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Résumé

Acinetobacter baumannii est un agent pathogéne opportuniste émergent dans le
milieu hospitalier ou il provoque des infections nosocomiales séveres. Cette bactérie
représente aujourd’hui un modele d’adaptation particuliere d’antibiorésistance en
raison de sa capacité a disséminer dans le milieu hospitalier et a acquérir des
mécanismes de résistance. Une étude a été menée au niveau de deux hopitaux de Chlef
(Marouani abed a Chettia et Freres khalif a Chorfa) pour identifier la résistance aux
antibiotiques d’A.baumannii. Sur un total de 39 bacilles a Gram négatif isolés a partir
de 60 prélévements, une seule souche d’A.baumannii a été identifiée avec une
fréquence d’isolement de 1,67%. L’étude de I’antibiorésistance de cette souche, vis-a-
vis @ 6 molécules d’antibiotiques dont 5 B-lactamines et une molécule d’aminoside, a
révelé que la souche présente un phénotype sauvage. Ces résultats déterminent la
bonne situation des hopitaux de Chlef car une émergence d’A.baumannii résistante
représente un serieux probleme thérapeutique et épidémiologique qui nécessite un
systtme de surveillance de 1’évolution de D’antibiorésistance dans les hopitaux et

I’application stricte des mesures d’hygicne.

Mots clés : Bacilles a Gram négatif ; Acinetobacter baumannii ; résistance aux antibiotiques ;

R-lactamine



Abstract

Acinetobacter baumannii is an opportunistic emerging pathogen in hospital
when it causes of severe nosocomial infections. This bacterium represents today a
special adaptation model of antibiotic resistance due to its ability to spread in hospitals
and acquire resistance mechanisms. A stady was conducted as two hospital in chlef
(Meraouni Abed chettia and Brothers Khalif Chorfa) to identify antibiotic resistance
of Acinetobacter baumannii. Of a total of 39 Gram negative bacillus isolates from 60
samples, only Acinetobacter baumannii was identified with an isolation rate of 1.67%.
The study of antibiotic resistance of this strain against six molecule of antibiotic
including 5 B-lactams and one aminoglycoside molecule, revealed that the strain has a
wild type. These results determine the right situation of hospitals of Chlef because the
emergence of resistant Acinetobacter baumannii represents a serious therapeutic and
epidemiological problem that requires the development of surveillance of

antimicrobial resistance in hospitals and the strict enforcement measures hygiene.

Keywords: Gram negative bacillus , Acinetobacter baumannii, antibiotic resistance, 3-
lactams.



D

Table de matiére

[ c—

Liste des figures
Liste des tableaux
Liste des abreviations
Introduction
Synthese Bibliographique
1. Etude de I’espéce Acinetobacter baumannii.....................oo, 02
L1 HIStOMQUE. ..ttt ettt ettt veeae e esseessesseesseennessnesseesneseens 02

I O F: Ty b o714 o) PP 03
1.3. Caractéristiques bactériologiqUeS. ...........oiiriiiii e, 03
1.3.1. Caractéristiques morphologiques.............ooveiriii i, 03
1.3.2. Caractéristiques CUItUTAUX ...........oiiiriiiit e 04
1.3.3. Caractéristiques bioChimiQUES. ..........ooiririii e, 04
LA HADIAL. ..o e 04
1.5, POUVOIT PAtNOGENE. ... .ottt e 05
1.6. Facteur de VITUIBNCE. .. ... e 05
1.7. Mode de TranSmiSSION. ... ..uinee ettt e e eneas 06
2. LeS antibDiOtiqUES. .. ..ttt 06
2.1 DATINITION. ... 06
2.2. MEcaniSmeESs A’ aCtION. ...ttt ettt et et 07
2.3. Classification des antiDIotiQUES. .........c.oviriiiii e, 08
2.3.0. B-laCtamINES. . ..ot 08
2.3. L. L DATINITION. ...t e e 08
2.3.1.2. ClaSSITICALION. .. ...ttt e 09
2.3.1.3. Mode d’action des B-lactamines............c.vviueeiiiiiiiiiiiii i nie e, 12
2.3.2. LS amiINOSIACS. ... .veittiiti et e 12
2,321 DAINItION. ..ot e 12
2.3.2.2. Classification des aminOSIAES. .......ueeuuiiinteett it eie i eieeieereeeae e 13
2.3.2.3. Mode d’action des aminoSIdes..........ovuierniieiiieite it aeeeaann 13
2.3.3. LeS qUINOIONES. ...ttt e 14
2.3 3. 1 DAINItION. ..ttt 14

2.3.3.2. Classification des qUINOIONES. ........ovuuiirieitt et eaeenaans 14



2.3.3.3. Mécanisme d’action des quINOIONES. .........ooueiiiiiiiiiii i 15

3. La résistance aux antibiotiqUes. ... ... 15
3.1. Definition de 18 r€SiStance. . ........ovvueniniieiii e 15
3.2. Larésistance naturelle. ... ... e 16
3.3, RESISTANCE ACOUISE. ...t tnttetent et ettt et et e et e et et et e e et e e ee e e eanns 16
3.3.1. Résistance par mutation chromosomique spontanée ................cceevvevinennnn.. 16
3.3.2. Résistance extra-chromosomique. ............c.oiieiriniiiitiiii e, 16
3.4. Mécanismes de résistance d’A. baumannii.................cooiiiiiiiiiiiiiii i 17
3.4.1. Résistance aux PB-1aCtamings...........cooeiiiiiiiii e 17
3.4.1.1. Résistance Naturelle. .. .. ... 17
3.4.1.2. RESIStANCE ACGUISE. .. .uvtetentttt et et ett et et et ete et et enteaneeeeaneeneannenans 18
3.4.2. RESIStanCce aux aminoSides ...........oouiriniiriit it 20
3.4.3. Résistance aux fluoroquinolones .............ooeieiiiiiiiiiiiiiiiiea 20

Matériel et Méthodes

I Y = =] 1 SO 21
1.1. Materiel DIolOgiQUE. ... ..ot s 21
1.2. MIlEUX 08 CUITUIE. ...t e 21
1.2.1. Milieux de culture lQUIDES. ........oeirii e 21
1.2.2. Milieux de culture SOHAES ........ooouinie i e, 21
1.3, Tests DIOChIMIQUES. ... .ot e 21
1.4. Antibiotiques (BN AISQUE). ... .uiee ettt e, 21
2. MEENOAES. .. ... 21
2.0 LU AP EIUAC. ..ot 21
2.2. TYPE de PrEIRVEMENT. ... ..o, 22
2.3. 1501ement et PUFIFICALION «....ooeeeeee e, 22
2.4 1AENtFICALION ...\, 22
2.4, 0. e 1St TSI e, 22
2.4.2. Galeries d’identification..............oiiiiiiiii i e i e 23
2.5. Conservation des SOUCNES. ... .....uieii e 24

24

2.6. ANTIDIOgIaMME. ..ot e



Résultats et discussion
L RESUITALS. ..o
O R 0 0 [ 4 1)L P
1.2, IdentifiCation. ... ...u i e e e
1.2.1. Répartition des souches au niveau de chaque hopital...........................oa
1.3. Résistance aux antibiotiqUeES. . ... .outententeittetete ettt ett et et eiteateeeeenaaaes
1.3.1. Résultat de ’antibiogramme. ...........oouivnuiintitiii it eeenans
2. DISCUSSION. . .. et e e e
Conclusion
Références bibliographie

Annexes



Figure 1.
Figure 2.
Figure 3.
Figure 4.
Figure 5.
Figure 6.
Figure 7.
Figure 8.
Figure 9.

Figure 10.
Figure 11.
Figure 12.
Figure 13.
Figure 14.

Figure 15

Figure 16.
Figure 17.
Figure 18.

