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qui illumine la voie devant m’indiquer le chemin de I’honneur. Chéres tantes en ce jour de
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longévité et qu'il m'aide a ce que je puisse accomplir pleinement mes devoirs envers toi. Si
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A mes belles sceurs : Rokia, Aissata, Adama, Fatoumata, seba, Wassa, Ramatou

Comme le nom le dit, soyez toujours belles, oui belles pour mes fréres. Merci pour ces moments

de joie, de soutien. Soyez heureuses.
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ETUDE DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES DES ESPECES DE « Pseudomonas aeruginnosa et Acinetobacter baumannii »
ISOLEES DE JANVIER 2020 A DECEMBRE 2020 DANS UN LABORATOIRE PRIVEE A BAMAKO

1. Introduction

La résistance aux antibiotiques est un probléme mondial de santé[1]. L’émergence et la
diffusion de la résistance aux antibiotiques représentent une menace majeure de sante publique
aussi bien dans les pays développés que dans les pays en voie de développement[2]. La
surveillance de la sensibilité des bactéries pathogénes aux antibiotiques est une nécessité car
les maladies infectieuses sont I’'une des premieres causes de consultation et 1’antibiothérapie est
une pratique courante en medecine curative[3]. La résistance se diffuse rapidement parmi de
nombreux agents pathogenes aussi bien hospitaliéres que communautaires[4].Les bactéries
multirésistantes qui cumulent de nombreuses résistances acquises posent des problémes
particuliers de par, leur fréquence et leur conséquence thérapeutique, tant a 1’hopital
(Staphylococcus aureus résistants a la méticilline, Klebsiella pneumoniae productrices de
BLSE, P. aeruginosa résistants a I’imipénéme) que dans la communauté (pneumocoques de
sensibilité diminuée a la pénicilline)[5]. Bacille a Gram négatif, saprophyte de I’environnement
hydrique, P. aeruginosa apparait aujourd’hui comme un pathogéne majeur au sein des
établissements de santé, ou il est responsable de 10 % des infections nosocomiales, ce taux
augmentant jusqu’a 15 % dans les services de réanimation. Le portage endogene a I’admission
des patients et I’acquisition des souches en cours d’hospitalisation, soit a partir de
I’environnement hydrique, soit par transmission croisée de patient a patient, représentent les
différentes voies de contamination précédant la survenue des infections. La dissémination de
clones épidémiques précéde le plus souvent 1’acquisition d’une multi-résistance aux
antibiotiques chez un patient donné sous ’effet de la pression de sélection des antibiotiques. Le
P. aeruginosa est une bactérie opportuniste pathogéne ne provoquant de maladie que chez le
sujet immunodéprimé ou bien lorsqu' il est inoculé accidentellement [6]. 1l est responsable de
10 a 20 % des infections nosocomiale [7]. Le P. aeruginosa a une résistance naturelle a de
nombreux antibiotiques tels les aminopénicillines, les céphalosporines de premieres et
deuxiemes geénérations, la streptomycine, la kanamycine, les quinolones classiques, les
phénicolés, les tétracyclines et le triméthoprime [8]. L'introduction des antibiotiques en
thérapeutique a favorisé I'émergence de souches multirésistantes, ce qui explique de nombreux
échecs thérapeutiques. Toute fois, la fréquence de la résistance de P. aeruginosa varie d'une
région a l'autre, d'un hopital a l'autre, d'un service a l'autre a cause de la pression de sélection
exercée selon les molécules utilisées [9].

Acinetobacter.spp est un coccobacille a Gram négatif non fermentant qui a une grande capacité

de survie a la fois sur le corps humain, les animaux et dans les réservoirs environnementaux
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[10]. L’ Acinetobacter est un pathogéne opportuniste connu pour sa résistance intrinseque aux
antibiotiques et sa grande capacité d’acquérir rapidement des génes de résistance sous forme
d’¢léments génétiques mobiles (plasmides, transposons, cassettes d’intégrons et séquences
d’insertion) [11]. Le genre Acinetobacter, regroupe a ce jour pres d'une cinquantaine d'especes,
et parmi elles, A. baumannii est la plus impliquée dans la pathologie humaine. L’A. baumannii
est apparu ces dernieres années comme l'un des pathogénes qui pose le plus de probléemes des
épidémies d’infections associées aux soins, de résistance aux antibiotiques, de morbidité, de
surcout et de mortalité surtout chez les patients gravement malades hospitalisés dans les unités
de soins intensifs (USI) [12]. Il est devenu une menace mondiale avec une impasse
thérapeutique de plus en plus décrite. En effet cet organisme présente généralement une
résistance a plusieurs antibiotiques. Les données de la littérature ont montré que les infections
a A. baumannii représentent 7,9 % des pneumopathies acquises sous ventilation mécanique et
5,7 a 15,7 % des bactériémies dans les USI. Une étude multicentrique ayant inclus 75 pays de
tous les continents du monde a montré que le taux des infections a A. baumannii dans les
services de réanimation était de 19,2 % en Asie ; 17,1 % en Europe de I’Est ; 14,8 % en Afrique
; 13,8 % en Amérique centrale et en Amérique du Sud ; 5,6 % en Europe de 1’Ouest ; 4,4 % en
Océanie et 3,7 % en Amérique du Nord [13]. Elle était de 15 % chez les patients VIH positifs
d'Afrique du Sud [14] et de 13 % dans les services des brulés Canadiens[15]. Dans notre région,
les études sur la prévalence des infections a A. baumannii sont rares et anciennes. Une étude
Marocaine réalisée sur la période de 2002 a 2005 a montré que cette bactérie représentait 13,63
% des isolats cliniques d'hémocultures dans les unités de soins intensifs (USI) [6] et dans une
autre étude marocaine publiée en 2007[16], elle représentait 6,74 % de tous les bacilles a Gram
négatif. Au Mali la prévalence des infections nosocomiales est estimée a 14%, au Sénégal a
10,9%, en cote d’ivoire a 12% [17]. Cette résistance préexiste a I’utilisation des antibiotiques
mais [’utilisation intensive, mal adaptée et mal suivie de ces molécules conduis & la sélection
de nombreuses souches résistantes. Ce phénomeéne de résistance a pris une évolution tellement
importante que de nos jours, la seule connaissance de I’espece bactérienne ne permet plus de
prédire ’efficacité d’une antibiothérapie. L’émergence de ce germe représente un sérieux
probléme thérapeutique et épidémiologique, d’ou la nécessité de la mise en place d’un systéme
de surveillance de I’environnement microbien de I’hdpital et ’application de strictes mesures
d’hygiene. Tous ces constats font qu’il est nécessaire d’évaluer réguliérement la résistance des
bactéries pathogenes dans notre pays. Ce travail est une contribution a cette évaluation au Mali.

La présente étude vise les objectifs suivants :
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2. OBJECTIFS :

2.1 OBJECTIF GENERAL
Etudier la résistance aux antibiotiques des souches « de Pseudomonas aeruginosa et

Acinetobacter baumannii » isolées au laboratoire PA et KA de Bamako.

2.20BJECTIFS SPECIFIQUES
» Déterminer la fréquence d’isolément des souches « de Pseudomonas aeruginosa et

Acinetobacter baumannii » des différents prélevements au laboratoire PA & KA de
Bamakao,

» Decrire la fréquence de la résistance aux antibiotiques des souches « de Pseudomonas
aeruginosa et Acinetobacter baumannii » isolées au cours de notre periode d’étude

> ldentifier les différents phénotypes de résistance aux antibiotiques des souches « de
Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii » isolées au cours de notre période
d’étude.

» Determiner la fréquence des souches multirésistantes « de Pseudomonas aeruginosa et

Acinetobacter baumannii » isolées au cours de notre étude.

These de Pharmacie 2021-2022 M. ASSANA DOUMBIA



ETUDE DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES DES ESPECES DE « Pseudomonas aeruginnosa et Acinetobacter baumannii »
ISOLEES DE JANVIER 2020 A DECEMBRE 2020 DANS UN LABORATOIRE PRIVEE A BAMAKO

3. Généralités

3.1 Pseudomonas aeruginosa :
3.1.1 Historique[6] :

Le P. aeruginosa ou bacille pyocyanique a été isolé en1882 par CARLE GESSART a partir du
pus bleu d'infections cutanées post-chirurgicales. Commensal du tube digestif, mais peu
abondant chez le sujet sain, il occasionne de nombreuses infections chez les sujets fragilisés.
Cependant avec I'ere des antibiotiques, le bacille pyocyanique a émergé comme une cause

majeure d'infections nosocomiales.

3.1.2 La Taxonomie :

Le vaste groupe des BGN-nF a fait I’objet de nombreux remaniements taxonomiques avec
I’apport des données génomiques ayant pour conséquence 1’établissement d’une classification
plus précise concernant les Pseudomonas et apparentés et la réassignation dans de nouveaux
genres ou le transfert dans des genres déja existants. En dehors de quelques espéces (P.
aeruginosa) dont I’identification pose peu de problémes. L’identification phénotypiques des
autres BGN-nF est restée longtemps difficile, avec le recours nécessaire a des méthodes
moléculaires (séquencage des génes rrs (DANr 16S), rpoB, gyrB, recA, ect...). La
spectrométrie de masse de type MALDI-TOF a révolutionné 1’identification bactérienne y
compris celle des bacilles a Gram négatif permettant 1’identification au niveau de 1’espéces et
au niveau de genre (ou complexe) dans respectivement 75 a 90 % et 90 a 100 % de ceux-ci
selon les études. Seulement environ 5 % des souches testées ne sont pas correctement identifiées
ou sont non identifiables par cette technique [16]. Selon la 9°™ édition de Bergey’s manual of
systematic bacteriology (1994) P. aeruginosa est classée comme suite :

Tableau I: Classification taxonomique de Pseudomonas aeruginosa[18].

Domaine Bacteria
Phylum Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomondales
Famille Pseudomonaceae
Genre Pseudomonas
Espéce Pseudomonas aeruginosa
Thése de Pharmacie 2021-2022 M. ASSANA DOUMBIA
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3.1.3 Habitat:

Le P. aeruginosa est une bactérie saprophyte, tres répandue dans l'air, le sol, I'eau, les
téguments et muqueuses de I'Homme et des animaux. Elle peut également contaminer le
matériel hospitaliere, hotelier (robinetterie), médical (sondes, trocarts, cathéters) ou chirurgical
(instruments, matériels de prothese), les solutions antiseptiques, les solutés injectables, des

produits médicamenteux ou cosmétiques.

3.1.4 Caracteéres culturaux :

Le P. aeruginosa est une bactérie aérobie stricte utilisant pour sa respiration les nitrates comme

accepteurs d'hydrogéne. En milieux anaérobies contenant des nitrates, il pousse dans toute la
hauteur du tube. Le bouillon est troublé avec développement d'un voile en surface limité a un
simple anneau adhérent aux parois du tube. La culture, tres alcaline exhale une odeur
aromatique (ou odeur de seringua). Quelques jours plus tard, un sédiment visqueux s'accumule
en profondeur. Sur gélose nutritive, les colonies apparaissent souvent dissociées :
» Des colonies de grande taille (1 & 3mm), a bords irréguliers, en ceuf sur le plat ;
» Des colonies plus petites (1 a 2 mm), lisses, régulieres, bombées.
On observe également des colonies de type R (rugueux) ou M (muqueux) : bombées, opaques,
visqueuses. Les souches isolées de malades atteints de mucoviscidose ont un aspect muqueux
et donnent des colonies tres visqueuses. En quelques jours (2 a 4), on assiste a un bleuissement
ou verdissement des milieux de culture di aux pigments diffusibles (pyocyanine et pyoverdine)
élaborés par la bactérie. Certaines souches ne produisent qu'un seul pigment et moins del %
des souches ne synthétisent aucun pigment.

