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1. Cadre d’étude

Cette étude a été realisée sur une période deol3 au Laboratoire Central de
Microbiologie du Centre Hospitalier Universitai©HU) Benflis Touhami de Batna
Le CHU de Batna est composé de différents services

* Le service de pharmacie,

» Les services : les laboratoires [de Microbiologie,Biochimie et de Parasitologie],
le service de Radiologie, Hématologie, Immunologl@xicologie, Histologie, CTS
(Centre de Transfusion Sanguin) + La Banque de ,sdggiatrie, Cardiologie,
Ophtalmologie.

» |l se trouve au terrain principal les services ph#&logie, Hématologie, Réanimation
médicale, Biochimie, Immunologie, Toxicologie, CFBanque de sang, Microbiologie,

« 1% étage : Ophtalmologie, Traumatologie,
oéme

étage : Chirurgie (Femme, Homme, Infantile et bgat),

. 3éme

étage : Pédiatrie, Endocrinologie, Cardiologie,

. 4éme

étage : Médecine (femme et Homme), Neurologie.
1.1. Le laboratoire de microbiologie

a) Situation géographique

Le Laboratoire Central de Microbiologie du CHU Ble&fouhami de Batha se

trouve au terrain principal du CHU (Rez de chausséee service est composé d'un
couloir principal abritant les locaux administratét les bureaux des médecins. Les locaux
sont composes :

e D’un bureau du Professeur Médecin chef de service

* D’un secrétariat et bureau de la surveillante seefice paramédical,

* D’un bureau des maitres assistants

* D’un bureau des résidents,

e D’une salle de préparation des milieux de culture,

* D’une salle de manipulation qui comporte 4 paikssérigées en unité :
Une paillasse pour 'examen cytobactériologiqueuteses,
Une paillasse pour bactériologie générale et hémoeu
Une paillasse pour I'antibiothérapie
Unité de Tuberculose,

Unité d’'urgences bactériologiques.

D N N N N N

Unité de séro-immunologie.
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b) Le personnel
Le personnel est compose :
D’un professeur médecin chef de service,
06 Maitres assistants,
03 Spécialistes,
08 Résidents (médecins en formation post-graduée),

01 Surveillant médical (chef d’équipe),

D N N N N N

01 Secrétaire,
v 20 Techniciens.
c) La mission du laboratoire
Le laboratoire de Microbiologie a pour vocationghiastic et recherche. En effet,

comme tous les laboratoires de Microbiologie, Ibolatoire aide les cliniciens dans
I'établissement d’'un diagnostic rapide et éfficates maladies. Il vient également, dans
I'étude de la sensibilité des bactéries en faatilas choix des molécules d’antibiotiques
dans le traitement des maladies infectieuses. lh@ddoire de Microbiologie intervient en
outre dans la surveillance épidémiologique des diedaépidémiques. Le laboratoire du
CHU de Batna fait également des études de rechextiparticipe a la formation des
étudiants en Microbiologie, Médecine, Pharmacidest étudiants des écoles de formation
paramédicale et des biologistes.
2. Souches bactériennes (échantillonnage)

Les souches écinetobacter spp qui font I'objet de notre étude, ont été isolées d
divers prélevements durant la période du 01 mat8 fsqu'au 31 Mai 2013.

Ces divers prélevements sont a visé diagnostitgésllau niveau du laboratoire de
microbiologie du CHU Batna. Ces préléevements praignt de malades hospitalisés dans
différentes services du (CHU) Batna et aussi depiat externes.

a. Nature des échantillons :
» ECBU (Etude Cytobactériologique des Urines).
« ECB de pus.
* Sang (hémoculture).
» Liquide céphalo-rachidien (ECB de LCR) et diverél@gvements ....etc.
3. Prélévements et mise en culture
Les prélévements sont par la suite acheminés audtire pour étre ensemencer sur

un milieu ordinaire (Mac Conckey) et incuber a 3p&hdant 24 heures.
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Pour les dispositifs médicaux implantés la techaigonsiste a recueillir I'extrémité
du cathéter et de la sonde (4 cm) dans 10 ml dans@hysiologique stérile. Apres
agitation au vortex ; 0.1ml sera ensemencé suemilie culture solide ordinaire. Pour les
pus, crachats, urine une goutte, ou 0.1ml de édéy@mments sont ensemencés sur le méme
milieu ordinaire d’isolement.

4. Isolement et purification

Apres incubation des milieux ensemencés, on procete purification des colonies
bactériennes par ré-isolement sur le méme milidinaire (Mac Conkey), c’est un milieu
sélectif et différentiel utilisé pour isoler et tivér les bactéries a Gram négatif aérobies
facultatives. L'action sélective de ce milieu dgilzuée a la présence de cristal violet et de
sels biliaires (Mac Conkey) qui inhibe les bact®aeGram positif. Le caractére différentiel
de ce milieu est attribué au lactose qui peut @dgradé ce qui donne des colonies roses,
les colonies dAcinetobacter doivent apparaitre rondes, blanches, muqueusds étille

moyenne.

5. Identification

L’identification d’Acinetobacter se fait sur la base de caracteres morphologiques,
culturaux, et biochimiques par la galerie classiqtila galerie APl 20NE (bio-Mérieux)
(Voir annexe 01).

6. Etude de la résistance aux antibiotiques
6.1. L’antibiogramme (Voir annexe 02)

La technique consiste a déposer a la surface gieldae préalablement ensemencée
a I'écouvillon avec une suspension bactériennesdMiz. Farland, des disques imprégnés
des différents antibiotiques ; Aprés 18 a 24 hediegubation a 37°C, chaque disque est
entouré d'une zone d’inhibition dont le diametr&t enesuré afin de déterminer la
sensibilité de la souche a I'antibiotique en quegtL36].

Les antibiotiqgues sont testés sontTicarcilline (TC), Ticarciline + acide
clavulanique (TCC), Pipéracilline (PRL), Pipérdod#l + tazobactam (TZP), cefépime
(FEP), Imipénéme (IMP), Ceftazidime (CAZ), AzteondAirM), Tobramycine (TBM),
Amikacine (AK), Gentamicine (GN), Kanamycine (Kyimethoprim+ Sulfamethoxazole
(SXT), Ciprofloxacine (CIP), Colistine (CT)36].
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6.2. Tests complémentaires
6.2.1. Recherche de métallg-lactamase (ML) (Voir annexe 03)
6.2.1.1. Test de Hodge modifié

Le test de Hodge est un test phénotypique initialgmmis au point pour permettre la
détection de pénicillinases la version modifiéesiste a maitre un disque d’imipéneme
dans le milieu d'une boite de gélose Mueller-Hintpréalablement ensemencé par
ecouvillonnage d’'une dilution 1/10 de la suspensia I'organisme indicateur de coli
ATCC 25922, ajustée a une turbidité equivalentébaNMic Farland, en suite la souche teste
et les deux autres souches témoins positive ettimégsont strié radialement a partir du
bord du disque jusqu’a la périphérie de la bdtigyre 11)[137,138]

Figure 11 : Test de Hodge modifié : st souche teste ; t- temdin temoin
6.2.1.2. Le test d'EDTA

Basé sur I'inhibition de I'activité des différentearbapénémases par I'EDTA, en
effet les métall@3-lactamases comportent au niveau de leur sitewtiibn zinc essentiel a
leur activité, d'ou l'effet inhibiteur d'agents daéeurs de cations divalents comme
'EDTA. Trois disques (IMP, IMP+ dL EDTA, 4uL EDTA) sont déposés sur une gélose
Muller Hinton a préalablement été ensemencée panvdtonnage d’'une suspension de
DO = 0.5 Mc Farland de la souche a té¢Eigure 12) [136].

PN

EDTA

Figure 12 : Disposition des disques d’antibiotiques utilisésrle test a 'TEDTA

E
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Apres 18 heures d’incubation, les souches dontdmeétre d’inhibition autour du

disque IMP-EDTA était supérieur a celui obtenu avecdisque d'IMP seul sont

considérées comme souches productrices de méidhotamasdFigure 13).

[PM IpM

Figure 13: Acinetobacter spp producteur de carbapénémase

7. Evaluation de la formation du biofilm (Voir Annexe 04)

On a utilisée deux méthodes a savoir :

7.1. La méthode tube (TM) [139]

C’est une technique qui permet une évaluation igtizge de la formation du
biofilm décrite par Christenseda al., 1982 [139]. Elle est basée sur la capacité des
bactéries d’adhérer & la surface interne des tubes.

A partir d'une boite de culture de 24h, ensemenoer colonie dans 10 ml de
bouillon BHIB supplémenté de 2% de saccharose,s@gteincubation a 37°C les tubes
sont rincé avec le tampon phosphate salin PBSletécavec le cristal violet (0,1%), les
souches sont classées en 0 pour absent, + pole, faib pour modéré et +++ pour fort.
(Voir Annexe
7.2. La méthode de Plaque de culture de tissus (TCP)3®,140] (Voir Annexe 04)

Tous les isolats sont criblés pour leur aptituddadmer un biofilm par la méthode
TCP comme décrit par Christensatral., [139]

Une colonie est inoculée dans 10 ml du BHIB additi®® de 2 % de saccharose,
apres 18 h d’incubation les microplaques ont éwdptis avec 0,2 ml du milieu dilué en
1/100 avec du BHIB frais aprés incubé 18h a 371€sedont rincées quatre fois avec le
tampon phosphate salin PBS, fixées avec l'acétatsodium (0.2%) et colorées avec le
cristal violet (0,1%)Figure 14).

=)
I 4
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Les DO des biofilms ont été lus avec un lecteurropi@que standard (BioteK
Instrument§ ELX 800) a une langueur d’'onde 570 nm. Les résuant interprétés en
trois catégories : non adhérents, densité optigadeéou inférieure a 0.111 ; faiblement
adhérents, la densité optique de 0.111 a 0.222enf@nt adhérents, la densité optique est
supérieure a 0.222.

Figure 14. Détection de la formation du biofilm par la métho@€P des souches
d’ Acinetobacter
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I ntroduction

Acinetobacter est un coccobacille a Gram négatif imlagbcomme son nom
I'indique », largement répandu dans la natures@leet I'eau) ainsi que chez I'animal et
dans l'alimentation (produits laitiers, viandes.il3 sont capables d’utiliser une grande
variété de substrats comme source d’énergie, cdequipermet de coloniser plusieurs
types de niches écologique et de persister dansnumonnement hostile (matériel de

ventilation, flacons de perfusion ...etc.)

Il est tres connu par son implication dans les re@éfs types d’infections
nosocomiales, par sa grande capacité d’acquérirrésistances a toutes les familles
d’antibiotiques et par son aptitude de colonissrdéférentes surfaces par la formation des
biofilm [1].

Le choix de ce théme est basé sur le fait de lacdéh d’'une multitude de cas
d’ Acinetobacter toto-résistantau niveau de CHU de Batna et dans le but d’étabfarofil

de résistance des souches isolées et d’évalueaptitde de former un biofilm

Notre travail est organisé en deux parties : Uranpgre partieoibliographique ou
seront rappelées des généralités sur le gAoneetobacter et sur ces mécanismes de
résistance aux antibiotiques ainsi que sur la notle la formation de biofilm, et la
secondepratique, expose la démarche expérimentale suivie afin dendie aux objectifs

de ce travalil.

-
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1. Historique et taxonomie

La taxonomie du genr&cinetobacter subi un développement intensif car plusieurs
souches ont été isolées indépendamment pamasebreux auteurs et placées dans
divers genres, Actuellement, le genre compreneés?ices dont les noms valides et 11
especes génomiques décrites par les techniqugsridiation ADN-ADNJ1, 2, 3].

Les premiéres souches du geA@netobacteront été isolées a partir du sol par le
microbiologiste néerlandais Beijerinck en 1911 es la dénomméMicrococcus
calcoaceticud4], un organisme trés similaire a été décrit par Hsen en 1937 sous le
nom deAlcaligenes haemolysafs], 03 ans plus tard Audureau isola un autre organisme
tres similaire aux autres et qui est fort probalgetrie méme sous le nom Woraxella
Iwoffi [6,7].

En 1948 cette bactérie a été identifiée a partingirélévement clinique (urines) par
Schaub et Hauber et la place dans le gBa&terium« Bacterium unitratun» qui a été
réservé pour les organismes qui ne sont pas eatioiiés a l'un des genres reconf8)s
La méme bactérie sous le nom Meraxella Iwoffi var. glucidolyticd9] puis remplacé
parMoraxella glucidolyticg10].

En 1953 Brisou propose d’inclui anitratumdans genréchromobacter avec
la nomenclature Achromobacter anitratunjll], C'est en 1954 que Brisou et Prévot
proposent la désignation du gerreinetobacter(du grecakinetos: incapable de bouger)
pour regrouper les espéces des achromobactérida ttdbbu desAchromobactereae
immobiles[12].

En 1957, Brisou désign&cinetobacter anitratuntomme espéce de référence
pour ce nouveau genre, 04 ans plus tard en 196¥pP décrit 18 especes. Dans son
édition de 1974, leBergey's Manual of Systematic Bacteriolodjgtait le genre
Acinetobacteavec la description d’'une seule espegeinetobacter calcoaceticy$3].

Une avancée majeure dans l'histoire du gekeimetobactera été réalisée en 1986
grace aux techniques d’hybridation ADN/ADN de BougeGrimont qui sont parvenus a
distinguer 12 especes génomiques, certaines eéthtensent dénommées A.
calcoaceticus, Acinetobacter haemolyticus, Acinettdr johnsonii, Acinetobacter junii,
Acinetobacter IwofftommeA.baumanni(Tableau 1) [13], ce dernier qui est actuellement
tres fréquemment isolé dans I'environnement habei [14,15] d’autres travaux réalisés
par la suite ont abouti a la description de nombrautres especefd6,17,18], plus
réecemment, d'autres especes bactériennes ont ététedéchez I'homme comme

Acinetobacter parvysAcinetobacter schindlest Acinetobacter ursingi[19] et 07 autres
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dans l'environnement (boue) décrites par Carr et sellaborateurs en 2003 dont
Acinetobacter bouvetii, Acinetobacter grimontii,idatobacter tjernbergiae(Tableau 1)
[20], Tout dernierement entre 2008 et 2011, de nouvekpgces &cinetobacteont été
décrites et qui ont une relation avec la pathedgimaine et d’autres non pathogenes
isolés de I'environnement.