[

Liste des Figures

[ c—

Différents modes d’action des antibiotiques.............c.covvveeiennennnne 08
Anneau B-1actame. ... ..ot 09
Structure générale d’une pénicilline..................cooiiiiiiiiiin 09
Structure générale d’une céphalosporine...............ccoovvviiiiinnnn... 10
Structure générale des monobactames.............cc.covviiiiiiiiininn... 11
Mécanisme d’action des B —Lactamines......................coeoeinnn.n. 12
Structure générale d’un aminoside..............ccooiiiiiiiiiiiiiii 13
Structure générale des quINOIONES. ..o, 14
Site de modification d’aminoside par les enzymes......................... 20
Manic¢re de disposition des disques d’antibiotiques...................... 26
Répartition des souches au niveau de chaque hépital.................... 28
Taux de différentes espéces sur I’ensemble de BGN..................... 29
Répartition des BGNNF et les entérobactéries dans les deux hépitaux 29
Répartition des bacilles Gram négatif non fermentants................ 30
.La dominance des BGN dans chaque hoépital............................. 31
Résultat d’identification par la galerie API 20E........................... 31
Résultat de 1’identification par TSI...........ccooiiiiiiiiii 31

Résultat de test de I’antibiogramme...................cooviiiiiiiiniinnn.. 33



[0
Liste des tableaux

[ c—

Tableau 1. Les caractéres biochimiques d’Acinetobacter.SppP...ccceeeeeceeceneenn.. 04
Tableau 2. Antibiotiques bactéricides et antibiotiques bactériostatiques........ 07
Tableau 3. Répartition des prélevements dans chaque Services......ccceeeeen.... 27

Tableau 4. L’interprétation des diameétres des zones d’inhibition................ 32



O

Liste des abréviations

[ c—

A. Baumannii : Acinetobacter baumannii

ADC : Acinetobacter-Derived-Céphalosporinase
AmpC : Céphalosporinase

BGN : Bacille a Gram négatif

Bla: B-lactamase

BLSE : B-Lactamase a Spectre Etendu

BMR : Bactérie multirésistante

CARB: carbapénémase

Case : céphalosporinase

CMI : Concentration minimale inhibitrice

C1G : Céphalosporines de premiere génération
C2G : Céphalosporines de deuxiéme génération
C3G : Céphalosporines de troisieme génération
C4G : Céphalosporines de quatrieme génération
D-ala : D-alanine

EDTA : Ethylenediamintetraacetic acid

gyrA: Gene encoding the enzyme; DNA gyrase
GES : Guyana Extended-Spectrum (-lactamase
IBC: Integron Borne Cephalosporinase

IMP: Imipénéme

LPS : lipopolysaccharide

OXA : Oxacillinase

ParC : Gene encoding the enzyme; topoisomerase 1V
PASE: pénicillinase

PLP : protéines liant les pénicillines

SHV : SulfHydryl Variable

Spp : espéce

TEM : TEMoneira-nom de patient

VIM : Verona imipéménase






Introduction

Les antibiotiques représentent 1’un des groupe de médicament les plus
employés en médecine, ayant une activité antibactérienne. Cependant des le
début de I’ére de I’antibiothérapie, les bactéries ont montrées qu’elles
pouvaient devenir résistantes aux antibiotiqgues (Gaillaird, 1991).
L’antibiorésistance des bactéries devient aujourd’hui un probléme majeur de
santé publique, particulierement en milieu hospitalier (Soussy, 2007). La
complexité de 1’environnement hospitalier fournit une quantité innombrable
d’opportunités favorisant la rencontre entre le patient et le microorganisme,
particulierement des bactéries pathogeénes résistantes aux antibiotiques qui
peuvent, dans certains cas, se répandre ensuite a I'extérieur de I'hopital
(Schaechter et al., 1999). La propagation des bactéries multiresistantes (BMR)
et 1’absence de nouveaux antibiotiques font poser un risque d’impasse
thérapeutique de plus en plus fréquent (Brun-buisson et al., 2010). Ce
phénomene survient dans tous les pays du monde, avec des disparités selon les
régions (Institut national de la santé et de la recherche médical, 2015).

En Algérie, la caractérisation de I’antibioresistance a été tres peu
décrite. Bien qu’il ne soit pas possible d’évaluer la véritable ampleur du
probléme, compte tenu du manque de données, celles dont on dispose sont
inquiétantes et la situation apparait préoccupante. La surconsommation
d’antibiotiques, a des doses relativement élevees et le non respect de la durée
de traitement prescrit sont a ’origine du développement de la résistance aux
antibiotiques. Cette derniere est également causée par le sous dosage, or les
antibiotiques destinés aux pays en voie de développement possédent, le plus
souvent, un pourcentage de principe actif peu élevé. Le danger se trouve méme
dans notre alimentation induit par la consommation des antibiotiques destinés
aux animaux et par conséquent si on mange cette viande hyperantibiotisée,
nous ingérons une autre dose d’antibiotiques dans notre organisme (Khiati,
2011).

Acinetobacter baumannii représente, par excellence, un modele
d’adaptation particulier et extréme d’antibiorésistance. C’est-a-dire, elle passe
d’un statut de bactérie peu pathogene et sensible a la plupart des antibiotiques a
une bactérie multirésistante responsable d’un nombre croissant d’infection
nosocomiale. Cette évolution est a cause de I’émergence de nouveau

mécanismes de résistance (poire, 2006).



Introduction

C’est dans ce contexte que ce travail de master s’inscrit avec comme
objectif principal d’étudier la résistance aux antibiotiques d’isolats cliniques

d’A.baumannii, selon les étapes suivantes :

o L’isolement et identification des souches d’A.baumannii a partir de
divers prélévements de patients et de I’environnement hospitalier au
niveau de deux hopitaux de Chlef (Marouane abed a Chettia et Freres
khalif a Chorfa);

o L’étude de la résistance de ces souches d’A.baumannii vis-a-vis de six
antibiotiques ;

« La détection des phénotypes de résistance.
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1. Etude de I’espéce Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii est un agent pathogéne opportuniste fréquemment
résistant a de nombreux antibiotiques et il est de plus en plus impliqué dans des

infections nosocomiales (Janlou Chaput, 2012).

1.1. Historique

L'histoire du genre Acinetobacter débute au début du XXéme, en 1911, avec la
description par un microbiologiste néerlandais Martinus Wiliem Beigerinck d'un
microorganisme dénommé Micrococcus calcoaceticus isolé a partir de prélevement de
sol. (Camp et al.,, 2010; Howard et al., 2012). En 1948, Schaub et Hauber
redécouvrent cette bactérie a partir d’échantillons du systéme urinaire humain (Schaub

et Hauber, 1948).

La position taxonomique de cette bactérie étant peu évidente, ils proposent de la
nommer Bacterium qui est le nom donné aux bactéries dont le genre est inconnu. Cette
bactérie se différenciant par son incapacité a réduire le nitrate, le nom d’anitratum lui
fut donc ajouté. Ce nom provisoire de Bacterium anitratum sera ensuite changé en
Moraxella lwoffivar.glucidolytica puis en Moraxella glucidolytica (Villecourt et
Jacobelli, 1954). Cette espece a été transférée en 1953 dans le genre Achromobacter
avec la nomenclature d’Achromobacter anitratum. C'est en 1954 que Brisou et Prévost
proposent la désignation du genre Acinetobacter (du grec akinetos « incapable de
bouger »). En 1968, Baumann et ses collaborateurs regroupent I’ensemble des souches
de Moraxella oxydase négatives sous I’appellation générique Acinetobacter

(Baumann et al., 1968).

En 1986, grace aux techniques d'hybridation ADN/ADN de Bouvet et Grimont
qui sont parvenus a distinguer 12 espéces génomiques (Camp et al., 2010 ; Howard
etal., 2012).
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1.2. Classification

Bergey’s manual de bactériologie systématique a classé le genre Acinetobacter
dans la famille de Neisseriaceae. Apres les développements taxonomiques ce genre est
classé dans la nouvelle famille Moraxellaceae (Islam, 2009). Le genre Acinetobacter
se compose de plusieurs especes chez I’homme tel que A. baumannii, A. calcoaceticus,
A.haemolyticus... et dans ’environnement comme A. ursingii, A. baylyi, A. bouvetii, A.
gerneri, (Dortet, 2006 ;Fomba, 2006).

Actuellement, A. baumannii est classé dans :

e Régne de bacteria ;

e Embranchement des Procaryotes ;
e Division des Proteobacteria ;

e Classe des Gamma-proteobacteria ;
e Ordre des Pseudomonadales ;

e Famille Moraxellaceae ;

e Genre Acinetobacter ;

e Especes Acinetobacter baumannii (Euzéby, 2010).

