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Liste des abréviations
[ACB] : Complexe Acinetobacter calcoaceticus- Acinetobacter baumannii
A. baumannii : Acinetobacter baumannii
AARN : Réseau Algérien de surveillance de la résistance aux antibiotiques
ADH : Adénine déshydrogénase
ADN : Acide désoxyribonucléique.
ADP : Adenosine diphosphate
AES : Accident d'exposition au sang
ARN : Acide ribonucléique
ARNIr : Acide ribonucléique ribosomique
ATB : Antibiotique
Bap : Protéine associée au biofilm
BGN : Bacilles Gram négatif
BLSE : Bétalactamase a spectre étendu
C1G : Céphalosporines de 1 génération.
C2G : Céphalosporines de 2°™ génération.
C3G : Céphalosporines de 3°™ génération.
CARB: Carbapénémase
Case: Céphalosporinase.
CDC: Centers for Disease Control and Prevention
CHDLs: Carbapenem hydrolyzing Oxacillinases
CHLA: Carbapenem hydrolyzing class A bétalactamase
CHN: Ceéphalosporinase hyperproduite.
CHU : Centre Hospitalo-universitaire
CIM : Carbapenem Inactivation Method
CGP : Cocci a Gram positif
CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
CMI : Concentration minimale inhibitrice
DIV : Dispositif intra-veineux

E. coli : Escherichia coli
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EARS-Net : European Antimicrobial Resistance Surveillance Network
ECDC : European Center for Disease Prevention and Control

EDTA : Acide éthyléne diamine tétra-acétique

ESC: Esculine

EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing.
FDA: Food and Drug Administration

GEL: Gélatine

GES: Guyana Extended Spectrum beta lactamase

H>S : sulfure d’hydrogéne

Hémoc : Hémoculture

| - intermédiaire

IAS : infections associees aux soins

IMP : Imipéneme

IND : Indole

IS-Aba : Insertion sequence Acinetobacter

KP : Klebsiella pneumoniae

LCR : liquide céphalorachidien

LDC : Lysine décarboxylase

LPS : lipopolysaccharide

MAL: Maltose

MALDI-TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of Flight
MBLs: Métallo bétalactamases

MDR: Multidrug resistant

MH: Mueller Hinton

NMP :1- (1-naphtylméthyl) -piperazine

ODC : Ornithine décarboxylase

OmpA : Protéine membranaire A

OMS : Organisation mondiale de la sante.

ONPG : Ortho-nitrophényl-p-galactoside.

OXA : Oxacillinase.

PaBN : Phényl-arginine-B-naphtylamide.
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PCR : Polymerase chain reaction.

PDP : Prélevement distal protégé.

PDR : Pandrug resistant.

PEtN : phosphoéthanolamine.

pH : Potentiel d’hydrogene.

PLP : Protéines liant la pénicilline.

PAMs : Peptides antimicrobiens.

PVA : pneumonie sous ventilation assistée.
PVPI : Polyvidone iodée.

R : Résistant.

REA- RAISIN : Réseau d’alerte, d’investigation et de surveillance des infections
nosocomiales en réanimation.

RND : Resistance nodulation cell division.

S : Sensible.

SHV : Sulfyhydryl Variable.

SCN : Staphylocoque a coagulase négative.

spp: Species.

TEM: Temoneira

TH: Test de Hodge modifié

VEB: Vietnamese Extended-spectrum Beta lactamase
VIM : Verona integron-encodedmetallo-p-lactamase
VP : Voges Proskauer.

XDR: Extensively drug resistant.

[ lactamines: Bétalactames

[ lactamase: Bétalactamase.
Antibiotiques:

TIC : Ticarcilline TCC : Ticarcilline +Ac.clavulanique PIP : Pipéracilline
CAZ : Ceftazidime CIP : Ciprofloxacine LUX : Levofloxacine

GM : Gentamicine AN : Amikacine TM : Tobramycine NET : Nétilmicine
IPM : Imipéneme MER : Méropéneme

SXT : Triméthoprime+ sulfaméthoxazole TE : Tetracyclines CS : Colistine.
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Glossaire

Abiotique : Un milieu ou la vie est absente ou impossible.
Antibiorésistance : La capacité d’un organisme a résister aux effets des antibiotiques.

Apoptose : Mort cellulaire programmée, un processus suicide propre a la cellule animale,
caractérisé par une fragmentation de I’ADN nucléaire.

Bactéricide : Substance qui tue les bactéries.

Bactérie aérobie stricte : Une bactérie qui ne peut vivre et se développer qu'en présence
d'oxygene.

Bactérie commensale : Une bactérie qui colonise un organisme héte ( généralement la peau
et les muqueuses) sans provoquer de maladie.

Bactériophage ou phage : Tout virus qui ne peut se multiplier qu’a I’intérieur des bactéries.
Bactériostatique : Substance qui arréte la multiplication des bactéries sans les tuer.

Biofilm : Une communauté multicellulaire de microorganismes adhérant entre eux et a une
surface, et marquée par la sécrétion d’une matrice adhésive et protectrice. Les

biofilms jouent un réle trés important dans la survenue des I1AS, notamment celles secondaires
a I’implantation de matériel étranger.

Clone : Un groupe d’organismes identiques dérivés d’une méme cellule. Les membres d’un
méme clone ont habituellement des caractéristiques héréditaires identiques.

Epidémie : Atteinte simultanée d’un grand nombre d’individus d’un pays ou d’une région par
une maladie particuliere dans une période limitée dans le temps.

Fimbriae : Des appendices protéiques présents chez de nombreuses bactéries Gram
négatif qui sont plus fins et plus courts que ne le sont les flagelles. Ils ne sont pas capables de
rotation et ne présentent pas de corps basal complexe.

Infection associée aux soins : Tout événement infectieux en rapport avec un processus, une
structure ou une démarche de soins.

Infection communautaire : Toute infection acquise en dehors d’un établissement de santé,
sans relation avec un soin.

Infection nosocomiale : Une infection acquise dans un établissement de santé. Elle ne doit
étre ni présente ni en incubation lors de I’admission. Un délai arbitraire de 48 heures entre
I’admission et la survenue des symptomes infectieux est habituellement retenu. Ce délai est
porté a 30 jours pour les infections du site opératoire et a un an apres implantation de matériel
étranger.

Infection opportuniste : Une infection due a un germe habituellement peu agressif mais dont
la pathogénicité est amplifiée par un déficit immunitaire chez le malade atteint.
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Intégron : Un élément génétique mobile incapable d’autoréplication qui est obligatoirement
porté sur un réplicon de nature chromosomique ou plasmidique. Les intégrons constituent un
systéme de capture et d’expression des génes y compris les génes d’antibiorésistance.

Lipopolysaccharide (LPS) : Molécule de la membrane externe des bactéries a Gram négatif,
formée d’un lipide A, d’un polysaccharide et d’une chaine latérale O. le LPS stabilise la
structure membranaire et le lipide A est une endotoxine.

Manuportage : Transmission d’un germe d’un individu a un autre par I’intermédiaire des
mains.

Meta-analyse : Une démarche scientifique systématique combinant les résultats d'une série
d'études indépendantes sur un probleme donng, selon un protocole reproductible. La méta-
analyse permet une analyse plus précise des données par l'augmentation du nombre de cas
étudiés et de tirer une conclusion globale.

Plasmide : Un ADN circulaire ou linéaire extrachromosomique a réplication autonome
présent chez certaines bactéries. Il est responsable du transfert des genes notamment
d’antibiorésistance.

Pneumonie associée a la ventilation (PAV) : Une pneumonie qui se développe plus de 48 h
apres l'intubation des patients et leur ventilation mécanique.

Pneumonie nosocomiale : Une pneumonie qui débute chez un malade hospitalisé non intubé
apres 48 h d'admission.

Porine : Protéine transmembranaire des bactéries permettant le passage des ions et des autres
petites molécules hydrophiles.

Réaction croisée : On parle de réaction croisée lorsqu'un méme anticorps est capable de se
combiner a des antigenes différents mais dont les déterminants antigéniques sont trés proches.

Ribosome : Organite cytoplasmique qui permet la traduction de I’ARN messager et la
synthese des protéines. Chez les procaryotes, il est constitué de deux sous unité : la sous unité
30S (21 protéines et un ARNr 30S) et la sous unité 50S (34 protéines et les ARNr 5S et 23S).

Sérovar : ( également appelé sérotype ) designe une propriété antigénique permettant
d'identifier une cellule(bactéries, globule rouge, etc.) ou un virus par des
méthodes serologiques.

Séquence spécifique d’insertion : La forme la plus simple d'un élément transposable,
généralement de taille inférieure a 2,5kb, capable de se déplacer de fagon autonome dans les
génomes microbiens et ne codent que pour leur propre transposition. Elle ne constitue pas
elle-méme un support de I’antibiorésistance mais est susceptible d’interférer dans la
régulation de certains mécanismes qui y sont impliqués.

Taxonomie : Science de la classification des étres vivants.

Transposon : Un segment d’ADN mobile, n’ayant pas d’existence autonome stable,
responsable de la transmission de genes dont les geénes d’antibiorésistance.

Ubiquitaire : Une espéce qui peut se développer dans des habitats variés.
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Virulence : Une notion quantitative qui correspond a la capacité propre d’un micro-organisme
de causer une maladie plus ou moins sévere et/ou plus ou moins rapide chez un héte.
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Introduction

Acinetobacter baumannii est un bacille a Gram négatif opportuniste responsable
d’infections nosocomiales le plus souvent dans des services accueillant des patients fragilisés
comme celui de la réanimation. Il représente un probleme majeur de santé dans les
établissements hospitaliers tant en termes de mortalité ou de morbidité induites qu’en termes
de codts financiers. (Robertino M et al, 2010).

Cette bactérie type du genre Acinetobacter se caractérise par une évolution impressionnante de
la résistance aux antibiotiques en termes de rapidité et de diversité des mécanismes et de
matériels génétiques mis en jeu. Plusieurs familles d’antibiotiques, notamment les
bétalactamines, les aminosides et les fluoroquinolones sont désormais quasi-inefficaces sur A.
baumannii. (A.M. Gonzalez-Villoria et V. Valverde-Garduno, 2016).

Le mécanisme enzymatique est le mécanisme majeur de résistance aux bétalactamines chez
Acinetobacter baumannii. Les B-lactamases a large spectre jouent un réle important dans la
résistance aux céphalosporines de troisieme génération. Des carbapénémases ont été décrites
chez A. baumannii ce qui est tres inquiétant du fait que ces enzymes hydrolysent les
carbapénémes qui constituent le traitement du choix pour cette bactérie. (Delbos, 2012 ; S.
Marzieh et al, 2015)

La survie d’un patient souffrant d’une infection a Acinetobacter multirésistant est
complétement conditionnée par une initiation précoce d'une antibiothérapie efficace. (Wong D
et al, 2017) Mais devant une épidémiologie marquée par une augmentation étonnante des
prévalences des souches multi, ultra et totorésistantes dans le monde entier, les options
thérapeutiques sont limitées pour les patients et les cliniciens se retrouvent ainsi obligés d’avoir
recours a des molécules plus anciennes, comme la colistine, tout en optimisant leur utilisation

pour éviter I’émergence des résistances a ces molécules de derniére ligne. (Dheepa M et al,
2016)

Pour affronter le probléeme de dissémination de cette bactérie pathogéne multirésistante, il est
d’abord nécessaire de mesurer I’ampleur de cette dissémination et en apprécier I’impact. La
présente étude porte essentiellement sur la mise en évidence de la place d’A. baumannii et
d’A. baumannii multirésistant parmi les étiologies bactériennes des infections acquises en
réanimation polyvalente du CHU de Blida unitt FRANTZ Fanon et 1’élucidation des
mécanismes d’antibiorésistance par leur détection et leur caractérisation phénotypique ainsi
qu’a la proposition de schémas thérapeutiques selon 1’étendue de la résistance.
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Chapitre |

Acinetobacter baumannii : Rappels bactériologiques, principaux caracteres
épidémiologiques et role pathogene.

1 Historique :

L’histoire du genre Acinetobacter a débuté en 1911 avec la découverte par le

microbiologiste Néerlandais Beijerinck d’un microorganisme dénommé Micrococcus
calcoaceticus a partir de prélevement de sol (Beijerinck, 1911). Durant les quatre décennies qui
ont suivi, différents scientifiques ont découverts au moins 15 genres et especes bactériennes
auxquels ils ont attribué des noms distincts malgré qu’il s’agissait du méme organisme.
(Howard A et al, 2012 ; Euzebu, 2003 ; Zarrilli R, 2016)
Avec les études biochimiques comparatives approfondies menées par Baumann et al, le genre
Acinetobacter a été finalement retenu et reconnu par le comité de la nomenclature des bactéries
dans la taxonomie de Moraxella en 1971(E. F. Lessel et al, 1971). En 1986, Acinetobacter
baumannii a été reconnu suite a 1’étude de Bouvet et Grimont qui ont identifié 12 espéces dont
A. baumannii qu’ils ont nommé en I’honneur des biologistes américain Paul et Linda Baumann.
(Skerman V et al, 2017)

2 Taxonomie et classification :

Le genre Acinetobacter, de la famille des Moraxellaceae englobe, actuellement 25
especes auxquelles un nom officiel a été donné (Parte AC, 2016) et d’autres sont reconnus sans
attribution d’un nom officiel (Joly-Guillou M-L et al, 2013 ; Nemec A et al, 2011). Certaines
especes sont trés proches les unes des autres et il est difficile de les distinguer
phénotypiquement. En raison de leur haute ressemblance, le terme de complexe Acinetobacter
calcoaceticus-A. baumannii [ACB] a été créé par Gerner-Smidt et al pour regrouper quatre
especes : Acinetobacter calcoaceticus, A. baumannii, Acinetobacter pittii et Acinetobacter
nosocomialis. (Joly-Guillou M-Let al, 2013)

Tableau 1 Taxonomie des Acinetobacter (Rossau R et al, 1991)

Régne : Bacteria
Embranchement : Proteobacteria

Classe : Gammaproteobacteria
Ordre : Pseudomonadales
Famille : Moraxellaceae

Genre : Acinetobacter




3 Caractéres phénotypiques :

3.1 Caracteres morphologiques :

A TD’examen direct, A. baumannii se

présente comme un bacille ou un coccobacille a
Gram negatif, souvent associé par deux. Son
diametre varie de 0.9 a 1.6 um et sa longueur de
1.5a2.5 um. (Guillou J et al, 2002)
La bactérie est immobile , mais peut se deplacer
grace a des structures polaires ressemblant a des
fimbriae de 5 nm de diamétre et de 10 & 15 nm
de longueur. (Fechkeur Y et Thibault M, 1998)

Elle est non sporulée et en général tres

polymorphe avec des formes filamenteuses dans ——

les cultures agées. (Guillou J et al, 2002)

3.2 Caracteres culturaux :

t.o“..:zn.t.'.'.": a®latiay

Figure 1 Acinetobacter baumannii, coloration de
Gram. (Jasna Hrenovic, 2015)

les bactéries du genre Acinetobacter cultivent sur les milieux non sélectifs habituels
(gélose trypticase soja, gélose nutritive), a une tempeérature de 30-37°C (A. baumannii est la
seule espece a croitre a 44°C). Leur isolement est possible sur les milieux sélectifs des bactéries
Gram négatif (Drigalski, Mac Conkey...). Un pH compris entre 5,5 et 6 favorise leur croissance.
Les colonies sont rondes, légerement convexes, lisses et de couleur jaune pale a grisatre. (Avril

et al, 2006 ; H. Giamarellou et al, 2008)

Figure 2 Aspect des colonies d'A.baumannii sur gélose au sang. (Originale)



3.3 Caracteres biochimiques :

Les Acinetobacter sont des aérobies stricts, non fermentant, catalase positive, oxydase
négative, lactose négatif, incapable de réduire le nitrate en nitrites et ne fermente pas le glucose.
(Awril et al, 2006 ; Gillespie et Hawkey, 2006)

En pratique une galerie d’identification API20NE (identifie des BGN non exigeantes sauf les
entérobactéries) est utilisée pour I’identification des espéces. (F. Denis et al, 2016). L utilisation
d’une galerie AP 20E permet également une identification aisée d’A.baumannii grace aux
résultats des tests d’assimilation de 3 sucres (Glucose, melibiose et arabinose) qui reviennent
tous les trois positifs.

Tableau 2 Les caractéres biochimiques d’A.baumannii. (Gillespie et Hawkey, 2006)

Tests ADH | ONPG | GEL |H2S | IND | MAL | LDC ODC | Urée | VP | ESC

Reésultats - - - - - +/- - - + - -

Figure 3 Identification d'Acinetobacter baumannii a l'aide d'une galerie APl 20E.
(Originale)

3.4 Caracteres antigéniques :

Acinetobacter est complexe du point de vue de sa structure antigénique de surface.
Plusieurs séries de travaux ont mis en évidence des groupes sérologiques différents dont 34
sérovars ont été proposés ; toutefois, I’identification antigénique n’a pas d’intérét pratique.
(Avril JL et al, 2006 ; C. PRESCOTT et al, 2003 ; F. Denis et al, 2016)

4 Caractéres épidéemiologiques :

4.1 Réservoir :

Bien que la plupart des espéces du genre Acinetobacter soient ubiquitaires (sol, eau,
végétaux, hommes), Acinetobacter baumannii n’a pas de réservoir naturel connu en dehors de
I’hépital (Peleg AY et al, 2008 ; F. Denis et al, 2016). Lors des épidémies hospitaliéres,
A. baumannii est retrouvé dans 1’environnement clinique immédiat du malade (appareils de
ventilation, lit, tables...) et dans I’environnement humide (siphons de lavabo, linge humide...)



ainsi que sur les mains des soignants. En effet, ce germe posséde une capacité de survie
prolongée dans ’environnement, il résiste longtemps dans des conditions environnementales
variées et résiste bien a la dessiccation. (Wendt C et al, 1997)

4.2 Modes de transmission :

A. baumannii a la faculté de coloniser beaucoup de matériel hospitalier (respirateurs,
humidificateurs). Il est le plus souvent transporté par les mains du personnel soignant et la
majorité des infections sont acquises au décours d’une hospitalisation. (F. Denis et al, 2016)

Contaminated equipment
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Figure 4 Modes de transmission d’A.baumannii. (H. Hans, 2000)

5 Pouvoir pathogéne :

Acinetobacter baumannii est un agent opportuniste incriminé dans différentes infections
notamment en milieu hospitalier (Ong CWM et al, 2009). Les taux de mortalité de ces infections
sont considérablement variables (entre 8% et 35% en moyenne) et sont relatifs a la souche en
cause et au type de I’infection. (Luisa C.S et al, 2014)

5.1 Facteurs de virulence :

La pathogénicité d’Acinetobacter baumannii est liée a 1I’expression de plusieurs facteurs
de virulence dont la protéine membranaire A (OmpA), la formation de biofilm et la synthese
des phospholipases.



