République Algérienne Démocratique et Populaire
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA
RECHERCHE SCIENTIFIQUE

&

Faculté des Sciences
Département de Biochimie

Université Badji Mokhtar-Annaba

THESE
En vue de I’obtention du dipldme de
Doctorat en microbiologie

Option : MICROBIOLOGIE APPLIQUEE

Théme

Antibio-résistance des bacilles a Gram negatif non fermentants
isolés au niveau des services de réanimation - CHU Annaba

Présenté par : M®"® Meriem TOUATI

Devant le jury :

Directeur de thése : Pr. Abdelghani DJAHOUDI Université d’Annaba
Co-directeur de thése : Pr. Jean Marc ROLAIN Université d’Aix-Marseille
Présidente  : Pr. Nafisa ABACI Université d’Annaba
Examinateur : MCa. Houria CHETTIBI Université d’Annaba
Examinateur : Pr. Brahim AIT KAKI Université de Constantine
Examinateur : Pr. Djamel Eddine BENOUARETH Université de Guelma

ANNEE UNIVERSITAIRE : 20183




Remerciements

Remerciements

Je tiens a remercier treés sincerement:

Monsieur le Professeur Jean Marc ROLAIN, pour m’avoir donné la chance de
réaliser une grande partie de ma these dans son unité de recherche et pour m’avoir
enseigné la rigueur scientifique et un grand merci d'avoir accepté de vous déplacé a

Annaba pour participer a la soutenance en tant que mon co-directeur de thése..

Monsieur le Professeur Abdelghani DAHOUDI, qui m’a encadré tout au long

de ce travail, pour son enseignement, ses encouragements et sa compréhension.

Monsieur le Professeur Mazouz Dekhil, qui m’a ouvert les portes de son
laboratoire a I'hopital DORBON, ce qui m'a aider a réaliseé la premiére partie de mon

travail, je tiens a vous exprimer toute ma gratitude.

Mes remerciements s’ adressent également a

Mme Nafisa ABACI, Professeur a I’Université de Annaba qui a honoré ce

travail en acceptant de présider le jury ., je l’en remercie profondément.

Mme Houria CHETTIBI., Maitre de Conférences de Classe A a I’Université de

Annaba, je la remercie d’avoir accepté d’examiner ce travail.

Mr Djamel BENWARETH, Professeur a ['Université de Guelma, m’a fait

["honneur de participer a ce jury et d’examiner ce travail et un grand merci d'avoir

accepté de vous deplacé a Annaba pour participer a ce jury.

Mr Brahim AIT KAKI., Professeur en microbiologie a ['Université de
Constantine, qui m’a fait ’honneur d’analyser ce travail et d’en étre l'un des
rapporteurs, nous vous somme particulierement reconnaissants d'avoir accepté de

vous déplacé a Annaba.



Remerciements

Je tiens a remercier particulierement mes parents de m'avoir permis de réaliser
se travail grace a leurs financement et leurs encouragement, leurs disponibilités, leurs

patiences et leurs conseils avisés et leurs soutiens qui m'ont été tres précieux.

Je tiens aussi a remercier le Docteur Abdelkarim Racherache, médecin chef du
service de la réanimation, de m'avoir permis de réalisé mon travail dans votre service,

un grand merci.

Merci a tout mes amis et collegues de Annaba et de 'URMIT (Seydina M.
Diene, Linda Hadjadj, meryem berrazeg, Sofiane Bakour, Mustapha H) et un grand
merci a HAJIRA.

Ces remerciements ne seraient pas complets sans associer toutes les personnes

ayant contribué, de prés ou de loin, a la réalisation de ce travail.



Sommaire

Sommaire

Liste des abréviations. ..., 01
Liste des fIQUIES ... 04
LiSte deS tADIBAUX. ... ..ottt e 08
L] o o To [WTex 1 [0 ] o T OO OO 09
Partie 1 : Revue Bibliographique. ... 11
Chapitre 1. Les antibiotiqQUES................cooiiiiiiii e, 11
1. LeS B-laCtamingsS. .. ..o 11
L1 DEfINItION. ., 11
1.2. Classification des B-1aCtamines..................ocoiiiiiioeii i, 11
12,0 PENAIMES. ... s 12
1.2.2 CEPNBMES ... e, 12
1.2.3 Carbaplnemes. ..........ooveii e 13
1.2.4. MONODACIAMES. ... ..o e 14
1.3, LeS R-laCIAMASES. . ... s 14

1.3.1. Classification des B-lactamases................cccccocooviiiminisice e 15
1.3.1.1. Classification de AmDBIer...............ccocoiimeenceeeeeeeeeee e 15
1.3.1.2. Classification fonctionnelle de Bush-Jacoby-Medeiros.................cccccceeeeeee... 15
1.3.2. Inhibiteurs des B-lactamases (acide clavulanique, tazobactam, sulbactam)...... 17

1.4. Mécanisme de résistance aux B-lactamines.............................on, 17

1.4.1. Pénétration de B-lactamines : diminution de la perméabilité................ccccc....... 17

1.4.2. Modification de 1a CIBIE. ..., 18
1.4.3. Excrétion de I’antibiotique : effluX..............ccocii 18
1.4.4. Inactivation enzymatique de 1’antibiotique : production de B-lactamases............ 18

2. LeS AMINOSIUES.........c.oiveieecee e 19
2.1 DATINITION. ... 19
2.2. Classification des aminOSIAES. ........ccoooiuiiiiiiiiiiiiiiie s 19
2.3. Mécanisme d’action des aminosSides...................iiriiiiiiiiiiiiiiii e 19



Sommaire

3. LesS FIUOroqUINOIONES. ...
L DAFINITION. ...
3.2. Classification des qUINOIONES................oooiiiiiiiiiiiice e,

3.3. Mécanisme d’action des qUINOIONES. .............c.oviiiiiiiiiiiiiieie s

Chapitre 2 : Bacilles a Gram négatif non fermentants et leur implications
dans les infections en réanimation

1. PSeudomonas @BrUQINOSA. .............uuueeee e
1.1. Classification — NOMENCIALUIE. ................oovviiiiiiiiiiiii s
1.2 HADITAL. ...
1.3. Caractéres bactériologiqUes. ..o,

1.4. Mécanisme de résistance aux B-lactamines chez P. aeruginosa...............cccccc.....

1.4.1. Résistance naturelle.............ooooii e,
1.4.2. RESISTANCES ACQUISES. ........coe e,
1.4.2.1. ReSIStance eNZYMatiQUe.............coeeiiiiiiee e
1.4.2.1.1. Résistance par hyperproduction de la cephalosporinase AmpC................
1.4.2.1.2. Résistance par production de p-lactamases de classe A.............ccce.........
1.4.2.1.3. Résistance par production de p-lactamases de classe B...........................
1.4.2.1.4. Résistance par production de p-lactamases de classe D...........cccccooeeenne
1.4.2.2 Résistance Non enzymatiqUe. ...,
1.4.2.2.1. Perte de la porine D2 chez P. aeruginosa.....................cccoeeeeveieceenn e,
1.4.2.2.2. Surexpression du systeme d’efflux.................ccoooviiiiiii o,
1.5. RéSIStance auxX AMINOSIABS. .......cc..iiiiiiieei et
1.6. Résistance aux fluoroquINOIONES. .............ccoooeiiiiii e

1.7. Facteurs de pathogénicité de Pseudomonas aeruginosa.....................ccccceecerenen,
1.8 EPIAEMIOIOQIE. ...,

1.9. Infection nosocomial a Pseudomonas aeruginosa en réanimation..........................

28

21

23
23
23

24

25
25

26
26

26
26

28
28



2. Acinetobacter DAUMANNIT..............ccoooiiiii s
2.1. Classification — NOMENCIALUIE. ..............ccocoiiiiiiiiii e
2.2, HADITAL. ...
2.3. Caracteres bactériologiqUES. .............oovmiiiiiee e,
2.4. Mécanisme de résistance aux B-lactamines chez A. baumannii

2.4.1. Résistance NAatUrelle...............cccciiiiiii s
2.4.2. RESISTANCES ACHUISES. ... ..ooiiiieiiiieieeee et
2.4.2.1. Mécanismes de résistance enzymatiques.................ccomronnrrinnecnnnsinenene
2.4.2.1.1. Résistance par hyperproduction de la cephalosporinase AmpC...............
2.4.2.1.2. Résistance des B-lactamases a spectre étendu...............cocveeeiicviirernennne,
2.4.2.1.3. Résistances aux carbapenemes. ................ovviiiiiie e
2.4.2.1.3.1. Carbapénémase de Classe B..............cccoooimmmiiinineieeesssiienin e,
2.4.2.1.3.2. Carbapénémase de classe D...............ccoooiiiieii i,
2.4.2.2. Mécanismes de résistance non enzymatiqUe................cccceeeeveveiminninisninnnns
2.4.2.2.1. Diminution de la perméabilité membranaire..................ccccooeveiee e,
24222 EFfIUX ...
2.4.2.2.3. Modification de PLPS...........coooiiiiiiii s
2.5. Résistance auxX AMINOSIAES ...........cooiiiiiiiiieiiiii e
2.6. Résistance aux fluoroquinolones ..o,
2.7. Facteurs de pathogénicité de A. baumannii.......................ccooooiieeieieeeseen,
2.8. EPIAEMIOIOQIE. .......oeee e,

2.9. Infection nosocomial a de A. baumannii en réanimation ............ccooveeeoeeevenn..

Partie 2 : Matériel et MEthOTES. ... ... oo e
L ODJECHITS. ..o s
2. Isolement et identification des souches reCherCh@es...........oooe oo

2.1. Identification par systeme API-20NE..................cccoii e

2.2. ldentification par spectrométrie de masse MALDI (Matrix-Assisted Laser
Desorption / lonisation) —TOF (time-of-flight mass spectrometry)

Sommaire

34
34
34

34
35
35

36
36
36
36
36

37
37

38
38
39

39
39
40
41

42
42

44
44
45

45



Sommaire

3. Antibiogramme selon le comité de I’antibiogramme de la société francaise de
MICroDIOIOGIE (CA-SFIM ) ..o

4. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) par E-test...................

5. Recherche phénotypique des carbapénemases.................ovveieeiiiiioeeeeeeeceeeeeeeienn,
5.1. Test d’imipénemase par MALDI TOF ultrafleX......................ccccooeiiiiiiiiiin,
5.2.Testde HOAQE. ......coooiiiii e,
5.3. Test de synergie EDTA-IMP : Détection des métallo-f-lactamases (MBL)...........

6. Recherche moléculaire des B-1aCtamases. ...,
6.1 Recherche moléculaire des carbapéneémases. .............ccccvvvvvveeiiiiiiiiieeeeeeiieens

6.1.1. Polymérase Chaine Réaction(PCR) entempsréel.....................oviieee e,
6.1.2. Polymérase Chaine Réaction(PCR) standard.....................ccccoovvmiveiicsiiee e e,
6.1.3. Electrophorése sur gel d’agarose.................ooveeiiiiiiiiineiiiiiie e
B.1.4. SEQUENGAGE. .. .. .eeeeeeeeeeieeeeeee e

6.1.4.1. ANalyse d8S SEQUENCES. .......vvveeiei e s

6.2. Recherche moléculaire des B-lactamases a spectre étendu (BLSE)...............

7. Recherche moléculaire de la résistance associée (aminoside, quinolone et rifampicine)......
8. Typage moléculaire des SOUCHES. ...
8.1. GENOLYPAGE (FECA) ... . e
8.2. Multi-locus séquence typing (MLST).........oooie e,

Partie 3 : RESUILAtS € DISCUSSION. ..o eee e eeee e ee e er e

Acinetobacter DAUMANNTL. ... e

1. Antibio-résistance des souches Acinetobacter baumannii ........................cccccoeivennnn.
2. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) par E-test®.......................oocoevveiennnn
3. Recherche phénotypique des carbapénemases.................oooooiiiiiiiiiiiiceeeee e,
3.1. Test MALDI TOF ultraflex..........ooooiiiiii e
3.2.Testde HOAQE. ... .o

4. Détermination des supports génétiques de résistance......................ooeeievieeecseren. .

47

48

48
48

50

50

51

51

55
60
61
63
63

64
64

65

66

66

70

72
73
73
77
78



Sommaire

4.1. Détection moléculaire des génes codant pour des carbapénemases............cceeeeeee. 18

4.1.1. ParPCRentemps réel...................i 78
4.1.2. Par PCR eN StaNCard..........cccooeiiiiiiiiiii e 78
4.2. Recherche moléculaire des B-lactamases a spectre étendu..............c....coeeevvveriennns 81
4.3. Recherche moléculaire de la résistance assoCi€e.................c.coooeiiiviiiiiicnnen, 82
5. Séquencage et analyse nucléotidique des produits de PCR purifiés des souches......... 82

6. Recherche de la localisation génétique des génes blaoxa-23, blaoxa-ss €t blaoxa-s:
en association avec la séquence d’insertion(IS) ... 82

7. Génotypage recA des A. baumannii................ocoooiiiiii s @6

Pseudomonas @BrugiNOSA............cc..oiiiiiieiie e 89

1. Antibio-résistance des souches P. @aeruginosa..................cccoooeiieiiiiiieeeeieeeeei 9

2. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) par E-test..................cccccivvvviviivciceeee. 94

3. Recherche phénotypique des carbapénemases...............cooooiiiiiiiiiiicceieeeesi 95

3.1. Test MALDI TOF ultraflex..........oooooiiiii e, 95
3.2. Test de synergie EDTA-IMP : Détection des métallo-B-lactamases (MBL) ........ 97
4. Détermination des supports génétiques de résistance................ccoooovvviivevereseseseeenn, 99
4.1. Détection moléculaire des genes codant pour des carbapénemases............c.cove..... 99
4.1.1. Par PCR eNtemMPS r€l.........ccoooiiiii e, 99
4.1.2.ParPCRenstandard...................... 99
4.2. Recherche moléculaire des B-lactamases a spectre etendu..............coeeviiiicenne 101
4.3. Recherche moléculaire de la réSistance asSOCIEE.......c...vvvee it 101
5. Séquencage et analyse nucléotidique des produits de PCR purifiés des souches......... 102

6. Organisation génétique du gene blavim2......... «ooooiiiriiieee e 105

7. Multi-locus séquence typing MLST ..., 107
DISCUSSION. ... 110
Conclusion et PersPeCtiVE..............cooiiiiiiiei e 122
Références bibliographiques.................cccoiii e 124
AANINEXES. ..ot e e 139



INTRODUCTION




Introduction

Introduction

Au cours des derniéres décennies, la résistance des bactéries vis-a-vis des agents
anti-infectieux a ¢été croissante, notamment en raison de 1’utilisation fréquente et parfois
inadéquate des antibiotiques a large spectre, particulierement dans les services de

réanimation.

Dans ces services, les bactéries responsables d’infection sont le plus souvent, le
staphylocoque, les entérobactéries (Klebsiella et E. coli) et Pseudomonas aeruginosa,

Acinetobacter baumannii.

Ces bactéries constituent, ainsi, un probléme majeur de santé publique, d’autant plus
que trés peu de nouvelles molécules ont ét¢ mises sur le marché par 1’industrie
pharmaceutique pouvant renforcer 1’arsenal thérapeutique. Ainsi, plusieurs auteurs ont tiré

la sonnette d’alarme face a I’imminence de ce probléme [10;15].

Les bacilles a Gram négatif non fermentants sont de plus en plus incriminés dans les
infections nosocomiales ou autres au niveau des services de réanimation, notamment les
especes Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa qui sont considérées comme

des bactéries opportunistes.

Ces deux especes, autrefois sensibles a la quasi-totalité des antibiotiques sont
aujourd’hui responsables d’infections survenant par épidémies et impliquant des souches de

plus en plus multi-résistantes.

En Algérie, et dans de nombreux pays, les souches A. baumannii et P. aeruginosa
sont parmi les espéces les plus fréquentes aprés Staphylococcus aureus, responsables

d’infection nosocomiale dans les unités de soins intensifs.

A. baumannii et P. aeruginosa illustrent parfaitement cette capacité d’adaptation des
microorganismes face a un environnement hostile, grace a leurs résistances naturelles a de
nombreux antibiotiques et antiseptiques et aussi a leurs capacités d’acquérir de nombreux

mécanismes de résistance.

La compréhension des mécanismes de résistance doit permettre d’une part une
surveillance épidémiologique efficace pour anticiper au mieux la progression de cette

résistance.



Introduction

L’émergence et la diffusion de nombreux mutants de A. baumannii et P. aeruginosa
de plus en plus résistants chez les patients en cours de traitements sont autant de facteurs
pouvant conduire a 1’échec thérapeutique. Pour faire face a ce défi, causé par ces bactéries
émergentes, les établissements de santé doivent mettre en place des stratégies de
surveillance et de controle. Ces actions impliquent une collaboration pluridisciplinaire

associant des infectiologues, des microbiologistes, des hygiénistes et des épidémiologistes.

Ces dernieres années, on rapporte des taux de résistance de plus en plus élevés aux
carbapénémes qui sont des agents thérapeutiques primaires utilisés dans le traitement des
infections causées par les espéces A. baumannii et P. aeruginosa. Sachant que, les
déterminants génétiques de ces carbapénémases sont habituellement localisés sur des
éléments génétiques mobiles incluant les plasmides ce qui facilite leur transfert vers d’autres

micro-organismes.

En 2009, une nouvelle metallo-B-lactamase a été décrite a New Delhi, la métallo-f-
lactamase (NDM-1) chez Klebsiella pneumoniae isolée a partir d’un patient rapatrié de
I’Inde [93]. Ce geéne a été identifié par la suite chez d’autre bactéries tel que E. coli,

A. baumannii et P. aeruginosa.[85;93].

Par le présent travail, nous nous sommes intéressés aux bacilles a Gram négatifs
non fermentants au niveau des services de réanimation, notamment les espéces

A. baumannii et P. aeruginosa souches multi-résistantes.

En utilisant divers outils de biologie moléculaire, I’ensemble de nos travaux avait
pour but de rechercher les supports génétiques et le type de la résistance particulierement la
résistance aux carbapénémes, molécules considérées comme traitement de choix des
infections a A. baumannii et P. aeruginosa. Cette résistance est a ce titre, particulierement

problématique puisqu’elle diminue de fagon drastique les possibilités thérapeutiques.

La premiére partie de ce document présentera une synthése bibliographique sur les
différents mécanismes de résistance aux antibiotiques et sur les données épidémiologiques
des espéces A. baumannii et P. aeruginosa. Puis, dans une seconde partie, nous détaillerons

les outils méthodologiques utilisés avant d’exposer les résultats de notre travail.
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Partie 1 : Revue Bibliographique

Chapitre 1. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances naturelles élaborés par des micro-organismes.
Il existe des antibiotiques semi-synthétiques ou synthétiques. Ils sont bactériostatiques ou
bactéricides a faible dose. Leurs cibles sont des structures moléculaires essentiellement
bactériennes. Elles ont donc une toxicité sélective pour les cellules procaryotes et une

toxicité faible pour les cellules eucaryotes [6].
1. Les R-lactamines
1.1. Définition

Les B-lactamines représentent la plus importante famille d’antibiotiques, aussi bien par
le nombre de molécules disponibles et la diversité des molécules utilisables, que par leurs
indications en thérapeutique et en prophylaxie des infections bactériennes. Cette utilisation
importante est due a leur large spectre d’action, a leur efficacité, a leur faible toxicité et a

leur faible colt pour de nombreuses molécules.

L’histoire des B-lactamines débute dans les années 1930, lors des observations faite par
Sir Alexander Fleming sur un agent antibactérien dénommeé pénicilline, isolé a partir du
champignon Penicillium notatum [64] . Il faudra attendre le début des années 1960 pour voir
apparaitre les premiéres synthéses de R-lactamines permettant leur développement a
I’échelle industrielle[165] . Cependant, la grande utilisation des B-lactamines depuis plus de
60 ans s’est accompagnée d’une augmentation importante de la résistance bactérienne a ces
antibiotiques. Et le développement de nouveaux antibiotiques, notamment contre les

bactéries a Gram négatif, connait un franc ralentissement depuis plus de 10 ans.
1.2. Classification des R-lactamines

La base commune & toutes les R-lactamines est le noyau R-lactame (Fig.1). A partir de
ce cycle, quatre sous-familles ont été développées par adjonction de chaines latérales : les
pénicillines (ou pénames), les céphalosporines (ou céphémes), les monobactames et les
carbapénémes [30]. (Fig. 1). Toutes ces molécules présentent des caractéristiques
communes ainsi que des particularités propres a chaque classe, notamment en termes de

spectre antibactérien.

11
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Fig. 1. Représentation des quatre principales classes de B-lactamines obtenues par
substitution ou fixation d’hétérocycles a partir du noyau b-lactame (au centre)

1.2.1. Pénames

La formule générale des pénicillines associe un noyau R-lactame a un cycle
thiazolidine et une chaine latérale en C-6 (Fig. 1). Le groupe des pénicillines est constitué

d’un nombre important de molécules dont les principales sont :

e Benzylpénicillines : pénicilline G
e Aminopénicillines : ampicilline, amoxicilline
e Ureidopénicillines : Pipéracilline

e  Carboxypénicillines : carbénicilline, ticarcilline

1.2.2. Céphemes

Les céphalosporines se distinguent chimiquement des pénicillines par le remplacement
du cycle thiazolidine par un cycle dihydrothiazine (Fig. 1). On distingue quatre genérations
de céphalosporines. Elles sont classées en fonction de leur date d’apparition, qui correspond

a chaque fois a I’acquisition de nouvelles propriétés. En voici quelques exemples [30] :

12
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e Premiére génération : Il existait plus d'une dizaine céphalosporines dites de
premiére génération mais certaines ne sont plus commercialisées. EXp :
Céfalotine, Céfazoline.

e Deuxieme génération : Elle est caractérisee par une meilleure résistance aux R3-
lactamases et un spectre d'action plus large, une activité a faible concentration,
une bonne diffusion tissulaire. Exp : céfamandole, céfuroxime, céfoxitine.

e Troisieme génération : Exp : Céfotaxime, Ceftazidime, Ceftriaxone

e Quatriéme génération : Elle reste active chez les entérobactéries ayant acquis
une résistance aux C3G par hyperproduction d'une céphalosporinase, et inactive

en cas de B-lactamase a spectre étendu. Exp : céfépime, cefpirome

Les céphalosporines de premiére génération ont un spectre d’action qui se limite aux
cocci a Gram positif et a quelques bacilles a Gram négatif ne produisant pas de
céphalosporinase. Ces molécules sont, d’autre part, aisément dégradées par les 3-lactamases
[30]. L’amélioration la plus importante est apportée par I’apparition des céphalosporines de
troisiéme génération. L’addition de différents groupements chimiques a permis d’augmenter
de facon considérable la stabilité de ces molécules et leur activité antibactérienne vis-a-vis
des bacilles a Gram négatif. Ces molécules restent cependant hydrolysées par les
céphalosporinases hyperproduites ainsi que par les R-lactamases a spectre étendu
(BLSE).[30].

1.2.3. Carbapénémes

Les Carbapénemes sont des B-lactamines qui présentent un trés large spectre d’activité
et une grande stabilité vis a vis de la plupart des R-lactamases. L’imipenéeme et le
méropeneme ont été les deux premiers antibiotiques disponibles en clinique. Une troisieme
molécule s’est ajoutée, I’ertapénéme [214]. Parmi les nouvelles Carbapénemes, le
doripénéme garde une meilleure activité sur les bacilles & Gram négatif et particulierement

sur les aérobies stricts [213] .

Les Carbapénemes sont historiquement considérées comme le traitement de choix

des infections sévéres a bactéries & Gram négatif [86].

13
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1.2.4. Monobactames

A la fin des années 1970, toutes les nouvelles B-lactamines identifiées étaient
produites par les Actinomycétes. Sykes et al. [181], entreprennent alors la recherche de
nouveaux antibiotiques produits par d’autres organismes : ils découvriront les
monobactames [181], qui sont des B-lactamines monocycliques inactives sur les bactéries a
Gram positif et les anaérobies. Ces derniers sont en revanche, trés actifs sur les
entérobacteries et P. aeruginosa. L’activité anti bactéries a Gram-négatif de I’ Aztréonam,
chef de file de cette classe, est globalement comparable a celle des céphalosporines de 3°™
génération comme la Ceftazidime. L’ Aztréonam présente une bonne stabilité vis a vis des [3-
lactamases de spectre restreint. De plus, les monobactames constituent les seules [3-

lactamines non hydrolysées par les métallo- 3-lactamases.

Leur noyau se caractérise par la présence du noyau monocyclique, Azetidine, limité

au cycle R-lactame. Exemple : Aztréonam.

1.3. Les p-lactamases
Les B-lactamases constituent toujours le principal mécanisme de la résistance
naturelle et acquise aux B-lactamines, en particulier chez les bactéries a Gram négatif [144],
hydrolysant le pont amide du cycle B-lactame pour donner un acylenzyme qui sera ensuite

dégradé en acide inactif.

. Enz Ser-0OH )—'/ >
P e— .
//_N‘""“-u,:'; Bet G—I:i farmase \/

CooH Ser CDOH COOH
| Antibictigue inactit
Enzyme + Enz-0OH

Fig.2. Schéma réactionnel de 1’ouverture du cycle p-lactame.

Ces constantes permettent de définir le comportement enzymatique d’une [-
lactamase vis-a-vis d’une B-lactamine donnée. Etendues a différentes B-lactamines, la -
lactamase permet d’établir un profil d’hydrolyse propre a chaque enzyme sur lequel
s’appuie la classification de Bush [116;117].
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1.3.1. Classification des p-lactamases

Actuellement deux classifications s’imposent :

1.3.1.1. Classification de Ambler

Cette classification proposée en 1980, permet de grouper les B-lactamases en quatre

classes en fonction de leurs homologies structurales [5].

Les B-lactamases de classe A, ou peénicillinases, constituent le groupe le plus
important. Elles hydrolysent préférentiellement les pénicillines (amoxicilline,
ticarcilline, pipéracilline) et sont sensibles aux inhibiteurs de B-lactamases (acide
clavulanique, tazobactam).

Les B-lactamases de classe B, ou métallo-p-lactamases, hydrolysent toutes les
B-lactamines sauf 1’ Aztréonam. Ces B-lactamases sont résistantes aux inhibiteurs des
R -lactamases classiques mais sont inactivées in vitro par des agents chélateurs
d’ions bivalents comme I’EDTA (acide éthylénediamine tétra-acétique).

Les p-lactamases de classe C, ou céphalosporinases, hydrolysent
préférentiellement les céphalosporines (céfalotine, ceftazidime, céfuroxime). Elles
sont inhibées par la cloxacilline mais pas par les inhibiteurs de p-lactamases.

Les p-lactamases de classe D, ou oxacillinases, constituent un groupe hétérogene.
Elles sont caractérisées par une hydrolyse plus rapide de 1’oxacilline et de la
cloxacilline que de la benzylpénicilline. Les oxacillinases classiques sont inhibées in

vitro par le chlorure de sodium.

Les B-lactamases appartenant aux classes A, C et D utilisent au sein de leur site actif une

sérine intervenant dans leur processus catalytique, contrairement aux p-lactamases de classe

B, dépourvues de cette sérine, qui utilisent un ou deux atomes de zinc et sont appelées pour

cette raison métallo-p-lactamases.