1.3. Caractéristiques bactériologiques
1.3.1. Caractéristiqgues morphologiques

A. baumannii se présente comme des bacilles a Gram négatif souvent associés
en diplobacilles a extrémité arrondie avec des formes cocoides ou en courtes chaines
(Delmas, 2008;Guillou et al., 2012 ) et sous formes filamenteuses dans les cultures
agées. Leur diametre varie de 0.9 a 1.6 nm et leur longueur est de 1.5 a 2.5
um (Bendadi, 2012). lls sont non sporulés, trapus, parfois capsulés, immobiles, non
pigmentees, ils peuvent se deplacer grace a des fimbriaes polaires (Delmas, 2008 ;
Giamarellou et al., 2008). Certains Acinetobacter spp. résistent parfois a la
décoloration par I'alcool - acétone lors de la coloration de Gram et apparaissaient au

microscope comme des bacilles a Gram positif (Avril et al., 2000).
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1.3.2. Caractéristiques culturaux

Acinetobacter spp. cultive rapidement entre 30 et 32 °C sur les milieux usuels
(gélose trypto-caséine soja, Muller Hilton, gélose de sang) et sur les milieux dédiés
aux bacilles a Gram négatif (la gélose Mac Conkey, la gélose de Drigalski). A.
baumannii se caractérise par sa température de croissance entre 15°C et 44°C, critére
essentiel dans le diagnostic différentiel avec les autres especes (Fomba, 2006 ;
Lambert, 2007). Il prend pendant la croissance une forme de tige et les colonies
apparaissent lisses, opaques, convexes, a bords réguliers et de couleur jaune péle a
grisatre (Giamarellou et al., 2008 ; Peleg et al., 2008 ), leur diametre est de 0,5 & 2
mm apres 24 heures d'incubation et de 2 a 4 mm de diamétre aprés 48 heures

d'incubation sur gélose ordinaire (Fomba, 2006 ; Euzéby, 2010 ).
1.3.3. Caractéristiques biochimiques

Ce sont des aérobies stricts, non fermentant, catalase positif, oxydase négatif,
lactose négatif, phototrophes, incapable de réduire le nitrate en nitrites et ne fermente
pas le glucose (Tableaul) (Avril et al., 2000 ; Van et al., 2004 ; Lambert, 2007 ).
Une réponse variable est obtenue pour I'hydrolyse de la gélatine. Quelques souches
produisent une uréase ou une phénylalanine désaminase d'activité faible (Gillespie et
Hawkey, 2006). A.baumannii capable d’utiliser une grande variété de substrats
comme source d’énergie (Zahoun et al., 2010). Leur contenu ADN en G+C est
compris entre 39 et 47% (Peleg et al., 2008).

Tableaul. Les caracteres biochimiques d’Acinetobacter spp. (Pilet et al., 1983 ;
Avril et al., 2000 )

Tests ADH | ONPG | CC | CS | GEL | H2S | IND | MAL | PDA | LDC | ODC | URE VP ESC
Résultats | - - + + - - + +/- +/- - B ¥
1.4. Habitat

L’habitat primaire est inconnu a ce jour, mais la plupart des especes
d’Acinetobacter sont des bactéries ubiquistes (eau, sol, végétaux) (Naas et al.,

2008 ; Peleg et al.,2008). Ils sont aussi des commensaux chez I'hnomme ou on estime
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que jusqu’a 25% des populations sont porteur d’Acinetobacter spp (Siegrist, 2000 ;
Fournier et al., 2006). Il est fréquemment isolé au niveau de la flores intestinale, ORL
et de la flore cutanée (Naas et al., 2008). Cette bactérie adhére facilement non
seulement a des surfaces biologiques mais aussi abiotiques (Gordon et Wareham,
2010). Elle est fréquemment retrouvée en milieu hospitalier dans I’environnement
clinique du malade (cathéters, appareils de ventilation, lit, matelas, tables...) (Joly-
Guillou et Bergogne-Bérézin, 2006), dans des milieux aqueux et humides (lavabo,
savons, eau distillée...) et elle est capable de proliférer dans des flacons de
désinfectants (Jans et al., 2004). Elle résiste & la dessiccation pendant plusieurs

semaines et sur les mains plus de 60 minutes (Pittet et al ., 2006 ; Marrakchi, 2008 ).

1.5. Pouvoir pathogéne

Depuis quelques années, ce germe est considéré comme un pathogéne
opportuniste responsable d'infections nosocomiales notamment chez des patients
fragilisés comme les immunodéprimés , les grands br(lés et les sujets agés (Ramoul et
al., 2013). Les individus en bonne santé ne sont généralement pas infectés (Laure et
al., 2004 ; Vaut et al., 2011). La résistance aux antibiotiques et a la dessiccation
favorisent la dissémination d'A.baumannii en milieu hospitalier essentiellement dans
les unités de soins intensifs et de chirurgie (Giamarellou et al., 2008 ;

Karageorgopoulos et Falagas, 2008).

Les infections les plus fréquentes sont la pneumopathie acquise sous
ventilation, les bactériémies, notamment liées aux cathéters vasculaires avec le risque
de septicémie, les infections urinaires chez des patients sondés et les méningites
(Laure et al., 2004 ; Naas et al., 2008). Les infections a A. baumannii entrainent une
augmentation de la durée de séjour en réanimation et parfois une mortalité (Wendt et
al., 1997 ; Falagas et Rafailidis , 2007).

1.6. Facteur de virulence

Certaines caractéristiques peuvent accroitre la virulence des souches impliquees

dans les infections, ces caractéristiques comprennent :
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e Le slime, composé de polysaccharides de surface, est produit au cours de la
phase de croissance exponentielle. Il inhibe la migration des neutrophiles et
possede un pouvoir toxique pour les cellules ;

e Le lipopolysaccharide (LPS) impliqué dans le choc septique endotoxiniques ;

e La capsule polysaccharidigue responsable de la résistance a la phagocytose ;

e La production d'enzymes qui peuvent endommager les lipides tissulaires ;

e La capacité de former des biofilms (sur des surfaces biotiques et abiotiques) lui
permet de croitre dans des conditions d'environnement défavorables ;

e Les fimbriaes responsables de 1’adhérence a 1’épithélium bronchique et
gastrique ;

e Les protéines de membrane externe a I’origine de réponse inflammatoire (Joly-

Guillou et Bergogne-Bérézin, 2006 ; Gaddy et Actis, 2009).

1.7.  Mode de Transmission

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 I’émission de gouttelettes en cas de colonisation des voies respiratoires

(Chraiti et al ., 2011).

2. Les antibiotiques
2.1. Définition

Un antibiotique, du grec anti, contre et bios, la vie, est une substance chimique
naturelle produite par des micro-organismes (bactéries ou champignons
microscopiques) ou synthétique qui a la propriété d’enrayer la multiplication des
bactéries (effet bactériostatique) ou de les détruire (effet bactéricide) (Breuil, 2007 ;
Kohanski et al., 2010) (tableau 2). De plus, il existe des antibiotiques semi-
synthétiques, qui sont en fait des antibiotiques naturels modifiés par ’addition de

groupements chimiques (Prescott et al., 2010). Ces antibiotiques ont une toxicité
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sélective pour les cellules procaryotes sans exercer un effet toxique pour

cellules eucaryotes (Avril et al., 2002) .

les

Tableau 2. Antibiotiques bactéricides et antibiotiques bactériostatiques (Joffin et
Leyral, 2001)

Bactéricides Bactériostatiques
B-Lactamines (sur bactéries en croissance) | Phénicolés
Vancomycine Tétracyclines

Polypeptides Macrolides et lincosamides

Aminosides Acides fusidique

Streptogramines Sulfamides

Quinolones Rifampicine (plus ou moins bactericide)
Nitro- imidazoles Synergistines

Polymyscines Fosfomycine

2.2. Mécanismes d’action

Les mécanismes d’action des agents antimicrobiens se divisent en fonction de la

cible de I’antibiotique. Ils agissent notamment en inhibant la synthése de la paroi

cellulaire (peptidoglycane ou membrane externe), des acides nucléiques, des protéines,

le fonctionnement de la membrane cytoplasmique ou sur I’inhibition de voies
métaboliques (Fomba, 2006 ; Prescott et al., 2010) (Figure 1).
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Figure 1. Différents modes d’action des antibiotiques (Lavigne, 2007)
2.3. Classification des antibiotiques

