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Résumé

La présente étude concerne I’isolement de plusieurs souches d’Acinetobacter baumannii a
partir de divers préléevements analysés au Laboratoire Central de Microbiologie du Centre
Hospitalo-Universitaire de Béni Messous, la détermination du profil de résistance de ces souches
et I’évaluation du potentiel antagoniste de quelques souches d’actinobactéries contre les souches
d’A. baumannii isolées.

Vingt-deux souches d’A. Baumannii ont été isolées et identifiées en utilisant les techniques
conventionnelles de bactériologie (morphologie, coloration de Gram et tests d’oxydase et de
catalase) et les caractéres biochimiques a I’aide de galeries API 20 NE. Une prédominance d’A.
baumannii dans les prélevements pulmonaires (31,8%) et dans le service de réanimation (50%) a
été observée.

La sensibilité aux antibiotiques et la détection des phénotypes de résistance ont été réalisées
par la méthode de diffusion sur milieu gélosé. Onze souches d’A. baumannii étaient résistantes a
I’ensemble des antibiotiques testés a 1’exception de la colistine et produisent des métallo-
carbapénémases.

Le potentiel antagoniste de soixante-deux souches d’actinobactéries cultivées sur le milieu
ISP2 a été évalué contre les souches d’A. baumannii par la technique des cylindres d’agar. Les
résultats ont montré que dix-neuf souches d’actinobactéries (soit 30,6 %) sont actives contre au
moins une souche d’A. baumannii. L’activité antibactérienne obtenue par les souches de
Saccharothrix a été plus forte que celle obtenue par les autres genres d’actinobactéries. Une seule
souche de Streptomyces (WAB9) s’est montré active avec un spectre d’activité qui touche la
majorité des souches d’A. baumannii testées.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de deux antibiotiques (la colistine et le
produit W9 sécrété par la souche WAB9) contre les vingt-deux souches d’A. baumannii ont été
déterminées par la méthode des dilutions en milieu gélosé. Toutes les souches d’A. baumannii
testées étaient sensibles a la colistine avec des CMI qui ne dépasse pas 1 pg/ml, alors que la CMI
de I’antibiotique W9 était largement supérieure avec une concentration de 1’ordre de 64 pg/ml.
Pour conclus, toutes les souches sont sensible a la colistine et les Saccharothrix ou Streptomyces
avec une forte activité antimicrobienne présente une mesure alternative contre A. baumannii.

Mots clés: Acinetobacter baumannii, antibiotiques, antibioresistance, actinobactéries,
antagonisme, concentrations minimales inhibitrices.



Abstract

The present study concerns the isolation several Acinetobacter baumannii isolates from the
diverse samples analyzed in the Microbiology Laboratory of the Beni Messous University
Hospital Center, the determination of the antibiotic resistance profile of these strains and the
evaluation of the antagonistic potential of some actinobacterial species against A. baumannii
strains isolated.

Twenty two A. baumannii strains were isolated and identified using the conventional technics of
bacteriology (Morphology, Gram stain, catalase test, and oxidase test) and biochemical
characteristics by API 20 NE. A predominant number of A. baumannii strains were isolated from
pulmonary samples (31.8%) and from the intensive care unit (50%). Antibiotic sensitivity and
detection of resistance phenotypes were performed by the diffusion method on agar medium.
Eleven strains were resistant to all antibiotics tested except colistine and also produced Metallo-
carbapenemase.

The antagonistic potential of sixty two actinobacterial isolates cultured on ISP2 medium was
evaluated against A. baumannii strains by the agar cylinder method. The results obtained showed
that nineteen strains (36.65 %) were active against at least one A. baumannii strain. The
antibacterial activity against A. baumannii obtained by Saccharothrix was very strong compared
to other actinobacterial strains from other genera. A single isolate of Streptomyces (WAB9) was
active with a spectrum of activity that affects most of the A. baumannii strains tested.

The minimum inhibitory concentrations (MIC) of two antibiotics (colistine and a product W9
secreted by the isolate WAB9) against twenty two strains of A. baumannii were determined by
dilution method on Agar medium. All A. baumannii strains were sensitive to colistine with MICs
not exceeding 1pg/ml, while the MIC of antibiotic W9 was much higher with a concentration of
about 64 pg/ml.

To conclude, all the isolates tested are sensitive to colistine, and the Saccharothrix or
Streptomyces species with a strong antimicrobial activity present an alternative measure against
A. baumannii.

Keywords: Acinetobacter baumannii, antibiotics, antibioresistance, actinobacteria, antagonism,

minimum inhibitory concentrations.
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Introduction

Les espéces bactériennes appartenant au genre Acinetobacter, et plus particulierement
Acinetobacter baumannii, ont suscité une attention croissante au cours de ces derniéres années,
d’une part, en raison de leur potentiel a provoquer des infections graves, et d'autre part, pour leur
aptitude a développer une résistance rapide aux antibiotiques. En effet, en 1’espace de 40 ans, cette
espece est passée de statut de « bactérie sans intérét » car peu pathogene et sensible a la plupart des
antibiotiques commercialisés a cette époque, a celui de bactérie pathogéne capable d’acquérir

facilement une multi-résistance aux antibiotiques (Decré, 2012).

La majorité des infections causées par A. baumannii sont contractées en milieu hospitalier, le
plus souvent chez les sujets fragilisés hospitalisés en soins intensifs ou en chirurgie (McConnell et
al., 2012). Dans les années 1970, la pneumonie acquise a I'hdpital était I'infection la plus
couramment provoquée par ce micro-organisme. Récemment les infections impliquant le systéeme
nerveux central, la peau et les tissus mous et 0sseux sont apparues comme étant tres problématiques

pour certaines institutions (Peleg et al., 2008).

La capacité de cet agent pathogene opportuniste a survivre dans I'environnement dans des
conditions défavorables pendant des périodes prolongées peut avoir contribué a son comportement
endémique et épidémique. Ceci est attribué a quelques facteurs importants, y compris la résistance
de cet agent aux désinfectants, a la dessiccation, a la privation nutritionnelle dans I'environnement
humide et a la formation de biofilm (Obeidat et al., 2014). De plus, la présence persistante d'A.
baumannii dans les secteurs hospitaliers lui permet également d'entrer en contact avec des
antibiotiques exercant une pression sélective qui fait apparaitre des clones performants présentant
des caractéristiques de résistance aux antibiotiques (Gonzalez-Villoria et Valverde-Garduno, 2006).
Récemment, des souches d'A. baumannii résistantes a tous les antibiotiques connus ont été
signalées, et face a cet événement critique, la communauté internationale des soins de santé devrait

agir rapidement (Lee et al., 2017).

Au vu de la résistance des bactéries aux antibiotiques, les travaux actuels sont orientés en partie
vers la recherche de nouveaux antibiotiques. Les actinobactéries occupent une place de choix parmi
les microorganismes intéressants dans divers domaines en particulier le domaine médical (George et
al., 2012; Solecka et al., 2012). Elles sont capables de secréter de nombreuses molécules bioactives

dont les plus importantes sont les antibiotiques (Jiang et al., 2016).

1



Notre étude vise a caractériser les mécanismes de résistance aux antibiotiques chez les souches
d’A. baumannii isolées a I’hopital de Béni-Messous (Alger) et a analyser ’activité antagoniste des
actinobactéries contre ces souches pathogenes. Pour développer ces aspects, nous avons adopté la
méthodologie suivante:

» lIsolement et identification des souches d’A. baumannii a partir de prélevements pathologiques
divers.

Etude de la résistance des souches d’A. baumannii aux antibiotiques.

Caractérisation phénotypique des mécanismes de résistance aux -lactamines.

Evaluation du potentiel antagoniste d’une collection d’actinobactéries contre A. baumannii

YV V VYV V

Détermination des concentrations minimales inhibitrices de la colistine et de I’antibiotique W9

sécrété par Streptomyces sp. WAB9.
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1. Généralités
1.1.  Historique et classification d’Acinetobacter

Acinetobacter provient de la reclassification de plusieurs genres isolés de différents
habitats. En effet, I’histoire du genre Acinetobacter débute au début du 20°™ siécle, en 1911,
quand Beijerinck, un microbiologiste allemand, a décrit un organisme appelé Micrococcus
calcoaceticus qui était isolé a partir de prélevement de sol (Baranzelli et al., 2013). Au cours
des décennies suivantes, des organismes similaires a Micrococcus calcoaceticus ont été décrit
par les autres auteurs et assigné a différents genres (Bergogne-Bérézin et al., 1987; Peleg et
al., 2008). C'est en 1954 que Brisou et Prévost proposent la désignation actuelle du genre
Acinetobacter (du grec akinetos « Incapable de bouger »). Une avancée majeure dans
I'histoire du genre Acinetobacter a été réalisée en 1986 grace aux techniques d'hybridation
ADN/ADN de Bouvet et Grimont qui est parvenus a distinguer 35 espéces d'Acinetobacter
(Bergogne-Bérézin et al .,1987) dont 6 espéces importantes en clinique (A. calcoaceticus, A.
haemolyticus, A. johnsonii, A. junii, A. Iwoffli et A. baumannii). Le genre Acinetobacter est
actuellement défini comme appartenant a la famille des Moraxellaceae qui regroupe les
genres Moraxella, Acinetobacter et Psychrobacter (Peleg et al., 2008). Actuellement A.

baumannii est classé comme suit:

e Domaine: Bacteria

e Embranchement: Proteobacteria
e Classe: Gamma proteobacteria
e Ordre: Pseudomonadale

e Famille: Moraxellaceae

e Genre: Acinetobacter

e Espéces: Acinetobacter baumannii (Euzéby, 2008).

1.2. Habitat

Les Acinetobacter sont des bactéries ubiquistes de I’environnement naturel et hospitalier,
présents dans le sol, les milieux aquatiques (eau et effluents), ils peuvent survivre a la fois sur
des surfaces humides ou séches (Avril et al., 2000). Elles sont également isolées des
végétaux, des animaux et des produits alimentaires (lait, viande carcasses de poulets

éviscérés, et autres produits dérivés de volailles) (Freney et al., 2007). Chez I’homme, les
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Acinetobacter autre qu’A. baumannii sont fréeqguemment isolés de la peau, de la salive, de
I’urine, de conjonctive et plus particulierement des localisations humides (aines, fosses
antécubitales, creux axillaires, espaces interdigitaux).Ces bactéries font partie de la flore
résidente normale de la peau saine chez I’homme (Freney et al., 2007). On estime que 25 %
des sujets sains seraient porteurs d’Acinetobacter sur leur peau. Les plus fréquemment isolés
sont Acinetobacter Iwoffi (47 %), A. johnsonii (21 %) et A. radioresistens (12 %) alors que A.

baumannii ne représente que 1 % des isolats (Courvalin et Leclercq, 2012).
2. Caractéristiques bactériologiques

A. baumannii croit bien sur des milieux solides couramment utilisés dans les laboratoires
de microbiologie clinique, comme la gélose nutritive, la gélose au sang de mouton ou la
gélose de trypto-caséine soja (Hamuel et al., 2011) a une température de 35°C. Les colonies
sont non pigmentées, lisses et parfois mucoides (avec un diamétre de 1,5 a 3 mm). Les
souches d’A. baumannii ont été identifiées comme étant des coccobacilles (Figure 1),
immobiles, Gram négatif (Bergogne-Bérézin et al., 1987), difficiles a décolorer ce qui peut
conduire a une identification erronée comme cocci Gram positif (Peleg et al., 2008).
Physiologiquement, ils sont aérobie stricte, catalase positive, oxydase négative, indole négatif,

nitrate réductase négatif et ne fermentent pas les sucres (Peleg et al., 2008).

