre
structure hospitaliére chez les souches résistantes aux carbapénémes,
les CMI effectuées ont été corrélées avec les mécanismes de

résistance aux carbapénemes (tableau 14) et ont révélé une
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sensibilité avec des valeurs basses (98% des souches testées 46/48),
seule une souche NDM1 en 2013 a donné une valeur de 6 et donc
serait interprétée résistante (apres confirmation par la technique de CMI
en milieu liquide) résistante a la colistine, cette souche est isolée du
service de traumatologie le service chirurgical ou I'on a isolé le plus de

souches.

Une souche résistante a la colistine a été décrite en Algérie dans I'Algérois en
2014 , celle-ci est associée a une carbapénemase type oxacillinase 24 . Il est
a noter que notre souche est de 2013 et qu'elle est associée a la
carbapénemase NDM1. La souche décrite en 2014 avait présenté une
mutation au niveau du géne pmrB (116), la recherche du géne de notre

souche n’a pas été menée.

> Analyse de la résistance aux molécule antibiotiques corrélée aux

meécanismes de résistance.
e B-lactamines

L’analyse des résultats par familles sur les 128 souches collectées révéle tres
peu de souches sensibles aux B-lactamines (2/128) soit 2%. Plusieurs
phénotypes, sont observeés. Les taux de résistance aux principales molécules
utilisées en thérapeutique dépassent les 70% voir les 80%, en effet les taux
de résistance a la piperacilline et ticarcilline varient entre 93% et 100% pour
les quatre années, alors que la résistance a la ceftazidime est trés importante
variant de 80% a 100%, pendant que la résistance aux carbapénemes évolue
en augmentant de 2010 a 2013 (tableau 17 et figure 42) en corrélation avec
les taux du réseau national AARN en 2014 et 2015 (voir figure 80 ci-dessous)
(169).

Ces résistances émanent de plusieurs mécanismes de résistance associés
ou non. Les mécanismes non associés sont : la pénicillinase TEM a un taux
de 1%, la céphalosporinase AmpC a un taux de 5%, les carbapenémases

type oxacillinase 58 a 3% et NDM1 a 5%.(voir tableau 29)
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les associations sont :

I'une triple : oxacillinase 23 plus céphlosporinase AmpC plus pénicillinase
TEM a un taux 21%.

Deux associations doubles : céphalosporinase plus pénicillinase TEM a un
taux de 37% et oxacillinase 24 plus céphalosporinase AmpC a un taux 13%
(ces associations sont doubles, triple ou quadruples quand la BLSE CTX-M15
est associée a la céphalosporinase et la pénicillinase ou aux carbapénémases
Oxa 23 et NDM1 a un taux de 7%) ( voirTableau 29).

L’association Céphalosporinase plus pénicillinase TEM est le mécanisme le
plus fréquent induisant une résistance a la ceftazidime, cependant les autres
mécanismes type carbapénemases touchent également la piperacilline, la
ticarcilline, et la ceftazidime ce qui explique les taux trés élevés de résistance

de ces molécules, illustrées dans la figure 40.

De maniére absolue, en tenant compte des mécanismes seuls non associés a
savoir pénicillinase TEM et céphalosporinase (case), il ressort que le
mécanisme céphalosporinase domine avec un taux de 85%, suivi de la
pénicillinase TEM a 68%, I'Oxa 23 a 21%, BLSE a 14%, Oxa 24 a 13%, NDM1
a 7% et Oxa 58 a 3%. (voir tableau 28 et figure 54)

Nos résultats sont en corrélation avec deux études sur des souches
algériennes l'une, au centre et Est (Tizi-ouzou et Setif) ( 111) sur 71 souches,
et 'autre multicentrique a I'Ouest sur 113 souches d’Acinetobacter baumannii
(109). La premiére révéle 75% de souches TEM, et plus de 90% de souches
présentant une céphalosporinase, 45% de souches hébergent I'oxacillinase 23
majoritairement a Setif, alors que la deuxiéme étude indique 50% de souches
hébergeant [l'oxacillinase 23, 13% l'oxacillinase 24, 6% de souches sont
NDM1 notons cependant I’ absence d’oxacillinase 58, 'ordre des mécanismes
retrouvé dans notre étude est similaire avec ces études, cependant les taux
sont supérieurs aux notres. Ce qu’on pourrait expliquer par le présence de

souches émanant de trois hopitaux différents a 'Ouest et par I'ancrage de
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souches résistantes aux carbapenemases a I'Ouest et a Setif bien avant celles
de notre hopital (108) en 2008.

La pénicillinase TEM 128, a été décrite pour la premiere, fois en 2004 chez
des salmonelles au Danmark (239), il est & noter que la pénicillinase la plus
fréquente en Algérie est TEM1 décrite également chez les entérobactéries
notamment chez les salmonelles (185). Ce qui témoigne d’'un échange certain

de matériel génétique entre les salomonelles et |’Acinetobacter baumannii.

La superposition des mécanismes tels que la présence de Ia
céphalosporinase du groupe ADC, précédée de la séquence d’insertion Isbal
en amont du gene AmpC, mais aussi pour certaines souches la présence de

BLSE explique le haut niveau de résistance exprimé par la ceftazidime.

Les BLSE, ne sont jamais retrouvées seules, elles sont toujours associees a

d’autres mécanismes.(sauf pour les deux souches de I'année 2001)

La séquence d’insertion Isbal est retrouvée également en amont des
oxacillinases 23 et 24 mais aussi en amont du géne de 'oxacillinase naturelle

51 sans qu’une activité carbapénémase ne soit décelée pour cette derniere.

Toutefois I'induction d’une activité carbapénémase par la séquence Isbal sur
I'oxacillinase 51 est discutable en effet des souches résistantes a I'imipenéme
sans meécanisme particulier connu mis en évidence, ont été décrites avec
présence de cette séquence d’insertion en amont de l'oxacillinase 51
seulement (116), mais il semblerait que cette activité soit induite par une autre

deuxieme séquence d’insertion associée a Isbal, qui est Isba9 (7).

L’étude de [I'évolution des différents mécanismes de résistance aux
B-lactamines dans notre hopital montre clairement comment tous les
mécanismes se sont installés progressivement. Les souches de 2001 ont
révélé soit des phénotypes de sensibilité, soit la présence d’'une pénicillinase,
soit la présence d’'une BLSE ou d’une céphalosporine AmpC associée a la

pénicillinase TEM, phénotype le plus prédominant en 2010.
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En effet 'observation de I'évolution de ce dernier (mécanisme Case AmpC)
(tableau 29, figure 56) indique qu’il domine en soins intensifs puis en chirurgie
et aux urgences avec respectivement les chiffres de 12% ,11%, 8%. Son
évolution montre qu’il tend a diminuer dans ces services pour disparaitre
completement en 2013 des soins intensifs au profit certainement d’autres
mécanismes notamment les carbapénémases. Ce qui est confirmé par une
diminution significative observée dans la courbe de tendance de la figure 57, il
en est de méme pour ce mécanisme associé a la BLSE CTXM15. (Voir figure
58).

Un fait important est a noter, la BLSE CTXM15 est présente au CHU déja en
2000, associee a la méthylase ArmA (Tableau 41), alors que les deux

mécanismes ne sont pas encore décrits au niveau mondial.

Les carbapénémases s’installent avec un taux global 44% (tableau 28), en
effet au mécanisme préexistant céphalosporinase plus pénicillinase TEM s’est
superposé celui des oxacillinases 23 a un taux dominant de 21%, et au
mécanisme céphalosporinase s’est superposé un autre mécanisme, celui des
oxacillinases 24 a 13%, sans omettre les phénotypes NDM1, et oxacillinase
58 avec respectivement des taux de 7% et 3%. Ces deux derniers

phénotypes n’hébergent pas de céphalosporinase.

L’apparition des carbapénémases débute dans notre hopital dés 2010 par les
oxacillinases 23 aux soins intensifs et aux urgences, pour s’étendre en
chirurgie a partir de 2012, et dans les spécialités médicales en 2013 et sévir
en soins intensifs les quatre années avec un pic en 2011. (Figure 41, 56, 61 et
tableau 32)

Il semblerait que la diffusion des oxacillinases 23 soit une diffusion nationale et
mondiale qui s’expliquerait par le support génétique particulier de ce
mécanisme qui peut étre porté par plusieurs type de transposons, notamment
le transposon Tn2006, trés mobile (7) (figure 4) et d’autres facteurs tels que

les genes associés a cette oxacillinase codant pour formation de biofilms, ce
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qui expliqgue l'implantation de souches oxa 23, dans [I'environnement

hospitalier source de contamination (43).

Les oxacillinases 24 apparaissent en 2011, aux urgences (2%) et en chirurgie
(2%), pour s’étendre a toutes les spécialités en 2013 sauf en pédiatrie avec un
pic épidémique en soins intensifs (7%), cependant il est nécessaire d’'indiquer
la coéxistence de tous les mécanismes en 2013 (Figure 55). L'apparition et
leur ascension est significative confirmée par la courbe de tendance de la

figure 59.

Le phénotype NDM1, apparait en 2012 en soins intensifs (premiére souche
en réanimation-chirurgicale) et aux urgences de chirurgie, pour par la suite
diffuser en chirurgie (seulement en traumatologie) (figure 61) et dans les
spécialités médicales ce qui est en corrélation avec les données de la
littérature nationale qui décrivent les premiers cas Algériens en 2012 (109)
(132) (133).

Le phénotype oxacillinase 58, a un faible taux apparait en 2011 en soins

intensifs, pour diffuser par la suite dans toutes les spécialités sauf en pédiatrie.

En comparant nos résultats avec les deux études de I'Ouest (laquelle décrit
des souches NDM1, oxacillinase 23 et 24), et du centre - Est, il ressort que
notre étude regroupe tous les mécanismes décrits dans le monde, alors que
les deux études précédentes n’ont pas mis en évidence I'oxacillinase 58, la
deuxieme étude ne décrit pas de souches NDM1, doxacilinase 58 et
I'oxacillinase 24 car elle se limite a des souches collectées en 2010 alors que

certains mécanismes ne sont apparus qu’apres 2010.
Toutes deux rapportent des souches hébergeant des oxacillinases 23.

Notre étude confirme la diffusion épidémique des oxacillinases 23 surtout et
24 dans notre pays et la fréequence faible des carbapénémases NDM1 et

Oxacillinases 58, il est a noter cependant I'absence des oxacillinases 72, qui
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sont retrouvées de maniere épidémique a Sétif et y sont décrites pour la

premiére fois en Algérie (111).

Il semblerait qu'a partir de 2010, toutes les conditions ont été propices a
'implantation d’une flambée épidémique d’Acinetobacter baumannii dans
notre structure hospitaliere et de tous les mécanismes de résistances aux

B-lactamines décrits dans le monde.

Sur un total de 128 souches collectées seuls 2% sont sensibles a toutes les
B-lactamines testées, et donc les 98% autres sont toutes concernées par une
résistance, en effet la ceftazidime touchée par plusieurs mécanismes
superposeés (céphalosporinase, BLSE et carbapénemases) donne un taux de
résistance de 97%, seuls les carbapénémes demeurent actives elles
présentent un taux de résistance de 44%, mais la coexistence de toutes les
carbapénémases en 2013 , risque de nous mener vers limpasse
thérapeutique sous peu, chose confirmée en 2015 ou son taux de résistance

globale passe a 68% (202/296) (données personnelles non publiées) .
e Aminosides

Pour les Aminosides, I'observation des taux de résistance des128 souches
indiquent que les taux globaux concernant la gentamicine et I'’Amikacine
molécules prescrites et disponibles a I'hépital sont respectivement 78% et
48% puis 57% pour la tobramycine et 36% pour la nétilmicine (figure 44) ces
deux dernieres étant des molécules inexistantes en milieu hospitalier mais qui
sont touchées par des mécanismes de résistances croisés les impliquant.
Ce sont des chiffres proches de ceux du réseau national pour la gentamicine
qui sont en 2015 de 77% et différent pour 'amikacine avec un taux 73%
(169).

L’observation de l'évolution des résistances durant les quatre années fait
ressortir une diminution de la résistance a la gentamicine de 2011 a 2013 le
taux passe de 89% a 70%, tendance inverse pour 'amikacine dont les taux de

résistance fluctuent et passent de 48% en 2011 a 57% en 2013, alors que les
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résistances a la tobramycine et nétilmicine fluctuent mais demeurent
relativement stables (figure 44). Un fait notable est a signaler c’est le taux
global de 20% de souches sensibles a toutes ces molécules (tableau 19) et
'augmentation de leurs taux progressifs qui passe de 3/24 des souches en
2010 a 11/38 en en 2013 (tableau 19). Phénomene confirmé par le test du

KHI2, qui démontre une récupération de la sensibilité significative (figure 45).

La question est posée, la récupération de la sensibilité aux aminosides

serait-elle due a la diminution de prescription de la gentamicine notamment.

Un fait est certain 20% des souches sont sensibles a tous les aminosides,

alors que seuls 2% des souches sont sensibles aux B-lactamines.

Ce qui montre clairement que la premiére intention de prescription dans notre

hépital est la famille des B-lactamines.

L’observation globale des différents phénotypes en corrélation avec les
mécanismes génétiques, fait ressortir (tableaux 33 et 34), des souches
hébergeant des mécanismes seuls, des souches hébergeant deux
mécanismes, des souches hébergeant trois mécanismes, avec dominance de
la triple association, en relation avec les souches oxacillinases 24. Celles ci
ont évolués en 2013 en mode épidémique en soins intensifs, toutes ces

souches hébergeaient cette triple association.