- L’OmpA permet 1’adhésion de la bactérie aux cellules épithéliales de 1’hdte et induit
apres sa pénétration (via un mécanisme qui reste inconnu) une apoptose cellulaire. Elle
est également impliquée dans la résistance aux antibiotiques. (Smani et al, 2014)

- La formation d’un biofilm permet a Acinetobacter baumannii d’adhérer aux surfaces
abiotiques, et résister ainsi au bionettoyage et aux désinfectants, et de coloniser les
surfaces biologiques. (Vickery K et al, 2012) Alors que les pilis s’attachent a la surface
et initient la formation de microcolonies, une protéine associée au biofilm (Bap) assure
le maintien et la maturation du biofilm. (Aoife Howard et al, 2012)

- Acinetobacter baumannii produit deux phospholipases responsables de la perturbation
des membranes cellulaires de I’hdte par leur activité lipolytiques. La phospholipase C
qui est probablement impliquée dans le déclenchement d’une apoptose des cellules
épithéliales et la phospholipase D est importante pour la résistance a la destruction du
sérum et a I’invasion des cellules épithéliales. (Richards et al, 2015)

5.2 Acinetobacter baumannii et infections associées aux soins :

A. baumannii a été reconnu depuis les années 1980 comme un agent responsable des

infections associées aux soins (IAS) notamment au sein des services de soins intensifs.
(Boukhalfa S et al, 2014)
Il est a I’origine de méningite secondaire, des infections de la peau et des tissus mous, des plaies
et des voies urinaires. Cependant, les infections les plus graves, avec les taux de mortalité les
plus élevés sont la pneumonie sous ventilation assistée (PVA) et les bactériémies. (Gustavo M.
Cerqueira et Anton Y. Peleg, 2011)

5.3 Acinetobacter baumannii et infections communautaires :

Les infections communautaires a A. baumannii sont moins fréquentes que les IAS et
sont principalement des pneumonies (représentant 85% des cas d’infections communautaires
causées par A. baumannii) et des bactériémies. Ce pathogene peut étre également mis en cause
dans des infections de la peau, des tissus mous, des infections oculaires, des méningites
secondaires et des endocardites.

La pneumonie d’origine communautaire a A. baumannii est plus grave que la pneumonie
nosocomiale. Elle est généralement fulminante (déces dans les 8 jours suivant le diagnostic) et
ses taux de mortalité peuvent atteindre 60%. (Luisa C.S et al, 2014)
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Chapitre |11
Mécanismes et profils d’antibiorésistance chez

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii se caractérise par son ¢tonnante capacité d’accumuler
rapidement divers mécanismes de résistance aux différentes familles d’antibiotiques
notamment aux bétalactamines, aminosides et fluoroquinolones. Ces résistances sont
principalement liées a I’acquisition d’éléments génétiques mobiles (plasmides, transposons,
intégrons). (A.M. Gonzalez-Villoria et V. Valverde-Garduno, 2016).

1 Meécanismes et profil de la résistance naturelle :
Trois mécanismes sont responsables de la résistance aux antibiotiques chez les
souches sauvages d’'Acinetobacter baumannii -

- Un mécanisme enzymatique qui implique une céphalosporinase intrinseque AmpC
mediant la résistance aux aminopenicillines (ampicilline et amoxicilline) , aux
céphalosporines de 1° génération (C1G) (cefazoline, céfalotine, cefalexine, cefradine)
et aux céphalosporines de 2°™ génération (C2G) (Céfamandole, céfoxitine et
céfuroxime). (P. Caurvalin et R. LECREQ, 2012)

Une oxacillinase naturelle OXA-51 d’une faible activité carbapénémase a été
également détectée chez les especes du complexe [ABC]. Elle est codée par le gene
chromosomique blaoxas: like. (Gniadek TJ et al, 2016)

- Une imperméabilité naturelle due au faible nombre de porines.

- Un systéme d’efflux actif li¢ a la présence d’une pompe a efflux AdelJK appartenant
au systeme resistance nodulation cell division (RND) naturellement active sur un large
nombre d’antibiotiques, notamment le chloramphénicol et le triméthoprime.

Le profil de résistance naturelle d’Acinetobacter baumannii est donc le suivant :
Aminopenicillines, C1G, C2G, la fosfomycine, triméthoprime, 1’ertapeneme, acide
pipémidique, norfloxacine, furanes et une faible sensibilité a ’aztréonam. (M.L. Joly-Guillou
et D. Decré, 2013)

2 Meécanismes et profils de la résistance acquise :

2.1 Résistance acquise aux bétalactamines :

La résistance acquise aux bétalactamines chez A. baumannii est dominée par la synthése
des bétalactamases mais des mécanismes non enzymatiques de résistance ont été mis en
évidence.

2.1.1 Meécanisme enzymatique :


http://www.doctissimo.fr/classe-NBBA-CEFAMANDOLE.htm
http://www.doctissimo.fr/classe-NBBB-CEFOXITINE.htm
http://www.doctissimo.fr/classe-NBBC-CEFUROXIME.htm

2.1.1.1 Surexpression de la céphalosporinase naturelle :

La surexpression de la céphalosporinase naturelle AmpC est liée a I’insertion d’une
séquence spécifique d’insertion appelée ISAbal en amont du géne blaampc €t induit une
résistance additionnelle aux ureidopenicillines (pipéracilline) et aux céphalosporines de 3°™
génération C3G (céftazidime, céféexime, céfotaxime, céftriaxone, ...).

Ces souches restent sensibles aux : carbapénémes, ticarcilline et a la céfépime. (T. NAAS et
P. NORDMAN, 2012)

2.1.1.2 Pénicillinases :

Les pénicillinases sont des bétalactamases de la classe A d’Ambler. Il s’agit
principalement de 1’enzyme TEM-1 et moins fréquemment TEM-2, CARB-5 et SCO-1. Ces
enzymes conferent la résistance aux pénicillines a large spectre (ticarcilline, pipéracilline).
(M.L. Joly-Guillou et D. Decrg, 2013).

Lorsqu’elles sont présentes chez des souches Acinetobacter baumannii surexprimant leur

céphalosporinase naturelle, toutes les bétalactamines sont inactivées a I’exception des
carbapénemes. (T. NAAS et P. NORDMAN, 2012)

2.1.1.3 Bétalactamases a spectre entendu (BLSE) :

Les BLSE sont des bétalactamases de la classe A d’Ambler, inhibées par ’acide
clavulanique. (Hakemi Vala M et al, 2014). Chez Acinetobacter baumannii, elles conférent une
résistance a toutes les bétalactamines sauf les carbapénémes.
Plusieurs BLSE comme PER-1, PER-7, VEB-1, TEM-92, CTX-M-2, SHV-12 SHV-5 et CTX-
M-15 ont été identifiées ponctuellement ou chez des souches épidémiques. (D. DECRE et 2012)

2.1.1.4 Carbapénémases :

La production de carbapénémases chez A. baumannii est un mécanisme trés inquiétant
a cause de la prévalence élevée de ces enzymes, leur transmission facile via des éléments
génétiques mobiles et I’association de leurs génes codants a des génes médiant la résistance a
des ATB appartenant aux autres classes. (Gniadek TJ et al, 2016)

Les carbapénémases acquises appartiennent aux différentes classes d’Ambler :

a- Les enzymes appartenant a la classe D (Carbapenem hydrolyzing Oxacillinases
CHDLs) : les OXA-23 et dérivés (OXA-27, OXA-49 et OXA-73) ; OXA-24/40 et
dérivés (OXA-25, OXA-26 et OXA-72) ; OXA-58 et variants -96 et -97, et la OXA-
143 sont les carbapénémases acquises les plus spécifiques de 1’espéce A. baumannii.
Elles sont responsables d’une résistance de degré variable aux carbapénémes et une trés
faible résistance aux C3G.

b- Les métallo bétalactamases MBLs (de la classe B d’ Ambler) sont moins fréquentes que
les CHDLs mais conferent une activité catalytique 100 a 1000 fois plus importante. 3



groupes de ces enzymes ont été détecté chez A. baumannii : IMP ; VIM et SIM. Elles
sont responsables d’une résistance a toutes les bétalactamines sauf I’aztréonam.

Les enzymes la classe A (Carbapenem hydrolyzing class A betalactamase CHLA) :
deux carbapénémases de cette classe ont été identifiées chez A. baumannii ; une KPC
qui confere une résistance a toutes les bétalactamines sauf les céphamycines et la
GES-14 responsable d’une résistance a large spectre comprenant les carbapénémes.
(T. NAAS et P. NORDMAN, 2012)



Tableau 3 Phénotypes de résistance d’Acinetobacter baumannii vis-a-vis des bétalactamines. (D. Decré, 2012)

Antibiotique Phénotype 1 | Phénotype 2 Phénotype 3 Phénotype 4 Phénotype 5 Phénotype 6
sauvage pénicillinase | Céphalosporinase | Pénicillinase et | Carbapénémases BLSE
Céphalosporinase
Ampicilline S/IIR* R R R R R
Amoxi+Clavulanate S//R S//R R R R IIR
Ticarcilline S R S/ R R R
Tic+ Clavulanate S S//R S/ R R IIR
Piperacilline S R R R R R
Pip + Tazobactam S S//R S/ IIR R IIR
Cefotaxime S S R R R R
Ceftazidime S S IIR IIR R R
Céfépime S S IIR IIR R R
Imipénéme S S S S IIR S
Méropénéme S S S S IIR S
Aztréeonam S/ S/ R R IIR R

10

*Le niveau d’expression de I’AmpC est variable chez les souches A. baumannii sauvages, a 1’origine des différences de sensibilité a I’antibiogramme.







Tableau 4 Bétalactamases produites par A. baumannii. (M.L. Joly-Guillou et D. Decré, 2013).

Classification d’Ambler

Type d’enzyme

Spectre d’activité

Classe A (Sérine
bétalactamase)

TEM-1 TEM-2 CARB-5
SCO-1

Résistance aux penicillines + C1G

CTX-M-1 CTX-M-15

Résistance a toutes

TEM-92 VEB-1 Bétalactamines sauf céphamycines et

PER-1 SHV-12 carbapénemes

GES-11 GES-14 Résistance aux carbapénémes et C3G

KPC-2, -3, -4, -10 Reésistance a toutes les bétalactamines
Classe B (Métallo IMP-1, -2, -4, -5, -6, -11 | R a toutes les bétalactamines sauf
bétalactamase VIM-2, -4 SIM-1 aztréonam

NDM-2

Classe C (Sérine
bétalactamase)

AmpC+ISAbal

Reésistance a I’ampicilline, C1G, C2G (bas
niveau)

Résistance aux C3G, pipéracilline, +/-
Ticarcilline (haut niveau)

Classe D (Sérine
bétalactamase)

OXA-21

Résistance a I’ampicilline, ticarcilline,
pipéracilline

OXA-23, -27, -49

Résistance a toutes bétalactamines
carbapénémes incluses

OXA-51, -66, -69

Pas d’activité apparente (sauf si [ISAbal)

OXA-24, -25, -26, -37, -
40,-72

Résistance a toutes bétalactamines
carbapénémes incluses

OXA-58 Résistance a toutes bétalactamines
carbapénemes incluses
OXA-143 Résistance aux peénicillines +

carbapénemes

11




2.1.2 Meécanismes non enzymatiques :

2.1.2.1 Efflux actif :
Des pompes a efflux actif de la famille RND ont été identifiees chez Acinetobacter
baumannii comme responsables de la multirésistance :

- La pompe AdeABC est responsable de la résistance aux bétalactamines y compris les
carbapénémes. Elle confére également une résistance aux aminosides, a la tétracycline,
a I’érythromycine, au chloramphénicol, au triméthoprime et aux fluorogquinolones.

- La surexpression de la pompe AdelJK contribue a la résistance aux bétalactamines, au
chloramphenicol, a la tétracycline, a I’érythromycine, aux lincosamides, aux
fluoroquinolones, a I’acide fusidique, la novobiocine, la rifampicine, le triméthoprime,
I’acridine, la safranine, la pyronine et le dodécylsulfate de sodium. (L. Damier-Piolle et
al, 2008)

2.1.2.2 Modification des porines :

La membrane externe de /’Acinetobacter baumannii est naturellement moins perméable
aux antibiotiques que les autres bactéries Gram negatif. Cette imperméabilité est expliquée par
un nombre diminué et une taille réduite des porines. (Jordi Vila et al, 2007).

La diminution de I’expression de certaines porines comme le CarO, Omp22-23, Omp33-36,
Omp37, Omp43, Omp44 et Omp47 est associée a une résistance aux carbapénemes chez A.
baumannii.

La porine OmpA est associée a la résistance a 1’aztréonam mais également au chloramphénicol
et a ’acide nalidixique.

La perte de la porine Omp29 chez les souches d Acinetobacter baumannii produisant OXA-
51 ou OXA-23 est en relation avec une résistance a I’imipenéme. (Lee C-R et al, 2017)

2.1.2.3 Altération de I’affinité membranaire :

Des altérations au niveau des protéines liant la pénicilline (PLP)ont été démontré
responsables d’une résistance de bas niveau aux carbapénémes chez Acinetobacter baumannii.
(P. Nowak et P. Paluchowska, 2016)

Parmi les sept PLPs qui ont pu étre identifiées chez A. baumannii (PLP1a, PLP1b, PLP2, PLP3,
PLP5/6, PLP6b et PLP7/8) seule la PLP6b a été mise en cause chez une souche résistante a ces
ATB. (M.L. Joly-Guillou et D. Decré, 2013)

2.2 Reésistance aux aminosides :
La résistance aux aminosides chez A. baumannii est liée & 3 mécanismes différents :

- Un mécanisme enzymatique :

La production des enzymes inactivatrices est le principal mécanisme de résistance de
[’Acinetobacter baumannii aux aminosides. (M.L. Joly-Guillou et D. Decre, 2013)

Ces enzymes sont principalement des acétyltransférases, des adénylases et des
phosphotransférases. Elles sont codées par des genes plasmidiques portés dans les intégrons de
la classe 1. (Anton Y. Peleg et al, 2008)
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- Une modification de la cible ribosomale :

Une méthylation de I’ARNr 16S catalysée par des ARN16S méthylases notamment
I’ArmA, est responsable de I’altération de la liaison de I’aminoside a son site cible et confére
par conséquence une résistance élevée a tous les antibiotiques cliniquement utiles de cette
famille, y compris la gentamicine, tobramycine et amikacine. (Yohei Doi et al, 2015)

- Un systéme d’efflux actif :

Des pompes de type AdeABC et AdeM sont responsables de la résistance de /’Acinetobacter
baumannii aux aminosides. (M.L. Joly-Guillou et D. Decré, 2013)

2.3 Résistance aux quinolones :
Les mécanismes de résistance aux quinolones chez Acinetobacter baumannii sont
liésa:
- Une modification de la cible suite a une mutation des genes gyrA et parC codant
respectivement pour I’ADN gyrase et la topoisomérase IV. (Higgins, P. G et al, 2004)

- Des systémes d’efflux qui font intervenir les pompes a efflux AdeABC et AdeM.
(Damier L et al, 2008)

2.4 Résistance aux autres antibiotiques :

2.4.1 Chloramphénicol :
La résistance des Acinetobacter spp est due a :

- L’inactivation enzymatique par les protéines Chloramphénicol acétyltransférase (Cat) ;

- Un mécanisme assimilé a de I’efflux médié par des protéines Cml codées par des
intégrons de la classel. (T. LAMBERT, 2012)

2.4.2 Triméethoprime et sulfamides :
Les espéces Acinetobacter spp sont naturellement résistantes a des niveaux variables
au triméthoprime.

Les souches d’Acinetobacter baumannii hospitaliéres hébergent fréquemment des plasmides ou
des transposons portant des genes dfr le plus souvent contenus dans des cassettes ou des
intégrons ou surexpriment le systéeme d’efflux AdeFGH.

La résistance aux sulfamides est médiée par le gene sull porté par des intégrons de la classel.
(T. LAMBERT, 2012)

2.4.3 Colistine :

La colistine est un antibiotique bactéricide, agissant directement au niveau de la
membrane bactérienne en déstabilisant le lipopolysaccharide (LPS) ce qui entraine une
augmentation de la perméabilité de I’enveloppe cellulaire, une fuite du contenu cytoplasmique
puis une rupture membranaire et mort du pathogene. (Matthew E. et al, 2005)

13
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La résistance a la colistine chez Acinetobacter baumannii est liége a une modification
quantitative ou qualitative des LPS membranaires :

244

La modification quantitative : 1l s’agit d’une perte compléte du LPS empéchant
I’interaction entre la colistine et 1’4.baumannii et entrainant une résistance de haut
niveau. (Alejandro Beceiro et al, 2014)

Ce mécanisme de résistance est lié a des altérations de type délétion, substitution
d’acides aminés ou insertion d’une séquence ISAbal au niveau des genes IpxA, IpxC et
IpxD de la voix de biosynthése du lipide A. (Kwan Soo Ko, 2017)

La modification qualitative la plus fréquente est I’addition du groupement cationique
phosphoéthanolamine (PetN)au lipide A du LPS. Cette addition supprime la charge
négative de la membrane externe ce qui induit une diminution de I’affinité de la colistine
a sa cible. Elle est médiée par des mutations du géne PmrAB. (Rafael Lopez, 2013 ;
Poirel et al, 2017)

Cyclines :
La résistance aux tétracyclines chez A. baumannii est moins marquée relativement aux

autres bactéries a Gram négatif. Elle est liée principalement a la protection de la cible(ribosome)
par la production d’une protéine protectrice favorisant I’excrétion active des tétracyclines. Cette
protéine est codée par le géne tetM qui présente une homologie structurale de 100% avec le
géne décrit chez Staphylococcus aureus suggérant un transfert des genes. (D. Decré, 2012)

245

Rifampicine :
Le mécanisme majeur de la résistance a la rifampicine chez Acinetobacter baumannii

est une modification de la cible par des substitutions des acides aminés au niveau de la sous-
unité f de la ARN polymérase, protéine cible de ’ATB. Un mécanisme enzymatique par
production d’une ADP ribosyltransférase modifiant la rifampicine et un systéme d’efflux actif
diminuant sa concentration intracellulaire ont été également décrits chez ce pathogéne. (J. A.
Viehman et al, 2014)
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Chapitre 111

La multirésistance chez Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii multirésistant (MDR) a rapidement émergé dans le monde

entier comme 1’une des principales bactéries multirésistantes (BMR) responsables d’infections
nosocomiales.
En 2013, le Centers for Disease Control and Prevention (CDC) a signalé Acinetobacter
baumannii MDR comme un ‘danger’ pour la santé publique aux Etats Unis (USA).
L’Organisation mondiale de la santé (OMS) a son égard a nommé A. baumannii résistant aux
carbapénémes comme un agent pathogéne prioritaire nécessitant une recherche et un
développement de nouveaux ATB.