3.1.5 Morphologie et structure :

Le P. aeruginosa est un bacille a Gram négatif, fin de 1,5 a 3 um de long et 0,5 a 0,8 um de
large, non sporulé et non capsulé. Il est tres mobile grace a une ciliature polaire en général mono
triche. De I’extérieur vers I’intérieur on distingue la membrane externe, le peptidoglycane et la
membrane cytoplasmique. La membrane externe est une double couche lipidique asymétrique
comprenant deux feuillets : le feuillet externe est constitué par le lipopolysaccharide et le
feuillet interne par les phospholipides. La membrane externe contient des protéines dont des
protéines majeures et des protéines mineures. Parmi les protéines majeures il y a des porines.
Les porines interviennent dans la pénétration des antibiotiques, particulierement les Béta-
lactamines et leur mutation donne une résistance. Le phénomeéne d’efflux actif existe chez P.

aeruginosa. L’ensemble de la pompe a efflux est un systéme de 3 protéines : Mex B, Mex A et
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Opr M. La résistance aux fluoroquinolones est le reflet de I'hyperpression d'un ou plusieurs
systemes d'efflux capables d’exporter les fluoroquinolones, les tétracyclines, le
chloramphenicol, les Béta-lactamines y compris les carbapénemes.

3.1.6 Caracteres biochimiques

3.1.6.1 Métabolisme :
Le P. aeruginosa posséde :

Oxydase : Non fermentant

Nitrate : réductase (réduction des nitrates pouvant aller jusqu' au stade d’azote gazeux)

Un métabolisme oxydatif des sucres, appréciable sur milieu MEVAG (Milieu pour ’Etude de la

Voie d'Attaque des Glucides) ou de HUGH et LEIFSON.

Une argininase

D’hydrolase

Une lécithinase (qui ne peut étre révélée qu'en milieu liquide)

Un pouvoir protéolytique : liquéfaction de la gélatine en entonnoir puis en coupe renversée.
3.1.6.2 Mise en évidence des pigments :
Le P. aeruginosa élabore des pigments bleu (pyocyanine), vert (pyoverdine). Ces pigments
sont visibles sur milieux ordinaires ou sérum de beeuf coagulé. On doit parfois avoir recours a
des milieux spéciaux, types milieux de King A et King B.

La pyocyanine :
C'est un dérivée de la phénazine. Elle est responsable de la coloration bleue des milieux de
culture. Sa production est favorisée sur milieu de King A. Elle est soluble dans I'eau et le
chloroforme. En présence d'acide fort, elle devient rouge. Oxydée, elle devient jaune (ce qui
se produit parfois spontanément apres exposition prolongée a la lumiére). On obtient un leuco-
dérive incolore apreés réduction.

La pyoverdine :

C’est un pigment vert fluorescent, soluble dans I'eau mais non dans le chloroforme. Sa
production est maximale sur milieu de King B Oxydée (cas des cultures agées), elle devient
rouge.

Le pigment érythrogéne (rouge) : la pyorubrine

Le pigment mélanogene (noir) : la pyomélanine
Ces deux derniers pigments sont beaucoup plus rares et moins significatifs.

Colonie de P. aeuuginosa gélose Mueller Hinton :
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Ces cultures dégagent une odeur caractéristique de raisin ou de seringa. Il existe trois types de
colonie de P. aeruginosa

e Les colonies larges : sont grandes, rugueuses convexes et lisses.

e Les colonies muqueuses : sont bombées, opaques visqueuses, filantes ou parfois
coulantes. Elles possédent une pseudo-capsule constituée d’alginate. Cet aspect
s’observe surtout dans les sécrétions bronchiques des patients atteints de
mucoviscidose.

e Les colonies Sm (Small) : sont rondes petites, convexes et lisses.

3.1.6.3 Les facteurs de virulence et Pouvoir pathogene [8]:
Le P. aeruginosa est une bactérie de faible virulence. Cependant lorsque les défenses

immunitaires de I'néte sont effondrées, ce germe peut exprimer de nombreux facteurs de
virulence qui jouent un réle certain dans sa pathogénicité. Ce sont entre autres :

» Lespili:

IIs sont responsables de la fixation aux cellules épithéliales. En effet 90 % des fonctions
d'adhérence de P. aeruginosa sur des pneumocytes humains sont dépendants du pilus.

» L ’alginate :

La production d'alginate survient dans certaines circonstances (infections pulmonaires au cours
de la mucoviscidose par exemple). L'alginate est un copolymére linéaire d'acide D-
mannuronique et de son épimere en C5, l'acide L-guluronique liés par des liaisons Béta-1,4.
L’alginate permet de protéger la bactérie contre la phagocytose, la déshydratation et I'action des
antibiotiques. Elle favorise I'adhérence des bactéries aux cellules épithéliales du tractus
respiratoire. Elle favorise également I'implantation des souches mucoides rencontrées lors de la
mucoviscidose ou des infections urinaires chroniques.

» Le lipopolysaccharide (LPS) :

A une activité anti phagocytaire, il est incriminé dans la genése de la fievre, du choc et du
syndrome de coagulation intravasculaire disséminée.

» Le flagelle :

Constitué par I'empilement d’un seul sous unité protéique, la flagelline de type a ou b. Il joue
un role essentiel dans la mobilité et vraisemblablement un réle indirect dans l'adhérence
cellulaire. Le réle du flagelle dans la pathogenese semble établi puisque des souches non

flagellées sont sévérement atténuees dans leur virulence.
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» Pyoverdine et pyochéline :

Sont les sidérophores les mieux caractérisés et jouent un réle important dans la pathogenése de
P. aeruginosa.

» Pyocyanine :

C’est un inhibiteur mitochondrial.

» Les ADP-ribosyltransférases :

Ces enzymes hydrolysent le nicotinamide adenine dinucléotide (NAD) en nicotinamide et
ADP-ribose. Ces enzymes transferent ensuite le résidu ADP-ribose sur un substrat (facteur
d'élongation EF2, protéine G régulant I'adenylate-cyclase, actine). Les ADP-ribosyltransférases
different non seulement selon la nature du substrat sur lequel elles agissent, mais aussi par la
vitesse d'hydrolyse du NAD et de la réaction d’ADP-ribosylation.

Deux enzymes de ce type sont élaborées par P. aeruginosa :
e L’exotoxine A :
Agit a l'instar de la toxine diphtérique en inhibant les synthéses protéiques cellulaires par
blocage du facteur EF2 d'élongation. Sa synthese est augmentée dans des conditions de carence
en fer.
e L'exoenzymeS:

Possede une activité ADP-ribosylante. Elle interfére donc avec la réponse immunitaire de I'néte
en plus de son role dans l'adhérence. In vivo, elle entraine la dépolymérisation des
microfilaments d'actine et contribue a la résistance aux macrophages.

» La phospholipase C :

Hémolysine thermolabile, détruirait le surfactant pulmonaire et serait responsable avec les
protéases des lésions nécrotiques et hémorragiques.

» Lerhamnolipide :

Glycolipide thermostable, augmenterait l'activité de la phospholipase C par son action
détergente.

> Les élastases :

Jouent un réle dans la pathogenése en provoquant des hémorragies et des nécroses tissulaires.
» La cytotoxine (ou leucocidine) :

Elle agit directement sur les leucocytes. Libérée hors des cellules durant les étapes tardives de
la croissance, elle cause alors la formation de pores dans les membranes cellulaires, ce qui
résulte en une augmentation de la perméabilité et une libération des enzymes lysosomiaux.

Ces altérations conduisent a une inflammation sévere des tissus et a la nécrose.
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» Lalipase:
Produit une forte réaction inflammatoire en synergie avec la phospholipase C.
» Laneuraminidase :
Facilite I'attachement de la bactérie a la surface des cellules eucaryotes. Pouvoir pathogene
naturel des P. aeruginosa est une bactérie opportuniste qui provoque rarement des infections
chez les sujets en bonne santé. Il s'agit alors :

e D’infestations massives par exemple chez les nageurs de piscine contaminée

¢ Oud'inoculations traumatiques directes dans un tissu ou une cavité (meningites

ou ostéomyelite d'inoculation).

En fait, il est de régle que les infections a pyocyanique surviennent chez les malades fragilisés
en milieu hospitaliére. L'antibiothérapie favorise I'implantation des bactéries sur la peau ou les
mugqueuses de ces malades. Le concept d'immunodépression inclut I'état consécutif aux stress,
a des traumatismes divers (brQlures, fractures, interventions chirurgicales, injections
intraveineuses d'héroine, manceuvres instrumentales), a des chimiothérapies neutropéniantes
utilisées par le traitement des cancers ou des leucémies mais aussi les tares (diabete,
mucoviscidose, ...), la malnutrition (kwashiorkor), 1’age (prématurité) ou le délabrement
physiologique (vieillesse).
» Les infections de la peau :
L'implantation de P. aeruginosa sur le revétement cutané est favorisée par :

e L’humidité (localisation aux zones périnéales, fréquence des infections en

régions tropicales, ...).
e L’existence des lésions sous - jacentes (eczémas, dermatites, traumatismes,

bralures, ulcéres du décubitus).

3.1.7 Cas particulier de la mucoviscidose :

Le P. areuginosa est un agent pathogéne opportuniste qui « colonise » 1’épithélium respiratoire
des patients présentant des conditions prédisposantes ; telle la mucoviscidose, la ventilation
mécanique, I’immunodéficience ou la présence d’une maladie pulmonaire, comme la BPCO.
Son unique flagelle ainsi que ses pili sont responsables de la mobilité de la bactérie et de son
adhésion a I’épithélium respiratoire. La mucoviscidose, dont la prévalence est estimée a 0,74
pour 10 000 habitants dans 1’Union Européenne fait partie des maladies rares [17], elle est
néanmoins la plus fréquente des maladies monogénique potentiellement grave des 1’enfance

dans les populations d’origine Européenne. Il s’agit d’une maladie héréditaire a transmission
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autosomique récessive due aux mutations du géne CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator), dont la plus fréquente est la mutation F508del [19]. La surinfection
broncho-pulmonaire, qui se traduit par des épisodes d’exacerbations, est un probléeme majeur
pour les malades, les deux germes les plus fréquemment responsables d’infection étant le P,
aeruginosa et le staphylococcus aureus, fortement impliqués dans 1’aggravation de I’atteinte
pulmonaire [20]. L’atteinte pulmonaire de la mucoviscidose conduit a 1’apparition d’une
dilatation des bronches avec une infection bactérienne chronique. P. aeruginosa, est 1’agent
pathogéne majeur infectant les patients mucoviscidosiques. Aprés I’infection initiale ou
I’éradication de la bactérie est possible, une infection chronique affecte environ 75 % des
adultes mucoviscidosiques [21]. Son éradication est a ce jour-quasi-impossible en cas

d’infection chronique avérée.
3.2 Acinetobacter baumannii :