Un fait est a noter c’est le taux des souches hébergeant le mécanisme seul
méthylase ArmA qui est de 16%, mais aussi le phénotype sauvage sensible
qui domine I'ensemble des mécanismes.

Cependant I'évaluation de chaque mécanisme seul donne par ordre
décroissant aadA 59%, aac(3)-la :58% APH (3)-VI 31%,
ant (2")-1 : 22%, aac (6')-1b 19% et ArmA 16% (tableau 33) alors qu’une étude
algérienne sur des souches du centre et de L’Est (111) donne par ordre
décroissant aac(3)-la (91.1%), aadA (63.4%), (aph(3)-VI (50.7 %), ant(2")-I
(14.1%), aac(6)-1b (4.2%) sans description de méthylase ArmA l'ordre est

presque similaire avec des taux différents ce qui peut s’expliquer par deux
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épidémiologies différentes car I'étude décrite indique des souches collectées
au centre et a Sétif.

Les mécanismes aadA, et aac(3) semblent étre les plus anciens, auxquels se
seraient greffés les autres. (Tableau 34)

L’observation de I'’évolution de ces mécanismes au cours des quatre années
indique leur implantation les quatre années, dans pratiquement toutes les
spécialités et leur évolution stable, seuls les mécanismes associés
aac(3)-la+ANT (2")-1 +aadA et aac(3)-la+ANT (2")-1+APH (3)-VI+aadA diminuent de
maniére significative confirmé par le test du KHI2 (figures 65 et 66), alors que les
mécanismes  associés  aac(3)-la+tAPH(3)-VI+AAC(6')-1+aadA  évoluent en
augmentant de maniére significative (figure 67), en rapport avec ['évolution

épidémique des oxacillinases 24.

) Les quinolones

L’observation des taux de résistance, au fil des quatre années indique une
augmentation progressive de la résistance a la ciprofloxacine qui passe de
18/24 des souches en 2010 & 38/38 des souches en 2013 (tableau 22).

Il est a noter que les quinolones conservent leur activité dans 12% des cas
(sur un total des 128 souches) chez les souches sensibles, en effet celles ci
tendent a diminuer elles passent de 6/24 des souches en 2010 a 1/38 en
2013. Les résistances sont régis par deux types de mécanismes émanant des
mutations chromosomiques retrouvées en l'occurrence Gyr A, et son haut
niveau d’expression GyrA+ParC.(Gyr A+ParC :gyrase A plus sa surexpression
ParC)

En considérant les mécanismes non associés 88% des souches hébergent le
mécanismes gyrA seul qui correspond a une mutation Ser83Leu, alors que
59% I'hébergent associé (figure 69) GyrA+ParC ce qui correspond a une
double mutation Ser83Leu et Ser80Leu (ou Ser84Leu).

Ces chiffres se rapprochent des chiffres retrouvés dans I'étude du centre et
de I'Est Algérien avec respecivement 94% pour gyrA et 69% pour
GyrA+Par(C)(111).
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Le résultat est que sur le plan phénotypique 88% des souches sont
résistantes a la ciprofloxacine , avec une dominance en soins intensifs a 24%

puis aux urgences a 17% et en chirurgie a 13% (tableau 40).

I N'en demeure pas moins que la ciprofloxacine antibiotique prescrit de
maniére abusive (du fait de I'existance de sa forme orale) ces derniéres
années est devenue trés peu active au CHU de Tizi-ouzou notamment en
2013, avec ce taux global de résistance de 88%, alors que le chiffre national
en 2014 du réseau AARN (169) est de 51%. Phénoméne confirmé par le test
du KHI2, qui montre une perte de sensibilté significative (figure 49) et une

augmentation significative de la résistance a la ciprofloxacine (figure 48) .

Au total trés peu de molécules de ces trois familles étudiées demeurent
actives encore sur Acinetobacter baumannii, dans notre CHU. La résistance
aux autres molécules téstées telle que la rifampicine, la doxicycline et
le co-trimoxazole avec des taux respectifs de 58%, 81% et 87% (tableau
22bis) indigue des taux de résistance élevés, la rifampicine ne peut pas étre
une alternative vu qu’en Algérie elle est réservée pour le traitement de la

tuberculose .

La colistine seule alternative, ne pourra pas porter « ce lourd fardeau » de
pouvoir éradiquer cette espece de notre hépital, alors que des souches
résistantes a la colistine sont déja signalées en Algérie en 2014 (116).
Rappelons que notre étude rapporte une souche NDM1 en 2013, qui serait
résistante a la colistine et une deuxiéme intermédiaire en 2012 (tableau 15).

L’'impasse thérapeutique est donc a nos portes pour cette espece.

La comparaison des taux de résistance aux chiffres nationaux du réseau
algérien AARN de la surveillance de la résistance aux antibiotiques, de 2014
et 2015 (169), montre que pour les B-lactamines nos taux sont supérieurs pour
la piperacilline, ticarcilline et ceftazidime et sont de 98% , 98% et 97%
respectivement alors que ceux du réseau sont de 92%, 87% et 89% en 2014,

et 93%, 90% et 90% respectivement en 2015. Il est a noter pour I'imipéneme
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un taux inferieur de 44% alors que ceux du réseau sont de 79% et 80%

respectivement en 2014 et 2015.
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B AARN2014

Pourcentage de résistance

AARN2015

Molécules antibiotiques

Figure 79.Taux de résistance aux antibiotiques comparés a ceux du
réseau AARN
Pour les aminosides, a part un taux de résistance a la gentamicine de 78%
avoisinant les chiffres du réseau, de 79% et 77% en 2014 et 2015
respectivement, les taux de résistance pour les autres molécules sont en

dessous des chiffres nationaux.

En effet pour la tobramycine, netilmicine et amikacine les taux sont de 57%,
36% et 48% respectivement, alors que les taux du réseau sont 69%, 73% et
62% en 2014, et 75%, 43% et 73% en 2015 respectivement.

Pour les quinolones, le taux de résistance a la ciprofloxacine, le chiffre
national est de 81% et 85% en 2014 et 2015 respectivement alors qu'’il est
88% au CHU de Tizi-ouzou.

Pour les autres molécules nos chiffres sont également au dessus des chiffres
nationaux (voir plus haut, figure 80) alors que les chiffres nationaux sont de
51% ,73% et 64% pour la rifampicine, doxicycline et co-trimoxazole
respectivement en 2014 et 78% et 73% pour la doxicycline et co-trimoxazole
respectivement en 2015.
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» Génotypage : Etude phylogénique ou etude de clonalité

L’étude d’un lien génétique entre les souches collectées s’est faite
principalement par la technique Gold standard, la PFGE a [l'Institut Pasteur
d’Alger et par une technique plus simple (la Sequence Base Typing
blagyas: :SBT blagasi) plus rapide que nous avons découvert en effectuant une
comparaison bibliographique des techniques de génotypage. Une troisiéme
technique MLVA , a été partiguée au CNR, pour les souches hébergeant le

meécanisme oxacillinase 23.

La technique SBT blayas: que nous avons lancé et instauré a ['Institut
Pasteur d’Alger en collaboration avec I'équipe du laboratoire de bactériologie

meédicale consiste en la recherche des variants de I'oxacillinase naturelle 51 .

En effet la PFGE, technique de référence s’est avéré étre une technique
longue, (qui nécessite dix jours au moins) et astreignante c’est une technique
de plus en plus abondonnée par les laboratoires, comme décrite dans la
littérature (159).

Le choix des souches (au nombre de dix neuf) pour la PFGE, a inclus des
souches isolées au cours des quatres années d’étude et deux de 2001 et
2000. Le marqueur principal utilisé pour les différencier a été celui des
mécanismes de résistance aux 3-lactamines notamment aux carbapénéemes, a

partir des services ou les isolats étaient les plus fréquents.

Pour la deuxiéme technique blayas: S€équence base typing que nous avons
lancé qu’en fin de parcours, le choix des souches était presque identique a
celui de la PFGE, et s’est porté sur douze souches seulement , ce qui nous a
suffit & établir les liens de clonalité et de phylogénie entre les souches.
(tableau 42)

Les résultats de cette derniére indiquent, la mise en évidence de trois variants
de l'oxacilinase 51, oxacillinase 66 chez 7 souches, oxacillinase 371 chez

guatre souches, I'oxacillinase 94 chez une souche (voir tableau 42).
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L’oxacillinase 66 domine, ce qui rejoint les données mondiales (43,159), les
oxacillinases 66 font parti du complexe clonal 1 : CC1 (159), correspondant au
clone international 2 (ou complexe clonal 92 en Asie du Sud-Est (43) dont fait
partie le clone Européen 2 ST33) (voir le tableau 3), celles-ci sont suivies des
oxacillinases 371 qui font partie du complexe clonal 2 : CC2 correspondant au
clone international 1 dont fait parti le clone Européen 1 ST34 (159)(43).
Il est & remarquer que les oxacillinases 371 ainsi que les oxacillinases 69 font
partie d’'un complexe clonal proche de I'oxacillinase 51.(voir figure ci-dessous)
L’oxacilinase 371 a été décrite dans I'étude de Kamolvit et al (43 ), et a été

retrouvée notamment au Nepal.

B OXA-424 K
[ 1 XA-69
- XA-371} Ica
—L; OXA-64 — IC7'
OXA-51
OXA-99 } a4
OXA-93
—L OXA-70
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OXA-~ 117
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OXA- I4l IC8!
0XA—426

OXA-95
OXA 88
OXA-94
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Figure 80. Affiliation des oxa-type 66, 371 et 94 aux clones interantionaux
selon kamolvit (43)

Trois mécanismes distincts, de résistance aux carbapénémes sont portés par

trois clones différents et deux par le méme clone a savoir blagyass, blanpms,

pour oxa 371 et oxa 94 repsectivement et blapgxars et blagars pour oxa 66,

le géne blayympc est retrouve dans les trois clones.
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L’oxaciilinase 94 retrouvée chez une souche NDM1, ne fait partie d’aucun

complexe clonal, elle est classée comme clone singleton (43) (voir figure 80).

Deux références bibliographiques retrouvent ce résultat 'une étant, celle du
premier cas décrit en Algérie, a propos d’un transfert sanitaire du CHU d’Oran

vers I'’hépital parisien du Kremlin Bicétre.

La souche Oral (132), héberge la carbapénémase NDM1 et les auteurs
indiqguent que cette souche présente une variante de [l'oxacillinase 51
oxa 94, identique a celle retrouvée dans notre étude et affirment que l'origine
du géne NDM1, retrouvé la premiére fois en Inde chez une entérobactérie

proviendrait de I'espece Acinetobacter baumannii  d’Afrique du Nord .

Une autre étude celle de I'Ouest Algérien décrit des souches NDM1, et
affirme que ce sont des souches autochtones alors que I'étude n’a pas été

complétée par un génotypage (109).

Une troisiéme étude, publiée en méme temps que la premiére a propos d’'une
souche Algérienne, isolée chez un patient transféré de I'hopital militaire
d’Alger (HCA) vers I'hopital de Bruxelles en Belgique décrit une souche
NDM1, typée Oxa 64 (133).

L’oxacillinase 64, fait parti du clone international 7 (figure ci-dessus 80).

Ce qui montre que les souches NDM1, circulantes en Algérie font partie d’au

moins deux clones différents.

Une autre étude, libanaise en 2014 rapporte des souches NDM1, ayant une
oxacillinase 94 isolée chez des refugiés syriens au Liban (194), notre souche

NDML1 est également typée oxacillinase 94.

Nos souches pourraient avoir la méme origine du fait que notre pays a recgu
beaucoup de réfugiés syriens en 2011 année ou ces souches ont été isolees

(et publiées en 2012). La question demeure posée, les souches supposées
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autochtones par les deux premiére études decrivent des souches de l'oranie,

autochtones le sont-elles réellement ?

Dans notre problématique nous avions suspecté la diffusion d’un seul clone a
partir d’'une seule source, les techniques pratiquées lors de notre étude ont fait
ressortir : trois clusters pour la PFGE, pour la technique blayy, 51 sequence

base typing trois clones différents sont mis en évidence. (figure 80)

La technique MLVA , indique que les souches hébergeant les oxacillinases 23
a activité carbapéneémase présentent une clonalité parfaite. Nos résultats pour
les deux premiéres techniques indiquent qu'au moins trois clones circulent
dans notre structure hospitaliere, deux sont les clones internationaux 1 et 2 et

un troisiéme singleton (oxa 94).

Il semblerait que les deux clones hébergent des souches qui présentent

plusieurs antibiotypes.

La mise en évidence des oxacillinases 371, et 66 sur deux souches de 2001
et 2000 respectivement (voir tableau 42 souches 7981/01,et 3874/00) indique
gue les deux clones sont présents dans notre hoépital depuis le début de
'implantation de cette espéce dans notre hopital, en soins intensifs

apparament en 2000 et 2001.