1  Définitions :

Une souche bactérienne multirésistante se définit, dans le strict sens du mot, comme
résistante in vitro a plus de trois (3) familles d’antibiotiques. Différents termes (comme
multirésistant, ultrarésistant ou totorésistant) sont utilisés pour caractériser plus spécifiqguement
I’étendu de la multirésistance.
Chez les bactéries impliquées dans les infections associées aux soins, y compris Acinetobacter
baumannii, ces termes font référence a des définitions d’une importante diversité selon les
auteurs et les études. (Magiorkos et al 2012)

Des définitions harmonisées, a 1’usage des laboratoires cliniques, de référence et de
santé publique, ont été proposées par un groupe de travail réunissant les experts de CDC a ceux
de European Center for Disease Prevention and Control (ECDC). Elles utilisent les termes
multirésistant, ultrarésistant et totorésistant pour caractériser les souches Acinetobacter spp
comme suit :

1.1 Souche multirésistante :

Une souche d’Acinetobacter spp est dite multirésistante ou multidrug resistant (MDR)
lorsqu’elle présente une non-susceptibilité acquise a au moins un ATB dans au moins trois des
catégories listées dans le tableau 05 (p 16). En pratique clinique, une souche A. baumannii MDR
est une souche résistante a plus de 2 classes d’ATB de la liste suivante : C3G (ceftazidime et
céfépime), I’association ampicilline-sulbactam, fluoroquinolones et aminosides. (Magiorkos et
al, 2012 ; S. B. Almasaudi, 2016)

1.2 Souche ultrarésistante :

Une souche d’Acinetobacter spp ultrarésistante ou Extensively drug resistant (XDR) se
définit comme une souche qui présente une non-susceptibilité acquise a au moins un ATB dans
chaque catégorie a I’exception d’une ou deux parmi elles. Elles sont généralement des souches
MDR ayant acquis une résistance additionnelle aux carbapénemes. (Magiorkos et al, 2012 ; S.
B. Almasaudi, 2016)

15



1.3 Souche totorésistante :

Une souche totorésistante ou Pandrug resistant (PDR) se définit comme non-susceptible
a tous les agents dans toutes les catégories d’ATB. Autrement dit, c’est une XDR ayant acquis
une résistance aux polymyxines et a la tigécycline. (Magiorkos et al, 2012 ; S. B. Almasaudi,
2016)

Pour les trois définitions, la non-susceptibilité fait référence soit a un résultat résistant
ou intermédiaire obtenu par les tests de sensibilité aux antimicrobiens in vitro, selon les
recommandations Clinical and Laboratory Standards Institut (CLSI), European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) ou Food and Drug Administration (FDA).

Tableau 5 Catégories des ATB et agents ATB utilisés pour la définition des souches
Acinetobacter spp MDR, XDR et PDR (Magiorkos et al, 2012)

Catégorie des antibiotiques Antibiotiques
Aminosides Gentamicine
Tobramycine
Amikacine
Netilmicine
Carbapénémes Imipenéme
Meropineme
Doripeneme

Fluoroquinolones Ciprofloxacine
Levofloxacine
Penicillines associés aux inhibiteurs des beta | Pipéracilline—tazobactam

lactamases Ticarcilline — acide clavulanique
Céphalosporines a large spectre Céfotaxime

Ceftriaxone

Ceftazidime

Céfépime
Inhibiteurs de la voie des folates Triméthoprime- sulfamethoxazole
Polymyxines Colistine

Polymyxines B
Tetracyclines Doxycycline

Tétracycline

Minocycline
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2 Situation épidémiologique de I’antibiorésistance chez A. baumannii :

2.1 Dansle monde :

Une méta-analyse sur la prévalence mondiale de I’antibiorésistance dans les
infections a A. baumannii a démontré une augmentation rapide et importante des taux des
souches résistantes aux ATB entre 2011 et 2016.

Durant la période allant de 2011 a 2016, ces souches présentaient des prévalences élevées de
résistance a I’imipénéme dans différents pays : 52% aux USA, 92% au Vietnam, 82% en Iran,
85% en Inde et de 82% au Mexique. (Xie et al, 2018)

Des taux mondiaux globaux de résistance a la colistine de 0,9% a 3,3% ont été enregistrés chez
A. baumannii entre 2001 et 2011. (K. Jeannot et al, 2017)

2.2 En Europe:

En 2016, plus de la moitié (55,4%) des Acinetobacter spp déclarés a European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net) étaient résistants a au moins un
des groupes d’antibiotiques sous surveillance réguliere (fluoroquinolones, aminosides et
carbapénémes) et 31.7% ont été signalés résistants aux 3 groupes simultanément.

La Croatie, la Lituanie et la Roumanie enregistraient les taux les plus élevés avec
(respectivement) : 94.5%, 81.6% et 85% de résistance aux carbapénémes et 94.9%, 87.4% et
91.1% aux fluoroquinolones. (EARS-Net)

La Gréce est également un des pays européens enregistrant des taux annuels trop élevés de
souches A. baumannii résistantes et multiresistantes. En 2017, les souches isolées en
réanimation des hépitaux grec étaient a 98.1% résistantes a I’'imipénéme, 92.6% a la céftazidime
et 97.4 % a la ciprofloxacine. 92.3% de ces souches étaient des MDR. (WHONET Greece)

Les taux de résistance a la colistine sont également non négligeables dans le continent
European. Les données de EARS-NET, en 2016, montrent un taux de résistance égal a 4%, pour
2765 souches isolées entre 2013 et 2016, dans 11 pays européens. Les taux les plus élevés ont
été enregistrés en Grece et en Italie avec un pourcentage de 70.7%.

2.3  Au Maghreb :

Au Maroc ; une étude au niveau de I’hopital militaire de Meknés a rapporté les taux
suivants de résistance chez A. baumannii : 85% des souches isolées étaient résistantes a la
ceftazidime et a la céfépime, 72.5% a I’imipenéme et 75.5% a la ciprofloxacine.
50% de ces souches étaient des MDR dont 45% provenaient de service de réanimation. (\Wafi.
S 2017)

2.4 EnAlgérie:

Selon le 17°™ rapport du réseau Algérien de surveillance de la résistance aux
antibiotiques (AARN), les souches Acinetobacter spp testées en 2016, par les laboratoires
membres d’AARN ont montré les taux suivants de résistance : 80.5% a la céftazidime, 78.5%
a la ciprofloxacine, 67.68% a [D'imipéneme et 1.05% a la colistine.
Les services de réanimation et de chirurgie générale présentent les taux les plus élevés de
résistance, avec respectivement un pourcentage de 72.20% et de 74.13% de résistance a
I’imipénéme. (AARN 2018)
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Chapitre IV

Méthodes de caractérisation phénotypique des principaux mécanismes
d’antibiorésistance chez Acinetobacter baumannii

Un test phenotypique (par opposition a un test genotypique) est un test conventionnel
qui mesure le phénotype de résistance, en rendant des résultats quantitatifs (CMI) ou qualitatifs
(expression des enzymes) fondés sur des caracteres observationnels. (C. Billy, 2003)

La caractérisation phénotypique de la résistance aux antibiotiques a un intérét majeur
dans la surveillance de la prévalence et de la diffusion géographique des clones épidémiques,
la mise en place des mesures du contrdle de dissémination de ces clones et dans le choix d’un
schéma thérapeutique approprié. (N. Grall et al, 2011 ; Marie-L J-G ,2004 ; F. Denis et al, 2016)

1 Antibiogramme par méthode de diffusion sur milieu gélosé :

Le principe de I’antibiogramme consiste a placer la culture bactérienne en présence des
antibiotiques qui diffusent a partir des disques, en créant un gradient de concentration et a
comparer, apres 24h d’incubation, les diamétres d’inhibition aux valeurs critiques, pour
catégoriser les souches en souches sensibles(S), intermédiaires (I) ou résistantes a un
antibiotique donné (Voir annexe 01 pour la technique). (Standardisation nationale, 2014)

Tableau 6 Listes des ATB a tester chez Acinetobacter spp. (Standardisation nationale, 2014)

Familles ATB Charge du disque (ug)
Ticarcilline 75
Ticarcilline + acide clavulanique | 75/10

B-lactamines Pipéracilline 100
Céftazidime 30
Imipénéme 10

Aminosides Amikacine 30
Gentamicine 10
Tobramycine 10

Quinolones Ciprofloxacine 5
Lévofloxacine 5

Tétracyclines Doxycycline 30

Sulfamides Triméthoprime + 1.25/23.75
sulfamethoxazole

Certains méecanismes de réesistance peuvent apparaitre sur I’antibiogramme, c’est le cas de la
résistance par production de BLSE qui peut étre révélée en plagant le disque de TCC devant le
disque de CAZ. (S. Marzieh et al, 2015)

2  Détection des mécanismes de la résistance acquise aux céphalosporines de 3°™®
génération :
La détection des mécanismes de résistance acquise aux C3G se fait par la recherche des
BLSE et la céphalosporinase hyperproduite.
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2.1 Recherche des B-lactamases a spectre étendu (BLSE) :

La détection phénotypique des BLSE est basée sur le fait que ces enzymes sont inhibées
par I’acide clavulanique. Ainsi, une augmentation de 1’activité¢ des C3G en présence d’acide
clavulanique indique indirectement la présence d’une BLSE.
Selon les recommandations du CLSI, la recherche des BLSE n’est pas obligatoire mais elle
garde son intérét dans les études épidémiologiques et en hygiéne hospitaliere. (Elhani.D, 2012 ;
Standardisation nationale, 2014)

La recherche de BLSE est indiquée devant un diamétre d’inhibition (& 1’antibiogramme)
autour la céftazidime (CAZ) < 22mm (Standardisation nationale, 2014)

Les techniques les plus couramment utilisées pour la détection des BLSE sont le test de
synergie et le test du double disque.

2.1.1 Test de synergie :
La technique de ce test est développée en annexe 02.

Ce test présente les limites suivantes :

-L’évaluation du mécanisme est uniquement qualitative car son interprétation repose sur la
visualisation de I’image de la synergie ;

—L’association de ce mécanisme de résistance (BLSE) avec d’autres, tels que
I’hyperproduction de céphalosporinase, rend son interprétation délicate. (Elhani D, 2012 ;
Standardisation nationale, 2014)

Figure 5 Test de synergie positif (Bouchon de champagne)
(MIRABAUD.M.I, 2003)
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2.1.2 Test de confirmation ou test du double disque (Test espagnol) :

Le test du double disque est un test
plus sensible que le test de synergie par le
fait que le disque de TCC est remplacé par Test de double disque +
un disque de CAZ, aprés 1 heure de BLSE+
diffusion a température  ambiante.
Ce test est systématiquement effectue
devant une absence de synergie avec
diminution des diametres des C3G et /ou la
présence d’une résistance a la ticarcilline.
(Standardisation nationale.2014, Ouar. Test double disque -
M.N.2013) G

Le test se realise selon la technique
développée en annexe 03.

Figure 6 Test du double disque (Ouar. M. N, 2013)

2.1.3 E-test:

Les bandelettes E-test présentent d’un c6té un gradient de ceftazidime, ou de céfépime
et de I’autre coté un gradient de la méme molécule associée a I’acide clavulanique (4 mg/L).
(Figure 07)

Une baisse de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) en

TZL
présence d’acide clavulanique
indique une éventuelle BLSE. ﬁ,m .
L’interprétation des résultats des

-_—

bandelettes E-test pour BLSE
est délicate et exige un

minimum d’expérience (Elhani o o
D, 2012 ; S. Harada, 2008) TZ : Ceftazidime , TZL : Ceftazidime + Clavulanate.

—

Figure 7 E-Test BLSE positif. (S. Harada, 2008)
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2.14 Cica-Beta-Test :

Le Cica Beta test est un test rapide qui détecte les BLSE, a partir d’une culture
bactérienne de 24 h, avec une sensibilit¢ de 85 %. Il est basé sur I’utilisation d’une
céphalosporine chromogene, HMRZ-86, possédant un groupement protecteur qui prévient la
rupture de son cycle B-lactame. Cependant, cette céphalosporine est hydrolysée par les BLSE ,
les enzymes de types AmpC et les métallo-B-lactamases en donnant un virage de coloration du
jaune au rouge aprés 2 a 15 min a température ambiante (Mona A, 2013 ; Elhani D, 2012 ;
J.-P. Lavigne, 2011).

Cica B-est (Mast)

No inhibitor

Mercaptoacetic acid to inhibit MBL

Clavulanate to inhibit ESBL

Boronic acid to inhibit AmpC

Figure 8 Bandelettes de Cica Beta Test.(D livermore, 2015)

2.1.5 Automates :

Les automates d’identification et d’antibiogramme, comme le Phoenix ou le Vitek2,
permettent d’identifier les BLSE. Ces systémes automatiques, basés sur la mesure de I’activité
antibacterienne en termes de CMI des céphalosporines a large spectre seules et en présence
d’acide clavulanique, ont rencontré un grand succes dans les laboratoires cliniques (Elhani D,
2012).

2.2 Recherche de la céphalosporinase hyperproduite :

La recherche de la céphalosporinase hyperproduite est essentiellement faite par le test a
la cloxacilline
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2.2.1 Testalacloxacilline :

La distinction entre les céphalosporinases hyperproduites (CHN) et les BLSE est parfois
difficile & effectuer sur un antibiogramme habituel. (P. Caurvalan, 2012)
La cloxacilline, ajoutée & une gelose Mueller Hinton (MH), inhibe tres fortement les
céphalosporinases et reste inefficace sur les pénicillinases et oxacillinases. (N. Grall et al 2011)
L’inhibition de la Case entraine 1’apparition des phénotypes sauvages d’A.baumannii ou
I’apparition d’autres mécanismes de résistance acquise tels que la production de BLSE, de
pénicillinase et I’'imperméabilité. (Standardisation nationale, 2014 ; Sttrenburg et al, 2004)

A : Antibiogramme sur MH B : Antibiogramme sur MH+ 0.5ma/ml de cloxacilline

Figure 9 Antibiogramme avec et sans cloxacilline. (Standardisation nationale, 2014)

3 Détection des mécanismes de résistance acquise aux carbapénemes :

Plusieurs méthodes phénotypiques sont utilisables pour la détection des carbapénémases
dont certaines sont spécifiques d’une seule et méme classe (L. Poirel et al, 2013 ; P. Nordmann
et al .2010)

La recherche des carbapénémases chez A. baumannii est indiquée dans les situations
suivantes :

- Une sensibilité diminuée aux carbapénémes (imipéneme et/ou méropéneme) révélée
par un diameétre d’inhibition a 1’antibiogramme <22mm ;

- Présence des colonies discrétes dans la zone d’inhibition des carbapénémes sur
I’antibiogramme ;

- Une CMI déterminée par E-test pour les molécules méropénéme et
imipénéme >2pug/ml. (N. Grall et al, 2011 ; Standardisation nationale, 2014)
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3.1 Détection non spécifique des carbapénémases :

3.1.1 Test de Hodge modifié :

Le test de Hodge modifié est la méthode
phénotypique la plus utilisée pour la détection des
carbapénémases (SIM, VIM, IMP, NDM et KPC). Il
est caractérisé par sa sensibilité mais ne fournit pas
d’information sur le type de carbapénémase mise en
cause. (N. Grall et al, 2011)

Ce test est basé sur I’inactivation d’un carbapénéme
par un organisme producteur de carbapénémase, ce
qui permettra la culture d’une souche indicatrice,
sensible au carbapénéme (Escherichia coli sauvage),
a proximité d’un disque de cet ATB le long d’une
strie de la souche productrice de carbapénémase.
(N. Grall etal, 2011 ; L. Poirel et al, 2013) (Voir ) o -
la technique du test en annexe 06). Figure 10 Test de Hodge modifié. (Originale)
Le test de Hodge présente les limites suivantes :
- Des résultats faussement négatifs peuvent étre enregistrer pour des souches
productrices des carbapénémases de type NDM-1.
- Des résultats faussement positifs peuvent étre enregistrer pour des souches associant
un défaut d’accumulation des carbapénémes a la production d’une BLSE ou une
céphalosporinase. (Standardisation nationale, 2014)

3.1.2 Carbapenem Inactivation Method :

La Carbapenem Inactivation Method (CIM) est un test phénotypique peu couteux, permettant
une détection rapide (dans huit heures) de I’activité carbapénémase, chez les Enterobacteriaceae
et les BGN non fermentaires y compris A. baumannii. Son principe est identique a celui du test
de Hodge, il est basé sur I’inactivation du carbapéneme (méropénéme) par la souche a tester si
elle est productrice de carbapénémase et permet ainsi la croissance d’une souche sensible (E.
coli sauvage). (Voir la technique du test en annexe 07)

Les résultats du Carbapenem Inactivation Method ont montré une importante concordance avec
les résultats obtenus par PCR pour détecter les genes codant pour les carbapénémases (KPC,
NDM, OXA-48, VIM, IMP et OXA-23). (Van der Zwaluw K et al, 2015)

3.2 Détection spécifique des carbapénémases :

3.2.1 Méthodes de détection des carbapénémases de classe B d’Ambler :

La détection des B-métalloenzymes est basée sur le fait que 1’acide éthyléne diamine tétra-
acétique (EDTA) chélate les ions zinc, indispensables a I’activité hydrolytique des enzymes
de la famille des métalloenzymes dont les MBLs. Ces enzymes ne sont pas inhibées par
I’acide clavulanique, le tazobactam ou par 1’acide boronique. (Standardisation nationale,
2014 ; L. Poirel et al, 2013)

Cette détection peut étre réalisée au moyen de test de synergie sur double disques ou le test de
disque combiné (dont les techniques sont développées en annexes 08 et 09) ou en utilisant des
bandelettes E-Test MBLs qui se présente sous forme d’une bandelette contenant d’un c6té
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I’imipénéme seul et de I’autre c6té imipénéme associé a ’EDTA. (Timothy R.W et al, 2008 ;
Aparna S et al, 2014)

3.2.2 Meéthodes de détection des carbapénémases de la classe A d’ Ambler :
La détection des souches productrices de KPC ou des autres carbapénémases de la

classe A d’ Ambler est basée sur 1’effet inhibiteur de 1’acide boronique sur ces enzymes.
(N. Grall et al, 2011)

3.2.3 Meéthodes de détection des carbapénémases de la classe D d’Ambler :

Les propriétés enzymatiques des carbapénémases de la classe D n’ont pas permis le
développement de tests phénotypiques spécifiques pour leur détection. Ainsi, 1’identification
spécifique des organismes producteurs de ces enzymes nécessite des techniques moléculaires
(PCR spécifiques des génes d’intérét) (N. Grall et al, 2011).