1.3.1.2. Classification fonctionnelle de Bush-Jacoby-Medeiros

La classification fonctionnelle réactualisée en 1995 proposée par Bush et al,[32] est

basée sur le spectre préférentiel des enzymes et sur leur comportement aux inhibiteurs
(Tab.1).
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Tab.1. Classification des p-lactamases bactériennes (Bush et al, 1995)[32]
Bush- 1989 Richmond- | Mitsuhashi Mollecular Preffered Inhibited Representative
Bush Sykes class -Inoue class substracts by enzymes
Jacoby- group type (Ambler) CA
Medeiros EDTA
group
1 1 Ia, Ib, Id CSase C Céphalosporins - - AmpC enzymes from
Gram negative
bacteria; MIR-1
Not PCase V A Penicillins + - Penicillinases from
2a 2a included Céphalosporins Gram positive
Bacteria
2b 2b I PCase | A Penicillins,
narrow- TEM-1,TEM-2,
spectrum and + - SHV-1
extended
spectrum
cephalosporins,
monobactams
Not CXase A Penicillins,
2be 2be’ included carbenicillin TEM-3 to TEM-26,
except K1 + - SHV-2 to SHV-6,
in class IV Klebsiella oxytoca K1
2br Not Not Not A Penicillins, +H- - TEM-30 to TEM-36,
included included included TRC-1
PCase IV
2c 2C I, v PCase Il, A Penicillins, + - PSE-1, PSE-3, PSE-4
carbenicillin
2d 2d \VJ PCase Il D Penicillins, +- - OXA-1to OXA-11,
cloxacillin PSE-2 (OXA-10)
2e 2e Ic CXase A Cephalosporins + - Inducible
cephalosporinases
from Proteus vulgaris
2f Not Not Not A Penicillins, + - NMC-A from
. included included cephalosporins, Enterobacter
included
Carbapenems cloacae, Sme-1 from
Serratia marcescens
3 3 Not Not B Most b- -+ | L1 from Xanthomonas
included included lactams, maltophilia,
including CcrA from
carbapenems Bacteroides
Fragilis
4 4 Not Not ND Penicillins - 7 Penicillinase from
included included Pseudomonas
cepacia

CSase: cephalosporinase ; PCase: penicillinase ; CXase: cefuroxime-hydrolasing R-lactamase ;

CA: clavulanic acid ; ND: not determine.
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1.3.2. Inhibiteurs des R-lactamases (acide clavulanique, Tazobactam, Sulbactam)

Les inhibiteurs des B-lactamases possedent une activité antibiotique généralement
faible. En se liant a la B-lactamase, ils permettent 1’activité de la B-lactamine a laquelle ils
sont associées. Il en résulte une action synergique et une augmentation de 1’activité de la
B-lactamine. Ce sont des substrats-suicide qui se lient de maniére irréversible a la
R-lactamase, empéchant 1’action de celle-ci sur les 3-lactamines. Ceci explique pourquoi les
inhibiteurs des B-lactamases, en particulier I’acide clavulanique et le Tazobactam, ne sont
généralement pas utilisés seuls, mais en association avec un antibiotigue comme
I’amoxicilline, la ticarcilline ou la pipéracilline. Le sulbactam posséde, en plus de son effet
inhibiteur irréversible sur les B-lactamases, une activité antibiotique intrinséque sur quelques
especes bactériennes comme A. baumannii. Malgré leur intérét, en pratiqgue médicale, les
inhibiteurs des R-lactamases ne permettent pas d’inactiver I’ensemble des R-lactamases

produites par les bactéries [165].

1.4. Mécanisme de résistance aux p -lactamines

On distingue quatre principaux mécanismes de résistance, chacun pouvant étre lié aux
caractéristiques génétiques d’une espece bactérienne donnée (résistance naturelle) ou étre
acquis suite a des modifications génétiques (résistance acquise) :

v' Défaut de pénétration de I’antibiotique : diminution de la perméabilité

v" Modification de la cible : modification des PLPs
v Excrétion de I’antibiotique : efflux
v

Inactivation de 1’antibiotique : production de 3-lactamases.

1.4.1. Pénétration de B-lactamines : diminution de la perméabilité

Ce mécanisme est lié a la structure de la paroi bactérienne et aux propriétés
physicochimiques de 1’antibiotique.

Les bacilles a Gram négatif ont une paroi comprenant une membrane externe qui
empéche la pénétration des antibiotiques hydrophobes et/ou de masse moléculaire élevée
entrainant une résistance naturelle a ces antibiotiques, le plus souvent a bas niveau. Les
molécules hydrophiles de faible masse moléculaire peuvent tout de méme traverser cette
barriéere hydrophobe en empruntant des canaux remplis d’eau formés par des protéines

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

aux antibiotiques [163].

1.4.2. Modification de la cible

Ce mécanisme de résistance aux B-lactamines est prédominant chez les bactéries a
Gram positif. Les cibles des B-lactamines sont les PLPs. Protéines liant les pénicillines
(PLP), les B-lactamines se fixent sur les PLP a la place du dipeptide d’alanine avec lequel
elles présentent une analogie structurale. Cette fixation bloque la synthése du
peptidoglycane et de ce fait la croissance bactérienne.

La bactéricide est obtenue avec 1’activation du systéeme enzymatique de la mureine

hydrolase qui provoque 1’éclatement de la bactérie [74].

1.4.3. Excrétion de I’antibiotique : Efflux
Les systemes d’efflux, basés sur une pompe insérée dans la membrane interne de la
bactérie sont capables d'excréter l'antibiotique hors de celle-ci, grace a un canal présent dans
la membrane externe et a une protéine de jonction périplasmique.[118].
Cet efflux conduit a une diminution de la concentration intracellulaire de
I'antibiotique et confére généralement des résistances de bas niveau.
Des systemes d'efflux constitutifs ont été identifiés chez de nombreuses bactéries a

Gram négatif. Ces méecanismes d'efflux actifs ont été decrits a I'origine chez E. coli [118].

1.4.4. Inactivation enzymatique de I’antibiotique : production de 3-lactamases

Ce mécanisme de résistance aux B-lactamines, prédominant chez les bactéries a
Gram négatif, repose sur la production d’enzymes, capables de se lier et d’inactiver
I’antibiotique. Chez les bactéries a Gram positif, les 3-lactamases sont excrétées alors que
chez les bactéries a Gram négatif, les R-lactamases restent localisées dans 1’espace
périplasmique.

L’origine des geénes qui code pour ces enzymes peut étre intrinséque (gene
naturellement présent sur le chromosome de 1’espéce bactérienne) ou extrinséque (gene

transmis a la bactérie par des plasmides ou des éléments génétiques mobiles).
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2. Les aminosides
2.1. Définition
Les aminoglycosides sont des molécules polaires et polycationiques. Leur structure de
base commune comporte un aminocyclitol (cycle a 6 chainons avec des groupements
aminés), auquel se lient par des ponts glycosidiques 2 (ou exceptionnellement 3 dans la
néomycine) hexoses [152].

2.2. Classification des aminosides
IIs sont divisés en trois classes [153] :
= Les déoxystreptamines bisubstituées 4-5 qui comprennent: Néomycine B ou C,
Paromomycine, Lividomycine A ou B, Ribostamycine, Framycétine.
= Les déoxystreptamines bisubstituées 4-6 qui comprennent: Kanamycine A, B, C et
dérivés, Amikacine, Tobramycine, Dibékacine, Gentamicine, Sisomycine,
Nétilmicine.

= Lesautres : Streptomycine, Streptidine, Spectinomycine.

2.3. Mécanisme d’action des aminosides

Les aminosides agissent au niveau du ribosome bactérien et perturbent la synthese
protéique [59]

La pénétration des aminosides a l'intérieur de la bactérie se fait en 3 étapes :

% La premiere étape est un passage passif qui permet la traversée de la membrane
externe (pour les Gram -) via les porines, puis la traversée du peptidoglycane (Gram +
et -). Les aminosides se concentrent alors au niveau de la membrane cytoplasmique
[36].

+« La deuxieme étape requiert une énergie métabolique délivrée par un gradient entre
I’intérieur et ’extérieur de la cellule et cette étape peut étre bloquée par mutation. Elle
peut également étre perturbée, si les conditions strictes exigées par la production
d’énergie oxydative pour le transport des aminosides ne sont pas respectées. Ceci
explique la sensibilité réduite des anaérobies aux aminosides, et la diminution
d’activité des aminosides sur les anaérobies facultatifs (entérobactérie) en cas

d’infection en anaérobiose relative [31].
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¢ La troisieme étape est la plus rapide, les aminosides se fixent sur le ribosome et
provoquent la fixation d'un ARNt incorrect sur I'ARNm, ce qui perturbe la

reconnaissance codon-anticodon et induit la synthese de protéines erronées.

Un effet supplémentaire induit par I'incorporation de protéines anormales est I'altération
de la membrane cytoplasmique. Cela se traduit par une action bactéricide rapide et

puissante.

3. Les Fluoroquinolones
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 [187].

3.2. Classification des quinolones

O de premiere génération (acide nalidixique).
O de deuxiéme génération (Ofloxacine, Ciprofloxacine, Lévofloxacine, ...).
O de troisieme génération (Trovafloxacine, Gémifloxacine, Moxifloxacine).

O de quatrieme génération : des fluoroquinolones (Garénoxacine).

3.3. Mécanisme d’action des quinolones

Le mécanisme d’action de cette classe pharmacologique consiste en une inhibition de
I’ADN gyrase, topoisomérase II bactérienne composée de deux sous-unités A et deux sous-
unités B et de la topoisomérase 1V. Ces enzymes sont essentielles a la réplication et a la
transcription de I’ADN bactérien; I’inhibition par les quinolones du complexe ADN
bactérien /enzymes empéche le «surenroulement» de 1’ADN, le relaichement de I’ADN
«surenroulé» et entraine la séparation de la double chaine hélicoidale de I’ADN. Les
quinolones sont spécifiques a I’ADN bactérien et exercent une activité bactéricide pendant

la phase de multiplication et de repos des bactéries [97].
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Chapitre 2: Bacilles & Gram négatif non fermentants et leur implication

dans lesinfections au service deréanimation

La position taxonomique des bacilles a Gram négatif non fermentants a subi de
nombreux changements ces dernieres années, depuis la publication de la liste : « Approved
list of bacterial names » [162]. Ces changements reposent sur des données phénotypiques
comme les caracteres conventionnels ou nutritionnels mais surtout génomiques (teneur en
bases de I’ADN, pourcentage d’hybridation ADN-ADN, détermination de la stabilité
thermique des hybrides). On peut distinguer un certain nombre de genres [Pseudomonas,
Burkholderia, Comamonas, Brevundimonas, Acinetobacter, Ralstonia, Shewanella,
Agrobacterium, Achromobacter, Chryseomonas, Flavobacterium, Flavimonas, Frateuria,

Gluconobacter, Rhizobium, Bordetella, Kingella, Oligella, Protomonas, Xanthomonas].

Les bacilles a Gram négatif non fermentants (BGN-NF) sont des bactéries
ubiquitaires retrouvées dans I’environnement (sols, eaux, air...) et pouvant étre responsables
d’infections cliniques. Elles sont dites pathogénes opportunistes car, bien que pouvant étre
isolées au cours d’infections communautaires, elles sont le plus souvent responsables

d’infections nosocomiales.

Au sein des BGN-NF, les souches Pseudomonas aeruginosa, et Acinetobacter
baumannii sont les bactéries les plus fréguemment isolées lors d’infections nosocomiales

dans les unités de soinsintensifs [17].

Ce sont des bactéries a Gram négatif aérobies stricts de culture “ facile ” formant un

groupe de bactéries tres souvent oxydase positive (Fig. 3).

Ces bactéries, cultivées sur milieux ordinaires, possedent un métabolisme respiratoire
strict (utilisation de I’oxygéne comme accepteur terminal d’électrons). A noter que certains
genres peuvent utiliser les nitrates comme accepteur terminal d’électrons en anaérobiose.
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Oxydase

l | N

Peritriche Polaire Immobile Polaire immobile
Alcaligenes Agrobacterium Alteromonas Pseudomonas Flavobacterium Senotrophomonas Acinetobacter

Fig. 3. Algorithme des principaux genres des BGN-NF

Ces bactéries représentent la majorité des pathogenes responsables d’infection
nosocomiale au service de réanimation. Parmi ces bactéries BGN-NF, Pseudomonas
aeruginosa et Acinetobacter baumannii sont les plus incriminées, car se sont des
colonisateurs de I’environnement de ces services. Elles peuvent survivre plusieurs mois sur

des surfaces inertes et méme humides surtout |es especes du genre Pseudomonas.

La transmission est en géenérale manuportée surtout par le personnel soignant. Mais

peut étre par contact direct par lesinstruments ou encore par inhalation. [2;60;68;76].

Les pneumopathies nosocomiales, représentent |'une des principales causes
d’infection en réanimation suivie par les infections urinaires. Son incidence est
particulierement élevée dans les unités des soins intensifs (USI) par rapport aux autres
services hospitaliers. Les pneumopathies nosocomiales acquises sous ventilation mécanique
(PNAVM) en représentent laforme la plus fréquente et la plus sévere malgré les progres de
I’antibiothérapie et la mise en ceuvre de mesures de prévention [60;69]. Apres les infections
a pneumopathies et les infections urinaires viennent les infections a cathéters et les
bactériémies.
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1. Pseudomonas aeruginosa
1.2. Classification - nomenclature

L’ espéce Pseudomonas aeruginosa est du régne Bacteria, de la division Proteobacteria,

Classe Gammaproteobacteria, Ordre Pseudomonadales, Famille Pseudomonadaceae, et du

Genre Pseudomonas [29].

Ce sont des bacilles a Gram négatif, asporulés, tres mobiles gréce a un cil polaire. La
membrane externe contient des porines dont le nombre et la taille, susceptibles de varier,
conditionnent |a perméabilité aux antibiotiques. La structure du LPS (lipopolysaccharide) de
cette membrane est également tres hétérogene. 11 est autrement connu sous le nom de bacille
pyocyanique (bacille du "pus bleu") est de loin, |'espece la plus fréguemment isolée en
bactériologie médicale. Commensal du tube digestif mais peu abondant chez le sujet sain, il
occasionne de nombreuses infections chez les sujets fragilisés. 1l est al'origine de 10% des

infections nosocomiales. |ls se comportent comme des pathogénes opportunistes [29].
1.2. Habitat

Selon Palleroni, N., [137] Pseudomonas aeruginosa est |'espece bactérienne dont
I'habitat est le plus vaste. Elle vit a I'éat saprophyte dans I'eau et les sols humides (elle
résiste mal a la dessiccation) ou a la surface des végétaux. Elle vit également a I'état
commensal dans|'intestin de I'hnomme et des animaux. Elle est isolée rarement, delapeau et
des muqueuses de I'homme et des animaux. De nombreuses souches pouvant se dével opper
a basse température (souches psychrophiles) contaminent les denrées alimentaires ou
produits pharmaceutiques conserveés au réfrigérateur. Elle peut aussi contaminer le matériel
hospitalier, hotelier (robinetterie), médical (sondes, trocarts, cathéters) ou chirurgical
(instruments, matériels de prothéese), les solutions antiseptiques, les solutés injectables, des

produits médicamenteux ou cosmétiques.
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1.3. Caracteres bactériologiques

L es souches de cette espece sont constituées de bacilles de 0,5 a 0,8 um de diamétre sur
1,5 a3,0 um de longueur, se présentant de maniére isolée ou groupée par deux ou en courtes
chaines, mobiles grace a une ciliature monotriche (quelques rares cellules portent cependant
plusieurs flagelles polaires), produisant le plus souvent de la pyoverdine et de la pyocyanine
(les souches ne produisant aucun de ces pigments sont trés peu nombreuses), pouvant
également excréter de la pyomélanine (pigment brun noir) et de la pyorubrine (pigment
rouge), nitrate réductase positive et respirant les nitrates, catalase et oxydase positives, ADH
positive, citrate de Simmons positive, hydrolysant la gélatine (gélatinase tres active),
donnant une réponse négative aux tests LDC, ODC, TDA, indole, R-galactosidase (mais
quelques souches hydrolysent 'ONPG au moyen dune enzyme différente de la 13-
galactosidase), uréase, production d'hydrogene sulfuré, hydrolyse de I'amidon, hydrolyse de

|'esculine et | écithinase.

Pseudomonas aeruginosa assimile de nombreux composés carbonés (acétamide, acétate,
D-alanine, L-arginine, butyrate, géraniol, glucose, lactate, malonate, mannitol, propionate),
mais elle n'utilise ni I'adonitol ni I'inositol ni le maltose ni le mucate ni le saccharose ni le

sorbitol ni le tréhal ose.

La température optimale de croissance est comprise entre 30 et 37 °C, mais il peut

pousser a42 °C, mais aucune culture n'est obtenue a4 °C ou a 46 °C.
L es colonies de Pseudomonas aeruginosa sont de trois types :

- Les colonieslarges sont grandes, rugueuses avec un centre plus bombé (colonies en
ceufs sur le plat) et un bord irrégulier. Tres souvent, les colonies la présentent sous forme de
petits phages d'autolyse donnant un reflet irisé ou métallique caractéristique.

- Lescolonies sm (small) sont rondes, petites, convexes et lisses.

- Les colonies mugueuses sont bombeées, opaques visqueuses, filantes, ou parfois

coulantes. Elles possedent une pseudo-capsul e constituée d'alginate.

Pseudomonas aeruginosa possede de nombreux plasmides transférables par
conjugaison ou par transduction et la plupart des souches (probablement 100% des souches)

sont lysogenes et souvent polylysogéenes (une méme souche peut héberger 8 a 10 phages
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tempérés sur son chromosome ou sur un plasmide). Cette haute fréguence de lysogénie n'est

pas retrouveée pour les autres espéces du genre Pseudomonas.

La présence de plasmides et de phages tempérés explique les nombreuses variations
génétiques observées dans cette espéce. Elle explique, au moins partiellement, la fréquence

des souches polyrésistantes aux antibiotiques.

L'étude épidémiologique des infections & Pseudomonas aeruginosa a rendu nécessaire
le développement de méthodes de typage.

L'étude des antigenes O a été initiée par Habs H., [70]. Cette bactériologiste a construit
un schéma de typage en 12 groupes sérologiques (schéma IATS, International Antigenic
Typing System) qui a éé maintenant éendu a 20 groupes. Le typage est réalisé a l'aide
d'une technique d'agglutination sur lame utilisant une culture de 16 a 18 heures. En pratique
courante, on ne dispose que de 16 antisérums spécifiques (O:1 a O:16) qui sont également
commercialisés sous forme de mélanges contenant chacun quatre antisérums. En France, les
sérovars O:1, O:3, 0:6 et O:11 sont les plus fréquemment isolés en bactériologie médicale.
Les septicémies sont souvent dues aux sérovars 1, 2, 5, 6, 8, 10 et 11. Les souches du
sérovar O:12 sont genéralement tres résistantes aux antibiotiques et elles sont souvent

isolées dans |es services de réanimation et d'hématologie clinique.

1.4. Mécanisme derésistance aux 3-lactamines chez de P. aeruginosa

1.4.1. Résistance naturelle

Pseudomonas aeruginosa possede une résistance naturelle a un grand nombre
d’antibiotiques en raison de la production d’une B-lactamase chromosomiqgue inductible de
classe C. Cette enzyme n’est pas inhibée par le clavulanate. Cette résistance naturelle est
due aussi a une mauvaise perméabilité membranaire. Il est donc naturellement résistant aux
pénicillines des groupes V, G, M et A, a la plupart des céphalosporines de troisiéme
génération et aux guinolones de premiére génération. P. aeruginosa est aussi généralement
résistant a la kanamycine [152]. A ces différents mécanismes, s’ajoute le systeme d’efflux
actif Mex AB-OprM, produit constitutivement chez les bactéries sauvages. Ce systeme joue
un réle fondamental dans la résistance naturelle a de nombreux agents toxiques ou

antibiotiques dont les B-lactamines [105] et les aminosides [115] .
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P. aeruginosa a toujours été considéré comme un micro-organisme difficile a traiter
en raison de sa résistance aux antibiotiques. Il n’est sensible naturellement qu’a un nombre

restreint d’antibiotiques.

1.4.2. Résistances acquises

1.4.2.1. Resistance enzymatique

Les [3-lactamases sont des enzymes d'inactivation de type serine (classes A, C et D) ou
métallo-enzymes (classe B) dont les substrats sont des [-lactamines. L'inactivation
enzymatique (perte de |'activité antibiotique) survient lors de I'ouverture du cycle 3-lactame
[144].

1.4.2.1.1. Résistance par hyperproduction dela céphalosporinase AmpC

Les céphalosporinases appartiennent a la classe C de la classification d’Ambler, ce sont
des sé&rine-enzymes. Le mécanisme le plus fréquent est une hyperproduction constitutive de
I’AmpC. La surproduction constitutive de I’enzyme AmpC affecte principalement I’activité
de la ticarcilline, de [I’association pipéracilline/tazobactam, de la Ceftazidime, de
I’ Aztréonam et dans une moindre mesure du Céfepime.

Habituellement, I’enzyme est produite en petites quantités. Toutefois, la production
d’AmpC chez P. aeruginosa peut augmenter de 10 a 1000 fois [8]. L hyperproduction de
céphalosporinase de type AmpC permet P.aeruginosa de résister a toutes les
B-lactamines a I’exception des carbapénémes. Son action échappe a I’action des inhibiteurs
de B-lactamases comme I’acide clavulanique ou tazobactam. La nouveauté de la résistance
c’est la relation avec la quantité d’enzyme AmpC produite [105]. La cinétique d’hydrolyse
n’est pas le reflet direct de I’activité enzymatique. En effet, I’efficacité de AmpC dépend, a
la fois, de la perméabilit¢é de la membrane externe et de I’efflux des molécules
d’antibiotiques[32].

1.4.2.1.2. Résistance par production de -lactamases de classe A
v" Pénicillinases
On distingue dans la classe A, les pénicillinases et les -lactamases a spectre éendu
(BLSE). Parmi les pénicillinases décrites : PSE-1 (enzyme spécifique de Pseudomonas)
encore dénommée CARB-2, PSE-4 (CARB-1), PSE-3 a 5, CARB-2 et CARB-4 [14].
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Toutefois, PSE-1 est la pénicillinase magjoritaire (90% des cas). Ces enzymes sont
étroitement liées, laseule différence est 1 ou 2 acides aminés [32;172].
Ces pénicillinases hydrolysent les Carboxypénicillines, les Uréidopénicillines et la

cefsulodine, et sont inactives sur la Ceftazidime et les carbapénemes.

v' LesPB-lactamases a spectre étendu (BL SE)

Les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont des enzymes récemment apparues a la
suite des mutations des pénicillinases. Elles sont plasmidiques donc transférables et
sensibles a I'action des inhibiteurs enzymatiques. Elles sont tres actives sur les pénicillines
et moyennement actives sur les céphalosporines de premiére génération. Les mutations
géneétiques a I’origine des BL SE élargissent le spectre de ces enzymes et touchent égal ement
les céphalosporines de troisieme génération (Ceftazidime et Cefotaxime) et les
monobactames (Aztréonam). Les bactéries produisant une BLSE n'hydrolysent pas les
Cephamycines (Céfoxitine) ni les Carbapénémes [200] .

Cinqg types de BLSE de classe A (TEM, SHV, PER, VEB et GES) ont été détectés chez
P. aeruginosa. Entre 1992 et 1998, plusieurs souches de P. aeruginosa productrices de TEM
ont été isolées en France : TEM-42 [124], TEM-4 [146], TEM-21[56] et TEM-24 [113]. Ces
BLSE ont un spectre d’activité équivalent a celui des TEM isolées chez les entérobactéries
(C3G et Aztréonam).

SHV-2a a été détecté en France en 1995 [128]. Et plus tard en Thailande, en Pologne
[35] et en Tunisie [71]. Le géne PER-1 a été identifié sur un chromosome de P. aeruginosa

isolé d’un tractus urinaire d’'un patient Turque hospitalisé a Paris en 1992 [132].

Il existe actuellement neuf types de BLSE connus. Jusgu’a présent, quatre types de GES
(GES-1, -2, -8 et -9) ont été trouvés chez P. aeruginosa [204]. Les résistances acquises aux
céphalosporines de 3°™ génération (C3G) se distinguent, soit par hyperproduction de
céphalosporines, soit par BLSE car les phénotypes de résistance sont différents. Ces
enzymes sont habituellement détectées par une synergie entre une C3G (notamment la
Ceftazidime) ou I’ Aztréonam et I’acide clavulanique (aspect en « bouchon de champagne »

sur un antibiogramme).
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Ladiffusion des genes de la classe A des BLSE joue un réle important dans la diffusion
de la résistance aux antibiotiques, et peut limiter ains les possibilités de traitement des

infections causées par P. aeruginosa.

1.4.2.1.3. Résistance par production de -lactamases de classe B

Les enzymes de ce groupe sont également connues sous le nom de carbapénémase ou
métallo-de B-lactamase (MBL) en raison de la présence d’un ou deux atomes de Zn*" dans
leur actif pour hydrolyser des B-lactamines [131]. Seul le monobactam est épargné par les
caractéristiques hydrolytiques des MBL. L’activité enzymatique des carbapénémases n’est
inhibée ni par I’acide clavulanique ni par le tazobactam, mais par ’EDTA, qui chélate les
ions zinc présents au niveau du site actif [133].

L’isolement des MBL transférables est en revanche, de plus en plus fréquent. Il
existe de nombreuses variétés de MBL regroupées dans plusieurs familles : VIM, IMP,
GIM, SIM, SPM ou NDM [201;210].

IMP-1 a été isolé pour la premiere fois au Japon en 1990 sur un plasmide conjugatif
dans une souche de P. aeruginosa [ 158;201].

VIM-1 a été isolé pour la premiere fois en 1997 en Italie a Vérone dans une souche
de P. aeruginosa [99].

La famille VIM est actuellement constituée de 27 membres (http ://
www.lahey.org/Studies/). Ces MBL sont principalement retrouvées chez P. aeruginosa,
mais ont également éé décrites chez de nombreuses entérobactéries, en particulier
K. pneumoniae [202].

En France, VIM-2 a été isolé pour la premiere fois en 1996 chez P. aeruginosa a
Marseille [149]. L’enzyme VIM-2 est la MBL la plus fréguemment isolée dans le monde
chez P. aeruginosa [43].

1.4.2.1.4. Résistance par production de -lactamases de classe D

Les oxacillinases sont des pénicillinases dont le spectre s’est entendu dans certains cas
aux C3G et dans d’autres aux carbapénemes.

Chez P. aeruginosa, les BLSE dérivées d’OXA-10 et OXA-2 ont été isolées (OXA-
10, 11, 14, 15,16, 19) ainsi que la B-lactamase OXA-18. Ces enzymes sont localisées sur des

plasmides (sauf OXA-18). llIs hydrolysent la plupart des [B-lactamines, y compris les
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céphalosporines, I’imipéneme et le Méropénéme. L’Aztréonam et la pipéracilline sont
moins touchés, mais leur activité n’est pas inhibée par I’acide clavulanique ou le tazobactam
[141]. L’OXA-18 est la seule B-lactamase de classe D inhibée par I’acide clavulanique
identifié chez P. aeruginosa. blapxa-1s est localisé au niveau de chromosome [128].