La chronologie de linstallation de ces clones, indique que ces derniers
persistent jusqu’en 2010, et hébergent les différents mécanismes de
résistance nouvellement acquis tel que les carbapénémases, et en premier
lieu les oxacillinases 23, qui s’implantent en 2010 (celles-ci oxa-typées 66 et
sont incluses dans le clone 2). Ces dernieres sont suivies des oxacillinases 58
et 24 en 2011 (pour lesquelles les souches oxa-typés, 371 et 66 intégrent
respectivement les clones 1 et 2), et dés 2012, les souches NDM1,

apparaissent ( la souche oxa-typée 94, intégre un clone singleton). (figure 77)
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Toutes ces carbapénémases, se concentrent en soins intensifs, sauf les
NDML1, qui se distinguent en chirurgie , notamment en traumatologie.
(figure 78)

Les tests statistiques indiquent que les oxacillinases 23, et 58 évoluent de
maniére endémique de 2010 a 2013, alors que les oxacillinases 24 et

NDM1, ont une évolution épidémique (figure 59 et figure 60).

La domination des oxacillinases 66 qui font partie du clone international 2
n'est pas fortuite, en effet I'étude sur des souches du Sud Est Asiatique et
Océanie (43) prouve que l'oxcillinase 66 est retrouvée chez Acinetobacter
baumannii, associé au géne d’oxacillinase 23 lequel est doté d’'une mobilité
octroyée par les deux séquences d’insertion implantées en amont et en aval

de ce géne .(figure 81 ci-dessous)

Tous ces éléments font que ce mécanisme est le plus répandu, cette étude
indique aussi que cette oxacillinase 23 est souvent associée au gene de la
céphalosporinase AMPc du groupe ADC mais également a des genes codant
pour la formation de biofilms. La majorité de ces souches présentent des
sequences type ST2 en MLST(43).

arcarman % Tn2008

Figure 81.Transposon Tn2006, hébergeant I’oxacillinase 23, précédée en

amont et en aval de la séquence d’insertion Isbal.

Tout cela corrobore nos résultats en effet une souche de I'environnement a
été isolée aux urgences de chirurgie, celle-ci présente une oxacillinase 66

associée a I'oxacillinase 23 (voir tableau 44 souche 17/2013).
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Des souches cliniques identiques sont également observées aux urgences de
chirurgie et dans I'environnement des urgences résistantes a I'imipénéme (voir

les résultats de 'enquéte d’environnement en annexe 12)

Les souches dominantes de I'étude du Sud-Est asiatigue sont toutes des

oxacillinases 66, ayant donné en MLST la sequence Type ST2.

Trois études sur des souches Algériennes ont rapporté la présence des ST2
associées a l'oxacillinase 23, dans l'algérois et rapportent que ce sont des
ST dominantes ce qui nous laisse penser qu'il est probable que nos souches
soient des ST2 (134)(116) . La troisiéme étude décrit des souches oxacillinase
23 ST2 isolées a partir de poisson péché au large de Bejaia (34) . De méme
des souches similaires ST2 oxa 66 sont décrites également au Liban en 2016
(193).

La MLST pour nos souches oxa 23 et oxa 66 sera une future étape et
perspective afin de confirmer la dissemination réelle et mondiale de ce clone

méme en Algérie.

La recherche des genes codant pour des biofilms (43) serait également une
perspective fort intéressante (a condition que celle-ci passe au stade de
routine). La recherche du type de transposon qui porte les oxacillinases 23

compléterait notre travail.
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Conclusion générale

L’espece Acinetobacter  baumannii s’est installée dans notre hopital
progressivement, au déebut des années 2000, au détriment d’un autre germe
de l'environnement, qui sévissait sans flambée épidémique particuliére

Pseudomonas aeruginosa.

Notre travail prouve comment les mécanismes de résistance aux familles
d’antibiotiques B-lactamines , aminosides et quinolones se sont installés
progressivement dans notre hopital et ont donné en 2013 des taux de
résistance trés élevés. Ce qui est illustré notamment par la famille des
B-lactamines, ou progressivement le phénotype sauvage « sensible » a laissé

la place aux pénicillinases, BLSE, céphalosporinase et carbapénemases.

Ces derniéres ont mis une décennie a apparaitre chez nous, sachant que la
premiére utilisation de I'impénéme dans notre hoépital a débuté en 2000,
Pseudomonas aeruginosa avait développé en premier ces résistances en
2003, pour par la suite les maintenir a des taux inferieurs a 20% contrairement
a Acinetobacter baumannii pour lequel les taux sont supérieurs a 60% en

2015, (données personelles non publiées) .

Son oxacillinase naturelle intrinséque blayas; joue un double réle tres
important, aussi bien dans l'identification précise de cette espece, mais aussi
dans sa phylogénie et donc de I'étude de sa diffusion dans une structure

hospitaliére.

La technique de génotypage blay.s: sequence base typing, que nous avons
lancé a I'lPA, est une technique plus facile de réalisation et d’'interprétation
gue toutes les autres techniques de génotypage, elle comporte deux étapes
une PCR suivie d’'un séquengage, qui positionne la souche d’emblée (avec les
oxa-type obtenues) dans les différents clones décrits mondialement, cette

technique peut étre complétée et corrélée a la MLST, ce qui est d’ailleurs
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recommandé au niveau international, car ces deux techniques présentent
100% de corrélations (159).

La MLST , nécessite cependant plus de temps et est bien plus codteuse.
La PFGE, technique choisie pour notre étude, appelée Gold standard est une
technique de référence, mais pas une technique de routine, cela du fait de sa
lenteur, c’est également une technique astreignante. Elle ne permet pas une
comparaison inter-laboratoire, et ne présente pas 100% de corrélation avec
les deux techniques citées ci-dessus. La PFGE tend a étre abondonnée .
Il en est de méme pour la MLVA technique pratiquée par le CNR jugée trop
longue et astreignante également . Ces deux derniéres techniques ne classent
les souches dans aucun clone international, elles permettent juste de relier les

souches phylogénétiquement dans un méme hopital.

Les BLSE mises en évidence sont de nature CTX-M15 en corrélation avec
des études menées en Algérie sur des entérobactéries (salmonelles)(151).
Cependant nous décrivons dans notre étude deux souches de 2001,
hébergeant une BLSE CTX-M15 temoignant d'un échange entre les
entérobactéries et A baumanni a la méme période, alors que le premier cas
mondial CTX-M15 pour Acinetobacter baumannii est publié en 2011 par
Poirel et Al (83). Nos deux souches hébergeaient en méme temps le
mécanisme ArmA décrit mondialement en 2003 (148). En Algérie des
salmonelles CTX-M15, ArmA sont décrites a Constantine en 2009 et 2011
(souches conservées des années 1990 et 2000) (151)(152).

Toutes les carbapénemases décrites dans le monde pour cette espéce sont
retrouvées dans notre étude, avec prédominance des oxacillinase 23, en

corrélation avec I'épidemiologie mondiale.

La plupart des souches hébergent I'oxacillinase naturelle oxa 66 qui fait parti
du clone international 1l dominant, lequel est doté d’'une plasticité génétique

telle, qu’il a une capacité supérieure d’acquisition de tous types de génes, tel
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gue les génes codant pour la formation de biofilms lesquels, lui conférent un

pouvoir supérieur a s’implanter et a persister dans I'environnement.

Notre travail corréle les données de la littérature par la dominance des
oxacillinses 66, associées aux oxacillinases 23, et a la céphalosporiase
AmpC.

L'isolement d'une souche oxa 23 de [‘environnement oxa 66 (souche

17/2012 :tableau 45), confirme cette capacité a former des biofilms (43).

Notre travail devra étre complété par la recherche de la séquence ST2, par la
technique de génotypage MLST de toutes les souches oxa 66, hébergeant
une carbapénemase oxa 23, la mise en évidence des génes codant pour la
formation des biofiims cités plus haut, ainsi que le transposon support

génétique serait un idéal.

Tous ces éléments prouvent, la plasticité génétique dont fait preuve cette
espéece, notamment les souches hébergeant le géne de 'oxacillinase naturelle
blaoass (dérivé du géne blagas:), réceptives a l'acquisition de tous types de

génes. Acinetobacter baumannii est un reservoir de génes.

Le mécanisme NDM1 est d’implantation récente qui s’est fait en méme temps
gue les premiers cas décrits en Algérie et pourrait étre en rapport avec

I'installation de réfugiés syriens en Algérie

Trois clones circulent dans notre hopital, toutefois la présence de plus de
clones n’est pas a exclure vu que toutes les souches n'ont pas été génotypés,
cependant nous avons vérifié par notre étude qu’il y avait plus d’un clone

circulant au CHU.

La dissémination d’Acinetobacter baumannii dans notre hopital semble avoir
été exacerbée par les travaux de réaménagement en 2005. L’activité efficace
du CLIN ces années la semblent avoir freiné sa dissémination ainsi que

I'évolution de sa résistance entre 2005 et 2010.
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S\

Le relachement, le manque d’obsevance des recommandations du CLIN, a
partir de 2010 semblent avoir favorisé I'expression de tous les mécanismes de

résistance.

Deux services semblent effectivement entretenir cette épidémie, la
réanimation médicale et les urgences chirurgicales. Chose confirmée par
'enquéte microbiologique d’environnement en 2016 (voir annexe 12) ou
Acinetobacter baumannii est présent encore dans I'environnement (en force)
des urgences de chirurgie et de surcroit résistant a I'imipénéme. La source de

contamination ne semble pas se tarir.

Les deux services: chirurgie traumatologique et neurochirurgie sont les
services les plus concernés par tous les mécanismes du fait que ces deux
spécialités partagent la méme salle opératoire aux urgences de chirurgie lors

du traitement chirurgical des polytraumatiseés.

En 2013, tous les services sont touchés par cette épidémie, ce qui prouve le
relachement constaté dans cette lutte contre les Infections nosocomiales

dans notre structure hospitaliére.

Nos Recommandations lesquelles sont déja mises en place dans notre

hépital depuis plus d’'une décennie devront étre relancées celles-ci sont :

-Un fonctionnement correct du CLIN , ou les acteurs principaux que sont le
clinicien, I'épidémiologiste, le microbiologiste et le pharmacien devront

travailler en étroite collaboration.

Le microbiologiste en concertation avec le clinicien devront informer et alerter
le CLIN et I'épidémiologiste a propos de la diffusion de cette bactérie a
I'népital, le pharmacien devra fournir tous les moyens (antibiotiques,
antiseptiques et produits de stérilisation) pour éradiquer cette bactérie de
I'environnement hospitalier surtout, ainsi que tous les moyens de prévention
(Solution Hydro-Alcoolique, blouses, surblouses a usage unique, masques,

lunettes, gants.....).
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L’epidemiologiste devra investiguer, et circonscrire la diffusion de cette

souche.

Le Clin devra :

¢ rediger des recommandations quant aux protocoles de soins , afin
d’éviter les erreurs a 'origine des contaminations croisées,tel que les
protocoles sur I'hygiéne des mains, lavage des mains , utilisation de la
solution hydro-alcoolique, la réalisation du ménage a I’'Hépital, du
bionettoyage, stérilisation des dispositifs médicaux, et salles , intubation,
sondage urinaire etc.....

e former et informer le personnel hospitalier toutes catégories confondues,
en continu sans relachement, et ce a travers des journées scientifiques
et autres.

e ¢élaborer des affiches et revues dédiées a I'hygiéne hospitaliére , et au
respect de ses bonnes pratiques.

e évaluer la mise en place des recommandations, par des audits des

pratiques, enquétes d’incidence et de prévalence.

-Un fonctionnement du comité médicament plus précisement le sous comité
antibiotiqgues doit étre effectif ou tous les prescripteurs, microbiologistes,
épidémiologistes et pharmaciens devront discuter et confronter les taux de
résistance a la prescription, et consommation des antibiotiques, et ce a travers

des réunions réguliéres ou des référents par service doivent étre désignés.

-un Bionettoyage suivi d’'une désinfection terminale , doit étre hebdomadaire
en soins intensifs, et aux urgences de chirurgie de notre hopital . L’utilisation
du péroxyde d’hydrogéne semble étre trés prometteur, il pourrait étre limité
par son colt excessif a ces deux services seulement.

(voir enquéte d’environnement en annexe 12)

-L’éradication de cette bactérie doit se faire aussi par l'application des
précautions standards, précautions complémentaires de type septiques et

231



CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

aseptiques autour des cas inféctés de maniére stricte afin de casser sa chaine
de transmission. Mais aussi par un dépistage des sujets contacts et un
contrdle de I'environnement immédiat des patients inféctés, qui se fera par des
prélévements réguliers jusqu'a disparition totale de cette bactérie, aprés

bionettoyage et stérilisation terminale.

Seules ces bonnes pratiques en hygiene hospitaliere pourraient arriver a bout
de cette bactérie a I'hdpital, et ce par 'adhésion de tous, car les antibiotiques
semblent avoir prouvé leurs limites.

Les alternatives thérapeutiques proposées que sont les antibiotiques
nouveaux, ou associés semblent pour la plupart étre au stade d’études

expérimentales, et inefficaces le plus souvent in vivo.(227)(228)(229)(230).

La phagothérapie alternative possible ne fait pas encore le consensus au
niveau mondial, du fait de la non maitrise des effets nocifs chez I'humain,des

phages.

La transplantation fécale qui rejoint le principe des pro-biotiques peut devenir
une alternative viable, alors que la vaccination semble buter sur le choix

d’antigénes réellement immunogénes.

Tout semble étre a [I'état d’essais, en attendant seule I'observance des
bonnes pratiques en hygiéne hospitaliere constitue la solution qui arriverait a
bout de cette bactérie, mais seulement si le bactériologiste est doté de
moyens necessaires lui permettant d’identifier rapidement cette bactérie (chez
le patient, et a partir de I'environnement), ainsi que de ses mécanismes de

résistance aux antibiotiques.

Ces moyens représentés notamment par la spectrométrie de masse, et les

tests rapides.