. ’ .
&

-

e

Figure 1. Micrographie d’A. baumannii apres coloration de Gram (Humphreys et Towner,
1997)
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3. Les antibiotiques et Acinetobacter baumannii

3.1. Définition des antibiotiques

Le terme « antibiotique » est dérivé des mots grecs « anti » qui veut dire contre et « bios »
qui signifient la vie, c’est-a-dire, « contre la vie ». Au sens large, un antibiotique est une
substance qui peut étre naturelle, synthétique ou semi-synthétique inhibant ou tuant les
germes pathogenes a faible concentration (Barka et al., 2016). Les antibiotiques sont classés
en fonction de leur origine, leur structure et leurs mécanismes d’action (Ebimieowei et
Ibemologi, 2016). 1l existe sept classes majeures d’antibiotiques utilisés en milieu clinique:
les béta-lactamines, les glycolipides, les aminoglycosides, les tétracyclines, les macrolides, les

quinolones et les sulfamides (Tableau 1).

Tableau 1. Principaux antibiotiques et leur classification (Joffin et Leyral, 2004 ; Ebimieowei

et Ibemologi, 2016)

Classes Exemples

d'antibiotique

Aminosides Streptomycine, kanamycine, gentamycine, tobramycine, amikacine
B-lactamines Noyau de type Classe Exemples
Pénicilline Pénams Penicilline G,
Aminopénicillines (pénicillines A):
ampicilline, amoxicilline...
Carboxypénicillines (ou
acyluréidopénicillines):pipracilline. ..
Amidinopénicllines: mécillinam
Isoxazoylpénicillines (pénicillines M):
oxacilline
Carbapénémes Imipénéme, ertapénéme, doripéneme,
meéropénéme
Oxapénémes (= Clavams): acide clavulanique

Céphalosporine

1% génération
(C1G)

Céfadroxil, céfalexine, céfazoline,

céfalotine

2° génération
(C2G)

Céfaclor, céfuroxime, céfotétan,

céfoxitime...

3° génération
(C3G)

Céfixime, céfotaxime, céfpodoxime,
céftazidime, céftibuten, céftriaxone,
céfopérazone...

4° génération
(C4G)

Céfépime, cefpirome,...
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Suite du tableau 1.

Classes
d'antibiotique

Exemples

B-lactamines

Céphalosporine | 5° génération Ceftaroline...
(C5G)
p-lactame seul Monobactames | Aztréonam

Fosfomycines

Fosfomycine

Glycopeptides | Vancomycine, teicoplanine
Imidazolés (5- | Métronidazole
nitro-)

Macrolides et

apparentés

Macrolides vrais Erythromycine, spiramycine, josamycine

Lincosamides Clindamycine, lincomycine

Streptogramines Pristinamycine, virginiamycine

Kétolides Télithromycine

Nitrofuranes

Nitrofurantoine

Phénicolés Chloramphénicol
Polypeptides Colistine, bacitracine, polyxine
Quinolones 1% génération: acide nalidixique

2° génération (fluoroquinolones): norfloxacine, ciprofloxacine...

Sulfamides et
diamino-2-4-
pyrimidines
(Sulfones)

Sulfaméthoxazole
Triméthoprime
(le cortrimoxazole est I'association de ces deux molécules)

Tetracyclines

Tétracycline, minocycline, tigécycline

Oxazolidinones

Linézolide

Lipopeptides

Daptomycine

3.2. Les antibiotiques actifs sur A. baumannii

Les antibiotiques utilisés pour le traitement des infections par A. baumannii appartiennent
a plusieurs familles et agissent avec des mécanismes différents (Tableau 2) (Nukaga et al.,
2003).
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Tableau 2. Antibiotiques actifs sur A. baumannii (Yala et al., 2001)

Familles Antibiotiques Mode d’action

Béta- Ticarcilline Les béta-lactamines agissent au niveau de la paroi

lactamines Imipénéeme bactérienne en inhibant la derniére étape de la synthése
Céftazidime du peptidoglycane entrainant une lyse bactérienne

(action bactéricide)

Aminosides Gentamycine Ils perturbent la synthese des protéines au niveau de
Amikacine la sous unité 30S du ribosome entrainant la destruction

bactérienne (action bactéricide)

Polymyxine Colistine Agit au niveau de la membrane cytoplasmique
bactérienne entrainant 1’éclatement de la bactérie

(action bactéricide)

Quinolone Ciprofloxacine Inhibe la synthése de I’ADN de la bactérie en
se fixant sur le complexe (ADN-ADN gyrase) en
empéchant la réplication et la transcription de I’ADN

bactérien (action bactériostatique)

3.3. Résistance d’A. baumannii aux antibiotiques

La diversitt des mécanismes de résistance développés par cette espece est
impressionnante: enzymes d’inactivation, pompes a efflux, imperméabilité, modification de
cibles. 1l en est de méme pour les supports génétiques (mutations, acquisition de transposons,

plasmides, intégrons) (Decré, 2012).

3.3.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle est celle que développe un agent infectieux contre un antibiotique
donné sans jamais avoir été mis en contact avec celui-ci. Il s’agit alors d’un marqueur

d’identification de la bactérie (Decré, 2012).
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A. Résistance naturelle aux béta-lactamines

Les souches d’4. baumannii sont naturellement résistantes a la pénicilline G, a
I’amoxicilline et a la céphalosporinede premiére, deuxieme et troisieme génération a
I’exception de la céftazidime (Bou et Martinez-Beltran, 2000). A. baumannii possede aussi
naturellement un géne codant pour une oxacillinase et résiste contre 1’oxacilline (Heritier et
al., 2005). Il présente également une imperméabilité naturelle associée a une pompe a efflux
(Sato et Nakae, 1991; Damier-Piolle, 2008).

B. Résistance au chloramphénicol

A. baumannii est naturellement résistante au chloramphénicol. La résistance a haut niveau
observée chez certains A. baumannii est due a la production d’une acétyl-transferase (Joly-
Guillou et Decré, 2013). Ce mécanisme peut étre combiné a ’action des systémes d’efflux
(Decré, 2012).
C. Résistance au triméthoprime

Cet espéce résiste naturellement et a bas niveau au triméthoprime a cause d’un géne de
résistance porté par un plasmide. De plus, le triméthoprime est un substrat pour les systémes
d’efflux (Wieczorek et al., 2008).

3.3.2. Résistance acquise

La résistance acquise est la résistance développée par un agent infectieux contre un
antibiotique auquel il était auparavant sensible. Elle ne touche que certaines souches au sein
d'une espece normalement sensible a I’antibiotique concerné. A. baumannii a développé une

résistance a plusieurs familles d’antibiotiques (Joly-Guillou et Decré, 2013).

3.3.3. Larésistance acquise aux béta-lactamines
A Mécanismes de résistance enzymatique aux béta-lactamines

Les béta-lactamines peuvent étre inactivées par plusieurs enzymes:
Al. Pénicillinases: La résistance aux pénicillines a large spectre chez A. baumannii est due a
différentes pénicillinases plasmidiques (Carbonne et al., 2005; Poirel et Nordmann, 2006).
A2. Céphalosporinase de type AmpC: L’insertion d’une séquence Spécifique en amont du
gene bla ampC favorise l'expression de béta-lactamase de type AmpC, ce qui entraine la

résistance a la céphalosporines a large spectre (Nordmann et al., 2009).
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A3. Béta-lactamases a spectre étendu (BLSE): L’acquisition de BLSE d’origine
plasmidique conférant une résistance a I’ensembles des béta-lactamines a 1’exception des

carbapénémes (Sinha et al., 2007; Rodriguez-Villalobos et al., 2006).

A4. Béta-lactamases conférant la résistance aux carbapénémes: Ce sont des enzymes
appartenant aux classes A, Bet D moléculaires des béta-lactamases (Tableau 3). Les
carbapénémases de la classe A, qui hydrolyse les carbapénemes ont pu étre identifiés chez A.
baumannii (Joly-Guillou et Decré, 2013). Les Métallo-béta-lactamases de classe B, ont besoin
d’un atome de zinc pour détruire les béta-lactamines (Clavilier et al., 2001). Cette classe
d’enzyme confére une résistance a toutes les béta-lactamines a I’exception des monobactames
(Joly-Guillou et Decré, 2013). Chez A. baumannii, en dehors de OXA-21 qui n’hydrolyse ni
les C3G, ni les carbapénémes, les enzymesde la classe D qui ont été caractérisées sont
généralement des oxacillinases a large spectre, touchant souvent les carbapénémes (Cattoir,
2008). Ces oxacillinases pourraient donc contribuer a la résistance aux carbapénémes par
l'insertion d’une séquence ISAbal dans la région promotrice du géne bla OXA (Poirel et al.,
2009; Héritier et al., 2009).

Tableau 3. Béta-lactamases décrites chez A. baumannii (Rodriguez-Villalobos et al., 2006)

Classification d’Ambler | Type d’enzyme Spectre d’activité
CLASSE A TEM — 1, —2; CARB — 5} Pénicillines+ C1G
(Serine béta- SC0—-1
lactamase) CTX —M—2,—15; TEM— 92} Toutes béta-lactamines sauf
VEB—1,PER—1; SHV—12 cephamycines et carbapénémes
GES-11;-14 carbapénémes et CG3
KPC-2,-3,-4,-10 Toutes les béta-lactamines
CLASSE B IMP-1,-2,-4,-5,-6,-11 Toutes les béta-lactamines sauf
(Métallo-béta-lactamase) | VIM-2,-4; SIM-1; aztreonam
NDM-2
CLASSE C AmpC ampicilline, C1G, C2G (bas
(Sérine béta- + 1SAbal niveau) - o
lactamase) C3G, piperacilline + /ticarcilline

(haut niveau)
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Suite du tableau 3

Classification d’Ambler | Type d’enzyme Spectre d’activité
CLASSE D OXA-21 ampicilline-ticarcilline-
(Sérine béta-lactamases) | OXA-23,-27,-49 piperacilline
Groupe | Toutes beta-lactamines
carbapénemes incluses
Groupe Il OXA-51,-66,-69 Pas d’activité apparente (sauf si
ISAbal)
Groupe I11 OXA-24,-25,-26,-37, Toutes béta-lactamines
-40,-72 carbapénémes incluses
Groupe IV OXA-58 Toutes béta-lactamines
OXA-143 carbapénémes incluses
pénicillines+carbapénemes

B. Meécanismes de résistance non enzymatique aux béta-lactamines

Il existe chez A. baumannii des systemes d’efflux qui présentent un large spectre de
substrats incluant des antibiotiques. La surexpression de ces systémes est associée a une
augmentation du niveau de résistance aux antibiotiques (Cattoir, 2004). La résistance au
carbapénémes chez A. baumannii peut aussi résulter de modification de protéines de liaison
aux pénicillines (PLP) ou de porine. Des études récentes ont permis de montrer que les
protéines de type CarO (plus particulierement CarOb) présentent un site spécifique de liaison
a ’imipénéme et peuvent donc étre impliquées dans la résistance a cet antibiotique (Decré,
2012).