3.2.1 Historique :

L'histoire du genre Acinetobacter a commencé en 1911 lorsque Martinus Willem Beijerinck,
un microbiologiste néerlandais, a identifié¢ un micro-organisme nommé Micrococcus
calcoaceticus a partir d'échantillons de sol [22] en 1954, Brisou et Prévost proposaient la
nomination du genre Acinetobacter (du grec Akinetos qui signifie immobile) pour regrouper la
collection hétérogéne de bactéries immobile, Gram négatif, oxydase positive ou oxydase
négative. Le genre d’Acinetobacter a été précédemment désigné comme Bacterium anitratum,
Herellea vaginicola, Mima polymorpha, Achromobacter, Micrococcus calcoaceticus,
Diplococcus, B5W et Cytophaga [23]. Dans son édition de 1974, le manuel de bactériologie
systématique de Bergey a répertorié le genre Acinetobacter avec la description d'une seule
espéce : Acinetobacter calcoaceticus [24]. En 1986, Bouvet et Grimont ont décrit 12 especes
génomiques d'Acinetobacter dont seulement quelques-unes sont référées a A. baumannii, A.
calcoaceticus, A. haemolyticus, A. junii, A. johnsonii et A. lwoffii en utilisant la méthode
d'hybridation ADN / ADN [21-23]. Depuis 1991, le genre Acinetobacter appartient a la famille
des Moraxellaceae dans I'ordre des Gammaprotéobactéries composé par Moraxella,
Acinetobacter et Psychrobacter. Plusieurs publications ont permis la découverte de 57 noms
d'espéces validés incluant les synonymes hétérotypiques.
(Http://doi.namesforlife.com/10.1601/tx.2765ethttp://www.bacterio.net/acinetobacter.html#r)
A. baumannii est I'espéce la plus fréquente et la plus souvent impliquée en pathologie. Elle

représente plus de 90% des isolats cliniques, et présente des caractéristiques qui la différencient
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des autres espéces notamment en termes de pathogeénicité, d'épidémiologie et de résistance aux
antibiotiques. Certaines especes sont étroitement liées génétiquement et difficiles a distinguer,
en particulier A. Calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis, A. seifertii et A.
dijkshoorniae qui sont regroupées sous le terme complexe A. baumannii calcoaceticus [25]. Il
existe un nombre élevé d’especes dont le statut taxonomique est encore inconnu. La taxonomie
du genre Acinetobacter souffre encore de nombreux inconvénients tels que la nomenclature
confuse des taxons provisoires, la description de I'espece en se basant sur un seul isolat, le statut
taxonomique incertain des mémes especes (expérimentales), un nombre élevé des especes
encore non classées et le manque de méthodes d'identification fiables. La nomenclature est
strictement réglementée par Code international de nomenclature des bactéries. Parmi les 57
noms d'especes validement publiés, 4 noms d’especes sont des synonymes hétérotypiques car
ils sont similaires sur le plan taxonomique, donc il existe approximativement 53 noms d’espéces

validés. Les chercheurs ont fourni des informations intéressantes contre la validité de 4 espéces

» Dunlap et Rooney en 2018 ont démontré qu’A. dijkshoorniae et A. lactucae étaient des
synonymes hétérotypiques en se basant sur les regles de priorité, les comparaisons
génomiques basées sur des hybridations ADN-ADN, l'identité nucléotidique moyenne et
I’étude phylogénétique que ces souches A. dijkshoorniae et d’A. lactucae était identiques.
Donc A. lactucae devrait étre reclassifié et considere synonyme hétérotypique ultérieur d’A.
dijkshoorniae [26].

» Nemec et Radolfova-Krizova en 2016 ont reporté qu’il n’y avait pas de preuve taxonomique
valable pour différencier les souches d’A. bohemicus et A. pakistanensis. Les valeurs
moyennes d’identités nucléotidiques (95,9 et 96,1%) entre les séquences des génomes
entiers des souches d’A. bohemicus et A. pakistanensis ont confirmé I'identité de ces souches
au niveau de l'espéce. L’analyse comparative des séquences de rpoB, des empreintes de
MALDI-TOF, des sequences du géne de I'ARNr 16S, des caractéristiques meétaboliques et
physiologiques des souches d’A. pakistanensis étaient identiques celles d’A. bohemicus sur
la base de ces résultats, ils ont conclu qu’A. pakistanensis est un synonyme hétérotypique
ultérieur d'A. bohemicus [27].

» Nemec et Radolfova-Krizova en 2017 ont aussi prouve une grande similarité des souches
d’A. indicus et d’A. guangdongensis au niveau de I’espéce en se basant sur les valeurs
moyennes d’identité nucléotidique d'hybridation ADN-ADN (96,3%). En plus, les

caractéristiques métaboliques, physiologiques et chimiotaxonomiques d’A. guangdongensis
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¢étaient congruents a celles d’A. indicus et ils ont conclu qu’A. guangdongensis est un
synonyme hétérotypique plus tardif d'A. indicus[28].

» Vanechoutte et al en 2008 ont trouvé que les propriétés phénotypiques, les profils de
polymorphisme de longueur des fragments amplifiés (AFLP) et les séquences de I'ARNTr
16S et du géne rpoB de la souche d’A. grimontii étaient similaires a ceux d’A. junii et ils
ont confirmé qu'A. grimontii est un synonyme hétérotypique ultérieur d'A. junii[29].

Tableau Il : Classification taxonomique d’Acinetobacter baumannii[30].

REGNE BACTERIA
EMBBRANCHEMENT PROTEOBATERIA

CLASSE GAMMA PROTEOBACTERIA
ORDRE PSEUDOMONADALES
FAMILLE MORAXELLACEAE

GENRE ACINETOBACTER

Espéce Baumannii

3.2.2 Caractéristiques morphologiques structurale d’Acinetobacter baumannii :
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Figure 1: Coccobacille a Gram négatif d*A.baumannii[9].

Acinetobacter est un Coccobacille & Gram négatif, mesurant de 1,0 a 1,5um de diametre sur
1,5a 2,5 um de longueur, parfois encapsulée, souvent en diploco bacilles ou parfois en

chaines de longueur variable, non sporulées et immobile [31].
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Figure 2 : Acinetobacter baumannii, avec grossissement 26661x[32].

Les especes d'Acinetobacter contiennent une enveloppe cellulaire a couches multiples,
comprenant une membrane externe et une membrane cytoplasmique interne séparées par
I’espace peériplasmique [33]. La membrane cellulaire externe comprend des porines et des
canaux d'efflux qui contribuent a la résistance aux antibiotiques. En général, les porines sont
des canaux protéiques qui permettent le transport de molécules a travers la membrane et sont
également des sites de fixation pour les antibiotiques. Dans certains cas, les porines peuvent
permettre aux cellules d'adhérer a d'autres cellules bactériennes (comme dans la formation de
biofilms). Néanmoins, les porines peuvent permettre l'entrée d'antibiotiques et d'autres
composes antimicrobiens a travers la membrane cellulaire et dans le cytoplasme, ou ils
perturbent les processus enzymatiques normaux ou détruisent les fonctionnements cellulaires
et des organites[34]. Cependant, A. baumannii a moins de porines et plus petites que les autres
bactéries a Gram négatif, ce qui diminue la perméabilité cellulaire et augmente la résistance
aux antibiotiques. Seulement moins de 5% des molécules sont perméables & la membrane
cellulaire[35]. Dans certaines études, il a été constaté que la résistance aux carbapénemes, était
le résultat de I'absence d'un géne de la protéine de la membrane externe de 29 kDa appelé carO
(protéine membranaire externe associée au carbapénéme). La protéine CarO est impliquée dans
I'importation de carbapénéme dans la cellule[35]. On trouve également dans la membrane
cellulaire A. baumannii des canaux protéiniques et des transporteurs impliqués dans le
transport de I'ADN étranger dans la cellule. La protéine PilQ qui est localisée dans la membrane
externe, permet I'entrée initiale de I'ADN étranger. L'ADN se lie ensuite a la protéine ComE, et
il est transporté a travers l'espace périplasmique par le PilE, ou le pilus de type IV et a la fin par
la protéine transmembranaire ComA située dans la membrane interne. Le transport de I'ADN

par ComA permet son entré dans le cytoplasme A. baumannii. Une fois a l'intérieur de la
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cellule, cet ADN étranger est soit dégradé, intégré dans le génome ou dans le plasmide[36]. La
protéine A de la membrane externe de la bactérie (OmpA) présente un intérét particulier en ce
qui concerne la structure cellulaire d’A. baumannii. L'OmpA a été associée a la capacité d’A.
baumannii a former des biofilms sur des surfaces biologiques telles que la peau humaine, ainsi
que dans des environnements abiotiques tels que les cathéters [37]. En outre, 'OmpA est
considérée comme un composant majeur du mecanisme par lequel A. baumannii envahit les

cellules épithéliales [38].

Membrang
externe

Espace périplasmique

Membran
cytoplasntig

ADN ComEC

Figure 3: Les protéines transmembranaires de transport chez A. baumannii.

Le PilQ permet I'entrée initiale de I'ADN étranger dans la cellule.
L'ADN étranger est ensuite lié par la protéine ComE et puis il est dirigé vers le transporteur membranaire Cytoplasmique
ComA [36].

3.2.3 Habitat :
Bien que la plupart des espéces d’Acinetobacter soient ubiquitaires (sol, eau, veégetaux,
hommes), A. baumannii n’a pas de réservoir naturel connu en dehors de I’hépital [39]. Lors
d’épidémies hospitalieres a A. baumannii est retrouvé dans I’environnement clinique immédiat
du malade (appareils de ventilation, lit, matelas, tables...) et dans I’environnement humide
(siphons de lavabo, linge humide...) ainsi que sur les mains des soignants. En effet, ce germe
possede une capacité de survie prolongée dans 1’environnement, il résiste longtemps dans des
conditions environnementales variées, et résiste bien a la dessiccation [40]. La durée moyenne
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de survie sur une surface séche a été estimee a un (1) mois [41]. Sa durée de survie sur les mains
est supérieure & 60 minutes apreés inoculation de 104 unités formant colonies (UFC) par doigt
[42].
3.2.4 Métabolisme ou caractéristiques biochimiques :

Ces bactéries peuvent utiliser une sélection variée de matiéres organiques comme sources de
carbone. Les souches d’Acinetobacter spp ne réduisent généralement pas les nitrates en nitrites
en milieu complexe. lls obtiennent de I'azote a partir de sels d'ammonium et de nitrate. Donc,
elles ne sont pas capables de croitre en anaérobiose en utilisant les nitrates comme accepteur
final d'électrons. Ils sont capables d'utiliser les divers composés organiques pour le métabolisme
et la production d'énergie, y compris les sucres, les acides gras, certains acides aminés, les
chaines hydrocarbonées non ramifiées et certains composés aromatiques (y compris les acides
aminés aromatiques). L'utilisation des sucres comme source de carbone pour les voies
métaboliques par A. baumannii est limitée au D-glucose, au D-ribose, au D-xylose et au L-
arabinose [33]. L’oxydation du glucose et d'autres sucres en acide gluconique résulte de la
présence d’un glucose déshydrogénase membranaire. Le D-glucose est métabolisé par A.
baumannii par la voie d'etner-Doudoroff. Les pentoses utilisés par A. baumannii dans le
métabolisme sont dégradées par un aldose déshydrogénase. Les acides pentoiques oxydés sont
ensuite convertis en o-cétoglutarate en plusieurs étapes impliquant des meécanismes de
déshydratation et de déshydrogénation [33]. A. baumannii peut dégrader les composés
aromatiques par la voie du Béta-cétoadipate, impliquant la Béta-cétoadipate enol-lactone
hydrolase et la Béta-cétoadipate succinyl-CoA transférase en tant qu'enzymes principales du
métabolisme. Grace a cette voie, les composés aromatiques sont finalement convertis en acide
succinique et en acétyl-CoA [33]. A. baumannii utilise le systeme du cytochrome dans ses
voies de transport d'électrons. Il a été démontré que le cytochrome al, le cytochrome a2, le
cytochrome b1, le cytochrome c, ainsi que la flavine jouent un réle important dans les voies de
transport des électrons et de la respiration cellulaire d ’A. baumannii [33]. Dans le métabolisme
de l'acide nucléique, A. baumannii utilise l'uracile comme pyrimidine dans la synthese de
I'ARN et de 'ADN. Comme A. baumannii ne possede pas les enzymes telles que la thymine
phosphorylase et la thymidine kinase, il ne peut pas incorporer la thymine dans les molécules
d’ADN [33].
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3.2.5 Caractéres culturaux :
Toutes les espéces d’Acinetobacter sont strictement aérobies, non fermentant, prototrophes,
non fastidieuses, facilement cultivables sur la plupart des milieux ordinaires [43]. La plupart
des espéces se multiplie bien a des températures d'incubation de 20 a 37°C, avec des
températures optimales de croissance situées entre 33 et 35°C [44]. Mais certaines souches
peuvent se développer a des températures élevées[45]. Les colonies apparaissent généralement
non pigmenteées, lisses ou muqueuses (lorsque la capsule est présente), opaques, de couleur

blanche ou crémeuse, avec un diametre de 1-2 mm apres 18-24h d’incubation a 37°C.