Les carbapénemases de type OXA présentent une grande diversité de ségquences
protéiques, mais ont un spectre d’activité assez proche. En I’absence d’autres mécanismes
de résistance (autres 3-lactamases de type BL SE ou AmpC plasmidique, perte de porines, ou
pompes a efflux), elles n’entrainent qu’une légére diminution de la sensibilité aux

carbapénemes [203].

1.4.2.2. Résistance non enzymatique
1.4.2.2.1. Pertedelaporine D2 chez P. aeruginosa

Le principal mécanisme par lequel P. aeruginosa acquiert une résistance aux
carbapénemes est la réduction de la perméabilité par perte de la porine OprD, voie
préférentielle de pénétration des carbapénemes. Ce mécanisme de résistance est stable
depuis plusieurs années et est présent en France chez 15 a 20 % des souches. Cette perte de
porine est en effet responsable d’une augmentation de la CMI, rendant la souche
intermédiaire ou résistante aux carbapénémes. Lorsqu’elle s’accompagne de
I’hyperproduction de la céphalosporinase AmpC, ou de I’hyper-expression du mécanisme
d’efflux mexAB-oprM, les CMI peuvent étre encore plus élevées [107;157].

La fréquence de mutation du géne de la porine OprD est de[107 8107 et les CMI des
carbapénemes sont multipliées par un facteur de 8 & 32. Selon le niveau atteint des CMI, les
souches sont rendues I/R pour I’imipéneme et S/I/R pour le Méropénéme et |e Doripénéme.
Larésistance est généralement croisée entre les molécules, maisil convient de le vérifier cas
par cas car des souches résistantes a une molécule peuvent s’avérer sensibles a une autre, en

fonction des mécanismes de résistances en cause [106;130;136] .

1.4.2.2.2. Surexpression de systeme d’efflux
Le systeme MexAB-OprM, cause une résistance naturelle a la plupart des -lactamines;
par dépression génétique. Il occasionne une résistance acquise a ces molécules. Les

systemes MexCD-OprJ et MexEF-OprN ne se manifestent pas normalement, mais, suite a
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des mutations, peuvent étre responsables de résistances acquises multiples, dont le spectre
est |égérement différent [140].

1.5. Résistance aux Aminosides

Les aminosides sont des agents antibactériens, naturels, produits par les
Actinomycetales des genres Streptomyces et Micronospora. L’action des aminosides repose
principalement sur la capacité a inhiber la synthése protéique en bloguant I’action
ribosomale aux différents stades de la traduction, ou encore en introduisant des erreurs dans

la synthése peptidique [211].

Le mécanisme majeur de la résistance aux aminosides repose sur la modification
enzymatique de certains groupements chimiques de ces antibiotiques. Trois classes
d’enzymes ont été decrits chez P. aeruginosa : les N-amino-acétyltransférases (AAC) qui
catalysent I’acétylation des fonctions -NH2, les O-phosphotransférases (APH) et les O-
nucléotidyltransférase (ANT) qui permettent respectivement la phosphorylation et la
nucl éotidylation des fonctions-OH (57). La modification des AAC participe a la résistance
de cette espece a la pluspart des aminosides utilises en thérapeutique (gentamicine,

Tobramycine, Nétilmicine et Amikacine) [89].

Pour les APH le niveau de résistance du bacille pyocyanique augmente pour la
kanamycine et |la néomycine. Enfin, les ANT conférent une résistance a la streptomycine, la

Spectinomycine, la gentamicine et la Tobramycine [108;122].

1.6. Résistance aux fluoroquinolones

Les fluoroquinolones sont des antibiotiques de synthese a pouvoir bactéricide rapide
comme la ciprofloxacine. Ces antibiotiques ont pour cible les topoisomérases bactériennes
detypes|l (I’ADN gyrase et la topoisomérases 1V). Chacune de ces enzymes est formée de

2 sous-unités, GyrA et GyrB, parC et ParE, respectivement.

La résistance aux fluoroquinolones chez P. aeruginosaest due a la présence de
mutation dans les Quinolone Resistance Detemining Regions (QRDR), des genes codant les

cibles et & la surexpression du systeme d’efflux [211].
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Les mutations dans les QRDR des génes gyrA et gyrB, parC et ParE affectent la
liaison des fluoroquinolones sur leurs cibles [78;211]. Chez les souches cliniques de P.
aeruginosa, I’altération des QRDR des sous unités gyrB et parC est peu fréquente. Elle
conduit a une résistance modérée aux fluoroquinolones [78]. Par contre, les mutations dans
le géne gyrA sont plus fréquentes et sont responsables d’une augmentation plus forte des
CMI delaciprofloxacines (CMI de 1 464 mg/L)[1].

1.7. Facteursde pathogénicité Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa possede un grand nombre de facteurs de virulence jouant
un role dans la colonisation, la survie de la bactérie et I'invasion des tissus. |l possede des
pili de type IV permettant I'adhésion aux épithéliums. L'exoenzyme S ainsi que d'autres
adhésines non piliées renforcent I'adhésion. L'exoenzyme S, localisée sur la membrane
externe est capable de se fixer fortement aux glycosphingolipides, joue un réle important.

Le flagelle semble également intervenir dans I'adhésion et |es souches non flagellées

ont une virulence atténuée.

Pseudomonas aeruginosa produit des sidérophores, notamment la pyoverdine et la

pyochéline, qui permettent ala bactérie de se multiplier en I'absence de fer libre.

Les souches isolées de I'appareil respiratoire, notamment de patients souffrant de
mucoviscidose possede une pseudocapsule dalginate qui protege le germe de la
phagocytose, de la déshydratation et des antibiotiques. De plus, elle anéliore I'adhérence

aux cellules épithéliales en formant un biofilm.

La cytotoxine est une protéine située dans |'espace périplasmique qui est libérée
aprés la phase de croissance exponentielle. Elle est responsable de la formation de pores
dans les membranes cellulaires, notamment dans la membrane des leucocytes, ce qui
entraine une augmentation de la perméabilité et une libération d'enzymes lysosomiaes. Elle

est ainsi responsable d'une inflammation sévére et d'une nécrose tissulaire.

La phospholipase C est une hémolysine thermolabile dont |a synthese est induite par
une carence en phosphate. Elle libére des phosphorylcholines a partir de la
phosphatidylcholine ou de la sphyngomyéline. Son substrat principa est le constituant

majeur du surfactant pulmonaire.
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Pseudomonas aeruginosa produit au moins quatre protéases qui provoguent des
hémorragies et des nécroses tissulaires. La plus importante est une élastase qui agit sur
I'élastine (composant structural majeur des tissus pulmonaires), la laminine, les collagenes
detypelll et 1V et sur les protéoglycanes. Une protéase a caline joue un role important dans
la dégradation directe des protéines du tissu cornéen, mais aussi un role indirect en activant
des protéases endogénes de la cornée. La protéase alcaline dégrade également I'interféron

gamma et les protéines du systeme complémentaire.

L'exotoxine A agit d'une maniére comparable a la toxine diphtérique. Elle inhibe la
synthése protéique des cellules eucaryotes par ADP-ribosylation du facteur d'éongation

EF2. Sa synthese est stimulée par la carence en fer.

L'exoenzyme S posséde également une activité ADP-ribosyl transférase. Elle agit sur la
vimentine (un composant du cytosquelette), les immunoglobulines A et G et elle entraine

une dépolymeérisation des filaments d'actine et contribue a la résistance aux macrophages.

1.8. Epidémiologie
Pseudomonas aeruginosa est un micro-organisme tres répandu et capable de persister
dans I’environnement. Il a la capacité d’utiliser différents composés organiques comme
source d’énergie et la capacité de survivre pendant de longues périodes, dans I’humidité.
Le réservoir naturel de ce microorganisme hydrophile est représenté par les sols

humides, les végétaux, et surtout les eaux douces, usées et marines [166].

Le bacille pyocyanique est indépendant de I’hnomme mais peut étre commensal du tube
digestif et des voies aériennes supérieures. Pour |es sujets en bonne santé P. aeruginosa est
peu présent, avec seulement 2 a 10% de porteurs, tandis que chez les sujets hospitalisés, ce
taux peut atteindre 50% voire 60% sur les plaies de brQlure ou d’escarres. Le milieu
hospitalier peut ére un habitat idéal pour ce micro-organisme. En effet, de nombreuses
niches écologiques existent dans les hdpitaux, en particulier au niveau des points d’eau et

des milieux humides, notamment au niveau des robinets et des siphons [22;193].

Le rdle de I’environnement dans la colonisation par P. aeruginosa des patients est une
question clé. De nombreuses études attribuent un réle majeur aux points d’eau sur

I’incidence de la colonisation des patients dans les unités de soins intensifs [98;192;193].
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P. aeruginosa peut contaminer le matériel hospitalier, tel que les endoscopes [178;179],
les nébulisateurs [39], les équipements de dialyse [206;208], des analyseurs de gaz du sang
[67]. Ainsi de nombreuses épidémies hospitalieres ont été imputées a la contamination de
divers instruments transmises directement a partir du réservoir aux patients sans passer par

aucun intermédiaire.

1.9. Infection nosocomiale a Pseudomonas aeruginosa en réanimation

Le taux d’incidence des infections nosocomiales liées a P. aeruginosa est plus important
dans les unités de soins intensifs que dans les autres services. A I’admission, environ 1%
[20] des patients sont infectés par le bacille pyocyanique et ce taux tend a augmenter au

cours de I’hospitalisation, pour atteindre entre 3% a 10% [11;16].

Les principales infections causées par P.aeruginosa en termes de fréquence, de
morbidité et de mortalité sont les pneumopathies sous ventilation assistée [16;26;188]. Les
patients sont souvent colonisés par P. aeruginosa avant de développer une infection.

Ainsi, les dépistages effectués chez les patients hospitalisés dans les unités de soins
intensifs montrent que le taux de colonisation a I’admission varie entre 2 a 13 % des
individus. Mais ce taux augmente au cours de la période d’hospitalisation entre 15 a 44%.
Pour les patients qui ne sont ni colonisés, ni infectés lors de I’admission, ils risquent de
contracter P. aeruginosa qui est en correlation avec I’utilisation des cathéters urinaires [23].
La durée du sgour au niveau des structures de soins intensifs [21;184], le traitement

antibiotique [7;160] les néoplasies [23].
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2. Acinetobacter baumannii

2.1. Classification - nomenclature

Bergy’s manual de bactériologie systématique [29]., a classé le genre Acinetobacter
dans la famille de Neisseriaceae mais cette disposition a jamais été formellement approuvée
par les taxonomistes. Apres cela, les développements taxonomiques ont aboutis a la
proposition que les membres du genre doivent étre classes dans la nouvelle famille
Moraxellaceae. Il y’a en fait 32 especes génomiques, dont 17 avec un nom validé.
Seulement 10 especes ont étés isolées dans des échantillons humains (A. baumannii, A.
calcoaceticus, A. haemolyticus, A. johnsonii, A. junii, A. lwoffii, A. parvus, A.
radioresistens, A. schindleri et A. ursingii), et 7 espéces nouvellement décrites ont été
isolées de boues activées (A. baylyi, A. bouvetii, A. gerneri, A. grimontii, A. tandoii, A.

tjernbergiae et A. towneri) [54].

2.2. Habitat

Les bactéries du genre Acinetobacter sont des bactéries ubiquistes (eau, sol,
végetaux). Chez I’lhomme, les Acinetobacter font partie de la flore cutanée de la peau saine,
et sont souvent retrouvés dans les localisations humides (creux axillaires, aines, espaces
interdigitaux). Les  Acinetobacter sont principalement responsables d’infections
nosocomiales (environ 10% des infections nosocomiales), septicémies, méningites,
suppurations diverses, infections urinaires, pneumopathie) Leur grande résistance aux
antibiotiques rend le traitement de ces infections difficile. Acinetobacter baumanii est

I’espece la plus fréeqguemment rencontrée dans ce type d’infection[114].

2.3. Caracteres bactériologiques

- Morphologie Coloration : Bacilles a Gram négatif, immobiles, non sporulés, parfois
capsulés, trapus, souvent associés en paire ou en courtes chaines ; formes filamenteuses
dans les cultures &gées.

- Caractéres culturaux : Aérobie dtrict, cultive facilement sur milieux usuels.
Acinetobacter baumannii est 1a seule espece cultiver a44°C.
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- Caracteres d’identification : Le diagnostic du genre est aisé : bacilles a gram-, aérobies
stricts, oxydase-, catalase + L’identification biochimique des diverses especes est difficile,
A. baumannii, A. calcoaceticus, et Acinetobacter genomospecies 3 et 13 sont tres difficiles
adistinguer par leurs caractéres phénotypiques. Le diagnostic différentiel entre ces 4 taxons
repose sur des tests d’assimilation [114].

2.4. M écanismes derésistance aux [3-lactamines chez A. baumannii

2.4.1. Résistance naturelle

Les souches de A. baumannii sont naturellement résistantes a la pénicilline G, a

I’amoxicilline et aux céphalosporines de premiére et deuxiéme générations.

Les souches sauvages de A. baumannii produisent une [-lactamase de type
céphalosporinase  (ou  AmpC), désignée également «  Acinetobacter-derived
cephalosporinases » (ADCs). La présence de ces enzymes ADCs représente |le mécanisme
de résistance aux [-lactamines le plus fréquent chez A. baumannii. Cette enzyme est capable
d’hydrolyser les aminopénicillines et les céphalosporines de premiére et de deuxieme
génération [27]. Contrairement aux enzymes AmpC identifiées chez les autres organismes a
Gram négatif, I’expression du gene blaampC n’est pas inductible. Ceci est di au fait
qu’aucun gene régulateur n’est présent en amont du gene blaampC, contrairement a ce que

I’on observe par exemple pour P. aeruginosa.

A. baumannii possede aussi naturellement sur son chromosome un géne codant pour
une oxacillinase (ou B-lactamase de classe D) dont le représentant principal est OXA-51,
avec de trés nombreux variantes décrits comme OXA-69, OXA-66 par exemple. Le réle des
genes de type blapxa-s; dans la résistance naturelle de A. baumannii semble tres faible [75].
La résistance naturelle de A. baumannii a certaines -lactamines résulte de I’association de
plusieurs mécanismes incluant une taille réduite des protéines de membrane externe et une

production limitée de porines.
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2.4.2. Résistances acquises
2.4.2.1. Résistance enzymatiques
2.4.2.1.1. Résistance des céphalosporinase Amp C

Différents mécanismes de résistance aux [-lactamines ont é&é signalés et identifiés
chez Acinetobacter baumannii [42] liés principalement a la production de B-lactamases.
A. baumannii produit naturellement une céphalosporinase de type AmpC qui est
normalement exprimé a bas niveau, et ne diminue pas |'efficacité des céphalosporines a
large spectre (Céfalotine) ou des Carbapénemes. L'insertion d’une séquence spécifique
ISAbal en amont du géene blaAmpC favorise I'expression de cette B-lactamase de type
AmpC en fournissant des sequences promoteur ce qui entraine la résistance ala Ceftazidime
[151].

2.4.2.1.2. Résistance des [3-actamases a spectre éendu

Chez A. baumannii les BLSE sont soit chromosomiques ou plasmidiques [176] ; Les
enzymes du type GES et PER, VEB et IBC-2, ont été largement retrouvées chez A.
baumannii, Les enzymes du type VEB hydrolysent de préférence la Ceftazidime et
I'Aztréonam. Les génes correspondant a ces BLSE sont le plus souvent retrouvés dans des
structures de type intégron comme geénes cassettes (VEB-1, IBC-1, GES-1, GES-3) et donc
sous la dépendance de promoteurs situés a I’extrémité 3' du gene de I’intégrase [144].

Les BLSE de type GES ont aussi été décrites chez A. baumannii, certains variants
comme GES-11 et surtout GES-14 pouvant conférer une résistance a toutes les (-
lactamines, incluant les carbapénemes [25;123]. Plus recemment, la BLSE la plus répandue
dansle monde, CTX-M-15, a é&té identifiée chez A. baumannii [154;175].

2.4.2.1.3. Résistances aux carbapénémes

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

carbapénemes chez A. baumannii.
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2.4.2.1.3.1. Carbapénemasesde classe B

Les B-lactamases de classe B « Appelée métallo-B-lactamases (MBLS) » ont besoin
d’un atome de zinc pour détruire les -lactamines, elles sont inhibées par ’EDTA [41].

Les déterminants MBLs les plus décrit chez A. baumannii sont les dérivés de type
IMP, VIM, SIM et NDM.

En Asie, IMP-1[83] et IMP-10[41] ont été decrit chez A. baumannii, au Japon ils ont
aussi été trouveés chez d’autre bacille a Gram négatif non fermentants. IMP-4[38] et IMP-8
[205] en Chine, VIM-2 [212] et SIM-1 [102] en Corée, VIM-3 [103] et VIM-11 [104] en
Taiwan.

En Europe, les MBLs qui ont éé décrit chez A. baumannii sont IMP-2 [100] en
Italie ; IMP-5[49] en Portugal ; VIM-1[194] et VIM-4 [62] en Gréce.

Un des derniers déterminants décrits, NDM-1 (New-Delhi Métallo- 3 -Lactamase), a
notamment largement éé médiatisé et son importante capacité de dissémination cause un
rédl probléme de santé publique [164], NDM-1 a é&té découvert pour la premier fois en 2008
chez un patient suédois rapatrié aprées avoir été hospitalise a New Dehli (Klebsiella

pneumoniae/ Escherichia coli) [93] et en 2010 chez A. baumannii en Inde [85].

2.4.2.1.3.2. Carbapénemasesde classe D
Les oxacillinases en général hydrolysent I'oxacilline, laméthiciline, cloxacilline et la
Benzylpénicilline, et leur activité est inhibée par NaCl [75], De plus, elles sont faiblement
inhibées par I’acide clavulanique. La plupart des B -lactamases de type OXA n'hydrolysent
pas de facon significative les C3G/C4G mais I’évolution par mutation(s) ponctuelle(s) vers
un élargissement du spectre adu avoir lieu comme pour les dérives de TEM/SHV.
Des oxacillinases aux propriétés de carbapénémases sont identifies chez
A. baumanni, ces oxacillinases sont de trois grands types : OXA-23, OXA-24/0OXA-40 et
OXA-58. Elles conférent des degrés variables d’hydrolyse des Carbapénémes dépendant de
leur niveau d’expression [75].
Les oxacillinases (CHDLSs) telles que OXA-23, initialement dénommée ARI-
1 « Acinetobacter résistant a I’imipeneme-1» a été identifiée pour la premiére fois en
Ecosse [139]. Le gene OXA-23, chez A. baumannii, a éé décrit sur plusieurs types de
transposons (Tn 2006, Tn2007 et Tn2008) localises au sein du chromosome ou sur
différents plasmides, démontrant la grande diversité des voies de dissémination de I’enzyme

[125]. Ce géne a été identifié atravers le monde entier chez A. baumannii [88].
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OXA-24, il est moins fréguent que OXA-23 il a été identifiée dans plusieurs régions
en Europe [156] et en Algérie[9].

OXA-58, ce géne a été initialement localisé sur un plasmide chez A. baumannii
[148]; Depuis, il a éé identifié dans le monde entier : Europe [40], Argentine [121],
Australie [142] et Etats-Unis [33], et en Afrique du nord comme I’ Algérie [55] et la Tunisie
[147]. Et OXA-143 identifiée a partir d’un isolat A. baumannii du Brésil [77].

Certains auteurs ont évoqué la possibilité d’une surexpression de I’oxacillinase
naturelle de A. baumannii (OXA-51 et ses variantes) par insertion de 1SAbal en amont du
gene codant pour cette B-lactamase [195]. Cependant, la rédlle contribution de la structure
|SAbal-gene de type blapxas: a la résistance aux carbapénémes chez A. baumannii fait
débat puisque cette structure a été identifiée dans des souches A. baumannii résistantes et

sensibles aux Carbapénemes.

2.4.2.2. Mécanismes de résistance non-enzymatiques

Les mécanismes de résistance aux carbapénemes chez A. baumannii sont moins
fréquents que les mécanismes enzymatiques mais font I’objet d’un nombre croissant de
publications. De plus, les mécanismes enzymatiques et non-enzymatiques peuvent étre

associ és dans une méme souche de A. baumannii.

2.4.2.2.1. Diminution dela perméabilité membranaire

Des modifications de la perméabilité membranaire de A. baumannii peuvent
entrainer une résistance aux carbapénémes. Aing, la perte de la protéine de membrane
externe CarO, secondaire a I’interruption du gene carO par différentes séquences d’insertion
(notamment 1SAba825) peut étre a I’origine d’une résistance aux carbapénémes [127]. Un
site spécifique de liaison a I’'imipéneme a récemment été mis en évidence pour la premiére
fois au sein de CarO. De maniére inattendue, aucun site de liaison au Méropénéme n’a été
identifié dans cette porine, faisant évoquer la possibilit¢ de I’implication d’une autre
protéine de membrane [34]. Une éude récente en Argentine rapporte une grande diversité
des séquences de carO au sein d’une population qui posséde A. baumannii [126]. Cet
échange de variant de carO pourrait représenter une stratégie au sein de la population de A.

baumannii étudiée afin de survivre dans différentes conditions environnemental es.
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2.4.2.2.2. Efflux

L’implication de systemes d’efflux naturels ou acquis dans la multirésistance aux
antibiotiques chez A. baumannii est de plus en plus étudiée [45].

Parmi les superfamilles de pompes d’efflux, les systtmes RND (Resistance-
Nodulation-Division) sont les plus prévalent chez A. baumannii [46;50;109;112]. Les
pompes RND comme AdeABC ou AdelJK présentent typiquement un large spectre de
substrats incluant des antibiotiques, des antiseptiques ou des détergents. La surexpression de
AdeABC est associée a une augmentation du niveau de résistance a I’imipénéme et au
méropénéme, surtout lorsqu’elle est associée a I’expression d’enzymes de type CHDL [75].
La pompe AdelJK est capable d’effluer les B-lactamines, le chloramphénicol, les
tétracyclines, I’érythromycine, les lincosamides, les fluoroquinolones, I’acide fusidique, la

rifampicine, la novobiocine et le triméthoprime [50].

2.4.2.2.3. Modification de PL Ps
Une modification des PLPs a I’origine de la résistance aux carbapénemes chez
A. baumannii n’a été que trés rarement investiguée mais il semble que la régulation de
I’expression des PLPs puisse étre associée a une diminution de sensibilité aux carbapénémes
[61].

2.5. Résistance aux aminosides

Depuis 1995, 80% des souches de A. baumannii isolées en France, en Europe ainsi
gu’aux Etats-Unis sont résistantes a au moins un des quatre principaux aminosides utilisés
en pratique médicale (gentamicine, tobramycine, amikacine, netilmicine).

La résistance aux aminosides est essentiellement due a I’acquisition de plasmides,
d’intégrons ou de transposons responsables de la production d’enzymes modificatrices. Les
trois types d’enzymes inactivant les aminosides ont été décrits chez A. baumannii :
aminoside acétyltransférase AAC, aminoside nucl éotidyl-transférase ANT, aminoside
phosphotransférase APH.

En Europe, 84% des isolats de A. baumannii expriment au moins deux enzymes
d’inactivation des aminosides [13;52].

Les enzymes les plus fréqguemment rencontrées chez A. baumannii sont AAC(3)-1 et
ANT(3"")-I ou encore AAC(3)-Il, AAC(6°)-1, ANT(2’"), APH(3’)-I et APH(3’)-VI [174] et
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Les génes codant pour des enzymes inactivant les aminosides sont sous forme de génes

cassettes au sein des intégrons chez Acinetobacter spp.
Récemment, la méthylation de I’ARNr 16S par la protéine codée par le gene armA a

été décrite au Japon, en Corée de Sud et aux Etats-Unis [143]. Ce gene plasmidique est
associé au transposon Tn1548 [53]. Les principales enzymes d’inactivation des aminosides

sont résumées dans | e tableau 2.

Tab.2. Enzymes d’inactivation des aminosides les plus communes chez A. baumannii

Enzymes Noms Substrats préférentiels
Acétylases AAC(3)-1 Gentamicine
AAC(3)-II Gentamicine, Tobramycine, Netilmicine
AAC(6°)-I Tobramycine, Netilmicine, Amikacine
AAC(6°)-I1 Gentamicine, Tobramycine, Netilmicine
Adénylases ANT(27?)-I Gentamicine, Tobramycine
ANT(3"")(9) Streptomycine, Spectinomycine
Phosphorylases APH(3’)- Kanamycine, Néomycine
APH(3’)-VI Kanamycine, Néomycine, Amikacine,
|sépamicine
M éthylases ArmA Gentamicine, Tobramycine, Amikacine

2.6. Résistance aux fluoroquinolones
Acinetobacter est naturellement résistant a I’acide pipémidique, mais était sensible a
I’acide nalidixique jusgque dans les années 1970. La résistance aux fluoroquinolones est

apparue tres rapidement apres I’introduction de ces molécules en thérapeutique.

Les mécanismes de résistances décrits sont liés a des mutations dans la cible des
quinolones que sont les topoisomérases de type Il (ADN gyrase et topoisomérase 1V) et
notamment au sein de courtes régions répétées (Quinolone Resistant Determinant Region).
Ces mutations se situent au niveau des genes codant pour une sous-unité de I’ADN gyrase,
Ou pour une sous-unité de la topoisomérase IV, ParC [13]. Les mutations dans le géne parC
interviennent dans des souches ou gyrA est d§a muté entrainant des niveaux de résistance
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tres élevés a la ciprofloxacine. Les systémes d’efflux de type RND AdeABC, AdelXK et la
pompe AdeM de type MATE contribuent également a la résistance aux fluoroquinolones
[50;109;180].

2.7. Facteurs de pathogénicité chez A. baumannii

Les Acinetobacter baumannii  sont considérés comme des bactéries peu pathogenes,
provogquant des signes cliniques chez des individus affaiblis mais rarement chez des
individus normaux. Les facteurs de pathogénicité des acinétobactéries sont encore mal

connus.

La production de slime (polysaccharides de surface) par les souches de Acinetobacter sp
augmente la virulence dautres bactéries comme Pseudomonas aeruginosa ou
Escherichia coli. Environ la moitié des acinétobactérioses sont des infections mixtes ce qui
confere a cette observation une certaine importance clinique. Le slime, produit au cours de
la phase exponentielle de croissance, inhibe la migration des granulocytes neutrophiles et
possede un pouvoir toxique pour ces cellules. Toutefois, une étude portant sur 100 souches a

monté que seules 14 % d'entre elles produisaient du slime.

Comme les autres bactéries a Gram négatif, les espéces du genre Acinetobacter
possedent un lipopolysaccharide doué de propriétés endotoxiniques : il est toxique pour la
souris, pyrogene chez le lapin et il provoque une lyse des amcebocytes de limules
(Limulus polyphemus). L'endotoxine est produitein vivo car une réaction positive au test

limule est observée au cours des septicémies [82].

La présence d'une capsule polysaccharidique est considérée comme un facteur de
virulence car €elle soppose ala phagocytose. De plus, avec les fimbriag elle pourrait jouer un
réle dans I'adhésion aux cellules épithéliaes [82].