3.3.4. Résistance aux aminosides

La résistance d’A. baumannii aux aminosides est essentiellement liée a la production
d’enzymes inactivatrices (acétylases, adénylases et phosphorylases). Les genes codant pour
ces enzymes sont présents sur des plasmides, des transposons ou intégrons, qui facilitent leur
dissémination rapide (Decré, 2012). Plus récemment, des méthylations de I’ARNr 16S par des
méthylases ont été detectées. La resistance aux aminosides est également associée a des

mécanismes d’efflux actifs (Joly-Guillou et Decré, 2013).
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3.3.5. Reésistance aux quinolones

Le principal mécanisme de résistance aux quinolones chez A. baumannii est di a des
mutations au niveau des génes gyrA et parC, génes a I’origine de I’ADN gyrase et de la
topoisomérase IV. Ces enzymes permettent le maintien de 1’intégrité de I’hélice pendant le
processus de réplication de I’ADN. En plus, cette espéce posséde des systemes d’efflux qui
jouent un role important dans la résistance aux fluoroquinolones (Joly-Guillou et Decré,
2013).

3.3.6. Reésistance aux autres antibiotiques

A. Résistance aux cyclines: Un gene chez A. baumannii code pour une protéine protectrice

qui favorise I’excrétion active des tétracyclines (Decré, 2012).

b

B. Résistance a la colistine: La résistance a la colistine est rare, parfois c’est le seul
antibiotique disponible dans le cas des infections a A. baumannii résistants aux carbapénemes
(Adams et al., 2009).

4, Mode de transmission d’A. baumannii

La persistance d’A. baumannii dans un environnement sec ou humide en fait un agent a
haut risque de transmission et de dissémination en milieu hospitalier. La transmission peut se
faire par contact direct ou indirect, notamment par les mains et lors de 1’émission de
gouttelettes en cas de colonisation des voies respiratoires. L’A. baumannii est capable de
survivre plus longtemps sur les doigts que d’autre bacilles a Gram négatif (Nordmann, 2004;
Morgan et al., 2010).

5. Facteurs de virulence d’A. baumannii

Des analyses génomiques et phénotypiques récentes d’A. baumannii ont identifié plusieurs
facteurs de virulence responsables de sa pathogénicité (Lee et al., 2017). Cependant, en
comparaison a d'autres pathogénes a Gram négatif, relativement peu de facteurs de virulence
ont été identifié pour A. baumannii (McConnell et al., 2012; Lee et al., 2017). Les facteurs de

virulence d’A. baumannii identifiés sont résumés dans le Tableau 4.
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Tableau 4. Facteurs de virulence d’A. baumannii (Jin et al., 2011; McConnell et al., 2012;
Sahaetal., 2013; Leeetal., 2017)

Facteur de Virulence Roéle proposé en pathogénese

Porines Induction de l'apoptose dans les cellules hotes, adhérence et
invasion des cellules épithéliales en interagissant avec la
fibronectine et se lie au facteur H dans le sérum humain, ce qui
peut permettre a A. baumannii d'éviter la destruction par

médiation de complément

Lipopolysaccharide Evasion a la réponse immunitaire de I'hdte, impliqué dans la
résistance au complément dans le sérum et survie dans les

infections tissulaires

Polysaccharide capsulaire - Echappement a la réponse immunitaire de I'hdte en
bloquant I’activation du complément

- croissance dans le sérum

Phospholipases Aide la dissémination bactérienne par la lyse des cellules hotes
via le clivage des phospholipides présents dans la membrane de
la cellule hote et facilite l'invasion par la dégradation des

phospholipides présents sur les barriéres muqueuses

Systéme d'acquisition de fer -Survie in vivo, destruction des cellules hotes

6. Infections & A. baumannii

A. baumannii a été reconnu depuis les années 1980 comme un agent responsable
d’infections liées aux soins. Cette bactérie a un impact majeur grandissant en termes de santé
publique vu la progression rapide des souches résistantes ainsi que 1’acquisition continuelle de
mécanismes additionnels de résistance (Bennett et al., 2016). A. baumannii a été impliquée
dans les pneumonies associees a la ventilation mécanique, les bactériémies associees a des
cathéters, les infections urinaires (sur sondage ou post-opératoire), les méningites et les

infections post traumatiques (Bergogne-Bérézin et Towner, 1996).

Les infections communautaires, souvent pulmonaires, sont plus fréeqguemment observées
chez I’Homme de plus de 40 ans, en relation avec des facteurs de risque comme le tabagisme,
I’alcoolisme (résidents en collectivité avec une consommation excessive d’alcool), bronchite
chronique, cancer ou des antécédents de pneumonie. Elles sont graves, de durée bréve avec

une mortalité élevée si un traitement efficace n’est pas mis en route dés le début des signes
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pulmonaires (pneumonie communautaire acquise, des expectorations purulentes, et une fiévre

supérieure a 38,5 °C compliquée d’une septicémie) (Leung et al.,2006; Freney et al., 2007).

7. La prévention contre la propagation et I’émergence d’A. baumannii

Le laboratoire de microbiologie doit mettre en ceuvre des méthodes adéquates de dépistage
et de confirmation des souches d’A. baumannii afin d’identifier les patients porteurs. Il est
essentiel d'informer rapidement le clinicien et I’équipe opérationnelle d’hygiene de la
présence de patients porteurs ou infectés par de telles souches (Annie et al., 1996).

Hygiene des mains et isolement des patients porteurs ou infectés: Ces mesures
comprennent I’isolement en chambre individuelle et 1’utilisation de gants et de blouses
(Gynes et Edwards, 2005).

Désinfection du matériel de ventilation mécanique: Pour les services qui ne disposent pas
de matériels a usage unique, une désinfection adéquate telle qu’exigée par le fabriquant est

nécessaire dans le but de prévenir contre les infections a A. baumannii (Manikal et al., 2000).

Lutte contre la colonisation cutanée et muqueuse: Les patients qui présentent les facteurs
de risques tels que une durée de ventilation mécanique supérieure a 20 jours doivent subir une

surveillance de la colonisation par A. baumannii (Gynes et Edwards, 2005).

Limitation de I’antibiothérapie empirique a large spectre: L’antibiothérapie a large spectre
est responsable d’une pression de sélection a 1’origine de 1’émergence de souches d’A.
baumannii multi-résistantes (Manikal et al., 2000).

8. Les actinobactéries

8.1.  Généralité sur les actinobactéries

Les actinobactéries sont des bactéries a Gram positif ayant un pourcentage de guanine-
cytosine élevé dans leurs ADN. Elles sont caractérisées par une trés grande diversité
morphologique, pouvant aller de la forme cocci a la forme mycélienne parfaite (Barka et al.,
2016). Les actinobactéries sont des microorganismes ubiquitaires, qui colonisent une grande
variété d’habitats naturels (Barka et al., 2016). Elles produisent des métabolites secondaires
ayant des activités biologiques importantes (Marinelli et Marcone, 2011). De nombreuses
molécules bioactives comme les antibiotiques et les antifongiques qui sont utilisés en thérapie
humaine (Demain, 2009).

13



Synthese bibliographique

8.2.  ROle des actinobactéries dans la production des antibiotiques

Les actinobactéries ont une grande importance dans le domaine de la biotechnologie, en
tant que producteurs de métabolites secondaires bioactifs ayant de vastes applications
industrielles, médicales et agricoles (Barka et al., 2015). De nombreux antibiotiques naturels
ont été découverts a partir de ce groupe depuis la découverte de la streptomycine par Selman
Waksman et plusieurs études indiquent leur production remarquable d'antibiotiques
(Velayudham et Murugan, 2012).

Au sein de ce groupe, le genre Streptomyces est une source importante de métabolites
secondaires, en particulier les antibiotiques. Les espéces de Streptomyces sont connues pour
produire plus de 50% du total des antibiotiques microbiens connus (= 10 000) (Shivlata et
Satyanarayana, 2015). Les autres genres tels que Micromonospora, Saccharothrix,
Actinomadura, Nocardiopsis, sécrétent aussi de nombreux antibiotiques (plus de 2500) dont
plusieurs sont importants sur le plan thérapeutique (Sarkar et al., 2008; Genilloud et al.,
2010).

8.3.  Lesantibiotiques produits par les actinobactéries et actifs sur A. baumannii
Plusieurs antibiotiques produits par différents genres ont une activité sur A. baumannii

(Tableaub).

Tableau 5. Exemples d'antibiotiques actifs sur A. baumannii et produits par des
actinobactéries (Adegboye et Babalola, 2013; Chaudhary et al., 2013; Barka et al., 2016)

classes d'antibiotiques Exemples d'antibiotiques
Actinobactéries
Norcardia lactamdurans
Béta-Lactamines Céphalosporines )
Streptomyces clauligerus
Aminoside Gentamycine Micromonospora purpurea
Streptomyces rimosus
Streptomyces viridofaciens
Cyclines Tétracyclines )
Streptomyces texasi
Streptomycesaureofaciens
Quinolones Ciprofloxacine Pseudonocardia sp.
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Notre travail a été réalisé en deux parties :

La premiére partie a été menée au sein du laboratoire de microbiologie du centre hospitalo-
universitaire de Beni Messous. Elle comporte d’une part 1’isolement et I’identification des
souches d’Acinetobacter baumannii a partir de divers préléevements provenant de patients
externes et de ceux hospitalisé aux différents services de 1’hopital a savoir les services de
réanimation, de pédiatrie et de néphrologie et d’autre part la détermination du profil de résistance
des souches isolées aux antibiotiques. La deuxiéme partie a été réalisée au sein du laboratoire de
Biologie des Systémes Microbiens (LBSM) situé a I’Ecole Normale Supérieure de Kouba, Alger,
qui consiste & évaluer le potentiel antagoniste des souches d’actinobactéries contre les souches

isolées d’A. baumannii.

I. Matériel

Durant notre étude 1654 prélevements sont réceptionnés au laboratoire de microbiologie du

centre hospitalo-universitaire de Beni Messous et sont répartis comme suit (Tableau 6).

Tableau 6. Les types de préléevements

Type de prélévement Nombre
Hémoculture 122
Catheter 34
Pus (profond ou superficiel) 198
Prélévements Pulmonaires (Expectorations, Liquide 310

bronchique, Aspiration endo-trachéale)

Urines 985

Liquide céphalo-rachidien 5

» Les souches bactériennes utilisées comme témoins dans 1’étude des profils d’antibio-
résistances d’A. baumannii sont Escherichia coli ATCC 27853 et Acinetobacter
baumannii (carbapénemase positive) isolées, identifiés et étudiées au laboratoire de

microbiologie du centre hospitalo-universitaire de Beni Messous (Annexe 1).
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» Souches d’actinobactéries utilisées dans les tests d’antagonismes contre A. baumannii : 62

souches d’actinobactéries provenant de la collection du laboratoire de biologie des

systemes microbiens (Tableau 7).

Tableau 7. Données sur les souches d’actinobactéries (Saker et al, Travaux en court)

Streptomyces 19
Saccharothrix ou apparentés 12
Actinomadura 28 . .
Sol, sédiments marins,
Micromonospora 1 rhizospheére
Saccharomonospora 1
Saccharopolyspora 1

» Les antibiotiques testés contre A. baumannii selon les recommandations du fascicule de

standardisation de I’antibiogramme a 1’échelle nationale version 2014 (Tableau 8).

Tableau 8. Antibiotiques testés contre les souches d’Acinetobacter baumannii

Famille d’ATB antibiotiques testés Abréviations | Charges (ng)
Ticarcilline TIC 75
Pipéracilline PIP 100
Béta-lactamines Ticarcilline + Acide clavulanique TCC 75/10
Céftazidime CAZ 30
Imipéneme IMP 10
Fluoroquinolones Ciprofloxacine CIpP 5
Sulfamides et association Cotrimoxazole SXT 1,25/23,75
Gentamycine GN 10
Aminosides Amikacine AK 30
Tobramycine ™ 10
Cyclines Doxycycline DO 30
Polypeptides Colistine CL CMI
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» L’antibiotique2-amino-N-(2-amino-3-phenylpropanoyl)-N-hydroxy-3-phenylpropanamide
(W9) produit par la souche WAB9 de Streptomyces sp. (Yekour et al., 2015) est purifié par
HPLC au laboratoire LBSM. Cet antibiotique est utilisé dans les CMI.