S’il est vrai que I'antibiotypie et les tests complémentaires peuvent distinguer
les mécanismes de résistance jusqu’a un certain seuil, 'épidémiologie de la

résistance de cette espece aux antibiotiques en constante évolution requiert
232
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les techniques de biologie moléculaire pour les distinguer tel que la PCR ,qui

doit un étre un outil de routine dans nos laboratoires.

Aussi seule la pratique de la biologie moléculaire PCR et séquencage outils
des techniques de génotypage, MLST et bla .51 Sequence base Typing
pourront asseoir une étude épidémiologique réelle de la diffusion de cette

bactérie dans notre hopital.

Tous ces éléments entraineraient une célérité dans la prise en charge, du
patient et la mise en place de tous les moyens de prévention pour éviter la

diffusion de cette bactérie a I'hdpital.

Le but étant de localiser les sources de contamination, afin de les circonscrire

et casser la chaine de transmission d’Acinetobacter baumannii a I'hopital.
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Annexe 1
Démarche d’analyse des souches d’Acinetobcater baumannii par le CNR

(CNR Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa Besancon France)

Démarche d'analyse des souches de A. baumannii par le CNR
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Annexe 2

Technique d’antibiogramme par diffusion des disques d’antibiotiques

La méthode de diffusion ou des disques en milieu solide est la plus
simple. Elle consiste & ensemencer en surface,un milieu solide par inondation
de la souche a tester. Puis a déposer des disques de papier buvard
comprenant un antibiotique a une certaine concentration.

e Méthode de Réalisation :
- préparation de I'inoculum.
- ajustement de la turbidité de l'inoculum.
- ensemencement des boites.
- disposition des disques d’antibiotiques.
- lecture des diameétres des zones d’inhibition.
- interprétation.

e Milieu pour antibiogramme
Milieu Mueller- Hinton (MH).
Il doit étre coulé en boites de Petri sur une épaisseur de 4 mm.
Les géloses doivent étre séchées avant I'emploi.

e Préparation de I’inoculum
- A partir d’'une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d’isolement approprié,
racler a I'aide d’'une anse de platine ou d’'une pipette quelques colonies bien
isolées et parfaitement identiques.
- Bien décharger I'anse ou la pipette dans 5 a 10 ml d’eau physiologique
stérile.
- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre
équivalente a 0,5 MF(McFarland) ou a une D.O. de 0,08 a 0,10 lue a 625 nm.
L’utilisation d’'un densitométre est fortement souhaitable.
- La suspension bactérienne a 0,5 MF doit étre diluée au 1/10°™ dans le cas
ou I'on teste des molécules a charge SFM (c'est-a-dire des antibiotiques pour
lesquels il n’existe pas encore de critéres d’interprétation dans la technique
CLSI)
- L'inoculum bactérien doit étre ensemencé dans les 15 minutes qui suivent sa
préparation.
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e Ensemencement
- Tremper un écouvillon stérile dans I'inoculum.
- L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne
du tube, Afin de décharger au maximum.
- Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en
bas, en stries serrées.
- Répéter l'opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans
oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir 'ensemencement en
passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.
- Dans le cas ou I'on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger
I’écouvillon a chaque fois.

e Application des disques d’antibiotiques
-1l est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotique sur une
boite de 90 mm.
-Presser chaque disque d’antibiotique a l'aide de pinces bactériologiques
stériles et ne pas déplacer les disques aprées application.

v’ Liste des antibiotiques a tester pour Acinetobacter baumannii :
Ticarcilline (75ug) , Ticarcilline + acide clavulanique (75/10ug),
Pipéracilline (100 ug), Céftazidime ( 30 pg), Imipénéme (10ug),
Amikacine (30ug), Gentamicine (10ug) Tobramycine (10ug) ,
Nétilmicine (CMI seulement), Ciprofloxacine (5ug ), Lévofoxacine (5ug),
Doxycyclin (30ug), Triméthoprime + sulfaméthoxazole (1.25/23.75ug),
Colistine (CMI seulement), Rifampicine (30ug).
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Technique CLSI d’antibiogramme (diffusion de disques antibiotiques).

Microorganismes Milieu pour Inoculum microbien | Conditions
antibiogramme d’incubation
Acinetobacter sp Gélose 0,5 MF en eau 18 heures a 35°C
hysiologique \
Mueller-Hinton physiologiq Atmosphere

(diluer au 1/10éme ordinaire

pour les charges
CA-SFM)

e lecture
-Mesurer avec précision les diamétres des zones d’inhibition les mesures
seront prises a l'aide d’'un pied a coulisse, en procédant par transparence a
travers le fond de la boite de Pétri fermée.
- Comparer les résultats obtenus, aux valeurs critiques figurant dans les tables
de lecture correspondantes.

-Classer la bactérie dans 'une des catégories S, R ou I.

Contréle de qualité
Pour chaque espéce bactérienne testée, un contrble de qualité est réalisé
dans les mémes conditions de test et d'incubation.

Souches de contréle de qualité de I'antibiogramme

Microorganismes Souche de référence ATCC

Pseudomonas sp. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Acinetobacter sp.
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ANNEXE 3
Tests complémentaires : pour rechercher la céphalosporinase
AmpC ,BLSE, Metallo-B-lactamases

1. Test a la cloxacilline : recherche de la céphalosporinase AmpC (CNR)
constituer une solution mére a partir d’'un flacon de cloxacilline en poudre,
dosée a 1 gramme, dans 10ml d’eau distillée stérile, prélever 145 microlitres
de cette solution, a verser dans la boite, et additionner 58 ml de Mueller
Hinton, boite carrée). L’apparition d’'un diamétre d’inhibition, ou son
augmentation de maniére significative, autour du disque de ceftazidime dans
la boite de cloxacilline par rapport a la boite sans cloxacilline , indique la
présence d’'une céphalosporinase AmpC.

Préparation des boites de cloxacilline (ou oxacilline) CLSI

Cloxacilline Acinetobacter.sp
Concentration 0,25mg/ml

en cloxacilline

Préparation de la 25mg de Cloxa +

solution de cloxacilline 10ml d’eau distillée

Pour une boite 2ml de la solution +

ronde (90mm) 18ml de MH

e Technique
L’antibiogramme sera réalisé sur MH (Muller Hinton) additionné de cloxacilline
(selon le tableau ci-dessus).
On dépose sur la surface gélosée ensemencée les disques antibiotiques
(B-lactamines) (Acinetobacter sp).
Incuber 18 Heures a 35°C
NB : Un contréle de qualité sera réalisé avec les souches P.aeruginosa
ATCC 27853.
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e Lecture
Le test a la cloxacilline est interprété en comparant I'antibiogramme réalisé sur
MH additionne de cloxacilline a celui réalisé sur MH sans cloxacilline.
-Interprétation
L’inhibition de la céphalosporinase entraine :
1) L'apparition des phénotypes sauvages d’Acinetobacter sp.
Ou
2) L’apparition d’autres mécanismes de résistances acquises tels que :
- synthese de BLSE
- pénicillinase
- imperméabilité

Recommandation

- En cas d’absence de culture, réaliser une CMI a la cloxacilline de la souche
a tester. La concentration pour le test a la cloxacilline sera inferieure de deux
dilutions par rapport a la CMI.

2. Recherche d’une BLSE :
Méthodes de détection de la BLSE pour Acinetobacter sp : CLSI

-Technique :

La recherche de la BLSE se fait dans les conditions standard de
I'antibiogramme en déposant un disque de ticarcilline+acide clavulanique
(TCC 75/10ug) a 30mm (centre a centre) d’'un disque de C3G : céftazidime
(CAZ 30ug), aztréonam (ATM 30 pg), céfépime (FEP 30 ug).

Incubation:

Incuber 18 H a 35 °C

-Lecture:

Le test est positif s’il y a apparition d’'une image de synergie ou « bouchon de
champagne >

Entre les disques :

-TCC et CAZ

-TCC et ATM

-TCC et FEP
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-S’il y a absence de synergie, on peut rechercher la BLSE par :

1- le rapprochement des disques TCC et CAZ (15mm et 20mm centre a
centre) au lieu de 30mm.

2- la neutralisation de la Case : Si la souche est productrice d’'une Case hyper
produite, faire le test de synergie sur Mueller-Hinton additionne (de 250mg/l a
500 mg/l) de cloxaciline.

Technique : Test de confirmation ou technique du double disque

Ce test se fait dans les conditions standard de I'antibiogramme.

Déposer un disque de TCC avec un disque de C3G (CAZ) ou monobactame
(ATM) a une distance de 25mm.

Certains auteurs signalent une meilleure détection des BLSE en testant un
disque de céfopérazone (75ug) avec un disque de TCC (75/10 ug).

-Laisser diffuser les antibiotiques pendant une heure, a température ambiante
(sur la paillasse), la boite sera déposée couvercle vers le haut.

-Apres lheure d’incubation, éter le disque d’AMC (ou de TCC) et le remplacer
par un disque de CTX ou CRO(ceftriaxone) (ou CAZ).

-Incuber la boite 18 H a 35°C.

-Lecture et interprétation

Le test du double disque est positif quand le diamétre d’inhibition autour du
C3G, appliqué aprés diffusion du disque AMC ou TCC est = 5mm par rapport
au diamétre d’inhibition autour du disque de C3G.

L’interprétation (R, | ou S) se fait selon les diamétres mesurés.

L’interprétation du test consiste a répondre :

suite a la révision des break points des céphalosporines, la lecture
interprétative anciennement basée sur la détection ou non d’une BLSE, n’est
plus nécessaire. La réponse R, | ou S se fait en se référant aux seuls
diamétres mesures.

A souligner cependant que la détection phénotypique de la BLSE garde tout
son intérét dans les études épidémiologiques et en hygiéne hospitaliere.
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3. Recherche de MBL : test a lEDTA

sur une boite de Muller Hinton, seront disposés les disques d’'imipeneme (IMP)
et céftazidime (CAZ), d’une part et IMP, CAZ, imprégnés d’'une solution
d’EDTA (qui précipite et neutralise les métallo-enzymes ), un disque vierge
sera également imprégné, de 10 microlitres dEDTA (100 milli-molaire), et
disposé en amont des deux séries de disque .

L’EDTA inhibe 'enzyme une augmentation du diamétre d’inhibition du disque
IPM +EDTA par rapport au disque IPM seul (supérieur a 5mm), ou une
synergie entre Le disque d'imipenéme+EDTA et EDTA seul indique la
présence d’'une métallo-B-lactamases(MBL), par contre un test négatif
orientera vers les autres carbapenemases type oxacillinases par exemple.

Méthodes de détection : CLSI
v" Inhibition par 'EDTA :

Déposer 750 ug d’EDTA (soit 4 pl d’'une solution dEDTA 0.5 M) sur un disque
d'imipéneme et comparer le diamétre obtenu avec celui d’'un disque
d’'imipéneme seul.

Test du double disque
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4. Test de Hodge

e Principe
Ce test permet la mise en évidence d’'une enzyme hydrolysant I'imipenéme
chez une souche résistante a cet antibiotique a 'aide d’'une souche sensible.

e Technique
-Préparer une suspension d’Escherichia coli 25922 de 0.5 Mc Farland
-Diluer la suspension au 1/10°™ (par I'addition de 0.5 ml de la suspension de
0.5 Mc Farland dans 4.5 ml de MHB)
-Ensemencer par écouvillonnage une gélose Muller Hinton et laisser sécher
-Déposer un disque d'imipenéme au centre
-Dans une ligne droite, ensemencer la souche a tester du bord de disque
jusqu’au bord de la boite
-Incuber a 35°C pendant 16 a 24 heures.
-procéder de la méme maniére avec une souche témoin positif et négatif.
Lecture
L’hydrolyse de 'imipéneme par la souche a tester se traduit par échancrure de
la zone d’inhibition de la souche d’Escherichia coli indicatrice.

1.souche témoin positif hébergeant une
carbapénémase ;2.souche témoin négatif ; 3.souche a tester résistante a
I'imipenéme.
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ANNEXE 4
Protocole d’extraction d’ADN : protocole QIAGEN

Dans un tube Ependorf, mettre 180ul de Tampon ATL, puis ajouter la
suspension bactérienne, et bien décharger I'ose, puis pipetter, le volume avec
la pipette de 1000 ul pour bien homogénéiser.

Ajouter 20ul de protéinase K, vortéxer et incuber a 56°C, pendant trente
minutes.

Ajouter 200ul de tampon AL, puis vortéxer, pendant 15 secondes, et incuber a
70°C, pendant dix minutes.

Ajouter 200pL d’éthanol a 100%, puis vortéxer, centrifuger rapidement, pour
tout récupérer.

Prendre la suspension de 'Eppendorf, et la mettre dans la colonne Qiamp,
puis centrifuger a 8000rpm pendant une minute et changer de tube.

Ouvrir doucement la colonne et ajouter 500ul de Tampon Aw1l (plus éthanol),
puis centrifuger a 8000rpm pendant une minute (volume de 600ul) changer de
tube.

Ouvrir doucement la colonne, et ajouter 500ul de Tampon Aw2 (plus éthanol),
puis centrifuger a 14000 rpm pendant 3 minutes, changer de tube et
recentrifuger (idem).