Toutefois, la capsule pourrait rendre la surface des bactéries plus hydrophiles alors
gue les souches de Acinetobacter baumannii isolées de dispositifs médicaux (cathéters,
sondes trachéales, sondes vésicales, protheses...) présentent une surface plus hydrophobe
que les souches de la méme espece isolées d’individus sains. L’hydrophobicité de surface
d’un micro-organisme est un facteur important pour expliquer I’attachement sur les divers

polymeéres constitutifs des biomatériaux et cette propriété jouerait un réle dans lavirulence.
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Les souches hémolytiques produisent une phospholipase C qui hydrolyse la
|écithine, 1a phosphatidyl-éthanolamine et la sphingomyéline et qui est cytotoxique pour les

leucocytes.

La captation du fer est sous la dépendance d'un sidérophores du type aérobactine et
appel é acinétobactine et de protéines de membrane externe dont la synthése est réprimée en

présence de fer dans I'environnement.

2.8. Epidémiologie

Acinetobacter baumannii est un germe pathogene ubiquitaire causant aussi bien des
infections communautaires que des infections liées aux soins, ces derniéres étant beaucoup
plus fréguentes. Ce microorganisme a émergé récemment comme une cause majeure
d’infections nosocomiales en raison de sa multi-résistance aux antibiotiques et de sa
propension a causer des épidémies nosocomiales concernant souvent plusieurs services
d’hospitalisations et particulierement les services de réanimation. La survenue d’épidémie
est favorisée par sa tolérance a la dessiccation et son antibio-résistance contribuant au

maintien de cette bactérie dans I’environnement hospitalier.

Au total, I’épidémiologie de Acinetobacter baumannii est souvent complexe avec la
coexistence d’infections épidémiques et endémiques, ces derniéres étant favorisees par la
pression de sdlection des antibiotiques. Le seul point positif est que les infections
potentiellement séveres comme les bactériémies ou les pneumonies en soins intensifs
nécessitant une intubation ne semblent pas étre associées a une augmentation du taux de

mortalité ou a une augmentation de la durée d’hospitalisation [66].

2.9. Infection nosocomiale a A. baumannii en réanimation

L’incidence des infections nosocomiales a Acinetobacter baumannii a
considérablement augmenté durant les 30 dernieres années en particulier dans les services a
haut risque (unité des soins intensifs) [12]. En 1995, les Acinetobacter sont isolés dans 9 %

des infections nosocomiales alors qu’ils ne représentaient que 1 % de celles-ci en 1983 [81].

Les infections nosocomiales a Acinetobacter baumannii sont devenues de plus en

plus fréquentes parmi les patients en état sévere dans les unités de réanimation a travers le
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monde. Ces isolats de A. baumannii sont souvent résistants a la plupart des antibiotiques et

une résistance prouvee atous les antibiotiques d'isolats de A. baumannii a été rapportee.

Les infections & A. baumannii sont le plus souvent liées a aux moins une manceuvre
invasive (pose de sonde, intubation, ventilation artificielle et une intervention chirurgicale).
Les actes invasifs quels qu’ils soient (sonde, cathéter ou chirurgie) favorisent les infections
nosocomiales a A. baumannii et sont en cause dans 50 % des cas. D’ailleurs les services ou
on a un recours fréquent a ces procédés invasifs sont les unités des soins intensifs. Au
niveau de ces services, le risque d’infection est aussi élevé a cause de I’utilisation intensive
d’antibiotiques a large spectre tels que les céphalosporines de troisiéme génération,

I’imipénéme et les aminosides.
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Partie 2: Matériel et Méthodes

1. Objectifs

L’étude prospective que nous avons menée sur la caractérisation de I'antibio-
résistance des souches de Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa du groupe
des bacilles a Gram négatif non fermentants rendu responsables d'infection chez des patients
hospitalisés au service de réanimation CHU- Annaba, sur une période de onze mois
(Novembre 2010 a Septembre 2011).

Au courant de cette période, un total de 64 bacilles & Gram négatif non fermentants
(30 Acinetobacter baumannii et 34 Pseudomonas aeruginosa) ont été isolés de prélevements,

recueillis aux niveaux des unités de soins intensives.

Les infections a Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii surviennent
essentiellement en réanimation et plus particulierement chez des patients immunodéprimés
[65;66;183].

Les souches A. baumannii et P. aeruginosa sont parmi les espéces les plus fréquentes
apres Staphylococcus aureus, responsables d’infection nosocomiale dans les unités de soins

intensifs.

Par le présent travail, nous voulons étudier la résistance des bacilles a Gram négatif
non fermentants isolés des prélevements (aspiration trachéale, urine, prélevement de plaies,
pus, sang) des patients hospitalisés au niveau des services de réanimation CHU Annaba-
Algérie. On a alors effectu¢ 1’identification des souches isolées, puis la détermination
moléculaire des génes de résistance et leur séquencage. Les séquences obtenues sont

analysées par le logiciel « codan code aligner » et soumises via Internet, a I’aide du logiciel

Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), pour comparaison avec les séquences homologues,

contenues dans la banque informatique internationale dénommée «<GenBank >>.

Les examens bactériologiques ont été réalises au niveau du laboratoire central de
microbiologie de 1’hopital de Dorban Annaba- Algérie, et I’é¢tude de biologie moléculaire a
¢té réalisée en collaboration avec 1’Unité de recherche sur les maladies infectieuses et
tropicales émergentes, UMR CNRS-6236, IRD189, IFR48, Faculté de Médecine et de

pharmacie, Aix-Marseille-Université, Marseille, France.

Durant notre étude, deux aspects nous ont apparu intéressants a étudier et a analyser.

Le premier étant la résistance aux carbapénémases chez Pseudomonas aeruginosa et
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Acinetobacter baumannii qui sont les principaux bacilles a Gram négatifs non fermentants
retrouvés dans les services de réanimation. Le second étant les conséquences attribuables a la

résistance aux carbapénémes.

Nous avons effectu¢é un travail dont I’objectif est d’évaluer la résistance aux
antibiotiques, particulierement les carbapénemes car ils sont utilisés en premiere intention en
réanimation surtout dans les infections nosocomiales et aussi leur émergence en Algérie et

dans le monde.
2. Isolement et identification des souches isolées

Les souches cultivées sur milieu Trypticase Soja (TSA) ou gélose au sang sont incubées
a 37°C. L’identification des bacilles a Gram négatif non fermentants collectées a été réalisée

par deux méthodes :

2.1. Systéeme API-20NE (BioMérieux, Meylan, France) : est un systéme standardisé pour
I’identification des bacilles a Gram négatif non fermentants. |l comporte 8 tests
conventionnels, 12 tests d'assimilation, et une base de données. C’est une mini galerie
biochimique qui nous permet d’étudier les caractéres biochimiques des bactéries afin de les

identifier.

2.2. La spectrométrie de masse MALDI-TOF(Microflex).

Le MALDI-TOF est un{spectromeétre de masse| couplant une|source d'ionisation laser

assistée par une matrice|(MALDI = Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation) et

unfanalyseur a temps de vol|(TOF = Time-Of-Flight mass spectrometry) [173].

La principale fonction de la spectrométrie de masse MALDI TOF (Microflex, Bruker
Daltonics, Bremen, Germany), en microbiologie clinique, est I’identification des micro-
organismes par 1’analyse de leurs protéines totales. La spectrométrie de masse combinée a une
désorption- ionisation laser assistée par une matrice, d’une bactérie isolée, permet de réaliser

cette identification en quelques minutes et avec une haute précision [173].

Le protocole appliqué pour identifier les souches bactériennes, collectées dans les

services de réanimation est le suivant:

> Nettoyage de la plaque — cible : consiste a rincer la plaque avec de I’eau chaude, et

a verser de 1’éthanol a 70% que 1’on frotte avec du papier. Ensuite, on plonge la cible dans
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1’éthanol pendant 15 min, puis on la frotte avec 500ul de TFA (Acide TriFlurocetique) a 80%

et enfin on la rince avec de I’eau utilisée pour ’HPLC et on la laisse sécher a 1’air libre.

» Préparation de la matrice : la matrice permet de minimiser la dégradation de

I’échantillon provoquée par 1’absorption de 1’énergie des faisceaux laser incident.

Dans cette étude, nous avons utilisé, sous une hotte chimique, un protocole de

préparation de la matrice. Dans un tube a Eppendorf, on dispose les éléments suivants en

respectant la procédure suivante :

- 2 spatules d’alpha- cyano- 4 hydrocinnamic acide

- 500 pl d’acetonitril HPLC

- 250 ul de TFA a 10% (acide trifluorocetique)

- 250 ul d’eau HPLC

- Soniquer pendant 10 minutes dans un Bain a ultrasons
- Centrifuger 5 minutes a 13000 RPM

- Transférer le surnageant dans un tube a Eppendorf propre.

Ainsi la matrice préte a étre utilisée.

>

Preparation des échantillons pour I’analyse spectrométrique :

Sous un PSM (poste de sécurité microbiologique), on préléve les bactéries a identifier,
a partir d’une culture bactérienne de 24 heures, pour les déposer sous forme d’un fin
frottis d’environ 5 mm?, sur les spots de la plaque métallique servant de cible aux tris
du laser. Pour chaque souche, on fait 4 spots pour réduire le risque d’erreur.

On dépose 2ul de matrice sur chaque spot.

On laisse sécher sous la hotte pendant 15 minutes pour permettre sa co-cristallisation

avec 1’échantillon bactérien.

Insertion de la cible et lancement du MALDI TOF

La cible était ensuite introduite dans ’appareillage (Microflex, Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) et exposée sous- vide, aux tris du laser.

Remplir la fiche du logiciel MALDI Biotyper Automation Control.

Lancer le spectrometre de masse : Microflex.
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» Interprétation des résultats de I’analyse spectrométrique :

MALDI TOF identifie les micro- organismes en utilisant le logiciel Biotyper 2.0. La
spectrométrie de masse permet de mesurer une unique empreinte moléculaire d’un organisme,
plus précisément, le logiciel Biotyper MALDI mesure les protéines trés abondantes qui se
trouvent dans tous les micro-organismes. Les motifs caractéristiques de ces protéines tres
abondantes sont utilisés pour identifier d’'une maniére fiable et précise un micro-organisme
particulier, en faisant correspondre le modéle respectif a une base de données étendue,
ouverte, pour déterminer 1’identit¢ du micro-organisme jusqu’au niveau d’espéce.
L’identification est correcte lorsque la valeur du score identifiée par la MALDI TOF est >1.9
[173].

3. Antibiogramme selon le comité de D’antibiogramme de la société francaise de
microbiologie (CA-SFM)

La méthode utilisée est la technique de la diffusion des disques, sur un milieu gélose.
Les antibiogrammes des souches Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa ont
été realises sur des boites de Muller-Hinton suivant la technique recommandee par le comité
de I’antibiogramme, de la société Frangaise de microbiologie (CA-SFM).

Les géloses ont été ensemencées a I’aide d’un écouvillon a partir d’une suspension de
germes a 0.5 Mac Farland (une densité optique égale 0.2 a 650 nm) diluée au 1/10 de facon a
obtenir une concentration finale de 10’ UFC/ml, conformément aux recommandations de la
CA-SFM (www.sfm.asso.fr). Des disques d’antibiotiques ont été déposés a la surface des
géloses, a ’aide d’un distributeur automatique. Les antibiotiques testés sont 1es suivants :
Ticarcilline, Pipéracilline, ticarcilline / acide clavulanique, Pipéracilline /tazobactam,
cefsulodine, Ceftazidime, Imipéneme, Aztréonam, Amikacine, Néomycine, Ciprofloxacine,

Fosfomycine, Gentamicine,Colistine et Rifampycine.
Les boites ont été mises a incuber pendant 18 a 24 heures a 37 °C.

A T’aide d’un pied a coulisse, les différents diamétres des zones d’inhibition obtenus
autour des disques d’antibiotiques sont mesurés par deux fois. L’interprétation en Sensible (S)
Intermédiaire (1) ou Résistante (R) est effectuée selon les critéres définis par le CA-SFM
(communiqué du CA-SFM, 2010).

47



Matériel et Méthodes

4. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) par E-test

Le principe de la CMI par E-test est basé sur la combinaison des deux concepts :
dilution et diffusion. Le systéme E-test consiste en une bande en plastique, non poreuse,
calibrée par un gradient pré-établi de concentration d’antibiotiques, couvrant 15 dilutions pour
déterminer la CMI en pug/ml d’une souche testée en milieu gélose.

Le gradient couvre une rangée de concentrations allant de 0,016 a 256 pg/ml ou 0,002 a
32 pg/ml selon I’antibiotique. L’inoculum a été préparé en réalisant une suspension de
colonies obtenues d’une culture pure de 18 a 24 heures, dans de 1’eau physiologique. La
suspension a été calibrée a I’échelle 0.5 Mac Farland. L’ensemencement a été effectué par
écouvillonnage sur la gélose Muller Hinton. Lorsqu'une bandelette Etest est appliquée sur une
boite de gélose ensemencée, l'antibiotique est immédiatement libéré de la surface du support
et se dépose sur la surface de la gélose.

Un gradient continu est exponentiel de concentrations en antibiotique se crée juste en
dessous du support. Aprés 18 a 24 heures d'incubation, ce qui rend la croissance bactérienne
visible. Une ellipse d'inhibition symétrique, axée sur le support, se forme. Les bords de

I'ellipse d'inhibition indiquent la valeur de CMI, exprimée en pg/ml.

5. Recherche phénotypique des carbapénémases

La recherche des carbapénemases par les tests phénotypiques a été réalisé suite au
résultats de I'antibiogramme, Ou nous avons noté une résistance tres élevée a l'imipénéme.
Nous nous somme intéressé particulierement a cette antibiotique, car il est considéré comme
I'antibiotique de choix contre les infections nosocomiales dans les unités de soins intensifs.

Ces resistance pose un énorme probleme dans la guérison et la survie des patients.

5.1. Test d’imipénémase par MALDI TOF ultraflex
La spectrométrie de masse générée par une source d’ionisation laser, assistée par une
matrice et un analyseur a temps de vol (MALDI-TOF) est appliquée pour la détection de la

production de carbapénémase chez les souches étudiées [87].

Le protocole utilisé pour la détection des carbapénemase par MALDI TOF ultraflex

est le suivant :
» Nettoyage de la plaque — cible : le protocole utilisé pour le nettoyage de la cible
consiste a mettre la cible dans un bain d’isopropanol & 50% et soniquer pendant 15

min, et on rince avec de ’eau HPLC et on laisse sécher a ’air libre.
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» Preparation de la matrice :

- Sous une hotte chimique, dans un tube a Eppendorf, mettre 10 mg de HCCA
- Ajouter 1 ml d’acétone

- Soniquer 2 min (la solution doit étre trouble)

- Enlever 660 pl et ajouter 660 ul d’éthanol

- Ajouter 1 pl de TFA.

La matrice est préte a étre utilisée

» Préparation des échantillons : déposer une colonie bactérienne de 24 heures, dans
une solution d’imipenéme (Tienam, 500 mg, MSD, Paris, France) dilu¢ dans 0,45% NacCl et
incuber a 37°C pendant 4 heures. Apres I’incubation, le mélange est centrifugé et on utilise le
surnageant.

Sur une cible (Bruker Daltonics GmbH, Bréme, Allemagne; MTP AnchorChipTM 384
Cible TF), on dépose 1 ul de surnageant (Echantillon & analyser) puis on ajoute 1 ul de

matrice et laisser sécher a température ambiante.

Remarque : sur chaque cible on dépose deux souches de reférence, utilisées comme
témoins : Escherichia coli ATCC 25922 comme témoin négatif et Klebsiella pneumoniae

(« Kpnasey » souche de référence pour NDM-1) comme témoin positif.

Apres séchage, la cible est introduite dans un spectrometre de masse Ultraflex (Bruker
Daltonics).

Les résultats ultraflex traduisant la présence ou I’absence des pics représentant
I’imipenéme et son métabolite naturel sont analysés a 1’aide d’un logiciel Flex Control 3.0.

Les résultats sont interprétés comme positif a la production des carbapénémase, si le
pic spécifique de I'imipeneme a 300 m/z disparait complétement au cours de la période
d’incubation de 4 heures avec une augmentation/visualisation du pic spécifique du métabolite

a 254 m/z. On confirme la production d’une carbapénémase par le calcule du Ratio.[87]

aire sous la courbe du pic de 'imipenéme

Ratio = <05

son métabolite

La présence du pic spécifique de I'imipeneme a 300 m/z au cours de la période

d’incubation de 4 heures avec un Ratio (rapport de 1’aire sous la courbe du pic de
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I’imipenéme / son métabolite) > 0.5. [87] Ce qui prouve qu'on est en présence de souches A.
baumannii sensibles a I’imipenéme.
5.2. Test de Hodge
Les souches A. baumannii a tester sont ensemencées sous forme de stries déposées a

partir du centre jusqu’a la périphérie de la boite contenant la gélose MacConkey,
préalablement ensemencée avec une souche Escherichia coli ATCC 25922 (sensible a tous
les antibiotiques).

Apres 15min, un disque d’imipenéme est appliqué au centre et la boite est incubée a
37°C pendant 18 a 20 heures.

La déformation de la zone d’inhibition a I’intersection entre une strie et la culture de

E. coli indique la présence d’une carbapénémase [101].

5.3. Test de synergie EDTA-IMP : Détection des metallo-g-lactamases (MBL)
Un antibiogramme est réalis€ pour Pseudomonas aeruginosa selon les
recommandations du CA-SFM sur la gélose Mueller Hinton.
On a utilisé deux méthodes :

o Undisque d’imipénéme (10ug) est déposé a deux centimetres d’un disque vierge
auquel on ajoute 10ul d’EDTA ; Aprés incubation a 37°C pendant 24heures, si on observe
une synergie entre les deux disques, on considere que ces souches sont productrices de MRL.

o Dans la méme boite de gélose ensemencée, on dépose deux disques d’imipenéme
a deux centimétres d’intervalle auxquels on rajoute a 1’un d’eux 4ul d’EDTA (solution 0.5M,
ph8). Les diametres des zones d’inhibition autour de ces disques sont mesurés et comparés
apres 18 a 24 heures d’incubation a 37 °C. Si les souches dont le diamétre d’inhibition autour
du disque IPM-EDTA est supérieur a celui obtenu avec le disque d’IPM seul d’au moins

6mm, elles sont considérées comme souches productrices de MRL [209] .

6. Recherche moléculaire des B-lactamases

Au cours de notre travail, on a recherché I’identification des B-lactamases de classe A,
classe B, classe C d’Ambler. Les amorces utilisées pour 1’amplification et le séquencage de
différents génes sont présentées dans les tableaux 7 et 8.
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6.1. Recherche moléculaire des carbapénemases

6.1.1. Polymerase Chain Réaction (PCR) en temps réel

La PCR, en temps réel, est une technique qui repose d’une part sur I’amplification des
acides désoxyribonucléiques (ADN) par une ADN polymérase, a partir d’amorces Sens et
anti-sens, et d’autre part sur la détection réguliére d’un signal fluorescent émis par une sonde
TagMan®, qui porte a son extrémité 5’ un Fluorophore, et a son extrémité 3” un Quencher. Ce
dernier absorbe la fluorescence du Fluorophore, on remarque qu'aucun signal n’est émis. [Fig.
4. (A)].

Un cycle de PCR, ou cycle d’amplification est composé d’une étape de dénaturation de
I’ADN, suivie de I’hybridation des amorces sur leur séquence spécifique et de 1’extension de
ces amorces par I’ADN polymérase. Les étapes d’hybridation et d’élongation peuvent étre
réalisées a la méme température. Ce qui permet de réduire considérablement le temps de la
PCR en temps réel. [Fig. 4. (A)].

Lors de la dénaturation, les deux brins d’ADN sont séparés, puis les amorces se fixent
sur leur séquence cible au cours de 1’hybridation. Pendant 1’élongation, la polymérase qui
posséde une activité 5’-éxonucléase, va cliver la sonde TagMan®. Le Fluorophore va donc
s’éloigner du Quencher, qui n’absorbera plus la fluorescence émise par le premier, et un
signal pourrait étre détecté. [Fig. 4. (B)].

L amplification par PCR, corrélée a un nombre de Fluorophore clivés (donc émettant un
signal fluorescent) augmente exponentiellement. [Fig. 4. (C)].

Ceci va se traduire par une courbe de PCR en temps réel, retragant 1’intensité du signal
émis en fonction du nombre de cycle PCR. Au début, le signal fluorescent émis ne se
démarque pas du bruit de fond. Ensuite, une phase exponentielle d’amplification du signal
apparait jusqu’a une phase plateau, correspondant au signal maximal détectable lorsque toutes
les sondes ont été clivées. Une fois que la quantité d'/ADN permet aux sondes fluorescentes de
dépasser ce seuil, alors, on obtient un numéro de cycle PCR appelé "Ct" pour "Cycle
Threshold"” ou cycle seuil. Le cycle seuil correspond au nombre de cycle de PCR qui doivent
avoir lieu avant le déebut de la phase exponentielle. [Fig. 4. (D)].

Le protocole utilisé dans ce travail est le suivant: dans une plaque pour
Thermocycleur Stratageme MX 3000P, on dépose 20 ul du mélange réactionnel (décrit dans
le tableau 3 ci-dessous) dans chaque puits, cette derniére est introduite par la suite dans le

thermocycleur.
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Le dépistage des génes blao)(A.23, b|ao)(A-24‘ blao)(A.5g, blaOXA-51, b|aND|v|.1 et blaKpC a été
réalisé sur les souches A. baumannii et P. aeruginosa résistantes a 1’imipenéme en utilisant

des amorces et des sondes spécifiques (tab. 5).

Pour valider la réaction de la PCR en temps réel, diverses souches de référence sont
utilisées :

A. baumannii (b|ao)(A-23, b|ao)(A-24 and bIaOXA.51), [94]
Klebsiella pneumoniae UAA2984 (blay;v) [P. Courvalain Institut Pasteur, Paris,

France]

A. baumanniiUAA2529 (blajwp) [P. Courvalain Institut Pasteur, Paris, France]
Klebsiella pneumoniae KPC-3 (blakpc) [P. Courvalain Institut Pasteur, Paris, France]
Klebsiella pneumoniae [ Kpnasey (blanpm-1) ] [51]

Tab.3. Composition des mélanges réactionnels pour les PCR et en temps reéel

Mix RT-PCR pour Une réaction Quantité PCR en

temps réel

Quantitect Probe PCR Master Mix 10 pl
Amorce Forward 0.5ul
Amorce Reverse 0.5ul

Sonde 2ul

H.O physiologique 2 ul

ADN a amplifier 5 ul
Volume total 20 pl

Tab.4. Programme de I’amplification de la PCR en temps réel

Température 50°C 95°C 95°C 60°C 45°C
Temps 2 min 15 min 1 sec 35 sec 30sec
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Fig. 4. Principe de la PCR en temps réel (exemple des sondes TagMan®)
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Tab.5. Amorces utilisées pour les PCR et en temps réel

Gene amorce Séquence des amorces Taille amplicon  Ref
OXA23-F TGCTCTAAGCCGCGCAAATA
blapgxa-23 OXA23-R TGACCTTTTCTCGCCCTTCC 130pb
OXA23-probe FAM-GCCCTGATCGGATTGGAGAACCA-TAMRA
OXA24-F CAAATGAGATTTTCAAATGGGATGG
blapyazs  OXA24-R TCCGTCTTGCAAGCTCTTGAT 123pb
OXA24-probe FAM- GGTGAGGCAATGGCATTGTCAGCA-TAMRA [94]
OXA58-F CGCAGAGGGGAGAATCGTCT
blapyass  OXABS8-R TTGCCCATCTGCCTTTTCAA 102pb
OXAS58-probe FAM-GGGGAATGGCTGTAGACCCGC-TAMRA
OXA51-F TAATGCTTTGATCGGCCTTG
blapxas: OXA51-R TGGATTGCACTTCATCTTGG 117pb
OXA51-probe  FAM-AGCTCGTCGTATTGGACTTGAACTC-TAMRA
NDM1-F GCGCAACACAGCCTGACTTT
blanpm1 NDM1-R CAGCCACCAAAAGCGATGTC 155pb [51]
NDM1-probe FAM-CAACCGCGCCCAACTTTGGC-TAMRA

pb: paire de base ; F: Forward ; R: Reverse ; Ref : Référence
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6.1.2. Polymérase Chain Réaction(PCR) standard

Le principe de la Polymérase Chain Réaction (PCR), consiste a amplifier
spécifiquement une séquence cible. Les réactions d’amplification des genes codant pour les
carbapénémase sont réalisées avec des couples d’amorces spécifiques (tab. 7), dans un
thermocycleur de type BioRad. Nous avons désigné certaine amorces grace au logiciel

primer 3.

Les amplicons sont ensuite purifiés et séquencés. Les séquences sont comparées a

celles déposées dans une banque de données (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

¢ L’extraction de ’ADN : L’extraction de I’ADN génomique a été réalisée a 1’aide
du kit Qiagen : mini Kit (Qiagen, Hilden, Allemagne) selon les conditions spécifiées par les
fournisseurs :

- Pipeter 20 pl de Protéase QIAGEN (ou la protéinase K) est le mettre dans un tube a
Eppendorf de 1.5 ml.

- Ajouter 200 ul d'échantillon (suspension bactérienne) dans le tube Eppendorf de 1,5
ml.

- Ajouter 200 pl de Buffer AL (tampon) a I'échantillon. Mixer (vortex) pendant 15 s.
afin d'assurer une lyse efficace. Il est essentiel que I'échantillon et le Buffer AL
soient bien mélangés pour obtenir une solution homogene.

- Incuber ce mélange pendant 30 min a 70°C.

- Centrifuger 1min a 13000 rpm (brievement) le tube Eppendorf de 1,5 ml pour
récupérer les gouttelettes a l'intérieur du couvercle

- Apres ajouter 200 pl d'éthanol (96-100%) a I'échantillon et mélanger a nouveau en
vortexant pendant 15 s. Le mélange dans I’Eppendorf est centrifugé pendant 1min a
13000 rpm.

- Transvaser soigneusement le mélange du tube Eppendorf dans de la colonne
QlAamp Mini [la colonne contient un tube avec filtre qui est placé dans un tube
collecteur (fourni) 2 ml] sans en mouiller le bord. Fermer le capuchon et centrifuger
a 13000 rpm pendant 1 min. Ensuite jeter le contenant du tube collecteur.

- Ouvrir la colonne QlAamp Mini et ajouter 500 ul de Buffer (tampon) AW1 sans
mouiller le bord. Fermer le capuchon et centrifuger & 13000 rpm pendant 1 min.
Apreés la centrifugation jeter le contenu dans un tube collecteur (fourni) contenant le
filtrat.
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- Ajouter 500 pl du Buffer (tampon) AW?2 dans la colonne QlAamp Mini, fermer le
capuchon et centrifuger a vitesse maximale (20000 x g;14000 rpm) pendant 3 min.

- Placer la colonne QIAamp Mini filtre dans un nouveau tube Eppendorf de 2 ml (non
fourni) et jeter I'ancien tube collecteur (fourni) contenant I'effluent. Centrifuger a
fond, accélérer pendant 1 min. Cette étape permet d'éliminer le risque de tampon
AW?2 report possible.

- Placer la colonne QIAamp Mini spin dans un nouveau tube Eppendorf de 1,5 ml (non
fourni) et jeter le tube contenant le filtrat. Ouvrir avec précaution la colonne QlAamp
Mini rotation et ajouter 200 pl de tampon AE ou deau distillée. Incuber a
température ambiante (15-25°C) pendant 1 min, puis centrifuger a 13000 rpm
pendant 1 min. Et récupérer le contenu de I’Eppendorf qui est de I’ADN extrait. Puis
jeter la colonne QIAamp Mini spin. L'incubation de la colonne QlAamp Mini
chargée de tampon AE ou deau pendant 5 min a température ambiante avant

centrifugation augmente généralement le rendement d'ADN.