Il.  Méthodes
1.  Conduite a tenir devant les différents prélévements

1.1. Mise en culture des préléevements

La mise en culture des prélévements recus a été réalisée sur la gélose au sang cuit et la gélose
au sang frais avec la technique de quatre séries de stries permettant I'isolement des bactéries les
unes des autres. Pour les urines un ensemencement en trois stries paralleles a 1’aide d’une anse
calibrée a 10pl sur la gélose nutritive a été réalisé. L’incubation a été effectuée dans une étuve a
35°C (culture aérobie) pendant 18 a 48 heures (Denis et al., 2011).

1.2. ldentification d’Acinetobacter

L’identification est réalisée selon les étapes suivantes :

1.2.1. L’examen macroscopique des colonies
L’étude macroscopique des colonies consiste a noter les caractéres suivants : taille, couleur ou

pigmentation, forme, aspect de surface, aspect des bords de colonies, consistance, opacité.

1.2.2. L’examen microscopique
Il consiste a observer la morphologie des cellules bactériennes et leurs modes de regroupement

apreés coloration de Gram au microscope optique (GX100).

1.2.3. Coloration de Gram

A. Préparation d’un frottis
- Déposer sur une lame propre une goutte d’eau physiologique puis prélever a 1’aide
d’une pipette de Pasteur une fraction d’une colonie isolée.

- Réaliser le frottis de fagon a obtenir un étalement mince et homogene.

17



Matériel et Méthodes

- Sécher a I’air libre jusqu'a puis fixer le frottis par 3 passages rapides et brefs de la lame

au-dessus d’une flamme d’un Bec Bunsen (frottis situé sur le dessus).

B. Etapes de la coloration différentielle de Gram

- Recouvrir la lame de violet de gentiane pendant 1 minute.

- Rejeter le violet de gentiane et recouvrir de lugol pendant 1 minute.

- Rejeter le lugol, décolorer a 1’alcool 95° pendant 5 secondes et rincer immédiatement a
I’eau.

- Recouvrir la lame de fuchsine diluée 1/10 pendant 1 minute puis rincer.

- Sécher a la chaleur et examiner a I’'immersion (Denis et al., 2011).

1.2.4. Test de la catalase

Il permet de mettre en évidence une enzyme capable de catalyser la dégradation du peroxyde
d’hydrogene (H.O,). Le test consiste & mettre des bactéries en quantité suffisante en contact avec
le H,O.. Si elles possédent la catalase, elles dégradent I’H,O, en eau et dioxygéne visible par la
formation de bulles (Prince, 2009).

1.2.5. Test d’oxydase

Il permet de mettre en évidence une enzyme, la phényléne diamine oxydase, chez des bactéries
a partir de leur culture en milieu gélosé. Cette enzyme est capable d’oxyder un réactif : le N
diméthyl paraphényléne diamine. Ce réactif est incolore et en présence d’oxydase, il libére un
compose rose-rouge, noircissant a 1’air. Pour effectuer le test, on utilise un réactif en solution. Sur
une lame de verre, on dépose un carré de papier filtre et on I’imbibe d’une solution fraichement
préparée de réactif. A I’aide d’une effilure de pipette Pasteur, on écrase une colonie de germes &

étudier sur ce papier (Prince, 2009).
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1.2.6. Détermination de la voie d’attaque du glucose sur le milieu MEVAG (Milieu d’étude

de la voie d’attaque des glucides)

Acinetobacter, posséde un métabolisme oxydatif, dans lequel I’oxygene est obligatoirement

utilisé et peu de catabolites acides sont formés.

Technique
- Régénérer deux tubes de MEVAG a 45°C pour éliminer I’oxygeéne.
- Ajouter aseptiquement quelques gouttes d’une solution de glucose.
- Agiter pour répartir de glucose dans tout le tube.
- Solidifier les deux tubes dans I’eau froide.
- Ensemencer chaque tube par piqure central d’une colonie jeune.
- Recouvrir I’un des deux tubes de vaseline.

- Incuber les tubes a 35°C pendant 18h.
Interprétation

Absence de culture dans le tube avec vaseline et acidification modérée et uniquement a la
surface de tube sans vaseline signifie que la bactérie a un métabolisme oxydatif (Denis et al.,
2011).

1.2.7. La galerie d’identification APl 20NE

C’est un systéme standardis¢ pour I’identification des bacilles a Gram négatif non
entérobactéries et non fastidieux qui permet de réaliser les tests biochimiques dont 8 tests
conventionnels et 12 tests d'assimilation. Le test oxydase constitue le 21°™effectué hors galerie.
Elle comporte 20 micro-tubes contenant des substrats déshydratés. Les tests conventionnels sont
inoculés avec une suspension bactérienne saline qui reconstitue les milieux. Les réactions
produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou
réveélés par l'addition de réactifs. Les tests d'assimilation sont inoculés avec un milieu minimum,
et les bactéries croient seulement si elles sont capables d'utiliser le substrat correspondant. L’ API
20 NE est utilisée selon les étapes suivantes :

a) Préparation de la galerie. On réunit le fond et le couvercle d'une boite d'incubation et on

répartit environ 5 ml d'eau distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.
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Ensuite, on inscrit la référence de la souche sur la languette latérale de la boite. On fait
sortir la galerie de son emballage individuel et on la placer dans la boite d'incubation.

b) Préparation de I’inoculum a partir d'une culture jeune de bactéries, on prépare une
suspension d'opacité égale a 0,5 MF dans 2ml d’une solution saline a 0,85%.

¢) Inoculation de la galerie : On remplit les tubes (et non les cupules) des tests NO3 a PNPG
avec la suspension précedente en utilisant la pipette ayant servi au prélevement. Pour
éviter la formation de bulles au fond des tubes, on pose la pointe de la pipette sur le c6té
de la cupule, en inclinant légérement la boite d'incubation vers 1’avant. On ouvre une
ampoule d’API AUX medium et on y transfere environ 200ul de la suspension précédente
et homogénéise avec la pipette en évitant la formation de bulles. On Remplit les tubes et
cupules des tests GLU a PAC en veillant & créer un niveau horizontal ou légerement
convexe, mais jamais concave. On note que des cupules incomplétement remplies ou trop
remplies peuvent entrainer des résultats incorrects. On remplit d'huile de paraffine les

cupules des trois tests soulignés (GLU, ADH, URE) pour former un ménisque convexe.

On referme la boite d'incubation et incube a 35°C pendant 18heures.

d) Lecture de la galerie: Aprés incubation, la lecture de la galerie se fait & I'aide du tableau
de lecture (Annexe 2) et I'identification est obtenue a lI'aide d'un logiciel (Joffin et Leyral,
2014).

2. Antibiogramme

L’¢étude de la sensibilité d’A. baumannii aux differentes familles d’antibiotiques a été faite par
la méthode de I’antibiogramme par diffusion des disques d’antibiotiques sur la gélose Mueller-
Hinton. Un contr6le de qualité des antibiotiques contre des souches témoins a été réalisé en

paralléle.

2.1. Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure de 18 a 24 h on racle a I’aide d’une pipette Pasteur stérile quelques
colonies bien isolées et parfaitement identiques. On décharge la pipette dans 5 a 10 ml d’eau
physiologique stérile a 0,9 %. On homogénéise la suspension bactérienne, son opacité doit étre

équivalente a 0,5 MF déterminée a I’aide d’un densitométre.
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2.2. Ensemencement

On ensemence les boites par méthode d’écouvillonnage. On trempe un écouvillon stérile dans
I’inoculum, puis on I’essor en le pressant fermement contre la paroi interne du tube. On frotte
I’écouvillon sur la totalité de la surface de la gélose, de haut en bas en stries serrées. On répete
I’opération deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois. On finit 1’ensemencement en

passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

2.3. Application des disques d’antibiotiques

A TI’aide d’un applicateur de disques d’antibiotiques, on dépose les disques sur la gélose. Les
disques ne sont pas déplacés aprés leur application. Les deux antibiotiques ticarcilline+acide
clavulanique (TCC) et céftazidime (CAZ) ont été déposés dans la méme boite pour Vérifier la

présence ou I’absence d’une synergie.

2.4. Conditions d’incubation

L’incubation des boites est réalisée dans 1’étuve a 35°C pendant 18 a 24h.

2.5. Lecture

On mesure avec précision les diameétres des zones d’inhibition a 1’aide d’un pied a coulisse ou
d’une régle, puis on compare les résultats obtenus aux valeurs critiques figurant dans les tables de
lecture correspondantes (Annexe 3). En plus on vérifie la présence ou I’absence d’une image de
synergie entre les deux disques d’antibiotiques TCC et CAZ. Selon les recommandations de
CLSI, les bactéries sont classées dans I’une des catégories : sensible (S), résistante (R) ou

intermédiaire (1).

Les résultats de I’antibiogramme des souches isolées sont valides par les résultats des souches

témoins.

3. Tests complémentaires de I’antibiogramme
Les tests complémentaires sont utilises pour déterminer le type de résistance aux

céphalosporines et carbapénemes.
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3.1.  Mise en évidence de la résistance aux céphalosporines de troisieme génération

3.1.1. Recherche d’une BLSE (Test du double disque)
Principe

Le test du double disque doit se faire en 1’absence d’une image de synergie entre les disques
ticarcilline+acide clavulanique (TCC) et ceftazidime(CAZ). Ces enzymes de classe A (Ambler)
sont inhibées par les inhibiteurs de béta-lactamases (acide clavulanique). Le test consiste a
rechercher une augmentation du diamétre d’inhibition d’un disque de C3G, précédé par
I’application d’un disque ticarcilline +acide clavulanique (TCC).
Technique

On procede de la méme maniére que pour la technique de I’antibiogramme dans la préparation
de I’inoculum et de 1I’ensemencement, puis on place deux disques d’antibiotiques : un disque de
ticarcilline +acide clavulanique (TCC) et un disque de céftazidime a une distance de 25 mm. On
laisse diffuser a la température ambiante pendant une heure. Une fois 1’heure écoulée, on
remplace le disque de TCC par un disque de CAZ et on incube la boite pendant 18- 24h a 35°C.
Interprétation

Le test du double disque est considéré positif quand le diametre d'inhibition auteur du disque
de céphalosporine de troisieme génération appliqué aprés pré-diffusion du disque de TCC est
supérieur ou égale a 5 mm par rapport au diamétre d'inhibition auteur du disque de

céphalosporine de 3eme génération (CLSI 2014).