Les antibiotiques sont classés en fonction de leurs origines, leurs structures et
leurs mécanismes d’action (Fomba, 2006). Il existe sept classes majeures
d’antibiotiques utilisés en milieu clinique : les B-lactamines, les glycolipides, les
aminoglycosides, les tétracyclines, les macrolides, les quinolones et les sulfamides

(Nukaga et al., 2003).
2.3.1. p-lactamines
2.3.1.1. Définition

Les pB-lactamines constituent la famille d'antibiotiques la plus utilisée en
antibioprophylaxie et en antibiothérapie. Cette large d’utilisation est due a leur spectre
d'action, leur faible toxicité, la grande variété de leurs modes d’administration, une
bonne diffusion tissulaire et a leur efficacité thérapeutique. Les antibiotiques de cette
famille sont bactéricides et se caractérisent par la présence constante du cycle B-
lactame (noyau azétidinone) associé a des cycles et des chaines latérales variables
(Figure 2) (Cavallo et al., 2004 ; Kong, 2010).
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Figure 2. Anneau pB-lactame (Cavallo et al., 2004)
2.3.1.2. Classification

La base commune a toutes les B-lactamine est le noyau B-lactame. Ce noyau est
associé a un hétérocycle permettant de différencier quatre sous-familles qui ont été
développées par adjonction de chaines latérales : les pénicillines (pénames), les

céphalosporines (céphémes), les monobactames et les carbapénémes (Bryskier, 1999).
A. Les pénicillines (les pénames)

Les pénicillines représentent les antibiotiques les plus actifs, les moins toxiques et
les plus utilisés en clinique. Elles possedent un cycle thiazolidine (a 5 c6tés) accolé au
noyau B-lactame (Figure 3). Elles différent par la nature de leur chaine latérale
(Ruppe, 2010). Selon leur structure chimique, ce groupe est constitué d'un nombre
important de molécules, dont les principales sont: pénicilline G, pénicilline M,

pénicillines A, carboxypénicilline et uréidopénicillines (Anglaret et Mortier, 2002).

H
CeHs A NI
@]
Mo yau
G-lactame
Moyau
thiazolidine

Figure 3. Structure générale d’une penicilline (Charlier et al., 1998)
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B. Les céphalosporines (les céphemes)

Les céphalosporines distinguent chimiquement des pénicillines par le
remplacement du cycle thiazolidine par un cycle dihydrothiazine «noyau céphéme ».
Elles se caractérisent par rapport aux penicillines par une meilleure stabilité vis-a-vis
des p-lactamase (Figure 4) (Anglaret et Mortier, 2002).

H2 H H
I N+
O/

Figure 4. Structure générale d’une céphalosporine (Anglaret et Mortier, 2002)

On distingue quatre géenérations de céphalosporines. Elles sont classées en fonction
de leur date d’apparition, qui correspond a chaque fois a 1’acquisition de nouvelles

propriétés.

e Céphalosporines de premiere génération(C1G): Céfaclor ,Céfadroxil,
Céfalexine ;

e Céphalosporines de deuxieme géneration (C2G) : céfuroxime, cefoxitine ;

e Céphalosporines de troisieme génération (C3G): le cefotaxime, la
ceftazidime, le ceftriaxone, le céfopérazone ;

e Céphalosporines de quatriéme génération (C4G) : le céfépime, le cefpirome
(Toure, 2004).

e Céphalosporines de cinquiéme génération (C5G) : Ceftobiprole, Ceftaroline
(Kosinski et Joseph, 2007 ; Widmer, 2008 ; Kollef, 2009).

C. Les carbapénemes

Les carbapenémes se distinguent des pénicillines par la présence d'un atome de
carbone au lieu d'un souffre en position 1 et d'une liaison insaturée en C2-C3, ils ont
aussi un tres large spectre antibactérien et une grande stabilité vis-a-vis de la plupart

des pB-lactamases (Wolff et al., 2009). Quatre molécules sont actuellement
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commercialisées : I'imipéneme, méropéneme, l'ertapéneme et le doripénéme (Grau et
al.,, 2011).

D. Les monobactames

Les monobactames sont des -lactamines monocycliques inactifs sur les bactéries a
Gram positif et les anaérobies, en revanche, ils sont trés actifs sur les bacilles a Gram
négatif aérobies (y compris Pseudomonas et Acinetobacter). lls sont caractérises par
une forte stabilité en présence de B-lactamases. Cette stabilité est due au groupement
SO3H encombrant protecteur du cycle p-lactame (Figure 5). De plus, les
monobactames constituent les seules f-lactamines non hydrolysées par les métallo-f-

lactamases ( Anglaret et Mortier, 2002 ; Cavallo et al., 2004).

T
0

Figure 5. Structure générale des monobactames (Cavallo et al., 2004)
E. Les inhibiteurs de p-lactamases

Les inhibiteurs de B-lactamases appartiennent chimiquement aux f-lactamine, mais
elles ont une activité antibactérienne faible. Elles sont employées en association avec
une autre P-lactamine en permettant 1’augmentation de leur activité en présence de
souches bactériennes productrices de p-lactamase. Actuellement, sont disponibles les

associations suivantes:

e Amoxicilline-acide clavulanique (Augmentin) ;

o Pipéracilline-tazobactam (Tazocillin) ;

e Ticarcilline-acide clavulanique (Claventin) (Anglaret et Mortier, 2002 ;
Cavallo et al., 2004 ; Allain, 2008).
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2.3.1.3. Mode d’action des p-lactamines

Les B-lactamine se fixent sur des protéines de la membrane cytoplasmique : les
protéines liant les penicillines (PLP) qui sont les enzymes impliquées dans la synthese
du peptidoglycane.

Les P-lactamines présentent une analogie structurale avec un constituant de
peptidoglycane en formation, le dipeptide D-alanine-D-alanine qui est le substrat
naturel de PLP. Ces antibiotiques agissent en «substrat suicide » et bloquent la
fonction de ces enzymes, inhibant ainsi la formation du peptidoglycane et enfin la lyse
bactérienne (Gaudy et Buxeraud, 2005) (Figure 6).

| porine
. 1 .: mb externe
SLGaaiaiiit peptidoglycane
/'___,\ espace periplasmique
Y
LPs mb plasmique
cytoplasme

{1 p-lactamine = analogue structural

@@ du dipeptide D-Ala-D-Ala

PLPs = proteines liant les pénicillines

Figure 6. Mécanisme d’action des B-lactamines (Verdet, 2007)
2.3.2. Les aminosides

2.3.2.1. Définition

Les aminosides (ou aminoglycosides) sont 1’'une des classes majeures

d’antibiotiques, se sont des molécules bactéricides produites principalement par
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Streptomyces ou Micromonospora qui sont des bactéries de la famille d’actinomycete.
Ils possédent un spectre d’activité antibactérienne large (Hermann, 2007 ; Dorosz et
al., 2011 ;Thériaque, 2012). Les aminosides sont hétérosides polaires et
polycationiques. Leur structure comporte plusieurs cycles glycosidiques liés a un

aminocyclitol (Figure 7) (Bismuth, 2006).

HoN NH
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Figure 7. Structure générale d’un aminoside (Bismuth, 2006)

2.3.2.2. Classification des aminosides
Il existe plusieurs centaines de molécules naturelles et hémi-synthétiques.
Elles sont classées en fonction de la structure chimique (Yala et al., 2001). lls sont

diviseés en trois classes :

e Les deoxystreptamines bisubstituées 4-5 qui comprennent: Néomycine B
ou C, Paromomycine, Lividomycine A ou B, Ribostamycine, Framycétine ;

e Les déoxystreptamines bisubstituées 4-6 qui comprennent: Kanamycine A, B, C
et Dérivés, Amikacine, Tobramycine, Dibékacine, Gentamicine,
Sisomycine, Nétilmicine ;

e Les autres : Streptomycine, Streptidine, Spectinomycine (Poole, 2005).