Placer la colonne dans un nouveau tube Eppendorf et jeter 'ancien tube, puis
ajouter 150ul de Tampon AE, incuber pendant 5 minutes a température
ambiante (80ul ), centrifuger a 8000rpm pendant une minute : I'extrait d’ADN
est dans la solution obtenue

Vérification de la concentration d’ADN obtenue :
-par I'appareil nanodrope(Nanophotometer), Marque Implen

-Allumer et appuyer sur les boutons, 1 deux fois, puis nucleotid Acid, puis 1
double brun, puis 1, puis Lid factor.

-y introduire la colonne. Choisir Lid factor a 10, aller a OK.

Fermer avec Lid 10 (bouchon rouge), appuyer sur blank (mauve), pour
étalonner, a Zéro, on enleve le bouchon, on essuie la cuve et le couvercle.
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Prendre I'extrait d’ADN, vortéxer, prendre 2ul, le poser et recouvrir avec le
bouchon, appuyer sur sample.

Vérifier la pureté de ’ADN en calculant le rapport 260/280 qui doit étre
compris entre 1,8 et 2.

Exemple de résultats :

souche Indice de pureté Concentration Volume a inclure
260/280 en dans le protocole
nanogrammes/yl PCR
1A 0,049/0,024 24, 3 2l
=2,004
2A 0,028/0,014=2 13 4 3ul
3A 0,04/0,019=2,1 19,8 3ul
4A 0,028/0,014=2 13,4 3ul
5A 0,043/0,022=1 ,95 | 20,8 3ul
6A 0,055/0 ,027=2,03 | 26,8 2ul
7 0,062/0,0 33=1,78 | 29,8 2l
7 1,95 19,3 3ul
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ANNEXE 5

Protocole PCR

Amorces La concentration finale de chague amorce, dans le
tube PCR doit étre a 0,5 micromolaire

Dntp Concentration finale en Dntp 0,2uM

Tampon Taq Généralement le tampon de I'enzyme est 10 fois
molaire et celui-ci au final doit étre a une fois
molaire.

Mgcl2 La concentration en Mgcl, au final doit étre
comprise entre 1,5 et 4,5 uM

Taqg polymerase Se trouve de facon générale a une concentration
de 5U/ul et il faut 2,5 unité d’enzyme par réaction
et par tube

ADN En général la quantité d’ADN utilisé est comprise
entre 50 et 100ng

DMSO (20X) Concentration finale 5%

Eau ultra pure L’eau permet d’'ajuster le volume au volume
souhaité

Rajouter le témoin Positif et négatif

Conditions d’amplification

Etapes d’Amplification :
Etape de préchauffage : 94°C,4 a 7min

Dénaturation : 94°C, 30 Sec
Hybridation : 55°C si GC% inferieur ou égal a 50%, 60°C si GC% supérieur
a 50% 30sec

Elongation : 72°C, 60 secondes par Kb les trois étapes de dénaturation,
d’hybridation et d’élongation sont a répéter 30 fois

Etape de fin d’élongation : 72°C, 7min

Révélation : les produits d’amplification sont ensuite révélés par
électrophorése en gel d’agarose ou la concentration varie suivant la taille des
fragments que I'on souhaite observer.
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Exemple de Mix :

Mix en ul | lechantillon | 3echantillons
(u)

Eau 30(29) 90

Tampon 5 15

MgCI2 2,5 7,5

DMSO 3 9

Amorce F |3 9

Amorce R |3 9

dntp 1 3

TAqQ 0,5 1,5

polymérase

ADN 20u3 20u3

total 50 ul
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ANNEXES

Programme du thermocycleur :

1 2 3 4 5 6 Pm Cycles
NDM T° |94°C |94°C |60°C |72°C |72°C |4°C 515pb | 3,4,5:
OXA58 599pb | 30cycles
NDM 5 1 1 1 7 pause
Temps
OXA 23 |94°C |94°C |58°C |72°C |72°C |4°C 501pb |3/4,5:
OXA 24 246pb | 30
OXA 51 253pb | Cycles
GES 864pb
VEB 642pb
PSE 587pb
CTXmAB 551pb
SHV 861pb
Temps 5 1’ 1’ 1’ 7 pause
ArmA 94°C | 94°C |55°C | 72°C |72°C |4°C 250a |30
TEM 500 Cycles
CTXM 867pb
544pb
Temps 5 1 1’ 130" | 7 pause
PER 94°C | 94°C |51°C | 72°C |72°C |4°C 925pb | 30
cycles
temps 5 1 1’ 1 7 pause
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ANNEXE 7
Protocole de purification des produits de PCR, en vue du séguencage

-Prendre le KIT(QIAGEN) :-ajouter le méme volume de Membrane Bording
Solution (47ul +47ul).

-Transférer le tout (94ul) dans la colonne.

-Incuber 5 minutes a Température ambiante.
-Centrifuger 14000 rpm pendant une minute.
-Récupérer, le centrifugat, dans un autre collection tube.
-Jeter le fond.

-Rincer la colonne avec 700ul de M wash solution sur la colonne, centrifuger
une 1minute a 14000 rpm.

-Plus 500 pL de MWS centrifuger 5 minutes a 14000 rpm.
-Vider.

-Centrifuger 14000rpm pendant une minute
-Jeter le tube d’en bas, mettre la colonne dans un eppendorff

-Ajouter 30ul d’eau ultra pure, volume final 30pl, incuber 5’ ,a température
ambiante.

-Centrifuger 14000 rpm pendant une minute.

-La concentration finale doit étre a 30ng/ul. Si elle est supérieure, il faudra
diluer

Exemple : la souche du Phénotype NDM, est préconisée pour Le séquencage

Aprés purification des produits de PCR, la concentration retrouvée a donné u
102ng/ul, qu’il faudrait transformer a une concentration de 30ng/ul, en
appliquant la relation C;V,-C,V, C1 : concentration 102, V1 : volume récupéré
a la fin de la purification.

C2 : concentration 30 a obtenir, V2 : Volume final
102X30 = 30XV2  V2=102ul, 102-30 =72l

Il faut ajouter 72l d’eau distillée stérile, au produit de purification, pour
atteindre le volume de 102pl.
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ANNEXE 8
Exemple de séquences obtenues pour : B-lactamases
> Souche de Phénotype 1’ avec 'amorce CTX-M AB : CTX-M-15

>a.n séquence : 531 sur 891 pb
TTTTTgCGAtgtGCAGTACCAGTAAAGTGATgGCCGCGGCCGCGGTGCTGaA
GaaAAGTGaAAGCGAACCGAATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCAAAA
AATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAATGGG
ACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATA
ACGTGGCGATGAATAAGCTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGT
CACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGT
ACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCGCGTGATACCA
CTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAA
AGCATTGGGCGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGG

CAATACCACCGGTGCAGCGAGCATTCAGGCTGGACTGCCTGCITCCTGGT

Escherichia coli strain 862 beta-lactamase CTX-M-15 (blaCTX-MM-15) gene, complete cds
Sequence ID: gblJX129222 1| Length: 831 Number of Matches: 1

Range 1: 220 to 750 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
981 bits(531) 0.0 531/531({100%) 0/531(0%) Plus,/Plus

Query 3 TTTGCGATGIGCAGTACCAGTARAGTGATGECCGIGECCGCGETGCTGAAGRRARAGTGAR &2
PP Eerrrr et e e e e e et e e e e et

Sbjct 220 TITGCGATGIGCAGTACCAGTARAGTGATGGCCGCGECCEOGEIGCTRARGRRARAGTGAR 279

Query &3 AGCGRACCRAATCTGITARATCAGCGAGTTGAGATCARRRRATCTGACCTIGTTAACTAT 122

Sbjct 280 AGCGAARCCGAATCTGITARATCAGCGAGITGAGATCARRRRATCTGACCTTIGITAACTAT 339

Query 123 AATCCRATTGCGGARRAGCACGTICAATGGEEACGATGICACTGECTGAGCTTAGCGCGECC 182
FEEETEEEr et e et et e et e e e et et e et
Sbjct 340 AATCCRATTGCGGARRAGCACGICAATGGGACGATGICACTGECTGAGCTTAGCGCGECC 3949

ey T T T e T T T T e e e T T e e e e e

fuery 183 GCOGCTACAGTACAGCGATAACGTIGECGATGAATARGCTGATIGCTCACGITGECGECCCE 242
FEEETEErrerr et et et et e e et b e et et
Sbjct 400 GOGCTACAGTACAGCGATAACGIGECGATGAATARGCTGATIGCTCACGITGZCGECCCE 459

nnnnnnnnn P e ala el nt Rt T el LT T T T e g P Wa el

tuery 243 GCITAGCGICACCECGITCOGCCCGACAGCTGEEAGACGARRCGTTCOGTICTCOGACCETACT 302

e lalaat e e T T T T . T e Ty e

Sbjct 460 GCTAGCGTCACCECGIICGICCRACAGCTGEEAGACGARRCGTTICCRICTCGACCGTACC 519

R alal et e T e e e Ty T e e Ty T e e e e ey P N el el nlalale

tuery 303 GRAGCCGACGTITARLCACCGCCATTCCGEECGATCOGOGTGATACCACTICACCTOGEECE 362

Sbjct 520 GEAGCCRACGITARACACCGCCATTCCGGECGATCCOGOGTGATACCACTICACCTCGEECA 579
Query 363 AIGECECARACTCTGCGRAATCTIGACGCTGEETARAGCATTGEGOGACAGCCAACGEECE 422

nnnnn 7T e alalat] e —~ ey e e e g

Sbject 580 ATGFCGCARACTCTGCGGARTCTGACGCIGEETRARRGCATTGGEOGACAGOCARCGEECE 639
Query 423 CRGCIGGIGACATGGATGARAGECRRTACCACCEETGCAGCGAGCATTCAGGCITGEACTE 482
FELETEEE e e et et e e b e e e e e e e e
e

Sbjct €40 CARGCIGGEIGACATGGAIGARAGECARTACCACCEETIGCAGCGAGCATTCAGECTGEACTG 499
Query 483 CCIGCTICCTIGRGIIGIGEEEGATARRLCCEECAGCGETGECTATGECACC 533
FEETTE R e e e e e e el

Sbjct 700 CCIGCTICCTIGRGIIGIGEEEGATARRLCCGECAGCGEIGECTATGECACC 750
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>a.a séquence :

FAMCSTSKVMAAAAVLKKSESEPNLLNQRVEIKKSDLVNYNPIAEKHVNGTM
SLAELSAAALQYSDNVAMNKLIAHVGGPASVTAFARQLGDETFRLDRTEPTL
NTAIPGDPRDTTSPRAMAQTLRNLTLGKALGDSQRAQLVTWMKGNTTGAAS
IQAGLPASWVVGDKTGSGGYGTQKKICE

> Souche de Phénotype 6 avec 'amorce NDM F et R : NDM-1
>a.n séquence : 516 sur 813 pb

TTAGTGCTCAGTGTCGGCATCACCGAGATTGCCGaGCGACTTGGECTTGC
TGTCCTTGATCAGGCAGCCACCAAAAGCGATGTCGGTGCCGTCGATCCC
AACGGTGATATTGTCACTGGTGTGGCCGGGGCCGGGGTAAAATACCTTG
AGCGGGCCAAAGTTGGGCGCGGTTGCTGGTTCGACCCAGCCATTGGCG
GCGAAAGTCAGGCTGTGTTGCGCCGCAACCATCCCCTCTTGCGGGGCAA
GCTGGTTCGACAACGCATTGGCATAAGTCGCAATCCCCGCCGCATGCAG
CGCGTCCATACCGCCCATCTTGTCCTGATGCGCGTGAGTCACCACCGCC
AGCGCGACCGGCAGGTTGATCTCCTGCTTGATCCAGTTGAGGATCTGGG
CGGTCTGGTCATCGGTCCAGGCGGTATCGACCACCAGCACGLCGGLCCGC
CATcCCTGACGATCAAACCGTIGGAAGCGACTgCCCCgAAACCCggCaTGT
CGAGATAGGAAGTGTGCTGCCAGACAC

>a.a séquence :

VWQHTSYLDMPGFGAVASNGLIVRDGGRVLVVDTAWTDDQTAQILNWIKQE
INLPVALAV
VTHAHQDKMGGMDALHAAGIATYANALSNQLAPQEGMVAAQHSLTFAANG
WVEPATAPNF
GPLKVFYPGPGHTSDNITVGIDGTDIAFGGCLIKDSKAKSLGNLGDADTEH-
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Chain A, Crystal Structure Of New Delhi Metallo-Beta-Lactamase (Ndm-1)
Sequence ID: pdb[3S07|A Length: 224 Number of Matches: 1
B See 1 more title(s)

Range 1: 12 to 182 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Paositives Gaps
353 bits(905) 3e-121 Compositional matrix adjust, 171/171(100%) 171/171(100%) 0/171(0%)

query 1 VWQHT SYLOMPGFGAVASNGLIVRDGGRVLVVITART DDQTAQILNWIKQEINLEVALAY &0
VWQHT SYLOMPGFGAVASNGLIVRDGGRVLVVLTART DDQTAQI INWIKQEINLEVALAY
Jbjet 12 VWQHISYLDMPGFGAVASNGLIVRDGGRVLVVDTAWTDDQTAQILNWIKQEINLEVALAV 71

Query 61  VTHAHQDEMGGMDALARAGIATYANALSNQLAPQEGMVAAQHSLTFAANGWVEFATAENE 120
VIHARQDKMGEMDALHAAGT AT YANALSNOLAPQEGMVARQHS LT FARNGWVEPATAENT
sbjet 72  VIHAHQDEMGGMDALARAGIATYANALSNQLAPQEGMVAAQHSLTFRANGWVEPATAENE 131

Query 121 GPLEVFYPGPGHTSONITVGIDGIDIAFGGCLIKDSKRKSLGNLGDADTER 171

GPLEVFYPGPGHT SDNITVGIDGI DIAFGGCLIKDSKAKSLGNLGDADTER
jbjet 132 GPLEVFYPGPGHTSONITVGIDGIDIAFGGCLIKDSKRKSLGNLGDADTER 182
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ANNEXE 9
Protocole de la PFGE

Les bactéries sont cultivées jusqu’a I'obtention d’une densité optique
comprise entre 0.8 etl (a 600 nm).