Tableau | : Especes 'dcinetobacter. types de souches et numéro d’accesgah

N N iro d' -
Espece Type de souches umero daccession

rpoBGenBank
Acinetobacter calcoaceticus B46= CIP 81.8 = ATCC 23055 = DSM DQ207474, EF611388,
(Acinetobactegen. sp. 1) 30006 = LMG 1046T = CCUG 12804 = EU477149

NCCB 22016 = NIPH 2245 = RUH 2201
Acinetobacter baumannii  CIP 70.34T = ATCC 19606T = DSM 30007 DQ207471, EF611384,

(Acinetobactegen. sp. 2) = LMG 1041 = CCUG 19096 = NCCB EU477108
85021 = NIPH 501 = RUH 3023
Acinetobacter pittii CIP 70.29, ATCC 19004, LMG 1035, NIPH EU477114
(Acinetobactegen. sp. 3) 519, RUH 2206
Acinetobacter haemolyticus B40, CIP 64.3, ATCC 17906, DSM 6962, DQ207484, EU477109,
(Acinetobactegen. sp. 4) LMG996, CCUG 888, NCCB 85026, NIPH EF611391
510, LUH 9705, CCM 2358
Acinetobacter juni B10, CIP 64.5, ATCC 17908, DSM 6964, DQ207486, EU477110,
i(Acinetobactegen. sp. 5 LMG 998, CCUG 889, RUH 2228, NIPH EF611394
andAcinetobacter 551, CCM 2376
grimontii)
Acinetobactemgen. sp. 6 CIP Al165, ATCC 17979, LMG 1026, DQ207480, EU477115
CCUG 26492, NIPH 520, RUH 2867
Acinetobacter johnsonii B8, CIP 64.6, ATCC 17909, DSM 6963, DQ207485, EU477113
(Acinetobactegen. sp. 7) LMG 999, CCUG 19095, NIPH 518, RUH
2231
Acinetobacter Iwoffii CCUG 12805, NCCB 83025, NIPH 512, DQ060363
(Acinetobactegen. sp. 8 CCM 5581, RUH 2219
andAcinetobactegen sp. 9)
Acinetobacter berezinae CIP 70.12, ATCC 17924, LMG 1003, DQ207475, EU477116
(Acinetobactegen. sp. 10) CCUG 26493, NCCB 82031, NIPH 521,
RUH 2224

Acinetobacter guillouiae B94, CIP 63.46, ATCC 11171, DSM 590, DQ207476, EU477117
(Acinetobactegen. sp. 11) LMG 988, CCUG 2491, NCIB 8250, NIPH

522
Acinetobacter FQ-1, IAM 13186, CIP 103788, ATCC DQ207489, EU477112,
radioresistens 43998, DSM 6976, LMG 10613, CCUG EF611400

(Acinetobactegen. sp. 12) 56440, NIPH 513, RUH 2865, CCM 3588

Acinetobactemen. sp.

13BJ
. CIP 64.2, ATCC 17905, LMG 995, CCUG DQ207478, EU477149
(Acinetobactegen. sp. “gg7 '\ pH 1860, RUH 2218, LUH 9704 Q
14TU)
Acinetobactemen. sp. Bouvet 513, CCUG 14816, NIPH 2112, EU477147
14BJ LUH 1726
Acinetobactemgen. sp. SEIP 23.78,CCUG 26494, NIPH 1866, LUH EU477133
15BJ 1729
Acinetobactergen. sp. 16 CIP 70.18, ATCC 17988, LMG 1031, DQ207477, EU477135
CCUG 996, NIPH 1872
Acinetobactemgen. sp. 17 Bouvet 942, SEIP Ac87.314, CCUG 34437, EU477134

NIPH 1867, LUH 1736
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Acinetobacter nosocomialis  CIP 70.11, ATCC 17903, DSM 30010, EU477118
(Acinetobactegen. sp. LMG 993, CCUG 26488, NIPH 523, RUH
13TU) 2210
Acinetobactemen. sp. M 151a, CCUG 26390, NIPH 546, LUH EU477119
15TU 1090
Acinetobactemen. sp. Gerner-Smidt 10095, CCUG 34786, NIPH EU477122

‘entre 1 and 3’ 817, LUH1469

Acinetobactemen. sp. Gerner-Smidt 10090, CCUG 34785, NIPH EU477126
‘proche de to 13TV’ 973, LUH1472
Acinetobacter venetianus RAG-1, ATCC 31012, LMG 19082, CCUG EU477136

45561, NIPH 1925, LUH 3904
Acinetobacter ursingii CIP 107286, ATCC BAA-617 DSM 16037, DQ231239, EF611406,
(Acinetobactersepticlis  LMG19575, NCCB 100021, CCUG 45559, EU477105
NIPH 137, LUH 3792
Acinetobacter schindleri CIP 107287, ATCC BAA-618, DSM 16038, DQ207490, EU477128,
LMG 19576, NCCB 100022, CCUG 45560, EF611402
NIPH 1034, LUH 5832
Acinetobacter parvus CIP 108168T, DSM 16617T, LMG 21765T, DQ207488, EU477107,

CCUG 48800T, NIPH 384T, LUH 4616T EF611399
Acinetobacter baylyif NIPH 2312, ADP1 EU477155, CR543861
Acinetobacter bouvetii 4B02, CIP 107468, DSM 14964, CCUG DQ207473, EU477150,
50766, NIPH 2281, CCM 7196 EF611387
Acinetobacter towneri AB1110, CIP 107472, DSM 14962, CCUG DQ207493, EU477154,
50769, NIPH 2286, CCM 7201 EF611405
Acinetobacter tandoii 4N13, CIP 107469, DSM 14970, CCUG DQ207491, EU477152
56317, NIPH 2284, CCM 7199 , EF611403
Acinetobacter tjernbergiae ~ 7N16, CIP 107465, DSM 14971, CCUG DQ207492, EU477153,
50768, NIPH 2285, CCM 7200 EF611404
Acinetobacter gerneri 9A01, CIP 107464, DSM 14967, CCUG DQ207482, EU477151,
56316, NIPH 2282, CCM 7197 EF611389
Acinetobacter soli B1, CCUG 59023, KCTC 22184, JCM . .
15062 No déterminé
Acinetobacter beijerinckii CCUG 51249, NIPH 838, LUH 4759 EU477124
Acinetobacter gyllenbergii CCUG 51248, NIPH 2150, RUH 422 EU477148

2. Caractéristiques
2.1 Morphologie

Les souches du genkeinetobactessont constituées de bactéries a Gram négatif, ils
ont une morphologie caractéristique de diplobagilée extrémités arrondies avec des
formes en majorité coccoid¢?d3], ce genre de bactéries peut résister partiellemdat
décoloration par I'alcool. C’est pourquoi il peuteéconsidéré comme a Gram variable
[24].

Comme leur nom l'indique sont immobiles ils sonssilnon sporulées. La présence
de la capsule est facultative, 30 % des souchbaumanniisont capsuléef25], les
démontions de cette bactérie varie de 0,9 a 1,6dgndiametre sur 1,5 a 2,5 um de

longueur.
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2.2 Culture

La culture des espéces du geAninetobacteest possible sur la plupart des milieux
utilisés en routine au laboratoire de microbiologhkcinetobacterse développe en
aérobiose sur des milieux d’'usage courant (gélustgitive, gélose trypticase soja, gélose
coeur-cervelle). Des milieux sélectifs permettane orientation du diagnostic peuvent
étre utilisés pour inhiber la croissance testéries associées (BCP, Mac-Conkey,...),
les colonie dAcinetobactersur un milieu solide sont bombées a bordure r@gulde
forme lisse avec une pigmentation jaune parfoisaide, pale au blanc grisatre de taille
environ 02 mm, bien que certaines souches envémentales qui produisent un pigment
brun diffusible ont été décritéd-igure 1) [14].

Figure 1: Acinetobacter baumannisur gélose Trypticase soja, I'aspect muqueux ou
(smooth) des colonies

2.3. Caracteres biochimique

Les bactéries du genrkcinetobactersont des bacilles aérobies stricts, catalase-
positive et oxydase-négative, non fermentant, lessstbiochimiques habituels pour le
genre Acinetobacterspp Sont en majorité négatifs : nitrate réductaseCL& ODC
négatives, KS et indole négatifs ils en été déterminés par &esmith et all en 1991
(Tableau 1) [26], lidentification est facile pour toutes les soush#Acinetobacterau

rang de genre mais pas au rang d’espéce. Pounrcelgalerie Api 20NE peut étre utilisée

o
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pour faciliter

I'identification, le tableau résunhes déférents caractéres d’identification

biochimiques des espécescinetobacter

Tableau Il : Caracteres biochimiques des especasidetobacter3].

= 2 o 5
— 1)
9 g '% 3 5 & 0-’ = S = I:—)
© 9§ g ¢ ¢ e 5 £ § % e g =5 5 9
& o E g § 2 =% &£ ¢ 5 o _ g 3 e 8§ 2 2 o
> 2 32 § ¢ % T s 2 53 £ £ ¢ § 55 gz 8 2
<]C)' g o 8 % 8 o o 2 o D k=) =) 2 Q -.g 3 8 2 5 g
O 0O < < i O < < < < < < < < < <% < < < < (0]
Croissance a
44
41
37
Acidification dep- 95 + + 91 + 4+ +  V+ - + - - - V- - - - - - - .
glucose
Utilisation de
trans-Aconitate + 60 9 + + o+ + V - - V- - - - - - - + - - -
2
Adipate + 95 8 + + 50 + V - + o+ - - V+ - + Y, - - + v
8
B-Alanine 90 85 + 91 + 50 - + - +  V+ - - - - - - - - -
4-Aminobutyrate + + + o+ + 4+ + o+ - + V+ V \ V+ - + - + - - v
L-Arabinose 85 + 8 27 + - - - - - - - - - - R - - - - R
4
L-Arginine + + + o+ + 4+ + - - - - \V; + - - + - + - - -
L-Aspartate + + + o+ + o+ + o+ - + o+ \V \Y/ - - - - + - V+ -
Azelate + 95 8 + + 50 + V -+ o+ - - + -+ \Y; - - + +
8
Benzoate 90 90 8 + + o+ + o+ + +  V+ + V+ - +  V+ + + o+ \Y/ +
4
2,3-Butanediol 85 90 + o+ + o+ + 4+ - + o+ vV - - - + Vv + V- 4
Citraconate - - 4 - - - - - - - - - - - - - - R R - R
0
Citrate de Simmons + + + 91 + 4+ + o+ + o+ 4+ \% V- - - \% + - + -
Ethanol + + 9 91 + + + o+ + o+ o+ + \Y + + 4+ V+ 4+ o+ + 4
6
Gentisate 25 10 4 - + o+ - - - - \V/ - - - - - \V; - - - N
p-Gluconate - - - - - - + - - - - - - - - R - R - - -
p-Glucose - - - - - - + - - - - - - - R R - R - - -
L-Glutamate + + + o+ + o+ + o+ + o+ o+ + + Vv -+ ND + V + \
Glutarate 90 95 9 91 + o+ VvV o+ + o+ O+ - - - - + V+ - - V+ R
6
Histamine - - - - - - - \/ - - \J - - - - - - - - - N
L-Histidine + + 9 + + o+ - V+ + - V+ - \Y - - - - + - - R
6
4-Hydroxybenzoate + 80 9 91 + + +  V+ - + V+ v - - - - \ + - V+ -
2
DL-Lactate + + + o+ + o+ + o+ + o+ o+ + + + - + + + o+ o+ \
L-Leucine 95 95 8 91 + 50 - - - - - - \ - - + - + - - -
8
Levulinate 5 5 2 91 5 - - - - - - - - - - - - - R R R
4 0
p-Malate 95 + 9 D + o+ D V+ - - + - \Y V- - - V+ + v V+ v
2
Malonate 95 20 8 + + o+ + - - - vV \V/ - - - + - + - - -
8
L-Ornithine 95 95 7 + + 50 - - - - - V- - - AV - + - - -
6
Phenylacetate 75 85 8 + + o+ - \Y - + Vv - - V+ - + - + - - +
4
L-Phenylalanine 75 85 8 + + o+ - - - + - - - - - \V] - + - - -
4
Putrescine + 95 9 + + 50 - - - - - - - - - \Y - + - - -
6
p-Ribose 35 80 7 45 + - - - - - - - - - - - - - - - R
6
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L-Tartrate 85 3 9 5 52 \% \% +
2 0

Tricarballylate + 95 9 + + o+ vV Vv \% \% +
2

Trigonelline 20 20 6 9 5 - + o+ - - \%
0 0

(+): tous les souches positif ; (numeéros) : lemurpentages des souches positives ; (-) :
toutes les souches négatives

V : 16-84% souches sont positives ; (v+) :85-99% slmiches positives ; (v-) : 1-15% des
souches positives

(D) : réactions douteuses dans la plupart des &suckiND) : non déterminé

3. Habitat et transmission

Les bactéries du genr&cinetobactersont ubiquitaires elles sont fréquemment
isolée du sol, de la surface de l'eau, végétiix27], il peut aussi étre un agent de
contamination de différents alimen8], surtout les légumes et les fruits.