3.1.2. Recherche d’une céphalosporinase par le test a la cloxacilline
Principe

Les céphalosporinases sont suspectées lorsqu'il existe une résistance a la céphalosporine 3éme
génération avec un test de synergie négatif. La cloxacilline est une substance qui permet d’inhiber
ces béta-lactamases de type AmpC (céphalosporinases) et la récupération de I’activité d’une
C3G, ainsi elle confirme leur production par la souche testée.
Technique

On procede de la méme maniere que pour la technique I’antibiogramme dans la préparation de
I’inoculum et de 1I’ensemencement sur gélose Muller-Hinton (additionnée de la cloxacilline a
500 mg). On dépose les disques d’antibiotiques (CAZ, TIM, PIP, TIC, FEP, IMP). L’incubation
des boites se fait dans 1’étuve a 35°C pendant 18 a 24 h.
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Interprétation

La lecture se fait en comparant les diametres obtenus sur gélose Muller- Hinton (MH) simple a
ceux obtenus sur gélose MH additionnée de cloxacilline. Un résultat positif est noté lorsqu’une
augmentation des diametres d’inhibition autour des disques de céftazidime (CAZ) est obtenue sur

le milieu MH+cloxacilline par rapport au MH simple (CLSI 2014).
3.2.  Detection des métallo-carbapénémases

3.2.1. TestalPEDTA
Principe

Ce test consiste a rechercher la métallo-carbapénémase, inhibées par ’EDTA. Ces enzymes
conferent la résistance aux pénicillines, aux carbapénémes et aux C3G (céftazidime).
Technique

La recherche de la métallo-carbapénemase est faite dans les conditions standard de
I'antibiogramme, puis on place les disques d'antibiotique comme suit: deux disques d’imipenéme
(IMP) disposés a une distance de 20 a 30 mm sur les boites de pétri.

On dépose 4 ul d’une solution d’EDTA sur un des disques d’imipenéme et incube pendant 18-
24 heures a 35°C.
Interprétation

On compare le diamétre d’inhibition obtenu auteur d’un disque IMP+EDTA avec celui d’un
disque d’imipénéme seul. EDTA inhibe I’enzyme entrainant une augmentation du diametre
d’inhibition du disque IPM+EDTA par rapport au disque IMP seul (CLSI 2014).

3.2.2. Le test de Hodge (test trefle)

Principe
Ce test consiste a détecter des métallo-carbapénemases qui donnent une synergie d’activité
enzymatique entre une souche productrice de carbapénemase et une souche sauvage de reférence

sensible.
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Technique

On prépare une suspension bactérienne de la souche révélatrice (sensibles a la carbapéneme) :
E. coli ATCC 27853, a 0,5 MF dans 5 ml d'eau physiologique et on dilue cet inoculum au 1/10°™
(0,5 ml de la suspension de 0,5 MF + 4,5 ml d'eau physiologique). On ensemence une gélose
Mueller-Hinton par écouvillonnage et on laisse sécher 3 a 5 mn. Aprés on dépose un disque
d’imipéneme au centre de la boite et on ensemence en stries radiales (du centre a la périphérie de
la boite) la souche a tester, et avec les deux souches de référence (A. baumannii carbapénemase
positive) et (E. coli ATCC 27853 : carbapénémase : négative). On incube a 35°C pendant 18 & 24
heures.
Interprétation

Un test de Hodge est considéré positif quand Escherichia coli ATCC 27853ensemencée par
écouvillonnage sur toute la surface du milieu Mueller-Hinton va pénétrer et croitre dans le
diamétre d'inhibition au contact d'une souche productrice de métallo-carbapénémase, en donnant
un aspect d'invagination de la culture. Cette déformation du diametre a I’intersection entre une
strie et la culture d’E. coli ATCC 27853 signe la présence d'une hydrolyse des carbapénémes par
la souche testée. Le test est considéré négatif quand il n'y a aucune modification du diamétre

d'inhibition d'Escherichia coli ATCC 27853 au contact des souches étudiées (CLSI 2014).

4. Conservation des souches d’Acinetobacter baumannii

Apres isolement et identification, les souches d’A. baumannii sont repiquées sur gélose
nutritive, incubée a 35°C pendant 18h afin d’obtenir des colonies jeunes en phase de croissance.
A I’aide d’une pipette Pasteur, une colonie est repiquée a partir des colonies puis ensemencée par
piques centrale sur le milieu de conservation. Ce milieu est contenu dans des tubes de gélose, et
porte sur chaque tube une étiquette avec les mentions suivantes ; nom de la souche, numéro de
code, date de conservation. Les souches sont conservées dans des tubes bouchés et placés a

température ambiante (Denis et al., 2011).

5. Mise en évidence de I’activité antibactérienne des souches d’actinobactéries

5.1. Préparation des cultures d’actinobactéries
Les isolats d’actinobactéries étaient conservés dans des tubes inclinés a 4°C. La revivification

de ces isolats a été réalisée par le transfert d’inoculum a partir de ces tubes sur le milieu
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International Streptomyces Project 2 (ISP2) (Shirling et Gottlieb, 1966) coulé en boites de Pétri

(Annexe 4). Les boites de Pétri sont incubées a 30 °C pendant 10 jours.

5.2.  Méthode de cylindres d’agar

L’activité antagoniste de 62 souches d’actinobactéries a été évaluée sur le milieu MH contre
22 souches d’Acinetobacter baumannii que nous avons isolé. Ce test a été réalisé par la méthode
des cylindres d’agar (Patel et Brown, 1969) selon les étapes suivantes (Figure 2):

a) Ensemencement des souches d’actinobactéries en stries serrées homogenes sur le milieu
ISP2 solide (20 g d’agar/l) stérile et incubation & 30 °C pendant 10 jours. Ce milieu est
préconisé pour la production d’antibiotiques par les actinobactéries.

b) Préparation des suspensions d’A. baumannii a partir de cultures jeunes dans I’cau distillée
stérile contenue dans des tubes a vis

c) Inoculation aseptique du milieu MH (15 g d’agar/l) stérile avec les germes cibles a raison
de 200ul de la suspension par 100 ml du milieu et homogénéisation avant d’étre coulé
dans des boites de Pétri stériles a raison de 20 ml par boite.

d) Coupure aseptique des cylindres d’agar de diamétre de 10 mm, a partir des boites
ensemencées par les actinobactéries, a 1’aide d’un emporte-piéce stérile.

e) Dépot des cylindres a la surface du milieu MH inoculé avec les germes cibles et
réfrigération a 4 °C pendant 2 h pour permettre la diffusion des antibiotiques dans le
milieu et empécher momentanément la croissance des germes cibles.

f) Incubation dans I’étuve a 30 °C pendant 18h.

g) Aprés incubation, les diamétres des zones d’inhibition autour des cylindres sont mesurés a

I’aide d’une regle.
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Coupure des .
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Figure 2. Illustration des étapes de la méthode des cylindres d’agar

6. Détermination de CMI de la colistine et W9

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de la colistine et de la W9
ont été effectuée par la méthode conventionnelle des dilutions en milieu gelosé, coulé en boites
de Pétri (OKi et al., 1990). Cette méthode consiste a réaliser une série de dilutions pour chaque
antibiotique. Pour ce faire, les antibiotiques sont ajoutées a la gélose Mueller-Hinton (juste avant
de les couler dans les boites de Pétri), de telle sorte que leurs concentrations finales soient de
0,125;0,25;0,5;1;4;8;16;32;64; 128 ; 256ug/ml. Les A. baumannii sont ensemencés en
spot (deux répétitions) en déposant 2ul de la suspension de chaque souche A. baumannii,
préalablement préparée et justifié a la concentration de 0,5 MF, a la surface du milieu. La lecture
est effectuée aprés 18h d'incubation a 35°C. Elle consiste a évaluer la croissance d’A. baumannii
par rapport au témoin sans antibiotiques. Les CMI sont déterminées en considerant les

concentrations minimales qui inhibent totalement la croissance d’A. baumannii (Annexe 5).
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Résultats
1. Diagnostic microbiologique

1.1. Résultats de I’isolement

Durant notre travail au laboratoire de microbiologie du centre hospitalo-universitaire de
Beni Messous, du 1% février jusqu’au 30 mai 2018, 1654 prélévements ont été analysés.
Aprés la mise en culture pendant 18 a 48h d’incubation nous avons obtenu 781 prélevements

cultures négatives et 873 prelévements cultures positives (Figure 3).

M culture positive

W culturenegative

Figure 3. Les taux de cultures positives et cultures négatives

1.2.  Résultats de I’étude morphologique
L’examen macroscopique des cultures qui ont montre des colonies lisses, circulaires,
convexes avec une couleur blanchatre (Figure 4) (Denis et al., 2011) ont fait 1’objet d’une

coloration de Gram.

Gélose Sang Cuit Gélose Sang ais

Figure 4. Aspect de colonies sur les milieux d’isolement
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L’examen microscopique aprés coloration différentielle de Gram des colonies a révélé les
caractéristiques micromorphologiques d’Acinetobacter pour certaines colonies, a savoir la
présence de petits bacilles ou coccobacilles a coloration mixte (rose et violet en majorité), a
extrémités arrondies pouvant étre isolés, regroupés a deux ou bien en courtes chainettes
(Denis et al., 2011) (Figure 5).

st 2)° e * Wl

Figure 5. Observation microscopique d’Acinetobacter aprés coloration de Gram

(grossissement X 100)

1.3.  Résultats des tests biochimiques

Les tests enzymatiques effectués sur les colonies bactériennes, identifiées d’une maniére
présomptive comme Acinetobacter (sur la base de la caractérisation morphologique et
coloration de Gram), ont révélé une réaction négative a 1’oxydase (oxydase -) (Annexe 6) et
positive a la catalase (catalase +) (Annexe 7) et dégradation des sucres par voie oxydative
sur le milieu MEVAG. L’ensemble des souches présentant ces caractéristiques, ont eté
identifiées par la galerie APl 20 NE (Annexe 8). Apres lecture, codification des résultats et
leur interprétation par le logiciel APl 20 NE, 22 souches ont été rattachées a A. baumannii
dont leurs dénominations est comme suit : S460, S457, S01, S54, S341, S473, S1000, S214,
S361, S673, S1804,51816, S439, S608, S568, S839, S136, S292Ur, S483, S581, S344, S292

(Les numéros apres le S, exemple S361, correspondent aux numéros des patients).
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2. Taux d’A. baumannii dans les prélévements
Parmi 873 bactéries isolées, le taux d’isolement d’4. baumannii est de 2,52 % (soit 22
souches), tandis que 97,47 % (soit 851 souches) appartiennent a d’autres especes bactériennes
(Figure 6).

H.4 baumannii

autres éspeces
bacterienes

Figure 6. Le taux d’isolement d’A. baumannii par rapport a d’autres especes bactériennes

2.1. Répartition des souches d’A. baumannii selon la nature des prélévements
Les 22 souches d’A. baumannii ont été isolées a partir d’une grande variété de
prélevements cliniques. Nous avons constaté leur présence dans la majorité des prélevements
principalement pulmonaires avec un taux de 31,81 % et du pus avec un taux de 27,27 % suivi
du sang, catheéters, et urines avec un taux de 13,63%. Nous notons qu’aucune souche n’a été
isolée du LCR (Tableau 9, Figure 7).
Tableau 9. Répartition des souches d’A. baumannii selon la nature des prélévements

Nature de prélévements Nombre de souches d’4 baumannii
Hémoculture 3
Cathéter 3
Pus (profond et superficiel) 6

Pulmonaires (Expectorations,
liquide bronchique, aspiration 7

endo-trachéal)

Urines 3

Liquide céphalo- rachidien 0
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Figure 7. Répartition des souches d’A. baumannii selon la nature des prélevements

2.2.  Répartition des souches d’A. baumannii selon les services

Nous avons isolé 6 souches chez les patients non hospitalisés (soit 27,3%) et 16 souches
chez les patients hospitalisés (soit 72,7%). Parmi les souches isolées en milieu hospitalier, le
service de réanimation médicale occupe la premiére place avec 50% des souches isolées,
suivi par le service de néphrologie avec 13,63%, le service de pédiatrie est quant a lui avec le

plus faible pourcentage qui est 9,09 % (Tableau 10, Figure 8).