Un millilitre de cellules est centrifugé, lavé et mis en suspension dans le
tampon de suspension préalablement a 50°C.

Les bactéries sont incluses dans un bloc d’agarose a 2% a basse température
de fusion.

Les blocs sont incubés pendant 2 h a 37°C dans un tampon de lyse puis
incubés dans une solution de protéinase K pendant 16 h a 50°C.

La protéinase K est ensuite éliminée par plusieurs lavages dont un avec une
solution de lavage contenant du phénylméthane sulfonyl fluoride (PMSF) a 1
mM (inhibiteur de protéase).

La composition des tampons est présentée ci-dessous

L’ADN total des cellules de A. baumannii a été digéré avec 'enzyme de
restriction Apal pendant 16 h a température ambiante (New Englands Biolabs,
St-Quentin en Yvelines, France).

Les conditions utilisées pour I'électrophorése sont les suivantes : 6 Volts par
centimetre pendant 10 h 30 avec des changements de direction du courant
toutes les 3 a 8 secondes et 10 h 30 avec des changements de direction du
courant toutes les 12 a 20 secondes.

Apres électrophorése, le gel est coloré au BET (0.5 pg/mL) pendant 30
minutes et les profils génétiques ont été visualisés sous UV.

Composition des solutions utilisées pour I’électrophorése en champs
pulsé.

Solution Composition

-Tampon de suspension : 10 mM Tris pH 7.2 ; 20 mM NaCl ; 50 mM EDTA

-Tampon de lyse 10 mM Tris pH 7.2 ; 50 mM NacCl ; 0.2% désoxycholate de
sodium; 0.5% sodium laurylsarcosine ; 50 yg/mL lysosyme

-Tampon de protéinase K 100 mM EDTA pH 8 ; 0.2% désoxycholate de

sodium ; 1%
sodium laurylsarcosine ; 20 pg/mL protéinase K

-Tampon de lavage 20 mM Tris pH 8 ; 50 mM EDTA
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ANNEXE 10
Mode opératoire de la technique MLVA (CNR)

Travailler sur des souches, obtenues a partir d’'un isolement de 24 heures, sur
un milieu gélosé de Muller Hinton

Matériel, Réactifs, Consommables :
-Kit d’extraction Qiagen
-Enzyme: BIOTAQ DNA polymérase 5U/ul (Bioline BIO-21040)

-Tampon : NH4 Buffer 10x, Mgcl, 50mM,Dntps 2mM,Amorces MLVA,
TAE 40X(PROMEGA),100bp Genladder, colorant de migration (Promega 6X)

Aprés extraction, il faut doser L’ADN et ajustement a la concentration de
4ng/ul

Acinetobacter baumannii (9 couples d’amorces)

3530-60pb-462bp-6U génes d’ancrage
3002-57bp-539bp-8U génes d’ancrage
Acicu2185-99bp-341bp-2U génes d’ancrage
1988-26bp-195bp-5U génes d’ancrage
0826-9bp-532bp-19U génes d’ancrage
0017-9bp-239bp-18U génes d’ancrage

0845-7bp-136bp-2U

2396-6bp-219bp-19U

3468-6bp-386bp-13U

L’ADN polymérase doit étre diluée extemporanément dans de I'eau de biologie
moléculaire (dilution au 1/5°) (3ul de Taq +12ul d’eau :soit 1U/pl)

Mix et mode opératoire

Composition du Mix | Pour un échantillon Pour 4 échantillons

Primer F 1,5 6 pl

Primer R 1,5 ul 6 ul

My Taq 3ul 12 ul
Tampon(Dntp+Mgcl2)

EDS 3,8 ul 15,2 ul

My Taq Bioline 0,2 pl 0,8 pl

ADN 5ul 5 pl(de chaque échantillon)
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Programme du thermocycleur

94°C  5min
94°C  30sec
58°C 30Sec
72°C  1min
72°C 7min

La migration se fait en gel d’agarose a 1%

Remarque : La PCR a été préconisée pour les génes d’ancrage : 3530, 3002,
2185, 1988, 0826. La MLVA a été préconisé, pour les phénotypes
Oxacillinases 23.
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Annexe 11

Précautions standard, précautions complémentaires de type :
PROTECTEUR et ASEPTIQUES

Et extraits des directives nationales relatives a I’hygiéne de I’environnement
dans les établissements de santé publics et privés

I/- Précautions standards

En permettant de diminuer le risque de transmission croisée, I'objectif de ces
précautions est double : assurer la qualité des soins dispensés aux patients et
assurer la sécurité des soignants.

1-L’hygiéne des mains : voir les indications (OMS) ci-dessous et modalités
extraites des directives nationales(196).

2-port de gants

- Port de gant pour tout soignant porteur de lésion cutanée des mains.

3- Port d’un équipement de protection individuelle

Port d'un tablier, port d'un masque étanche, de lunettes dans les situations
avec risque de projection de sang ou de liquide biologique pour les soins
souillants et mouillants, pour des patients suspects de pathologies
infectieuses (grippe...)

4-Décontamination de I’environnement : nettoyage/désinfection

e des surfaces et sols souillés, de la vaisselle des patients, du matériel
médical, des bassins et pistolets.

5-Transport des prélévements biologiques, du linge souillé de liquides

biologiques, des déchets dans un emballage étanche et fermé.

Les précautions Complémentaires sont :
« a mettre en complément des précautions d’hygiéne « standard»
* a mettre en route dés suspicion, en fonction des signes cliniques,
» sur prescription médicale elles sont définies en fonction :
- de l'agent infectieux (réservoirs, modes de transmission, résistance)
-de l'infection (localisation et gravité).
Pour Acinetobacter baumannii qui est un germe a haut potentiel de
transmission croisée, ces précautions doivent étre appliqguées quand un
patient en est inféctée..

[l/- Précautions complémentaires de type PROTECTEUR

-Le but est de protéger un patient fragile ou immunodéprimé (en aplasie,
neutropénies, greffés, grands brdlés,...) de tout risque infectieux provenant :
-de I'environnement, ou Acinetobacter baumannii est le plus souvent
persistant.
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-des autres patients, infectés, du personnel et des visiteurs porteurs de ce
germe, afin de limiter les risques de transmission croisee.
Les précautions complémentaires de type PROTECTEUR sont :
1-Isolement du patient en chambre seule :
2-hygiene des mains a appliquer, par toutes les personnes a I’entrée de
la chambre, a renouveler fréquemment.(voir les directives plus bas)
3- port d’'un masque de soins pour toute personne a I'entrée de la
chambre.
4- port d’un tablier plastique a usage unique a I’entrée de la chambre.
5- faire les soins en premier
* Regrouper les soins pour limiter les entrées et sorties de la chambre.
* Ne pas rentrer le dossier de soins dans la chambre.
* Individualiser tensiométre et stéthoscope.
6- attention a I’alimentation :

» Eviter fromages a pate molle, au lait cru.

+ Pas d’aliments non cuits.

» Pas de Iégumes crus, ni fruits qui ne s’épluchent pas.
7- déplacement
* a limiter au maximum
 Port d'un masque par le patient
8-commencer I’entretien :
Par ces chambres, avec chariot et matériel propre
9- informer le patient et les visiteurs des pratiques,les Visiteurs, doivent
utiliser une solution hydro-alcoolique et porter un masque avant d’entrer dans
la chambre et ne doivent pas s’assoir sur le lit.

l1l/- protection complémentaire SEPTIQUE : Il faut faire barriére a la
diffusion de I'agent infectieux, a partir d’'un patient infecté par Acinetobacter
baumannii et de son environnement immédiat. Cette protection
complémentaire comporte :

1- Chambre individuelle (si impossibilité, regrouper des patients atteints de
la méme infection)

2- Signalisation apposée sur la porte, la planification, le dossier et les
bons de demande d’examens, le matériel doit étre disposé dans la
chambre.

3-Port d’un tablier plastique UU (usage unique) ou sur blouse manches
longues a Usage Unique.

4-Port de gants dés I'entrée dans la chambre.

5 -Hygiéne des mains aprés chaque soin et a la sortie de la chambre.(voir
les directives nationales ci-dessous)

6- SHA (solution hydro-Alcoolique) obligatoire, mais le lavage des mains
doit se faire.

7- Ne plus toucher I’environnement du patient

Eliminer le linge souillé au fur et a mesure dans un sac adéquat.

8-Eliminer les déchets au fur et a mesure dans des sac a déchets a
risque infectieux
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9. Faire les soins en dernier
Regrouper les soins pour limiter les entrées et sorties de la chambre
10- Utilisation maximale d’instruments a usage unique ou réserveés
exclusivement au patient.
11-Ne pas stocker de grandes quantités de consommables dans la
chambre (compresses, linges,...)
12- Organiser I’espace.

» Limitation des déplacements (risque de transmission lors de transfert

entre service ou établissement)

» Faire pansement hermétique en cas de plaie
13- Nettoyage des surfaces : technique habituelle avec détergent-
désinfectant (voir fiche bionettoyage ci-dessous)
14- Terminer I’entretien par les chambres en isolement
15- A la sortie, réaliser un bionettoyage (3 étapes : détergence, essuyage
et désinfection voir les directives ci-dessous)
16-Informer le patient et les visiteurs
- Visiteurs : utiliser la SHA (solution hydro-alcoolique) a la sortie de la
chambre
- Ne pas s’asseoir sur le lit
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Les recommandations de I'OMS combinées en
5 indications de I’hygiéne des mains

Les 5 indications A Recommandations consensuelles
d 'hygiénedes | Recommandations de!'OMS pour I'Hygiéne des mains au cours des Soins
mains 2069
D.a) Avant et apres avoir touche un patient {IB)

D.b) Avant de manipuler un dispositif médical invasif pour les soins au patient,
indépendamment du port de gants (IB)

D.d) Passerd’un site corporel contaminé a un autre site corporel lors des soins a8 un
méme patient (IB)

D.c) Aprés avoir touche des liquides biologiques ou excrétions, des mugqueuses, une
peau lésée ou un pansement {1A)

D.d) Passerd’un site corporel contaminé & un autre site corporel lors des soins a un
méme patient (IB)

D.f) Aprés avoir retiré des gants stériles (ll) ou non stériles (IB)

D.a) Avant et aprés avoir touche un patient (IB)
D.f) Aprés avoir retire des gants stériles (ll) ou non stériles (IB)

D.e) Aprés avoir touché des surfaces et objets inanimés (matériel médical inclus) &
proximité immeédiate du patient (1B}
D.f) Aprés avoir retiré des gants stériles (ll) ou non stériles (IB)

ableau des comesponcances entre les 5 Indications et les Recommandations de I'OMS

L il Nhasms e e e Ty
et A 11— e

Les 5 indications de I'hygiéene des mains
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EXTRAITS DES DIRECTIVES NATIONALES RELATIVES A PHYGIENE DE
HOSPITALIERE DANS LES ETABLISSEMNTS DE SANTE PUBLICS ET
PRIVES (196)

HYGIENE DES MAINS Fiche 4

OBJECTIF

Prévenir la dissémination de micro-organismes notamment multi-résistants, a l'origine des
infections associées aux soins ; les mains constituant le mode de transmission principal.

TECHNIQUE ET METHODE
1. HYGIENE DES MAINS : Qui et Comment ?

1. Tous les personnels de |a santé et tout professionnel impliqué dans les soins dispensés
aux patients.

2. Par lavage a I'eau et au savon et par désinfection par friction avec un produit hydro
alcoolique, & adapter selon les risques.

2. LES PREALABLES A U'HYGIENE DES MAINS

1. Pas de bijoux (bague, bracelet, alliance, montre,....)
Pas de vernis

Pas de faux ongles

Ongles courts

| N

Avoir les avant bras découverts
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3. LE LAVAGE DES MAINS

Ouand se |aver : Le choix du type de lavage approprié dépend du niveau de risque infectieux
3.1- Le lavage simple ou social :
1. Alaprise et & la fin du service.

2. Au cours des gestes de la vie courante : repas, passage aux toilettes, aprés s'étre
mouché ou coiffé, ...

Avant et aprés un soin de nursing ou d’hdtellerie.
Lors de soins infirmiers non invasifs,

Mains visiblement sales et /ou souillées.

| | R W

Apreés le retrait des gants.

3.2- Le lavage hygiénique ou antiseptique :

1. Aprés tout contact avec un patient en isolement septique

2. Avant réalisation d'un geste invasif (cathéter périphérique, sonde urinaire et autres
dispositifs analogues)

Aprés tout contact accidentel avec du sang ou des liquides biologiques
Aprés contact avec un patient infecté ou avec son environnement
Entre deux patients, aprés tout geste potentiellement contaminant

Avant tout contact avec un patient en isolement protecteur

el A

Avant réalisation d'une ponction lombaire, d'ascite, articulaire ou autres situations
analogues

8. Avant manipulation des dispositifs intra vasculaires, drains pleuraux, chambre
implantable, et autres situations analogues

9. En cas de succession de gestes contaminants pour e méme patient

A Le port de gants doit obligatoirement étre précédé d'une hygiéne des mains
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4. LA DESINFECTION PAR FRICTION HYDRO ALCOOLIQUE

Quand se frictionner :
La friction hygiénique ou antisepsie rapide des mains :

1. Ses indications sont celles du lavage hygiénique et du lavage simple a I'exception des
situations suivantes : avant la prise du service, aprés chague geste sale et aprées les
gestes de la vie courante,

2. Elle est contre-indiquée sur des mains souillées, mouillées et poudrées.
Elle est inefficace sur les spores (patient porteur de clostridium difficile) et les parasites
(gale).