Les espéce#cinetobactersont apparemment le seul groupe de bactéries @ Gra
négatif qui peut appartenir a la flore normalelalpeau humaing0], donc elle étre un
réservoir naturel et une source probable d'infestioendogenes [29,30] plus
particulierement chez des sujets dont les défansesinitaires sont altéres ou peuvent étre
transpostées aux malades admis dans les diffésmmagces d’hospitalisations par le
personale ou les visiteurs, des études ont siglmlgrésence des taux trés élevés
d’Acinetobacter dans le milieu hospitalier dont ils représente 8&Ps souches
multirésistantes @&cinetobactef31].

Plusieurs souches qui appartiennes a ce genreaoables de se regrouper et former
des biofilms ce qui leur permet de survivre daiffeér@nts environnements et d’adhérer a
plusieurs types de surfaces abiotiques ce qui gu@lileur isolement du matériels
médicales, le biofilm leur confere une tolérancex aonditions de I'environnement
[32,33].

4. La colonisation de peau et du tractus gastro-intestal par Acinetobacter spp

Une étude épidémiologique menée en Allemagne erY H0%évelé que la peau
humaine peut étre colonisée par plusieurs espééasndtobacterdont les colonisateurs
majoritaires sont Acinetobacter Iwoffii (47%), Acinetobacter johnsonii(21%), et
Acinetobacter radioresistend2%)[34]. En revanché\. baumannigui a une trés grande
importance clinique a été moins frequemment is0OI& o) avec I'espécAcinetobacter
nosocomialisg(1%) [34], aprés deux ans une autre étude a confirmé gseebe la plus

fréquemment isolée de la peau des sujets saimetobacter lwoffi[35].
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Une étude plus récente sur des échantillons deatéera fécale des personnes non
hospitalisées a conclu que parmis Aesnetobactelisolé A. johnsoniireprésente 17,5 %,
suivie parA. guillouiae alorsA.baumanniireprésente seulement 0,8% ce qui signifié que

I'intestin n’est pas un réservoir communautairgpamiant dA.baumannii36].

5. Pouvoir pathogene et facteurs de risques

Acinetobacterest un pathogéne opportuniste qui affecte presgqukisivement les
personnes prédisposées, a savoir, les patientsrgeat malades, y compris qui sont admis
en unités de soins intensifs, les patients lourdé¢nmaumatisés, ainsi que des nouveau-nés
hospitalisés[14, 38, 39]. Il peut causer divers types d'infections, y cormaptes
pneumonies, les infections urinaires, les bactéegmles infections des plaies et les
méningites. Ces infections sont principalement éasipaA. baumannibien queA. pittii
et A. nosocomialis peuvent étre aussi impliqués ainsi que dautg®eees, le séjour
prolongé a I'hopital et l'utilisation abusif dedihiotiques ont été identifies comme étant
des facteurs de risque des infection8cnetobacter En outre, les dispositifs médicaux
invasifs, tels que des tubes, cathéters et disfsogétsculaires peuvent agir comme portes
d’entrée pour les especasinetobactef40].
6. Etapes de mécanisme de virulence
6.1. Adhérence

Adhésion a des cellules hétes est une premiére étgportante dans la pathogenése
des bactériepll]. Cependant, il existe relativement peu d'infornratieur les mécanismes
par lesquel#cinetobacterse lie et interagit avec les cellules hg®#?), il a été démontré
avec des étudds vitro que les souches Atinetobactempourraient adhérer aux cellules
épithéliales humaingg3].

Des facteurs spécifiques tels que les adhésirfawgte non spécifiques tels que la
surface hydrophob@6] jouent un réle important comme des facteurs adicéreles
andeésines sont de deux types adhésines fimbrlae athésines non- fimbrig#4], divers
types d’adhésines fimbriae ont été décrites ghbaumannily compris les pili minces qui
lui permet adhérer a la surface de la cellules pbtgure 2) [45] .

En plus des adhésines fimbria&cinetobacter peut exprimer une famille
d’adhésines a la surface cellulaire (adhésines nibmbriae) qui reconnaissent
spécifiguement et composants de liaison dans laigeaextracellulaire tels que la
fibronectine, le collagéne et le fibrinoggde)].
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Il a été montré que la surface cellulaire des tsatbniques dA.baumanniiest plus
hydrophobe que celle des souches de I'environnemem¢s souches isolées a partir des

sujets sain§46].
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Figure 2 : Les étapes de mécanisme de virulerideidetobacter spf7]

Les bactéries peuvent adhérer a la surface dehliter (1) par l'intermédiaire des
adhésines et des facteurs non-spécifiques. llsusgplient, forment des microcolonies et
produisent exopolysaccharides conduisant a la fitoma'un biofilm (2),Quorum sensing
, le métabolisme de l'histidine , les pili et lestpines spécifiques de la membrane externe
jouent un réle dans ce processus, Une fois fixées hactéries peuvent envahir I'héte par
l'intermédiaire d' un mécanisme de type glissiez@per-likemechanism ou par la
sécrétion de plusieurs enzymes qui dégradent lédcales de la cellule héte permettant
'invasion des tissus sous-jacents (3). Tels agengjues(les enzymes) produits par les

bactéries peuvent, soit directement, soit parefmédiaire de vésicules de membrane

)
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externe, étre transférés aux cellules hétes coadu I'apoptose (5). Les cellules hétes
peuvent détecter les bactéries via des réceptpamsfisues de reconnaissance de formes,
ce qui déclenche la réponse immunitaire innée Whe fois a l'intérieur de I'hote, les
bactéries activent les cellules dendritiques (@A) par la suite active la réponse
immunitaire adaptative, Les neutrophiles et lesropttages qui résident dans les tissus ou
circulent dans le sang peuvent phagocyter et détrigis bactéries envahisseurs (8).
Cependant, les bactéries peuvent échapper a cemisr@es de défenses par plusieurs
meécanismes tels que I'induction de I'apoptose disles hotes. La capacifeinetobacter

a se soustraire aux actions du complément et kact@pd'acquérir le fer par l'intermédiaire
de sidérophores lui permette la survie et la miidagion a I'intérieure de I'héte (6).

6.2. Quorum sensinget formation du biofilm

Afin de construire une communauté de biofilm trésicturée et complexe, les
bactéries doivent communiquer entre eux par linégliaire d'un processus appgiéorum
sensing48,49]. Le biofilm permet aux souchesAtinetobacterde coloniser I'hote et de

résister au systeme immunitaire ainsi qu’aux aotigues Yoir chapitre 3).

6.3. Invasion

Une fois adhérée sur la surface de I'h@teinetobacte peut avoir acces a I'hote par
un processus appelé invasion. A cet effet, il péatéter plusieurs enzymes qui dégradent
les molécules de la cellule héte pour lui permetigediffuser dans I'héte tout en évitant
absorption par les cellules-hotes, ci ce qu'on lpevasion extracellulaire. L'invasion
intracellulaire se produit lorsqu’il pénétre réallent dans les cellules hétes par deux
mécanismes: un mécanisme a fermeture éclair etdimamsme de déclenchement, qui ont
d'abord été classé en fonction des difféerences motogiques. Le mécanisme de fermeture
éclair (entrée médiée par récepteur) nécessite l'interaclirecte des ligands bactériens
avec des récepteurs de la surface cellulaire deelét implique le réarrangement local du
cytosquelette sur le site de l'invasion. En revandd mécanisme de déclenchement est
initié par l'injection protéines effectrices badtdmes qui sont délivrées un systeme de
sécrétion de type lll. Les protéines effectricegutént la dynamique et induisent des
réarrangements du cytosquelg4a).

Il a été montré que les cellules épithéliales binoqees sont le type cellulaire le
plus sensible aux infections p&cinetobacter sppLa protéine OmpA joue un role

essentiel dans linvasion de ces cellules parbaumanniiATCC19606T et elle est
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impliquée dans la diffusion de cette souche dansrtalation sanguine dans un modéle
étude de pneumonie chez la souris, d'autre fagteoint impliqués dans le processus de
'invasion a savoir la sécrétion d’enzymes tels dg lipases et les hémolysings]
I'invasion bactérienne, induit également la cytatidd comme décrit ci-dessous.

6.4. Induction de la réponse inflammatoire

Le LPS est considéré comme un puissant stimulateda réponse inflammatoire
chez I'h6te, sa structure est associée a une greaqubecité de I'induction de la sécrétion
des cytokineg50,51], les récepteurs CD14 et TLR4 jouent un role clésdandétection
innée dAcinetobacterpar la fraction LPS, ce qui entraine I'éliminatiefficace des
bactéries au niveau du poumon, tandis que le TL&8bke réduit la puissance de la
réponse inflammatoire pendant la pneumonie aigu&baumannii[49], I'interaction
d’A.baumanniiavec TLR2 et TLR4 active I'expression de IL-8 suitéactivation de NF-
kB, et la MAPK p38 et p44/42, OmpA est un autretdac immunomodulateur dA.
baumanniiassociée a l'activation et la maturation des leslldendritiques qui entrainent la
différenciation des cellules T vers une réponstyde lymphocyte T auxiliaire [62].

L’'IL-8 joue un réle important dans le recrutement Eactivation des
neutrophileg49]. Les expérimentations animales ont montré que twurement des
neutrophiles dans les voies respiratoires des soimfectées est essentielle pour
I'élimination de IA. baumanniides poumons, d’autre part des études cliniquesnontré

queA. baumanniiest un isolat frequent chez les sujets neutropés|[§4].

6.5. Cytotoxicité

Bien qu’il n'ait été pas décrit gAtinetobacter spppeut produire des toxines
spécifiques, il a été montré que les souches dgenee peuvent étre toxiques pour les
cellules épithéliales surtout des voies respiratoiet les macrophages, avec la protéine
OmpA gu’est impliquée dans l'induction de I'apoasne étude a montré que 'Omp38
purifiee dA. baumannii pénetre dans la cellule et elle est localiséeniaaau de la
mitochondrie ce qui provoque la libération des roolés pro-apoptique tels que le
cytochrome C et AIF, Cet événement activé la casfasqui a été suivie par la
dégradation de I'ADN en des fragments d’environfiB@e taille, ce qui est caractéristique
de l'apoptose cellules, d’autre part, AIF actiapbptose caspases-indépendante et dégrade
'’ADN chromosomique en des fragment de 50 Kb, ce apoutit a la fragmentation a

grande échelle de I'ADN55], les résultats de cette étude une grande importedace
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I'OmpA dans le processus apoptique induite pametobacterbien que le mécanisme
précis reste a élucider.
6.6. Acquisition de fer

Le fer est un élément essentiel pour pratiquenaares formes de vie comme, La
capacité d'obtenir du fer a partir de I'hdte estemsielle pour la survie des micro-
organismes. Les micro-organismes ont besoin depéemr une variété de processus
métaboliques, cependant. La grande majorité duclierz I'héte vertébré se lié a des
protéines tels que la ferritine, la transferrinéadtictoferrine ce qui limite son taux sérique
et tissulaire, une des stratégies développée paniero-organismes pour s’adapter a ces
condition est la sécrétion des molécules de fgibies moléculaire appelés sidérophores
dont le réle est de récupérer du fer a partiratevironnement et qui peuvent étre considéré
comme un facteur de virulence dans un environneimeité en fer[56, 57]

Plusieurs études ont montré que des souchisirditobacteront la capacité de
croitre dans des conditions de carence en fee st trés limité, par la sécrétion de
I'acinetobactin, un composé phénolique qui a mouotré activité de sidérophorgsvitro
[55,56] apres son liaison au fer est reconnue par un @eepactérien de surface nommé
BauA [59]. D'autre part des systemes d’absorption fer ferreaxt été décritd47].
L'utilisation de défiants systémes acquisition ifedique que c’est important facteur de
virulence qui permet la survieAktinetobacter spdans I'hote
6.7. La multiplication dans le sang

Pour se reproduire dans le sang et amorcé unerigaci€ Acinetobacterdoit
résister aux different mécanismes de défense denhe, il a été décrété que certaines
souchesA. baumanniipeuvent résister a I'action du complément qu’'estentre de la
défense immunitaire innée contre linvasion baet#gés du sang, OmpA joue un role
important dans cette résistance par liaison detedd du complément, empéchant ainsi la
voie alterne du complémef@il], un autre facteur semble assez important pourhaesu
d’Acinetobacterdans c’est la phospholipase D, il a été décretsqueinhibition diminue
significativement la capacité A’ baumannii de se multiplié dans le sérum mais le
mécanisme moléculaires mis en jeu reste a élufddégr
7. Exemples des manifestations cliniques provoquéesrpacinetobacter
7.1. Pneumopathies

La pneumonie associée a la ventilation causée pHerahtes especes
d’Acinetobactemeut présenter des défis majeurs pour les médetiimest généralement

contractée dans les unités de soins intef&2s
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7.2. Septicémies

Acinetobacter baumannist une des principales causes de la septicémie des
patients hospitalisés en soins intensifs avec des taux de mortalité tres élevée [63],
d’autres especes peuvent étre aussi en cause ia Aavalcoaceticu®t A. junii [64,65],
Les septicémies nosocomiales représentent lestioriscles plus graves parmi les
infections aAcinetobacterelles surviennent surtout chez les patient dostdéfenses

immunitaire sont alterg$5,66].
7.3. Méningite

Les méningites @&cinetobactempeuvent survenir aprés un acte de neurochirurgie,
un traumatisme cranien ou infection métastatiquez des patients bactériémiquisy].
Elles causentt des taux de mortalité qui varie 8ea171%, un taux de 40 % chez les

nouveau-nés.

&
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1. La résistance aux antibiotiques
1.1.Phénotype sauvage

Les souches &. baumanniisont naturellement résistantes a la pénicillineaG,
'amoxicilline et aux céphalosporines de premiétedeuxieme génération®ans les
années 70, date des premiers travaux consaé&ébamanniicelui-ci était décrit comme
sensible a tous les antibiotiques alors commeséslia I'exception de la pénicilline.
L’analyse du génome de cette bactérie a modifipolet de vue du bactériologiste. En
effet, Acinetobacteposséde dans son génome un géne codant pourdacpom d’une
béta-lactamase cette notion a été d’abord propoeseblatthew et Harrifs8], par la suite
elle a été identifiée chez plusieurs espéc@gidetobacteret comme appartenant au type
céphalosporinagdé9, 70,71].