Tableau 10. Répartition des souches d’A. baumannii par service

Le nombre de souches Taux de souches
Provenance des prélevements By N
d’A. baumannii d’A. baumannii(%o)
Réanimation
o 11
médicale
Hopital Pédiatrie 2 72,7
Néphrologie 3
Externe 6 27,3
Total 22 100
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™ R éanimation
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“ Néphrologie
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Figure 8. Répartition des souches d’A. baumannii par service

3. Profil de résistance d'Acinetobacter baumannii aux antibiotiques

3.1.  Résultat de ’antibiogramme

Toutes les souches d’A. baumannii ont été testées vis-a-vis 11 molécules d'antibiotiques

appartenant a 5 familles différentes (Figure 9). Les profils de résistance aux antibiotiques

montrent que les souches d’A. baumannii présentent différents comportements vis-a-vis les

antibiotiques testés (Tableau 11).

Tableau 11. Profil de résistance des souches d’A. baumannii aux antibiotiques testés

B-lactamines Aminosides | Cyclines | Sulfamides | Quinolones
Souches d’A.
baumannii 33 22 2| @2 2| po SXT CIP
o 8 3| Rl 5| 2| R 2
S292U, S1804,
$292, S439, S483,
S608, S460, S457,
R R R R R
S54, S341, S473,
S214, S361, S673
et S983
S1816 R R R
S344 S R
S136 R |S R
S R S S
S568
S
S581 S
S01, S1000 R R R

R : Résistante, S : Sensible
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Figure 9. Résultat de test de I’antibiogramme

AK: Amikacine, TM: Tobramycine, CIP: Ciprofloxacine, GN: Gentamycine, DO: Doxycycline,
SXT: Cotrimoxazole, IMP: Imipénéme, TIM: Ticarcilline+acideclavulanique, CAZ: Céftazidime
TIC: Ticarcilline , PIP: Pipéracilline, CL.: Colistine.

3.2.  Taux de résistance d"A. baumannii aux antibiotiques

Selon les résultats des antibiogrammes, les souches d’4. baumannii étudiées présentent une
résistance importante vis-a-vis la famille des béta-lactamines. La résistante était totale vis-a-
vis la pipéracilline, la ticarcilline, la ticarcilline+acide clavulanique et la céftazidime, et de
81,81% contre I’imipénéme (Figure 10).
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Antibiotiques

Figure 10. Taux de résistance d'A. baumannii aux béta-lactamines

IMP: Imipenéme, TCC: Ticarcilline+acideclavulanique, CAZ: Céftazidime, TIC: Ticarcilline, PIP:
Pipéracilline
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Concernant les autres classes d’antibiotiques, pour les aminosides, le taux de résistance le
plus important est noté contre la tobramycine (100%) suivi par la doxycycline 90,90 %. Un

taux de la résistance important est observé contre la ciprofloxacine (86,36 %) (Figure 11).
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Figure 11. Taux de résistance d'A. baumannii aux autres classes d'antibiotiques

AK: Amikacine, TM: Tobramycine, GM: Gentamycine (aminosides), DO : Doxycycline (cycline),
SXT: Cotrimoxazole (sulfamide), CIP: Ciprofloxacine (quinolone)

4. Résultats des tests complémentaires de ’antibiogramme

Les tests complémentaires de I’antibiogramme ont révélé  phénotypiquement trois
mécanismes de résistances enzymatiques chez les souches d’A. baumannii testés : béta-
lactamase a spectre étendu (BLSE), céphalosporinases, metallo-carbapénémases (Tableau
12).

Selon le test de double disque sur le milieu gélosé, toutes les souches d’A. baumannii ont
été testées sur leur phénotype de résistance, pour cela le résultat négatif chez 19 (soit 86,86
%) souches a eté déduit suite a I’absence de diamétre d’inhibition auteur du disque de CAZ et
TCC+CAZ, les souches étaient non productrices de BLSE. Le résultat positif a été déduit
chez les trois souches d’A. baumannii suite a la présence d’un grand diamétre d’inhibition
autour de disque TCC+CAZ par rapport au diamétre d’inhibition de CAZ, les souches sont
notées productrice de BLSE (Figure 12).
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Figure 12. Test du double disque pour confirmation de BLSE chez A. baumannii (résultat
négatif)

CAZ : Céftazidime, TCC: Ticarcilline + acide clavulanique

La production de céphalosporinase observée pour les dix souches (soit 45,45%) d’A.
baumannii a été déduite suite a la récupération de l'activité des céphalosporines de troisiéme
génération (augmentation de diametre d’inhibition autour de disque de CAZ) en présence

d'une concentration de la cloxacilline additionnée au milieu Mueller Hinton (Figure 13).

MH sans cloxacilline MH avec cloxacilline
Figure 13. Résultat du test a la cloxacilline
CAZ : Céftazidime
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Les testes phénotypiques EDTA et HODGE ont permis de mettre en évidence 1’enzyme
métallo-carbapénemase produite par 18 souches (soit 81,81%) (Figure 14, 15).

Figure 14. Résultat du test a EDTA (résultat positif)

IMP : Imipénéme, EDTA : éthylenediaminetétraacétique

Figure 15. Résultat du test Hodge (résultat positif)

A. b+ : A baumannii (trefle+), E. coli (Témoin -): Escherichia coli ATCC 27853, A. b (souche
d’A. baumannii a tester)
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Tableau 12. Phénotypes de résistance d’A. baumannii

Souches BLSE Métallo-
carbapenemase
S460 - + -
S457 -
S01 -
S54 +
S341 -
S473 -
S1000 -
S214 -
S673 -
S361 -
S292 Ur -
S1804 -
S1816 +
S439 -
S344 -
S292 -
S136 -
S483 -
S608 - -
S568 - -
S581 - +
S893 + +

Céphalosporinase

4+ |

I e N e S R

]
+ [+

++ [+ ]|+

|+ [+ +[+]

5. Evaluation du potentiel antagoniste des 62 souches d’actinobactéries

Les 62 souches d’actinobactéries cultivées sur le milieu ISP2 ont été testées contre 22
souches d’A. baumannii par la méthode des cylindres d’agar pour évaluer leur potentiel de
production des antibactériens. Parmi les 62 souches d’actinobactéries, 19 souches (soit 30,65
%) se sont montrées actives contre au moins une souche d’A. baumannii. En revanche, 43
souches (soit 69,35 %) n’ont présenté aucune activité. L’activité antimicrobienne est obtenue
chez toutes les souches (12) de Saccharothrix ou apparentés, 6 souches d’Actinomadura et
une souche de Streptomyces, mais elle est absente chez 18 souches de Streptomyces, 22
souches d’Actinomadura, une souche de chacun des genres de Saccharopolyspora,
Saccharomonospora et Micromonospora. Les résultats des souches actives sont consignés

dans le Tableau 13.

36



Résultats et discussion

Tableau 13. Activité antibactérienne des souches d’actinobactéries contre les souches d’A. baumannii

Actinobactéries

Zone d’inhibition (mm)

Souches d’A. baumannii

Souches | Genres S1000 | S54 | S344 | S457 | S483 | S439 | S214 | S581 | S292 | S568 | S1816 | S1804 | S608 | S01 | S473 | S460 | S136 | S341 | S292 | S361 | S673 | S893
Ur

SAal | Saccharothrix | oo | oo | 55 | 95 | 23 | - | - | 20 | 12 | - | 18 Sl -2 -] - -2 -]-]2
algeriensis

GAL Saccharothrix | 18 | 24 | 20 | 22 | 23 | - | 24 | - | 28 | 20 | - ; 26 | - | 24 | 26 | 24 | 25 | 25 | - | 24 | 25

GA2 Saccharothrix |5 | o5 | g | 95 | 25 | - | 25 | - | 22 | 18 - - - - 20| - | 18| - -l 2z
ou apparentés

GA3 Saccharothrix |5 | o | o5 | 55 | 25 | - | 26 | - | 20 | 20 - 13 | 14 | - | 15 | 28 | 18 | 13 | 15 | 15 | 22 | 20
ou apparentés

GA4 Saccharothrix |, | o3 | o5 | g | 22 | - | 24| - | 23| 24 - 14 | 15 |11 ] 13 | 23 | 20 | 13 | 13 | 14 | 14 | 20
ou apparentés

CAl Saccharothrix | o0 | f g ] o0 | - | 20 | 20 | - - 27 | 25 | 26 | - | 30 | 23 | 30 | 23 | 2| - | 26 | 25
ou apparentés

CA2 Saccharothrix | 1 o5 | o5 | 50 | 22 | - | 22 | 21 | - - 30 | 20 | 27| - |30 | 25 |3 | 25| 23| - | 25| 28
ou apparentés

CA3 | Saccharothrix | | o | 59 | o3 | 2o | - | - | - | - | -l 2| - |23 - - |- -1 -12]-1]2/] 2
ou apparentés

CA4 | Saccharothrix | | 55 | 53 | o0 | 0 | - | - | - |2 | - | 2 - |15 |12 20| 13| 14| 14| 23| 13| 25| 15
ou apparentés

CA6 | Saccharothrix | |\ o9 11| 25 | 15 | 16 | 14| 20| 15| 14 | 20| 15| 16 | 15 | 16
ou apparentés

CA9 Saccharothrix
ouapparentés | 25 | 25| 25 [ 22 | 25 | - | 28| 22| 28 | 23 | - ; 14 | - | 11| 25| 13| 24 | 11 | 12| 24 | 14

CAL0 | Saccharothrix | 3 | o5 | 55 | 25 | 25 | - | 25 | 25 | 30 | 25 | - 20 | 25| - | 25| 25 | 24 | 27| 26| - | 25 | 25
ou apparentés

WAB9 | Streptomyces | 13 | 15 | 15 | 14 | 14 | 12 | 12 | 14 | 12 | 15 | 15 | 13 | 13 |12 | 15 | 12 | - | 15 | - | 25 | 13 | 14

BKS2 Actinomadura - - - - - - - - 15 16 15 18 15 - - - - - - - 18 -

TAM13 | Actinomadura 17 19 17 19 18 18 19 19 10 11 - - - - - - - - - - - -

AHOL | Actinomadura | - - i : : i T 120 |21 | 22 | 16 | 20 | 22| 22 | 22 | 20 | 18 | 16 | 20 | 16 | 21

AHO10 | Actinomadura | - - : : - |15 | 18 | 156 | 18 | 11 | 17 | 16 | 15| 18 | 21 | 20 | 20 | 15 | 20 | 16 | 18

BAS26 | Actinomadura - 15 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

ETM13 | Actinomadura 15 22 20 15 15 15 - 15 - 15 - - - - - - - - 20 18 - 16
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L’activité antibactérienne contre A. baumannii, obtenue chez les 19 souches actives est
généralement forte pour les 12 souches de Saccharothrix et I’unique souche de Streptomyces
(la souche WAB9) et moyenne pour les 6 souches d’Actinomadura. Les diametres
d’inhibitions obtenus par ces souches actives, variées entre 10 et 30 mm. Nous remarquons
une variation des diamétres d’inhibitions entre les souches de méme genre; ceux de
Saccharothrix variaient de 11 a 30 mm, tandis que ceux des Actinomadura variaient de 10 a
22 mm. Les Saccharothrix étaient hautement actives avec un diamétre d'inhibition maximal
de 30 mm observé contre certaines souches d’A. baumannii (S1816, S1804, S473, S136),
suivies de Streptomyces avec une zone d'inhibition qui atteint 25 mm, finalement les

Actinomadura avec une zone d'inhibition maximale de 22 mm (Annexe 9).