3.2.6 Facteurs de virulence et pouvoirs pathogéne :

Nous n’avons trouvé aucune source spéecifiée dans le document actif. En général, les isolats
d’A. baumannii ont une faible virulence, mais ils ont développé un large éventail de stratégies
pour coloniser les surfaces inanimées et leurs hétes, et ils peuvent envahir les tissus profonds
des organes humains et causer des infections graves chez les patients immunodéprimés. Les
modeles animaux et les outils moléculaires ont été développes pour faciliter I'identification des
facteurs de virulence qui facilitent la pathogenése et la persistance d’A. baumannii. Les
caractéristiques qui contribuent a la virulence et a la pathogenése d’A. baumannii sont :
hydrophobicité de surface cellulaire, protéine de la membrane externe, vésicules de la
membrane externe, polysaccharides toxiques, systeme d'acquisition des métaux, formation de
biofilms, phospholipases, motilité et adhérence, composants de la membrane
polysaccharidique, Systémes de sécrétion des protéines, protéines liant la pénicilline et véro-
toxines [46].

» L'hydrophobicité de la surface cellulaire :
Elle est connue pour étre un déterminant essentiel de I'adhésion bactérienne et empéche la
phagocytose d’Acinetobacter spp. Elle est impliquée dans la fixation de ces bactéries a divers
dispositifs médicaux polymériques tels que les stimulateurs cardiaques, les cathéters et les
protheses, et elle est médié par la composition des parois cellulaires, les récepteurs de surface
cellulaire, les enzymes de surface cellulaire et les facteurs de colonisation [46].
» Motilité et adhésion :
A. baumannii, est connu d’étre une bactérie immobile en raison de l'absence des flagelles. La
motilité d'A. baumannii sur des surfaces semi-solides a été décrite pour la premiére fois par
Henrichsen en 1975, quand il a rapporté l'effet de l'environnement sur la motilit¢ d’A.
calcoaceticus sur le milieu gélosé [47]. Les études actuelles suggérent que ce pathogéne se

déplace sur des surfaces semi-solides a la suite d'un mouvement de contraction au lieu de celui
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de glissement, d'essaimage [47].Une étude récente a rapporté que les souches d’A. baumannii
isolées des hémocultures étaient moins mobiles que ceux des sites respiratoires alors que la
formation de biofilms par les isolats respiratoires était supérieure a ceux des hémocultures,
suggerant que les isolats d'A. baumannii nécessitent un temps suffisant pour se fixer et envahir
des cellules de 1’hote[48].

» Formation de biofilm :

A. baumannii possede la capacité de produire des biofilms qui contribuent a leur persistance
dans les milieux environnementaux et a la résistance aux antibiotiques. Les biofilms sont
constitués de communautés bactériennes complexes, attachées a la surface biotique ou
abiotique, enfermé dans la matrice de substances polymeéres extracellulaires, fournissant la
protection des bactéries dans des conditions délétéres telles que la dessication, la privation de
nutriments, les effecteurs immunitaires, les cellules phagocytaires et les antibiotiques. Ils sont
également connus pour étre impliqués dans des infections ; ils constituent un réservoir bactérien
a partir du quel A. baumannii colonise les patients intubés ou cathétérisés, conduisant a des
infections des voies respiratoires, a des infections sanguines et a une méningite associée au
shunt [49]. Le mécanisme de formation d’un biofilm « mature » sur une surface s’effectue
généralement selon les quatre étapes successives suivantes [50] :

e Transport des cellules vers le support solide par sédimentation (due aux forces de
gravité), mouvement Brownien (mouvement perpétuel aléatoire), turbulence du
liquide de suspension ou encore motilité des micro-organismes (cas des bactéries
ciliées ou flagellées) [51].

e Adhésion initiale, par interactions physico-chimiques entre micro-organismes et
support récepteur.

e Consolidation de ’adhésion par ’intermédiaire d’interactions moléculaires plus
spécifiques entre le micro-organisme et le support. Les structures polymériques
permettant ces interactions moléculaires sont : la capsule, le slime, le glycocalyx,
les exo polymeres, les fimbriae ou pili.

e Colonisation de la surface : cette colonisation résulte de la multiplication des
microorganismes. La croissance et la division des micro-organismes sont possibles
principalement grace aux nutriments (protéines absorbées a I’interface solide-
liquide). Les bactéries adhérant a la surface sécrétent des polymeres extracellulaires
ou glycocalyx qui emprisonnent les bactéries et les nutriments dans une matrice.

Cette couche muqueuse et les bacteries forment ainsi un biofilm [51].
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Figure 4:Etapes de la formation de biofilms microbiens [36].

» Les protéines de la membrane externe :

Les porines sont des protéines de la membrane qui module la perméabilité cellulaire. OmpA est
I'un des porines les plus abondantes dans la membrane externe chez A. baumannii. L'OmpA
est le facteur de virulence ayant les variétés de propriétés biologiques intéressantes et ayant été
identifiées in vitro [52]. L'OmpA se lie aux cellules épithéliales de 1’héte et induit I'apoptose en
libérant les molécules pro-apoptotiques, telles que le cytochrome c et les facteurs induisant
I'apoptose. Une autre étude a montré que I'OmpA induit la mort cellulaire en se fixant au niveau
des mitochondries ou des noyaux. L'OmpA joue également un réle important dans I'adhésion
et ’invasion des cellules épithéliales en interagissant avec la fibronectine, et se lie au facteur H
dans le sérum humain, qui peut permettre a A. baumannii d'échapper a la mort cellulaire médiée
par le complément. Le géne OmpA est nécessaire pour la persistance d'A.baumannii dans le
poumon de la souris. La principale porine de |’A. baumannii est I'OmpA, qui a 70 fois moins
d'activité sporogéne que celle de I’OmpF. En outre, le géne OmpA diminue significativement
les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de plusieurs antibiotiques (chloramphénicol,
I'aztréonam et I'acide nalidixique), ce qui suggére que I'OmpA participe aux systemes d'efflux
membranaires. L’OmpA améliore la survie et la persistance d’A. baumannii en facilitant la
motilité de surface et la formation de biofilm. OmpA aussi régule la biogenese des vésicules de
la membrane externe. La protéine Omp de 33 a 36 kDas (Omp33-36), qui agit comme un canal
de passage de I'eau, est une autre protéine de la membrane externe associée a la cytotoxicité
d’A. baumannii. Les souches dépourvues des protéines omp33-36 réduisent significativement

leur capacité d’adhésion et d'invasion des cellules épithéliales pulmonaires et la cytotoxicité
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pour ces cellules humaines. La délétion du géne omp 33-36 chez les souris présentant la
bactériémie & A. baumannii, atténue la Iétalité et réduit les concentrations bactériennes dans la
rate et les poumons. Une étude a montré que la protéine Omp 33-36 induit I'apoptose dans les
différents types de cellules, y compris les cellules des tissus immunitaires et conjonctifs. La
protéine Omp33-36 est également impliquée dans la résistance aux antibiotiques des souches
d’A. baumannii. Une souche d’A. baumannii JC10/01 résistante aux carbapénémes
(imipéneme et méropenéme) présentant une perte d'Omp 33-36 et une expression épisomique
d'Omp 33-36 dans cette souche avait les CMI de I'imipénéme et du méropénéme nettement
réduites. La protéine Omp22 a également été identifiee comme un nouvel antigéne pouvant
servir au développement des vaccins efficaces contre les infections a A. baumannii bien que la
contribution d'Omp22 a la pathogénicité d’A. baumannii n’a pas ¢été déterminé. D'autres
porines, telles que la protéine CarO et I'OprD sont également des facteurs liés a la virulence
[53].

» Polysaccharides capsulaires :

Les exopolysaccharides capsulaires contribuent également a la pathogénicité d’A. baumannii
notamment, de nombreux isolats provenant de patients infectés par A. baumannii, expriment
des polysaccharides capsulaires de surface et contiennent un groupe de génes conservés, appelé
le locus K, pouvant déterminer la production de polysaccharides capsulaires. Des études
antérieures ont conduit a l'identification des genes ptk et epsA, intervenant dans la
polymérisation et dans I’assemblage des capsules. Les mutants ptk et epsA sont incapables de
coder pour la production de capsules et réduit la croissance bactérienne dans le sérum humain,
ce qui entraine une diminution trés significative de la survie dans les sites d'infections des tissus
mous. Les mutants déficients en polysaccharides capsulaires ont une résistance intrinséque aux
antibiotiques peptidiques. En outre, la présence d'antibiotiques induit une hyperproduction de
polysaccharides capsulaires. La production de polysaccharides capsulaires induite par les
antibiotiques augmente la résistance a la destruction par les cellules de 1’hote et la virulence
dans les infections systémiques. La production de capsules apres I'exposition a un antibiotique
dépend de I’expression du géne K. Cette expression des genes K est régulée par le systéeme a
deux composants bfmRS, bfmR sont des génes essentiels a la croissance bactérienne dans
I'ascite humaine, et ils sont important pour la persistance dans le poumon des souris. BfmS est
également un facteur de virulence qui joue un réle important dans la formation de biofilm,
I'adhérence aux cellules eucaryotes et résistance au sérum humain. BfmR induit la résistance a

I’activité bactéricide et augmente la résistance aux antibiotiques. Cependant, les effets de bfmR
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sont indépendants de la production de polysaccharides capsulaires. Donc, la relation entre
BfmRS et les polysaccharides capsulaires devrait étre décrit en plus de détail [53].