2.3.2.3. Mode d’action des aminosides

Les aminosides perturbent la synthése des protéines au niveau de la fraction 30S du
ribosome entrainant la destruction bactérienne. Aprés avoir pénétré de facon passive
dans la bactérie, ils se fixent sur les ribosomes et perturbent a leur niveau, la
traduction des ARNm par une altération conformationelle. Il s’ensuit des erreurs de
réception des messages et I’incorporation d’aminoacides différents avec formation de
protéines défectueuses d’ou I’effet bactériostatique (Poisson, 1992 ; Yala et al.,
2001).
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2.3.3. Les quinolones

2.3.3.1. Définition

Les quinolones sont des molécules obtenues par synthése chimique, qui dérivent
d’acides carboxyliques hétérocycliques diversement substitués. Toutes les quinolones
actuelles présentent une structure bicyclique, avec un azote en position 1, un
carboxylate en position 3 et un carbonyle en position 4. Les fluoroquinolones, ainsi
appelées car contenant un atome de fluor en position 6, dérivent de la quinoléine
(Thomas, 2006) (Figure 8).

$ R
N R
HO ‘
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O O R

Figure 8. Structure générale de quinolones (Faure, 2008)
Les quinolones possedent une activité plus étendue et sont indiqués dans le
traitement des infections systémiques et tissulaires a bacilles a Gram négatif et a

cocci a Gram positif (Nordmann, 2006).

2.3.3.2. Classification des quinolones

Elles sont composeées de quatre générations :

e Les quinolones de premiere génération (I’acide nalidixique et [’acide
pipémidique) ;

e Les quinolones de deuxiéme génération (La ciprofloxacine, la norfloxacine, la
péfloxacine, I’ofloxacine, 1évofloxacine) ;

e Les quinolones de troisieme génération (trovafloxacine, gémifloxacine,
moxifloxacine) ;

e Les quinolones de quatrieme génération (garénoxacine) (Lafaurie, 2008).
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2.3.3.3. Mécanisme d’action des quinolones

Les quinolones sont spécifiques a I’ADN bactérien et exercent une activité
bactéricide pendant la phase de multiplication et de repos des bactéries (Larouche,
2001). Apres avoir pénétré a I’intérieure des cellules bactériennes par des protéines de
perméabilité spécifique, ces molécules hydrophiles inhibent les topoisomérases de type
Il (ADN gyrase) et IV empéchant leur action dans le déroulement harmonieux de
I’ADN qui est nécessaire a sa réplication (Nordmann, 2006). Ces molécules
interagissent avec ce complexe ADN-ADN gyrase en formant un complexe ternaire
ADN-ADN gyrase-quinolone. Elles bloquent le changement conformationel de
I’enzyme. Ainsi, I’ADN serait stabiliser au moment de la coupure et ne pourrait étre
religaturé (Mérens, 2010).

3. La résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques constitue aujourd’hui une menace pour la santé
publique. Chaque jour, de nouveaux mécanismes de résistance se propagent a 1’échelle
mondiale, ce qui augmente la difficulté de traiter les maladies infectieuses les plus
courantes (OMS, 2015).

3.1. Définition de la résistance

Un microorganisme considére «résistant» lorsque sa concentration minimale
inhibitrice (CMI) est plus élevé que celui qui inhibe le développement des autres
souches de la méme espéce (Avorne et al., 2001). Les bactéries sont dites
multirésistantes lorsqu’a la suite d’une accumulation de résistances naturelles et
acquises, elles ne sont sensibles qu’a un petit nombre d’antibiotiques. Elles sont alors
résistantes a plusieurs antibiotiques ou classe pharmacologique d’antibiotique (Jones,
2001). Alors que la panrésistance est la résistance a la totalité des antibiotiques

disponibles.
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3.2. La résistance naturelle

La résistance naturelle est celle que développe un agent infectieux contre un
antibiotique donné sans jamais avoir été en contact avec celui-ci. Il s’agit alors d’un
marqueur d’identification de la bactérie. Cette resistance est permanente et résulte de
la présence d’un ou plusieurs génes chromosomiques, c’est un caractére présent chez

toutes les souches appartenant a la méme espece (Carle, 2009).
3.3. Résistance acquise

La résistance acquise est la résistance développée par un agent infectieux
contre un médicament auquel il était auparavant sensible ce qui implique des
changements génétiques. Elle ne touche que certaines souches au sein d'une espéce et
constitue un marqueur épidémiologique. Cette résistance est souvent instable et résulte
soit de mutations chromosomiques, soit 1’acquisition de génes par un autre micro-

organisme (Résistance extra-chromosomique) (Sylvie-Carle, 2009).
3.3.1. Résistance par mutation chromosomique spontanée (évolution verticale)

La mutation chromosomique spontanée constitue un mécanisme de résistance
aux antibiotiques chez environ 10 a 20 % des bactéries. Les génes de résistance se
situent alors dans le chromosome de la bactérie. Cette mutation n’affecte qu’un
caractére, et la résistance ne concernent qu’un antibiotique ou une famille
d’antibiotiques ayant le méme mécanisme d’action (Yamashita et al., 2000 ; Mandell
et al., 2009).

3.3.2. Résistance extra-chromosomique (évolution horizontale)

La résistance bactérienne par acquisition d’information génétique est la plus
répandues et s’observe aussi bien chez les bactéries a Gram positives qu’a Gram
négatives. L’acquisition de nouveau matériel génétique peut se faire par échange direct
de matériel chromosomique, soit par échange d’¢léments mobiles comme les

plasmides, les élements transposable ou les intégrons. Cette résistance peut concerner
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plusieurs antibiotiques, voire plusieurs familles d’antibiotiques (The centre for

disease control and prevention, 2011).
3.4. Mécanismes de résistance d’A. baumannii

A. baumannii est considéré aujourd’hui comme 1’un des bacilles a Gram négatif les
plus résistants a 1’ensemble des antibiotiques (Delmas, 2008). Cette résistance est

d’origine génétique, elle peut étre soit naturelle, soit acquise (Carle, 2009).
3.4.1. Résistance aux p-lactamines
3.4.1.1. Resistance naturelle

La résistance naturelle d’A.baumannii a certaines f-lactamines resulte de la
réduction de la taille des protéines de membrane externe, une production limitée de
porines et une imperméabilité naturelle, en particulier aux carbapénemes (Perez,
2007). Cette imperméabilité est associée a une pompe a efflux naturellement active
vis-a-vis d’un large spectre d’antibiotiques (Poirel et al., 2006 ; Damier-Piolle et al.,
2008). Ainsi, cette espece posséde une p-lactamase chromosomique de type
céphalosporine (AmpC). Plusieurs types de céphalosporinase ont été caractérisés chez
A.baumannii appelées ADC (Acinetobacter-Derived-Céphalosporinase) qui hydrolyse
aminopénicillines et céphalosporines de premicere et de deuxieme génération mais n’a
pas d’activité pour les pénicillines et la pipéracilline. Ces enzymes de la classe C, ne
sont pas sensibles aux inhibiteurs de P-lactamase comme I’acide clavulanique.
L’expression de I’AmpC chez A.baumannii n’est pas inductible. Il posséde également
une enzyme de classe D ou oxacillinase chromosomique naturelle (OXA-51) utilisée
comme marqueur d’identification de I’espece. 11 existe des variants d’OXA-51 comme
OXA-69 et OXA-66. Ces enzymes ont une action sur quelques -lactamines y compris

I’imipenéme (Héritier et al., 2005 ; Poirel et Nordmann, 2006).
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3.4.1.2. Résistance acquise
Mécanismes enzymatiques
A. Pénicillinases

Différentes pénicillinases plasmidiques ont été caractérisées chez A.baumannii.
Il s’agit principalement de I’enzyme TEM-1, les autres types moins fréquents étant
TEM-2, CARB-5 et SCO-1. Ces enzymes conférent la résistance aux pénicillines a
large spectre (ticarcilline, piperacilline) (Carbonne et al., 2005 ; Poirel et
Nordmann, 2006).

B. Céphalosporinase de classe C

A.baumannii produit naturellement une Céphalosporinase de type AmpC qui est
normalement exprimé a bas niveau, et ne diminue pas I'efficacité des céphalosporines
a large spectre (céphalotine) ou des carbapénemes. L'insertion d’une séquence
specifique ISAbal en amont du gene bla ampC favorise l'expression de cette P-
lactamase de type AmpC en fournissant des séquences promotrices ce qui entraine la
résistance a la ceftazidime et d'autres céphalosporines a large spectre (Hujer et al.,
2006 ; Nordmann et al., 2009).