Le spectre d’action des molécules antibactériennes sécrétées par les souches
d’actinobactéries actives est assez large pour la majorité des souches avec un spectre maximal
(20 souches d’A. baumannii sensibles) obtenu par la souche WAB9 de Streptomyces (Figure
16).
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Figure 16. Spectre d’action des antibactériens produits par les souches d’actinobactéries
contre les souches d’A. baumannii
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6. Détermination des CMI de la colistine et I’antibiotique \W9

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) a été réalisée pour la
colistine et I’antibiotique W9 (produit par la souche WAB9) contre 22 souches d’A.
baumannii et une souche de référence Escherichia coli ATCC 27853. Les résultats des CMI
sont consignés dans le Tableau 14.

Les résultats sont validés par une CMI de 1 pg/ml de la souche d’E. coli ATCC 27853.

Tableau 14. Résultats des CMI de la colistine et de I’antibiotique W9 contre A. baumannii

_ CMI (pg /ml) des antibiotiques
Souches bactériennes
Colistine W9
S460 ; S473 ; S214 ; S361 ; 05
S568 et S439 ’
S457 ; S01 ; S54 ; S341 ;
S673 ; S1804 ; S1816 ; 0.95 64
S608 ; S839 ; S136 ; S292r ; '
S483 ; S581 ; S344 et S292
S1000 1

La sensibilité d’A. baumannii a la colistine est appréciée uniquement par la détermination
de la CMI. La colistine a une action contre toutes les souches d’A. baumannii testées. La
CMI était de 0,25 pg /ml pour 15 souches et de 0,5 pug /ml pour 6 souches, et de 1 pg/ml
contre une seule souche. Ces CMI sont toutes inférieures a 2 pg/ml, donc nos souches sont
toutes sensibles a la colistine (CLSI 2014) (Annexe 10). Aprés I’évaluation d’activité
antagoniste, une forte activité antibactérienne a été observée par la souche WAB9 de
Streptomyces sp., pour laquelle I'antibiotique W9 a été purifié par HPLC dans le laboratoire
LBSM. La CMI pour I’antibiotiqgue W9 contre les 22 souches d’A. baumannii était de 64
Hg /ml (Annexe 11).
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Discussion

Au cours de notre étude, nous avons analysé 1654 prelevements, dont 53% était positif.
Parmi les 873 prélévements positifs, nous avons isolé 22 souches d’A. baumannii, ce qui
correspond a une fréquence de 2,52%. Des taux relativement similaires ont été trouves par
Khaled (2016) (7%), Uwingabiye et al. (2016) (6,94%) et Elkettani et al. (2017) (9,2%).
Cependant, une prévalence largement supérieure a nos résultats a été signalée par Moket et al.
(2013) (45,7%). Les souches d’A. baumannii ont été isolées des différents types de
prélevement analysés en particulier ceux provenant des patients hospitalisés avec une
fréquence de 72,7%. Les 27,3% restant provient des malades externes mais ayant récemment
séjournés a I’hopital ce qui confirme le caractére nosocomial des infections & A. baumannii

(Bennett et al., 2016 ; Almasaudi, 2018).

Les prélevements pulmonaires étaient la source principale de cette bactérie (37,8%). Nos
résultats concordent avec 1’étude réalisée par Benhaj Khalifa (2009) qui a trouvé que les voies
aériennes sont le principal site d’isolement de cette espéce. Cela pourrait &tre expliqués par le
risque de colonisation et d’infection important dans ce service vu le terrain particulier des
patients et a la fréquence des manceuvres invasives (Rio et al., 2002 ; Van Eldere, 2003). Une
autre étude réalisée a Casablanca entre 2001-2003, a montré que 50% des souches d’A.

baumannii provenaient des services de réanimation (Elouennass et al., 2003).

Le pus est la seconde source d’A. baumannii avec un taux de 27,3%. Ce type de
prélevement provient des patients ayant subi une intervention chirurgicale et sont
hospitalisés. Un taux similaire (32,5%) a été trouvé par Falagas et al. ( 2015). Cependant
I’étude réalisée par Sileeme et al. (2017) a révélé un taux de 3,8% qui est inférieur a celui
trouvé dans notre étude.

Les autres prélevements (sang, cathéters et urines) viennent en troisiéme position avec un
taux similaire qui est de 13,63%. L’étude d’Uwingabiye et al. (2016) a révélé la présence d’A.
baumannii dans 14,51% des prélevement sanguins mais d’aprés Cisneros et Rodriguez Bano
(2002), A. baumannii est impliquée uniguement dans 1,3% de septicémies (taux enregistrée
pour une période d’étude de 7 ans: de 1995 a 2002). La présence d’A. baumannii dans les
urines, a été rapportée par Sileem et al. (2017) avec une fréquence de 14,1 % qui est similaire
a celle retrouvée dans notre travail. Cependant un taux de 1,6% a été signalé par Peleg et al.
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(2008). Le cathéter peut étre aussi colonisé par A. baumannii, un taux de 3,85% a été rapporté
par Uwingabiye et al. (2016).

Nous signalons qu’aucune souche d’A. baumannii n’a été isolé du LCR ce qui ne concorde
pas avec les résultats obtenus par Basri et al. (2017) qui a trouvé que cette espéce représente
10% des bacilles a Gram négatif isolées du LCR et responsable de 4% des méningites
nosocomiales. L’absence d’A. baumannii dans le LCR est probablement di au nombre tres

faible de prélevements analysés (5 prélévements uniquement).

Le profil de résistances aux antibiotiques des souches d’A. baumannii isolées a été
déterminé par la technique de I’antibiogramme vis-a-vis 11 antibiotiques. Les résultats ont
révélé une résistance totale de 15 souches a tous les antibiotiques testés et un taux de
résistance assez important pour le reste des souches. Ces résultats nous permettent de
considérer nos souches de Bactéries Multi-Résistantes (BMR) (Siegel et al., 2006). A.
baumannii est douée d’une grande capacité adaptative lui permettant d’acquérir facilement et
rapidement de nouvelles résistances a de nombreuses classes d'antibiotiques notamment les

béta-lactamines, les aminosides et les quinolones (Decré, 2012).

Nos résultats montrent que toutes les souches d’A. baumannii sont résistantes a tous les
béta-lactamines a 1’exception de 19,09 % de souches qui sont sensibles a 1’imipénéme
uniquement. Des taux de résistance beaucoup plus faibles ont été trouvés en Tunisie en 2009,
la résistance a la ticarcilline, la pipéracilline et la céftazidime était de 51,7%, 58,4%, et 52,2%
respectivement (Benhaj Khalifa, 2009). Grati et al. (2005) rapportent un taux de résistance a

I’imipénéme de 87,5 % qui est relativement proche de notre résultat (81,81%).

Notre travail montre que la résistance des souches d’A. baumannii aux aminosides atteint
100% pour la tobramycine et dépasse 80% pour la gentamycine. Cette résistance est
largement élevée par rapport a celle retrouvée en Europe, elle est de 47,1% pour la
gentamycine (Unal et Garcia-Rodriguez, 2005), et de 41% pour la tobramycine (Turner et
Greenhalgh, 2003). Cependant, un taux de résistance a la gentamycine (69,3%) plus élevé est
signalé aux états unis en 2018 par Bulens et al. Concernant la résistance a la ciprofloxacine,
elle est de 86,36% dans notre étude. Ce taux élevé est proche de celui trouvé recemment au
Maroc (91%) (Khaled, 2016).

Dans notre étude 19 souches d’A. baumannii (soit 86,86 %) ne produisent pas des béta-

lactamases a spectre étendu (BLSE). Selon le réseau national de surveillance des bactéries
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résistantes en Algérie, en 2009, la production de BLSE était de 22,02% dans 16 laboratoires,
et que le nombre des souches d’A. baumannii reste faible (Benslimani, 2009).

Nos résultats montrent que 10 souches d’A. baumannii (soit 45%) sont productrices de
céphalosporinase. L’étude réalisée par Yongrui et Xiangqun, (2015) a révélé un taux de 72 %
qui est beaucoup plus supérieur a celui trouvé dans notre étude. A. baumannii possédent
naturellement une céphalosporinase chromosomique, habituellement, ces enzymes présentent
une faible hydrolyse des carbapénemes et peuvent ne pas toujours montrer le profil de
résistance, mais quand ils sont associés a des éléments d'insertion, ils peuvent avoir une
augmentation de leur expression et de montrer une résistance aux carbapénemes (Gueudet et
al., 2010).

Notre travail révéle que 18 souches d’A. baumannii (81,81%) sont productrices de métallo-
béta-lactames. C’est un taux similaire a celui trouvé par Kaur et al. (2014) (80,3 %). Toutefois
le taux des souches d’A. baumannii productrices de métallo-béta-lactamases rapporté par
Peymani et al. (2011), Gildas et al. (2013), Mathlouthi et al. (2016) est de 49%, 40% et
22,2% respectivement. La production des ces enzymes varie selon les pays, elle a été
respectivement de 33,3 ; 32 et 14,2% en Turquie, en Amérique latine et en Coreée, ces résultats
montrent que la fréquence des souches d’A. baumannii productrice de métallo-béta- lactames
augmente de facon inquiétante partout dans le monde et leur émergence représente un sérieux
risque épidémiologique pour au moins deux raisons, d’une part ces MBL confeérent non
seulement la résistance a I’imipénéme mais a toutes les béta-lactamines et aux autres classes
d’antibiotiques comme les aminosides, et d’autre part les génes codant pour ces enzymes sont
portés par des intégrons qui peuvent se transmettre horizontalement a d’autres souches (Ait el
kadi et al., 2006).

La résistance des bactéries aux antibiotiques est un phénomeéne qui prend de plus en plus
de ampleur et engendre des impasses thérapeutiques. Face a ce probléme, la recherche de
nouveaux antibiotiques s’impose et les actinobactéries constituent une source intéressante de

ces molécules.

Le criblage de I’activité antibactérienne de 62 souches d’actinobactéries a montré que 19
souches sont actives contre au moins une souche d’A. baumannii. Nombreux antibiotiques
sont sécrétés par les actinobactéries a savoir 1’erythromycine, la kanamycine, le

chlorophénicol et la simaomicine sécrétés par Saccharopolyspora erythrae, Streptomyces
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kanamycettcus, Streptomyces venezuelae, Actinomadura madurae respectivement (Solanki et
al., 2008).

Nos résultats montrent une forte activité antibactérienne de douze souches de
Saccharothrix contre A. baumannii, toutefois, la plupart des antibiotiques sécrétés par les
souches de Saccharothrix ciblent surtout les bactéries a Gram positif et parfois les
champignons. En revanche, ils sont rarement dirigés contre les bactéries a Gram négatif
(Takeuchi et al., 1992; Kinoshita et al., 1999; Wang et al., 2000; Lamari et al., 2002; Zitouni,
2005).

Une seule souche de Streptomyces a montrée également une forte activité antibactérienne
contre A. baumannii. Nos résultats sont similaires a ceux de Yakour et al. (2015), qui a
montré que la souche WAB9 est particuliérement active et posséde un large spectre qui
s’étend sur plusieurs champignons filamenteux, aussi bien ceux qui sont phytopathogeénes,
ceux qui sont toxinogeénes pour 1’homme et dont certains sont multi-résistants a plusieurs
antibiotiques. De plus, une forte activité de la souche WAB9 est également notée contre un
nombre important de bactéries pathogénes, aussi bien a Gram positif qu’a Gram négatif, et

dont certaines sont multi-résistantes a plusieurs antibiotiques.