Bien qu’il y ait eu des controverses, a la diff@exes especes d’entérobactéries du
groupe 3 et d®@seudomonas aerugingseette enzyme n’est pas inductible en raison de
'absence d'un régulateur en amont du gébBampc[72]. Plusieurs types de
céphalosporinases ont été caractérisés Ahéaumannii Elles sont maintenant appelées
aujourd’hui ADC Acinetobactederived-cephalosporinase) et sont a l'origine de |
résistance aux aminopénicillines, a céfalotineaatdfoxitine chez I'esped® baumannii
Comme les autres enzymes de la classe C, elle passsensible aux inhibiteurs de Béta-
lactamase comme l'acide clavulanique. Outre cetteephalosporinasd.
baumanniiposséde un géene codant une enzyme de classe D xadillisase
chromosomique  naturelle  OXA-51, identifite = comme iqultaire  dans
I'espécebaumanniiet utilisée comme marqueur d’identification d'espell existe des
variants d’'OXA-51 comme OXA-69 et OXA-66. Le role des enzymes dans I'expression
de la résistance aux antibiotiques est aujourdttes faible voire inexistant. Comnie
aeruginosaA. baumannidispose d’'un nombre de porines inférieur a cellsuvées
chezE. coliet, de ce fait, présente une imperméabilité nitur€ette impermeéabilité est
associée a une pompe a efflux appartenant au syfR&D, Ade/lJK, naturellement active
vis-a-vis d’'un large spectre d’antibiotiques inecluamotamment le chloramphénicol et le
triméthoprime mais excluant les aminoglycosidespiasence de cette pompe explique les
niveaux de CMI d’emblée élevés que l'on retrouvendaette espece vis-a-vis de
nombreux antibiotique®. baumanniest également naturellement résistant a
I'ertapénéme, a la fosfomycine, au triméthopriméacde pipémidique, a la norfloxacine

(mais pas a I'acide nalidixique), aux furanes st peu sensible a I'aztréond3].
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1.1.Résistance acquise

L’acquisition d'une résistance résulte soiturd mutation génétique, soit de
'acquisition d’'un gene de résistance issundautre cellule bactérienne par un l'un
des mécanismes de transfert génétique.
1.2.1. Résistances acquises aftactamines chezA. baumannii
1.2.1.1. La résistance acquise aux pénicillines

Les premiere$-lactamase de type pénicillinase (TEM-1, TEM-2) ét# identifiées
chez des soucheAcinetobacter calcoaceticug4,75], par la suite deux nouvellgs
lactamases de classe A d’Amber la pénicillinase BARet SCO-1 a été caractérisée chez
A. baumanni[76]. Ces enzymes sont capables d’inactivé les aminipigres.
1.2.1.2. La résistance aux céphalosporines d&"3génération

La présence d'une séquence d’'insertioAd&l en amont immeédiat du geiaampc
qui code pour la céphalosporinase naturelle (Ampi@z A. baumanniiconduit a une
surproduction de cette derniere, en effet les valde CMIs des C3G et notamment de la
ceftazidime vont augmentgf7,78].

Un autre mécanisme a été décrit chezdaumanniiil s’agit d’acquisition d’'une3-
lactamase a spectre élarBLSE) qui confere une résistance a I'ensembledastamines
a I'exception des carbapénémes est un phénomeeechazAcinetobacter(tableau3)
Elles sont habituellement d’'origine plasmidiquessent apparues dans les années 90.
L’enzyme PER-1 a été largement identifiée dansstegches isolées en Turquie. Depuis,
plusieurs variants ont été caractérisés ; parmj EBR-7 est un variant dont 'activité
hydrolytique vis-a-vis des C3G est bien supérielrenzyme VEB-1 a été découverte en
France au début des années 2000. Par la suitegte$d@l. SE comme TEM-92, CTXM- 2,
SHV-12 et SHV-5, puis plus réicemment CTX-M-15 aét @ecriteg73].
1.2.1.3. Résistances acquises aux carbapénemes chAemetobacter baumannii

L’augmentation des taux de résistance aux carbapEmechezAcinetobacter
baumannii dans le monde entier est une préoccupation majeare elle limite
considérablement I'éventail des options thérapeesiq
- Mécanismes enzymatiques
La résistance enzymatique aux carbapénémes mlesisiécanisme de résistance

aux carbapénéemes le plus fréquemment identifie chdmumannii cette résistance peut
étre effectuée par plusieurs type d’enzymes capatlleydrolyser les carbapénemes:

> Oxacillinases a propriétés de carbapénemases (CHBysartenant a la classe D
d’Ambler : tels que, OXA-23, OXA-24/40, OXA-58 ouXd-143 (Figure 3) [79]. Malgré
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leur faible capacité a hydrolyser les carbapénémesCHDLs sont responsables de haut
niveau de résistance aux carbapénémes lorsqueelguiession est associée a d'autres
mécanismes non-enzymatiquyeg].

Tableau Il . Béta-lactamases décrites chezdnetobacter baumanniv3].

Classification d’Ambler Type d’enzyme Spectre d’aavité
TEM-1, 2 ; CARB-5; Penicillines + C1G
SCO-1
Classe A CTX-M-2,15 : TEM-92 : Toutes leg-lactamines sauf
(Serinep-lactamases) VEB-1; PEP-1; SHV-12 les céphamycines et les
carbapénémes
GES-11, 14 Carbapénemes et C3G
KPC-2, 3, 4, 10 toute-lactamines
Classe B IMP-1, 2, 4,5, 6, 11 ; Toutes leg-lactamines sauf
(Métallo- B-lactamases) VIM-2,4 ; SIM-1 ; NDM 'aztreonam

Pas d’expression, non inductible
Expression amplifiée de niveau

Classe C AmpC+ISAbal variable
(Serinep-lactamases) R Ampicilline, C1G, C2G (bas
niveau)

R C3G, Piperacilline +
[Ticarcilline (haut niveau)

OXA-21 Ampicilline, Ticarcilline,
a piperacilline
@ Groupe | OXA-23, 27, 49 Toutes lg¥lactamines
A & carbapenemes incluses
® % Groupe |l OXA-51, 66, 69 Pas d’activité apparersizuf si
ol L ISAbal)
O ? Groupe Il OXA-24, 25, 26, 37, 40, Toutes leg-lactamines
= 72 carbapénémes incluses
Q OXA-58 Toutes le$-lactamines
Groupe IV carbapénemes incluses
OXA-143 Penicillines+ carbapénémes

C1G: céphalosporines d€'dénération C2G : céphalosporines d€"Z génération C3G : céphalosporines
de 3™ génération.

» Métallof-lactamases (MBLS) elles appartiennent a la clBsg&mbler (de type
IMP, VIM, SIM ou NDM) qui conférent une résistanée toutes les-lactamines a
I'exception de l'aztréonan79]. sont un ensemble diversifié d'enzymes qui catatyse
I'nydrolyse d'une large gamme d@-lactames, y compris les carbapénémgableau
V). Cette diversité est reflétée dans l'observatior ges mécanismes enzymatiques
différent en fonction de si une ou deux ions de aiont liés dans leur site actif [80,90]. De
ce fait elles peuvent étre inhibéms vitro par 'EDTA cette propriété est utilisé pour

identifier leur présence.
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Figure 03 : Diversité de-lactamases de classd&?]

» Carbapénemases appartenant au groupe A d’AmblemeoiiPC ou certains

variants de GES comme GES-14.

- Mécanismes non-enzymatique

Les mécanismes moléculaires non-enzymatiques agigse synergie avec If-

lactamases qui a la capacité d’hydrolyser des pariganes et fournir une résistance de

haut niveau, mais ils ne sont pas fréquemment tdé[8#]. Les mécanismes non-

enzymatiques sont en général repartis en troidgreypes

s
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Tableau IV: Phénotypes de résistancé&dbaumannivis-a-vis de$ lactamineg73].

o A Ng oE < w8 ©
0 O o 9 RS o o £ o
Q o Q © Qo o Q o
> & >E S00 >om =& >0
S 3 o= ©S8® ©f SR c 9
N @ 8 S22 §8 S T S G m
Antibiotiques c 0 g <o < c 2 <
o v oo g o o g o
Ampicilline S/IIR R R R R R
Amoxicilline+Clavulanate S/I/IR S/I/IR R R R IIR
Ticarcilline S R S/l R R R
Ticarcilline+ Clavulanate S S/I/R S/ R R I/R
Pipéracilline S R R R R R
Pipéracilline + Tazobactam S S/I/R s/l I/R R I/R
Céfotaxime S S R R R R
Céftazidime S S I/R I/R R R
Céfepime S S IIR IIR R R
Imipéneme S S S S IIR S
Méropenem S S S S I/IR S
Aztréonam s/ S/ R R I/IR R

S : sensible, | : intermédiaire, R : résistant

» Diminution de la perméabilité: Des modifications de la perméabilité
membranaire d. baumanniipeuvent entrainer une résistance aux carbapénexires,
La protéine de membrane externe associée a laargstsaux carbapénemes ou CarO est la
porine la plus caractérisé chéz baumannii les analyses moléculaires des souches
multirésistantes &. baumanniiprésentant une des CMI élevée d'imipeneme (justfi'a
mg / L) ont montré des modifications dans le g&a&O par les différents éléments
d'insertion et ainsi la perte d'expression, Il @ iggéré que la protéine qui forme ces
canaux pourrait permettre la capture sélective 'amithine et d'autres acides aminés
basiques et, par homologies de structure, I'abisorge I'imipénem¢86], Dans une étude
protéomique, des profils protéiques de la membiAe baumanniATCC 19606 et un
isolat clinigue MDR qui était résistant a l'imipém& ont été compareés: la protéine CarO
exprimé dans la souche résistante différente desistsuctures primaires et quaternaires de
CarO de la souche sensilpgh,87]. Il a été suggéré que ces modifications strucesede
CarO pourraient conduire a une perturbation dansilde diffusion des carbapénémes ce

qui confere &A. baumanniune résistance aux carbapéneBés.
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» Modification des PLPs: une modification des PLPs peut étre a l'origiteela
résistance aux carbapénémes chezbaumannii Gehrleinet etal. remettent que la
diminution ou I'absence de I'expression de PLP2tpdre a l'origine de la résistance a
'imipénéme chez. baumanni{88], cette étude a été confirmée par la suite en pad3
Fernandez-Cuenca et #89]

» Systémes d'efflux :;parmi les cing super familles des systemes d'efiksociés a
la résistance aux médicaments le systeme RRE3igtance-Nodulation-Divisipet le plus
étudie chezA. baumanniidont la surexpression lui confére une résistancme large
variété d’agents antimicrobiennes dont les carbapés, ce systeme présent chez d’autres
espéeces du genrAcinetobactef90].

1.2.2. Résistances acquises apptactamines chezAcinetobacter spmon-baumannii

Au cours de la derniere décennie les rapports ediitins causées par des
Acinetobacter spmon- baumanniiont augmenté considérablement, ils représenteiit 22
des infections causées pacinetobacter spselon une étude qui a porté sur six cent
quatre-vingt isolats cliniques Altinetobactef91], ce qui donne I'importance a I'étude de
leur résistance aux antibiotiques. Le principal améeme de résistance apxactamines
chezAcinetobacter sppst la production dg-lactamases chromosomique ou plasmidique.

» Les céphalosporinases des études ont rapportée la présence de plasieur
variantes de céphalosporinase chromosomique (Anch€) les especesAtinetobacter
et une nouvelle désignation pour cette famille déphalosporinases a été
défini(Acinetobacter derived cephalosporinasesDCs), sont de$-lactamase de classe
Cresponsable de la résistance aux pénicillineshatépporines et aup-lactamines
combinées aux d'inhibiteurs fidactamase les especes rmumaniidont I'ADC été plus
frequemment détecté somicinetobactergenomicspecies 3 eAcinetobactergenomic
species 13 TU ainsi quecinetobacter baylyiTableau V)[92].

» Les enzymes de classe A d’Ambler:sont rarement rapportées chez
Acinetobactermpar rapport aux entérobactéries BLSE de type PEBstla plus détectée
parmi les serin@-lactamases de classe A chfednetobacterrelles sont actives contre les
pénicillines,céfotaxime, ceftazidime et l'aztréonamais ne montre aucune activité
significative contre les carbapénénjg,93]. D’autre p-lactamases de classe A ont été
décrites a titre d’exemple KPC-10 qui a un speciee substrat couvre méme les
carbapénemes, et en 2007 piactamases a spectre étroit (SCO- 1) été déchiez c

Acinetobacter sppasolé en Argenting92,94].
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» Les Métallof-lactamasesIMP-1, VIM-2, SIM-1 chezAcinetobactergenomic

species 3Acinetobactergenomicspecies 10, 13 TU et 14. IMP-4 a été idéntifiezA.

johnsonii[21].

» Comme chezA. baumannii les oxacillinases a activité de carbapénemase

(CHDLs) ont été rapportées. OXA-23 a été identifiée darsabeiches &cinetobacter

genomic species 3 et d’Ajohnsonii OXA-58 a ainsi été décrite che&. junii,

Acinetobacter genomicspecies 3Acinetobacter phenon 6/ct 13TU, Acinetobacter

genomicspecies 14TU At radioresisten§21].

Tableau V: Béta-lactamases décrites cieznetobacter spponbaumannii92]

Acinetobacterspp.