C. Oxacillinase de classe D

La plupart des p-lactamases de type OXA n'hydrolysent pas de fagon
significative les C3G/C4G mais I’évolution par mutation(s) ponctuelle(s) vers un
élargissement du spectre a dd avoir lieu comme pour les dérivés de TEM/SHV
(Cattoir, 2008). Les p-lactamases de type OXA-51/69 pourrait contribuer a la
résistance aux carbapénémes par l'insertion d'ISAbal dans la région promotrice du
géne bla OXA-51/69 (Poirel et al., 2009). Ces enzymes sont de trois grands types
résistant a 1’acide clavulanique: OXA-23, OXA-24/0XA-40 et OXA-58 qui peuvent
étre codées soit par des genes chromosomiques soit plasmidiques. Elles conférent des
degrés variables d’hydrolyse des carbapénémes dépendant de leur niveau d’expression

(Héritier et al., 2009).
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D. Métallo-p-lactamases de classe B

Les B-lactamases de classe B ont besoin d’un atome de zinc pour détruire les -
lactamines (Clavilier et al., 2001), elles sont inhibées par ’EDTA (Ruppé, 2010).
Trois groupes ont éte identifiés chez A. baumannii (IMP-like, VIM-like et SIM-1)
(Poirel et Nordmann, 2006), cette classe d’enzyme confére une résistance a toutes les

B-lactamines a I’exception des monobactames (Conly et al., 2011 ; Decré, 2012).
E. p-lactamases a spectre élargi

Chez A.baumannii, les BLSE sont soit chromosomiques ou plasmidiques
(Sinha et al., 2007). Les enzymes du type GES, PER, VEB et IBC-2 ont été largement
retrouvées chez A.baumannii. Les enzymes du type VEB hydrolysent de préférence la
ceftazidime et l'aztréonam (Rodriguez-Villalobos et al., 2006). Les génes
correspondant a ces BLSE sont le plus souvent retrouvés dans des structures de type
intégrons comme génes cassettes (VEB-1, IBC-1, GES-1, GES-3) et donc sous la
dépendance de promoteurs situés a ’extrémité 3’ du géne de I’intégrase (Philippon et
al., 2006).

Mécanisme non enzymatique
A. Surexpression du systéme d’efflux

Les bactéries utilisent des pompes a efflux qui contribuent a diminuer la
concentration intracellulaire de composes toxiques (Nishino et al., 2001 ; Piddock,
2006). 1l existe chez A.baumannii un ou deux systémes d’efflux dont certains ont une
incidence sur la pénétration des antibiotiques (Joly Guillon, 2006).

B. Modification des protéines liant la pénicilline

L’efficacité des B-lactamines est liée a leur capacité de se fixer aux PLP. La
modification de la cible des B-lactamines (PLP) par mutation ou [’utilisation de
transpeptidases alternatives pour la synthése du peptidoglycane peuvent générer une
résistance bactérienne (Poirel et Nordmann, 2006). Chez A.baumannii, la perte ou la
diminution d’expression dune PLP appelée PLP2 entrainant la résistance aux

carbapénemes (Poirel et Nordmann, 2008).
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C. Diminution de la perméabilité membranaire

La modification de la perméabilité membranaire par diminution de I'expression
des porines chez A.baumannii est impliquée dans la résistance aux carbapénemes
(Nordmann et Carrer 2010).

3.4.2. Résistance aux aminosides

La résistance d’A.baumannii aux aminosides est essentiellement due a la
production d’enzymes de type acétylases, adénylases et phosphorylases (Figure 9).
Plus récemment, des méthylations de I’ARNTr 16S par des méthylases ont été détectées.
En plus, la résistance aux aminosides est également associee a des mecanismes
d’efflux actifs (Delmas, 2008 ; Decré, 2012).
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Figure 9. Site de modification d’aminoside par les enzymes (Saidani, 2008)
3.4.3. Résistance aux fluoroquinolones

Le principal mécanisme de résistance chez A.baumannii est di a des mutations
au niveau des genes gyrA et parC, génes a l'origine de I’ADN gyrase et du
topoisomérase 1V, ces enzymes permettent le maintien de I’intégrité de I’hélice
pendant le processus de réplication de I’ADN. En plus, cette espéce possede des
systémes d’efflux qui jouent un role important dans la résistance aux fluoroquinolones

(Cattoir, 2012).
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Résultats et discussion

1. Résultat
1.1. Préléevements

60 prélevements ont été effectués pendant la période allant du mois de février
au mai 2016 au niveau de deux hoépitaux de Chlef dont 30 prélevements ont été
réalisés au niveau de 5 services de 1’hopital de Marouane Abed et ainsi au niveau de
I’hopital de Fréres khalif. Ces prélévements sont portés a partir des patients au cours

de leur hospitalisation ainsi qu’a partir de leurs environnements. (tableau3).

Tableau 3. Répartition des prélevements dans chaque service

Hopital Patient Total
Service Plais| Sonde |Cathéter |Environnement*
urinaire
Réanimation 2 1 0 5 8
Chirurgie 1 0 0 4 5
Traumatologie | 0 0 0 5 5
H1 néonatologie | 0O 0 1 5 6
Maternité 0 0 0 6 5
Total 3 1 1 25 30
Réanimation 0 0 0 6 6
Maternité 0 0 0 10 10
Génécologie 2 0 1 3 6
H2 néonatologie | 0 0 0 7 7
Dialyse 0 0 0 1 1
Total 2 0 1 27 30
Total 5 1 2 52 60

* it de bebé, lavabo, poignée de porte, chariot, table, robinet, la blouse de médecin,

coin, télephone.
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H1 : Marouane Abed

H2 : Fréres khalif

1.2. Identification

1.2.1. Répartition des souches au niveau de chaque hdpital

Sur un total de 39 bacilles a Gram négatif (BGN) identifiées durant la période
d’étude, 19 souches (48,71%) ont été isolées a partir de 30 prélevements a Marouane
abed (Chettia) et 20 souches (51,28%) a partir de 30 préléevements a Freres khalif
(Chorfa) (Figure 11).

® Marouani abed
B Fréres khelif

Figure 11. Répartition des souches au niveau de chaque hépital

Parmi ces bacilles a Gram negatif (BGN), Pseudomonas aeruginosa est
I’espece la plus fréquemment isolée avec un taux de 61,5% (24/39) suivi par les
entérobactéries et Acinetobacter baumannii dont le taux de chacune est de 33,3%
(13/39) et 2,5% (1/39) respectivement (Figure 12).
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3%

m Pseudomonas aeruginosa
m les entérobactéries
m Acinetobacter baumannii

Figurel2. Taux de différentes espéces sur ’ensemble de BGN

La répartition de ces especes dans chaque hopital est de 33,3% (13 souches)
appartenant au groupe de non fermentant (BGNnF) dans 1’hopital de Marouane abed et
30,76% (12 souches) au niveau de I’hopital de Freres khalif, tandisque le taux
d’isolement des souches appartenant a la famille des entérobactéries est 12,8% (5
souches) dans 1’hopital de Marouane abed et 20,5% (8 souches) au niveau de 1’hopital

de Freres khalif (figure 13).

35% -

30% -

25% A

20% - ® BGNnF
15% - ® Les entérobactéries
10% A

5% -

0% r
marouane abed Freres khalif

Figure 13. Répartition des BGNNF et les entérobactéries dans les deux hépitaux
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Sur un total de 25 souches de BGNnF ont été identifiées, Pseudomonas
aeruginosa représente l'espéce majoritairement isolées avec 24 souches dont 12
souches (48%) isolées a partir de I’hopital de Marouane Abed et ainsi 12 souches
(48%) isolées au niveau de I’hopital de Frére khalife, alors que, Acinetobacter
baumannii occupe la derniére place avec seulement 4% de taux d’isolement qui
correspond a une seule souche identifiée. Cette souche est isolée a partir de

I’environnement (table d’accouchement) au niveau de service de maternité de 1’hopital

de Marouane Abed (Chettia) (figure 14).

La fréquence d’isolement d’Acinetobacter baumannii sur 1’ensemble des

prélevements est de 1,67% (1/60), par apport a 40% (24/60) de Pseudomonas
aeruginosa et 21,67% (13/60) des entérobactéries.