Nos résultats montrent une activité antibactérienne moyenne de six souches
d’Actinomadura contre A. baumannii. Ce genre est connu pour la production de plusieurs
molécules antibactérienne a savoir la maduramycine secrétée par A. rubra, 1’actinotiocine
produite par A. puslla et la carminomycine élaborée par A. caminata (Sanlanki et al., 2008).
Badji et al. (2006) ont montré que des souches du genre Actinomadura isolées de sols

algériens possédent une activité antibactérienne.

Nos résultats montrent que la CMI de ’antibiotique W9 contre les 22 souches d’A.
baumannii est de 64 pg/ml. Selon Yakour et al. (2015), I’antibiotique W9 a présenté des
valeurs de CMI appréciables pour une large gamme de pathogénes multi-résistants testés:
Pseudomonas aeruginosa IPA1 (10ug/ml), Staphylococcus aureus S1 (50ug/ml), Escherichia
coli E5 (20pg/ml). Nos CMI sont importante que celles obtenues par Yakour et al. (2015)

mais restent dans la gamme des CMI d’antibiotiques utilisés en médecine.

En raison de l'augmentation des bactéries multi-résistantes, il y a une augmentation de
I'utilisation de la colistine comme une option de traitement de dernier recours pour les

infections causées par A. baumannii, la sensibilité de ces bactéries a la colistine est appréciée
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uniquement par la détermination de la CMI (Balaji et al., 2011). Dans notre étude, la colistine
a montré une forte activité contre 100 % d’A. baumannii avec une valeur comprit entre 0,25-
1ug/ml. Nos résultats sont similaires a ceux de Kandeel, (2016) qui a trouvé la CMI de la
colistine inferieur a 2pg/ml. De plus notre résultat est concorde avec d'autres rapports qui
indiquant que la colistine avait une excellente activité bactéricide contre la plupart des bacilles
Gram négatif (Duenas-Diez et al., 2014). Cependant, Qureshi et al. (2015) a montré que
I'utilisation croissante de la colistine a conduit I'émergence de souches A. baumannii

résistantes a cet antibiotique.
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Conclusion et perspectives

La résistance aux antibiotiques est 1’un des problémes les plus importants auquel fait face
la santé humaine. Cette résistance est présente en particulier chez les bactéries rencontrées
dans le milieu hospitalier, dont 1’espéce Acinetobacter baumannii qui pose ces dernieres
années un sérieux probleme thérapeutique.

Notre travail nous a permis d’isoler vingt deux souches d’A. baumannii a partir de divers
prélévements pathologiques au niveau de CHU de Beni Mesous-Alger. Cette espece est isolée
avec une fréquence relativement faible. La majorité des souches proviennent des
prélevements pulmonaires des patients hospitalisés dans le service de réanimation.
L’évaluation de I’antibiorésistance des souches isolée aux antibiotiques recommandés pour le
traitement des infections a A. baumanni a révélé I’inefficacité de la majorité des molécules
testées. Nous notons une absence totale de I’activité antibactérienne des cing p-lactamines
testés contre toutes les souches isolées. Cela est di a la production de différentes enzymes qui
dégrade ces molécules a savoir les métallo-B-carbapénemases et les céphalosporinases.
Cependant, I’ensemble des souches d’A. baumanni sont sensible a la colistine qui est active
avec de tres faibles CMI.

Les résultats de 1’étude de pouvoir antagoniste d’une collection d’actinobactéries ont
montré la capacité de certaines souches appartenant aux genres Saccharothrix, Actinomadura
et Streptomyces de sécréter des molécules bioactives contre A. baumanni. Cette activité est
plus étendue pour les antibactériens produits par la souche WAB9 de Streptomyces. Les CMI
de I’antibiotique W9 sécrété par cette souche sont moins importantes que celle obtenue par la

colistine mais reste dans I’intervalle des CMI des antibiotiques utilisés en médecine.

Face a cette antibiorésistance alarment d’A. baumanni et a la limite de molécules actives
contre cette espéce, les actinobactéries peuvent étre une source de molécules qui pourraient

répondre a ce besoin accru.

En perspectives, les résultats obtenus au cours de notre étude restent préliminaires et
méritent d’étres compléter par :
> Elargissement de la période d’étude afin d’avoir des résultats représentatifs et

significatifs, ou sera pris en compte un nombre plus considérable d’A. baumannii.
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» Extraction et purification des molécules bioactives responsable de I’activité
antibactériénne chez les Saccharothrix ,

» Ce qui concerne I’antibiotique W9, le travail le plus urgent a réaliser est d’évaluer la
toxicité vis-a-vis des cellules animales, afin de mieux évaluer son intérét dans le

domaine médical et vétérinaire,
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Annexe 1. Valeurs limites des diamétres des zones d’inhibition pour la souche de référence

Annexe

E. coli 27853 de référence utilisées pour le contrdle de qualité

Antibiotiques testés Cr&grge des Dla}metres
isques critigues

Amikacine 30 pg 19-26
Céftazidime ug | -
Ciprofloxacine 5ug 30-40
Colistine 10 g 11-17
Chloramphénicol 30 ug 2127
Doxycycline 30 ug 18-24
Gentamycine 10 ug 19 - 26
Imipenéme 10 ug 26 — 32
Pipéracilline 100 pg 24 - 30
Tétracycline 30 ug 18-25
Ticarcilline 75 ug 24 - 30
Ticarcilline +
Ac clavulanique 7510 g 24-30
Tobramycine 10 pg 18 — 26
Triméthoprime +
Sulfamétﬁoxazole 1.25/23.75 ug 23-29

* Tableau extrait du Document M100 — S24. Vol. 34, n°1. 2014. Performance standards for
antimicrobial susceptibility testing; twenty-four informational supplement
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Annexe 2. Lecture des résultats de la galerie AP1 20 NE

TESTS COMPOSANTS QTE REACTIONS/ENZYMES RESULTAS
ACTIFS (mg/cup.) NEGATIF | POSITIF
réduction des Nitrates en NIT 1+ NIT 2/5 min
. . nitrites incolore ‘ rose-rouge
NO; potassium nitrate 0,136 Zn75 min
réduction des Nitrates en azote
Rose Incolore
formation d'indole JAMES / Immediat
TRP L-tryptophane 0,2 (TRyptoPhane) i“‘fo'or.e vert Rose
pale / jaune
GLU D-glucose 1,92 fermentation (GLUcose) bleu a vert Jaune
ADH L-arginine 1,92 Arginine DiHydrolase Jaune orapg()euggose
URE Urée 0,76 UREase Jaune ora/nge [ Tose
rouge
L 0,56 hydrolyse (B-glucosidase) gris / marron
ESC esculine citrate de fer 0,072 (ESCuline) Jaune / noir
{Jati . pas de P
GEL gé atme_ 0.6 hydroly_se (protéase) diffusion d_|ffu5|on dl_J
(origine bovine) (GELatine) du pigment pigment noir
i vl AT B-galactosidase (Para-
PNPG 4-nitrophényl B.D 0,22 NitroPhényl-RD- incolore Jaune
galactopyranoside .
Galactopyranosidase)
GLU D-glucose 1,56 assimilation (GLUcose) Transparence Trouble
ARA L-arabinose 1,4 assimilation (ARAbinose) Transparence Trouble
MNE D-mannose 1,4 assimilation (ManNosE) Transparence Trouble
MAN D-mannitol 1,36 | assimilation (MANnitol) Transparence Trouble
NAG | | N-acétyl-glucosamine | 1,28 assimilation (N-Acetyl- Transparence Trouble
Glucosamine)
MAL D-maltose 1,4 assimilation (MALtose) Transparence Trouble
GNT . assimilation (potassium
potassium gluconate 1,84 GlucoNaTe) Transparence Trouble
CAP acide caprique 0,78 assimilation (acide CAPrique) | Transparence Trouble
ADI acide adipique 1,12 | assimilation (acide ADIpique) | Transparence Trouble
MLT acide malique 1,56 | assimilation (MaLaTe) Transparence Trouble
CIT trisodium citrate 2,28 assimilation (trisodium Transparence Trouble
ClTrate)
PAC . . - assimilation (acide
acide phénylacétique 0,8 PhénylACEtique) Transparence Trouble
OX (voir notice du test - cytochrome-oxydase (voir notice du test oxydase)

oxydase)
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Annexe 3. Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition pour Acinetobacter spp

(CLSI)
Antibiotiques testées Charge Diametres critiques (mm) CMI critiques (ug/ml)
diggjes R | S R | S
Ticarcilline 75 ug <14 |15-19| >20 >128 [32-64| <16
;fj;c\;ﬂl';‘rfi;ue 75/10ug | <14 |15-19| =20 |=>12822 3624{/22' <162
Pipéracilline | | 100pg | <17 [18-20| >21 | >128 |32-64| <16 |
Céftazidime | 0pug | <14 |15-17| >18 | >32 | 16 | <8
Imipéneme | 10pg | <18 [19-21| >22 | >8 4 ] <2 ]
Amikacine 30 ug <14 |15-16| >17 > 64 32 <16
Gentamicine | 10pg | <12 [13-14| >15 | >16 8 | <4 |
Tobramycine | 10pg | <12 [13-14| =15 | >16 8 | <4 |
Nétilmicine COCME | e | e | >3 | 16 | <8 |
Ciprofloxacine S5 Hg <15 |16-20| >21 >4 2 <1
Lévofloxacine | 5ug | <13 [14-16| >17 | >8 4 ] <2 ]
Doxycycline 30 pg <9 10-12 | >13 >16 8 <4
Trimethoprime 1'25{1 293 <10 |11-15| =16 | 2476 | - <2/38
Colistine COCME | e | e | >4 | e | <2

* Tableau extrait du Document M100 — S24. Vol. 34, n°1. 2014. Performance standards
for antimicrobial susceptibility testing ; twenty-four informational supplement.

Annexe 4. La composition de Milieu ISP2

Composition Quantité
Extrait de levure 49
Extrait de malt 49
Glucose 49
Agar 129

Eau distillée 1000 ml
Ph 7.2
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Annexe 5. Préparation des dilutions d'antibiotiques pour les CMI
Concertation | ATB E au Concertation C_:oncertatlon
Etape physiologique | . (g finale dans la
pg/mi (ml) intermédiaire .
(ml) gélose (ug/ml)
Solution 5120 5120 512
mere
1 5120 2 2 2560 256
2 5120 1 3 1280 128
3 5120 1 7 640 64
4 640 2 2 320 32
5 640 1 3 160 16
6 640 1 7 80 8
7 80 2 2 40 4
8 80 1 3 20 2
9 80 1 7 10 1
10 10 2 2 5 0,5
11 10 1 3 2,5 0,25
12 10 1 7 1,25 0,125

NB. 2 ml de chaque concentration intermédiaire sont ajoutée a 18 ml du milieu MH

Annexe 6. Résultat de la lecture du test d’oxydase

Observation

Interpretation

Conclusion

La bactérie n’est pas capable
d’oxyder le Ndiméthyl

paraphényléne diamine.

La bactérie ne possede pas
I’activité oxydase, elle est

dite oxydase-.
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Annexe 7. Résultat de la lecture du test de la catalase

Observation

Interpretation

Conclusion

La bactérie catalyse la
dégradation du peroxyde
d’hydrogene (H202) en

H20 et O2 (visible par

formation de bulles).

La bactérie posseéde la catalase,
elle est dite catalase+.

Annexe 8. Résultat de I’identification par la galerie API 20 NE
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Annexe 9. Activité antibactérienne des souches d’actinobactéries contre les A.baumannii
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Annexe 11. Résultats des CMI d’antibiotique W9 contre d’A. baumannii
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