¢ Protocole d’une PCR standard
Le protocole utilisé pour effectuer une PCR standard est le suivant : dans une plaque
pour Thermocycleur BioRad on dépose 25 ul du mélange réactionnel (décrit dans le tableau 6

ci-dessous) dans chaque puits, cette derniere est introduite par la suite dans le thermocycleur.

Le dépistage des génes blapxa-23 blaoxa-24, blaoxa-ss blaoxa-s1, blanpm-1, blakec et 1ISAba
a été réalisé sur les souches A. baumannii et les genes blaym-2, blajve, blanpm-1, blaciv et class
1 integron pour les souches de P. aeruginosa, résistantes a 1’imipenéme en utilisant des
amorces spécifiques (tab. 7). Pour valider la réaction de la PCR standard diverses souches de

référence ont été utilisées.
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Tab.6. Composition des mélanges réactionnels pour les PCR standards

Mix PCR standard pour Une réaction Quantité PCR standard

Quantitect Probe PCR Master Mix 12.5 ul
Amorce Forward 0.5 ul
Amorce Reverse 0.5 ul

H20 UP 6.5 pl
ADN a amplifier 5 ul
Volume total 25 ul

Les réactions de PCR ont été réalisées dans un thermocycleur ABI 2700 (Applied
Biosystems). Une réaction de PCR classique comprend une étape de dénaturation initiale de
I’ADN double brin pendant 15 min & 95°C. Cette étape est suivie de 35 cycles d’amplification
de ’ADN d’intérét avec 60 secondes a 94°C (dénaturations), 50 secondes a 50-60°C
(appariement des amorces, température variable selon le Tm des amorces) et 1 min 30
secondes a 72°C (élongation, temps variable selon la taille du fragment a amplifier). Une
étape finale de 7 min a 72°C permet de terminer la synthese des brins inachevés.
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Tab. 7. Amorces utilisées pour les PCR standard

Gene amorce Séquence des amorces Taille du produit Ref
de PCR
blapgxa-2s OXA23-F GATCGGATTGGAGAACCAGA 501pb
OXA23-R ATTTCTGACCGCATTTCCAT [196]
blagxas1 OXA51-F TAATGCTTTGATCGGCCTTG 353pb
OXA51-R TGGATTGCACTTCATCTTGG
blagxa.24 OXA24-F  ATGAAAAAATTTATACTTCCTATATTCAGC 825pb
OXA24-R TTAAATGATTCCAAGATTTTCTAGC
blapxass OXA58-F CCCCTCTGCGCTCTACATAC 595pb [167]
OXA58-R AAGTATTGGGGCTTGTGCTG
ISAbal ISAbal-F CATTGGCATTAAACTGAGGAGAAA 451pb
ISAbal-R TTGGAAATGGGGAAAACGAA
VIM-all VIM-all-F TGGTCTACATGACCGCGTCT 766pb
VIM-all-R CGACTGAGCGATTTGTGTG Designer
IMP-all  IMP-all-F GGTGTTTATGTTCATACATCGT 622pb dans cette
IMP-all-R ITTTTACTTTCTTTTAGCCCTTT s
GIM GIM-F ACTTGTAGCGTTGCCAGCTT 700pb
GIM-R CGGTTGCATTAATTTGTTAGAA
NDM-1 NDM-1-F CATTTGCGGGGTTTTTAATG 998pb [51]
NDM-1-R CTGGGTCGAGGTCAGGATAG
recA RecA- F CCTGAATCTTCTGGTAAAAC [95]
RecA- R GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC
OprD OprD-F GGAACCTCAACTATCGCCAAG 1468
OprD-R GTTGCCTGTCGGTCGATTAC [134]
OprD2 OprD2-F ACTTCACCGAGGGCAAGG 441
OprD2-R CAGAGTTGGCGAGGAAAATC
class 1 class 1 664
ntegron integron-F ACCGTGGAAACGGATGAAG
VIM2  VIM2-R GTCATGAAAGTGCGTGGAGA Designer
dans cette
VIM-2/ 1400 étude
AaCAd VIM-2-F TGTCCGTGATGGTGATGAGT
aacA4-R TATTCCGCGTACTCCTGGAT
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Tab. 8. Amorces utilisées pour les PCR standard des (BLSE, aminoside, quinolone et

rifampicine)
Gene amorce Séquence des amorces Taille du produit Ref
de PCR
blarem TEM-F ATGAGTATTCAACATTTCCGTG 840 [90]
TEM-R TTACCAATGCTTAATCAGTGAG
blacTx CTX-F TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA o544 [57]
CTX-R CGATATCGTTGGTGGTGCCATA
blagy, ~ SHV-F  TTTATGGCGTTACCTTTGACC 1051 [207]
syv.R  ATTTGTCGCTTCTTTACTCGC
blaper PER-F GTAGTATCAGCCCAATCCCC 738
PER-R CCAATAAAGGCCGTCCATCA
blaves VEB-F GGAACAACTTTGACGATTGA 374
VEB-R  CCCTGTTTTATGAGCAACAA [119]
blages GES-F GAAAAAGCAGCTCAGATCG 597
GES-R CAACAACCCAATCTTTAGGA
aacA4 aacA4-F GACATAAGCCTGTTCGGTT 395
aacA4-R CTCCGAACTCACGACCGA [129]
AadA aadA-F CCCAATTTGTGTAGGGCTTA 812
aadA-R TTGTACGGCTCCGCAGTG
QnrA gnrA-F GATAAAGTTTTTCAGCAAGAGG 543
gnrA-R ATCCAGATCGGCAAAGGTTA [190]
QnrB gnrB-F GACAGAAACAGGTTCACCGGT 469
gnrB-R CAAGACGTTCCAGGAGCAACG
[138]
GyrA gyrA-F AAATCTGCCCGTGTCGTTGGT 344
gyrA-R GCCATACCTACGGCGATACC
arr-2 arr-2-F AATTACAAGCAGGTGCAAGGA 414 [110]
arr-2-R TTCAATGACGTGTAAACCACG
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6.1.3. Electrophorése sur gel d’agarose

Pour vérifier la présence d’une bonne amplification du gene cible, les produits PCR
sont déposés sur un gel d’agarose a 1,5% dans une cuve a électrophorése contenant du
tampon TBE (TRIS, Borate, EDTA) a 0,5%. La migration se fait pendant 30 minutes sous un
voltage de 135V.

» Protocole de préparation du gel d’agarose

- Dans une bouteille ou flacon en verre stérile, mélanger 6g de poudre d’agarose avec
400ml du Tampon TBE (Tris-Borate-EDTA) 0.5 X.

- Faire fondre le mélange au four a micro-ondes jusqu’a 1’obtention d’un mélange
parfaitement transparent.

- Laisser refroidir.

- Ajouter la Solution de bromure d’éthidium BET (3 fois 31.5 ul pour 50ml) et
mélanger bien.

- Couler le gel dans le support du gel apres avoir mis les peignes.

- Laisser refroidir jusqu’a solidification de gel.

» Electrophorése des produits d’amplification

- Retirer les peignes aprés polymérisation du gel.

- Placer le gel dans la cuve d’¢lectrophorese.

- Remplir la cuve d’¢électrophorése avec le tampon TBE 0.5X (le gel doit étre totalement
émerge).

- Déposer 4l du DNA marqueur de poids moléculaire [100 Base-Paire Ladder (Gibco-
BRL, 15 628-019)] dans le premier puits.

- Mélanger 4 pl du produit amplifié (ADN) avec une goutte du Blue Juice

- Déposer le produit amplifié avec un témoin négatif et un témoin positif

- Fermer le couvercle de la cuve. Brancher la cuve au générateur. Mettre I'alimentation
sous tension a 135V et régler la durée de migration (environ 30 min).

- Une fois la migration finie, Placer le gel dans le syst¢eme d’imagerie a8 UV pour la

visualisation des bandes.
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> Révélation des bandes d’ADN aux rayons UV

Le gel d’agarose est ensuite exposé sous rayons ultra-violet pour visualiser les bandes
d’ADN. La présence de la bande qui correspond au fragment amplifié a été comparée avec le

marqueur de poids moléculaire (100 paires de base)en utilisant le témoin.

6.1.4. Séquencage

Le séquencage a été réalisé selon la méthode de Sanger modifiée [171], en utilisant le
kit BigDye Terminator v3.1 Matrix Standard Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) et le séquenceur Automate ABI 3730 (Applied Biosystems), selon les recommandations

du constructeur.

e Purification

Apres ¢électrophorése, on vérifie sur le systéme d’imagerie a UV, la présence des bandes
ADN.

On ajoute au produit PCR 100pul d’eau ultra pure, puis on transfert le tout dans une plaque
a filtre pour faire la premiére purification. Ensuite, on dépose cette plaque a filtre sur une
pompe sous vide pendant 20 min (filtration sous vide). Enfin, on ajoute 50 ul d’eau ultra pure
et agiter pendant 20 min sur un agitateur.

Le produit est purifié et prét pour la PCR Big Dye.

e PCR Big Dye

Cette PCR consiste a amplifier le Forward et le Reverse séparément pour les
séquencer par la suite. Le protocole utilisé pour effectuer une PCR Big Dye est le suivant :
dans une plaque de thermocycleur Bio-rad on dépose 20ul du mélange réactionnel (décrit

dans le tableau 9 ci- dessous) dans chaque puits.
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Tab. 9. Composition du mélange réactionnel pour la PCR Big Dye

Composants pour Composants pour Quantité PCR

Forward Reverse BigDye
Buffer Buffer 3ul
Mix Big Dye Mix Big Dye 2 ul
Amorce F Amorce R 1l
ADN a amplifier ADN a amplifier 4 ul
H,O UP H,O UP 10 pl
Volume total Volume total 20 pl

Pour chaque amorce, on fait 2 mélanges réactionnels séparés, un pour le Forward et

I’autre pour le Reverse, exécuté selon le programme porté dans le tableau 10.

Tab. 10. Programme de I’amplification de la PCR Big Dye

Température 96°C 96°C 50°C 60°C 4°C

Temps 2 min 10 sec 5sec 1 minlbsec o

e Purification par Sephadex

Dans une plaque a filtre spécifique a la purification par Sephadex G 50 de la marque
sigma, on met la poudre de Sephadex dans les puits de la plaque auxquels on ajoute 300pl

d’eau ultra pure et laisser reposer 2 a 3 heures.

Apres avoir mis la plaque a filtre au dessous d’une plaque contenant des puits, on réalise
une centrifugation a 12000 rpm pendant 10min a 10°C pour récupérer I’excédent d’eau dans

les puits qui sera jeté.

On met par la suite, les produits PCR Big Dye dans la plaque a filtre qui sera placée sur
une deuxiéme plaque a puits pour collecter apres centrifugation (& 12000 rpm pendant 10min
a 10°C) les produits PCR purifiés. Cette plaque est ensuite recouverte par un tapis de

protection.

Le produit récupéreé est alors prét a étre séquencer.
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e Séquencage

Sur la machine du séquenceur Automate ABI 3730, remplir les fiches pour séquencage
sur le logiciel. Mettre la plaque pour le séquencage sur le support et la déposer dans le
séquenceur Automate ABI 3730. Lancer le séquencage.

6.1.4.1. Analyse des séquences

Les séquences brutes obtenues par le séquencage ont été analysées et corrigées par le
logiciel codon code Aligner. Les séquences obtenues sont soumises via Internet a I’aide du

logiciel Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), pour comparaison avec les séquences

homologues contenues dans la banque informatique internationale déenommeée <«<GenBank >>.
Les résultats sont exprimés en pourcentage de similarité de la souche a identifier avec
les espéces les plus proches [3]. Ensuite déterminer leur affiliation phylogénétique.
Apres avoir aligné les séquences, les arbres phylogénétiques ont été construits avec le

programme Mega4 selon la Méthode du « Neighbor-joining » [185].

6.2. Recherche moléculaire des B-lactamine a spectre éltendu (BLSE)

Au cours de notre travail, on a recherché I’identification des (BLSE) B-lactamases de

classe A ; blatgm, blaspy, blactx-m, blaper , blaves, blaces par PCR standard. (Tab. 8).

7. Recherche moléculaire de la résistance associée (aminoside, quinolone et rifampicine)

e Résistance aux aminosides
Plusieurs génes codant pour les enzymes modificatrices des aminoglycosides sont
étudiés : aminoglycoside adenyltransferase aadB et aminoglycoside-6'-N-acetyltransferase
aacA4. (Tab. 8).

e Résistance a la rifampicine

Recherche de la présence du géne arr-2, analysé par PCR standard. (Tab. 8).
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e Résistance aux quinolones

La résistance aux quinolones est analysée en amplifiant les génes gnrA et gnrB, dans le
but de détecter des mutations associees a la résistance aux quinolones dans I’ADN gyrase.
(Tab. 8) sus-cité.

8. Typage moléculaire des souches
8.1. Génotypage (recA)

Le génotypage est déterminé en comparant les séquences du gene recA
[a I’aide des amorces recA Forward (CCTGAATCTTCTGGTAAAAC) et recA reverse
(GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC)] des 30 souches de A. baumannii étudiées avec des

génotypes déposés dans le Site Web MLST Pasteur (www.pasteur.fr/mlst).

Apres amplification et séquencage du gene recA, les séquences sont alignées en utilisant
DNA sequence analysis softwares (ClustalX). L’arbre phylogénétique est construit avec

Mega4 en utilisant la méthode Neighbour-Joining (Kimura’s 2-parameter model) [185].
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8.2. Multi-locus séquence typing (MLST)

Le MLST est base sur le séquencage de 4 a 10 génes de ménage importants dans le
métabolisme de la bactérie. Ces génes de ménage sont stables dans le temps, le taux de

mutation est faible et les alléles sont caractéristiques a chaque espece.

La technique de MLST pour P. aeruginosa a été développée et mise au point par
Curran et al., 2004 ;[48], puis modifiée par Van Mansfeld R et al., 2009 [199]. Elle est baséee
sur ’analyse par les séquengages nucléotidiques du polymorphisme des 7 génes domestiques
acsA, arok, mutL, ppsA, gua A, nuoD, et trpE (Tab. 11), repartis sur le chromosome bactérien

et conservés au cours de 1’évolution.

Tab. 11. Caractéristique des 7 genes utilisés en Multi locus séquence typing [199]

Locus Fonction du géne Position Taille
(pb) (pb)
acsA ADN acétyl-coenzyme A synthétase 969670 390
mutL  mésappariements de I'ADN de réparation 5551681 442
ppsA Phosphoenolpyruvatesynthase 1914037 370
arok shikimate 5-déshydrogénase 27535 498
gua A GMP synthase (PA3769) 4227237 372
nuoD NADH deshydrogenase | Chain CD 2983963 366
trpE Anthralite synthetase compontent | 670980 441

L’alignement des séquences d’un locus donné, permet de repérer les alleles différents
entre eux, par des mutations et/ou recombinaisons pour chaque souche bactériennes. La
combinaison des alleles obtenue a partir de chaque locus sélectionné permet de définir une
séquence type, représentant un génotype multi-locus. Ces séquences types avec les alleles

qu’elles défini sont consultables dans les bases de données du site web

http://pubmlist.org/paeruginosa
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Résultats

Le service de réanimation du CHU Annaba-Algérie, recoit des malades portant des
tares et méme des polytraumatisés de cing wilayas (Guelma, Taref, Skikda, Souk Ahras,

Tebessa) du Nord Est Algérien. Ce qui génere une activité intense.

Durant notre travail de Novembre 2010 a septembre 2011, un total de 300
hospitalisations ont étés enregistrées au niveau de ces services. Au cours de cette période,
64 épisodes infectieux a bacilles a Gram négatif non fermentants ont étés confirmés, dont 30

ce sont révélées a Acinetobacter baumannii et 34 a Pseudomonas aeruginosa.

Ces deux espéces du groupe des bacilles a Gram négatif non fermentants sont parmi
les causes les plus fréquentes dans les infections des unités de soins intensifs, aprés le genre

Staphylococcus.

Parmi les 64 patients infectés par les bacilles a Gram négatif non fermentants, on a

noté neuf déces, (soit un peu plus de 14%).
Acinetobacter baumannii

L’identification par spectrométrie de masse MALDI TOF- MS (Microflex) des
trente souches Acinetobacter baumannii isolées a donné de tres bons scores de 1.9 et 2.3
tableau N°12 confirmant I’identification par galerie API20-NE (BioMérieux, Meylan,

France). Parmi les 30 patients infectés par ces bactéries, six sont décédés soit 20%.

Les 30 souches de A. baumannii sont représentées dans le tableau 12. L’age des
patients source varie de 5ans a 83 ans, ou la tranche de 26ans a 60 ans est la plus exposée
du fait quelle soit la population la plus active et pouvant présenter des tares (diabéte,

hypertension, ...etc.)

Comme le montre le tableau N°12, les souches A. baumannii ont été isolées a partir
de divers prélévements, surtout des aspirations trachéales qui représente 63.33% de toutes
les souches. Par ailleurs, 20% on été isolés a partir de pus divers ou I’infection était poly-

microbienne associée aux espéces du genre Staphylococcus ou bien associée a E. coli.
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Tab. 12. Caractérisation des souches Acinetobacter baumannii en fonction de leur score MALDI-TOF

N° Souche Date du Age Sexe Type de Mortalité ~ Score MALDI-
prélévement prélévement TOF
1 15/11/2010 12 M Aspiration trachéale - [2.10 — 2.23]
2 25/02/2011 11 M Aspiration trachéale + [1.88 —2.11]
§ 3 08/03/2011 5 F Sang - [1.91-2.31]
(i 4 18/04/2011 10 F Sonde urinaire - [2.02 - 2.32]
5 18/08/2011 8 M Plaie - [2.19 - 2.30]
6 22/12/2010 39 M Pus - [1.92 -2.30]
7 28/12/2010 18 F Aspiration trachéale + [2.04 — 2.31]
8 24/02/2011 71 M Pus - [1.98 - 2.12]
9 27/02/2011 30 M Aspiration trachéale + [2.25 - 2.35]
10 15/03/2011 58 F Aspiration trachéale + [1.99 —2.31]
11 22/03/2011 45 M Aspiration tracheale - [1.91-2.32]
12 23/03/2011 48 F Aspiration trachéale - [2.29 —2.36]
13 15/04/2011 29 F Aspiration trachéale - [1.95 —2.34]
14 16/05/2011 18 F Aspiration trachéale - [2.05 -2.31]
15 20/05/2011 68 M Pus - [2.22 —2.30]
16 25/05/2011 55 M Aspiration trachéale + [2.27 -2.35]
17 15/06/2011 45 M Pus - [1.90 -2.30]
% 18 19/06/2011 54 M Aspiration trachéale - [2.24 -2.31]
< 19 22/06/2011 36 M Sonde urinaire - [2.16 — 2.30]
20 14/07/2011 51 M Pus - [1.90 -2.30]
21 22/07/2011 62 M Pus - [2.19 — 2.30]
22 02/08/2011 37 M Aspiration trachéale - [1.9-2.30]
23 10/08/2011 76 M Aspiration trachéale - [2.28 -2.30]
24 27/08/2011 43 F Sonde urinaire - [2.25-2.30]
25 10/09/2011 83 M Aspiration trachéale + [1.90 -2.30]
26 08/09/2011 59 F Aspiration trachéale - [2.24 -2.30]
27 13/09/2011 29 M Aspiration trachéale - [2.23 —2.35]
28 20/09/2011 25 M Aspiration trachéale - [1.90 -2.30]
29 21/09/2011 78 M Aspiration trachéale - [2.12 -2.34]
30 29/09/2011 48 M Aspiration trachéale - [2.28 -2.35]

M : Masculin ; F : Féminin ; - : négatif ; + : positif
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A partir de la figure 5 on note, 10% des souches A. baumannii issues des urines de
patients sondés. En effet, les sondages par voies urinaires externes sont fréquents dans la
médication au niveau des services de réanimation. Ce sont des actes invasifs, traumatisants
pour les muqueuses ; ce qui facilite I’infection par A. baumannii présent dans
I’environnement immédiat du malade. Ce taux d'infection urinaire par cette bactérie est

relativement faible car la bactérie qui domine dans ce type d'infection c'est E. coli

L’isolement a partir des plaies et par hémocultures est faible avec un pourcentage de
3.33% (Fig. 5).

De cela, il ressort que ce microorganisme est partie prenante de la bacteriocenose du

service de réanimation.

sonde sang 3,33% plaie 3,33%
urinaire 10%

Fig. 5. Répartition des souches A. baumannii en fonction du type de prélevements
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A partir des résultats obtenus par MALDI TOF, un dendrogramme est réalisé on
comparant les spectres obtenus avec les spectres présents dans la banque de données du
MALDI TOF, cette comparaison nos permet d'avoir un aspect épidémiologiques des
souches qu'on veut étudier.

Le résultat du dendrogramme a révélé que nos souches d'Annaba se regroupe dans un

méme cluster ce qui suggére qu'on est en présence d'une petite épidémie dans le service de

reanimation.
MEP Dendrogram | Tiziouzou + et
’_,—'i |
Tiziouzou + Setif
|
Annaba
E -c
=
Tiziouzou + 3etif
—
| | | | | | | | | | E:
1000 300 800 00 600 500 400 300 200 100 0

Distance Level

Fig.6. Dendrogramme des souches A. baumannii comparé aux souches de Sétif, Tizi- Ouzou et

Anger.
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1. Antibio-résistance des souches Acinetobacter baumannii

L’antibiogramme des souches A. baumannii (Tab. 13), montre des niveaux de
résistance tres élevée aux 16 antibiotiques testés, particulierement aux p-lactamines.

Il en ressort une résistance totale aux Fluoroquinolones et aux B -lactamines des
groupes cephémes (céphalosporine de 3°™ génération), pénames, monobactames et une
résistance de 80% a I’imipénéme du groupe des carbapénémes.

Apres les résistances aux f -lactamines, la résistance aux aminosides est en moyenne
de 71.6%, et a la Rifampicine est de 30%.

Le E-test donne des CMI de la colistine variant de 0.25 a 0.50 mg/L, on est alors en

présence de souches sensibles a cet antibiotique.

Tab. 13. Profil de résistance aux antibiotiques des souches Acinetobacter baumannii isolées

Famille d’antibiotique Antibiotique Charge %R
Ceftazidime (CAZ) 30 100%
Ticarcilline+acide Clavulanique(TCC)  75/10 100%
Aztréonam (ATM) 30 100%
Béta-lactamines Ticarcilline (TIC) 75 100%
Pipéracilline (PRL) 75 100%
Imipenéme (IMP) 10 80%
Pipéracilline + Tazobactam (TZP) 110 100%
Cefsulodine (CFS) 30 100%
Ceftriaxone (CRO) 30 100%
Amikacine (AK) 30 66.6%
Aminoside Néomycine (N) 30 60%
Gentamycine (CN) 15 70%
Fluoro-quinolone Ciprofloxacine (CIP) 5 100%
Polymyxine Colistine (CT) 50 0%
Fosfomycine Fosfomycine (FOS) 50 91,7%
Rifampicine Rifampicine (RA) 30 30%

% : pourcentage ; R : résistance
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Fig. 6. Antibiogramme d’une souche A. baumannii possédant le gene blapxa-23

Fig. 7. Antibiogramme d’une souche A. baumannii possédant le géne blaoxa-ss
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2. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) par E-test

Les valeurs absolues des CMI de I’'imipénéme des 24 souches A. baumannii résistantes
oscillent dans un intervalle allant de 12mg/L a plus de 32 mg/L. Ce sont des niveaux tres
élevés de résistance. Par ailleurs, ces mémes souches, sont aussi résistantes aux
Fluoroguinolones et aux aminosides. Nous pouvons sans doute parler de souches, non

seulement multi-résistantes mais de hauts niveaux de résistance.

Les CMI des 9 souches A. baumannii, qui sont résistantes a la rifampicine varient de 12

a > 32 mg/L. Ces mémes souches sont résistantes a I’imipénéme.

M (1

TR

U‘.~"

dn

Fig. 8. CMI par E-test imipénéme. (I). E-test imipénéme souche A. baumannii résistante. (I11) E-test

imipénéme souche A.baumannii sensible. (111) E-test colistine souche A.baumannii sensible

72



Résultats

3. Recherche phénotypique des carbapénemases

3.1. Test MALDI TOF ultraflex

Dans notre étude, parmi les 30 souches de A. baumannii, 24 sont résistantes a
I’imipenéme avec une concentration minimal inhibitrice (CMI) qui varie entre 12 a > 32
mg/L (Figure 4).

Les 24 souches résistantes a 1’imipenéme ont été testées pour la détection des
carbapénemase par MALDI-TOF ultraflex. Pour valider ce test de détection des
carbapénemases, deux souches de référence ont été utilisées comme témoins : Escherichia
coli ATCC 25922 comme témoin négatif et Klebsiella pneumoniae (« Kpnasey » souche de

référence pour NDM-1) comme témoin positif.

Les résultats de 1’ultraflex des 24 souches de A. baumannii résistantes a 1’imipénéme
montre que le pic spécifique de I’imipénéme a 300 m/z disparait complétement au cours de
la période d’incubation de 4 heures avec visualisation du pic spécifique du métabolite a
254m/z. 1l ya eu donc une dégradation totale de cet antibiotique, ce qui révele la présence
d’une carbapénémase chez les 24 souches. Ce résultat est confirmé par le calcul du ratio qui
est < 0.5. (fig.9).

En ce qui concerne les six souches de A. baumannii sensible a I’imipénéme, le
résultat de I'ultraflex révele la présence du pic spécifique de I’imipéneme a 300m/z, au
cours de la période d’incubation de 4 heures avec un Ratio > 0.5. Ce qui montre 1’absence

d’une carbapénémase. (fig.8).
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Fig. 9. Hydrolyse de I’'imipénéme par Spectre de masse MALDI TOF Ultraflex d’une souche A. baumannii sensible aux carbapénemes. On a
utilisées: E. coli ATCC 25922 comme témoin négatif et Kpnasey de référence pour NDM-1) comme témoin positif Apres une incubation a
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Fig. 10. Hydrolyse de I’imipénéme par Spectres de masse MALDI TOF Ultraflex de deux souches A. baumannii résistante aux carbapénemes
("une posséde le gene blapxa-23 et ’autre contient deux geénes codant une carbapénemase blapxa-23 €t blaoxa-ss. Apres une incubation a 37°C
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charge en Daltons [m / z (Da)] et celles de L'axe des abscisses représentent une intensité relative (unités arbitraires).
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3.2. Test de Hodge

Parmi les 30 souches de A. baumannii isolées, 24 sont résistantes a 1’imipéneme avec
une MIC > 12 mg/L et positives au test de Hodge ce qui suggére une production de
carbapénemase (Fig. 10). Le test de Hodge est positif lorsque la déformation de la zone
d’inhibition a I’intersection entre une strie et la culture d’Escherichia coli ATCC 25922

(sensible a tous les antibiotiques) indique la présence d’une carbapénemase.