Classification d’Ambler

Classe A Classe B Classe C Classe D
. OXA-24,
A. calcoaceticus AmpC, OXA-58
. OXA-58,
Ac'r;erfgri"’i‘gter oerq TEn.y MP-LIMP-4, AmpC,  ISAba3-OXA-
S gecies 13TU ’ VIP-2 SAbal-AmpC 58, ISAbal-
P OXA- 23
gei(;?n(?éo:sgct:?;s , PER-L, TEM-1 IMP-L, IMP-4,  AmpC, 'SAbngXA'
VIP-2 SAbal-AmpC OXA-23
A. baylyiADP1 AmpC
A. junii OXA-23
A. johnsonii IMP-4 ISAbal-OXA-
23
. OXA-134,
A. lwoffii AmpC OXA-23
OXA-133 et -
A. radioresistens 58
OXA-23-ike
A. haemolyticus OXA-23
A.phenon 5 PER-1, TEM-1 AMDC OXA-23,
P OXA-58
OXA-23,
Aphenon 6/ct 13TU PER-1, TEM-1IMP-8, VIM-2 AmpC OXA-53
Acinetobacter SIM-1, VIM-2
genomic species 10 IMP1
Acinetobacter ISAba3-OXA-
genomic species 14 VIM- 2 58

OXA : Oxacillinase
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» Les autres mécanismes non enzymatiques de résstanf-lactamines tels que
la modification des PLPs, la diminution de la peatiité et I'efflux sont aussi décrites
chez les especes nbaumanii[92,95].

1.2.3. Larésistance aux aminosides

La cause la plus fréquente de la résistance aurasidies cheAcinetobacter spp
est la modification du groupe amine ou hydroxyle I'datibiotique par des enzymes
aminoglycoside modificateurs tels que aminoglycesidcetyl transferases (AACS),
aminoglycoside nucleotidyltransferases (ANTs, ou DS} et/ou aminoglycoside
phosphotransferases (APHS) tous ces types d’enzyatetylases, adenylases et
phosphotransferases) ont été décrites chez dedsisdiniques dAcinetobacter sppdes
études ont démontré que les genes qui codent psuerzymes peuvent étre porter par les
plasmides, des transposons ou des intégrons, icéewqu confére la résistance aux
principales aminosides Gentamicine, TobramycingiliNigine, Amikacine et Isepamicine
(Tableau V1) [92,95].

Tableau VI : Enzymes d’inactivation des aminosides les plus canes chezA.
baumanniiet substrats préférentidi86].

Type d’enzyme Nom Substrat préférentiels
AAC (3)-I Gentamicine
AAC (3)-11 Gentamycine,

Tobramycine, Neilmicine

Acétylases AAC (6')-1 Gentamycine,
Tobramycine, Amikacine
AAC (6”)-1 Gentamycine,

Tobramycine, Neilmicine

ANT (27)-1 Gentamycine, Tobramycine
Acétylases ANT (3”) (9) Setreptocycine,
spectinomycine
AHP (3)- Kanamycine,Neomycine
AHP (3)-VI Kanamycine,
Phosphorylases Neomycine,Amkacine,

Isepamicine

Méthylases ArmA Gentamycine,

Tobramycine, Amikacine
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1. La résistance aux quinolones

Les quinolones ont une bonne activité contre Aegetobacter sppmais cette
bactérie a rapidement développée une résistanes agents chimio-thérapeutiqués,
principal mécanisme de résistance est di a destiongaau niveau de la régid@RDR
(QuinoloneResistancedDeterminingRegior) des genegyrAet parC, génes a l'origine de
I’ADN gyrase et la topoisomerase [96,97],ces mutation provoquent des substitutions au
niveau des acides amin€yrA et le Parc le plus souvent a Ser83 et SE8D

Un second meécanisme de résistance aux quinolonpigue des mutations
chromosomiques des génes qui codent pour le systerfiefflux conduisant a I'extrusion
de médicament actif, Cette pompe d'efflux a étéialement trouvée chez un isolat
d’A.baumanniimultirésistant et confére une sensibilité réduitena large variété d'agents
antimicrobiens dont la sparfloxacine, I'ofloxacetda perfloxacirj92].

2. Support génétique de la résistance
2.1.Eléments transposables

Les éléments transposables sont des séquences djA¥dnt capables de medier
leur propre mouvement (transposition) vers de nauxeemplacements dans le génome
quils habitent, Chez les bactéries, les élémemtssposables peuvent en général étre
attribuées a I'un de deux types principaux, lesieéces d'insertion (IS) et les transposons.
2.1.1. Les séquences d’insertion

Les séquences d'insertions (IS) sont des élémeéntiigues de petite taille (700 a
2500 pb) et mobiles de maniére autonome, lls somiposés uniquement d'un gene code
pour une transposase bordé de part et d'autre slguence inversée répétéee (99).

A- Les séquences inversees répétées (IR)

Les IS sont délimitées de part et d’autre de déaguences inversées répétées (IR
pour InvertedRepeatplus ou moins parfaites de 10 a 40 pb. Elles sah$pensables pour
la transposition. Les IRs comprennent deux domaif@mictionnels. Le premier,
correspondant aux 2-3 derniéres paires de basBRkdest impliqué dans le clivage et la
réaction de transfert de brins conduisant a laspasition de I'élément, et le second est
impliqué dans la fixation de la transposdBe&ure 4). Les IRs sont reconnues par la
transposase et sont associé€es lors des évenemmdarasspositiofl00].

B- Les transposases
La transposase est une enzyme qui a la capacre@cdenaitre ces régions IR afin

de mobiliser la séquence s'insertigh02], elle est composée de deux domaines
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fonctionnels, le premier domaine de liaison av&®N se situe dans la partie N-terminal,
le domaine catalytique se situe dans la partier@itel [100].
C-Les séquences en répétition directe (DR)

Lors de leur insertion, de nombreuses ISs engendmee duplication du site
d’insertion de part et d’autre de leur séquenctragrant ainsi la formation de deux petites
séquences en repétition directe (DRDikect Repeat») de 2 a 15 pb situées de part et
d’autre de I'lS. Cette duplication d’une séquened’ DN héte est le témoin indirect d’'un
évenement de transpositi(figure 04)[21].

orfA
DR| |IRL T 7 orfB IRR | (DR
— A, —
9 pb 15 pb 15 pb
1180 pb

Figure 04: Exemple d'une IS, ’¥bal[101].

D- Role d'ISABa
Les ISs peuvent étre responsables de l'apparitesnndutations d'insertion, des
réarrangements génomiques, et de la propagationeade résistance et de virulence au
sein des especes, plusieurs ISs ont courammenbletgement été exclusivement détecté
chez le genrécinetobactereur séquences sont disponibles sur le site WelBietoul

(http://wwwr-is.biotoul.f) (Tableau VII), le réle de 18\baldans hyper expression de genes

de résistance aux antibiotiquesAldbaumanniitels que le genelasmpc qui code pour la

céphalosporinase d'origine naturellé7], et pour leblaoxa23, qui code pour une

oxacillinase hydrolysant les carbapénémes [104{s mh@aeut agir de facon similaire avec
d'autres genes de résistarsdll et blaOXA-58-like, 1SAbal pourrait également étre
responsable de la mobilité des bla OXAf234].

L'ISAba2 I1SAba3 I1S18, et 38 IR\ba825 peuvent également fournir de solides
promoteurs hybrides pour le blassike tandis que 18bad peut également étre
responsable d'une augmentation de I'expressidnadixa-23, En outre, une perturbation du
géneadeSmédie par 18balrégule I'expression de la pompe d'efflux AdeAB@duisant
a une résistance accrue a diverses classes diigtigis, d'autre part ISAba825 et
ISAbal25 ont été trouveés responsables de la réstude la sensibilité aux carbapénemes
au moyen d'une inactivation par insertion du géstenelleCaro codant pour un canal de

la membrane externeAlbaumann[105,22].
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Tableau VII: Séquences dinsertion (IS) chézinetobacter spporigine et Numéro

d’accession sur GenBafik2].

Chapitre Il : La résistance aux antibiotiques

Numéro d’accession

Noms Famille sur GenBank Origine
ISAbal 1S4 AY758396 A. baumannii
ISAba2 IS3 AY665723 A. baumannii
ISAba3 IS1 AY665723 A. baumannii
ISAbad 1S982 - A. baumannii
ISAbab IS5 - A. baumannii
ISAbab 1S982 - A. baumannii
ISAba7 IS5 - A. baumannii
ISAba8 IS21 - A. baumannii
ISAbad 1S982 - A. baumannii
ISAbal0 IS5 GQ379223 A. baumannii
ISAball IS701 CP000521 A. baumannii
ISAbal2 IS5 - A. baumannii

ISAbal3(ISN1) IS5 NC 011586 A. baumannii
ISAbal25 1S30 AY751533 A. baumannii
ISAba825 1S982 AY751532 A. baumannii

ISAcal IS3 AF121266 A. calcoaceticus

ISA1008 IS6 AJ251307 A. calcoaceticus
ISAbal236 IS3 u03772 A. calcoaceticus

ISAhal IS5 - A. haemolyticus
ISAha2 IS5 - A. haemolyticus

IS17 IS5 U95013 A. haemolyticus
ISAjol IS5 - A. johnsonii
ISAlw1 IS5 - A. lwoffii
1IS1006 I1S6 NC 004361 A. junii
ISAcspl Tn3 - Acinetobactersp.
1IS1007 I1S6 AJ250860 Acinetobactersp. LS56-7

IS18 1IS30 AF043676 Acinetobactersp.13BM2716

2.1.2. Les transposons
A- Les transposons de classe |

Les transposons de classes | sont des transposonsosites, encadrés par deux

copies de la méme IS.
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Figure 05 : Transposons associés au gél@xa23 chezA. baumannii (A) Tn2006, (B)

Tn2008, (C) Tn200[21].
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Lors de la transposition d’'une IS, la transposasennait soit ses deux IR soit son
IR gauche et I'IR droite de la deuxieme copie. Geat générer le déplacement des deux
IS. Par conséquent, il peut y avoir une mobiligatle la séquence d’ADN incluse entre les
deux IS. Cette séquence peut contenir des genegsilance. Le génblapxa23 est
associé a cette structure clfezbaumanni(Figure 05)[21].

B- Les transposons de classe (Exemple du transposon 1) :

— tnpA mpR  res merD merA merP  merR Tn2l
Lyl G | N S 4 o |
; tmpM ?urf2 merE merC merT
PPt 2
transposition genes mer genes
4.1 kb 4.6 kb

Figure 06 : Transposon21un exemple d’'un transposon de classé&0g]

Les transposons de classe Il sont formés d’'unspmaase et d’'une séquence d’ADN
plus ou moins longue, situées entre deux IR. Laspasase reconnait les deux IR
permettant la mobilisation. Les boites bleues martent les IR gauche et droite de I'lS.
Les genes tnpA et tnpR codant pour la transpodaserésolvase sont indiqués en rouge.
Les fleches violettes représentent les génes cquamtles protéines impliquées dans la
résistance au mercufl].
2.2.Les intégrons

Les intégrons ont eu plusieurs définitions. Actereient celle de Hall et Collis
datant de 1995 est adoptée par {di5] : « Un intégron est une unité génétique qui inclut
un site spécifiqgue de recombinaison, capable deumapet mobiliser des génes contenus
dans des éléments mobiles appelés genes cassaitepm®moteur pour I'expression des
genes cassettes. Il agit comme un systéeme nateradlahage et comme un vecteur
d’expression. »Higure 7) [109]. Les intégrons jouent un rdle important dans léudibn
de la résistance aux agents antimicrobiens a sdadransmission horizontg£09].

Pant
s I_' artl attC
¢ Intl b i
E Géne cassette n°1
Pint
v ’ . L |
Séquence 5' Région Séquence 3
conservée Variable conservee
(cassettes)

Figure 07: Représentation schématique d’un intégrdv]

|
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Les régions de l'intégron sont délimitées par tagg noirs verticaux. Au sein de la
partie 5’ conservée, le grand rectangle contiegtleeintll, orienté selon la fleche noire et
le triangle représenteditl. Au niveau de la région variable un gene cassstieeprésente.
Le trait bleu représente le géne, codant le plusesat une résistance aux antibiotiques et
la fleche verte représentattC. La ligne pointillée représente 'emplacement did@uelles
autres cassettes. Les fleches bleues de la séquenservée représentent les éventuels
segments de la partie 3’ conservée. Pant est tagieur d’éventuelles cassettes,Pint est le
promoteur du geniatl

Une étude d'hybridation a indiqué que 65,6 % dal tdesAcinetobacterétudiés
contiennent des intégrons, la résistance au triopétme @frA7) a été identifiée sur
intégrons contenant de cassettes simples soutbdartque la résistance a cet antibiotique
est souvent associée aux intégrons, les casseigdus frequemment identifiées sur les
intégrons dang\. baumanniiet autres bacilles a Gram négatif codent pouésistance
aux aminoglycosided 11].

Une enquéte épidémiologique menée en chine sur ibdats de bacilles a Gram
négatif incluantAcinetobactera révélé la présence d’'un total de 45 cassettagedes
déférents dans 845 des isolats inclus celles gierttopour la résistance au triméthoprime
(dfrA1, dfrA5, dfrAl12, dfrAl5, dfrAl16, dfrAlet dfrA27), les aminosidesa@dA, aadAl,
aadA2, aadA5, aadAl2, aadAl3, aadA22, aadB, aall(Gac(6’)-lid, aac(6’)-Ib, aacA4,
aacC, aacCl, aacCdt ant(3")-Ih), lesp-lactamines (blase.1 blaoxa-4, blaoxa-10, blaoxa-

30, blawpg et blayp-2s), chloramphenicdtmIAl, cmlA6, cmlA8, catB&t catB3,
quinolones gnrVClike), et la rifampicine grr-3) [111].
Trois classes d’intégrons, les intégrons de ctadse? et 3 regroupent la grande
majorité des intégrons decrits.
A- Les intégrons de classe 1

Ce sont les intégrons les plus répandus et les @tudiés. Leur séquence 3’
conservée est constitué du gemeaAl (qui code pour la résistance des ammoniums
quaternaires), le germul(qui code la résistance pour les sulfamides) eeleeOrfx. lls
sont souvent associés aZlin De trés nombreux intégrons de classe 1 différentsété
décrits. Ce sont en fait les intégrons de clasgeilsont au coeur du grave probléme de
santé publique actuelle que constitue la disséiimate la résistance aux antibiotiques
proportion des génes cassettes codant la résistamcantibiotiques a été retrouvée au sein

des intégrons de classe 1. La conséquence a selgy’d est maintenant bien démontré
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gue la multirésistance aux antibiotiques est aésoai la présence d’intégrons de classe
1(Figure 08)[107].