3.3 Techniques de diagnostic rapide des carbapénémases :

3.3.1 Spectrométrie de masse (MALDI-TOF) :

Le Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
Time-Of Flight (MALDI-TOF) est une méthode qui utilise la
spectrométrie de masse, pour I’identification rapide (en
quelques minutes) des organismes, par [’obtention d’un
spectre caractéristique nommeé « I’empreinte spectrale » d’une
espéce donnée (Neelja S et al, 2015).

La recherche des souches Acinetobacter baumannii
productrices de carbapénémases correspond a la recherche
d’une éventuelle modification du spectre d’un carbapénéme
sous I’effet de la carbapénémase produite par la bactérie.
Cette technique nécessite du personnel particulierement
entrainé et un spectromeétre de masse qui est un appareil tres
onéreux. (L. Poirel et al, 2013)

Figure 11 MALDI TOF.(F.Denis et al, 2016)
3.3.2 Carba NP® test :

Le principe de ce test est la mise en évidence d’une acidification du milieu en cas
d’hydrolyse de I’imipénéme par une carbapénémase produite par la souche bactérienne.
L’indicateur du pH change de couleur, du rouge au jaune, révélant cette acidification. (Figure
12).

Ce test présente les avantages suivants :

- Il met en évidence la production de tous les types de carbapénémases ;
- Il est sensible et spécifique a 100 % ;
- Il est particulierement rapide : les résultats sont obtenus en moins de 2h ;
- Il ne nécessite qu’un matériel peu coliteux et ne requiert pas de personnel spécialisé ;
- Il peut étre réalisé a partir des souches isolées mais également directement a partir
de prélévements cliniques tels que les hemocultures. (Dortet. L et al, 2014 ;
L. Poirel et al, 2013)
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Le Carba NP® présente, cependant, une faible sensibilité de détection des bétalactamases a
faible activité carbapénémase, comme OXA-48, ou de détection de la production des
carbapénémases chez des isolats ayant un aspect mucoide de leurs colonies. (N. Tiget et al,
2016)

Diminution de la sensibilité aux carbapénémes

i ) W

Carba NP* test ' w

<2h

Production
d’une carbapénémase

Absence
de carbapénémase

Figure 12 Carba NP test positif et négatif. (Poirel et al, 2013)

4 Détection des mécanismes de la résistance acquise aux fluoroquinolones :

L’expression de la résistance acquise aux fluoroquinolones, méme si elle est croisée, est
variable d’une fluoroquinolone a une autre. Il est recommandé de déterminer la CMI de la
molécule potentiellement utilisable en thérapeutique. En pratique, il est recommandé d’au
moins tester 1’activité de la ciprofloxacine (Vincent C, 2012).

Une relation entre la valeur de CMI et le mécanisme probable a été établie.

Tableau 7 Relation entre la valeur de CMI et le mécanisme de résistance probabiliste.
(Vincent C.2012)

CMI Acide . . Mécanisme (s) de résistance
nalidixique(mg/l) CMI ciprofloxacine(mg/l) probable(s)
Sauvage (léger efflux
- * -
2-8 [S] 0.12-1[S] nossible)
64-512 [R]* 4-16 [R] 1 mutation GyrA * efflux
1 mutation GyrA + 1
>1024 [R] 32-128 [R] mutation ParcC + efflux.

*Rendu au clinicien [S] : sensible [R] : résistant.

4.1 Détection de la résistance par modification du systeme d’efflux :

La mise en évidence de ce mécanisme de résistance aux fluoroguinolones est basée sur
la comparaison des valeurs de CMI avant et apres 1’ajout d’un inhibiteur de systéeme d’efflux
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phényl-arginine-R-naphtylamide (PapN) ou 1- (1-naphtylméthyl) —pipérazine (NMP) dans le
milieu. (M.H. MALEKI et al, 2014)

5 Détection des mécanismes de résistance acquise a la rifampicine :
La susceptibilité a la rifampicine se fait en absence et en présence des inhibiteurs d’efflux de

la pompe, comme NMP ou PaiN, par une méthode de microdilution dans un bouillon MH
selon les recommandations du CLSI. (Giannouli. M et al, 2012)
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Chapitre V
Approches thérapeutiques

L’imipenéme qui a été considéré, pendant longtemps, comme le « Gold standard »
dans le traitement des infections a A. baumannii MDR, a depuis quelques années perdu ce statut,
par 1I’émergence des souches multirésistantes, laissant considérer ce germe comme 1’une des
BMR qui menacent 1’arsenal thérapeutique actuel (Viehman.J et al, 2014 ; Regaieg K et al,
2017 ; L. Dortet et al, 2016 ; J. Poissy et al, 2017). En absence de nouveaux antibiotiques, les
cliniciens ont maintenant recours a des molécules plus anciennes, comme la colistine ou la
rifampicine et méme a des molécules non actives sur les BGN comme les glycopeptides.
(Dheepa M et al, 2016)

Le présent chapitre traitera les différentes approches thérapeutiques possibles selon 1’étendue
de la résistance (MDR, XDR, PDR) :

1  Traitement des infections dles a A. baumannii MDR (Sensible a ’imipénéme) :

Les carbapénémes demeurent le traitement de choix devant des souches A. baumannii
MDR. lIs sont généralement utilisés en thérapie combinée, dans le but de limiter I’émergence
de la résistance a ces ATB et d’obtenir une synergie entre les molécules. (H. Yanga et al, 2015 ;
Xiaomeng.D et al, 2015 ; German GJ et al, 2018)

1.1 Associations a base de carbapénemes :

Les carbapénémes sont les derniers ATB de la famille des P-lactamines qui se
caractérisent par un large spectre d’activité et une stabilité vis-a-vis des p-lactamases.
Quatre molécules sont actuellement disponibles sur le marché mais seules trois d’entre elles
sont actives sur A. baumannii et qui sont : I’'imipénéme, le méropénéme et le doripénéme. (N.
Grall et al, 2011 ; Vikas M et al, 2010)

1.1.1 Imipénéme + tétracyclines (doxycycline et minocycline) :

Les tétracyclines inhibent la synthese protéique bactérienne, en se liant a la sous-unité
ribosomale 30S, en bloquant ainsi la chaine d’élongation peptidique et en induisant un effet
bactériostatique.

Les tétracyclines présentent les propriétés suivantes :

- Une bonne pénétration dans les tissus cibles (comme le parenchyme pulmonaire) ;

- Une concentration sérique non altérée par le dysfonctionnement rénal ;

- Une bonne tolérance. (Ya-Sung. Y et al, 2016 ; Falagas ME et al, 2015)

Dans la méta-analyse de Falagas ME, et al (2015) qui visait I’évaluation des données
cliniques disponibles sur le traitement des infections & A. baumannii avec des tétracyclines, les
associations a base de doxycycline et de minocycline ont montré une efficacité clinique et
microbiologique prometteuse (succes clinique obtenu chez 120 (76,9%) des 156 patients, avec
seulement 1 cas sur 88 des événements indésirables). Dans la plupart des cas (86,4%), ces ATB
ont été administrés en association avec un autre ATB comme I’'imipéneme.
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La minocycline est une ancienne molécule qui s’est avérée I'un des meilleurs ATB
contre A. baumannii MDR (Castanheira.M et al, 2014). Elle présente une activité
bactériostatique qui empéche son utilisation pour le traitement d’infections graves mais sa
combinaison avec I’imipénéme a montré une activité bactéricide contre A. baumannii MDR.
Cependant, le manque de synergie dans les isolats hébergeant le géne tetB empéche son
utilisation comme un traitement empirique. (Rodriguez. C.H et al, 2015)

1.1.2 Imipénéme + amikacine :

L’association de I’amikacine a I’imipénéme pour le traitement des pneumonies causées
par A. baumannii n’a prouvée aucune efficacité. Cette association n’était pas aussi efficace que
la monothérapie par I’imipénéme probablement a cause d’une interaction médicamenteuse in
vivo entrainant une diminution des parametres pharmacocinétiques et pharmacodynamiques
pour les deux agents antibactériens. (J. Vila et J. Pachon, 2012)

1.2 Autres alternatives :

Mis a part les carbapénémes et leurs associations, d’autres alternatives ont fait 1’objet
d’études et ont prouvées leur efficacité, c’est le cas du sulbactam-ampicilline en monotherapie
et I’association minocycline-amikacine :

1.2.1 Sulbactam-ampicilline :

Le sulbactam est un puissant inhibiteur des B-lactamases mais il possede des propriétés
bactéricides contre A. baumannii (J.G-Montero et al, 2015). Le sulbactam et I’ampicilline ne
sont disponibles qu’en association (VIDAL, 2013), bien que cette association ne soit pas
nécessaire étant donné que [’activité ampicilline-sulbactam contre A. baumannii est
exclusivement due au sulbactam. (J.G-Montero et al, 2015)

Des ¢études montrent que 1’efficacité¢ du sulbactam est la méme que celle de I’imipénéme a
condition que les doses de sulbactam soient suffisamment élevées pour atteindre les
concentrations plasmatiques au-dessus de CMI. (Viehman.J et al, 2014 ; K.J. Towner, 2009)

1.2.2 Minocycline + amikacine :

Les résultats de 1’étude de He.S et al, réalisée sur un modéle d’infection pulmonaire a
A. baumannii multirésistant induite chez des souris, était en faveur de 1’association
minocycline + amikacine qui a permis le rétablissement de I’inflammation des tissus
pulmonaires, aprés 3 jours de traitement.
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2  Traitement des infections dues a A. baumannii XDR (Résistant a I’imipénéme) :

Dans le cas des infections a A. baumannii ultrarésistant, c’est la colistine qui constitue le
traitement de choix. (Wentao N et al, 2014 ; Haifei Y et al, 2015)

La colistine a été découverte en 1947 et elle a reconnu une large utilisation, avant d’étre
complétement abandonnée des la fin des années 1970, a cause de sa toxicité rénale et
neurologique. (R. Kohen, 2010 ; E. kipnis et B.P. Guery, 2010). Actuellement, elle connait un
regain d’intérét pour le traitement, en dernier recours, des infections nosocomiales graves ddes
a des BGN MDR ou XDR y compris les souches productrices de carbapenémases. (I.
KARAISKOS et al 2017)

Cependant, il semble qu’apres un traitement avec la colistine, I’apparition de I’hétérorésistance
et la résistance a celle-ci reste inévitable. (J. Vila et J. Pachon, 2012 ; Viehman.J et al, 2014

Pour empécher ’apparition de la résistance a la colistine et améliorer son efficacité deux
stratégies peuvent étre explorées :

- L’administration d’une dose de charge au début du traitement (pour éviter 1’échec
thérapeutique) ;

- La combinaison de la colistine avec d’autres ATB.

Cette derniere stratégie est la plus appliquée, du fait de la néphrotoxicité de la colistine qui
limite I’augmentation des doses en monothérapie. (L. Dortet et al, 2016 ; K.J. Towner, 2009 ;
J. Vila et J. Pachon, 2012)

2.1 Associations a base de la colistine :

2.1.1 Colistine + rifampicine :

La rifampicine conserve souvent des CMI faibles pour 1’A. baumannii XDR. Elle a I’avantage
d’étre plus efficace que la colistine dans I’¢limination d’une souche résistante a 1I’imipéneme.
Néanmoins, le développement de résistance a la rifampicine, en monothérapie, reste une
préoccupation importante. Pour cette raison, l’utilisation de la rifampicine seule n’est
actuellement pas recommandée dans le traitement des infections dues a A. baumannii (J. Vila
et J. Pachon, 2012 ; Viehman.J et al, 2014 ; K.J. Towner, 2009). Les meilleurs résultats ont été
obtenus avec 1’association de rifampicine a la colistine pour le traitement de PVA, sans le
développement de résistance ni a la rifampicine ni a la colistine. (J. Vila et J. Pachon, 2012)

Dans une récente étude sur 1’activité de la colistine, en combinaison avec le méropéneme, la
tigécycline, la fosfomycine, 1’acide fusidique, la rifampicine ou le sulbactam contre A.
baumannii XDR dans une infection expérimentale chez des souris, les résultats étaient en faveur
de la combinaison rifampicine-colistine avec un effet synergique chez 100% des souches apreés
24 h de traitement. (Fan. B et al, 2016).

Cependant, une etude clinique multicentrique, qui a réévalué de maniéere randomisee
I’efficacité de 1’association colistine + rifampicine, par rapport a la colistine seule, dans le
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traitement des infections graves dues a A.baumannii XDR, a montré une augmentation
significative du taux d’éradication microbiologique dans le groupe recevant la colistine associée
a la rifampicine mais la mortalité a 30 jours n’était pas réduite et la durée d’hospitalisation n’a
pas été affectée par cette association. (E. Durante-Mangoni et al, 2013)

2.1.2 Colistine + acide fusidique :

L’acide fusidique cible le ribosome bactérien en inhibant la synthése protéique. Il est
inactif sur les BGN de fait de leur imperméabilité membranaire. Cependant, son association
avec la colistine augmente la perméabilité par lyse de la membrane externe des BGN.

L’acide fusidique a 1’avantage d’avoir :
-Une excellente biodisponibilité ;
-Une bonne pénétration dans le tissu respiratoire ;

-Un métabolisme hepatique et une excréetion biliaire, contrairement & la colistine,
réduisant, par ce fait, le risque de néphrotoxicite.

Son association a la colistine a montré une puissante activité synergique et un effet
bactéricide rapide in vitro, méme sur des souches résistantes a la colistine. Elle est efficace a
des faibles concentrations ce qui devrait étre réalisable sur le plan thérapeutique, tout en limitant
la toxicité. (Lynette M et al, 2015)

2.1.3 Colistine + tigécycline :

La tigécycline (déerivé semi-synthétique de la minocycline) est un ATB bactériostatique
a large spectre d’activité. Elle est le premier agent de la classe des glycylcyclines. (K.J. Towner,
2009 ; R.Gauzit et A. Friggeri, 2017).

L’association tigécycline/colistine est justifiée par le mode d’action propre a chacune
de ces deux molécules. En effet, la colistine agit en détruisant les membranes cellulaires,
aboutissant a la lyse bactérienne, facilitant ainsi la pénétration et 1’action de la tigécycline
(inhibiteur de la synthése protéique). (L. Lauretti et al, 2017 ; Regaieg. K et al, 2017)

2.1.4 Colistine + carbapénémes :

Une étude prospective, observationnelle et multicentrique, réalisée dans trois hdpitaux
de Taiwan, chez 55 patients, a montré que 1’association colistine-carbapénéme est plus efficace
que I’association colistine-tigécycline pour le traitement des bactériémies a A. baumannii
résistant aux carbapénémes. Les auteurs de cette étude ont observé une augmentation de la
mortalité a 14 jours associée a la combinaison colistine-tigécycline (35%) par rapport au
traitement par la colistine-carbapéneme (15%). (A. Chang et al, 2015)

Une autre étude a montré que I’efficacité de 1’association colistine-méropénéme est
supérieure a celle des associations a base de minocycline (minocycline /céfopérazone-
sulbactam, méropéneme ou colistine). (Ya-Sung. Y et al, 2016)
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2.1.5 Colistine + sulbactam :

Une étude rétrospective, realisée sur 89 patients, souffrant d’une PVA dle a A
baumannii XDR, dont 52 recevant la colistine seule et 37 recevant la combinaison
sulbactam/colistine, a montré, aprées 15 jours de traitement, que I’association
sulbactam/colistine (réponse clinique de 40% contre 29.8% pour colistine seule) est meilleure
que celle de la colistine en monothérapie. (Kalin G et al, 2014)

2.1.6 Colistine + fosfomycine :

La fosfomycine (inhibiteur de la synthese du peptidoglycane) rencontre un faible niveau
de résistance par rapport aux autres antibiotiques. (Rasool, M. S et al.2015) Elle présente un
large spectre d’action qui n’inclut pas I’A. baumannii (résistance naturelle). Cependant, une
synergie in vitro a été rapportée entre la fosfomycine et la colistine chez A. baumannii résistant
aux carbapénemes. (A. Pourbaix et F. Guérin, 2016 ; Viehman.J et al, 2014 ; Rasool, M. S et
al ; 2015)

Un effet microbiologique significativement plus favorable et une mortalité plus faible
ont été enregistres, chez les patients qui ont recus de la colistine associée a la fosfomycine par
rapport a ceux qui ont recus la colistine seule. (R. Sirijatuphatet V. Thamlikitkul, 2014)
Un taux de synergie de 73,3% a été rapporté pour cette association. (Sombat L et al, 2018)

2.1.7 Colistine + daptomycine :

La daptomycine est un lipopeptide cyclique naturel, actif uniquement sur les bactéries a
Gram positif. Son mécanisme d’action implique la liaison (en présence d’ions calcium) aux
membranes bactériennes, étape qui serait suivie d’une oligomérisation et d’une perturbation de
I’intégrité de la membrane (formation de canaux ioniques, agrégats de structures, etc.). Cette
perte d’intégrité déclencherait un efflux d’ions intracellulaires, en particulier de potassium qui
conduirait a la dépolarisation de la membrane, a 1’arrét de la synthése de macromolécules
(protéines, ADN, ARN), puis a la mort cellulaire. (M.C. Verdier et al, 2011 ; Walia NK et
Cameotra SS, 2015)

L’association colistine — daptomycine est tres active contre A. baumannii sensible a la
colistine, a la fois in vitro et in vivo, et ne semble pas présenter de risque de néphrotoxicité
comme c’est le cas pour d’autres combinaisons a base de cet ATB telle que ’association
glycopeptides- colistine. (Haifei Y et al, 2015)

2.1.8 Colistine + triméthoprime-sulfaméthoxazole :

L’association de triméthoprime-sulfaméthoxazole a la colistine pourrait
constituer un traitement efficace contre les infections graves a A. baumannii résistant aux
carbapénémes. (Nepka et al, 2016)
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2.2 Associations a base de fluoroquinolones :

Historiquement, les fluoroguinolones avaient une activité raisonnablement bonne contre
A. baumannii, mais la résistance a ces antibiotiques a rapidement émergé dans les isolats
cliniques, depuis les années 1990. Les fluoroquinolones plus récents, tels que la moxifloxacine
et la sitafloxacine, ont une bonne activité in vitro contre A. baumannii, en comparaison avec
des agents plus anciens tels que la ciprofloxacine (Xiaomeng.D et al, 2015 ; K.J. Towner, 2009).