50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

= Pseudomonas aeruginosa

m Acinetobacter baumannii

Marouani abed

Fréres khelif

Figure 14. Répartition des bacilles Gram négatif non fermentants

Par rapport aux deux hopitaux, Pseudomonas aeruginosa reste I’espéce la
plus dominante avec des taux de 63,15% et 60% au niveau de I’hopital de Chettia et
Chorfa respectivement. En revanche, A baumannii est isolée uniquement au niveau de

I’hopital de Marouane abed avec un taux de 5.2 % (1/19) (figure 15).
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Figu

L’identification d’A.baumannii a été faite a 1’aide de la galerie API 20E et la

rel5. La dominance des BGN dans chaque hopital

fermentation négative par le test TSI (Figure 16 et 17).

Figure

16. Résultat de I’identification par la galerie API 20E

Figure 17. Résultat de I’identification par TSI
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1.3. Resistance aux antibiotiques
1.3.1. Résultat de I’antibiogramme

La souche d’A. baumannii est testée vis a vis de six molécules d’antibiotiques
dont 5 molécules appartenant a la famille de R-lactamine (amoxicilline, amoxicilline +
acide clavulanique, céfoxitine, imipenéme, ceftazidime) et une molécule appartenant a

la famille des aminosides (gentamicine).

La souche isolée présente une résistante naturelle a 1’amoxicilline,
I'amoxicilline/acide clavulanique et la céfoxitine tandisque elle est sensible a

I’imipenéme, ceftazidime (Tableau4).

Le comportement des souches vis-a-vis des [3-lactamines nous a permis de les
classer, selon Vedel (1998), en fonction de leur phénotype de résistance. En outre cette

souche présente un phénotype sauvage.

En ce qui concerne les aminosides, notre souche a été sensible vis-a-vis de la

gentamicine.

Tableau4. L’interprétation des diamétres des zones d’inhibition

Antibiotique |Amx Amc Fox Imp Gn Caz

Interprétation| R R R S S S

Amx: Amoxicilline, Amc: amoxicilline + acide clavulanique, Fox: céfoxitine Imp:

Imipenéme, Caz: Ceftazidime, Gn: Gentamicine, R: Résistante, S: Sensible




Résultats et discussion

Figure 18. Résultat de test de I’antibiogramme
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2. Discussion

Acinetobacter baumannii est un pathogéne émergent important. 1l est de plus en
plus souvent identifié comme responsable d'infections dans les hopitaux, sa capacité a
survivre de facon prolongée en milieu hospitalier associée a I’émergence de
résistances potentialise sa capacité de propagation nosocomiale (Lister et al., 2009).

Dans notre étude, nous avons isolés 39 BGN a partir de deux hépitaux de Chlef
dont la répartition d’A. baumannii est de 2,5%. Ce taux reste plus faible que celles des
études menées aussi au sein des hépitaux de Chlef avec 36,66% (Fellag et Bachouchi,
2014) et a ’ouest algérien, a partir de trois centres hospitalo-universitaires (Tlemcen,
Oran et Sidi Bel Abbes) avec 28,65% (Merad boudia, 2014). Comparativement, les
résultats rapportés par une étude égyptienne révélent un isolement plus proche d’A.
baumannii avec un taux de 2,9 % (Nageeb et al., 2014).

Par comparaison avec plusieurs études, nous avons constaté une différence
entre les taux d’isolement des BGNnf, et spécifiquement entre P. aeruginosa et
A.baumannii, ou on note une dominance d’une espéce par rapport a 1’autre. Notre
¢tude a montré que la fréquence d’isolement d’A.baumannii (1,67%) reste plus
inferieur a celle de P. aeruginosa (40%). Les mémes résultats ont été constatés dans le
service de neurochirurgie du CHU de Tlemcen avec un taux d’isolement de 58,37% et
de 33,33% pour A.baumannii (Chenika, 2013). Par contre, d’autres études montrent
une dominance d’A.baumannii dont sa fréquence d’isolement et celle de P. aeruginosa
étaient respectivement de 42,85% et 26,98% au niveau de CHU de Tlemcen (Rabhi,
2012) et de 28,65% et 22,56% aux hopitaux de 1’ouest algérien (Tlemcen, Oran et Sidi
Bel Abbes) (Merad boudia, 2014).

Ces différences peuvent étre interpréter par la présence d’une compétition entre
ces deux especes. Une étude montre qu’il y a une compétition entre Pseudomonas et
Acinetobacter sur I’alcool benzylique qui peut étre utilisé par ces deux espéces comme
leur seule source de carbone et d’énergie. Cette etude a déterminé qu’Acinetobacter est
la plus fréquente par apport au Pseudomonas lorsque ces deux souches ont été
cultivées ensemble dans un chémostat avec des concentrations limitées d'alcool

benzylique. En revanche, la culture de ces deux especes dans des conditions de
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croissance similaire dans le biofilm résulte que Pseudomonas est la plus abondante que
Acinetobacter (Bjarke et al., 2002). Ainsi, ces différences peuvent étre également
lices aux types de prélevements pratiqués et a I'écologie bactérienne des hopitaux
(Scheftel et al., 1994).

A.baumannii pose actuellement un probléeme émergent de multirésistance aux
antibiotiques, en raison de sa capacité a disséminer dans I'environnement hospitalier et
a acquérir rapidement des mécanismes de résistance a de nombreuses classes
d'antibiotiques notamment les B-lactamines a large spectre, les aminosides et les

fluoroquinolones (Decré, 2012).

Notre souche d’A.baumannii présente un phénotype sauvage avec une resistante
naturelle a I’amoxicilline, 1'amoxicilline/acide clavulanique et la céfoxitine et une
sensibilité vis-a-vis de I’imipénéme et la ceftazidime. Deux B-lactamases participent a
la résistance naturelle de A. baumannii, AmpC, une céphalosporinase non inductible
exprimée a bas niveau et une oxacillinase représentée par les variants de OXA-51/69
(Naas et al., 2008). Ainsi, l'insertion d’une séquence spécifique ISAbal en amont du
géene bla ampC favorise I'expression du céphalosporinase de type AmpC en fournissant
des séguences promotrices ce qui entraine la résistance a la ceftazidime et d'autres
céphalosporines a large spectre (Hujer et al., 2006 ; Nordmann et al., 2009). En plus,
la résistance d’A. baumannii a I’imipénéme est le plus souvent associée a la production
de carbapénémase, de type oxacillinase, plus rarement de meétallo-B-lactamases ou
encore de BLSE possédant une activité carbapénémase (Naas et al., 2008).
L’émergence de cette résistance vis-a-vis a I’imipénéme dans notre hdpitaux peut
entrainer un sérieux probléme thérapeutique et épidémiologique comme il est arrivé
dans certains hdpitaux de France, ou la situation est devenue épidémique a tel point
qu’il a fallu fermer temporairement des chambres voire des services, comme ce fut le

cas durant une semaine au CHU de Fort-de-France (Janlou, 2012).

Finalement, on peut dire que la faible répartition d’A.baumannii au niveau de
nos hopitaux est due probablement aux phénotypes sauvages des souches c’est-a-dire
la sensibilité a de nombreux antibiotiques et aussi a la présence de compétition inter-

espéces. Ainsi, le manque et l’insuffisance de produits notamment les disques



http://www.chu-fortdefrance.fr/
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d’antibiotiques a affecté directement le travail, nous a empéché de continuer et de

trouver des résultats plus précises et de tirer des conclusions bien définis.







Conclusion

La résistance aux antibiotiques d'A.baumannii en milieu hospitalier, pose un
sérieux probléme thérapeutique. Ainsi, 1’'usage abusif des antibiotiques a large spectre
augmente 1’émergence de cette souche multirésistante.

D'apres les résultats de notre étude, 39 BGN ont été isolés a partir de deux hopitaux
de Chlef Marouane abed et Freres khalif, dont la fréquence d'isolement obtenue pour
I’espéce A. baumannii est la plus faible soit 1,67%.