5'-CS 3'-CS
— VARIABLE
ant
intl1 | qacEA sult
- D> —>H——
integrase att! g wssmattc
[ =
attC

gene cassetie

ot

Pant

intl1 | attC
- el P (= —
iht rase gene cassetie

.. att 9°"® cassetie attC qacEA sult

Figure 08: Structure générale d’'un intégron de classe 1 etveroent des genes cassettes
[21].

L'intégrase Intl catalyse lintégration et I'ex@si des cassettes. L'intégration des
genes cassettes se fait par recombinaison homotrgue leur site attC et le site attl. Les
régions conservées 5’-CS et 3'-CS sont souligneese[21].
2.3.Les plasmides

Les plasmides sont de petits fragments d’ADN doubten, circulaires et
cytoplasmiques, capables de réplication autononsir liransmission naturelle d’une
bactérie a l'autre s’effectue habituellement parjegaison. lls ont été découverts au Japon
a la fin des années 1950 a la suite de la coristatde I'existence simultanée dans les
selles de malades, de souchdssgherichia coliet deShigella dysenteriaeo-résistantes a
la streptomycine, au chloramphénicol, a la tétriicgcet aux sulfamides. Ces souches ne
pouvaient étre des mutants car la probabilité deébectionner des quadruples mutants est
de I'ordre de 18* alors que la population d’entérobactéries n’exqeae108 dans le tube
digestif de 'homme. La présence d'un nouvel élémgénétique appeldresistance
Transfer Factoy puis « plasmide » a permis d’expliquer I'apparntide ces souches. Les
plasmides ont donc été associés a la dissémindéda résistance aux antibiotiques des

leur découvertgl11].
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1. Biofilms

Les biofilms ont une grande importance pour la&aniblique, car la formation de
biofilm diminue considérablement la sensibilité aagents antimicrobiens. Cette sensibilité
peut étre intrinseque (comme un résultat natureléieloppement de biofilm) ou acquise (en
raison du transfert d'éléments extra-chromosomiquetes organismes sensibles dans le
biofilm) [117].
2. Définition

Un biofilm est un assemblage de cellules microbesnformant une communauté
microbienne adhérant a une surface et fréquemmehise dans une matrice de polyméres
extracellulaired112], La formation de biofilms est un processus de idmirréversible des
micro-organismes sur une surface dond4s].

Les surfaces pouvant servir de support peuventd&rdifférentes natures : roches,
canalisations plastiques ou métalliques, muquedsdsrganisme (cas dacinetobacter dans
les alvéoles pulmonaires de patients atteints deuaoviscidosg114]). Les biofilms se
forment ainsi a I'interface surface/liquide, maeupent également étre observés a l'interface
air/liquide. Les flocs ou agrégats sont égalememisiclérés comme des biofilnis15]. La
matrice extracellulaire est constituée d’exopolyesdractériens, de matiére organique et non
organique, ainsi que de macromolécules du milieir@mnant[116].

3. Etapes de formation de biofilm

Figure 09 : Représentation schématique des différentes éthpésmation d’'un biofilm et

visualisation par microscopie a transmission1: adhésion réversible2 adhésion
irréversible/formation de micro-coloni€set4 maturation, 5 détachemgdf3].
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3.1.Film primaire ou film conditionnant

Un phénomeéne important pour I'étape d’adhésionbadeseries est le conditionnement
des surfaces ou le film conditionngdtl8]. (En effet I'immersion d’'un support vierge de
toute contamination dans un liquide est immédiateérsaivie par une adsorption de sels, de
protéines, de glycoprotéines,). Cette adsorptiout @#re en partie conditionnée par les
propriétés physico-chimiques de la surface et del&cules. La formation rapide d’'un film
entraine une modification des propriétés de surfac&ventuellement une modification de
I'affinité des bactéries pour cette surfdtigure 09)[116].

3.2. Transfert des bactéries vers le support

Les bactéries peuvent entrer en contact avec Iposugrace a différents moyens :
diffusion passive résultant des mouvements Brovaigansport passif via le fluide circulant,
ou mouvements actifs grace a des structures tpliesges flagellefl16].

» Le transport par diffusion met en jeu les mouvemdnbwniens qui permettent a la
bactérie d’atteindre une surface en conditionsggtes « au hasard ». Ces mouvements sont
négligeables par rapport aux autres types de genstcepté a proximité d’'un support ou ils
prédominen{l16].

» Le transport par convection, plus rapide, est datiom avec le flux dynamique de la
solution aqueuse (agitation du milieu et forcezdidement]116].

» Enfin le réle de la mobilité spécifique de la baietdors de cette étape de transfert doit
étre envisagé. Théoriqguement, les bactéries posséds flagelles et pili vont pouvoir se
déplacer et se rapprocher plus facilement desgfanotamment par chimiotactisme. Cette
capacité a orienter son déplacement ne peut imigrpeur de longues distances mais peut
étre mise a profit sur de courtes distances, notmra proximité d’'une surface, lorsqu'il
existe un gradient de concentration des nutrim@niis,119].

Ceci a été démontré pour des bactéries flagel@les tquAltermona ssp. Alcaligene
ssp, ou Vibrio alginolyticus, avec une augmentation du taux d’adhésion corléevitesse
de déplacement des bactéfies9]. Cependant, ce concept n'est pas généralisabbesed¢ la
méme étude, la souche BE@eruginosa testée ne montrait pas de variation de taux dsidhé
en fonction de la vitesse de déplacement. Danageda faible affinité d@. aeruginosa pour
une surface en verre était prédominante par rappoidcteur mobilit¢figure 09).

Un phénomene important pour I'étape d’adhésionbadeseries est le conditionnement
des surfaces. En effet 'immersion d’'un supportgeede toute contamination dans un liquide
est immédiatement suivie par une adsorption de delgprotéines, de glycoprotéines, Cette

adsorption peut étre en partie conditionnée papilepriétés physico-chimiques de la surface

2y
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et des molécules. La formation rapide d’un film teovant des matieres organiques entraine
une modification des propriétés de surface, et tieflement une modification de I'affinité
des bactéries pour cette surface. Ces dép6ts qugamou non organiques n’étant pas répartis
de maniére homogene sur la surface immergée, d¢misakion bactérienne sera plus ou moins
influencée. La résultante des différentes forcesiwéest un rapprochement plus ou moins
aléatoire de la bactérie de la surffLs].
3.3. L’adhésion initiale

Acinetobacter est capable d’adhérer a plusieurs types de subiatiejue ou abiotique
[32.120]

A- Adhésion initiale réversible

Les premieres étapes de linteraction des celldesc la surface constituent
'adhésion réversible. Une simple agitation du euiliou une variation de sa composition ou
une modification de la température peut éloigndndatérie du support. Cette étape est tres
rapide et n'impose pas que la particule soit «niga». Ainsi, tout matériau en contact avec
un fluide véhiculant des bactéries inactivées ksavquand méme se déposer a sa surface.
L’adhésion initiale est la résultante de différepfses de forces opérant entre la surface inerte
et la surface de la bactérie elle-mértig:les forces d’attraction de Van derWadi$), les
forces électrostatiques (souvent répulsives catupart des bactéries et des surfaces inertes
sont chargées négativemen(jj) les interactions hydrophobes pouvant conduire & un
attraction ou a une répulsiofiy) les interactions stériques toujours répulsives.fdible
énergie de ces liaisons explique la notion de <emshilité » par simples mouvements
Browniens des bactéri¢t16,121].

B- Adhésion initiale irréversible

Le rapprochement de la bactérie du support vaieetéd’autres types d’interactions
conduisant a une adhésion irréversible de la Hadfiétl].

L’adhésion irréversible des bactéries impliquedie lue les organismes immobilisés
soient vivants (ce qui n’était pas une conditiod dans I'étape réversible), capables de
reconnaitre leur position proche d’'une surfacexmtiener un certain nombre de genes et de
synthétiser en particulier une grande quantité apexymeéres organiques impliqués dans
I'ancrage irréversible des bactéries a leur sufgpa6,121,122].

Cette étape est dépendante du temps et nécessitéegumicroorganismes soient
capables d'exprimer un certain nombre de genesuisemat a I'acquisition de nouvelles
structures adhésives. Ces éléments sont égalemguairtants dans la mise en place des

interactions entre bactéries et dans la structuradu biofilm. Les genes impliqués dans la

%
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synthese de ces structures ont été caractérisas dhenombreuses especes bactériennes
incluant des bactéries a Gram positaphylococcus epidermidis, des bacilles a Gram
négatif: E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Vibriocholerae, Acinetobacter et des
mycobactérie§l16].

3.4. Colonisation de la surface

L’adhésion irréversible va conduire a la présereeallules isolées, voire d’agrégats,
a la surface du matériau ou de la muqueuse. L'éthpeolonisation consiste en une
accumulation plus ou moins intense et rapide pasidn cellulaire des bactéries adhérées,
mais aussi par recrutement continu de bactériesciaaiques. La colonisation peut étre
divisée en 5 phases, caractéristiques d’une craissde biomasgé16,121].

» Phase de latence qui inclut la phase d’adhésidralmiavec adaptation des cellules
bactériennes a leurs nouvelles conditions de vie,

» Phase d’accélération caractérisée par une fortmawigition de la biomasse fixée et par
une consommation élevée des nutriments (azote &) can liaison avec les réponses
adaptatives,

» Phase d’accumulation linéaire qui correspond albesses et taux maximaux de
production de biomasse, de protéines et de pollisaides au sein de la structure,

» Phase de ralentissement conditionnée par la netdaadisponibilité en substrats au sein
de la phase liquide, mais également au sein derletere, par la surface disponible
I’'hydrodynamique du systeme,

» Enfin, la phase de stabilisation apparente caliaégpar un équilibre dynamique entre
la perte de biomasse (mortalité bactérienne etcldétaent) et la persistance d'une
multiplication bactérienne (étape de la maturatierbiofilm).

Ce processus correspond donc a une occupationegsige de la surface disponible
(colonisation horizontale) et a un développementépaisseur, conduisant a la formation
typique de micro-colonigd.16].

La quantité d’'EPS produite ainsi que la natureestdropriétés de ces EPS varient en
fonction des conditions environnementales: quantié nutriments, présence de biocides,
hydrodynamiqug125,126], Allison et al ont conclu que le détachement ddilmocoincide
avec la réduction de la quantité d'HR36].

3.5. La maturation

La maturation se traduit génération par une archite complexe, la formation des

canaux, des pores permettant une circulation dasmants, enzymes et déchdi®3], et

implique aussi le développement de grappes deleg|L29].

-
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Le biofilm va donc acquérir une structure tridimenselle caractéristique et trés bien
décrite dans le cas d® aeruginosa. Les unités de base ont été décrites comme dedists
en forme de « champignons », au sein desquelsa@gries ne représentent que 10 a 15%
associées a 75% a 90% de matrice extracellu[di?8,127], au cours de ce stade du
développement le biofilm atteint son épaisseur maie[128].

3.6. Dispersion du biofilm

La derniere étape dans le développement d'un miagt le stade de dispersion. Au
cours de cette étape, les bactéries au sein dapagale cellules peuvent étre observées se
détacher et migrer activement a I'écart des pairiésieures de grappes de cellules laissant
derriére elles une structures qui apparaissefdrame de coquille, avec un centre creux, sans
doute, ce processus de dispersion permet auxeellid se baigner de nouveau dans le milieu
pour obtenir un meilleur acces aux €léments nigriiut en permettant en méme temps un
meilleur accés aux nutriments pour les cellulesrgstient attachgi28].

4. Quorum sensinget biofilm

Il s'agit du systeme Luxl/luxR médié par des awgiosérines lactones (AHLS)
(figure 10) produites par une synthese et reconnues par wiatégr a faible densité
cellulaire, la synthése est également faiblemeptierée. Les AHLs vont s’accumuler dans le
milieu extra-cellulaire au cours de la croissanckmrsque leur concentration atteint un seuil,
vont interagir avec leur récepteur spécifique. bamfation du complexe récepteur/AHL
entraine la modulation de I'expression des gengg<idont le gene de la synthese, d’ou le
nom d’auto-inducteurs donné aux AHLs. Cette bod&@@ito-induction conduit a I'activation
du systéme chez les bactéries voisines, expligleamotion de réponse coordonnée de
I'ensemble de la populatidt32].

Quorum sensing (QS) dansA. baumannii semble avoir un réle régulateur dans la
formation de biofilm [130]. La survie et la croiss® dans l'environnement exigent des
attributs tels que la résistance a la dessiccatiamux antibiotiques, la polyvalence dans les
exigences de croissance, la capacité de formatobiafiimet éventuellement, I'activité QS
[131].

Le QS a été montré un régulateur d’'une grande teadé mécanismes de virulence
chez de nombreux organismes a Gram négatif dometobacter, la présence de QS chez
Acinetobacter a été déduite a partir de la détection d'un gémest] impligué dans la
production d’'auto-inducteur qui peut commander défrents processus métaboliques, la
production de facteurs de virulence, y compriolanfation de biofiln{132]. Le réseau du QS

chez Acinetobacter est meédie par des molécules de signalisation AHBR,133], Jusqu'a
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cing molécules différentes de signal de QS sorg diktectables (produite en abondance) au
cours de la phase stationnaire, ont été identdrecinetobacter, ce qui indique qu'il peut
s'agir d'un mécanisme central de l'auto-inductienntlltiples facteurs de virulence dont la
formation de biofilm[132].