Les associations sitafloxacine + rifampicine et sitafloxacine + sulbactam révelent des
effets synergiques. (Xiaomeng.D et al, 2015)

3 Traitement des infections dues a A. baumannii PDR (Résistant a la colistine) :

L’utilisation de la colistine pour le traitement des infections a A. baumannii résistant
aux carbapéneémes, a induit I’émergence de la résistance a la colistine qui représente
actuellement un véritable probleme de santé publique. (Seongman.B et al, 2016 ; Alessandra.O
etal, 2017)

Le traitement des infections a A. baumannii PDR associe généralement de la colistine a
un autre ATB. Cette association est hypothétiquement justifiée par le fait que A. baumannii
résistant a la colistine, peut avoir une membrane externe modifiée et ainsi une perméabilité
augmentée aux autres ATB, notamment ceux qui ciblent la paroi cellulaire. (Seongman B et al
2016)

3.1 Association a base de colistine :

3.1.1 En bithérapie :
3.1.1.1 Colistine + rifampicine :

Les résultats de 1’étude de Seongman.B et al réalisée en 2016 in vitro contre A.
baumannii résistant a la colistine (8 isolats cliniques provenant de cas de bactériémie et 1 d’un
cas de pneumonie) ont montré que la combinaison colistine + rifampicine était efficace.

3.1.1.2 Colistine + glycopeptides :

Les glycopeptides (la vancomycine, la teicoplanine et la télavancine) exercent leur
activité en inhibant la synthese du peptidoglycane mais ils ne pénétrent pas la membrane externe
des BGN et sont considérés inactifs vis-a-vis de ces pathogenes. Cependant, une perturbation
de la membrane externe peut leur permettre d’atteindre leur cible. (Haifei .Y et al, 2015).

Une méta-analyse, visant I’évaluation de I’activité synergique, in vitro, des polymyxines
combinées a d’autres antibiotiques contre A baumannii, a montré que la combinaison colistine
+ glycopeptides a un taux de synergie > 70%. (Wentao N et al, 2014)

Dans une autre étude, évaluant I’efficacité de 1’association télavancine-colistine in vivo,
dans un modéle simple d’invertébrés (Galleriamellonella) infectés par A. baumannii, les
résultats ont démontré une synergie de cette association et une plus grande efficacité par rapport
a la monothérapie a base de la colistine dans le traitement de ces larves infectées (M. Hornsey
et al, 2013)
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3.1.1.3 Colistine + acide fusidique :
L’association de I’acide fusidique a la colistine s’est révélée aussi efficace pour le
traitement des infections a A. baumannii PDR qu’aux infections a A. baumannii XDR.

Cette efficacité est liée a la modification de la membrane externe de ces souches qui
augmente la perméabilité a I’acide fusidique. (Lynette M et al 2015)

3.1.2 En trithérapie (Colistine + rifampicine + vancomycine) :

Une association innovante, composée de colistine, vancomycine et rifampicine, a
prouveé son efficacité, in vitro et in vivo, chez un patient 4gé de 77 ans, souffrant d’une PVA,
causée par A. baumannii PDR. Cette association peut constituer une option thérapeutique pour
ce type d’infections. (Oliva A et al, 2017)

3.2 Doxycycline + cotriméthoxazole :

Une étude , réalisée a I’hopital universitaire d’ Alexandrie, en Egypte, chez 50 patients
développant des infections nosocomiales a A. baumannii résistants a la colistine, a montré un
taux de guérison microbiologique de 60% (30/50 patients), avec des réponses cliniques
remarquables pour les infections du site opératoire (88,9%) et les pneumonies (56,7%) par
rapport aux  bactériémies qui n’ont pas répondus a la  combinaison
doxycycline + cotriméthoxazole .(S. Farid et al , 2016)
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Figure 13 Approches thérapeutiques des infections a Acinetobacter baumannii selon 1’étendue de la
résistance. (Original)
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4 Perspectives thérapeutiques :

4.1 Phagothérapie :

La phagothérapie est I’utilisation de virus bactériophages lytiques, afin de traiter
certaines maladies infectieuses d’origine bactérienne. Le concept de la phagothérapie a été
envisagé pour le traitement des maladies infectieuses avant méme 1’ apparition des antibiotiques.
L’objectif étant de lyser rapidement les bactéries ciblées. Cette méthode n’a pas abouti a des
effets thérapeutiques, en raison de ses effets indésirables en particulier immunitaires. (Lemaoui
C-E et al, 2017 ; Dufour.Net Debarbieux.L, 2017)

Un cas de succes thérapeutique, a base de bactériophages, a été rapporté chez un
diabétique de 68 ans, atteint d’une pancréatite nécrosante compliquée d’une infection a A.
baumannii MDR. L’administration de ces bactériophages, en intraveineux et en percutanée
dans les cavités de 1’abces, a été associée a la disparition de I’infection a A. baumannii. (Robert
T etal, 2017)

4.2 Inhibition du transfert des plasmides :

L’acquisition d’une résistance aux antibiotiques chez une bactérie peut étre transmise
aux autres bactéries par des plasmides. De ce fait, I’inhibition du transfert de matériel génétique
entre les souches bactériennes a été discutée comme une stratégie limitant la résistance aux
antibiotiques.

Une équipe Inserm de France s’est intéressée récemment a ces transferts observés in
vitro a 1’état naturel. Ces observations de mécanisme inconnu suggeérent que I’inhibition des
échanges de plasmides entre les bactéries permettrait de diminuer les cas de résistance aux
antibiotiques. (Lemaoui C-E et al, 2017)

4.3 Peptides antimicrobiens :

Les peptides antimicrobiens (PAMSs) sont synthétisés par tous les organismes vivants,
de la bactérie & I’homme, en passant par les végétaux. Ils représentent 1’une des familles
d’anti-infectieux les plus prometteuses qui ont été découvertes, au cours de ces dernieres
décennies. Avec leur large spectre d’activité, leurs effets bactéricides ainsi que leurs propriétés
anti-inflammatoires et immunomodulatrices, ces molécules présentent de nombreux avantages
par rapport aux anti-infectieux disponibles sur le marché. La plupart des PAMs ont un effet
bactéricide par insertion dans la membrane, entrainant ainsi une perméabilisation puis une lyse
cellulaire. Certains sont, également, capables de traverser la membrane et cibler les acides
nucléiques ou les enzymes, interférant ainsi avec les processus biologiques de la cellule.
Plusieurs études récentes ont pu démontrer que ’activité antibactérienne n’était en rien affectée
par les mécanismes de résistance, mis en place par les bactéries contre les antibiotiques
(Lemaoui C-E et al, 2017). Un nombre important de ces agents ont été testé, in vitro, contre
Acinetobacter spp. Les plus actifs sont : le buforin |1, la cécropine P1 et la magainine. (J. Vila
et J. Pachon, 2012)
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4.4 ARN interférents :

Le principe de cette stratégie thérapeutique consiste a trouver dans ’ADN ou ’ARN
d’une bactérie certains sites qui contrélent la synthése des protéines responsables de la
résistance aux antibiotiques, comme par exemple, les génes qui codent pour les bétalactamases.
On synthétise, alors, des segments d’ARN capables de se lier exclusivement avec ces sites.
Cette liaison spécifique aboutit au blocage de la synthese des protéines impliquées dans la
résistance. (Lemaoui C-E et al, 2017)
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Partie Pratique



Matériels et méethodes




Acinetobacter baumannii multirésistant est un agent bactérien opportuniste, responsable de
plusieurs endémies hospitaliéres autour du monde, notamment au niveau des services de soins
intensifs. Il se caractérise par son inquiétante capacité d’acquérir, continuellement, des nouveaux
mécanismes de résistance aux ATB, aboutissant a la totorésistance, a 1’origine des échecs
thérapeutiques.

C’est devant ces données que le présent travail a été entretenu et dont les objectifs principaux
sont les suivants :

- Reévéler I’implication de | ’Acinetobacter baumannii résistant aux antibiotiques, dans les
infections diagnostiquées chez les malades admis au niveau de 1’unité de réanimation
polyvalente, du service des urgences médicochirurgicales (UMC), du centre hospitalo-
universitaire de Blida unit¢ FRANTZ Fanon.

- Caractériser phenotypiquement les différents mécanismes responsables de
I’antibiorésistance chez ce pathogene.

- Evaluer I’étendue de la résistance chez les souches isolées par leur catégorisation en
souches MDR, XDR et PDR.

Les objectifs secondaires sont :

- Etablir un logigramme réalisable en routine pour la caractérisation phénotypique des
principaux mécanismes de résistance.
- Proposer un schéma thérapeutique pour le traitement des infections causées par les

souches isolées.
- Tenter d’établir un lien de clonalité pour les souches détectées.

37



1 Présentation de I’étude effectuée :

Pour répondre aux objectifs du présent travail, une étude prospective, étalée sur une période
de 3 mois (janvier, février et mars 2018), a été réalisée. L’étude portait sur tous les prélevements,
a visée diagnostique, provenant des patients hospitalisés dans 1’unité de réanimation polyvalente
du service des UMC.

Les souches Acinetobacter baumannii, isolées de ces prélevements, ont fait 1’objet d’une
caractérisation phénotypique des mécanismes enzymatiques de résistance aux bétalactamines.
Seules les souches répondant aux critéres suivants ont été incluses : Souches provenant de 1’unité
de réanimation polyvalente durant la période de 1’étude (2 janvier — 31 mars 2018), non doublons
et exprimant un phénotype multirésistant a I’antibiogramme.
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2 Matériels et méthodes :

2.1 Matériels :
La réalisation des différentes études a nécessité I’utilisation d’un ensemble de matériels
biologiques et non biologiques représentés dans les tableaux 8 et 9.

Tableau 8 Matériels non biologiques nécessaires a la réalisation de 1’¢tude (Original)

Equipements de - Paillasse et registres de paillasse.
laboratoire - Evier et eau courante.
- Eau physiologique.

- Bec bunsen.

- Microscope optique.
- Etuve.

- Séchoir.

- Réfrigeérateur.

- Congélateur.

- Bain-marie.

- Densitometre.

Fournitures - Blouse de laboratoire.

- Gants.

- Savon pour les mains.

- Liquide desinfectant.

- Pinces.

- Portoirs pour tubes.

- Disques d’ATB.

- Ecouvillons en coton stérile.

- Micropipette, embouts et poire.
- Seringues stériles.

- Pied a Coulisse metallique.
- Anse de platine.

Verrerie - Boite de Pétrie 90 mm de diamétre en plastiques.
- Lame et lamelle.

- Pipettes Pasteur.

- Tubes a essai steériles.

- Tubes secs.
Milieu de culture et - Gélose nutritive.
d’identification - Milieu de Mueller Hinton.

- Milieu de conservation (gélose inclinée).
- Bouillon nutritif.
- Galerie APl 20NE (BioMerieux®).

Réactifs -Poudre d’oxacilline.

-Poudre de Zinc.

-Réactif NR1 et NR2 (Institut Pasteur-Algérie).
-Réactif de Kovacs (Institut Pasteur-Algérie).
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Tableau 9 Matériels biologiques nécessaires a la réalisation de 1’étude (Original)

Souches a tester Souches d’Acinetobacter baumannii
conservées

Souches de référence E. coli ATCC 25922

pour le contrdle de Klebsiella pneumonie productrice de

qualité carbapénémase
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2.2 Méthodes :

2.2.1 Caractérisation phénotypique des mécanismes enzymatiques de résistance aux
p-lactamines :

Pour la détection des mécanismes enzymatiques de résistance aux B-lactamines, 1’étude a été
menee selon la démarche représentée par la figure 14.

Récupération des souches

Sélection des souches r—* conservées

Régénération des souches

conserveées
v v
Recherche des carbapénémases Recherche de BLSE
v v
Test de Hodge modifié Test de synergie
Test (+) = Carba + Test (-) Test (-) Test (+) =
BLSE (+)
} '
‘ Test IMP-EDTA Test a la cloxacilline
l l (Recherche de la céphalosporinase)
MBL Autre Carba ——p l l
v Test (+) = Test (-)
CHN (+) i

Carbapenem
inactivation method

Test espagnol
| (recherche de BLSE)

! i T

Test (+) = Carba (+) Carba (-)

Test (+) = Test (-) =
BLSE (+) BLSE (-)

Figure 14 Démarche suivie pour la détection des mécanismes de résistances aux - lactamines. (Original)
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2.2.1.1 Sélection des souches :

Les souches a tester ont été, manuellement, sélectionnées, a partir du registre de
conservation, disponible au niveau de 1’unité de bactériologie du laboratoire central du CHU-Blida
unité Frantz Fanon.

Seules les souches A. baumannii provenant de 1’unité de réanimation du service des UMC,
durant la période d’étude, non doublons et présentant un phénotype multirésistant, ont été
sélectionnées. Ainsi, 15 souches, dont les profils de résistance sont résumés dans le tableau 10, ont
fait I’objet d’une caractérisation phénotypique des mécanismes enzymatiques de résistance aux
bétalactamines.

Tableau 10 Profils de résistance des souches sélectionnées pour I’étude phénotypique (Original)

Préléevements divers Urines | Hémoc
Familles ATB |12 |3|4|5|6|7|8|9 1011|1213 14 15
d’ATB
Bétalactamines TIC |[RIRIR|IRIRIR|IRIRIRIR|R|R|R R R
TCC RIR|RI|R R
PIP RIRIRIRIR|IRIRIRIR|R|IR|R|R R R
CAZ | RIRIRIRIRIRIRIRIR|IR|R|R/|R R R
IMP |[RIR|IRIRIR|IR|R|IR| S R R
MER S| R R R R
AN RIRIRIRIR|IRISIR|S|R|IR|R|R S R
Aminosides GM |R|IR|R|R|R|R|R|R|R RI|R R R
™ RIRIR|S RISIR|S|S|S|R|R S R
NET R R
Fluoroquinolones CIP RIRIRIRIRIRIRIRIRIR|R|R]|R R R
LEX RIRIRIRIRIRIR|R|R R R
Inhibiteur de
la voie des SXT |S|S|S|R|IRIR|R|R RIR]|S R R
folates
Cyclines TE RIR|IR|R|R RIR|R|R R
Polymyxines CS S

[ ] :ATBnontesté

2.2.1.2 Récupération des souches :
Les souches, sélectionnées pour faire 1’objet de cette étude, ont été récupérées a partir des
souchothéques de conservation.

2.2.1.3 Régénération des souches conservées :
Les souches conservées ont été régénérées sur gélose nutritive (GN) de la maniére
suivante :

> Prélévement des colonies a partir du milieu de conservation a 1’aide d’un écouvillon.
Ensemencement du 1* cadrant du milieu GN par 1’écouvillon.

Ensemencement par la méthode des 3 cadrans a 1’aide d’une pipette Pasteur.
Incubation a I’étuve a 37°C pendant 24h.

YV V V
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A. Milieu de conservation (tube) et milieu de régénération GN (boite)
B. Culture d’A.baumannii apres 24h d’incubation

Figure 15 Régeénération sur GN des souches A. baumannii conservees.
(Originale)

Apres 24 h d’incubation, quelques souches n’ont pas poussé sur GN et il était nécessaire
d’utiliser un milieu d’enrichissement, pré-incubé, bouillon glucose tamponné (BGT) et de repiquer
sur une gélose au sang (GS) pour les regénérer.

Apres régénération, les souches ont été régulierement repiquées sur des milieux GN pour
conserver des cultures jeunes pour la réalisation des différents tests inclus dans cette étude.
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A. Milieux BGT troubles aprés 24h d’incubation
B. Culture d’A.baumannii sur GS apres 24h d’incubation

Figure 16 Régenération sur BGT et GS des souches A. baumannii conservées. (Originale)

2.2.1.4 Caractérisation phénotypique des mécanismes enzymatiques de résistance aux
céphalosporines de 3°™ génération :
Deux (2) enzymes responsables de la résistance aux C3G chez Acinetobacter baumannii
ont éteé recherchées : la BLSE et la CHN.

L’ensemble des souches étudiées (15 souches) avait un diamétre d’inhibition autour de la
CAZ inferieur a 22mm et présentaient ainsi une indication de la recherche de la BLSE. Cette
enzyme a été recherchée en effectuant 2 tests différents : le test de synergie et le test du double
disque.

L’hyperproduction de la céphalosporinase naturelle a été recherchée chez les souches qui
ont donné un test de synergie négatif par la réalisation de test a la cloxacilline.

2.2.1.4.1 Test de synergie :
Le test de synergie a été réalisé pour les 15 souches faisant objet de cette étude selon la
technique détaillée en annexe 02.

Le test a été refait pour 2 souches (souche n°7 et souche n° 9) qui n’ont pas donné un test
positif mais qui présentaient quand méme un diamétre d’inhibition augmenté autour de la TCC.
Pour reprendre le test, il a été nécessaire de rapprocher les disques de TCC et CAZ a une distance
de 15mm.
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A. Préparation de la suspension bactérienne a 0.5McF

B. Disques d’ATB utilisés pour la réalisation de test

C. Ensemencement du milieu MH par la suspension bactérienne
D. Application des disques d’ATB sur le milieu MH ensemencé.

Figure 17 Réalisation du test de synergie (Originale)
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2.2.1.4.2 Test a lacloxacilline :

La céphalosporinase hyperproduite a été recherchée chez 14/15 des souches étudiées (ayant
donné un test de synergie négatif), par la réalisation du test a la cloxacilline dont la technique est
détaillée en annexe 04.

Le milieu utilisé est un milieu MH additionné de cloxacilline et qui a été préparé au niveau du
laboratoire, selon le protocole démontré dans le tableau 11 et illustré par la figure 18.

Par défaut de disponibilité de la cloxacilline, le milieu a été préparé par I’oxacilline.

Tableau 11 Préparation des boites de cloxacilline (Standardisation nationale 2014)

Concentration de cloxacilline 1mg/ml (1000mg/l)
Préparation de la solution de la cloxacilline | 100mg de cloxacilline + 10ml d’eau distillée
Pour une boite ronde (90mm) 2ml de solution + 18 ml de MH.