( On lave les mains sales et on désinfecte les mains propres ]

Désinfection par friction hydro alcoolique :

1. Produit hydro alcoolique
2. Distributeur pour produit hydro alcoolique
3. Protocole affiché

RESPONSABLE

» Tous les personnels de santé : médical, paramédical et autres travailleurs
» Le directeur de I'établissement

» Le pharmacien

» LeCLIN
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BIONETTOYAGE DES SURFACES
ET DES SOLS

OBJECTIF
b Assurer un état de propreté

» Eviter la transmission croisée des micro-organismes entre patients et soignants par le biais
du matériel, des mobiliers et/ou des surfaces.

» Eviter la contamination de I'environnement
b Eliminer les salissures adhérentes sur les sols et surfaces

» Réduire le nombre de micro-organismes présents sur les sols et surfaces.

Techniques, méthode

Nettoyage : Elimination des souillures et salissures visibles aboutissant a un aspect agréable
de propreté, d’hygiéne et de confort

Bio nettoyage : Opération de nettoyage et de désinfection avec un détergent suivi d’un
désinfectant ou d'un détergent-Désinfectant (dD) en une seule opération assurant ainsi une
action bactéricide, virucide, fongicide et parfois sporicide. Le bionettoyage permet d'éliminer
les salissures et de réduire la contamination biologique des sols et surfaces.

Surfaces:

Surfaces verticales : Murs, parois
Surfaces horizantales : Plans de travail, mobilier

1- RECOMMANDATIONS GENERALES

Les recommandations suivantes s‘appliquent quelles que soient les techniques d’entretien
utilisées et restent valables dans toutes les zones :

» Porter une tenue vestimentaire propre et adaptée au contexte épidémiologique de la
transmission (ex : épidémie Ebola, nécessite de porter un équipement protecteur individuel).

b Pratiquer une hygiéne des mains (lavage simple ou friction hydro-alcoolique) en début et fin
des opérations de bionettoyage, et chaque fois que nécessaire. (cf. fiche 4)
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Z- PROCEDURE

N e ;b

9.

. Aérer la piece

Sortir les déchets, le linge et les dispositifs médicaux utilisés. (cf. fiche 32)
Respecter un ordre logique dans le déroulement des opérations :

a) commencer par les locaux les moins contaminés,

b) aller du propre vers le sale et de haut vers le bas,

c¢) nettoyer toujours avant de désinfecter.

Déplacer impérativement le mobilier
Laisser le chariot de ménage a I'extérieur de la piéce
Porter obligatoirement des “gants de ménage” a manchettes

Les gants de ménage réutilisables doivent étre :

b imperméables et résistants

» individuels

b nettoyés entre chaque piéce (I'extérieur des gants est nettoyé-désinfecté)
» entretenus de l'intérieur et de I'extérieur en fin de journée

Vérifier que le matériel est en bon état de fonctionnement et en conformité avec les régles
de sécurité.

Nettoyer le matériel aprés son utilisation, le ranger.

10. Toujours nettoyer avant de désinfecter.

11. Tracer I'entretien.
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HYGIENE EN REANIMATION

OBJECTIF

Entretenir et désinfecter la chambre du patient et I'équipement qui s’y trouve, pour prévenir le
risque d'infections associées aux soins, notamment d'origine manuportée.

TENUE DE TRAVAIL

[> Porter une tenue de travail (tunique et pantalon) propre et des chaussures (fermées
devant et derriére) réservées au travail,

[> Pas de port de bijoux (montre, bagues, bracelets), éviter le vernis a ongles, et attacher les
cheveux trop longs.

> Port de gants adaptés, changés (usage unique) ou désinfectés entre chaque chambre.

TECHNIQUES ET METHODES

Principes généraux
> Nettoyage aprés réfection du lit et évacuation des déchets.

> Nettoyage toujours humide, pratiqué du haut vers le bas, et du plus propre au plus sale :
dépoussiérage humide, détersion et désinfection.

> Changement des chiffonnettes et des solutions de rincage entre chaque chambre et
nettoyage des balais aprés chaque usage dans une chambre en isolement.

> Afin du nettoyage, vider et nettoyer les seaux ; Nettoyer le chariot (du haut vers le bas);
Réapprovisionner le chariot et le ranger dans le local dédié a cet effet avant de pratiquer
I'hygiéne des mains.

Bionettoyage quotidien :
EQUIPEMENT : désinfection (lit, dessus de tables et appareillages, ...)

CHAMBRE ET SAS : Porte d'entrée de la chambre et poignée ; Rainures des fenétres ;
tableaux muraux (y compris dessus), Partie externe de la porte du cabinet de toilette et
poignée ; Porte des placards et poignées ; paillasses,

CABINET DE TOILETTE : Lavabo (récurage), patére, néon, distributeur de papier,
porte-serviette, interrupteur; miroir; distributeur de papier toilette, barre d'appui, sonnette,
interrupteur, poubelle, partie interne de |a porte du cabinet de toilette et poignée, cuvette des
WC (récurage), balayette de WC et son support avec changement de la solution
détergente-désinfectante;
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SOLS : Balayage avec chiffon humide, puis nettoyage au détergent neutre et désinfection au
détergent-désinfectant avec un balai applicateur.

Bionettoyage hebdomadaire ou lors de souillures :

Entourage des fenétres, plinthes, bouche d“aération, murs et radiateurs ...

Bionettoyage aprés sortie du malade : Nettoyage approfondi
EQUIPEMENT : désinfection (lit, tables, ...)

CHAMERE : dépoussiérage humide étendu (pourtour de fenétres, radiateur, vitres, plinthes
...) et désinfection (paillasses et supports, murs, portes et poignées,...)

CABINET DE TOILETTE : désinfection étendue, avec récurage du lavabo et détartrage de la
cuvette des WC.

SOL : balayage humide, brossage, raclage et désinfection.

AERO-DESINFECTION : si disponible.
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ANNEXE 12

CHU DE TIZI-OUZOU

LABORATOIRE DE MICROBIOLOGIE —PARASITOLOGIE

RAPPORT D’ENQUETE MICROBIOLOGIQUE

06/03/2016

Urgences de Chirurgie (salle de réanimation)

Numéro | Site de prélevement avant stérilisation apres
stérilisation
au
peroxyde
d’hydrogéne
01 Lit 4 RAS RAS
02 Bords du lit 4 Pseudomonas RAS
aeruginosa
03 Surface de la seringue Acinetobacter RAS
électrique et pousse seringue baumannii
(multirésistant,
Imipeneme
Résistant)
04 Source d’'oxygéne du lit 4 RAS RAS
05 Capteur de la cellule d'oxygene | RAS RAS
06 Filtre du respirateur Acinetobacter RAS
baumannii
(multirésistant,
Imipenéme
Résistant)
07 Source d’aspiration RAS RAS
08 Manot d’aspiration Entérobactérie RAS
Staphylococcus
aureus
09 Piege a eau Acinetobacter RAS
baumannii
(multirésistant,
Imipeneme
Résistant)
10 Chariot de soin Entérobactérie RAS
11 Alcool chirurgical RAS RAS
12 Bocal d’aspiration RAS RAS
13 Réanimat Entérobactérie RAS
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14 Surface des sources Pseudomonas RAS
aeruginosa
15 Rideau RAS RAS
16 Moniteur Acinetobacter RAS
baumannii
(multirésistant,
Imipeneme
Résistant)
17 Socle du respirateur (lit 2) Pseudomonas RAS
aeruginosa
18 Humidificateur du respirateur RAS RAS
19 Source d’humidification du RAS RAS
respirateur
20 Défibrillateur RAS RAS
21 Table de survie du lit 1 Acinetobacter RAS
baumannii
(multirésistant,
Imipeneme
Résistant)
22 Distributeur de solution hydro- Acinetobacter RAS
alcoolique baumannii
(multirésistant,
Imipeneme
Résistant)
23 Solution hydro-alcoolique RAS RAS
24 Lave main RAS RAS
25 Source de savon RAS RAS
26 Téléphone Entérobactérie RAS
staphylococcus
aureus
27 Climatiseur RAS RAS
28 Para germe Entérobactérie RAS

Commentaires et recommandations:

-La présence d’Entérobactéries au niveau des sites : table de soin est

indicatrice d’'une contamination fécale consécutive a un mauvais bio nettoyage

et au non respect des régles d’hygiéne.

- On a noté également la présence de germes oxydatifs notamment
Pseudomonas aeruginosa au niveau de certains sites, qui sont des germes

de I'environnement pouvant devenir pathogenes chez I'immunodéprimé
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-De ce fait, un nettoyage cyclique, hebdomadaire et une désinfection
terminale sont requis pour ces sites.

-La diffusion d’Acinetobacter baumannii multirésistant, aux antibiotiques,
notamment a 'imipénéme dans des sites « stratégiques » indiquent la
diffusion de cette souche a I'état épidémique dans ce service.

La deuxieme, série de prélevements effectués dans les mémes sites,
apres un bionettoyage correct, et la désinfection par diffusion de
peroxyde d’hydrogéne, a fait disparaitre totalement la souche.

- Il faut effectuer un bionettoyage selon les normes des dispositifs médicaux
et aller vers le respect strict des pratiques en hygiéne hospitaliére personnel
médical et paramédical aux urgences medico-chirurgicales (lavage des mains,
friction réguliére avec la solution hydro-alcoolique des

Conclusion : un bionettoyage correct ainsi qu’une désinfection au
péroxyde d’hydrogéne, est arrivé a bout d’une souche d’Acinetobacter
baumannii multi-résistante aux antibiotiques qui sévit a I'état endémo-
épidémique aux urgences chirurgicales, ces actions doivent étre pérennes
dans le temps car elles constituent la seule alternative qui permettront la
disparition de cette souche de ce service, et du CHU de maniére globale.
Enquéte réalisée par I’équipe de microbiologie :

-Dr Azzam

-Dr Achir , Dr Boubrit ,Dr Cherifi ,Dr Boutalbi
Copies:

-A Mr le Directeur Général
- Au médecin chef du PU de chirurgie
- A la présidente du CLIN

- Archives
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ANNEXE 13
Valeurs critiques des zones d’inhibition et des CMI pour Acinetobacter sp
CLSI
Standandisation des lests de sersibileé 3ux anfidiodques 2 [echele nadonzke (médacine humaire of vélénirare) T ediion 2014

Table de lecture 3 : Valeurs crtiques des diaméires des zones dinnibition et des CMI pour Acinefobacter spp.

Antibiotiques testés cwas Diamétres critigues {mm) CHl eritiques (ugiml) Commentares
discues R I s R | §
Tiearclire B <14 15-18 20 | 2128 | 244 <18 | Le dsque de TOC dot &fre piacé 2 o288 du disque de CAZ e syrengie
- i entre Jes 2 disques indigue '3 présenoe dune BLSE. fvor recherches
Ticarclire +zc cawianique ot <14 15-18 2 21 26842 | <1® ; :
i g o0 wz‘ 2 cormp y
Ppéraciine 100 7 18-20 221 | 2128 | N84 <18 | Les crdires dinterpritation pour Fmipénéme sont basés sur |a posologie
Céfzidive Nig | B | 218 | 32| 1 | <5 |ENOmukdskst
Impénéme 104 <18 9.2 22 28 4 <2
Amikacine N <14 15-16 217 >64 2 <18
| Gerlamicing 10 <12 13-4 >15 | >16 8 <4
| Tobramycine 1011 a2 | 13-4 | >158 | 315 g <4
Keﬂmme Ml — — — > 1€ <3
Cpekmacke % <5 | 16-20 | > | 2a | 2 <1
Levofioracine 5 TR EEA R ES 4 <2
Doyyeycine g < 0-2 | >3 | 516 8 <4 |Siréssiance & dorycycing, réporse valble pour titracycive.
Triméthoprime+ sullaméthovazole | 1252375y <10 1-15 216 | 2478 — 2%
Colstine Cul e — — | 24 e <2 |La colstine est testie pour uszge thérapeutique. |l faut déterminer 2 CMI.

“Tableau extrai d Decument M100 - S24. Vl, 34, n*1, 2014, Performance standards for antimicrobial susoeptiviity testing; twenty-fodh informational supplement.