Les acylhomosérine lactones (AHL) sont une clasggoitante de molécules auto-
inductrices utilisé par les bactéries a Gram nédatit Acinetobacter pour la communication
intra espéces et qui sont les mieux caractériseguja ce jour, les AHLs du systéme de
signalisation QS semblent contrdler diverses famstiphysiologiques telles que la résistance
aux antibiotiques, la formation de biofilms et tmjgaison plasmide TiL32].

A Ry 0 R1=H,0,0TOH

AN, Ry = CHy, CHy(CHyl

HH o or CHg(CHz)nCH=CH(CH2)n

Figure 10: Schéma de la structure générale des AHIA) Structure de AHLs, les AHLs varient
par substitution a la position C3 (R1) et la longuet la chaine non-saturée d'acyle (R2). HSL f&reé D/L -
homosérine lactone ; AHL se référe a N-acyl-D/L-loserine lactone, avec n'importe quelle longueuwhddne

d'acyle ou le ou le degré de substitufid84].

Les AHLs sont composés d’anneaux de HSL transpodas chaines acyles en C4 a
C18 en longueur. Ces chaines latérales abritenificaitbn occasionnelle notamment a la
position C3 ou des doubles liaisons sont insat &y
5. Biofilm et résistance

La capacité dAcinetobacter d'adhérer et former des biofilms sur des surfacgjbes
et abiotiques peut expliqguer son succes dans leunilospitalier. Les biofilms pourraient
contribuer a la persistance dans l'environnemenmtamtea la colonisation et l'infection de
I'héte par Acinetobacter. Les mécanismes par lesquels les biofilms contribuerune
sensibilité réduite restent encore peu clair, maisertain nombre d’explications différentes
ont été proposées. Les biofilms sont intrinsequemésistant aux agents antimicrobiens, les
raisons étant I'échec de la pénétration d’'un amentprofondément pour attendre les cellules
de biofilm ou le ralentissement de croissance [z@ikidue au ralentissement du métabolisme,
Pour les désinfectants chimiques tels que le chlioee, le peroxydés et des antibiotiques
tres chargés comme les glycopeptides, le glucocaigcte considérablement la capacité de

I'agent antimicrobien d’atteindre les cellules goint profondément installées dans le biofilm,
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d'autre part , pour les agents non chargés , tedslegp-lactames une telle limitation de la
réaction diffusion a peu de chances de se prodeiglycocalyx peut cependant contribuer a
une sensibilité réduite axlactamines si I'antibiotique est susceptible d'@tactivé par 18-
lactamases et si I'enzymes est retenue a l'intédeubiofilm au cours de sa croissance, dans
de tels cas, I'enzyme est concentrée a l'intédeua matrice de polymere extracellulaire et
hydrolyse le médicament est effectuée lors de satgadion, la résistance afidactamines a
dans le biofilm est plus susceptible d'étre entionad'un taux de croissance réduit l'intérieur
des cavités profondes de biofilm qui provoque Fegpion des protéines de liaison aux
pénicillines déféerentes de celles normalement sig@&e ces antibiotiques. Le ralentissement
de croissance affecte également l'action bactéridesp-lactames car l'inhibition de la
transpeptidase, qui induit des lésions cellulaiess,directement liée au taux de croissance
[132]. Une enquéte a révélé que le transfert de génesldarbiofilms se produit beaucoup
plus fréequemment ainsi le transfert horizontal daeasg a l'intérieur d'une matrice du biofilm

offre un grand avantage en termes de fréquendalslite [135].

)



Annexe 1 : Identification d’Acinetobacter par la galerie classique

Elle est composée de cing milieux

Le milieu TSI (Tri sugar iron) : Ce milieu permet la lecture de cing caracterés:
fermentation du glucose, lactose et saccharos@rdduction d’hydrogéne sulfuré et la
production de gaz.

Le milieu mannitol-mobilité : il permet de lire : L'utilisation du mannitol et faobilité du
germe.

Le milieu citrate de Simmons :il permet de lire l'utilisation de citrate par le gem
Test "ONPG": il permet de Ilire la possession duneB-galactosidase
Le milieu urée-indole: il permet de lire: La possession d'une uréaseptophane
désaminase en présence de chlorure ferrique etyptophanase (production d’indole).
Les tests d’oxydase et de catalase sont systéraatient effectués sur des colonies isolées.

Figure : lllustration de l'identification du genre Acinetobacter par galerie classique
La figure 15 représente une galerie classique ap@sbation dAcinetobacter, elle est
composé de cing milieux, les résultats sont legasus :

TSI (Tri sugar iron): La fermentation du (glucose, saccharose et lactese)négative,
production de b5 et de gaz négative.

Mannitol-mobilité: La fermentation du mannitol est négative.

Citrate de Simmons:I'utilisation du citrate est positive.

Test "ONPG": absence dp-galactosidase.

Urée-indole absence de (uréase, tryptophanase (apres I'aputodacs) et tryptophanase

désaminase).
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Annexe 2 : L’antibiogramme

Principe
La technique consiste a déposer a la surface géldae préalablement ensemencée a

I'écouvillon avec une suspension bactérienne aMtS-arland, des disques imprégneés des

différents antibiotiques ; Aprés 18 a 24 heuresdalibation a 37°C, chaque disque est entouré

d’'une zone d’inhibition dont le diameétre est meésafin de déterminer la sensibilité de la

souche a I'antibiotique en question.

Les antibiotiques en disques sohicarcilline (TC), Ticarcilline + acide clavulaniqu

(TCC), Pipéracilline (PRL), Pipéracilline + tazotmum (TZP), cefépime (FEP), Imipéneme

(IMP),

Ceftazidime (CAZ), Azteonam (ATM), Tobramwe (TBM), Amikacine (AK),

Gentamicine (GN), Kanamycine (K), (SXT), Ciproflaxae (CIP), Fosfomycine (FOS),
Colistine (CT).

2-

3-

Milieu pour antibiogramme :
Il doit étre coule en boites de Pétri sur une &aisde 4 mm.

Les géloses doivent étre seches avant I'emploi.

Préparation de I'inoculum :

A partir d'une culture pure de 18 a 24 h sur milidisolement approprie (Mac
Conkey, Hektoen, BCP...) on racle a l'aide d’une atseplatine quelques colonies
bien isolées et parfaitement identiques.

Bien décharger I'anse ou I'écouvillon dans 5 a ll0dfeau physiologique stérile a
0,9%.

Bien homogénéiser la suspension bactérienne, sacitépest mesuré a l'aide d’un
densitometre et elle doit étre équivalente a 0,5

Ensemencement :

On trempe un écouvillon stérile dans I'inoculum.

On l'essor en le pressant fermement (et en le emd)rcontre la paroi interne du tube,
afin de décharger au maximum.

On Frotte I'écouvillon sur la totalité de la sudagélose, seche, de haut en bas, en

stries serrées.



» L'opération est répétée 2 fois, en tournant laebdi# 60° a chaque fois, sans oublier
de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Pounifi 'ensemencement on passe
I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

« il faut recharger I'écouvillon pour ensemencer98°Roite

5- Le choix des antibiotiques

- Les antibiotiques testés sont choisies selon reemmmandations de CLSI, la
dispositiondes disques d’antibiotiques testés pacinetobacter est montrée dans la figure

Les antibiotiques en disques sont :Ticarcilline ;TGcarcilline + acide clavulanique (TCC),
Pipéracilline (PRL), Pipéracilline + tazobactam P)Zcefépime (FEP), Imipénéme (IMP),
Ceftazidime (CAZ), Azteonam (ATM), Tobramycine (TBMAmikacine (AK), Gentamicine
(GN), Kanamycine (K), (SXT), Ciprofloxacine (CIP),Colistine (CT).Colistine
(CT).application des disques d’antibiotiques :

* on applique 6 disques d’antibiotique sur une bad&®0 mm.

* Les disques sont appliquéBaide distributeur ou une pinces bactériologigstsiles

» |l est conseillé de ne pas déplacer les disquessdjapplication

Fig : Disposition des disques d’antibiotiques utiiés pour le test de sensibilité
d’Acinetobacter spp.

6- lecture

Aprés 18 a 24 heures d’incubation &3&n atmosphére aérobie, les diamétres des zones
d’inhibition sont mesurés avec précision a l'aidiendpied a coulisse, et par comparaison des
résultats obtenus, aux valeurs critiques figurarsdla table de lecture établit par le CLSI
(Annexe), on peut définir si la souche est sengiB)erésistante (R), ou intermédiaire (1)



Annexe 3 : Recherche de métall@-lactamase (ML) :

a. Test de Hodge modifié

La version modifiée du test de Hodge, tdésinotypique initialement mis au point pour
permettre la détection de pénicillinases, est lagge utilisée pour la détection des
carbapénémases. Ce test consiste a ensemencerltere aonfluente (a l'aide d'un
écouvillon) une dilution au 1/£8° d’'une suspension de Densité Optique (DO) = 0.5 Mc
Farland de la souche. coli ATCC 25922 sur une gélose Muller Hinton. Ensuite,disque
d’'imipénéme est déposé au centre de la boite lehgsoiestée et deux autres souches témoins
positif (carbapénémase +) et négatif (carbapénémasmt ensemencées de maniere radiale a
partir du disque jusqu’au bord de la boite de P&tiprésence d’une distorsion de la zone
d’inhibition autour du disque d’imipéneme au comtde la souche testée est interprétée
comme un résultat positif aprés incubation pend@8rit a 37°C.

Fig : Test de Hodge modifié st souche teste ; t- temoin- ; t+ temoin +
b. Letestd’EDTA

Basé sur l'inhibition de I'activité des différentearbapénémases par 'EDTA, en effet Les
métallof-lactamases comportent au niveau de leur site aatifon zinc essentiel a leur
activité, d’'ou I'effet inhibiteur d’agents chélatsule cations divalents comme 'EDTA

Trois disques (IMP, IMP+ 4. EDTA, 4 uL EDTA) sont déposés sur une gélose Muller
Hinton a préalablement été ensemencée par écaundlge d’'une suspension de DO = 0.5 Mc

Farland de la souche a testé



PN

EDTA

Figure : disposition des disques d’antibiotiques lilisés pour le test d’'EDTA

Apres 18 heures d'incubation, les souches idodiametre d'inhibition autour du disque IMP-
EDTA était supérieur a celui obtenu avec le disdjiidP seul sont considérées comme souches

productrices de métallpdactamase



Annexe 4 :Evaluation de la formation du biofilm

La méthode tube (TM) :
A partir d’'une boite de culture de 24h, emsncer une colonie dans 10 ml de bouillon

BHIB supplémenté de 2% de saccharose puis inc@7é@ pendant 24h.

Aprés incubation on les rince avec le tampbosphate salin PBS (pH 7,3) et on les
séche. Chaque tube a été ensuite coloré par telariglet (0,1%) pendant 5 minutes. L'exces
de colorant a été supprimé et les tubes ont ét&slavec de I'eau distillée, puis séchés en

position renversée

La formation du Biofilm est considérée comme pwesitjuand un film visible double et
recouvre le mur et le bas du tube. La Formatiom doneau a l'interface liquide n'est pas
indicative de la formation du biofilm. La formatiale biofilms est notée comme de 0 pour

absent, + pour faible, ++ pour modéré et +++ gorir

Figure : Sélection des souches d’Acinetobacter adfehtes et non adhérentes

La méthode de Plaque de culture de tissus (TCP)
A partir d’'une boite de culture de 24h, daler une colonie dans 10ml de bouillon BHIB

supplémenté de 2% de saccharose puis incuber P8itant 18h.



On effectue une dilution au 1/100 avec du milieusfr(BHIB). Les 96 puits des microplaques
ont été remplis avec 0,2 ml de la dilution ainse @i 0.2 ml de bouillon de culture (BHIB)
qui servira de témoin stérile.

Aprées 18 heures d’incubation a 37°C le comtde chaque puits a été retiré en tapant
doucement sur les microplaques, les puits ontatésl quatre fois avec 0,2 ml de tampon
phosphate salin (PBS pH 7,2) pour éliminer les &snbactériennes planctoniques. Les
biofilms formés par 'adhérence des organismesilessdans la plaque ont été fixés avec de
l'acétate de sodium (2%) pendant 15 min et colaxéex du cristal violet 0.1 % pendant 5
minutes. L'exces de colorant a été ensuite rinaéupalavage en profondeur avec de
l'eaudistillée et les plaques ont été séchées

Les DO des biofilms bactériens coloréeséd@tus avec un lecteur microplaque standard
(BioteK InstrumentS8ELX 800) a une langueur d’onde de 450 nm. Les isaat été classés
en trois catégories : non adhérents, densité aptigale ou inférieure a 0.111 ; faiblement
adhérents, la densité optique de 0.111 a 0.222enf@nt adhérents, la densité optique est

supérieure a 0.222

Fig : Détection de la formation du biofilm par la méthodeTCP des souches

d’ Acinetobacter



Annexe05: EDTA

L'EDTA, ou acide éthyléne diamine tétraacétique,ussacide diaminotétracarboxylique de
formule GoH16N20s.

L'EDTA comporte six sites basiques, quatre corredpot aux bases conjuguées
(carboxylates) des fonctions carboxyliques et dearxespondant aux fonctions amines. Ces
sites basiques sont eégalement des centres ligtaisiant de I'EDTA un ligand hexadentate
(ou parfois tétradentate, lorsque seuls les sadsogyliques sont utilisés). C'est d'ailleurs sa
principale caractéristique, son fort pouvoir chefit(ou complexant) par lequel il forme des
complexes métalliques trés stables, ce qui erufapioison. Dans les complexes, I'EDTA est

lié aux cations métalliques sous la forme d'unsedebases conjuguées.