A. Pesée de la poudre de I’oxacilline

B. Dissolution de la poudre de I’oxacilline dans de 1’eau stérile.

C. injection de 2ml de la solution de 1’oxacilline dans une boite de Pétri.

D. Prélevement de 18ml du milieu MH liquide.

E. Ajout du milieu MH liquide a la boite contenant la solution de I’oxacilline
F. Refroidissement des milieux préparés.

Figure 18 Préparation du milieu MH additionné de la cloxacilline (Originale)
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A. Dépot des disques d’ATB
B. L’ensemble des ATB testés : CAZ, PIP, TIC, TCC, IMP, MEM.

Figure 19 Reéalisation du test a la cloxacilline (Originale)

2.2.1.4.3 Test du double disque (Test espagnol) :
Un test du double disque, dont la sensibilité est meilleure, a été réalisé en complément au
test de synergie pour 4 souches ayant a la fois un test a la cloxacilline et un test de synergie négatifs.

La technique du test est détaillée en annexe 03.

A. Dépot des disques TCC et CAZ sur une gélose MH ensemencée par une suspension a 0.5
McF de la souche a tester.
B. Remplacement du disque de TCC par un disque de CAZ aprés 1h.

Figure 20 Réalisation du test du double disque (Originale)
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La démarche menée pour la caractérisation phénotypique des mécanismes de résistance aux C3G
est schématisée par le logigramme ci-dessous. (Figure 21)

v v

Figure 21 Démarche de la caractérisation phénotypique des mécanismes enzymatiques de résistance
aux C3G (Originale)
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2.2.1.5 Caractérisation phénotypique des mécanismes enzymatiques de résistance aux
carbapénemes (Détection et typage des carbapénémases) :

L’ensemble des souches étudiées avait une indication de recherche des carbapénémases, a
I’exception d’une seule souche (n°9) qui restait sensible a I’'imipénéme et présentait a
I’antibiogramme un diametre d’inhibition de 26 mm.

Les carbapénémases ont été recherchées non spécifiqguement, par la réalisation du test de Hodge
modifié (TH) pour 14 souches ayant indication.

Devant un résultat positif au TH, un test ’EDTA-IMP en disque combiné, a été effectué pour le
typage des carbapénémases produites par la souche en MBLs et autres carbapénémases.

En cas de négativité du résultat, un test d’inactivation du carbapénéme (Carbapenem inactivation
method) a été réalisé a la recherche des autres carbapénémases non détectées par le TH.

2.2.1.5.1 Test de Hodge modifié :
Le test a été réalisé selon la technique détaillée en annexe 06 contre deux témoins : le témoin
négatif E. coli ATCC 25922 et le témoin positif une KP Carba+ préalablement regénérée sur GN.

A. Témoin positif : Klebsiella pneumonie productrice de carbapénémase.
B. Témoin négatif : E. coli ATCC 25922.

Figure 22 Souches de référence pour le contréle de la qualité du test de Hodge modifié
(Originale)
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A. Ensemencement du milieu MH par une dilution au 1/10°™ de la souche révélatrice.
B. Ensemencement des souches a tester.

Figure 23 Reéalisation du test de Hodge (Originale)
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2.2.1.5.2 Test IMP-EDTA en disque combiné :

La recherche spécifique des MBLs a été réalisée pour 7 souches productrices des
carbapénémases (ayant donné un test de Hodge positif) par la réalisation d’un test IMP-EDTA en
disque combiné dont la technique est détaillée en annexe 09.

IMP : Imipénéme
EIP : IMP-EDTA en disque combiné

Figure 24 Réalisation du test d’IMP-EDTA combiné (Originale)
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2.2.1.5.3 Test d’inactivation du carbapéneme ou Carbapenem inactivation method (CIM) :

Le test d’inactivation du carbapéneme a I’avantage de détecter des autres carbapénémases
(OXA-48 et OXA-23) que le test de Hodge ne détecte pas. Dans la présente étude, ce test a été
effectué pour 7 souches, dont le test de Hodge était négatif et pour une souche (n°4) dont le TH a
été positif mais le test de IMP-EDTA en disque combiné a été négatif, dans le but de détecter une
éventuelle résistance par production d’autres carbapénémases

Le test a été réalisé selon la technique détaillée en annexe 07

A. Prélévement, a 1’aide d’une anse de platine calibrée, de la souche a tester a partir de MH.
B. Préparation d’une suspension bactérienne.

C. Ajout d’un disque de méropénéme a la suspension bactérienne et incubation a 37°
pendant 2h.

D. Ensemencement de la souche révélatrice sur un milieu MH.

E. Dép6t du disque de méropéneme pré-incubé sur le MH ensemencé par la souche
révélatrice.

Figure 25 Réalisation du test d’inactivation de carbapénéme (Originale)
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Le protocole suivi pour caractériser phénotypiquement les mécanismes enzymatiques de
résistance aux carbapénemes est résumé par le logigramme ci-dessous (Figure 26)

v v

v v

Figure 26 Démarche de la caractérisation des mécanismes enzymatiques de la résistance aux
carbapénémes (Originale)
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Résultats




3 Résultats :
3.1 Résultats généraux :

Le nombre total des prélevements regus durant la période de 1’é¢tude est de 219
prélevements. Ils se répartissent entre hémocultures (79 soit 36.07%), prélévements divers (69
équivaut a 31.50%) dont 51 prélevements distaux protégés (PDP), urines (55 soit 25.11%), LCR
(10 soit 4.56 %) et cathéters (06 soit 2.73 %).

\

36%

3%

5%

N=219

= Divers Hémocultures = Urines = | CR m Cathéters

Figure 27 Répartition des prélevements selon le type. (Original)

Plus du 1/3 des prélévements (77 prélevements) ont donné une culture positive.
Dans 29 cas le diagnostic bactériologique n’a pas pu étre posé a cause de la contamination des
prélevements, Il s’ agissait principalement des hémocultures (18 prélévements soit 8.29%).

Prélevements
| I
Prélevements Prélévements Prélévements
positifs négatifs contaminés
35.15% 51.59% 13.24%

Figure 28 Répartition des prélevements selon le résultat des cultures.
(Originale)
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101 étiologies bactériennes ont pu étre identifiées durant la période de 1’étude.
Les bacilles a Gram négatif représentent les germes les plus isolés, soit 67.64% des bactéries
retrouvees dans tous les prélevements, suivi par les Cocci a Gram positif qui constituent 32.35%
des bactéries mises en évidence.

Tableau 12 Répartition des bactéries isolées selon les propriétés morpho-tinctoriales (Original)

Classification morpho-tinctoriale Nombre
Bacilles a Gram négatif 68
Cocci a Gram positif 33

Total 101

Parmi les BGN ; la famille des Enterobacteriaceae est la plus incriminée avec un pourcentage
d’isolement de 39.70% (27/68). La famille des Moraxellaceae (Représentée par le genre
Acinetobacter) vient en 2°™ position avec un taux d’isolement de 33.82% (23/68).

Tableau 13 Bacilles a Gram negatif isolés (Original)

Espéces bactériennes Nombre
Escherichia coli 03
Klebsiella pneumoniae 12
Enterobacter spp 01
D Proteus mirabilis 05
% Proteus vulgaris 01
'g Proteus spp 01
% Enterobacter cloacae 01
- Providencia alcalifaciens 01
Citrobacter braakii 01
Enterobacter spp 01
Acinetobacter baumannii 22
Acinetobacter spp 01
Pseudomonas aeruginosa 13
Pseudomonas spp 01
Haemophilus influenzae 04
Total 68
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Tableau 14 Cocci a Gram positif isolés (Original)

Espéces bactériennes Nombre
Streptococcus pneumonie 03
Streptococcus salivarium 01
Staphylocoque a coagulase négative 10
Staphylococcus aureus 06
Staphylococcus lugdenensis 01
Staphylococcus epidermidis 02
Enterococcus faecalis 06
Enterococcus viridans 01
Enterococcus spp 02
Aerococcus spp 01
Total 33
3%
6%_— A
6% / ‘
13%
N=101
4% j
= Klebsiella pneumoniae = Autres Entérobactéries = Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa = Haemophilus influenzae = SCN
» Staphylococcus aureus = Enterococcus faecalis = Autres CGP
E. coli

Figure 29 Répartition des bactéries isolées selon I'espéce (Originale)
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3.2 Acinetobacter baumannii : Incrimination en réanimation et sensibilité aux
antibiotiques :

3.2.1 Incrimination en réanimation :

Selon une répartition par especes (et non pas par familles), Acinetobacter baumannii
représente 21.78 % (22/101) des bactéries incriminées dans les infections en réanimation
polyvalente durant la période d’étude. Il a été principalement isolé au niveau des PDP (17
souches). 03 souches ont été isolées a partir des urines et 02 autres a partir des hémocultures.
Aucune souche n’a été isolée ni au niveau du LCR ni des cathéters.

18
17

16
N=22

14
12

10

2

2
0

Divers(PDP)  Hémocultures Urines LCR Cathéter

Figure 30 Répartition des souches A.baumannii isolées selon le type de prélevement
(Originale)

3.2.2 Résultats de I’étude de la sensibilité aux ATB des souches A. baumannii isolées :

Les résultats de I’étude de la sensibilit¢é aux ATB montrent que les souches
d’A.baumannii expriment une résistance a la quasi-totalité des ATB testés.

Les ATB de la famille des bétalactamines présentent les taux les plus élevés d’inefficacité vis
a vis des souches Acinetobacter baumannii testées. La ticarcilline, la pipéracilline et la
ceftazidime ne sont plus efficaces sur la totalité des souches testées.
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L’imipénéme, un ATB de dernier recours dans le traitement des infections a A. baumannii
MDR, perds completement son efficacité pour les souches testées. Une seule souche sur 17
pour lesquelles cet ATB a éte testé, reste sensible a I’'IMP.

Le méropénéme, un ATB du méme groupe que I’'imipénéme (carbapénemes), est a son égard
inactif sur I’ensemble des souches testées (07/07).

La résistance croisée a IMP, CAZ et CIP a été notée pour 15 des 22 souches testées.
Pour 6 souches, c’est le MER et non pas I’IMP qui a été testé. Ces 6 souches présentaient toutes
une résistance croisée au MER, CAZ et CIP.

Néanmoins, il est a noter que la famille des aminosides garde toujours une certaine
efficacité sur les souches testées. Alors que la gentamicine perd son efficacité sur la totalité des
souches étudiées,11/20 souches sont sensibles a la tobramycine et 07/21 souches sont sensibles
a ’amikacine et sont en méme temps sensibles a la tobramycine.

Le cotrimoxazole est également un ATB qui préserve une certaine efficacité sur les A.
baumannii isolés durant cette étude, 05/20 souches testées restent sensibles au SXT.

Tableau 15 Résultats d’étude de la sensibilité aux antibiotiques. (Original)

Nombre des Nombre des
Les antibiotiques Nombre de’s souches souches
souches testées s ;

résistantes sensibles
TIC 21 21 00
TCC 07 07 00
PIP 22 22 00
Bétalactamines CAZ 22 22 00
IMP 17 16 01
MER 07 07 00
AN 21 14 07
Aminosides GM 21 21 00
™ 20 09 11
NET 02 02 00
Fluoroquinolones CIP 22 22 00
LEX 18 18 00
Inhibiteurs des folates | SXT 20 15 05
Cyclines TE 14 14 00
Rifamycines RA 01 01 00
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3.3 Résultats de la caractérisation phénotypique des mécanismes de résistance :

La caractérisation phénotypique des mécanismes enzymatiques de résistance aux
bétalactamines a montré les résultats suivants :

3.3.1 Résultats de la caractérisation phénotypique des mécanismes enzymatiques de
résistance aux C3G :

3.3.1.1 Résultats du test de synergie :
L’image du bouchon de champagne (test positif) n’a été visualisée que pour 1 seule
souche des 15 souches qui présentaient une indication de recherche de la BLSE.

e\

Figure 31 Résultat positif d’un test de synergie (Originale)
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3.3.1.2 Résultats du test du double disque :
2/4 souches testées ont montré une différence significative des diamétres d’inhibition
autour des disques d’ATB témoignant d’une production d’'une BLSE.

Figure 32 Résultat positif d’un test du double disque.(Originale)
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3.3.1.3 Résultats du test a la cloxacilline :

10 souches des 14 souches ayant donné un test de synergie négatif et qui ont été testées
par le test a la cloxacilline ont montré une augmentation notable de leurs diamétres d’inhibition
autour de la CAZ et la PIP, les 2 ATB touchés par I’activit¢é de la céphalosporinase
hyperproduite, signifiant une production de cette enzyme.

Figure 33 Restauration des diamétres d’inhibition sur milieu
MH additionné de la cloxacilline (Originale)
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L’ensemble des résultats des tests phénotypiques effectués pour la détection des
enzymes responsables de la résistance aux C3G est résumé par la figure 34 et dans le tableau
17 (p 63). La production d’une BLSE a été détectée chez 3/15 souches alors que
I’hyperproduction de la céphalosporinase naturelle a été détectée chez 10/ 15 souches. Une
association de production de CHN a la synthése de BLSE n’a été signalée dans aucun cas.

o=
B

Figure 34 Résultats de I'ensemble des tests phénotypiques de caractérisation des mécanismes
enzymatiques de résistance aux C3G. ( Originale)

v

v
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Tableau 16 Résultats de la caractérisation phénotypique des mécanismes enzymatiques de la
résistance aux C3G. (Originale)

. Testa la Test du double )
Souche | Test de synergie cloxacilline disque Reésultat
1 - + NT CHN
2 - - + Production de BLSE
3 - + NT CHN
4 - - - Négatif
5 - - - Négatif
6 - + NT CHN
7 - - + Production de BLSE
8 - + NT CHN
9 + NT* NT Production de BLSE
10 - + NT CHN
11 - + NT CHN
12 - + NT CHN
13 - + NT CHN
14 - + NT CHN
15 - + NT CHN

*NT : Non testée.
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3.3.2 Résultats de la caractérisation phénotypique des mécanismes enzymatiques de
résistance aux carbapénémes :

3.3.2.1 Résultats du test de Hodge modifié :
Parmi les 14 souches qui exprimaient une résistance aux carbapénemes et qui étaient
testées par le test de Hodge modifié, 7 souches ont donné un test positif.

Figure 35 Résultat positif d’un test de Hodge modifié.
(Originale)
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3.3.2.2 Résultats du test d’IMP-EDTA combiné :

6 souches ayant donné un test de Hodge positif ont également donné un test EDTA-IMP
en disque combiné positif ttmoignant que les carbapénémases produites par les souches testées
sont de la classe B d’ Ambler (Métallo bétalactamases).

Figure 36 Résultat positif d’un test IMP-EDTA en disque combiné
(Originale)
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3.3.2.3 Résultats du test d’inactivation du carbapénéme ou Carbapenem inactivation
method (CIM) :
Le test de CIM a été réalisé pour 8 souches qui ont donné un test de Hodge et un test
EDTA-IMP en disque combiné négatifs. Parmi ces souches, 3 souches ont donné un test positif.

Figure 37 Résultat positif d’un test CIM (Originale)
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La réalisation des tests TH, EDTA-IMP en disque combiné et la CIM a permis de révéler
les résultats résumés sur la figure 38 et dans le tableau 18 (p 69).

La production d’une carbapénémase a été détectée chez 09/ 14 souches testées. 06/09 de ces
enzymes se sont révélées des MBL.

Le Test de CIM a permis la détection de 2 carbapénémases non détectées par le test de Hodge
modifié.

Figure 35 Résultats de I'ensemble des tests phénotypiques effectués pour la caractérisation phénotypique
des mécanismes enzymatiques de résistance aux carbapénémes. ( Originale)
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Tableau 17 Résultats de la caractérisation phénotypique des mécanismes de résistance aux
carbapénémes. (Original)

Test de Test IMP-EDTA ,
Souche | Test de Hodge CIM en disque Résultat
combiné

1 ) + “NT Productilog d’une
carbapénéemase

2 - - NT Négatif

3 + NT + Production d’'une MBL

4 + + ) Producti,on, d’une
carbapéenémase

5 ) + NT Productilor} d’une
carbapénémase

6 - - NT Négatif

7 - - NT Négatif

8 - - NT Négatif

10 + NT + Production d’'une MBL

11 + NT + Production d’'une MBL

12 + NT + Production d’'une MBL

13 + NT + Production d’'une MBL

14 + NT + Production d’'une MBL

15 - - NT Négatif

*NT : Non testée
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De I’ensemble des résultats de différents tests phénotypiques effectués, on remarque que
le mécanisme dominant de la résistance aux C3G est I’hyperproduction de la céphalosporinase

naturelle qui

est

exprimée

chez

10

des

15

souches

testées.

La production de la BLSE n’a été enregistré que chez 3 souches sur les 15 étudiées.

Dans aucun cas, la surexpression de la céphalosporinase naturelle n’a été associée a la
production d’une BLSE.

Pour les souches résistantes a 1’imipénéme, la production d’une carbapénémase a été
remarquée chez 09 souches des 14 souches étudiées. Parmi ces producteurs de carbapénémase,
7 souches ont été détectées par le test de Hodge et 2 autres souches ont été détectées par le test
carbapéneéme
Les MBLs représentent la famille des carbapénémases les plus produites par ces souches (6/09

d’inactivation

souches).

du

CIM.

Le tableau 19 résume les résultats obtenus par les différents tests, pour I’ensemble des

souches testées.

Tableau 18 Résultats de I'ensemble des tests phenotypiques (Original)

‘ Test Test Test Test Test
Souche | lestde | Testala du du de IMP- 1 e Résultat
synergie | cloxacilline | double | double EDTA
disque | disque Hodge combiné CIM
q q

1 - + NT | NT | - | *NT |+ CHN *
Carbapénémase

2 - - + + - NT - Production de BLSE

3 - + NT - + + NT CHN + MBL

4 - - - - + - + Carbapénémase

5 - - - - - NT + Carbapénémase

6 - + NT - - NT - CHN

7 - - + + - NT - Production de BLSE

8 - + NT - - NT - CHN

9 + NT NT NT NT NT NT Production de BLSE

10 - + NT - + + NT CHN + MBL

11 - + NT - + + NT CHN + MBL

12 - + NT - + + NT CHN + MBL

13 - + NT - + + NT CHN + MBL

14 - + NT - + + NT CHN + MBL

15 - + NT - - NT - CHN

*NT : Non testée

70




Suivant les définitions annoncées dans le chapitre 1ll: La multirésistance chez
Acinetobacter baumannii, les 15 souches étudiées peuvent étre catégoriser selon 1’étendue de
la résistance comme suit (tableau 20).

Tableau 19 Catégorisation des souches selon I’étendue de la résistance (Original)

Souche | 01 | 02 03 | 04| 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15
@ o r | x| o o o o o o o o o o

a a a | ol o a a a o a a a a a fa)

a a Qo a 53 a a a a a a a a a

Type @ X X | @ o o e o s o [ & & o o
a a a | ol o @) @) a a a a @) @) a

X X X X X X X X X X X X X X

Il est a noter que la grande majorité des souches (14/15) sont des souches ultrarésistantes
ou totorésistantes. Une seule souche est multirésistante.