(1 (1)

Fig. 11. (I). Test de Hodge. Le test est basé sur I’inactivation d’une Carbapéneme par un
organisme producteur de carbapénémase, qui permet a une souche indicatrice sensible aux
carbapénémes de croitre a proximité d’un disque de carbapénémes. Résultats de ce test
représentant trois souches A. baumannii (A), (B), (C) résistantes a lI'imipéneme et une
souche A. baumannii (D) sensible a I’'imipénéme (Témoin négatif). (I1)Tests de Hodge
positifs pour trois souches A. baumannii résistantes a I'imipénéme mmm=) production d’une

carbapénemase.
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4. Détermination des supports génétiques de la resistance
4.1. Détection moléculaire des genes codant pour des carbapénémases
4.1.1. Par PCR en temps réel

La PCR en temps réel est une technique rapide et efficace qui nous permet le
dépistage de genes codant pour les carbapénémase. Le résultat des produits de la PCR nous
montre que sur les 24 souches de A. baumannii résistantes a I’imipenéme, 23 possedent le
géne blapxa-23 codant pour une carbapénémase. Parmi ces 23 souches, une contient deux
génes codant pour une carbapénémase blapxa-2zet blapxa-ss. Enfin, la 24°M souche possede

le géne blapxa-ss qui code pour une carbapénemase.

Les 24 souches A. baumannii résistantes a I’imipenéeme possédent tous les génes

blaoxa-s1, mais aucune souche ne posséde blanpm-1 et blakpc.
4.1.2. Par PCR standard

Apreés une électrophorése sur gel d’agarose, les résultats de la PCR standard des
génes codant pour des carbapénémase, confirme les résultats obtenus par PCR en temps réel

et montre que :

- Sur les 24 souches de A. baumannii résistantes a I’imipenéme, 23 souches possédent
le géne blapxa-23, dont 1'une contient aussi le géne blapgxa-ss. (Fig.12, 13).

- Une souche posséde uniquement le géne blaoxass.

- Les 24 souches de A. baumannii sont positives a blapxas; et ISAbal (Fig. 11).

- Aucune souche ne possede les genes : blapxa-24, blanom-1.blayvwe, blayiv et blakpc
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Fig. 12. Amplification du gene blapxa-s; des 24 souches de A. baumannii résistantes a
I’imipénéme par PCR
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Fig. 13. Amplification du géne blapxa-23par Polymerase Chain Reaction (PCR)
des 30 souches de A.baumannii isolées
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gene OXA-58

595 ph

Fig. 14. Amplification du gene blapxa-ss par Polymerase Chain Reaction (PCR)
des 24 souches de A. baumannii résistantes a I’imipénéme
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4.2. Recherche moléculaire des p-lactamases a spectre étendu
Au cours de notre travail, les résultats de 1’amplification des BLSE du gene blarem-12s
par PCR standard a montré que sur les 30 souches de A. baumannii, seulement 13 se sont

avérées positives (fig. 14).

gene TEM- 128

820 pb

gene TEM- 128

820 pb

Fig. 15. Amplification du gene blatgm-126 par PCR des 30 souches de A. baumannii

Aucune souche ne possede une fB-lactamase de classe A d’Ambler ; blasyy, blactx-m,

blapER.
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4.3. Recherche moléculaire de la résistance associée

Les résultats de la PCR standard ne laisse apparaitre de gene arr-6 (pour rifampicine),
ni les genes gnrA et gnrB (pour les quinolones), ni les genes aadB et aacA4 (pour les

aminosides).

5. Séquencage et analyse nucléotidique des produits de PCR purifiés

L’analyse des séquences nucléotidiques des produits de PCR purifiés du géne blapxa-23
retrouvés chez les 23 souches de A. baumannii, avec une taille du produit PCR 870pb,
montre qu’elles sont 100% identiques a celle du géne ayant un numéro d’acces GenBank
HQ700358.

Les séquences positives obtenues a partir du gene blapxa-ss avec une taille du produit
PCR 602pb sont 100% similaire au gene dont le numéro d’accés GenBank est HQ219687.

En ce qui concerne le résultat du séquencage des 13 souches positives par PCR

standard du gene blarem.12s, le blast a montré que les séquences sont 100% identiques a

celle qui porte le numéro d’acces GenBank n°AY359287.1

6. Recherche de la localisation génétique des genes blapxa-23, blapxa-ss €t blaoxasi en

association avec la sequence d’insertion (IS)

Au cours de notre travail, nous avons constaté que ISAbalest en aval (downstream)
aux 18 souches A. baumannii du géne blapxa-s [Fig. 15 (A)], 100% identiques au numéro
d’accés GenBank n°® FJ959346.1. Il se trouve également en amont a 14 souches A.
baumannii de blapxa-s1 , [Fig. 15 (B)], avec un numéro d’accés GenBank n°HQ67466.1.

En ce qui concerne la séquence d'insertion, ISAba3 se trouve en amont (upstream)
pour les deux souches de A. baumannii blapgxa-ss [Fig. 15 (C)]: l'une de ces souches posséde
uniquement le gene blapxa-ss, 100% identique au numéro d’accés GenBank n°GUO064936.1

et I’autre contient ISAbalen aval blapxa-23. (Fig. 16).
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Fig. 16. Localisation génétique avec la séquence d’insertion(IS) par rapport aux genes blaoxa-23,

blapxa-ss et blaoxa-s1. (A) : ISAbalest en aval aux 18 souches A. baumannii du géne blapgxa-2s.

(B) : ISAbalen amont a 14 souches A. baumannii de blaoxa-s1. (C) : ISAba3 se trouve en amont
des deux souches A. baumannii

ISAba3 0XA-58 0XA-23 IS4bal

> | D
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Fig. 17. ISAba3 se trouve en amont d'une souche A. baumannii et contient également
ISAbalen aval blapxa-23

82



Résultats

6 7 8 9 10 111 1271 13 14115 16 17 18 19 20 21 T-

: b b S

- -

Bl

23 24 25 26 27 30
28 29 ST

Fig. 18. Amplification du gene OXA-23/ISAbalpar PCR des souches 30 A. baumannii

gene. ISAba3 / OXA-58
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Fig. 19. Amplification du géne ISAba3/OXA-58 par PCR des 30 souches de A. baumannii
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Fig. 20. Amplification du géne ISAbal/OXA-51 par Polymerase Chain Reaction (PCR)
des 30 souches A. baumannii
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7. Génotypage recA des A. baumannii

Durant ce travail, les 30 souches de A. baumannii ont été isolées au niveau de deux
unités de soins intensifs (Adultes et enfants) a I'hopital universitaire d’ Annaba- Algérie.

Apres une amplification du géne recA par PCR qui est ensuite séquence et analyse,
corrigé par le logiciel codan code Aligner. Ces séquences sont alignées avec le logiciel
Clustal X (Fig. 21). Et ensuite, on construit un arbre phylogénétique grace aux logiciel
Mega version 4.

Les résultats nous montrent huit génotypes de ces souches de A. baumannii, les
génotypes recA-27 ont été retrouvés chez les 15 souches isolées de 1'unité de soins
intensifs pour adultes, les génotypes recA-2/9/22/25/29/62 ont été trouvés chez les
souches 5 de patients adultes, et le génotype recA-11/6 / 8 ont été décelés chez les 3

souches isolées de 1’unité de soins intensifs des enfants. (Fig. 20).
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Fig. 21. Genotypage rec. A des 30 souches de A. baumannii isolées au niveau des services

de réanimation
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Fig. 22. Alignements avec le logiciel Clustal X des 30 souches de A. baumannii isolées au

niveau des services de réanimation
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Pseudomonas aeruginosa

Cette étude prospective nous a permis 1’identification par spectrométrie de masse
MALDI TOF- MS (Microflex) un total de trente-quatre Pseudomonas aeruginosa isolés au
niveau des services de réanimation du CHU de Annaba — Algérie, avec un tres bon score de
1.9 et 2.3. Cette identification a été confirmée par la méthode API20-NE (BioMérieux,
Meylan, France) (Tab. 14) (fig. 22).

Parmi les 34 patients hospitalisés en réanimation, trois sont décédés (8.82%). Les 34

souches P. aeruginosa sont représentées dans le tableau 14.

Ces souches ont été isolées a partir de divers prélevements, dont 1’aspiration

trachéale domine avec un nombre de 15 préléevements.

La pose de sonde urinaire est un acte invasif, les patients s’infectent lors de cette
manipulation agressive, occasionnant des lésions de la muqueuse qui facilite une

surinfection par P. aeruginosa qui survient de 1’environnement hospitalier.

D’autre part, cing souches de ce genre ont étés isolées de pus divers, et quatre
souches, sur des prélevements de plaies. Dans ces cas, I’infection était poly-microbienne ou

Staphylococcus et A. baumannii peuvent s’associer a P. aeruginosa.

Les hémocultures et les examens d’urine sont peu fréquents dans notre étude. Ils sont

au nombre de deux cas pour chacun.
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Tab.14. Récapitulatifs des 34 souches P. aeruginosa isolées et leurs score du MALDI-TOF

P. Date du Age Sexe source Isolation Nombre de Score MALDI
aeruginosa prélévement mort
1 22/11/2010 39 F Pus - [2.3-2.2]
2 22/11/2010 50 M Pus - [1.9-2.0]
3 15/12/2010 42 M Aspiration trachéale - [1.9-2.3]
4 15/12/2010 41 F Sang - [2.0-2.1]
5 28/12/2010 64 M Aspiration trachéale - [1.9-2.3]
6 28/12/2010 35 F Aspiration trachéale - [1.9-2.3]
7 24/02/2011 59 M Pus + [2.0-2.3]
8 24/02/2011 38 F Aspiration trachéale + [1.9-2.2]
9 25/02/2011 44 M Aspiration trachéale - [2.0-2.3]
10 25/02/2011 18 F  Aspiration trachéale + [1.9-2.3]
11 27/02/2011 7 M  Aspiration trachéale - [1.9-2.3]
12 27/02/2011 34 F  Aspiration trachéale - [2.2-2.3]
13 08/03/2011 73 M  Aspiration trachéale - [1.9-2.0]
14 15/03/2011 27 F Urine - [2.0-2.3]
15 22/03/2011 57 M Sonde urinaire - [2.0-2.3]
16 23/03/2011 43 F Sonde urinaire - [2.2-2.3]
17 23/03/2011 43 M Sonde urinaire - [1.9-2.3]
18 15/04/2011 71 M Sonde urinaire - [2.0-2.3]
19 18/04/2011 3 M Urine 5 [2.1-2.3]
20 16/05/2011 12 M Aspiration trachéale - [1.9-2.3]
21 20/05/2011 51 M Plaie - [2.1-2.3]
22 25/05/2011 7 M Pus - [1.9 -2.0]
23 15/06/2011 73 F Aspiration trachéale - [2.1-2.3]
24 19/06/2011 46 M Sonde urinaire - [2.2-2.3]
25 22/06/2011 32 M Sang + [1.9-2.3]
26 22/06/2011 58 F  Aspiration trachéale - [2.2-2.3]
27 14/07/2011 54 F  Aspiration trachéale - [2.1-23]
28 22/07/2011 40 M Aspiration trachéale - [1.9-2.3]
29 10/08/2011 49 M  Aspiration trachéale - [2.2-2.3]
30 18/08/2011 54 M Plaie - [2.1-2.2]
31 27/08/2011 45 M Plaie - [1.9-2.3]
32 10/09/2011 10 M Sonde urinaire - [2.0-2.2]
33 27/08/2011 45 M Plaie - [2.1-2.3]
34 10/09/2011 54 M Pus - [1.9-2.2]

M : Maculin ; F : Féminin
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Fig. 23. Répartition des souches selon 1’origine des prélévements
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1. Antibio-résistance des souches P. aeruginosa

L’antibiogramme des 34 P. aeruginosa (Tab. 15), (Fig. 23, 24) montre une résistance

tres élevées aux 16 antibiotiques testés, particuliérement aux f3-lactamines.

Parmi les résistances les plus élevées aux [B-lactamines, on note le groupe des
carbapénemes avec une résistance a I’imipéneme de 50% (ce qui représente la moitié des
échantillons), suivi par le groupe des cephémes avec une résistance a Cefsulodine de
44.11%, le groupe des pénames avec une résistance qui varie de 16 a 33%. La résistance la

plus faible est le groupe de monobactame avec 3.3%.

Apres la résistance aux B-lactamines, vient la résistance aux Aminosides avec une
résistance qui varie de 6.6 a 30%. Pour les fluoroquinolones, la résistance est de 20% et

pour Rifampycine, elle est de 34.29%.

Devant ces résistances élevées aux p-lactamines et particuliérement a I’imipénéme
qui est ’'un des antibiotiques de choix en réanimation, il nous est apparu essentiel de

rechercher les genes codant pour les résistances a I’imipénéme.

Tab. 15. Profil de résistance des 34 souches de P. aeruginosa isolées

Famille d’antibiotique Antibiotique Charge du disque % R
Ceftazidime (CAZ) 30 16.6%
Ticarcilline+acide clavulanique(TCC) 75/10 20%
Aztréonam (ATM) 30 3.3%
Ticarcilline (TIC) 75 20%
Béta-lactamine Pipéracilline (PRL) 75 16.6%
Imipeneme (IMP) 10 50%
pipéracilline + Tazobactam (TZP) 110 33.3%
Cefsulodine (CFS) 30 44.11%
Ceftriaxone (CRO) 30 23.52%
Amikacine (AK) 30 0%
Aminoside Néomycine (N) 30 6.6%
Gentamycine (CN) 15 30%
Fluoro-quinolone Ciprofloxacine (CIP) 5 20%
Polymyxine Colistine (CT) 50 0%
Fosfomycine Fosfomycine (FOS) 50 56.6%
Rifampycine Rifampycine (RA) 30 32.35%

% : pourcentage ; R : résistance
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Fig.24. Antibiogramme d’une souche de P. aeruginosa possédant le gene blaym-2

Fig. 25. Antibiogramme d’une souche de P. aeruginosa qui a une mutation de la porine OprD,
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2. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) par E-test

Les Concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I’imipénéme des 17 souches de
P. aeruginosa résistantes a I’imipéneme, montrent des CMI qui varient de 12mg/L a plus de
32 mg/L. (fig. 25). Ce sont des niveaux tres élevés de resistance. Par ailleurs, quelque, unes

de ces souches, révelent aussi des résistantes aux Fluoroquinolones et aux aminosides.

Les CMI des 11 souches P. aeruginosa, résistantes a la rifampicine sont supérieures a 32

mg/L. C’est méme souches sont résistantes a I’imipénéme (fig. 25).

A partir de ces résultats, nous pouvons parler de souches, multi-résistantes.

Q) (1

Fig. 26. Concentrations minimales inhibitrices par E-test. (I) souche P. aeruginosa
résistante a I’imipénéme. (1) souche P. aeruginosa résistante a la rifampicine.
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3. Recherche phénotypique des carbapénemase

3.1. Test MALDI TOF ultraflex

Parmi les 34 souches de P. aeruginosa, 17 sont résistantes a 1’imipenéme avec une
concentration minimale inhibitrice (CMI) qui varie entre 12 a > 32 mg/L. Les 17 souches
résistantes a I’imipenéme ont été testées pour la détection des carbapénémases par MALDI
TOF ultraflex. Pour valider ce test par MALDI TOF ultraflex, deux souches de référence
ont été utilisees comme témoins : Escherichia coli 25922 comme témoin négatif et
Klebsiella pneumoniae (« Kpnasey » souche de référence pour NDM-1) comme témoin

positif.

Les résultats de 1’ultraflex, sont analysés a 1’aide d’un logiciel Flex Control 3.0. Les
résultats des 17 souches montrent que chez 14 souches de P. aeruginosa le pic spécifique de
I’imipénéme a 300 m/z disparait complétement au cours de la période d’incubation de 4
heures, avec une augmentation du pic spécifiqgue du métabolite a 254 m/z et un rapport
entre 1’aire sous la courbe du pic de I’imipénéme / son métabolite < 0.5 ce qui confirme la

présence d’une carbapénemase chez les 14 P. aeruginosa.

Concernant les 3 souches de P. aeruginosa, le pic spécifique de I’imipenéme
apparait @ 300 m/z. Apres une période d’incubation de 4 heures, avec un rapport de 1’aire
sous la courbe du pic de I’'imipenéme / son métabolite > 0.5, ont peut confirmer, donc une

absence d’une carbapénémase [87]. (Fig. 27).
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Fig.27. Hydrolyse de I’'imipénéme par Spectres de masse MALDI TOF Ultraflex de deux souches de P. aeruginosa (I’une résistante a
I’imipénéme posséde le gene blayu- et ’autre est une souche sensible a I’imipénéme_ Apres une incubation & 37°C pendant 4 heures avec une
concentration de imipéneme a 0,25 mg / ml; NaCl 0,45%. Les unités de I'axe ordonné (verticale) représentent la masse par charge en Daltons
[m/z (Da)] et celles de L'axe des abscisses (horizontale) représentent une intensité relative (unités arbitraires).
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3.2. Test de synergie EDTA-IMP : Détection des métallo-p-lactamases (ML)

Le résultat du test de synergie EDTA -IMP des 17 souches de Pseudomonas aeruginosa
résistants a I’imipenéme, nous montre aprés une incubation de 24heures a 37°C :

« Pour chaque souche, on a effectué deux méthodes sur la méme boite ensemencée »

- Premiére méthode : « deux disques d’antibiotiques d’imipénéme 1’un d'eux comporte
de ’EDTA » : on observe chez 14 souches de P. aeruginosa une synergie entre les deux
disques. Ce qui confirme que les 14 souches sont productrices d’une Metallo-3-lactamase
(MRBL). (Fig. (A) 26).

- Deuxieme méthode : « deux disques I’un d'antibiotiques imipénéme et 1’autre un
disque vierge » : on remarque que le diamétre d’inhibition autour du disque IPM-EDTA est
supérieur a celui obtenu avec le disque d’IPM seul d’au moins 6mm chez 14 souches de
P. aeruginosa. On peut donc les considérer comme des souches productrices de MBL. (Fig.
(B) 26).
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— p—__}

Fig.28. Test de synergie EDTA-IMP chez des souches P. aeruginosa productrice d’une
carbapénemase. (A) Un disque d’imipénéme et un disque vierge avec de ’EDTA, aprés une
incubation une synergie entre les deux disques. (B) deux disques d’imipenéme 1’un d'eux
avec de ’EDTA ; aprés une incubation, on remarque une synergie. (C) CMI de I'imipénéme
d’une souche de P. aeruginosa résistante a I'imipénéme VIM-2 positif (CMI> 32 mg / ml).

Fig.29. Test de synergie EDTA-IMP chez une souche de P. aeruginosa qui n’est pas
productrice d’une carbapénémase. (A) disque d’imipénéme et un disque vierge avec de
I’EDTA,; apres une incubation on remarque que y a pas de synergie. (B) deux disques
d’imipenéme 1’un deux avec de ’EDTA, aprés une incubation, aucune synergie. (C) CMI
de I'imipéneme d’une souche de P. aeruginosa résistante a I'imipénéme mais qui ne procede
pas une carbapénémase (CMI> 0.75 mg / ml).
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4. Détermination des supports génétiques de résistance

4.1. Détection moléculaire des genes codants pour des carbapénémase

4.1.1. PCR en temps réel

La PCR en temps réel est une technique rapide et efficace qui nous a permis
d’¢éliminer la présence d’une carbapénémase de type oxacillinase (OXA- type B-
lactamase) selon le classement de Ambler class D pB-lactamase. Le résultat de la PCR en
temps réel nous montre que les 17 souches P. aeruginosa résistantes a 1I’imipénéme ne
possedent aucune oxacillinase, les génes testés sont les suivant : blapxa-2s, blaoxa-24,

blapxa-ss, et blagxa-s1.
4.1.2. PCR standard

Le résultat de la PCR standard des génes codant pour une carbapenemase de type
métallo-R-lactamase, aprés une électrophorése sur gel d’agarose montre que sur les 17
souches de P. aeruginosa résistantes a I’imipénéme, 14 sont positives au gene blay -2
(Fig. 27). Ce qui confirme le test de synergie EDTA-IMP.

Aucune souche ne possede blagm, blanpm-1, blajve, et blakpc
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Fig.30. Amplification du gene blayv-2par (PCR) des 34 souches P. aeruginosa isolées au niveau des services de réanimation
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4.2. Recherche moléculaire des p-lactamases a spectre étendu
Au cours de notre travail, les résultats de ’amplification du géne blasyy., par PCR
standard ont montré que sur les 34 souches de P. aeruginosa isolées seulement 3 sont
positives. (fig. 30).
Aucune souche de P. aeruginosa ne possede une B-lactamases de classe A d’Auubler ;

blatem, blactx-m, blaper, blaves et blages.

ene SHV

Fig. 31. Amplification du géne blasyy par PCR des 34 souches P. aeruginosa
isolées au niveau des services de réanimation

4.3. Recherche moléculaire de la résistance associée

Les résultats de I’amplification des génes aadB et aacA4 de la famille des aminosides
a montré que sur les 34 souches de P. aeruginosa 14 souches étaient positives aux deux
génes aadB et aacA4.

Mais aucune souche ne posséde le géne arr-6 pour rifampicine ni pour les genes de
résistance des quinolones des genes gnrA et gnrB.
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5. Séquencage et analyse nucléotidique des produits de PCR purifies

L’analyse des séquences des produits de PCR purifiés du géne blayv-2 obtenus a partir
des 14 souches de P. aeruginosa résistantes a I’imipenéme et positives au test de synergie
EDTA-IMP, montre qu’elles sont 100% identique a celle du numéro d’accés Genbank
HQ285722.

En ce qui concerne les 3 souches de P. aeruginosa résistantes a I’imipenéme mais qui
ne possedent pas une carbapénémase (le gene blayu.2) et négative au test de synergie
EDTA-IMP, une analyse génétique a été faite de la porine OprD. Apres un ségquencgage, une
correction des séquences avec le logiciel codan code alinger a été réalisée, suivie par des
alignements avec Clustal W (site web NPS alignement) des trois souches avec une souche
de référence PAO1 pour comparer les séquences afin de détecter le type et I’endroit de la
mutation. (Fig. 34).

Les résultats de ces trois souches résistantes a I’imipenéme VIM-2 négatives révelent
une mutation induisant un "“codon stop" prématurée de : la souche 26 (59 CGA to TGA),
(Fig. 31), souche 28 (103TGGA to TG_- A), (Fig. 32) et la souche 32 (75;TCG to TAG).
(Tab. 15) (Fig. 33). (Fig. 34). (Tab. 16)

Le séquencage et les corrections des séquences du gene blasyy-, par le logiciel codan
code alinger sont Blastees dans NCBI blast. Le résultat montre 100% d’identification avec
le numéro d’accés Genbank AM988779.1

Tab. 16. Différentes mutations de type OprD qui se trouvent chez les 3 souches de
P. aeruginosa résistantes a I’'imipenéme VIM-2 négatives

Souches OprD Mutation de I’OprD Modification de la structure
substituions/délétion/addition par les mutations de ’OprD
souche 26 Apparition un "codon stop" prématurée type 520 CGA to TGA

de mutation par substitution
souche 28 Apparition un "codon stop" prématurée type 103TGGAt0O TG - A
de mutation par délétion
souche 32 Apparition un "codon stop" prématurée type 7571CG to TAG

de mutation par substitution
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Fig. 33. Alignements avec Clustal W de la souche 28 de P. aeruginosa résistante
a I’imipenéme VIM-2 négatives avec une souche de référence PAO1
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Fig. 34. Alignements avec Clustal W de la souche 32 de P.aeruginosa résistante a
I’imipenéme VIM-2 négative avec une souche de référence PAO1

Strain_8 16
Strain_26 15
Strain 25 GTEEARIGD
Ref_PADL TG

R R AR AR AR AR AR R AR AR AR AT AR AR AR AR AR AR AR E AR A A AR R AR AR AR AR AR AR AR AR AR R AR A RARRARRRATARE  AFEARRRRARRRRRRARARA SRR AIRATRRIRRRRRRE A% & ¥ KE FEARARRR 2%

CAGGT TCAGTICGCCET TTCGICAGCGATC TICAT TCGACCTGCTGCT: TACTATTICAACCET TCGA2TGGGACCC

Prim.cons. ATGARRGTGATGRAGTGGAGCGCCATTGCACTGRCGETTICCH

340
Strain_g
Strain 26
Strain_25 L A CRAGGCACCGTGGECTICGECETCGATG!
Ref P01 A c GTEGECTIC 15
O
Prim.cons. RA2GECTTICCT T TCCGECTT BGECTTCGECETCERATGCCTT T TGGGCCTGRAAGCT T TGCCGGTGATGAACE T TTT TGRARAGET T2TC
590
1
Strain 8 LETCGECEG06R
Strain_26
Strain 25
Ref_PAOL
o e
Prim.cons. CAAGACCATGCTGAAGT TG I ICTT TGTICCCGT: ITCCR2CTGCAGIT. IT TCGR2CT: TTCACCG T IR
850 7 B 7 770
|
Strain_3 GTCGCTGGECTTCGA
Strain 26 &T)
Strain_25 AATCECTGEGCTTCE
Ref_PRO1 AT ARTCS!
D S Y
Prim.cons T 1T T TCACCGAC] TCAGCGCCTCCCTGTAT 2TG: GACATCTATCGCCAGTATTACCTGRACACT] T TCCCGCTGGCAT TCGCTGEECTTCGACTTTCARCATCTACCGCACCACT
860 350 360 270
| | |
Strain 8 ]
Strain_26
Strain_25
Ref EAOL c ] TEECEECRSCC o5
e S
Prim.cons.  GATE IC TGRTCCCT T T T1 TE5CCT TSCAT TTCGACTACATCEGCTT IT TCEATTTTCCTCGCCAACTCCET2CAGT
1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1180 1200
1 | | | 1 1
Strain_9 CAGTTCrTCOTACECEEECTE \GGA \CCACGAGACCIA
Strain_26 CECTEGCCTE-
Strain 25  ACTC 2T 2162 <t 2 cC cTe CTEraTTACE GGT2 G £1--~CEATTCCAGCTCITCCTATECAGRCCTE
Ret 2801 ps aACETREECTATAAG
PR R R Rk KRRk kR Rk R & Rk R Rk kR kRS KRR R R W KR RkRkE bR KRRk E Wk Rihak h ke Rk K kb N A Y
Prim.cons.  ACTCCEACTT TCCT T TGRAC2TGECCTCCT TTCCCEACCTEACCTICATEETICETTACATCAR 2GETARGGACATCOACERCACCARGETETCOGACTCCASCTCCTECT TGGECT CACCACGAZACCAAC

1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350
| |

strain s
Strain 26
Strain_25
Ref P01

CGCTGTCGATCCTGTAR
FE ORRRREHERRAIRE AFRRRE RIRE RARIRRERASRARAIRIRRIRE KRRRRIRAIRARE AFRFRE KFRFE RARRIR & 5% AAPRFRARRRRIRAIRRRR RARSH HAS% 24K & & % & %

Prim.cons. CT28 TGTCGTTCCG2AT TCCBCCTGATCETCGARCATCAAC2GTCACTCCTBTAR
=%

Fig. 35. Allgnements avec Clustal W des trois souches de P. aeruginosa resistantes a
I’imipenéeme VIM-2 négatives avec une souche de référence PAO1
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6. Organisation génétique du géne blaym-

Afin d’étudier I’Organisation génétique du gene blayu.. des 14 souches de
P. aeruginosa positives, les couples d’amorces ont été designés au sein du laboratoire a
I’aide du logiciel primer 3 : amorce class 1 integron/VIM-2 [class 1 integron-F
(3’-ACCGTGGAAACGGATGAAG-5"), VIM-2-R (3’-GTCATGAAAGTGCGTGGAGA-
5%)] et I’amorce VIM-2/ aac4’ [ VIM-2-F (3’-TGTCCGTGATGGTGATGAGT-5"), aac4’
(3’-TATTCCGCGTACTCCTGGAT-5")]. Apres une amplification par PCR (fig. 36, 37) et
un séquencage suivis d’une correction des séquences avec le logiciel codan code alinger.