» Lipopolysaccharides (LPS) :

Le LPS est le principal composant de la membrane externe chez la plupart des bactéries Gram
négatif, il est immunogeéne et induit la libération des facteurs de la nécrose tumorale, tels que
l'interleukine 8 a partir des macrophages et a I’activation des récepteurs Toll-like 4 (TLR4).
LPS est composé d'une fraction de lipide A endotoxique, un noyau oligosaccharide et un
antigene O répétitif. Chez A. baumannii, LPS joue un role majeur dans la virulence et dans la
survie d’A. baumannii. Chez les cellules mutantes dépourvues de LPS B-glycotransférase, les
LPS présentent une structure tronquée contenant seulement deux résidus de glucides liés au
lipide A, entrainant une diminution de la résistance au séerum humain et la diminution de la
survie dans les tissus mous chez le rat infecté. L’inhibition de LpxC, une enzyme impliquée
dans la biosynthése des lipides A, n’inhibe pas la croissance de la bactérie, mais supprime
I’activation de TLR4 médi¢ par les LPS. L’inhibition de LpxC dans le modéle de souris
améliore la survie d’A. baumannii en empéchant la phagocytose et en réduisant la
concentration sérique de LPS et I'inflammation, ce qui protége complétement la souris contre
I'infection létale. Ces résultats indiquent que le blocage de la synthése de LPS est une stratégie
puissante pour découvrir de nouveaux antibiotiques. La modification des LPS contribue a la
résistance aux antibiotiques. De nombreuses études ont montré que les modifications du LPS
diminuent la sensibilité d’A. baumannii & de nombreux antibiotiques, tels que la colistine [53].
» Phospholipase :

La phospholipase est une enzyme lipolytique essentielle pour le métabolisme des
phospholipides et est un facteur de virulence chez A. baumannii, ainsi que chez d’autres
bactéries, telles que P. aeruginosa, Legionella monocytogenes et Clostridium perfringens.
Trois classes de phospholipases, telles que la phospholipase A (PLA), la phospholipase C (PLC)
et la phospholipase D (PLD) ont été défini en se basant sur le site de clivage. PLA hydrolyse
les acides gras du glycérol, tandis que la PLC clive la téte phosphorylée du phospholipide. PLD
est une transphosphatidylase. La dégradation des phospholipides affecte la stabilité des cellules
de I’hote, et le groupe de téte clivée peut interférer avec la signalisation cellulaire, entrainant
des changements dans la réponse immunitaire de I'h6te. PLC et la PLD ont été identifiées
comme facteur de virulence chez A. baumannii. La perturbation d'un des deux genes PLD
(A1S-2989) présents dans la souche d'A. baumannii 98-37-09, entraine une résistance réduite

au serum humain, une diminution de la capacité d’envahissement des cellules épithéliales et la
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diminution de la virulence dans un modéle murin de pneumonie & A. baumannii. Les
phospholipases sont donc des facteurs de virulence importants dans la pathogenése d’A.

baumannii [53].

3.2.7 Les systemes de sécrétions :
» Veésicules membranaires externes (OMVs)
Les OMVs sont les vésicules sphériques, ayant un diametre 20-200 nm, sécrétées par les
membranes externes de diverses bactéries a Gram négatif. Elles sont composées de LPS,
membrane externe, protéines périplasmiques, phospholipides et ADN ou ARN, et sont reconnus
comme des vecteurs des effecteurs bactériens aux cellules hétes. Les OMVs transportent les
divers facteurs de virulence a l'intérieur des cellules hotes et permettent aux pathogenes
d'interagir avec leur hdte. De nombreuses souches d'A. baumannii sécretent des OMVs
contenant les divers facteurs de virulence, y compris 1’OmpA, les protéases et les
phospholipases. Les dérivés d’OMVs d’A. baumannii interagissent avec les cellules hotes et
transportent des effecteurs bactériens aux cellules hotes, en entrainant une cytotoxicité. Une
Souche d'A. baumannii qui produit plus des OMVs induit une réponse immunitaire innée plus
forte et une plus grande cytotoxique par rapport a une souche productrice moins des OMVs.
L'immunisation active et passive, a base des OMVs réduit significativement la charge
bactérienne, I’inflammation cellulaire et 'accumulation de cytokines inflammatoires dans les
pneumonies. Ces résultats indiquent que les OMVs d’A. baumannii peuvent étre utilisés
comme des vaccins. Il est intéressant de noter que les OMVs d'A. baumannii sont également
liés a la propagation de résistance aux antibiotiques et induisent le transfert horizontal du géne
OXAZ24, codant pour les Carbapénémases [53].
» Systémes de sécrétion de protéines
Plusieurs systemes de sécrétion de protéines ont été identifiés chez A. baumannii. Le systeme
de sécrétion de type Il (T2SS) a récemment été décrit chez A. baumannii. Le T2SS est un
complexe multiprotéique qui est structurellement trés similaire aux systémes de pili de type 1V,
généralement retrouvé dans les bactéries Gram négatif. Le T2SS est composé de protéines 12-
15 ayant quatre sous-ensembles : un pseudo pilus, une ATPase de sécrétion cytoplasmique, une
membrane interne et une membrane externe. La sécrétion de T2SS est un processus qui se fait
en deux étapes. Les protéines cibles sont transportées dans 1’espace périplasmique par le
systéeme général de sécrétion (Sec) ou le systeme de transport d'arginine (Tat), les protéines
cibles sont ensuite sécrétées hors de la cellule par le T2SS. A. baumannii posséde également

un systeme de sécrétion de type VI (T6SS). Le T6SS a été identifié pour la premiére fois dans
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les souches de Vibrio cholera et de P. aeruginosa. De nombreuses bactéries utilisent le T6SS
pour transporter des protéines effectrices, permettant la colonisation ou I'infection des cellules
hotes eucaryotes. Le T6SS entraine la libération d'/ADN et le transfert horizontale des géenes
chez V. cholera, ce qui peut contribuer a la propagation de la résistance aux antibiotiques. Le
T6SS intervient également dans I'élimination des bactéries concurrentes. En outre, le T6SS de
DSM30011 est nécessaire pour la colonisation de G. mellonella. L'autotransporteur Ata du
systéeme de type V a été également caractérise chez A. baumannii. Il s'agit d'une protéine
membranaire trimérique qui assure la formation de biofilms, I'adhérence a des composants de
la matrice extracellulaire tels que le collagéne I, 111 et IV et la virulence dans un modele murin
d'infection & Acinetobacter. Une autre expérience utilisant un modele d'infection a pneumonie
chez des souris immunocompétentes et immunodéprimées a montré que I'Ata peut étre utilisé
comme un vaccin contre les infections a A. baumannii. Un systéeme de sécrétion de type 1V
présent dans le plasmide a été identifié aussi chez A. baumannii, mais aucune preuve
expérimentale décrivant sa fonction n'a été décrite [53].

» Protéine liant la pénicilline 7/8 (PBP7 / 8) et Béta-lactamase PER-1

Bien que les PBP soient communément impliquées dans la résistance aux Béta-lactame, PBP7
/ 8 codé par le géne pbpG est un facteur de virulence chez A. baumannii. La mutation de pbpG
présente les mémes propriétés de virulences que celles de la souche de type sauvage dans le
milieu Luria-Bertani, mais les souches mutantes présentent une faible croissance dans le sérum
humain et diminue significativement la survie d’A. baumannii dans les infections pulmonaires
et des tissus mous de rat. L’étude de la morphologie bactérienne en utilisant la microscopie
électronique a suggeéré que la perte de PBP7 / 8 peut affecter la structure de peptidoglycane et
la sensibilité aux mécanismes de défense de 1’hote [53].

» Pathogénicité induite par I'éthanol

Chez A. baumannii, I'éthanol est assimilé & une source de carbone et il est considérée comme
facteurs de virulence chez de nombreux pathogénes. Smith et al. (2004) ont observé que
1'éthanol favorisait la croissance bactérienne lorsque 1’isolat d’A. baumannii était co-incubé
avec la levure et ils ont démontré également que de faibles concentrations d'éthanol stimulaient
la croissance d'Acinetobacter et contribuaient a endurer le stress salin. Pour comprendre la
virulence d’A. baumannii en présence d'éthanol, Camarena et al. (2010) ont caractérisé le profil
transcriptionnel de ce microorganisme en presence et en lI'absence d'éthanol. 1ls ont trouvé 70
genes dont I'expression était affectée par la présence d'éthanol dans le milieu de croissance et

ont suggéré que la virulence d’A. baumannii en présence d'éthanol était due & une augmentation
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de la capacité métabolique et a I'expression de certains facteurs liés aux réponses au stress.
L'éthanol peut également augmente la virulence d’A. baumannii en induisant des protéines de
choc thermique telles que Hsp90, GroEL et Lon. En outre, I'éthanol favorise I'expression de
plcl (AlIS-0043) qui code pour le phospholipase C d’A. baumannii. Des génes supplémentaires
détectés dans des cultures en phase stationnaire cultivées en présence d'éthanol comprennent
AlS-2381, qui est impliqué dans la synthese d'acinetobactine, et AlIS-2566 et AIS-2578, codant
pour une protéine impliquée dans la synthése des sidérophores et un récepteur sidérophore,
respectivement, impliquées dans I'absorption du fer. Camarena et al. (2010) ont également
démontré que I'éthanol induit une réponse au stress augmentant la capacité des bactéries a
survivre chez 1’hote [49].

» Quorum sensing

Les bactéries élaborent des signaux chimiques excrétés a partir des cellules pour effectuer la
communication intercellulaire et I'adaptation environnementale. Cette capacité des bactéries a
surveiller la densité cellulaire avant d'exprimer un phénotype est connue sous le nom de «
guorum sensing ». Le quorum sensing (QS) est un mécanisme de régulation largement répandu
chez les bactéries a Gram négatif et se produit souvent a lI'aide de molécules de signal analogues
a I'acyl-homosérine-lactone (AHL). La modulation des processus physiologiques controlés par
les HSL acylés et les systemes non acylés se produit de maniére dépendante de la densité
cellulaire et de la phase de croissance. Le QS médié par les AHL a été associé a la production
de facteurs de virulence, de matilité, de nodulation, de transfert plasmidique, de production
d'antibiotiques, de production des émulsions, de bioluminescence et de formation de biofilm ;
ces auto-inducteurs se lient aux protéines régulatrices transcriptionnelles et activent ou régulent
I'expression des génes dans I'organisme. Un systeme commun AHL de bactéries a Gram négatif
est médié par deux protéines : les protéines Luxl qui interagissent avec la protéine LuxR. Ce
complexe se lie a une séquence de promoteur spécifique connue sous le nom de lux-box, qui
régule I'expression des genes cibles QS. La protéine AbaR, qui est un récepteur auto-inducteur
chez A. baumannii, interagit avec I'AHL et contrdle I'expression des genes. 1l a été montré que
les signaux du QS chez Acinetobacter dépendent de la virulence des souches. D'autre part, la
communication entre les bactéries est liée a la densité cellulaire et a la maturation du biofilm.
La faible biodégradabilité des hydrocarbures était I'un des changements significatifs observes
lorsque les signaux QS étaient élimines, entrainant des altérations de I'hydrophobie bactérienne,
de la motilité cellulaire par fimbriae ou pili, de la formation de biofilms et d'autres facteurs

environnementaux [49].
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» L’acquisition du fer :

Le fer est un élément important pour les bactéries mais n’est pas facilement disponible chez

I’hoéte, car il se trouve complexé avec 1’héme, la lactoferrine et la transferrine. A. baumannii

acquiert le fer en exprimant des systémes de capture et d’utilisation de I’héme [54]. En outre, il

est capable d’acquérir le fer via les sidérophores. Parmi eux, I’ Acinetobactine est le sidérophore

le plus caractérisé [55].

Tableau I11 : Récapitulatif des facteurs de pathogénicité chez A. baumannii [46-46-47-
48-49-50-51-52-53-54-55].

Facteurs de Protéine Roéle dans la pathogenése
virulence
Protéine de la Induction de I’apoptose des cellules cibles, adhérence et
membrane OmpA invasion des cellules épithéliales, formation de biofilm,
externe mobilité de surface, survie dans le serum.
Lipopolysacharide Evasion de la réponse immunitaire de 1’h6te, déclenchement
de la réponse inflammatoire.
Capsule Evasion de la réponse immunitaire, croissance dans le sérum.
Phospholipases C/ID Survie dans le sérum, dissémination de la bactérie, apoptose
des cellules ciblent.
Protéine liantles  LPP 7/8 Biosynthése de peptidoglycane, stabilité cellulaire, croissance
pénicillines dans le sérum.
Les synthémes de OMV Transfert des facteurs de virulence et des matériels
sécrétions génétiques dans le cytoplasme des cellules.
T2SS Production de lipases virulence atténuée en cas des
mutations.
Ata Adhérence, formation des biofilms.