Au terme de la partie pratique du présent travail, un logigramme (page suivante) pour la
caractérisation phénotypique des mécanismes enzymatiques de résistance aux bétalactamines a
été établi. (Figure 39, p72)
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Figure 36 Démarche proposée pour la caractérisation phénotypique des mécanismes enzymatiques de

résistance aux bétalactamines. (Original)
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Discussion




4 Discussion :

Une étude prospective a ¢été menée afin d’évaluer ’implication en pathologie
d’Acinetobacter baumannii et d’Acinetobacter baumannii multirésistant au sein de 1’unité de
réanimation polyvalente du service des UMC du CHU Blida- Unité FRANTZ Fanon durant une
période étalée sur 3 mois (de 02 janvier a 31 mars 2018).

Durant la période de 1’étude, 219 prélévements a visée exclusivement diagnostique ont
été recensé et 77 (35.15%) de ces prélevements sont revenus positifs. Ces taux d’infection sont
élevés mais ne sont pas surprenant compte tenu du fait que les patients admis en réanimation
sont les patients tres fragilisés et sensibles a I’infection en raison de leurs pathologies sous-
jacentes souvent graves, leur état d’immunodépression et les nombreux actes invasifs qu’ils
subissent. (P. YLIPALOSAARI, 2007)

Une étude plus étalée dans le temps aurait démontré plus visiblement les taux
d’infections bactériennes chez le malade admis en réanimation polyvalente.

Les hémocultures représentent le prélevement le plus couramment recu par I'unité de
bactériologie durant la période de cette étude. Elles représentent 36.07% (79 /219) des
prélévements (occupant la 1 position) avec un taux de positivité de 10.9% et un taux de
contamination de 8.21%. Les SCN sont les germes contaminants les plus isolés.

Ces résultats concordent parfaitement a ceux d’une étude rétrospective réalisée au centre
hospitalier régional et universitaire de Nancy en France (2010-2014) qui a révélé que les
hémocultures sont les prélévements les plus fréquemment effectués (37% des prélevements)
mais seulement 5-10% de ces prélévements sont positifs. La contamination des hémocultures
est trés fréquente, elle représente 6 — 12,5% dans certains services. (A. Nejla, 2015)

Ces contaminations sont source de difficultés d’interprétation de prélévement et peuvent
conduire a une surestimation de la réalit¢ de I’infection et par conséquent a une utilisation
accrue et irrationnelle des antibiotiques. (H. Kallel et al, 2006). Seul le respect rigoureux des
recommandations de réalisation des hémocultures permettra de pallier a ces problemes. Dans
cette optique, une fiche de recommandations a été établie.

Selon les résultats de la présente étude, 101 étiologies bactériennes ont été mises en
¢vidence dans I’ensemble des prélevements. Les bactéries les plus fréquemment isolées €taient
des BGN (67.32%) représentées principalement par la famille des Enterobacteriaceae qui
représentait 39.70% des BGN et 26.73% de 1’ensemble des bactéries incriminées. Les CGP
représentaient 32.67% des bactéries isolées avec prédominance des staphylocoques a coagulase
négative (09/101 soit 08.91%).

Ces résultats different de ceux annonces par le REA-Raisin en 2016 ou les micro-organismes
les plus fréqguemment isolés dans les services de réanimation francais sont le BGN non
fermentant Pseudomonas aeruginosa (19,90%) suivi par les CGP Staphylococcus aureus
(13,5%) et Staphylococcus epidermidis (12,10%).

Acinetobacter baumannii a été isolé dans 22 prélévements sur les 219 recenses, soit
21.56% de I’ensemble des bactéries isolées. Il est alors 1’espéce bactérienne la plus incriminée
en pathologie chez les malades admis en réanimation polyvalente du CHU de Blida durant les
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3 mois de I’étude. Ces résultats s’accordent parfaitement avec les résultats de 1’étude réalisée
au niveau du service de réanimation polyvalente du CHU la Rabta- Tunis en Tunisie ou A.
baumannii était en 1°° position et représentait 29.20% des microorganismes les plus
fréquemment isolées. (A. Trifi et al, 2017)

Selon les résultats de la présente étude, Acinetobacter baumannii a été isolé dans 17 cas
a partir des prélevements distaux protégés. Il est également le germe le plus isolé (17/ 51) a
partir de ces prélevements durant la période d’étude, un résultat proche de celui rapporté par
RADI. O (2017) ou Acinetobacter baumannii était en pole position (47%) des germes isolés a
partir des prélevements distaux protéges provenant du service de réanimation du CHU Hassan
I1- Fés entre 1 janvier 2015 et 31 décembre 2016.

Ces données élucident I’implication de ce pathogéne dans les pneumopathies chez les malades
sous ventilation assistée, procédure medicale trop pratiquée en réanimation, qui est considérée
comme un des facteurs de risque d’acquisition d’une infection a A. baumannii. (L. S. Munoz-
Pricela et R. A. Weinstein, 2008)

L’étude de la résistance chez A. baumannii a révelé un taux alarmant de résistance aux
différentes familles d’antibiotiques.
La totalité des souches (22/22 souches) étaient résistantes a la ceftazidime, un résultat supérieur
a celui retrouvé dans une étude au Maroc (18/27) (EL GHAZOUANI.G, 2010).
16/17 souches étaient résistantes a I’imipénéme et la résistance aux fluoroquinolones est aussi
tres inquiétante, en effet, la totalité des Acinetobacter baumannii étaient résistantes a la
ciprofloxacine et a levofloxacine.
Acinetobacter baumannii exprimait une résistance variable aux molécules de la famille des
aminosides : toutes les souches testées (21/21) étaient résistantes a la gentamicine, 14/21 a
I’amikacine alors que 09/20 uniquement étaient résistantes a la tobramycine. Malgré les
différences numériques, ce profil peut étre comparé a celui enregistré lors d’une étude menée a
I’unité de réanimation du CHU de Tlemcen en 2011 ou les souches étaient tres résistantes a
I’amikacine et a la gentamycine (23/27 et 19/27 souches résistantes respectivement) alors que
la tobramycine conservait son activité (5/27 souches résistantes). (RABHI. F, 2011)
L’activité conservée de la tobramycine doit faire 1’objet d’études complémentaires en matiere
d’étude de la sensibilité a cette molécule par ailleurs une rationalisation de son utilisation doit
étre envisagée pour la garder toujours comme une alternative thérapeutique pour les souches
A. baumannii multirésistant.

Pour ce qui est de 1’étude phénotypique des mécanismes enzymatiques de résistance aux
antibiotiques de la famille des bétalactamines, la production de plusieurs enzymes inactivatrices
de ces ATB a été mise en évidence.
La présente étude a révélé que I’hyperproduction de la céphalosporinase naturelle est un
phénomeéne nettement plus rencontré chez les 15 souches étudiées en comparaison a la
production de la bétalactamase a spectre étendu. Ces résultats rejoignent ceux de plusieurs
¢tudes qui confirment que I’isolement de souches productrices de bétalactamases a spectre
étendu restent un phénomene rare chez A. baumannii. (M. A. Rezaee et al 2016, S. Marzieh et
al, 2016 ; A. BOUALI, 2015) alors que la céphalosporinase hyperproduite est souvent
responsable de la résistance aux céphalosporines de 3°™ génération. (M. H. Al-Agamy et
al, 2014)

Un nombre élevé (09/14) de souches productrices de carbapénémases a été enregistré.
Un résultat non contradictoire avec plusieurs études. (Drissi M et al, 2010 ; S. Marzieh et al,
74



2016). L’étude de N. Djahmi et al a révélé que dans 21 pays Méediterranéens des 3 continents
(Europe, Asie et Afrique) dont I’ Algérie, la résistance aux -lactamines était principalement par
production de carbapénémases.

Plusieurs carbapénémases appartenant aux différentes classes d’Ambler ont pu étre
identifiées chez Acinetobacter baumannii.

La premiere MBL identifiée chez A. baumannii était IPM-2 signalée en 2000 en Italie.
Depuis lors, IMP, VIM et SIM ont été rapportés sporadiquement dans certaines parties du
monde. A ce jour, quatre groupes de MBL ont été identifiés chez A. baumannii : IMP, VIM,
SIM, et récemment les NDM. (N. Djahmi et al, 2014). En Algérie, I’enzyme NDM prédomine
chez A. baumannii. (K. Zenati et al, 2015 ; N. Mathlouthi et al, 2016). Une étude de K. Zenati
et al réalisés dans deux hdpitaux universitaires Algériens (Bejaia et Sétif) a mis en évidence
une résistance par production de MBL de type NDM de 47.54% (29 /61 souches).

06/09 des carbapénémases détectées se sont révélées des MBLs. Un nombre
remarquable qui montre une importante implication de ces enzymes dans la résistance aux
carbapénémes au niveau de I’unité de réanimation du CHU de Blida, ceci rejoigne les résultats
trouvés a I’hopital universitaire de Tabriz en Iran ou 100 souches d 'A. baumannii ont été testées
au cours d’une période de 16 mois (de mars 2008 a juin 2009). 63 souches se sont révélées
résistantes aux carbapénemes (imipéneme et méropénéme) parmi elles 31 (49%) étaient
productrices de MBL. (A. Peymani et al, 2011)

La diffusion mondiale d '4. baumannii producteur d’OXA-23 est maintenant bien établie
et a notamment été observée dans les hdpitaux Algériens au cours des derniéres années. (Brahmi
S et al, 2016). M. Touati et al ont rapporté en 2012 que 91.66% (22 des 24) des souches A.
baumannii résistant a I’imipénéme isolées a I’hdpital universitaire d’Annaba produisaient
I’OXA-23. Une autre étude dans trois hopitaux situes dans le nord-ouest de 1’ Algérie (Tlemcen,
Oran et Sidi Bel Abbes) a rapporté un pourcentage de 50% (40/80) de production d’OXA-23 et
21,2% (17/80) de production d’OXA-24. (E. Mesli et al, 2013)

Dans la présente étude, 3/9 souches ont donné un test d’inactivation de carbapénéme
(Carbapenem inactivation method) positif révélant une résistance par production d’autres
enzymes mis a part les MBL. Il est fort probable que ces enzymes soient des OXA-23 ou OXA-
48 que le test de Carbapenem Inactivation Method a 1’avantage de détecter. (\an der Zwaluw
K et al, 2015) Seule une étude génotypique pourra distinguer la variante de la carbapénémase
impliquée parmi les carbapénemases détectees.

La Carbapenem Inactivation Method est un test qui a prouvé une spécificité et une
sensibilité comparable a celles de Carba NP test et a la PCR dans la détection d’un large spectre
de carbapénémases. (Van der Zwaluw K et al, 2015 ; E. Aktas et al, 2016). Dans la présente
étude, ce test a permis la révélation d’une production d’une carbapénémase chez 2 souches pour
lesquels le test de Hodge a été négatif.

Des mécanismes non enzymatiques tels que la modification des porines, 1’altération de
I’affinité membranaire et I’efflux actif, sont responsables de la résistance aux bétalactamines
chez Acinetobacter baumannii. Les méthodes phénotypiques appliquées ne peuvent pas
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détecter ces mécanismes d’ou la nécessité d’avoir recours a des méthodes génotypiques pour
leur mise en évidence.

Devant une épidémiologie marquée par I’augmentation des prévalences des souches
multi, ultra et totorésistantes dans le monde entier limitant ainsi les choix thérapeutiques pour
les patients souffrant d’une infection a Acinetobacter spp et dont le déterminant clé de survie
est ’initiation précoce d’une antibiothérapie appropriée. (Wong D et al, 2017), un des objectifs
du présent travail était la catégorisation des souches A. baumannii étudiées selon 1’étendue de
la résistance.

Les résultats de la présente étude montrent que 14/15 des souches étudiées sont des souches
dites ultrarésistantes ou totorésistantes et qu’une seule souche multirésistante a été isolée. Ces
résultats sont en parfaite concordance avec les résultats d’une étude menée dans de 2 hopitaux
universitaires (hopital Charles Nicolle de Tunis et hépital universitaire d’Annaba) sur 37
souches d’A.baumannii issues des malades admis dans des unités de soins intensifs qui montrent
que toutes les souches étaient des ultrarésistantes. (S. Amiri et al, 2017).

Une étude menée par J. Nowak et al en 2017 a rapporté que sur 65 souches d’A.baumannii
isolées chez des patients souffrant d’une pneumopathie sous ventilation assistée dans le sud de
I’Europe (Grece, Italie et Espagne), 32% étaient MDR, 34% étaient XDR et 31% étaient PDR.

La distinction entre les souches ultra et totorésistantes n’a pas été possible par défaut de
réalisation de 1’étude de sensibilité a la colistine et a la tigécycline.

Aucune méthode n’est actuellement validée pour 1’étude de la sensibilité a la tigécyline
chez Acinetobacter baumannii et ni EUCAST ni CLSI fournissent de breakpoints pour cette
molécule. (R. Gauzit et A. Friggeri, 2017)

Quant a la colistine, 1’étude de la sensibilité a cet antibiotique dans les conditions standards
d’antibiogramme est source d’un taux élevé de fausse sensibilité. Les résultats sensibles doivent
donc étre confirmes par des tests de dilution. Néanmoins, les souches résistantes peuvent
toujours étre détectées par cette méthode de routine. (Poirel et al, 2017)

Selon les recommandations d’EUCAST-CLSI Working Group (2016), la seule technique
recommandée pour 1’étude de la résistance a la colistine chez Acinetobacter spp est la
détermination de la CMI par microdilution en milieu liquide. (Annexe 10)

Il est important de relever que 1’étude de la sensibilité a la colistine par la méthode
recommandée est indispensable devant les données éepidémiologiques signalant des taux
globaux de résistance a cet antibiotique qui augmentent considérablement a partir de 2011, chez
les souches résistantes aux carbapénemes pour lesquelles la colistine est considérée comme le
traitement du dernier recours. (Ahmed SS et al, 2016).

En Algérie, la premiére souche Acinetobacter baumannii résistante a la colistine a été
isolée au niveau du CHU Beni-Messous a Alger en 2014 a partir des sécrétions bronchiques
d’un malade de 46 ans hospitalisé en réanimation et n’ayant jamais regu de la colistine. (Sofiane
Bakour, 2015).
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5 Recommandations :

5.1 Recommandations sur les précautions a prendre pour éviter la contamination des
hémocultures :

Devant le taux non négligeable des hémocultures contaminées, source de difficultés
d’interprétation de 1’étude bactériologique et d’intervention thérapeutique inappropriée, il
parait important de rappeler des recommandations assurant la bonne réalisation de ces
prélevements.

La contamination des hémocultures se fait principalement par :

-Les mains du préleveur et la peau du patient mal désinfectées,

-L’environnement hospitalier contaming,

-Les bouchons des flacons d’hémocultures mal décontaminés. (H. Kallel et al, 2006)

5.1.1 Avant le prélévement :
> La fermeture de la porte de la chambre du patient pour minimiser la contamination par

des germes de I’environnement ; (A. Nejla, 2015)

La décontamination du plan de travail ; (A. CHABAUD, 2016)

Le port de gants est indispensable mais, au préalable, le préleveur doit impérativement
se laver les mains avec une solution hydroalcoolique ; (F. Denis et al, 2016)

Le port d’un masque de type chirurgical ; (Remic, 2015)

La désinfection de I’opercule des flacons par la Bétadine alcoolique 5% en laissant la
compresse de désinfection sur le flacon jusqu’au moment de prélevement ;
(A. CHABAUD, 2016)

> L'asepsie de la peau du patient au point de la ponction doit se faire en cing temps :
- Détersion avec le savon doux stérile ;
- Ringage a I’eau stérile ;
- Séchage avec des compresses stériles ;
- Application d’un antiseptique majeur alcoolique (Povidone iodée (PVPI) ou
chlorhexidine) ;
- Séchage spontane.
Cette asepsie cutanée doit étre large en évitant de repasser sur la zone déja traitée. Elle
se fait soit de haut en bas soit en escargot. (A.Nejla , 2015 ; F. Denis et al, 2016)

YV VYV

5.1.2 Au moment du prelevement :
» Les prélevements via un dispositif intra-veineux (DIV) doivent étre banni car ils

augmentent la fréquence des contaminants (exception lors de diagnostic d’une infection
liée a un DIV) ; (H. Kallel et al, 2006)

> Pour chaque prélevement, deux flacons sont ensemencés, un flacon aérobie et un flacon
anaérobie ; (S. Dargére et al, 2014)

> Le flacon aérobie est préférentiellement ensemencé en premier permettant ainsi
d’évacuer I’air présent dans la tubulure avant d’inoculer le flacon anaérobie ; (Denis et

al, 2016)
> Un prélévement en une seule ponction veineuse de 4 a 6 flacons (2 a 3 flacons aérobies

et 2 a 3 flacons anaérobies) est une nouvelle approche qui présente plusieurs avantages :
- Interprétation plus aisée des résultats car la contamination ne touche
généralement que le 1°" flacon.
- Assurance de confort du patient (une seule ponction veineuse)

- Instauration plus précoce de I’antibiothérapie.
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5.1.3

- Diminution de la charge de travail et le gain du temps pour le préleveur (temps
réinvesti en partie pour les bonnes pratiques du prélévement)
- Diminution du risque, non négligeable, d’accident d’exposition au sang (AES)
pour le préleveur. (S. Dargére et al, 2014 ; Arendrup M et al, 1996).
Cette approche est non indiquée pour les nourrissons et les patients souffrant
d’endocardite infecticuse (niveaux de preuves insuffisants). (S. Dargére et al, 2014 ;
Arendrup M et al, 1996 ; Remic, 2015)

Apreés le prélevement :

Les flacons d’hémocultures doivent étre acheminés au laboratoire dés que possible.

L’acheminement est réalisé a température ambiante. (Remic, 2015)

5.2 Recommandations sur la réalisation des prélevements distaux protéges :

Le prélevement distal protégé est un acte infirmier, visant a identifier I’origine bactériologique
d’une infection pulmonaire, en particulier la pneumopathie acquise sous ventilation mécanique
(PAVM).

Le soin est réalisé selon le protocole suivant :

>

Le PDP est effectué par 1’aide-soignant, sur prescription médicale, au lit du patient.
Une aide est recommandée mais pas obligatoire si I’asepsie est respectée.

Aspirer le patient avant I’examen.

Déposer sur le champ stérile : les seringues de 2ml et 10ml, la pompeuse, les
compresses stériles et le kit PDP.