Le résultat montre que ce gene a été localisé dans un nouvel intégron de classe 1 qui
contient également un géne codant pour aadB et pour aacA4 (fig.35). Les 14 souches de P.
aeruginosa produisent le gene VIM-2 qui porte le méme intégron.

La sequence de cet intégron, n’a jamais été décrite dans la littérature donc elle a eté
déposée dans GenBank sous le numéro d'accession Genbank JX120362.

ISPa séquence insertion de P. aeruginosa ; Int L1, integrase ; blayv.2, metallo-B-
lactamase ; aadB, aminoglycoside adenyltransferase; aacA4,aminoglycoside-6'-N-

acetyltransferase.

Class 1 Integron (3573-bp, 57.60 %GC)

intl.1 blayyy » B aacA4’

—an ) w——— | —

Fig. 36. Organisation génétique du nouvel intégron classe | de 3573pb contenant les genes
codant blaym-2-, aadB- and aacA4. Le numéro de ’association a GenBank est JX120362.
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Imipénéeme R VIM-

Integron/VIM-2
= ———————————— 0

664 pb = “ NN - S eEw

Fig. 37. Amplification du gene Integron/VIM-2 par PCR des 14 souches
de P. aeruginosa VIM-2 positives

Imipenem R VIM-2

ol = VIM-2/ aacA4
SRR L L Uil £ AL Ao S SRR

Fig. 38. Amplification du gene VIM-2/ aacA4 par PCR des 14 souches P.aeruginosa
VIM-2 positives

105



Résultats

7. Multi-locus sequence typing MLST

L’enquéte sur la clonalit¢ des 17 souches de P. aeruginosa résistantes a
I’imipénéme, a €té faite par une amplification par PCR standard et un séquencage des sept
génes de ménage acsA, arokE, mutL, ppsA, gua A, nuoD, et trpE précédemment rapportés.

Les séquences obtenues apres le séquencage ont été soumises a une base de

données PUbMLST [http://pubmlst.org/paeruginosa |, les résultats sont exprimés dans le
tableau 17.

Le typage génomique multilocus (MLST), a révélé qu’elles appartiennent a 4
différents types de ST, ST162 (une souche), ST654 (une souche), ST1175 (une souche), et

une nouvelle séquence type, ST1420 (quatorze souches). Cette nouvelle séquence a été

récemment présentée dans la base de données PUbMLST [http://pubmlst.org/paeruginosa
en Chine (janvier 2013). (Tab. 17. 18).

L’Arbre phylogénétique est déduit de la concaténation des séquences partielles des

sept génes de ménage. Les séquences obtenues ont été alignées par le logiciel ClustalX,
ensuite analysées par le logiciel Mega version 4.1, en utilisant la méethode Neighbour-
joining avec le modele de distance paramétre Kimura ; les valeurs de bootstrap sont
exprimées en pourcentage de 1000 répétitions et présentées a un point de branchement.

Comme le montre la figure 39, l'analyse de 1’arbre phylogénétique, a partir de la
concaténation de ces sequences partielles, révele la présence de trois clones AB et C
différents, suggeérant la diffusion de la classe | Intégron plutdt que d'une épidémie due a un
seul clone. (fig. 39).
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Tab. 17. Analyse des 17 souches de P. aeruginosa résistante a I'imipéneme par MLST

alléles

N° Séquence

souches acsA aroE guaA mutL nuoD ppsA trpE type VIM
2 5 61 25 133 1 20 125 1420 VIM-2
3 5 61 25 133 1 20 125 1420 VIM-2
4 6 150 6 34 27 3 7 162 négatif
5 5 61 25 5 1 20 125 1420 VIM-2
6 5 61 113 5 1 20 125 1420 VIM-2
9 103 61 25 5 1 20 125 1420 VIM-2
11 5 61 25 5 1 20 125 1420 VIM-2
13 5 61 25 5 1 104 125 1420 VIM-2
14 5 61 25 133 1 20 125 1420 VIM-2
15 5 61 25 133 1 20 125 1420 VIM-2
17 5 61 25 133 1 20 125 1420 VIM-2
19 5 75 5 54 5 11 60 1175 négatif
21 5 61 25 133 1 20 125 1420 VIM-2
24 5 61 25 5 1 20 125 1420 VIM-2
26 5 61 25 5 1 20 125 1420 VIM-2
32 17 150 26 116 4 4 26 654 négatif

107



Résultats

Strain 13
Strain 03
Sirain 09
Strain 08
Strain 01
Strain 11
Sirain 05
0 Strain 16
" Strain 06
strain PAOI1

Strain 02

L

Strain 17

100, Strain 12 Clone A
© Sirain 15

Clone B

|Eilrail:| 14

wo| | Strain 04 Clone C
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Strain 10

Fig. 39. Arbre phylogénétique déduit a partir de ’analyse des séquences des genes

de ménage.
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Discussion

Depuis déja une trentaine d’années, les bactéries a Gram négatif non fermentants sont
considérées comme des pathogenes opportunistes, émergeants, multi-résistantes. Le plus
souvent, ils sont responsables d’infections nosocomiales difficiles a contrdler et a traiter, en

particulier dans les unités des soins intensifs [143;198].

Acinetobacter baumannii est une bactérie qui fait partie de la bacteriocenose. Sa
présence dans les respirateurs (systéme de ventilation), ou elle peut constituer un biofilm,
facilite les pneumopathies. Ainsi, incrustée, il est difficile de I'éliminer par simples

mesures d’antibiothérapie et de désinfection [82].

L'utilisation intensive d'agents antimicrobiens dans les hopitaux est I’'un des facteurs
qui contribue a I'émergence de souches multi-résistantes, insensibles a une large gamme
d'antibiotiques, y compris la nouvelle génération, a large spectre des B-lactamines, les

aminosides et les Fluoroquinolones.

L’analyse  globale de la littérature laisse apparaitre, que A. baumannii est
essentiellement rencontrée aux services de réanimation (88 %). Cet isolement si fréquent
serait en rapport avec des épisodes épidémiques causés par la forte contamination de

I'environnement des patients porteurs [150].

SAMOU [169], auteur d’une theése de doctorat en médecine rapporte un taux de 7.9%
d’incrimination de A. baumannii dans toutes les infections déclarées en une année au Mali
(2004-2005). Ce taux nous parait trop faible a cause des facteurs liés aux types d’étude ou a

I’échantillonnage et autres [135].

En 2007, en Tunisie Hammami., S., [73] déclare ce microorganisme comme
responsable de 22% des infections enregistrées au niveau des unités de soins intensifs.

Alors que ce taux etait de 62% dans les services de chirurgie.

Au Maroc, une étude faite entre Janvier 2003 et Décembre 2005 montre que 50.53%
des A. baumannii sont responsables d’infection, au niveau des unités de soins Intensifs dans

un hopital universitaire de Casablanca [96].

En Inde, de toutes les infections & Acinetobacter baumannii, 41.8% se sont déclarées

au service des soins intensifs [155].
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Une étude Canadienne a montré que A. baumannii représente le 20°™ agent

responsable d’infection dans les services de réanimation.

A 1’échelle européenne, Acinetobacter baumannii  représente le 7éme agent

responsable d’infection nosocomiale, causant 10% des pneumopathies [96].

En Algéerie, A. baumannii représente 39.9% des infections qui surviennent en
réanimation selon le réseau de surveillance Algérien. Ce sont des taux qui restent

relativement faibles si on les compare aux données de nos voisins sus-cités [159].

En Europe, environ 27% des souches sont résistantes aux carbapénémes. Les
résistances a la Ceftazidime (C3G) et a la Ciprofloxacine (Fluoroguinolones) sont environ
de 66% des souches, et plus de 50% des isolats sont résistants a la Gentamicine (aminoside)
[143].

En Amérique du nord, les proportions de souches résistantes aux C3G, aux aminosides
et aux Fluoroquinolones sont plus faibles. Les résultats respectifs sont : 35 a 40%, 10% a
30% et 35% a 40% [143]. 25% a 37% de ces souches sont responsables d’infections
nosocomiales qui sont engendrées par des dispositifs médicaux ou par le site opératoire.
Elles sont aussi résistantes aux carbapénemes [76].

En Amérigue latine, le taux de résistance a ces antibiotiques atteint presque 30%. En
Asie et Moyen orient, 25% des souches sont résistantes aux carbapéenemes, 40% aux C3G,
40% a I’ampicilline associée au sulbactam (Aminopénicilline + inhibiteur de B-lactamases),

35% aux aminosides et 45% aux Fluoroquinolones[143].

En Tunisie, une étude rétrospective faite entre 2001 a 2003, révele que 34% des
souches A. baumannii isolées, sont résistantes a I’Imipénéme, une moyenne de 86.5% des
souches sont résistantes aux aminosides et 91% sont résistantes a la Ciprofloxacine des

Fluoroquinolones [168].

Au Maroc, la résistance aux p-lactamines est tres élevée : 91 % a la Cefotaxime, 50,3
% a la Ceftazidime et 42,6 % a Imipéneme. La résistance aux aminosides varie de 17,9 %
pour la Nétilmicine a 72,1 % pour la gentamicine. La résistance aux Fluoroquinolones
(Ciprofloxacine) est de 65,8 %.[96]
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En 2012 le réseau Algeéerien de surveillance de la résistance des bactéries aux
antibiotiques (AARN), dans son 12°™ rapport montre qu’au niveau national dans les
services de réanimation la résistance aux [-lactamines groupe des cephémes est de 72%,

groupe des pénames : 76.1%, et pour les carbapénemes : 39.3%.[159].

Selon I’AARN, les aminosides, associés en général aux [-lactamines, montrent aussi
des résistances non moindres allant jusqu’a 53.7% des souches considérées. Selon toujours

le méme rapport, les quinolones (Ciprofloxacine) sont actifs sur 84% des souches [159].

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

bactéries BGN-NF isolés de divers prélevements.

Néanmoins, notre étude enregistre une totale résistance aux [-lactamines testées du
groupe des cephémes, pénames et monobactames. Et seul I'imipenéme des carbapénemes
reste actif sur uniquement 20% des souches testées. Nos souches sont a 65.53% résistantes

aux aminosides et a 100% a la Ciprofloxacine.

Nous considérons avec les résultats obtenus que nous sommes en présence de souches

multi-résistantes.

La résistance élevée a I'imipéneéme est trés inquiétante car elle perturbe le protocole de
traitement des patients. Au niveau des services de réanimation, 1’imipénéme est

’antibiotique de choix en particulier, pour le traitement des infections nosocomiales.

Devant ces bactéries multi-résistantes et surtout une résistance accrue aux p-lactamines
“outil ” essentielle de lutte contre les infections dans les unités de soins intensifs, il est

imperatif de rechercher les supports génétiques et le type de résistance.

Les résultats de notre travail sur les supports génétiques des résistances aux -

lactamines a permis de trouver 13 cas de BLSE toutes du type TEM-128.

Ce géne TEM-128 est un nouveau, différent d’une paire de base (pb) par rapport au
géne blatgm-1p, il code pour une BLSE est apparu pour la premiére fois en Chine chez

A. baumannii en 2004. La méme année, au Danemark, ce géne est isolé a partir des souches

111



Discussion

de E. coli et Salmonella trouvées dans 1’alimentation des d’animaux. En 2007, en Norvege,

il est isolé chez E. coli et Klebsiella pneumoniae.[189].

Les carbapénémes ont une puissante activité contre les souches de A. baumannii,
jusqu'a nos jours. lls étaient souvent utilisés pour traiter les infections causées par ces
souches multi-résistantes. Malheureusement, ces dernieres années, I'émergence et la
propagation de la résistance aux carbapénémes ont été rapportées. Elle est principalement
attribuée a la production des carbapénémases, qui peuvent étre de classe D d'hydrolyse des
carbapénémes oxacillinases ou, moins fréquemment, classe B métallo B-lactamases. La
classe D les oxacillinases chez A. baumannii sont principalement représentés par les génes

blaoxa-23, blaoxa-24 €t blaoxa-ss [88;143].

Des épidémies de souches A. baumannii résistantes aux carbapénémes ont étés
documentées dans diverses zones géographiques, y compris I'’Amérique, I'Europe et
I'Extréme-Orient. Mais peu d'informations sont disponibles a partir de I'Afrique du Nord
[88;143]. Cependant, le gradient Nord/ Sud de la résistance a l'imipéneme en Europe

suggere que la prévalence de la résistance imipénéme en Afrique du Nord peut étre élevée.

Durant notre travail, on a déterminé la résistance des antibiotiques sur une série de
souches cliniques A. baumannii a I'nopital universitaire d’Annaba — Algérie. Sur une
période de onze mois (de Novembre 2010 a Septembre 2011), et on a caractérisé les génes
codant pour des carbapénemases et les résistances associées (aminoside, fluoroquinolones et

rifampicine).

Dans notre recherche bibliographique, nous avons remarqué qu’il y avait trés peu
de données disponibles sur la résistance des A. baumannii aux carbapénemes en Afrique du

nord, notamment en Algérie.

Une étude antérieure, réalisée entre Mars 2003 et Janvier 2004, aux niveaux de
neuf hoépitaux universitaires, dans la region méditerranéenne (quatre en I'Algérie, deux en
Tunisie et trois en France) a montré que le pourcentage de résistances a l'imipenéme chez
A. baumannii varie selon les pays allant de 5,2 % en Algérie a 28,8% en Tunisie [4].
Cependant, nous croyons que les données sus-citées plus récentes ne peuvent pas étre
comparées a cette étude plus antérieure puisque la prévalence de la résistance a lI'imipenéme
des A. baumannii a considerablement augmenté depuis 2005 dans le monde entier avec une

augmentation du gradient de la prévalence Nord - Sud en Europe [88].
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Par ailleurs, cette prévalence apparait plus élevée dans notre étude. Elle peut étre
due a une épidémie et / ou une situation endémique a I'hdpital d'Annaba car les isolats sont
réalisés durant une courte durée d'un an. La majorité de ces isolats ont été réalisés sur des
patients hospitalisés dans les services de réanimation, atteints d’infection respiratoire. Celle-

ci a été frequemment signalée dans la plupart des études publiées.[88].

Le génotypage a été déterminé par la comparaison des séquences du géne recA avec les
génotypes préalablement déposés dans MLST Pasteur. Cette comparaison montre que ce
sont les mémes souches qui reviennent. On peut dire que c’est une petite épidémie dans
l'unité de soins intensifs chez les adultes. Sur les 24 patients de notre étude, 6 sont
finalement décédés (25%), ce qui confirme le niveau élevé de la mortalité due aux
infections a A. baumannii. En Europe depuis 2003, ils ont rapporté un taux de mortalité
allons de 3 a 67% [88].

Dans notre étude, le principal support moléculaire de la résistance aux
carbapénemes a été la présence du gene blapxa-23 codant pour une carbapénémase ainsi que
la coexistence de géne blapxass pour certaines souches. Le gene blapgxa.2z codant
carbapénémase a été initialement détecté chez A. baumannii en Ecosse en 1985, avant
I'introduction des carbapénemes. Ensuite, ceux-ci ont été signalés de plus en plus dans le
monde, en provenance d'Afrique, d'Europe, d’Asie du Nord et en Amérique latine [143]. Ce

géne est maintenant considéré comme un géne d’épidémie mondiale de A. baumannii [88].

En Afrique, les souches de A. baumannii producteur des géenes blapxa-23 ont été
isolées en Afrique du Sud, la Libye, I'Egypte et en Tunisie[73]. Au meilleur de nos
connaissances, une seule souche de A. baumannii productrice du géne blapxa-»3 a été isolée
chez un patient en Algérie en 2010 [125]. Au cours de notre travail, nous avons isolées deux
souches qui contenaient le géne blaoxa-ss dont I’une des souches contient a la fois le gene

blapxa-ss€t le gene blapxa-os.

Le géne blapxass a été déja rapporté dans le monde entier, y compris en Algérie, a
Tlemcen en 2008, chez 12 souches cliniques de A. baumannii [55]. Toutefois, la coexistence
d'une souche, portant deux genes de résistance a la fois blapxa-ss €t blapxa-23 n'a jamais été
décrit en Algérie auparavant, bien qu'elle ait été signalée en Chine (blapxa-23 et blapxa-ss) et
en Thailande (blapxa-2z et blaoxass et blaoxa24) [120]. Cela peut suggérer que
I'épidémiologie des génes codant pour carbapénemase a changé en Algérie avec le géne

blapxa-23 car c’est le géne le plus répandu des carbapénémases circulant dans ce pays [79].
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La description récente d'une souche clinique, contenant le gene blanpm-1, chez un
patient hospitalisé a Paris, en France, qui a été rapatrié d'Oran, en Algérie, en Juillet 2011
[28], est susceptible de suggérer que I'épidémiologie de la résistance aux carbapénémes peut
encore changer en Algérie. C’est pour cela, il faut faire plus d'investigations et de
surveillance pour garantir 1'acquisition d’une meilleure compréhension de I'épidémiologie et

le support moléculaire de la résistance aux carbapénémes en Afrique du Nord.

Les Séquences d'insertion (IS) sont les plus petits éléments transposables et les plus
abondants. Ces éléments contiennent des promoteurs forts qui jouent un réle majeur dans
I'expression des génes de la résistance aux antibiotiques, situés en aval du site d'insertion de
ces élements mobiles. Récemment, un élément nommé ISAbal a été identifié dans une
souche A. baumannii. La Séquence d'insertion ISAba a été associée a une surexpression de
genes de résistance blapxa-23, blaoxa-ss, blaoxasi. Ce qui leur conferent une résistance aux
carbapénemes [44;177]. Dans ce travail, nous avons constaté ISAbalétait en aval du géne
blapxa-23 et sont également en amont du gene blapxa-23. Alors que La Séquence d'insertion
ISAba3 a été trouvé en amont du gene blapgxa-ss cette souche contient également ISAbalen

aval du géne blaoxa-23.

Dans cette étude, nous avons utilisé une nouvelle méthode pour la détection des
résistances aux carbapénemes avec le MALDI TOF Ultraflex. Cette méthode a permis le
diagnostic rapide des souches de A. baumannii résistantes aux carbapénemes. Cette
technique est simple, peu colteuse. Ce test peut étre considéré comme une des méthodes de

routine pour l'identification des souches resistantes aux carbapénémes [87].

Ces résultats mettent l'accent sur la diffusion dans le monde entier des génes de
carbapénemase de type oxacillinase (OXA), dans les souches cliniques multi-résistantes
(BMR) de A. baumannii et de la diffusion rapide de la résistance aux carbapenemes des

génes codant pour blapgxa-23 en Algérie.
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Les infections a Pseudomonas aeruginosa sont le plus souvent des infections
d'origine nosocomiale, en particulier dans les services de réeanimation. Dans la majorité des
cas, l'infection a P. aeruginosa est opportuniste. Elle survient chez les patients fragilisés
(opéré récent, patient sous assistance respiratoire...). Cette bactérie peut-étre responsable
d'infections graves (pulmonaires, septicémiques, urinaires) nécessitant I'utilisation

d'antibiotiques codteux et le plus souvent en association [18;65;183].

La progression de la résistance aux antibiotiques (les béta-lactamines, les aminosides
et les fluorogquinolones), pose actuellement des problemes dans la prise en charge des
malades. Malgré une thérapeutique précoce, par une antibiothérapie adaptée et a forte dose,
I’effet bactericide sur le bacille pyocianique est de plus en plus difficile a atteindre [19]. La
résistance qui en résulte, permet a la bactérie de s’adapter temporairement a son

environnement [10].

L’acquisition d’une infection liée a wune souche multi-résistante de
P. aeruginosa chez un patient hospitalisé, en réanimation, dépend a la fois de I’effet de

pression de sélection des antibiotiques et de la transmission croisée [47;197].

Les infections a Pseudomonas aeruginosa surviennent essentiellement en

réanimation et plus particulierement chez des patients immunodéprimeés [18;58;65].

Aux Etats-Unis, Pseudomonas aeruginosa occupe la cinquiéme place parmi les

espéces responsables d'infections nosocomiales en réanimation [58].

En Europe, P. aeruginosaoccupe la troisieme place dans les infections
nosocomiales en réanimation, apres Staphylococcus aureus et Enterobacteriaceae
essentiellement les genres Klebsiella et Enterobacter; [E. coli est retrouvé moins
fréquemment que dans 1’ensemble des infections nosocomiales en réanimation (9,1% dans

les USI contre 20,1% pour I’ensemble de I’hopital)] [2].

En Algérie, P. aeruginosa occupe la troisieme place aprés Staphylococcus aureus et

Enterobacteriaceae dans les infections nosocomiales au niveau des soins intensifs [159].
P. aeruginosa est résistant naturellement a un grand nombre d’antibiotiques. Les
fluoroguinolones, les aminosides, quelques B-lactamines dont les carbapénemes, et la

colistine sont efficaces contre cette bactérie. Les résistances acquises contre ces quelques
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antibiotiques sont fréquentes, rendant la prise en charge des infections a P. aeruginosa de
plus en plus compliquée.

En Europe, P. aeruginosa posséde une résistance aux fluoroquinolones de 22,8%,
suivie par celle aux carbapénémes 19,0%. Les résistances aux aminosides, a la Pipéracilline
associée au Tazobactam ou encore au Ceftazidime (C3G) concernent chacune environ 15%
des souches [186].

Au USA, les fluoroquinolones ont une résistance plus élevée avec un pourcentage de
30,7%, suivie par celle aux carbapénémes avec un pourcentage 25,3%. Les résistances aux
aminosides, a la Pipéracilline associée au Tazobactam ou encore au Ceftazidime (C3G)

concernent chacune environ 17,5% des souches de P. aeruginosa [186].

Au kenya, entre 2006/2007, une étude de 18 mois, sur des souches de P. aeruginosa,
montre une résistance aux antibiotiques tres élevée de 13,7% a I’'imipéneme avec des CMI
hautement élevée MICs > 32 mg/l. Pour la Pipéracilline et Aztreonomas une résistance de

53%. Quant aux aminosides et les fluoroquinolones 100% de résistance [145].

Au Maroc, en 2005 une étude dans un hépital a Rabat a montré une résistance de
23% a I’imipénéme, souches productrices de métallo-B-lactamase sur une série de souches
P. aeruginosa. Ces souches sont également résistantes aux fluoroquinolones, aminosides et

rifampicine.

En Tunisie, Hammami S., 2010., montre sur une étude de P. aeruginosa de 2002 a
2006 au niveau de I’hdpital Charles Nicolas, une résistance a I’'imipénéme est de 43,9%. Ces
souches montrent également une résistance tres élevée aux fluoroquinolones, aminosides et
rifampicine [72].

En Algérie, selon son 12°™ rapport, le réseau Algérien de surveillance de la
résistance des bactéries aux antibiotiques (AARN), montre qu’au niveau des services de
réanimation sur tout le territoire national, que des souches de P. aeruginosa, présentent une
résistance élevée aux P-lactamines, avec un taux de 17.3% des carbapénemes. Ce groupe
représente le taux le plus résistant des groupes des PB-lactamines, suivi par le groupe
pénames avec 16%. Le groupe cephémes est de 15.2%, et pour les monobactames 16.9%

[159].
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Concernant les aminosides et les quinolones, I’AARN, montre une résistance des
souches, respectivement de 5.3% et 15% [159].

A Annaba, notre travail rejoint les résultats du réseau AARN mais avec de légeres
différences. Ces différences découlent du petit échantillonnage utilisé au cours de notre
investigation comparé a celui de I’AARN. Nous avons enregistré une resistance aux
B-lactamines des groupes des cephémes, pénames et monobactames, en moyenne de 17.6%.
Quant a I’imipenéme du groupe carbapénemes, une résistance de 50%, ce qui représente le

taux le plus élevé. Pour les aminosides 6.6% et les fluoroquinolones 56.6%.

Ces résultats obtenus nous confirment que nous sommes en présence de bactéries
multi-résistantes (BMR).

Durant, ces derniéres décennies, les souches P. aeruginosa résistent a un nombre
croissant d’antibiotiques et d’une manicre de plus en plus fréquente. L’ imipénéme est alors
considéré comme un antibiotique de premiére intention, dans les infections nosocomiales en

réanimation, car c’est I’antibiotique le plus efficace.

Ces bactéries constituent, ainsi, un probléme majeur de santé publique, d’autant plus
que tres peu de nouvelles molécules sont mises sur le marché par I’industrie
pharmaceutique. Ainsi, plusieurs auteurs ont tiré¢ la sonnette d’alarme face a ce probléme de

résistance [10;15].

Devant, ces bactéries multi-résistantes, il nous est apparu dans notre travail, essentiel

de rechercher les supports géenétiques et le type de résistance.

Dans cette étude, nous avons signalé, pour la premiére fois, la présence du gene
VIM-2 métallo-B-lactamase, de la classe B selon la classification de Ambler. Ce géne est
produit par 14 souches de P. aeruginosa isolées a partir des prélevements issus des services

de réanimation aux CHU de Annaba- Algérie.

Au meilleur de nos connaissances, en Afrique du Nord, le gene VIM-2 codant pour
une carbapénemase n’a jamais était signalé, sauf en Tunisie [72;92;111]. En effet, la Tunisie
a signalé la présence du géne VIM-2 codant pour une carbapénemase des isolats cliniques
de P. aeruginosa, mais aussi chez Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli isolées de
I'environnement hospitalier [37;72]. Elle a aussi décrit le gene VIM-4 métallo-R-lactamase
chez des souches cliniques de K. pneumoniae [91]. Dans d'autres pays d'Afrique, il n'existe

que tres peu de publications concernant la présence du géne VIM-2 chez P. aeruginosa : i)
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une souche clinique de P. aeruginosa a été signalée chez un touriste de la Hongrie qui a été
hospitalise en Egypte [182] ; ii) un cas d'un patient qui a été transferé dans un hopital en
Norvége apres avoir été hospitalisé au Ghana [170] ; iii) 57 souches cliniques récupérées de
2006 a 2007 a partir d'un grand centre tertiaire au Kenya [145]; iv) et 15 souches cliniques
isolées a partir d’une unité d'hématologie, d'un hopital de soins tertiaires a Cape Town,
Afrique du Sud [80].

En comparant la diffusion des genes VIM-2 chez P. aeruginosa en Europe et en
Afrique, on remarque que la dissémination du géne VIM-2 en Europe beaucoup plus

importante (Fig. 39).

En Algérie en 2010, a notre connaissance, seuls les genes VIM-19 et VIM-4, ont été
signalés dans 5 souches différentes d'entérobactéries (une Providencia stuartii, deux
Escherichia coli et deux K. pneumoniae) [161] .

Cependant, dautres genes codant pour des carbapénémases ont été signalés en
Algérie. Ce sont les genes blapxa-23, blaoxa-24 €t blapxa-ss chez des souches cliniques de
A. baumannii [9;55;87;125;191]. Aucune oxacillinase n’a été décrite chez P. aeruginosa, en

Algérie.