O _OH H\
\I: OH
N N ;\
(@) OH
O

Figure : structure chimique de 'EDTA

Applications :

Il est susceptible d'étre utilisé dans de nombreagplications, par exemple dans l'industrie
du papier, la photographie ou les industries dgyiéme et l'alimentaire (antioxygéne, agent
de conservation et séquestrant E385). En raisonsalgoxicité, la concentration est

evidemment adaptée a l'usage. L'EDTA est utilis# paiter des eaux (par exemple dans les

lessives), pour éviter les précipitations (entge)a

* En biochimie, 'EDTA est utilisé comme inhibiteuresd métallo-enzymes. Son
utilisation est trés fréquente dans la purificatii®s acides nucléiques (ADN ou ARN)
et des protéines (voir tampon TAE et tampon TBH).sEquestrant en particulier les

ions magnésium Mg, il blogue lactivitt de nombreuses nucléases spit



Annexe05: EDTA

dépendantes de cet ion. L'EDTA est également uibitebr des métalloprotéases a
zinc et limite ainsi I'nydrolyse des protéines dées extraits cellulaires. En génie
biologique, I'EDTA est utilisé en routine pour gtep l'activité de polymérases, la

chélation des ions calcium modifiant la conformaties enzymes.

En médecine, 'lEDTA, en formant des chélates feesg(du fer(lll)), permet de lutter
contre les surcharges tissulaires en fer (hypexssegg). L'EDTA est utilisé aussi dans
les intoxications par métaux lourds. Il est égaleimgilisé comme conservateur dans
les collyres, en conjonction avec d'autres conseuwva tels que le thiomersal ou le
chlorure de benzalkonium. L'EDTA est aussi utiiséhmeanticoagulant, notamment
dans les tubes de sang, puisqu'il capte les iofisgDasont un facteur important de la

coagulation.



Annexe 06 : WHONET 5.6

Introduction :

Le logiciel WHONET est une série de programmesrinfdiques qui facilite
la gestion des résultats des tests de sensihilitéamtibiotiques de germes bactériens.

Ce dernier utilisant ces données aide a la medlecompréhension de
I'épidémiologie des résistances aux antibiotiqude eléveloppement de pratiques de
prescription rationnelles et de procédures de rotentdes infections. Ces données
pourront étre employées a un niveau local et potiraaer les laboratoires dans la
sélection des antibiotiques en reconnaissant esarevant des problemes de

résistance au plan local et en identifiant deslprobs de contrdle de qualité.

Le but de WOHNET est I'établissement de réseautiomaux et

internationaux de surveillance permanente de datance sur une grande échelle.

Développé par John Stelling pour TOMS en 1989té& a@hoisi pour creer,
gérer et exploiter une base de données bactérplegia partir de fichiers issus de
diverses sources et de formats différents. Il pernmamment d’interpréter les
données de sensibilité aux antibiotiques a pagdiddnnées brutes quantitatives en
sélectionnant des valeurs critiques de référenos tapays. Il est possible de faire
une analyse croisée des antibiotiques et des bmEstélintégrer quelques données
individuelles sur le patient (sexe, date de naissamédecin prescripteur ou service)

et d’analyser les profils de résistance aux ariipies.

Plusieurs pays l'utilisent (voir figure ci-dessausne mise a jour réguliere est
faite pour ce programme, tenant compte des nowveleommandations des

différents comités d’antibiogramme.

En Algérie, ce logiciel est utilisé depuis 1999 pansemble des membres du
réseau de bactériologie (A.A.R.N.). Grace a c¢i,des résultats d’antibiogrammes
sont saisis puis analysés par les microbiologistesi permet I'édition d’un rapport
annuel d’évaluation sur les données de résistaact&tienne aux antibiotiques au

niveau national.



Annexe 06 : WHONET 5.6

I rays utilisant le WHONET

Source : www.whonet.org

Figure : Utilisation du logiciel WHONET dans le mondemai 2011

Caractéristiques du logiciel :

La saisie des données clinique et microbiologigaeelépistage systématique
ou d'études de recherche ;
Configuration modulaire permettant la personndbsatiu logiciel pour des
cliniques locales, des recherches et des besoitémiplogiques ;
Analyse des résultats de laboratoire, y compristgmnces en ligne isolés, les
statistiques des tests de sensibilité aux antirbierns, des études de profils de
résistance a plusieurs médicaments, et la détedeolhdpital et foyer de la
communauté ;
Lignes directrices d'interprétation de test de ibdité pour la plupart des
méthodes d'essai normalisées ;

Formats de structure de fichier de données sangliede sortie compatibles
avec une grande base de données, tableaux, leggtigtistiques et de

traitement de texte.



Annexe 7 : Préparation du BHIB additionné de 2% desaccharose

Domaine d’utilisation

Le bouillon coeur-cervelle, milieu nutritif tampodrest utilisé pour la culture d’'une trés
grande variété de microorganismes aéerobies ou@miadr incluant levures et moisissures. |l
convient aussi pour la mise en évidence de la glapbagulase

Historique

En 1919, Rosenow a formulé un excellent milieu pawulture des streptocoques en ajoutant
des fragments de tissu cérébral a du bouillon giéicbe bouillon coeur-cervelle en est
dérive.

Principes
- Le bouillon coeur-cervelle reprend la formulegomale de Rosenow dans son principe.

- Sarichesse en éléments nutritifs permet auxébastexigeantes d’atteindre rapidement la
phase stationnaire de croissance

Formule - type
(Pouvant étre ajustée de facon a obtenir des peafaces optimales)

Pour 1 litre de milieu :

- Extrait cOUI-Cervelle ... 17,59
- Peptone pancréatique de gélating ........cccceeeeeiiiicniiiinnninnnnen. 10,0 ¢

- Chlorure de SOdiUm.........cooviiiiiiiiircee e 50¢9
- Phosphate disodique ........ccooooeiiiiiiiiiiieie e 25¢9
€111 [0 1 =T Q3

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,4 £ 0,2.
Préparation du BHIB additionné de 2% de saccharose

-Mettre en solution 37,0 g de milieu déshydraté&glig de saccharosalans 1 litre d’eau
distillée.

- Agiter lentement jusqu’a dissolution compléte.

- Répartir en tubes ou en flacons.

- Stériliser a 'autoclave a 121°C pendant 15 masut






Annexe 8 : Tampon phosphate salin

Le tampon phosphate salin(souvent abrég®BS, de I'anglaisphosphate buffered
saline) est une solution tampon couramment utilisée echinie. Il s'agit d'un soluté
physiologique contenant du chlorure de sodium, Hdosphate disodique, du phosphate
monopotassique et un peu de chlorure de potas&nngénéral, la concentration de ces sels
est celle du corps humain (isotonicité). Ce tampert surtout a rincer les cellules lorsqu'il
faut enlever toute trace de milieu avant de lagetdl est prévu pour un usage sur les cellules
maintenues hors de l'incubateur a; & n'est pas congu pour des incubations a lomgeter
Son pouvoir tampon repose sur le couple dihydrogléosphate / hydrogénophosphate {pK
7,2), qui est par ailleurs un des trois grands mi&o@es permettant le maintien du pH sanguin
(HPO? + H' = HL,POy).

Préparation :

Pour préparer 1000 mL de PBS 1x :

Concentration et réactifs| Quantité

137 mM NaCl 8,0 g/L
2,7 mM KCI 0,2 g/L
10 mM NaHPO, 1,44 giL

1,76 mM KHPO, 0,24 g/L

Pour certains usages, on ajoute a ce tampon udesellcium (CaG) ou de magnésium
(MgCly).

La facon la plus simple de préparer une solutiofPB8& est d'utiliser des comprimeés
commerciaux de tampon PBS. lls sont formulés paumdr une solution de PBS préte a
I'emploi apres dissolution dans une certaine gtéadtau distillée

Applications :

Le tampon phosphate a de nombreuses applicatiopsirdson isotonicité et sa non-
toxicité. Il peut étre utilisé comme solvant, etreoe solution de rincage. Comme il structure
I'eau autour des biomolécules (protéines, protéameymatiques, etc.) immobilisées sur des
surfaces solides, le tampon phosphate peut aussutfisé comme diluant pour assurer le
stockage a sec de celles-ci. Ces couches mincas pkrmettent d'empécher la dénaturation
des biomolécules, ou des changements conformagiotedst possible d'utiliser un tampon

carbonate pour assurer la méme fonction, mais -celest moins efficace. Le tampon



Annexe 8 : Tampon phosphate salin

phosphate peut également servir de spectre denéien ellipsométrie lors de la mesure de
l'adsorption d'une protéine, dans le cas ou lejm@s sont par la suite mesurées diluées dans

cette méme solution de PBS.

Des additifs permettent d'étendre son champ d@ijn. Ainsi, un mélange d'EDTA
et de PBS permet de détacher des cellules amagsgesvanche, son utilisation avec des
meétaux bivalents peut causer un précipité. Pougesee d'usage, un tampon de Good est

souvent plus adapté.
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Acinetobacter spp : formation de biofilm et résistance aux
antibiotiques

Résumé :
Acinetobacter est un coccobacille a Gram négatif immobile, togsinu par son

implication dans les déférents types d’infectiormsatomiales, a cause de sa capacit¢ de

persisté dans I'environnement hospitalier par lention de biofilm. Il pose actuellement un
probléme émergent de multirésistance aux antihiesgnotamment aulactamines
Cette étude a porté sur 33 isolats cliniqueAcidietobacter spp, sur leur profil de
résistance aux antibiotiques et sur leur aptitugiéodmer des biofilm au laboratoire central|de
Microbiologie du CHU de Batna. Ces souches étaisolees a partir de divers produijts
pathologiques et dispositifs médicaux, les isolamis été répartis en fonction de plusieurs
parametres (la nature de prélevements, age, saxages, le profil de résistance, et la capagité
de former un biofilm).
La majorité des isolats proviens des unités dessoiensifs (Bralés 32%, Chirurgies 20
%, Réanimation 18 %). lls présentent des taux déstedce trés élevés pour toutes |les
molécules étudiées (sauf la colistine) dépasse cayportés par d’autres études. (Imipénéme
72.73 %, Pipéracilline 96.97%, Ticarciline 96.97%mikacine 81.82%, Ciprofloxacine
75.76%, ...etc). avec une capacité considérablmeer des biofilm, en plus la résistance a
tous les antibiotiques testés était comparativerplest élevée chez les soucheAdihetobacter

productrices de biofilm que chez les non prodoegi

Ces resultats, doivent inciter, la bonne pratige® miesures d’hygiene dans nos servijces

hospitaliers vue qudécinetobacter est germe nosocomiale, et au respect du bon wege
antibiotiques par les prescripteurs et les patiafitsde préserver les molécules.

Mots-clés : Acinetobacter spp, résistance aux antibiotiques, biofilm

Lieu d’étude :
e Laboratoire centrale de microbiologie du CHU dénBa




Abstract :

Acinetobacter is a genus of Gram-negative non-motile bacterial] wnown for his
implication in deferent types of nosocomial infeas due to its ability to persist in the
hospital environment by biofilm formation. Therecigrrently a problem emerging multidrug

resistance to antibiotics, includifigactams

This study involved 33 clinical isolates of Acinb&xter spp, their antibiotic resistance
profile and their ability to formig biofilm in theentral laboratory of Microbiology of the
Hospital University of Batna. These strains weated from various pathological products
and medical devices, strains were divided accortlingeveral parameters (type of sample,

age, sex, services, resistance profile, and tHityatiol form a biofilm) .

The majority of isolates came of ICUs (Burns 32%628urgery, Resuscitation 18%).
They have very high resistance to all moleculetetkéexcept colistin) exceeds that reported
in other studies. (Imipenem 72.73%, 96.97% Pip8maciTicarcillin 96.97%, 81.82%
amikacin, ciprofloxacin 75.76%, ... etc). with cmesable ability to form biofilm, while
resistance to all antibiotics tested was compaghtihigher in Acinetobacter strains whos

produce biofilm than in non-producers.

These results should encourage the good practicénigiene in hospital services
because Acinetobacter is a nosocomial germ, anesfmect for the good use of antibiotics by

prescribers and patients to preserve molecules




Résumé :

Acinetobacter est un coccobacille a Gram négatif immobile, tcésnu par son
implication dans les déférents types d’infectiomsatomiales, a cause de sa capacité de
persisté dans I'environnement hospitalier par tantion de biofilm. Il pose actuellement un

probléme émergent de multirésistance aux antihiesgnotamment aulactamines

Cette étude a porté sur 33 isolats cliniqueAcidietobacter spp, sur leur profil de
résistance aux antibiotiques et sur leur aptituelédodmer des biofilm au laboratoire central
de Microbiologie du CHU de Batna. Ces souches#gtasolées a partir de divers produits
pathologiques et dispositifs médicaux, les isolamts été répartis en fonction de plusieurs
parametres (la nature de prélevements, age, serdces, le profil de résistance, et la
capacité de former un biofilm).

La majorité des isolats proviens des unités dessoitensifs (Brilés 32%, Chirurgies
20 %, Réanimation 18 %). lls présentent des tauxédistance trés élevés pour toutes les
molécules étudiées (sauf la colistine) dépasse @qportés par d’autres études. (Imipéneme
72.73 %, Pipéracilline 96.97%, Ticarcilline 96.97%mmikacine 81.82%, Ciprofloxacine
75.76%, ...etc). avec une capacité considérablerdeer des biofilm, en plus la résistance a
tous les antibiotigues testés était comparativemphis élevée chez les souches

d’Acinetobacter productrices de biofilm que chez les non prodoeti

Ces résultats, doivent inciter, la bonne pratiges dhesures d’hygiéne dans nos
services hospitaliers vue gieinetobacter est germe nosocomiale, et au respect du bon usage

des antibiotiques par les prescripteurs et legptiafin de préserver les molécules
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