146
http:fiwww sante.dz’aamfndex. him
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Annexe 14

Séquences des souches genotypées (recherche de clones) par la technique :
séquence Base Typing blagxas:

Loading alignment... for sequences gi|1035503933,gi|742999896,9i|94960150,gi|1026942925,9i|1125943898
Reading indexes 1-5

Download GenBankGraphics Next Previous Descriptions

Acinetobacter baumannii DB64741/05 blaOXA gene for OXA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-
lactamase OXA-94, complete CDS

Séquences apres assemblage
> S75-15 oxa69 TYPE :oxa 94 :souche 3165/2013

AGTGAACCGGGCTATAAACTAACTCTATAAAATACCTAATTGTTCTAAACTTTTATAAGTAATCTCTTTTCGAAC
AGAGCTAGGTATTCCTTTTTTCATTTCTAAGTTAARGGAGAACGCTACAATATTCCCATGAGGCTGAACAACCC
ATCCAGTTAACCAGCCTACTTGTGGGTTTACATCCCATCCCCAACCACTTTTTGCGTATATTTTATTTCCATTCTTT
TCTTCTATGAATAGCATGGATTGCACTTCATCTTGGACTTTTTGGCTAAATGGAAGCGTTTTATTAGCTAGCTTG
TAAGCAAACTGTGCCTCTTGCTGAGGAGTAATTTTTAAAGGACCCACCAGCCAAAAATTATCGACTTGGGTACC
GATATCTGCATTGCCATAACCAACACGCTTCACTTCCTTAGACATGAGCTCAAGTCCAATACGACGAGCTAAAT
CTTGATAAACCGGAATAGCGGAAGCTTTCATGGCATCGCCTAGGGTCATGTCCTTTTCCCATTCTGGGAATAAC
CTTTTTTTACCATCCCACTTAAATACTTCTGTGGTGGTTGCCTTATGGTGCTCAAGGCCGATCAAAGCATTAAGC
ATTTTGAAGGTCGAAGCAGGTACATACTCGGTCGAAGCACGAGCAAGATCATTACCATAGCTTTGTTGAGTTT
GGCCTTGTTGGATAACTAAAACACCCGTAGTGTGTGCTTCGTTAAATAAATTTTTAATTTTCTCTGCTTTTTCATC
AGATTTTGAAGCACTGTGATTTGGATTAGCAGACACTATATAAGGTGAGCAGGCTGAAATAAAAATAGCGCTT
GTTATAAGTAAGAGTGCTTGA

> S46-16_oxa69 type oxa 66 souche 7981/2000

TTAAAGCACTCTTACTTATAACAAGCGCTATTTTTATTTCAGCCTGCTCACCTTATATAGTGACTGCTAATCCAAA
TCACAGTGCTTCAAAATCTGATGACAAAGCAGAGAAAATTAAAAATTTATTTAACGAAGCACACACTACGGGT
GTTTTAGTTATCCATCAAGGTCAAACTCAACAAAGCTATGGTAATGATCTTGCTCGTGCTTCGACCGAGTATGT
ACCTGCTTCGACCTTCAAAATGCTTAATGCTTTGATCGGCCTTGAGCACCATAAGGCAACCACCACAGAAGTAT
TTAAATGGGATGGGGAAAAAAGGCTATTCCCAGAATGGGAAAAGAACATGACCCTAGGCGATGCTATGAAAG
CTTCCGCTATTCCGGTTTATCAAGATTTAGCTCGTCGTATTGGACTTGAGCTCATGTCTAAGGAAGTGAAGCGT
GTTGGTTATGGCAATGCAGATATCGGTACCCAAGTCGATAATTTTTGGCTGGTGGGTCCTCTAAAAATTACTCC
TCAGCAAGAGGCACAGTTTGCTTACAAGCTAGCTAATAAAACGCTTCCATTTAGCCAAAAAGTCCAAGATGAA
GTGCAATCCATGCTATTCATAGAAGAAAAGAATGGAAATAAAATATACGCAAAAAGTGGTTGGGGATGGGAT
GTAAACCCACAAGTAGGCTGGTTAACTGGATGGGTTGTTCAGCCTCAAGGGAATATTGTAGCGTTCTCCCTTAA
CTTAGAAATGAAAAAAGGAATACCTAGCTCTGTTCGAAAAGAGATTACTTATAAAAGTTTAGAACAATTAGGT
ATTTTATAGAGTTAGTTTATAGCCCGGTTCAC
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> S41-16_oxa69 type :oxa 371 souche 3874/2000

CTTATGAACATTAAAGCACTCTTACTTATAACAAGCGCTATTTTTATTTCAGCCTGCTCACCTTATATAGTGACTG
CTAATCCAAATCACAGCGCTTCAAAATCTGATGTAAAAGCAGAGAAAATTAAAAATTTATTTAACGAAGCACAC
ACTACGGGTGTTTTAGTTATCCAACAAGGCCAAACTCAACAAAGCTATGGTAATGATCTTGCTCGTGCTTCGAC
CGAGTATGTACCTGCTTCGACCTTCAAAATGCTTAATGCTTTGATCGGCCTTGAGCACCATAAGGCAACCACCA
CAGAAGTATTTAAGTGGGATGGTAAAAAAAGGTTATTCCCAGAATGGGAAAAGGACATGACCCTAGGCGATG
CCATGAAAGCTTCCGCTATTCCAGTTTATCAAGATTTAGCTCGTCGTATTGGACTTGAGCTCATGTCTAAGGAA
GTGAAGCGTGTTGGTTATGGCAATGCAGATATCGGTACCCAAGTCGATAATTTTTGGCTGGTGGGTCCTTTAA
AAATTACTCCTCAGCAAGAGGCACAGTTTGCTTACAAGCTAGCTAATAAAACGCTTCCATTTAGCCAAAAAGTC
CAAGATGAAGTGCAATCCATGCTATTCATAGAAGAAAAGAATGGAAACAAAATATACGCAAAAAGTGGTTGG
GGATGGGATGTAAACCCACAAGTAGGCTGGTTAACTGGATGGGTTGTTCAGCCTCAAGGGAATATTGTAGCG
TTCTCCCTTAACTTAGAAATGAAAAAAGGAATACCTAGCTCTGTTCGAAAAGAGATTACTTATAAAAGCTTAGA
ACAATTAGGTATTTTATAGAGTTAGTTTATAGCCCA
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ANNEXE 15
Liste des amorces utilisées, leurs séquences et poids
moléculaire
Cible Amorces Séquence des amorces Taille de
I"amplicon (bp)
OXASL-F1 GCTCGTGCTTCGACCGAGTA
OXAS-R1 TTTTITGCCCGTCCCACTTAAA
117
blagyasy FAM- TCGGCCTTGAGCACCATAAGGCA -
OXA51-probe
TAMEA
OXA2IFl TGCTCTAAGCCGOGUAAATA
OXA2I-R1 TGACCTITICTCGCCCTTCC
bl!ﬂmu_.;j 130
FAM- GUCCTGATCOGGATTGGAGAACCA-
OXA23probe
TAMEA
OXA2-F GATCOGGATTGGAGAACCAGA
blaoxaas 301
OXAMR ATTTCTGACCGCATTTCCAT
OXAM-F CAAATGAGATTTTICAAATGGGATGG
bl aae OXAM-E TCCGTCTTGCAAGCTCTTGAT 123
OXAM-probe FAM- GGTGAGGCAATGGCATTGTCAGCA-
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blagyaas

Blaosas:

blavo-

bla v s

blat=m

OXA2M-F
OXAM-R
DXASE-F

OXASS-R

DXA5B-probe

NDMI1-F
NDMI-R
WDMI-probe

NDM-1-F

NDM-1-R

TEM-F

TEM-E

ANNEXES

ATGAAAAAATTTATACTTCCTATATTCAGC
TTAAATGATTCCAAGATTTTCTAGC
CGCAGAGGGGAGAATCGTCT
TTGCCCATCTGCCTITTCAA
FAM-GGGGAATGGCTGTAGACCCGC-
TAMERA

GCGCAACACAGCCTGACTTT
CAGCCACCAAAAGCGATGTC
FAM-CAACCGCGCCCAACTTTGGC-TAMRA

F-GOGAACACACAGCCTGACTTT-S

S-CAGCCACCAAAAGUGATGTC-Y

ATGAGTATTCAACATTICCGTG

TTACCAATGCTTAATCAGTGAG

299

825

102

153

813
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blacr CTH-F TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 344
CTH-E CGATATCGTTGGTGGTGCCATA
SHV-F TTTATGGCGTTACCTTTGACC
blazmy 1051
SHV-E ATTIGTCGCTTCITTACTCGC
FEE-F GTAGTATCAGUCCCAATCCCC
blapez, 738
FEE-E CCAATAAAGGCCGTCCATCA
VEE-F GGAACAACTITGACGATTGA
374
blaves VEB-E CCCTGTTITATGAGCAATAA
GES-F GAAAAAGUAGCTCAGATCG
bJﬂGE‘: 379
GES-R CAACAACCCAATCTTITAGGA
blagsa. OXNA-51-likeF TAATGCTTTGATCGGCCTTG
333
OXA-51-likeR TGGATTGCACTTCATCTIGG
aac{3)-Ia aac(3)-Ia-F GACATAAGCCTGTTCGGTT 372
aaci3)-Ia-B CTCCGAACTCACGACCGA

300



aacit )-Ib

aadd

ant(2 )T

aph(3 )-TT

armd

rmid

grd

ghrd

gnrB

parC

I54bal
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aac(6 }-Ib-F TATGAGTGGCTAAATCGAT
aac(6)-Ib-F. CCCGCTTTCTOGTAGCA
azd&-F CCCAATTTGTGTAGGGCTTA
aadA-F TTGTACGGCTCCGCAGTG
ant(2"3-I-F GACACAACGCAGGTCACATT
ant(2°73-1 -R CGCATATCGCGACCTGAAAGC
aph(3)-VI-F COGAAACAGCGTTTTAGA
aph(37)-VI-E TTCCTITTIGTCAGGTC
armA-F AGGTTGTITCCATTTICTGAG
armA-F TCTCTTCCATTCCCTTCTCC
rmtA-F CTAGCGTCCATCCTTTCCTC
rmtA-F TTTGCTTCCATGCCCTTGCC
ZwTA-F AAATCTGCCCGTGTCGTTGGT
vTA-R GCCATACCTACGGCGATACC
gqura-F GATAAAGTITITCAGCAAGAGG
gquri-F ATCCAGATCGGCAAAGGTTA

gqurB-F GACAGAAACAGGTTCACCGGT

quB-R CAAGACGTTCCAGGAGCAACG 4ﬁ

parC-F ATGAGCGAGCTAGGCTTAAA

parC-R TTAAGTTGTCCTTGCCATTCA 0

ISA4bal-F CATTGGCATTAAACTGAGGAGAAA

IS4bal-R TTGGAAATGGGGAAAACGAA -

301

812

524

716

590

344
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Résumé

Le but de ce travail était de suivre I'évolution d’'une espéce bactérienne responsable
d’infections nosocomiales dans notre structure hospitaliere, CHU de Tizi-Ouzou sur le plan
phylogénique sur quatre ans de 2010 & 2013, c'est-a-dire évaluer si les souches circulantes
ont des liens génétiques, et surveiller sa résistance aux familles d’antibiotiques les plus
utilisées en thérapeutique B-lactamines, Aminosides et nouvelles Quinolones. Il s’agit de
'espéce Acinetobacter baumannii, laquelle a longtemps été considérée comme contaminant
de laboratoire.

L’observation de son évolution sur plusieurs années montre que 'apparition et
l'installation de cette bactérie au CHU de Tizi-Ouzou s’est faite au détriment d’'une autre
bactérie de I'environnement hospitalier, Pseudomonas aeruginosa.

En effet sur une collection de 128 souches nous avons confirmé la résistance de cette
bactérie a des taux dépassant les 60% pour la plupart des molécules, plusieurs
mécanismes génétiques de résistances ont été retrouvés, notamment aux B-lactamines,
avec mise en évidence de carbapénémases type oxacillinases et prédominance des
oxacillinases 23, lesquelles dominent au niveau mondial.

L’étude de la clonalité effectuée par PFGE, et par une nouvelle technique que nous avons
lancé pour la premiére fois en Algérie lors de cette étude qui est la bla .xas1S€quence base
typing (bla oxa5:SBT), ont révélé la présence d’au moins trois clones, présentant plusieurs
antibiotypes, avec prédominance du clone international 2.

Les moyens thérapeutiques semblent avoir atteint leur limite pour lutter contre
Acinetobacter baumannii. Seule I'application des bonnes pratiques en hygiene hospitaliére
peut arréter sa diffusion et son évolution au CHU de Tizi-Ouzou.

Mots clés : Acinetobacter baumannii, carbapénémases, PFGE, Oxacillinases

SUMMURY

The aim of this work was to follow the evolution of a species responsible for nosocomial
infections in our hospital structure, Tizi-Ouzou University Hospital on the phylogenetic level
over four years from 2010 to 2013, that is to evaluate if the circulating strains have genetic
links, and monitor its resistance to families of antibiotics most used in therapeutic B-lactams,
Aminosides and new Quinolones. This species is Acinetobacter baumannii, which has long
been considered a laboratory contaminant.

The observation of its evolution over several years shows that its appearance and the
installation of this bacterium in the Teaching Hospital of Tizi-Ouzou was done to the
detriment of another bacterium of the hospital environment, Pseudomonas aeruginosa.

Indeed, on a collection of 128 strains we confirmed the resistance of this bacterium at
rates exceeding 60% for most molecules, several genetic mechanisms of resistance have
been found, notably to the B-lactamines, with demonstration of carbapenemases type
oxacillinases and the predominance of oxacillinases 23, which dominate globally.

The study of the clonality carried out by PFGE, and by a new technique that we first
launched in Algeria during this study, which is the sequence base typing bla .51, revealed
the presence of at least three clones, presenting several antibiotypes, with predominance of
the international clone 2.

The therapeutic means seem to have reached their limit to fight A. baumannii. Only the
application of good practices in hospital hygiene can stop its diffusion and its evolution in our
hospital.
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