En ce qui concerne, le gene NDM-1, il a été rapporté pour la premiere fois en
Algeérie chez une souche clinique de A. baumannii d'un patient hospitalisé & Oran et
transféré a Paris [28] et une autre souche clinique de A. baumannii portant le géne NDM-1

chez un patient hospitalisé en Algérie et rapatrié en Belgique [24].

Le géne NDM-1 a été découvert pour la premiére fois chez P. aeruginosa en Serbie
en 2011 [84], ensuite en France [63]. Les métallo-B-lactamase de type NDM sont moins

fréguents que le type VIM chez P. aeruginosa a travers le monde.

L'émergence et la propagation des métallo-R-lactamase (MBL) chez
P. aeruginosa, principalement de type VIM, ont été signalées dans de hombreux pays autour
du monde [202]. Cette propagation représente un risque épidémiologique pour au moins
deux raisons : la premiére est que les MBL conférent non seulement une résistance aux
carbapénemes, mais aussi a presque toutes les R-lactamines. Elles sont souvent associées a
la résistance aux aminoglycosides [72], comme ce fut le cas dans notre étude. La deuxieme
est I'émergence des VIM producteur de métallo-R-lactamase chez P. aeruginosa qui

peuvent survenir indépendamment, dans différentes parties du monde, par le biais de
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l'acquisition de différent génes blay,v contenant les intégrons dans des souches de lignées

clonales similaires en combinaison avec la diffusion clonale [72;134].

Ce fut le cas dans notre travail puisque le géne VIM-2 est situé sur un intégron de
classe 1 qui est connu pour étre facilement transférable entre les bactéries par rapport aux

dernieres intégrons classe | [72].

Dans notre travail, l'organisation génétique de I’intégron classe | a révélé une
nouvelle organisation génétique qui contient en plus de intL1 intégrase et blayu-2 associée a
deux genes de résistance aux aminoglycosides aadB et aacA4 (fig. 35). Cette nouvelle
cassette a été déposée dans GenBank sous le numéro d'accession Genbank JX120362.
Confirmant la grande diversité des VIM-2- intégrons de classe | [72].

Enfin, les trois souches résistantes a l'imipénéme qui ne contiennent pas VIM-2,
présentent des mutations dans les séquences du gene oprD, conduisant a un “codon stop"
prématuré dans la séquence protéique traduite qui est connue pour étre responsable de la

perte de la porine, ce qui confere la résistance a imipenéme [134].

Le typage génomique multilocus (MLST) [48] a été réalisé sur les 17 souches de
P. aeruginosa résistantes a 1’imipénéme a révélé que celles-ci appartiennent a quatre
différents types de ST, dont trois types de ST déja connus (ST162, ST654, ST1175) chez
trois souches différentes de P. aeruginosa. Et une nouvelle séquence type, ST1420 présente
chez quatorze souches. Cette nouvelle séquence type a été découverte récemment, en janvier

2013 en Chine. Suite a cette découverte, ils ont soumis a la base de donné PubMLST

http://pubmlist.org/paeruginosa

Suite a 1’arbre phylogénétique (fig. 39), nous rapportons une petite epidémie des
souches cliniques de P. aeruginosa résistantes a 1’imipénéme, récupérées au niveau des

services de réanimation du CHU de Annaba - Algérie, sur une période d'un an.

Nos résultats démontrent qu'il ya encore des méconnaissances sur I'épidémiologie
de la MBL en Afrique. Le test de synergie EDTA - IMP qui est une méthode simple et
rapide dans la détection des métallo-R-lactamases. Cette méthode pourrait étre facilement
mise en ceuvre dans les laboratoires de microbiologie clinique, pour la surveillance des
carbapénemases. Afin de superviser I'émergence et la propagation des genes codant pour des
carbapénémases, il est urgent d’envisager des dispositifs de surveillance nationale en

Algérie.
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Nos résultats mettent l'accent sur la diffusion dans le monde entier des geénes

carbapénemases VIM dans la multi-résistantes des souches cliniques de P. aeruginosa.

120



Discussion

U]

(1

45

40

U

25

20

15

10

VIM & VIM-2

i

/
4/

N

Y I

il A T

P SN

139 2000 2001 2C02 2003 20C4 2005 20C6 2007 20C& 2003 2010 2011

V1N
w=\IN-2

an

®Vim-1 Ialy, Gemany; #Vim-4 Greece, Poland; @ Vim-5 Torkey, VimSUK: ¥ Vim-10 UK

® Vim-13 Spain; *Vim-14 Ialy, Bulgaria; ®Vim-16 Gemany; ®Vim-17 Graace; ®/im-20Spain;
#Vim-2 France, Italy, Croatia Grasce, Natherland, Serbia, Tudkey, Tonisia, Cap town, Kenya, UK,
Portuzal, Bl zgivm Germany, Poland, Russia, Norway, Swaden

Fig. 40. (1) Test de ’TEDTA-IMP. (A) Disque d’imipénéme avec un disque vierge imprégné avec de ’EDTA. B) deux disques d’imipéneme 1’un
d'eux avec de ’EDTA. (C) MICs de I’imipénéme d’une souche de P. aeruginosa résistante a 1’imipénéme VIM-2 positive.

(11): Nombre de citations trouvé dans PubMed de 1999 a 2011 en utilisant soit “VIM” or ‘VIM-2’ chez Pseudomonas aeruginosa

(111): Comparaison de I’émergence des souches de P. aeruginosa productrice de VIM métallo-beta-lactamase entre I’Europe et 1’ Afrique.




CONCLUSION ET PERSPECTIVES



Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Les bacilles a Gram négatif non fermentants sont des bactéries de 1’environnement.
Elles sont trés rares chez les sujets sains tandis que chez les sujets hospitalisés, elles peuvent

atteindre des taux de 50% voir 60% des infections, surtout dans les services de réanimation.

Ce sont des microorganismes responsables de pathologies variées, fréquentes et
parfois redoutables. Ce caractére redoutable des infections est di en grande partie au
pouvoir toxique de ces agents infectieux et a leur grande capacité de résistance aux

antibiotiques.

Depuis plusieurs années, parmi les BGN-NF les plus incriminés dans les infections
nosocomiales dans les unités de soins intensifs, on retrouve P. aeruginosa et A. baumannii.
Maints travaux sur I’émergence de ces deux espéces, en tant que pathogenes opportunistes
majeurs, de nombreuses épidémies hospitalieres ont été décrites. Le plus souvent, les
investigations menées au cours de ces épidémies ont identifi¢ 1’environnement des services
de réanimation comme réservoir principal de contamination des patients. Saprophyte de
I’environnement P. aeruginosa et A. baumannii peuvent survivre et se multiplier plusieurs
mois sur des supports inertes ou humides (pour P. aeruginosa), voire méme des solutions

antiseptiques conservées trop longtemps.

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

indispensables afin de controler I’émergence des ces espéces.

Les espéces A. baumannii et P. aeruginosa posent actuellement, un probléme
émergent de multi-résistance aux antibiotiques. Elles sont aussi dénommeées sous la
terminologie de BMR (Bactérie Multi-résistante), notamment la résistance aux [3-lactamines.
Au sein de cette famille d’antibiotiques, la résistance aux carbapénémes et particulierement
I’imipénéme est d’incidence croissante. Alors que cette molécule était considérée, il ya peu
de temps, comme le traitement de choix des infections a A. baumannii et P. aeruginosa dans

les services de réanimation.
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Nous rapportons dans notre travail, I’analyse bactériologique des prélevements
émanant des services de réanimation du CHU de Annaba qui a permis I’isolement des
souches  A. baumannii et P. aeruginosa, avec un profil de multi-résistance

particuli¢rement a I’imipénéme.

C’est une ¢épidémie de résistance a I'imipéneme, et on démontre que nos
connaissances sont trés limitées sur I'épidémiologie des métallo-B-lactamases (MBL) et les

oxacillinases dans ce service.

Il existe des méthodes phénotypiques simples et peu couteuses (test de synergie
EDTA-IMP et le test de Hodge), pour détecter les carbapénémases. Ces méthodes
pourraient étre facilement mises en ceuvre dans les laboratoires de microbiologie clinique

pour la surveillance de la résistance.

Par ailleurs, des mesures de contrble devraient étre envisagees rapidement afin
d’instaurer un systéme de veille nationale, pour superviser 'émergence et la propagation des

génes codant pour des carbapénemases.

Nos résultats mettent l'accent sur l‘apparition de souches portant des geénes
carbapénémase VIM chez P. aeruginosa et, des génes carbapénemases OXA-23 et OXA-58
dans chez A. baumannii multi-résistantes ce qui nous incite a mettre en place une stratégie

permanente pour anticiper 1’apparition de ce type de résistance.
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Résumé

La résistance aux antibiotiques chez les bacilles a Gram négatif non fermentants est un
probléme de santé majeur dans les services de réanimation, et particulierement la résistance
aux carbapénemes. Cette résistance est un probléme récent et croissant dans de nombreux
pays a travers le monde. Le but de notre travail a été d’étudier la résistance aux antibiotiques
et leurs supports génetique sur une série de 64 souches, collectées de Novembre 2010 a
Septembre 2011 dans les services de réanimation du CHU d’ Annaba, Algérie.

L’identification des souches a été effectuée selon deux techniques: Api20NE et
MALDI-TOF MS. L'antibiogramme a été réalisé par méthode de diffusion d’antibiotique sur
gélose et les concentrations minimales inhibitrices par Etest. Les mécanismes de résistances
aux antibiotiques ont été identifiés par techniques de biologie moléculaire (PCR, séquencage)
et on a utilisé I’Ultraflex (MALDI-TOF) pour la détection rapide des carbapénemases.

Parmi les 64 souches isolés (30 A. baumannii et 34 P. aeruginosa), 24 souches A.
baumannii et 17 souches P. aeruginosa ont été résistantes a I’'imipénéme avec des MICsg
élevées (12 a > 32 pg/ml).

Parmi les A. baumannii, 22 possédent une carbapénémase de type oxacillinase blapxa-
23, UN isolat possede blapxa-ss €t un autre isolat possede les deux genes au méme temps, Et
pour les BLSE, 13 possedent le géne TEM-128.

Concernant, les souches de P. aeruginosa, 14 portes le géne blayu.2, pour la premiere
fois rapporté en Algérie, et positif au test de synergie EDTA- imipéneme. Ces souches
affiche nouvelle cassette d’intégron classe I portant le géne VIM-2 et comprend également le

géne aadB et aacA4. Pour les BLSE seule trois souches étaient positifs au géne SHV-2.

On rapport une prévalence élevée de la résistance aux antibiotiques et particulierement
aux carbapénemes. Ces résultats soulignent la diffusion des carbapénemase de type
oxacillinase chez A. baumannii, et les métallo-R-lactamase des chez P. aeruginosa. Ce qui

incite la mise en ceuvre de politique de surveillance de la résistance aux antibiotiques

Mots clés: Reanimation, résistances aux antibiotiques, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, carbapénémases.



Abstract

Resistance to antibiotics in Gram-negative non-fermenters is a major health problem in
intensive care units, especially resistance to carbapenems. This resistance is a recent and
increasing problem in many countries worldwide.. The aim of our study was to study antibiotic
resistance and genetic materials in a series of 64 strains collected from November 2010 to
September 2011 from University Hospital of Annaba, Algeria.

Bacteria were identified using both API20NE commercial system and MALDI TOF
mass spectrometry..The antibiotic susceptibility testing was performed using the disk diffusion
method. Etest method was used to determine imipenem minimum inhibitory concentrations
(MICs) from resistant isolates. The isolates were analyzed via microbiological tests for
carbapenemase activities. Rapid method of carbapenem-resistant detection in all 24 clinical
strains was detected using MALDI-TOF MS (Ultraflex) and Mechanisms of antibiotic
resistance have been identified by molecular biology techniques (PCR, sequencing).

Among the 64 strains isolated (30 A. baumannii and 34 P. aeruginosa), 24 A. baumannii
and 17 P. aeruginosa were resistant to imipenem MICS with high (12 to> 32 micrograms / ml)
and also carbapenem-resistant A. baumannii strains disappearance of the peak. Among these
strains, 22 harbour blapxa-23carbapenemase gene, one isolate harbors blaoxa-ss carbapenemase
gene and one carries both blapxa-23 and blagxa-ss carbapenemase encoding genes. and 13 strain
the BLSE have TEM-128.

Among 17 P. aeruginosa strains, 14 harbored a VIM-2 class | integron that also
included an aadB and aacA4 cassette this is a novel cassette in Algeria. regarding ESBLs we
note only 3 strains.

In this study, we report a high prevalence of antibiotic-resistant and particularly to
carbapenems. These results emphasize the dissemination of carbapenemase types oxacillinase
in A. baumannii, and metallo-beta-lactamase in P. aeruginosa. What makes the implementation

of policy monitoring antibiotic resistance.

Keywords: multidrug resistant, carbapenemase, A. baumannii, P. aeruginosa, intensive care

unit.
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Emergence of blagya.23 and blagxa.ss carbapenemase-encoding
genes in multidrug-resistant Acinetobacter baumannii isolates
from University Hospital of Annaba, Algeria

Sir,

Acinetobacter baumannii is an important opportunistic pathogen
that is rapidly evolving towards multidrug resistance and is respon-
sible for nosocomial infections, especially in Intensive Care Units
(ICUs) [1]. Extensive use of antimicrobial agents within hospitals
has contributed to the emergence of multidrug-resistant (MDR) A.
baumannii strains that exhibit resistance to a wide range of antibi-
otics. Carbapenems have potent activity against A. baumannii and,
until recently, were often used to treat infections caused by MDR
A. baumannii isolates [1].

In recent years, the emergence and spread of carbapenem
resistance has been reported and it is mainly attributed to
the production of carbapenemases, mainly class D carbapenem-
hydrolysing oxacillinases, especially the blagy 23 1ie. PlagxA-24-1ike
and blagya.ssyixe gene products [1]. Outbreaks of carbapenem-
resistant A. baumannii strains have been documented in diverse
geographical areas, including the USA, South America, Europe
and the Far East [1], but little information is available from
North Africa. The aim of this study was to characterise the
carbapenemase-encoding genes in imipenem-resistant clinical iso-
lates of A. baumannii from the University Hospital of Annaba,
Algeria.

A total of 24 imipenem-resistant A. baumannii clinical isolates
(minimum inhibitory concentrations ranging from 12 pg/mL to
>32 pg/mL by Etest) were isolated between November 2010 and
September 2011 from 24 patients (3 children and 21 adults) in two
ICUs in the University Hospital of Annaba. Among these 24 patients,
6(25%)died, including 1 child and 5 adults. Carbapenemase activity
was also confirmed for the 24 isolates using the recently described
matrix-assisted laser desorption ionisation-time of flight mass
spectrometry (MALDI-TOF) assay with disappearance of the peak
at300 m/z after4 hofincubation [2](Fig. 1). All strains were positive
for blagxa sy and ISAbal genes. Real-time polymerase chain reac-
tion (PCR) and standard PCR results for carbapenemase-encoding
genes showed that 22 of the 24 isolates harboured a blagy.23 gene,
1 strain harboured a blagys.sg gene and 1 strain harboured both
blagya.»3 and blagya.sg genes. None of strains harboured blapp,
blaypg, b’ﬂou_u. b’axpc or b’anpm.| genes.

Finally, genotyping by comparison of recA sequences with the
genotypes previously deposited in the MLST Pasteur Web Site

(http://www.pasteur.fr/mlst) revealed the existence of eight geno-
types. Genotype rec A-27 was the most frequent, with 15 (71.4%) of
21 clinical isolates from adults belonging to this unique genotype,
which was likely clonal (data not shown).

In this study, we report A. baumannii clinical isolates resis-
tant to carbapenems recovered recently in Annaba, Algeria, over
a 10-month period. A previous study conducted between March
2003 and January 2004 in nine university hospitals in the Mediter-
ranean area (four from Algeria, two from Tunisia and three from
France) showed that the percentage of imipenem-resistant A, bau-
mannii strains differed among countries and ranged from 5.2% in
Algeria to 28.8% in Tunisia [3]. The high prevalence found in the
current study was likely due to an outbreak in the Hospital of
Annaba, since the majority of the isolates came from this hos-
pital in a short period (November 2010 to September 2011) and
had the same genotype, at least in the adult ICU. Of 24 patients
in this study, 6 (25%) eventually died, confirming the high level of
attributable mortality due to A. baumannii nosocomial infections
[1}.

In this study, the main molecular support of resistance to car-
bapenems was the presence of blagxs.23 carbapenemase-encoding
genes, along with the coexistence of blagxs.sg for one strain. In
Africa, OXA-23-producing A. baumannii strains have been isolated
from South Africa, Libya, Egypt and Tunisia, and, to the best of our
knowledge, only one OXA-23-producing A. baumannii isolate was
reported from a patient in Algeria in 2004 [4]. Two of the strains in
the current study harboured a blagya.ss gene, including one strain
that contained both blagy_sg and blagxa_23. The blagya_ss gene has
been reported worldwide, including in 12 A baumannii clinical iso-
lates in Tlemcen, Algeria, in 2008 [5]. However, the coexistence
in a strain of both blagxs >3 and blagys sg genes has never been
reported in Algeria. This may suggest that the epidemiology of
carbapenemase-encoding genes has changed in Algeria, with the
blagya_23 gene being the most prevalent carbapenemase-encoding
gene circulating in this country,

Finally, in this study we used the recently described new MALDI-
TOF MS method for detection of carbapenem-resistant isolates and
confirm that this method was rapid and accurate for detection of
carbapenem-resistant A. baumannii and could be used as a routine
technique for detection of carbapenemase activity [2].

In conclusion, these results re-emphasise the worldwide
dissemination of OXA carbapenemase genes in MDR clinical
isolates of A. baumannii and the emergence and rapid dissem-
ination of carbapenem resistance due to the blagysz3 gene in
Algeria.

0924-8579($ - see front matter © 2012 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

hetp://dxdoiorg/10.1016/j.ijantimicag.2012.03.017
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Fig. 1. Mass spectra of the imipenem hydrolysis assay with two carbapenem-resistant Acinetobacter baumannil isolates, The x-axis represents the mass per charge (mfz) in

Daltons, and the y-axis shows the relative intensity [arbitrary units (a.u,)}.
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ver the last decade, the increase of carbapenem resistance in
Pseudomonas aeruginosa has been due mostly to imperme-
ability because of OprD loss and the production of metallo-B-
lactamases (MBL), including those of the IMP, VIM, SPM, GIM,
SIM, AIM-1, FIM-1, and NDM families (1-4); also, active efflux
and serine carbapenemases may contribute to carbapenem resis-
tance in P. aeruginosa in some cases. VIM-1 was reported in the
Mediterranean area in 1997 in a clinical isolate of P. aeruginosa in
Verona, Italy (5), and in a clinical isolate of Pseudomonas mosselii
isolated in 1994 in Genoa, Italy (6). A VIM-2 variant appeared in
Marseille, France, in 1996 (7). VIM-2 has now spread as the pre-
dominant MBL variant among P. aeruginosa in all European Med-
iterranean countries (1), but in North Africa, the presence of
VIM-2 has been reported only recently in Tunisia (2, 8, 9). Here
we report the first molecular characterization of VIM-2-produc-
ing P. aeruginosa clinical isolates from Algeria that harbored a
novel class I integron that also contained two gene cassettes en-
coding resistance to aminoglycosides (aadB and aacA4).
A total of 17 nonreplicate imipenem-resistant P. aeruginosa
clinical isolates (imipenem MIC, >8 ug/ml, as determined by the
Etest) recovered from December 2010 to September 2011 in a

surgical intensive care unit at the University Hospital of Annaba,
Algeria, were screened by PCR for the presence of MBL-encoding
genes using primers previously described (10-12). Antibiotic
susceptibility testing was performed using disk diffusion with the
breakpoints and according to the guidelines of the Antibiogram
Committee of the French Society for Microbiology (CA-SFM)
(www.sfm-microbiologie.org), and results are summarized in Ta-
ble 1. An imipenem-EDTA synergy test (13) was positive for 14
out of 17 strains that were PCR positive for VIM-2 carbapenemase
using the universal primers VIM-all-F (5'-TGGTCTACATGACC
GCGTCT-3") and VIM-all-R (3’-CGACTGAGCGATTTGTGT
G-5"), with an expected PCR size of 766 bp. The characterization
of class I integrons reported previously (11) showed a novel class I
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TABLE 1 Phenotypic and genotypic features of the 17 imipenem-resistant P. aeruginosa clinical isolates”

Date of isolation  Patient IMP MIC Resistance phenotype VIM-2 Sequence

Strain  (day/mo/yr) age Sex Source (ng/ml)  TIC TCC TZP CAZ GEN CIP FOS COL production type

1 15/12/2010 42 yr M Bronchial aspirate 12 R R R R R S S S + ST1420
2 15/12/2010 18 yr F Blood 32 R R R R R S S S + ST1420
3 28/12/2010 18mo M  Bronchial aspirate 12 R R R R R S S S + ST162
4 25/02/2011 2 mo M Bronchial aspirate 8 R R R R R R R S + ST1420
5 27/02/2011 7 yr M Bronchial aspirate 16 R R R R R R R S + ST1420
6 08/03/2011 7days M Bronchial aspirate 32 R R R R S S R S + ST1420
7 22/03/2011 57 yr M Urinary catheter 12 R R R R R R S S + ST1420
8 23/03/2011 43 yr M Urinary catheter 32 R R R R S S R S + ST1420
9 18/04/2011 35yr M Urine 12 R R R R S S R S + ST1420
10 25/05/2011 7yr M  Pus 16 R R R R R S R S + ST1420
11 19/06/2011 46 yr M Urine 16 R R R R S R S S + ST1420
12° 22/06/2011 58 yr F Bronchial aspirate 32 R R R R R S S S - ST1175
13° 22/07/2011 40 yr M Bronchial aspirate 32 R R R R S S R S - ST1420
14 18/08/2011 54 yr M  Wound 16 R R R R R S S S + ST1420
15 27/08/2011 5yr M  Wound 12 R R R R S S R S + ST1420
167 10/09/2011 10 yr M Urine 16 R R R R R R R S - ST654
17 27/08/2011 45 yr M Wound 12 R R R R R S S S + ST1420

“ CAZ, ceftazidime; CIP, ciprofloxacin; COL, colistin; FOS, fosfomycin; GEN, gentamicin; TCC, ticarcillin-clavulanic acid; TIC, ticarcillin; TZP, piperacillin-tazobactam; M, male;

F, female; R, resistant; S, susceptible. MICs were determined by the Etest.

b Contains a 5,0CGA-to-TGA mutation, leading to a stop codon in the oprD gene.
¢ Exhibits a ;s TGGA-to-TG-A deletion, leading to a stop codon in the oprD gene.
4 Contains a ,5,TCG-to-TAG mutation, leading to a stop codon in the oprD gene.
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integron that harbored the VIM-2 gene associated with two gene
cassettes encoding aminoglycosides resistance (aadB and aacA4).
However, the molecular investigation of the remaining three
strains using primers previously described (3) revealed chromo-
somic mutations that created premature stop codons in the oprD
gene. Complete multilocus sequence typing (MLST) (14) revealed
that the 17 strains belong to 4 different sequence types (ST), in-
cluding ST162 (one isolate), ST654 (one isolate), ST1175 (one
isolate), and a new ST, ST1420 (14 isolates), recently submitted to
the PubMLST database (http://pubmlst.org/paeruginosa) from
China (January, 2013).

To the best of our knowledge, in North Africa, VIM-2-MBL-
producing P. aeruginosa isolates have been reported only in Tuni-
sia (8,9, 11). VIM-2-producing P. aeruginosa clinical isolates have
been reported in other countries in Africa, including 1 from a
Hungarian tourist who was hospitalized in Egypt (15), 1 from a
single patient who was transferred to Norway after being hospital-
ized in Ghana (16), 57 recovered in 2006 and 2007 in Kenya (17),
and 15 from South Africa (18).

Our results demonstrate that national surveillance should be
urgently implemented in Algeria to monitor and control the
emergence and spread of carbapenemase-encoding genes.

Nucleotide sequence accession numbers. The full sequence of
the class 1 integron has been deposited in the GenBank database
under accession number JX120362.
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Tab. 18. Résistance phénotypique et génotypique des 17 P. aeruginosa

P. aergi age  Sexe  Date du prélevement Imipenem Phénotype Test EDTA Geéne VIM-2 ST Nouvelle cassette d’integron portant le géne  Géne
MICs IMP VIM-2 qui code pour une MBL Shy-2
1 39 F Pus 2 S - - - - -
2 50 M Pus 0.75 S - - - - -
3 42 M Aspiration trachéale 12 R + + ST1420 Class 1 integron - blaVIM-2 —aadB- aac4’ +
4 41 F Sang 32 R + + ST1420 Class 1 integron - blaVIM-2 —aadB- aac4’ -
5 64 M Aspiration trachéale 12 R + + ST1420 Class 1 integron - blaVIM-2 —aadB- aac4’ -
6 35 F Aspiration trachéale 0.75 S - - - - -
7 59 M Pus 1 S - - - - -
8 38 F Aspiration trachéale 0.75 S - - - i,
9 44 M Aspiration trachéale 8 R + ST1420 Class 1 integron - blaVIM-2 —aadB- aac4’ +
10 18 F Aspiration trachéale 0.75 S - - - - -
11 7 M Aspiration trachéale 16 R + + ST1420 Class 1 integron - blaVIM-2 —aadB- aac4’ -
12 34 F Aspiration trachéale 0.75 S - - - - -
13 73 M Aspiration trachéale 32 R iF i ST1420 Class 1 integron - blaVIM-2 —aadB- aac4’ -
14 27 F Urine 1 S - - - - -
15 57 M Sonde urinaire 12 R i+ ¥ ST1420 Class 1 integron - blaVIM-2 —aadB- aac4’ -
16 43 F Sonde urinaire 1 S - - - - -
17 43 M Sonde urinaire 32 R + + ST1420 Class 1 integron - blaVIM-2 —aadB- aac4’ +
18 71 M Sonde urinaire 0.38 S - - - - -
19 35 M Urine 12 R T+ T ST1420 Class 1 integron - blaVIM-2 —aadB- aac4’ -
20 12 M Aspiration trachéale 1 S - - - - -
21 51 M Plaie 1 S - - - - -
22 7 M Pus 16 R + + ST1420 Class 1 integron - blaVIM-2 —aadB- aac4’ -
23 73 F Aspiration trachéale 0.38 S - - - - -
24 46 M Sonde urinaire 16 R + + ST1420 Class 1 integron - blaVIM-2 —aadB- aac4’ -
25 32 M Sang 0.38 S - - -
26 58 F Aspiration trachéale 32 R’ - - ST162 - -
27 54 F Aspiration trachéale 0.38 S - - - = -
28 40 M Aspiration trachéale 32 R’ - - ST1175 - -
29 49 M Aspiration trachéale 0.75 S - - - - -
30 54 M Plaie 16 R + + ST1420 Class 1 integron - blaVIM-2 —aadB- aac4’ -
31 45 M Plaie 12 R + + ST1420 Class 1 integron - blaVIM-2 —aadB- aac4’ -
32 10 M Sonde urinaire 16 R - - ST654 - -
33 45 M Plaie 12 R + + ST1420 Class 1 integron - blaVIM-2 —aadB- aac4’ -
34 54 M Pus 0.50 S - - - -
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