L’étude de I’antibiorésistance montre que la souche A. baumannii présente un
phénotype sauvage, bien sur elle est naturellement résistante a de nombreux antibiotiques
mais peut acquérir de nombreux mécanismes de résistance causant de réelles difficultés
thérapeutiques. Cette souche est aussi sensible a I’'imipenéme. Par ailleurs, 1’augmentation
de 'usage de I'imipenéme pour le traitement des infections a souches multirésistantes
d’A.baumannii pourrait favoriser 1’apparition de résistance vis-a-vis de cette molécule
précieuse.

Ces résultats reflétent une situation générale satisfaisante des hopitaux de Chlef,
puisque les épidémies hospitalieres a A.baumannii résistantes peuvent provoquer des
alertes et nécessitent des solutions pour lutter contre la diffusion de la résistance aux
antibiotiques.

Enfin, il est souhaitable d’établir la surveillance de [1’évolution de
I’antibiorésistance au cours du temps afin de mieux appréhender le probléeme de la
multirésistance. Dans ce contexte, des recommandations doit étre respecter pour éviter
une épidémie a A. baumannii :

e Le strict respect des mesures d’hygiéne des mains ;

e Nettoyage soigneux des surfaces ;

e Mise en place de protocoles d’isolement ;

e Mise en place de dépistage systématique des patients porteurs ;
e Lasignalisation de ces patients lorsqu’ils sont transférés ;

e La fermeture temporaire des services dans des cas extrémes ;

e Utilisation raisonnee des antibiotiques (Villegas et Hartstein, 2003).
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Annexe

Composition des milieux culture

« Gélose nutritive

Extrait de viande deboeuf......ooovvvviiiiei il
Extraitde levure. .......oooeeeeiiiiiiiiiiiin.
PeptoNe. ...

Chlorurede sodium.........ooveeeieiiiana...

PH 7,2-7,4

Stérilisation par autoclavage, 15min a 120°C

« Milieu Muller-Hinton

Infusion de viande de boeuf...........ooiiL L.
Hydrolysat de caséine..............cooevviiiiiiinnnn..
AMIAON. .

GIOSE. e

«+ Bouillon Nutritif

TrYPLONE. ..o
Extraitde viande...... ..o

Chlorurede sodium.........oovvveeeei e,

% Mac Conkey

Peptone pancréatique de gélatine
Tryptone

Peptone pepsique de viande
Lactose

Sels biliaires

Chlorure de sodium

Rouge neutre

Cristal violet

Agar Agar bactériologique

Annexe 1

........................................... 19

179
1,59
1,59
10g
1,59
59
309
1mg
13,59
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% BHIB (BRAIN-HEART INFUSION BROTH)

Brain Heart INfUSION. ... ... i e, 17,59
Enzymatic Digest of Gelatin. ... 10g
D1 101 P 29
SOAIUM ChIOMITE ... e 59
Disodium PROSPNEte ... ...t 2,59

Final pH: 7.4 £ 0.2 at. 25°C
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Annexe 2

Tableau de lecteur des résultats de la galerie Apl20E

Tests Réactions/enzymes Résultats negatifs Résultats positifs
ONPG p-galactosidase Incolore Jaune
ADH Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orange
LDC Lysine decarboxylase Jaune Rouge/orange
oDC Ornithine decarboxylase Jaune Rouge/orange
CIT Citrate utilisation Vert pale/jaune Bleu-vert/bleu
H2S H,S production Incolore/grisatre Depot noir/fin lisere
URE Urease Jaune Rouge/orange
. TDA/immediat
TDA Tryptophane deaminase : .
- Jaune H Marron-rougeatre
JAMES/immédiat
IND Indole production Incolore
. o Rose
Vert-pale/jaune
. . VP 1+ VP 2 /10 min
VP Acetoin production .
Incolore Rose/rouge
, " Jogs oo Diffusion du pigment
GEL Gelatinase Aucune diffusion noir Pig
GLU Glucose fermentation/oxidation Bleu / bleu-vert Jaune/ jaune gris
MAN | Mannitol fermentation/oxidation
INO Inositol fermentation/oxidation
SOR Sorbitol fermentation/oxidation
RHA | Rhamnose fermentation/oxidation
Bleu / bleu-vert Jaune
SAC Sucrose fermentation/oxidation
MEL | Melibiose fermentation/oxidation
AMY | Amygdalin fermentation/oxidation
ARA | Arabinose fermentation/oxidation
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Tests Substrat Caractére recherché Résultats
Négatif Positif
0 Aucun Témoin négatif Rouge -
GLU D-glucose Témoin positif
FRU D-fructose Acidification a partir du
MNE D-mannose carbohydrate Jaune
MAL Maltose
LAC Lactose
TRE D-tréhalose
MAN D-mannitol
XLT Xylitol
MEL D-melibiose
NIT Nitrate de potassium Réduction des nitrates en NIT1+NIT 2/ 10 mn
nitrites Incolore/rose Rouge
PAL p-naphtyl Phosphatase alcaline ZYMA+ZYMB /10 mn
ac.phosphate Jaune Violet
VP Pyruvate de sodium Production d’acétyl VP1+VP2/10 mn
méthyl-carbonyl Incolore/ Violet/rose
rose
RAF Raffinose Acidification a partir du Rouge Jaune
XYL Xylose carbohydrate
SAC Saccharose
MDG a-méthyl-D-
glucosamine
NAG N-acétyl-glucosamine
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Orange/rouge
URE Urée Uréase Jaune Rouge/violet
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Tableau d’identification du catalogue analytique Apl20E
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Annexe 4

Tableau des Valeurs critiques des diametres des zones d’inhibition et des CMI pour les

Acinetobacter (CA-SFM, 2015)

Famille Antibiotique Teste Charge Concentration | Diametre
d’antibiotique des Critique Mg/l Critiqgue mm
Signe | disques | S R|S R
Imipénéme IMP | 10ug 2 8 23 17
Ceftazidime CAZ | 30ug 8 16 18 15
Amoxicilline+Acide | AMX | 10/75ug |2 8
clavulanique
B-Lactamine —
Amoxicilline AMC | 25ug 2 8
Céfoxitine FOX | 30ug 1 2
Aminoside Gentamicine GN 15ug 4 4 17 17
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Résumé

Acinetobacter baumannii est un agent pathogene opportuniste émergent dans le milieu hospitalier ou il
provoque des infections nosocomiales sévéres. Cette bactérie représente aujourd’hui un modeéle d’adaptation
particuliére d’antibiorésistance en raison de sa capacité a disséminer dans le milieu hospitalier et & acquérir des
mécanismes de résistance. Une étude a été menée au niveau de deux hdpitaux de Chlef (Marouane abed a Chettia
et Fréres khalif & Chorfa) pour identifier la résistance aux antibiotiques d’A.baumannii. Sur un total de 39 BGN
isolés a partir de 60 prélévements, une seule souche d’A.baumannii a été identifiée avec une fréquence
d’isolement de 1,67%. L’étude de I’antibiorésistance de cette souche, vis-a-vis a 6 molécules d’antibiotiques
dont 5 B-lactamines et une molécule d’aminoside, a révélé que la souche présente un phénotype sauvage. Ces
résultats déterminent la bonne situation des hépitaux de Chlef car une émergence d’A.baumannii résistante
représente un sérieux probléme thérapeutique et épidémiologique qui nécessite un systeme de surveillance de

I’évolution de I’antibiorésistance dans les hopitaux et I’application stricte des mesures d’hygiéne.

Mots clés : Bacille & Gram négatif ; Acinetobacter baumannii ; résistance aux antibiotique ; R-lactamine

Abstract

Acinetobacter baumannii is an opportunistic emerging pathogen in hospital when it causes of severe
nosocomial infections. This bacterium represents today a special adaptation model of antibiotic resistance due to
its ability to spread in hospitals and acquire resistance mechanisms. A stady was conducted as two hospital in
chlef (Meraoune Abed chettia and Brothers Khalif Chorfa) to identify antibiotic resistance of Acinetobacter
baumannii. Of a total of 39 Gram negative bacillus isolates from 60 samples, only A.baumannii was identified
with an isolation rate of 1.67%. The study of antibiotic resistance of this strain against six molecule of antibiotic
including 5 B-lactams and one aminoglycoside molecule, revealed that the strain has a wild type. These results
determine the right situation of hospitals of Chlef because the emergence of resistant A.baumannii represents a
serious therapeutic and epidemiological problem that requires the development of surveillance of antimicrobial
resistance in hospitals and the strict enforcement measures hygiene.
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