Acquisition de fer

Sidérophore

Survie chez I’hote, apoptose cellulaire

Formation de

biofilms

Survie en milieu hospitaliere sur les surfaces biotiques et

abiotiques.

Quorum sensing

Survie chez I’héte, formation des biofilms.
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4 LES ANTIBIOTIQUES :
4.1 Définitions et classification des Antibiotiques :

4.1.1 Définition d’un antibiotique :
Au cours de son histoire plusieurs savants ont tante de définir les antibiotiques comme suite :

» Waksman (1943)
Toutes les substances chimiques produites par des micro-organismes capables d’inhiber le
développement et de détruire les bactéries et d’autres micro-organismes
» Turpin et Velu (1957)
Tout composé chimique, élaboré par un organisme vivant ou produit par syntheése, a coefficient
chimio thérapeutiques €élevé dont 1’activité thérapeutique se manifeste a trés faible dose d’une
manicre spécifique, par I’inhibition de certains processus vitaux, a I’égard des virus, des micro-
organismes ou méme de certains étre pluricellulaires.
Une telle définition s'est révélée trop restrictive car de nombreuses molécules obtenues par
synthese chimique ont également une activité sur les micro- organismes. Ainsi, actuellement,
le terme antibiotique signifie toute substance d'origine naturelle ou synthétique ayant une
toxicité sélective sur les micro-organismes visés et au contraire une toxicité suffisamment faible
vis-a-vis de I'ndte humain, animal ou végétal pour que son administration puisse étre réalisée
par voie générale. Il en résulte deux corollaires importants :

» Les antiseptiques et désinfectants qui sont trop toxiques pour étre administrés par voie
générale ;

» Toutes les substances antibiotiques ne sont pas indistinctement actives sur les différents
types de micro-organismes. Les antibiotiques antibactériens sont actifs contre les bactéries
et les antibiotiques antifongiques contre les champignons. Il est possible selon cette
définition d'assimiler aux antibiotiques des substances actives sur les virus (antiviraux) et

des substances actives sur les parasites (antiparasitaires).

4.1.2 Laclassification des antibiotiques :
Les antibiotiques peuvent étre distingués sur la base du type d’activité, qu’ils exercent.

Soit une action :
» Bactéricide : I’action d’un antibiotique qui tue les bactéries ;

» Bactériostatique : I’action d’un antibiotique qui arréte la croissance des bactéries.
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Tableau 1V : Classification des antibiotiques selon leurs activités

Bactériostatiques Bactéricides
Macrolides Béta-lactamines
Sulfamidés Fluoroquinolones
Tétracyclines Aminoglycosides
Lincosamides Nitroimidazoles
Nitrofuranes Glycopeptides
Phénicolés Polymyxines
Ethambutol Synergistines

Acide fusidique
Isoniazide

Pyrazinamide

4.2 Les Béta-lactamines
Les Béta-lactamines sont constitués de molécules a activité antimicrobienne caractérisées par
la présence d'une fonction cyclisée (cycle Béta-lactame), qui est responsable de l'activité
antimicrobienne. lls représentent 65 % des antibiotiques du marché mondial dont 50 molécules

sont commercialisées [56].

[ ]

——NH

Noyau péname Noyau céphéme

Figure 5 : Représentation des deux principales classes de Béta-lactamines obtenues par

substitution ou fixation d’hétérocycles du noyau Béta-lactamines[56].

4.3 Les aminosides
Définition
Les aminosides ou aminocyclitols sont constitués d'un ou plusieurs (habituellement deux)
cycles glycosidiques liés a la streptamine ou la désoxystreptamine. La streptamine est

I'aminocyclitol constitutif de la streptomycine et de la dihydrostreptomycine, premiers
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aminosides utilisés en thérapeutique. La désoxystreptamine peut étre substituée en position 4 et
6 (groupe des 4,6 di-O-glycosyles) ou en position 4 et 5 (groupe des 4,5 di-O-glycosyles).

NB : La nature des différents substituants portés sur les deux cycles glycosidiques et sur le
noyau désoxystreptamine individualise ces différents produits. La spectinomycine présente une

structure particuliére par rapport a celle des autres aminosides.

4.4 Les Fluoroquinolones
Les quinolones possedent en commun un cycle A de type pyridinone 4 associé a un cycle

aromatique B.
La nature du cycle B (pyridine, pyrimidine ou benzene) permet de distinguer trois sous-familles
de quinolones :

e Les naphtyridines : Acide nalidixique, énoxacine ;

e Les pyrimidino-pyridines : Acide piromidique, acide pipémidique ;

e Les quinoléines : Acide oxolinique, fluméquine, rosoxacine, norfloxacine,

péfloxacine, ciprofloxacine.

Les fluoroguinolones, ainsi appelées car contenant un atome de fluor en position 6, dérivent de
la quinoléine [57].
5 La résistance aux antibiotiques :

5.1 Définition[3] :
La résistance d’une souche bactérienne a un antibiotique est un caractére qui confére a cette

souche la capacité de croitre en présence d’une concentration élevée ou inhabituelle de cet
antibiotique. Bactériologiquement cette concentration est supérieure a celle qui inhibe la
croissance de la majorité des souches appartenant a la méme espéce bactérienne. Cliniquement
elle est supérieure aux concentrations thérapeutiques c'est-a-dire celles qui peuvent étre
obtenues in vivo par un traitement a dose usuelle de 1’antibiotique. La résistance des especes
bactériennes non incluses dans le spectre d’activité d’un antibiotique est dite résistance
naturelle. L’utilisation d’un antibiotique contribue a sélectionner un autre type de résistance qui
atteint les souches au sein d’une espece incluse dans le spectre de l’antibiotique donc

théoriquement sensible c’est la résistance acquise.
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Colimycine

Daptomycine
Inhubmon de la synthése @ Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne de la membrane cytoplasmique

Béta- e
Glycopeptides
Fosfomycine

(3) nhibitiondeta | [ =,
synthése protéique @ Inhibition de la
Aminosides- synthése de I'ADN
Tetracyclines-acide @:{Autres mécanismes ]
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Figure 6: Mécanisme de résistance lié¢ au mode d’action de I’antibiotique [58].

» Antibiorésistance :
La résistance aux antibiotiques (ou antibiorésistance) désigne la capacité des micro-organismes
a survivre ou a proliférer en présence d’un antibiotique. L utilisation abusive ou a mauvais
escient d’antibiotiques favorise I’émergence et la propagation des micro-organismes qui y sont
résistants, ce qui rend le traitement inefficace et représente une grave menace pour la santé
publique[59].
5.2 Notion de spectre d’activité :

Le spectre d’activité d’un antibiotique, c’est la liste des especes sur lesquelles il est actif. Le
spectre d’activité d’un antibiotique est une notion théorique qui dépend de la résistance
naturelle des souches dites sauvages mais diverses modifications génétiques peuvent entrainer

une résistance acquise chez certaines souches dont la fréquence peut augmenter
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considérablement grace a la pression de sélection exercée par I’antibiotique au cours de son

utilisation, limitant ainsi son spectre initial [60].

5.3 Définitions bactérie multi-résistante :
Une bactérie multi-résistante (BMR) aux antibiotiques se définit comme une bactérie qui n’est

sensible qu’a un petit nombre de molécules utilisables en thérapeutique du fait de
I’accumulation de résistances acquises a plusieurs familles d’antibiotiques [61].
La notion de pan résistance désigne la résistance a la totalité des antibiotiques disponibles [62].
La colonisation est la présence de BMR dans un site de 1’organisme ou I’espéce est souvent
présente mais non multi-résistante, ou absente, sans induction de symptémes. Dans le cas d’une
colonisation, il n'y a pas de réaction inflammatoire et la réponse immunitaire spécifique est
absente ou modérée [63]. Dans le cas d’une infection, la présence de BMR dans un site
anatomique habituellement stérile est associée a des signes cliniques et les réponses
inflammatoire et immunitaire spécifique sont importantes [63].
On distingue trois types de résistance microbienne : génétique, microbiologique et clinique
[64].
e La résistance génétique peut étre définie comme un changement dans le code
génétique du micro-organisme, codant ainsi un géne altéreé.
e La résistance microbiologique se traduit par la croissance ou I’absence de
croissance d’une souche bactérienne en présence d’un antibiotique.
e Larésistance clinique est la plus pertinente dans le cadre de la pratique médicale
courante, puisqu’elle se traduit par 1’échec clinique d’une antibiothérapie.
Dans la majorité des infections, un échec clinique se traduit par 1’absence d’amélioration
(fievre, état général, etc.) apres environ 72 heures de traitement et la prescription d’un deuxieme
antibiotique. 1l existe plusieurs mécanismes de résistance, dont certains forts complexes, qui ne
sont que le reflet de 1’évolution et de I’adaptation du monde microbien envers les agresseurs
que sont les antibiotiques. Il faut voir I’émergence de la résistance bactérienne comme la
conséquence d’une réellement présents dans la nature et les bacteries existent depuis la nuit des
temps [65].
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5.4 Mécanisme de résistance :

Mécanismes de résistance a |'antibiotique

La diminution de la perméabilité
de la membrane empéche
I'antibiotique d’entrer

. Pompe

Antibiotique

2~ refoulé

~ Les antibiotiques sont
décomposé€s par les enzymes

Figure 7: Mécanisme de résistance aux antibiotiques [66].

Les conditions de I’activité d’un antibiotique peuvent étre schématisées de la maniére suivante
[67]:
» Atteindre la cible ;
» Inactivation enzymatique de 1’antibiotique ;
» Persister a des concentrations suffisantes :

e Désorganiser la structure ou

e Perturber le métabolisme de la bactérie
» Reconnaitre la cible [67].
Pour échapper a ’action 1étale des antibiotiques, les bactéries ont développé de trés nombreux
mécanismes biochimiques de résistance, associés a une grande ingéniosité génétique pour les
acquérir et les diffuser. L’évolution vers la résistance des bactéries aux antibiotiques caractérise
la fin du XXeme siécle, avec la description de BMR (bactéries multirésistantes, totorésistantes),
mais cette évolution est trés inégale si ’on consideére les différentes espéces bactériennes et les
différents antibiotiques [67]. Les mécanismes de la résistance peuvent concerner une ou
plusieurs de ces conditions.