Le PDP est inséré via la sonde d’intubation ou la canule de trachéotomie jusqu’a
sensation d’une butée (a I’aveugle), puis le retirer de quelques centimétres (2-3cm),
Expulser le bouchon de polyéthyléne glycol et avancer le cathéter interne de 2-3cm,
Aspirer 3 fois, a I’aide d’une seringue de 10 ml connectée au cathéter interne,
Rétracter le cathéter interne dans la gaine protectrice sur 2-3cm, permettant ainsi
d’éviter toute contamination.

Lors du retrait de I’ensemble du dispositif hors des voies aériennes, I’extrémité distale
du cathéter externe est essuyée avec une compresse stérile puis sectionner stérilement,
a distance du cathéter interne,

Avancer le cathéter interne et le purger avec 1ml du sérum physiologique dans un
récipient stérile,

Couper, avec la deuxiéme paire de ciseaux stériles, le segment distal du cathéter
interne (x 4cm) et le déposer dans le méme récipient contenant la suspension de 1ml.
(N. Basset, E. Chauffray , 2017)

Acheminer au laboratoire, au maximum dans les 2h suivant le prélévement. (C.
MOTAIS et C. FAHEY, 2014 ; K. Pace et Jean-Claude Merle, 2016.)
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5.3 Recommandations sur ’utilisation clinique de la colistine :

Face au taux élevé des souches A. baumannii classées XDR/PDR provenant de 1’unité de
réanimation, il est approprié de rappeler des recommandations d’utilisation de la colistine,
traitement de dernier recours.

>

>

La colistine est un ATB polypeptidique de la famille des polymyxines, a action
bactéricide dose dépendante et & index thérapeutique étroit.

Elle est disponible sous deux formes pharmaceutiques : La colistine sulfate (forme
active de I’ATB) et la colistiméthate sodique (une prodrogue qui s’hydrolyse
spontanément a température ambiante et en milieu aqueux comme le sang et les liquides
biologiques, en dérivés sulfonéthylés et colistine active en quantités variables et
imprévisibles.). C’est cette forme qui est la plus utilisée en réanimation. (D. Yahav et
al, 2011)

La colistine est un antibiotique a n’utiliser qu’en cas de nécessité absolue, aprés résultats
bactériologiques documentés et en 1’absence d’alternative thérapeutique.

Différentes conventions sont utilisées pour étiqueter les boites des spécialités
pharmaceutiques disponibles sur le marché et en spécifier les doses. Elles sont & prendre
en considération avant 1’administration de la molécule pour éviter toute confusion.

A préciser que :

1 000 000 Ul de colisthémate =80mg de colisthémate = 33.3 mg de colistine active.

La colistine est administrée a raison de 50 000 & 150 000 Ul/kg par jour en 3 injections
en perfusion lente pendant 1 heure. La durée de traitement ne doit pas dépasser 10jours.
(OMEDIT, 2013)

Une surveillance des concentrations plasmatiques est indispensable pour I’optimisation
du traitement. Une concentration plasmatique de colistine de 2 mg / | est une valeur
cible raisonnable pour les isolats avec des CMI de 1 mg/I.

Une administration au site d’infection par voie pulmonaire, intrathécale ou
intraventriculaire génerent des concentrations nettement plus élevées que celles atteintes
par voie veineuse et est responsable d une meilleure efficacité et épargnérent des reins.
(Cornelia B. Landersdorfer, Roger L. Nation, 2015)

La néphrotoxicité liée a I’administration de la colistine est I’effet indésirable majeur a
craindre. Elle est dose dépendante, réversible dans les 4 a 6 semaines qui suivent I’arrét
du traitement et favorisée par plusieurs facteurs dont une atteinte rénale préexistante,
une posologie cumulative, et I’administration des autres médicaments néphrotoxiques.
(E. kipnis et B P Guery, 2010)

La fonction rénale du malade candidat de recevoir cet ATB doit étre évaluée et les
posologies sont a ajuster en fonction de la créatinémie.

En cas d’une insuffisance rénale non dialysée, il convient de reduire et espacer les doses
de réinjection (75 000UI/KG toutes les 48h). (Marwan Bouras et al, 2017)
L’association de la colistine a d’autres ATB permet la prévention de I’émergence des
résistances a cette molécule. Elle est a envisager quand la CMI de la souche en cause
est >1mg/l. (C.B. Landersdorfer et R. L. Nation, 2015)

Plusieurs associations a base de colistine ont prouvé leur efficacité dans le traitement
des infections a A. baumannii XDR. (Consulter chapitre Approches thérapeutiques)
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5.4 Recommandations destinées au laboratoire de microbiologie :

La catégorisation des souches A. baumannii en souches MDR, XDR et PDR est
primordiale pour le choix d’un schéma thérapeutique approprié. Il est alors a recommander au
laboratoire de microbiologie de :

» Définir clairement les notions de multirésistance, ultrarésistance et totorésistance chez
A. baumannii et les communiquer aux services hospitaliers notamment a 1’unité de
réanimation.

> Ajouter une remarque en rouge sur le type de la souche isolée (MDR, XDR ou PDR)
sur la fiche des résultats et la fiche de résultats de 1’antibiogramme a remettre au
clinicien.

> Etudier la sensibilité pour des nouvelles molécules antibiotiques ayant prouvé une
efficacité contre les souches A. baumannii ultrarésistantes (comme le sulbactam et la
colistine) pour faciliter la décision au clinicien et optimiser les choix thérapeutiques.

> Adopter la technique recommandée (détermination de la CMI par microdilution en
milieu liquide) pour I’étude de la sensibilité a la colistine, étape primordiale dans la
catégorisation des souches en souches XDR ou PDR.
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Conclusion

Acinetobacter baumannii multirésistant constitue un probléme majeur de santé
publique. Plusieurs mécanismes sont a la base de cette multirésistance aux antibiotiques.
L’inactivation enzymatique reste cependant le mécanisme prépondérant et en particulier la
production de bétalactamases.

La présente étude a montré la place importante qu’occupe 1’infection a A. baumannii au
niveau de I’unité de réanimation polyvalente du CHU de Blida-Unité FRANTZ Fanon et les
niveaux tres élevés de résistance aux antibiotiques touchant principalement les familles des
B-lactamines, fluoroquinolones et des aminosides. Elle a également mis 1’accent, grace aux tests
phénotypiques appliqués, sur les taux importants de synthése des bétalactamases notamment
des carbapénémases de la classe B d’ Ambler ainsi que I’hyperproduction de la céphalosporinase
naturelle.

Devant cette situation alarmante qui limite fortement ’arsenal thérapeutique et accroit
le risque d’impasse en matiére du traitement, il est impératif de rationnaliser 1’utilisation des
antibiotiques et d’améliorer les mesures d’hygiene.
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Annexe 01 : Technique d’antibiogramme. (Standardisation nationale, 2014)

Préparation de I’inoculum :

A partir d’une culture bactérienne pure de 18 a 24h sur milieu d’isolement approprié, racler
a I’aide d’une anse de platine quelques colonies et décharger les dans 5 a10 ml d’eau
physiologique stérile & 0.9% de telle sort que I’opacité soit de 0.5 MF (I’utilisation de
densitometre est fortement souhaitable).

Ensemencement :

Tremper un écouvillon stérile dans 1’inoculum et frotter le sur la totalité de la surface de la
gélose de MH en stries serrées. Cette opération est répétée 2 fois, en tournent la boite a 60°
a chaque fois. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.
Application des disques :

Des disques pré-imprégnés d’une dose connue d’antibiotique sont déposés a la surface de la
gélose (il est préférable de ne pas dépasser 6 disques d’ATB par boite de 90 mm).
Incubation :

Incuber pendant 24h a 35°C.

Lecture :

La détermination des diamétres des zones d’inhibition Se fait a I’aide d’un pied a coulisse a
travers le fond de la boite du Pétri fermée.

Interprétation :

La sensibilité de la souche est déterminée en comparant les diametres mesurés aux
diametres critiques figurant dans les fascicules de standardisation.

Annexe 02 : Technique du test de synergie . (Elhani D, 2012 ; Standardisation
nationale, 2014)

Technique :

Dans les conditions standards d’antibiogramme,
déposer un disque de 30 pg de ceftazidime a une
distance de 30 mm, centre a centre, d’'un disque
ticarcilline-acide clavulanique de 10 pg.

Le rapprochement des disques d’ATB a une distance
de 15 a 20 mm offre une sensibilité supérieure,
permettant la visualisation de la synergie pour
certaines BLSE caractérisées par une faible activité
vis-a-vis des C3G, responsable d’un bas niveau de
résistance et des images de synergie plus discretes.
Incubation :

Incuber pendant 18h a 35°C.

Lecture :

Un test positif se traduit par 1’apparition d’une
image de bouchon de champagne entre les disques.

Test de synergie positif (Bouchon de
champagne).



Annexe 03 : Technique du test du double disque . (Standardisation
Nationale, 2014 ; Ouar. M.N, 2013)

Technique :

-Dans les conditions standards d’antibiogramme,

déposer un disque de TCC avec un disque de CAZ Test de double disque +
a une distance de 25mm. BLSE+

-Laisser diffuser les antibiotiques pendant une
heure a température ambiante (sur la paillasse), la
boite déposée le couvercle vers le haut.

-Apres une heure d’incubation, oOter le disque de
TCC et le remplacer par un disque de CAZ et
incuber la boite 18H a35°C.

Test double disque -
Lecture : BLSE -

Le test est positif quand le diametre d’inhibition
autour de la CAZ, appliqué apres diffusion du
disque TCC, est supérieur & 5mm par rapport ~ Test de double disque (Ouar. M.N, 2013).
au diameétre d’inhibition autour du disque de

CAZ.

Annexe 04 : Technique du test a la cloxacilline. (Standardisation nationale, 2014)

Le test s’effectue dans les conditions standards d’antibiogramme en utilisant deux milieux
MH, un simple et un deuxiéme milieu additionné de cloxacilline.

Préparation du milieu MH additionné de cloxacilline :

- Une solution de 1mg/ml de la cloxacilline est préparée a partir de 100 mg de cloxacilline
diluée dans10 ml d’eau distillée.

- Pour une boite de 90 mm du diametre, 2 ml de cette solution sont mélanges a 18 ml de
gélose MH.

Ensemencement : Chaque boite de pétri est ensemencée par une suspension bactérienne a
0.5McF a I’aide d’un écouvillon. Les mémes disques d”’ATB sont déposer sur les deux
boites.

Incubation : Pendant 18h a 35°C.

Lecture et interprétation : le test est interprété en comparant 1’antibiogramme réalisé sur
MH additionné de cloxacilline a celui réalisé sur MH sans cloxacilline a la recherche d’une
restitution de I’image de synergie ou une restauration des diametres d’inhibition.



Annexe 05 : Technique du Cica-beta-test. (Mona A, 2013 ; Elhani D, 2012 ;
J.-P. Lavigne, 2011)

Technique :

Le Cica-béta-test utilise 4 bandelettes :

-Une bandelette ne contenant aucun inhibiteur (servant du témoin).

-Une deuxieme bandelette contenant I’acide clavulanique (inhibiteur des pB-lactamases)
utilisé pour la détection des BLSE.

-Une troisieme bandelette contenant 1’acide boronique pour la détection des enzymes de
type AmpC.

- Une quatrieme bandelette contenant ’EDTA, un chélateur de zinc, utilisé pour la
détection des métallo-p-lactamases.

Interprétation :

-Si la bactérie ne produit que la BLSE, I’acide clavulanique neutralise I’enzyme et la
bandelette concernée reste jaune.

-Un virage au rouge de toutes les bandelettes rend la précision de la nature de
multirésistance au moyen de ce test impossible.

Cica B-Test (Mast)

No inhibitor

Mercaptoacetic acid to inhibit MBL

Clavulanate to inhibit ESBL

Boronic acid to inhibit AmpC

Les bandelettes de cica-beta-test (D livermore, 2015)


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0369811410001112#!

Annexe 06 : Technique du test de Hodge modifié

Technique 01 (Ankur G et al, 2018) :

-Une suspension de 0,5 McF d’E. coli
ATCC 25922 est ensemencée sur toute la
surface d’une gélose MH.

-Aprés séchage de la gélose a la
température  ambiante, un  disque
d'imipénéme (10 pg) est placé au centre de
la boite de pétri.

-La souche bactérienne a tester est
ensemencée en stries partant du bord du
disque d'imipenéme vers la périphérie de la
surface d la gélose dans quatre directions
différentes.

-L’incubation du milieu se fait a 37°
pendant 24h Test de Hodge modifié (Ankur G et al.2018)
Lecture :

La présence d’un aspect d’invagination de

culture est considérée comme un test

positif.

Technique 02 (Bonnin et al , 2012) :

Le test se réalise dans les mémes conditions
mais en présence des témoins positif et
négatif :

Témoin positif: K. pneumoniae BIC
productrice de la carbapénémase OXA-48
Témoin négatif : la K. pneumoniae COO non
productrice de carbapénémase mais résistante
aux carbapéenemes

Test de Hodge modifié (Aparna .S et al .2014)



Annexe 07 : Technique de Carbapenem Inactivation Method.
(Van der Zwaluw K et al, 2015)

Technique :

- Un disque de méropéneme (10pg) est immergé dans une suspension bactérienne préparée
en mélangeant 10 pl de la culture (a I’aide d’une anse de platine) de la souche a tester
prélevée a partir d’une gélose MH ou d’une gélose au sang, a 400 ul d'eau physiologique.
-Le milieu est incubé a 35°C pendant au moins 2H.

-Le disque d’ATB est retiré de la suspension et placé sur une gélose MH inoculée avec une
souche d'E. Coli sensible (ATCC 29522) de 0,5 McFarland et ensuite incubée a 35 °C
pendant 6h.

Lecture :
Un test positif se traduit par une croissance de la souche indicatrice suite a I’inactivation de
méropénéme par la carbapénémase produite par la souche testée.

k.

Suspend full loop of Add 10 pg Incubate for 2 Place on Mueller Hinton agar
bacteria in H,0 meropenem disk hours 35°C inoculated with E. coli ATCC 25922

+

Carbapenemase actvity

No carbapenemase activity

Incubate for at least Read presence or absence
& hours 35°C of inhibition 7one

Etapes de la Carbapenem Inactivation Method (Van der Zwaluw K et al 2015)



Annexe 08 : Technique de test de synergie sur double disques IMP-EDTA.
(AparnaSetal, 2014)

Technique :

-Des suspensions de 0,5 McF de la souche a tester
d’une culture de 24h et les souc témoins sont
ensemencées sur MH selon les recommandations
du CLSI.

- Un disque d'imipénéme (10 ug) est placé a une
distance de 15 mm centre a centre d'un disque
imprégné d’EDTA (10 pl dEDTA 0,5 M).
Lecture :

Apres 24h d’incubation, la présence d'une zone
d'inhibition élargie au tour de disque EDTA est
interprétée comme un test positif.

Test de synergie sur double disque
(Aparna S et al 2014)

Annexe 09 : Technique du test du disque combiné IMP-EDTA. (Aparna S et al, 2014)

Technique :

- Des suspensions de 0,5 McF de la souche a tester et les souches de contrdle sont
ensemencées sur une gélose MH selon les recommandations du CLSI.

-Un disque d'imipénéme (10 pg) est placé a une distance de 20 mm centre au centre d'un
autre disque d'imipénéme imprégné de 10 ul dEDTA 0,5 M.

Lecture et interpréattion :

-Apres une incubation de 24h, une augmentation de la zone d'inhibition au tour du disque
combiné IMP-EDTA de plus de 7 mm par rapport au disque d'imipeneme seul permet de
considérer la souche comme productrice de MBL.



Annexe 10 : Technique de microdilution pour I’étude de la sensibilité a la colistine :
Conditions et recommandations de EUCAST-CLSI 2016.

La microdilution est la seule méthode recommandée par le CLSI- EUCAST pour I’étude de
la sensibilité a la colistine.
Elle est effectuée dans un volume de 0.05-0.1 ml de la suspension bactérienne et dans les
conditions suivantes selon les recommandations CLSI-2015 :

- Le milieu utilisé est une MH ajustée en cations.

- L’inoculum bactérien final est de 5x10° UFC/ml.

- Deux séries de dilution sont préparées parallélement et les concentrations vont de

0.12a512 p g/ml
- L’incubation se fait a 35+2°C pendant 16-24H dans une atmosphere ambiante.

En complément a ces recommandations, le groupe EUCAST-CLSI pour I’harmonisation
des breakpoints des polymyxines recommande le suivant :
- Lacolistine doit étre utilisée sous sa forme colistine sulfate.
- Aucun additif ne doit étre rajouter au milieu notamment le surfactant polysorbate 80
ou un autre surfactant.
- Les cupules doivent étre fabriquées par du polystyréne et aucun pré-traitement n’est
nécessaire.
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RESUME

Acinetobacter baumannii est un bacille a Gram négatif non fermentant opportuniste et
responsable d’infections nosocomiales. De par son étonnante capacité de développer des
résistances a tous les antibiotiques utilisés en clinique et son implication dans les épidémies
hospitalieres autour du monde, il est actuellement classé a la téte des germes nécessitant un
développement rapide des alternatives thérapeutiques.

Les résultats du présent travail montrent que 1’ Acinetobacter baumannii est la 2°™ étiologie,
apres les entérobactéries, la plus incriminée dans les infections bactériennes en réanimation
polyvalente du CHU de Blida. L’ensemble des souches isolées étaient multirésistantes avec
un taux important des souches ultrarésistantes par ailleurs leur caractérisation phénotypique
des mécanismes enzymatiques de la résistance aux bétalactamines a montré que la
surexpression de la céphalosporinase naturelle et la production des carbapénémases
notamment de la classe des métallo bétalactamases étaient les mécanismes prédominants.
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ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is an opportunistic non-fermenting Gram-negative bacillus
responsible for nosocomial infections. It is currently ranked at the head of germs requiring
rapid development of therapeutic alternatives because of its capacity to occur resistance to all
clinically used antibiotic and its involvement in outbreaks in hospitals around the world.

The results of this study show that Acinetobacter baumannii is the 2nd etiology, after
Enterobacteriaceae, incriminated in bacterial infections in intensive care unite of Blida-UTH.
All he isolated strains were multiresistant and a high level of extensively resistant strains were
detected. Furthermore, the phenotypic characterization of the enzymatic mechanisms of
resistance to beta-lactams in these strains showed that the overexpression of the natural
cephalosporinase and the production of carbapenemases, in particular metallo-beta-lactamase,
were the predominant mechanisms of resistance to betalactams.
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