Trois principaux mécanismes sont connus :

— —
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¢ Inactivation enzymatique [3]:
La bactérie synthétise des enzymes qui agissent en inactivant les molécules d’antibiotiques,
c’est le cas des Béta-lactamines, du chloramphénicol et des aminosides.
e Modification de la cible [3] :
Ceci se produit par une altération de la cible de I’antibiotique ; ou par simple déviation de la
cible appelé By-pass. Ce By-pass entraine une duplication de la cible de 1’antibiotique.
e Diminution de la concentration de ’antibiotique dans la bactérie [3] :
Ceci se fait par deux mécanismes :
+ Soit une imperméabilité des membranes cellulaires bactériennes a
I’antibiotique ce qui empéche sa pénétration.
+ Soit par le phénomeéne d’efflux qui correspond a une sortie de 1’antibiotique
en dehors de la bactérie.
5.5 Support génétique de la résistance [3]:
Les mécanismes de la résistance sont 1’expression de la modification du patrimoine génétique
de la souche bactérienne. Au méme titre que pour les autres informations de la vie cellulaire
I’ADN est le support de la résistance bactérienne. Chez les bactéries I’ADN peut étre rencontré
sous diverses formes :
» Les chromosomes,
» Les plasmides ou fragments d’ADN extra chromosomique,
» Et les transposons ou génes sauteurs.
La résistance peut donc étre acquise essentiellement par mutation chromosomique ou par
acquisition d’information extra chromosomique transférée par des plasmides d’une bactérie
résistante a une bactérie sensible.
5.6 La résistance par mutation chromosomique [3]:
La mutation chromosomique concerne surtout les informations génétiques qui contrdlent la
pénétration de I’antibiotique. La survenue de la mutation est a une fréquence variable selon les
bactéries.
» Les caracteres de la mutation chromosomique :
e Lamutation est spontanée c'est-a-dire non induite par I’antibiotique.
e La mutation est rare et sa fréquence moyenne est de 107 & 10°® (variable selon les
bactéries et les antibiotiques)

Exemple : Pour Escherichia coli & la rifampicine c¢’est 107
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e La mutation est specifique c'est-a-dire qu’clle affecte un caractére précis qui
intéresse en général un seul antibiotique.
e La résistance par mutation est discontinue : elle obéit a la loi de tout ou rien.
e Les mutations sont stables c'est-a-dire le caractéere muté devient héréditaire (loi de
la transmission verticale).

e Lamutation est indépendante c'est-a-dire la mutation a 2 antibiotiques n’est pas liée.
» Conséquences cliniques de la résistance chromosomique [3] :
En raison méme des caracteres des mutants, les individus résistants préexistant au sein d’une
population sensible en 1’absence de tout traitement. L.’antibiotique agit alors comme sélecteur
des agents mutants résistants. Il est possible de prévenir ou de diminuer le risque d’apparition
des mutants par traitement associant deux ou plusieurs antibiotiques de familles différentes.
Ainsi en fonction de I’indépendance des mutations 1’association d’au moins deux antibiotiques
est obligatoire pour les produits ou les bactéries avec lesquelles les mutations sont tres
fréquentes.

5.7 Résistance plasmidique [3] :

Un plasmide contient deux ou plusieurs genes de résistances. La résistance plasmidique a été
découverte au Japon par Ochiai et Akisa au cours d’une épidémie de dysenterie bacillaire a
Shigella flexneri. L’apparition de souches résistantes simultanément au chloramphénicol, au
sulfamide, a la tétracycline et a la streptomycine ne pouvait étre expliquée que par les mutants
; car le traitement de la dysenterie avait été fait par un seul antibiotique. Dans les selles des
malades la présence d’Escherichia coli résistant aux mémes antibiotiques et de souches de
Shigella sensibles entrainait I’hypothése d’un transfert de géne entre bactéries. Cette hypothése
fut vérifiée au laboratoire quelques années plus tard : la résistance acquise est transférable en
bloc d’une bactérie résistante a une bactérie sensible par I’intermédiaire d’un plasmide.
» Les caractéres de la résistance plasmidique [3] :
La résistance plasmidique est transférable de bactérie en bactérie, donc on dit qu’elle est
contagieuse et épidémique. Elle concerne plusieurs antibiotiques a la fois, c¢’est la multi-
résistance. Les génes de résistance sont portés par les plasmides et codent le plus souvent pour
les enzymes d’inactivations des antibiotiques. C’est la résistance acquise la plus fréquente
(épidémique). La résistance plasmidique est instable c'est-a-dire une bactérie peut perdre son
ou ses plasmides soit de fagon spontanée avec une fréquence de 1024 10 soit par un traitement

ou cure plasmidique par divers agents chimiques (les sels d’acridine ou le bromure d’éthidium).
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» Les conséquences cliniques de la résistance plasmidique [3] :

Elles sont nombreuses. La résistance plasmidique intéresse la plupart des antibiotiques ; toute
fois elle n’a pas été prouvée pour la Rifamycine, la Polymixine, la Bacitracine, les Quinolones,
les Nitrofuranes et la Vancomycine. Toutes les espéces bactériennes sont capables d’héberger
un ou plusieurs plasmides. Il existe cependant de rares exceptions. Le transfert de plasmides est
possible entre bactéries d’especes différentes. L utilisation d’un seul antibiotique peut étre a
I’origine d’une multi-résistance. Ainsi au cours des années 1’emploi abusif des antibiotiques
souvent a aveugle, a contribué a sélectionner de nombreux plasmides de résistances. Le
phénomene est particulierement important en milieu hospitaliér ou les bactéries résistantes

échangent du matériel génétique avec une grande facilité.

5.8 Evolution de la résistance [3]:
I1 s’agit d’une évolution des especes bactériennes vers la résistance aux antibiotiques. Il est
maintenant établi que 1’usage de plus en plus répandu et parfois incontr6lé des antibiotiques
abouti a une diminution rapide de leurs activités. Ainsi parmi les especes sensibles apparaissent
des pourcentages importants de souches résistantes. La résistance a la pénicilline est apparue
tres tot des 1946 ; elle est due a la production d’une pénicillinase.
5.9 Les différents types de résistances [3] :
» Résistance associée : Résistance a une autre famille antibiotique par un autre mécanisme de
résistance ou par le méme mecanisme de résistance (efflux actif, imperméabilite).
La résistance associée permet :
e D’évaluer la fréquence de la multi-résistance
e De choisir les associations antibiotiques dans le cadre d’un traitement probabiliste
e D’expliquer la sélection de souches résistantes a un antibiotique par utilisation
d’un antibiotique d’une autre famille.
» Reésistance croisée : Résistance aux antibiotiques de la méme famille par le méme
mécanisme de résistance
Résistance = I+R
6 Résistance chez Pseudomonas aeruginosa :
6.1 La résistance naturelle :
Le P. aeruginosa posséde une résistance naturelle a un grand nombre d’antibiotiques en raison

de la production d’une Béta-lactamase chromosomique inductible de classe C. Cette enzyme
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n’est pas inhibée par le clavulanate. Cette résistance naturelle peut étre due aussi a une mauvaise

permeabilité membranaire.

6.2 La résistance acquise aux Béta-lactamines :
Résistance enzymatique :
Les bactéries peuvent synthétisés diverse substances tel que :
» Cephalosporinansee (classe C)
» Pénicillinases (classe A)
» Oxacillinases (classe D)
» Carbapénemase ou métallo de Béta-lactamase (classe B)
Les Béta-lactamases sont des enzymes d’inactivations de type serine (classes A, C et D) ou
métallo-enzymes (classe B) dont les substrats sont des Béta-lactamines. L’inactivation
enzymatique (perte de ’activité antibiotique) survient lors de I’ouverture du cycle Béta-lactame
[68].

6.3 La résistance non enzymatique :
Selon deux manieres :
» Perte de la porine chez P. aeruginosa :
Le principal mécanisme par lequel le P. aeruginosa acquiert une résistance aux carbapénemes
est laréduction de la perméabilité par perte de la porine OprD, voie préférentielle de pénétration
des carbapénémes. Ce mécanisme de résistance est stable depuis plusieurs années et est présent
en France chez 15 a 20 % des souches. Cette perte de porine est en effet responsable d’une
augmentation de la CMI, rendant la souche intermédiaire ou résistante aux carbapénémes.
Lorsqu’elle s’accompagne de I’hyperproduction de la céphalosporinase AmpC, ou de I’hyper-
expression du mécanisme d’efflux mexAB-OprM, les CMI peuvent étre encore plus élevées
[69].
» Surexpression de systéme d’efflux :
Le systeme MexAB-OprM, cause une résistance naturelle a la plupart des Béta-lactamines ; par
dérépression genétique. Il occasionne une résistance acquise a ces molécules. Les systemes
MexCD-OprJ et MexEF-OprN ne se manifestent pas normalement, mais, suite a des mutations,
peuvent étre responsables de résistances acquises multiples, dont le spectre est Iégerement
différent [70].
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7 Résistance chez Acinetobacter baumannii :

7.1 Résistance naturelle :

A. baumannii a une capacité exceptionnelle a accumuler différents mécanismes de résistance
aux antibiotiques, qui combine avec sa résistance innée a la dessication, contribuent a sa survie
et a sa persistance sous la pression sélective de 1’environnement, ce qui fait de ce micro-
organisme un pathogene nosocomial phénominal [49].

Les souches sauvages d’A. baumannii produisent une Béta-lactamase de type céphalosporinase
(AmpC) non inductible, désignée également « Acinetobacter-derved cephalosporinase »
(Adcs). Cette enzyme est capable d’hydrolyser de fagon naturelle la pénicilline D,
I’amoxicilline et les céphalosporines de premiere et deuxiéme génération. A. baumannii
posséde également de maniere naturelle une oxacillinase ayant une faible activité
Carbapénémase [OXA-69], mieux mise en évidence par la biologie moléculaire [51].

Des résistances naturelles d’A. baumannii sont décrites vis-a-vis des antibiotiques suivants
[51].

Pénicillines A [Ampicilline, amoxicilline]

Céphalosporines de premiere et deuxieme génération ;

Ertapéneme ;

Fosfomycine ;

vV V V V V

Triméthoprime ;
» Furanes.

7.2 Résistance enzymatique :

Différents mécanismes de résistance aux Béta-latamines ont été signalés et identifiés chez A.
baumannii liés principalement a la production de Béta-lactamases. A. baumannii produit
naturellement une céphalosporinase de type AmpC qui est normalement exprime a bas niveau,
et ne diminue pas I’efficacité des céphalosporines a large spectre (céfalotine) ou des
carbapénémes. L’insertion d’une séquence spécifique ISAbal en amont du gene blaAmpC
favorise 1’expression de cette Béta-lactamase de type AmpC en fournissant des séquences

promoteur ce qui entraine la résistance a la Ceftazidime [71].

7.3 Résistance acquise aux carbapénemes :
L’imipeneme, ou encore le Méropénéme sont commercialisés depuis plus de 15 ans et restent

souvent comme dernier recours thérapeutique, ils étaient considerés comme traitement de
choix des infections a A. baumannii. Cependant cette place est mise en cause, suite a la

découverte d’enzymes nouvelles, dont la plupart sont transférables [72].
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Les métallos Béta-lactamases donnent une résistance élevée aux carbapénémes ainsi qu’a
toutes les autres Béta-lactamines a I'exception de 1’Aztréonam [72]. Elles posent un réel
probleme de santé publique comme le NDM-1 par leur grande capacité de dissémination [73].
Chez A. baumannii, les Carbapénémases sont essentiellement des enzymes particulieres a cette
espéce oxacillinases de types OXA23, OXA40, OXA45 [74]. Cette résistance aux
carbapénémes associe souvent la production de Carbapénémases a une imperméabilité

membranaire expliquant le haut niveau de résistance aux antibiotiques [75].

7.4 La résistance acquise aux Béta-lactamines
La résistance acquise des bactéries aux Béta-lactamines peut étre la conséquence de 4
mécanismes distincts :
» L’inactivation de la molécule par une enzyme ouvrant le cycle Béta- lactame (Béta-
lactamase)
» L’imperméabilité de la paroi a l'antibiotique
» La modification de I'affinité des PLP pour l'antibiotique
» Les systemes d'efflux
Chez les bactéries a Gram négatif, les Béta-lactamases sont trés nombreuses dans le monde
bactérien et sont localisées dans I'espace périplasmique, alors que chez les bactéries a Gram
positif, elles sont sécrétées dans I'environnement bactérien. Schématiquement, les Béta-
lactamases peuvent étre individualisé en pénicillinases et céphalosporinases. Les pénicillinases
hydrolysent préférentiellement les pénicillines, tandis que les céphalosporinases inactivent non
seulement certaints céphalosporines mais aussi les pénicillines. Les génes codant pour les
pénicillinases sont portés par le chromosome bactérien, ou bien par des plasmides ou des
transposons. Les génes de résistance d'information chromosomique sont non transférables et
specifiques d'espece, alors que ceux d'information plasmidique ou liés a un transposon peuvent
diffuser entre souches de la méme espece, voire d'espéces différentes par transfert genétique.
Les céphalosporinases sont retrouvées uniquement chez les bactéries a Gram négatif et leur
synthese est gouvernée par des génes chromosomiques. Chez certaines espéces bactériennes, la
céphalosporinase est produite en faible quantité, mais sa production peut &tre augmentée en
présence de l'antibiotique (cephalosporinase inductible) : I’antibiotique inhibe alors le
répresseur qui normalement assure la régulation de la synthese de I'enzyme. L'imipéneme, la
céfoxitine, l'acide clavulanique sont de puissants inducteurs alors que la Pipéracilline et la
céfopérazone sont peu inducteurs. Plus rarement, une céphalosporinase peut étre << redéprimée

>> comme cela a été observé pour certaines souches de P. aeruginosa, d’Enterobacter, de
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Citrobacter et de Serratia. Dans ce cas, le répresseur est inactif ou bien I'opérateur est devenu
insensible au répresseur par mutation chromosomique : la céphalosporinase est alors produite
indépendamment de la présence de la Béta-lactamine. La possibilité de sélectionner au cours
d'un traitement par une céphalosporinase des mutants << redéprimés>> existe donc et rend
impérative l'association de cette céphalosporine avec un autre antibiotique (aminoside par
exemple). L'association de ces mécanismes est possible. Ce type de résistance est dil a une
mutation de génes chromosomiques ou a l'acquisition de nouveaux genes par transfert
génétique. La résistance peut étre liée a une mutation chromosomique affectant la synthése
d'une porine ou d'un lipopolysaccharide, réduisant ainsi la perméabilité de la membrane externe
et perturbant le transport intra pariétal des Béta- lactamines : I'antibiotique ne peut plus atteindre
sa cible. Le systeme d'efflux est constitué par une pompe moléculaire qui permettrait aux
bactéries d'une part de rejeter des composes toxiques endogenes, d'autre part de disposer d'un
mécanisme de défense contre des substances exogénes libérées par I'environnement
(antibiotique par exemple).

8 Meécanisme d'action des antibiotiques et leurs spectres d’activités :

8.1 Les Béta- lactamines

8.1.1 Mécanisme d'action
Cette famille doit son nom au cycle beta-lactame le noyau chimique des antibiotiques

appartenant a la famille. Des sous-familles derivant de cette famille naissent de I’association de
ce noyau avec d’autre molécules. Ce sont les :

» Les pénames,

» Les pénemes,

» Les céphémes et,

» Les monobactames.

Ils ont une activité sur la poroi bacterienne.

8.1.2 Spectre d’activité :
Les Béta- lactamines sont des antibiotiques bactéricides qui inhibent la synthese de la paroi

bactérienne.

8.1.3 Mecanisme de résistance
Les transpeptidases et carboxypeptidases, enzymes associées a la membrane cytoplasmique,

fixent de facon covalente ces antibiotiques. Cette liaison est due a une analogie structurale
entre le substrat naturel de ces enzymes, 1’acyl-D-alanyl-D-alanine et le cycle Béta-lactame.
Ces enzymes qui lient les pénicillines et les céphalosporines, sont également dénommées
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protéines de liaison aux pénicillines (PLP). La nature de ces PLP est relativement spécifique
d'espece et leur nombre varie d'une espéce bactérienne a une autre. Chacune a une fonction bien
définie, mais une ou plusieurs d'entre elles jouent un réle prépondérant dans la synthése du
peptidoglycane. Les Béta- lactamines atteignent facilement leur cible chez les bactéries a Gram
positif car la diffusion de ces molécules a travers le peptidoglycane se fait passivement. En
revanche, chez les bactéries a Gram négatif, ces antibiotiques doivent, avant de diffuser dans le
peptidoglycane, franchir la membrane externe hydrophobe. Le passage a travers cette barriere
des Béta- lactamines, composés généralement hydrophiles, se fait par Il'intermédiaire de

véritables canaux protéiques, les porines.

» Les carboxypénicillines
Les carboxypénicillines : Ticarcilline = Ticarpen ®

La Ticarcilline est actuellement commercialisée seule ou associée a l'acide clavulanique.

e Mecanisme d’action
IIs ont une activité sur la poroi bacterienne.

e Spectre d'activité
La Ticarcilline a un spectre d'activité plus étendu. Elle agit sur les Streptocoques A, B, C G, F,

non groupable, Streptococcus pneumoniae pénicilline sensible, Listeria monocytogenes,
Corynebacterium diphteria, Neisseria meningitidis, Bordetella pertussis, Clostridium
perfringens, Clostridium tetani, Peptostreptococcus, Actinomyces, Fusobacterium, E. faecalis,
Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenza, E.coli,Salmonella, Shigella, Vibrio cholerae,
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Proteus rettgeri, Morganella morganii, Providencia,
Enterobacter, Serratia, C.freundii, P. aeruginosa, Acinetobacter, Bacteroides fragilis.
» Les acylureidopénicillines :

Pipéracilline = Pipérilline®

e Mecanysme d’action
Inhubition de la paroi bactrienne.

e Spectre d'activité
La Pipéracilline a un spectre d'activité similaire a celui de la Ticarcilline.

e Mecanisme de resistance

Ils ont une resistance naturelle aux carboxy-pénicllines et au ureido-penicllines.
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» Les céphalosporines :
e Mecanisme d’action

La ceftazime a un spectre élargi a P. aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia et
Burkholderia cepacia , aux entérobactéries (Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter
freundii, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Proteus indologénes, Salmonella enterica,
Shigella), Haemophilus influenza, Pasteurella, Yersinia enterocolitica, Bordetella pertussis,
aux cocci a Gram négatif (Neisseria), cocci anaérobies (Peptococcus, Peptostreptococcus),
cocci a Gram positif (sauf Staphylocoques méticillino-résistants et Entérocoques),

Acinetobacter, anaérobies stricts (Bacteroides, Fusobacterium, Veillonella, Actinomyces).

e Spectre d'activité
Ceftazidime = Fortum ®

C’est une céphalosporine de troisieme génération caractérisée par :
* Une bonne diffusion humorale et tissulaire au niveau des bronches, du
LCR, de l'os, du péritoine, du muscle cardiaque, du placenta, du lait
* Une demi-vie d'élimination de 1,8 h
* L’absence de métabolisme
* Une liaison aux protéines plasmatiques de 10 p100
* Une élimination urinaire de 90 p100

e Mecanisme de resistance
Inhubition de la paroi bacterienne, ils sont inactifs sur les entérocoques, Listeria, Legionella,

Clostridium difficile, Mycobacterium, Chlamydia.lls sont inactifs sur les SARM, sur Listeria

monocytogenes et sur Acinetobacter.

» Les carbapénemes :
Imipénéme
L'imipéneme est utilisée en association avec la cilastatine sodique : Thiénam®.

e Mecanisme d’action
La cilastatine n'a pas dactivité bactérienne, c'est un inhibiteur compétitif réversible et

spécifique de la déhydropeptidase, une enzyme rénale qui inactive I'imipénéme.

e Spectre d'activité
L'imipénéme a un spectre d'activité tres large : les cocci a Gram positif (sauf Staphylocoques
méticillino- résistants), et a Gram négatif, les bacilles a Gram positif et a Gram négatif (a
I'exception de B. cepacia et S. maltophilia), les anaérobies a Gram positif et négatif dont

bacteroides fragilis.
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e Mécanisme de résistance
Inhubition de la paroi bacterienne.

> Les monobactams :

e Meécanisme d’action
Aztréonam = Azactam ®

C'est une Béta-lactamine monocyclique administrée par voie parentérale (résorption intestinale
nulle).
Elle est caractérisee par :

* Une demi- vie plasmatique de 1,6 a2 h

» Une fixation aux protéines plasmatiques de 56 p100

* Un faible métabolisme

« Une élimination urinaire principalement sous forme inchangée.

e Spectre d'activité
Les monobactams ont un spectre étroit sur les bactéries a Gram negatif aérobies ;

Enterobacteriaceae, Haemophilus influenza, P. aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria
meningitidis, Acinetobacter, Bordetella, Moraxella.

e Mécanisme de resistance
Inhubition de la paroi bacterienne

> Les aminosides

e Mécanisme d'action
Le mode d'action des aminosides consiste en une inhibition de la synthése protéique des

bactéries. La streptomycine se fixe sur 'ARN 16 S de la sous-unité ribosomiale 30S. Les autres
aminosides exercent des interactions sur de multiples sites ribosomiaux, certains se fixant a la
fois sur les deux sous-unités ribosomiales. Alors que la streptomycine bloque la synthése
protéique principalement au stade de l'initiation, les autres aminosides agissent surtout a I'étape

plus tardive de translocation.

e Spectre d’activite
Ils ont un spectre d’activité etroits.

e Mécanisme de résistance
La modification de l'antibiotique par des enzymes est de loin le mécanisme de résistance

bactérienne acquise le plus fréquent. A la différence des Béta-lactamases qui ont un site unique
d'action, c'est-a-dire le noyau Béta-lactame, les enzymes qui modifient les aminosides ont
plusieurs cibles possibles : les différents groupements hydroxyles, qui peuvent subir une

réaction de phosphorylation ou d'adénylation sous I'action de O- phosphotransférases ou de O-
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adényltransférases ; les groupements aminés qui peuvent étre acétylés par des N-
acétyltransférases. L'enzyme ne détruit pas son substrat mais le modifie de telle fagon que son
transport a travers la membrane cytoplasmique est inhibé : I'aminoside modifié ne peut atteindre
sa cible, le ribosome. La synthese de ces enzymes est constitutive, c'est-a-dire non induite par
la présence de l'antibiotique et plusieurs types d'enzymes peuvent coexister dans une méme
souche bactérienne. Elles sont largement répandues dans le monde bactérien et leur nature varie
selon les especes bactériennes. Leur synthese est gouvernée par des génes plasmidiques ou
transposables. Par ailleurs, les bactéries peuvent résister a I'action des aminosides par suite d'une
modification de la cible (protéines ou ARN ribosomiaux) ou d'une diminution de I'incorporation
de l'antibiotique. Ce type de résistance, qui est beaucoup plus rare en clinique que le premier
évoque, résulte des mutations chromosomiques.
» Classification des 4,6-di-O-glycosyles (Aminosides)
Gentamicine = Gentalline®
Elle a été isolée en 1963 de Micromonospora purpurea.

e Spectre d'activité
La Gentamicine est active sur Streptococcus D, Enterococcus, les Staphylocoques Méticillino-
sensibles, les bacilles a Gram négatif (Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Proteus,
Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Pseudomonas), Listeria.
La Kanamycine=Kamycine®
La Kanamycine a été isolée de Streptomyces kanamyceticus en 1957.

e Spectre d'activité :
Tres étendu pour les bacilles et coques a Gram négatif, le spectre est nettement plus étroit dans
le domaine des coques a Gram positif, en effet seuls les Staphylocoques sont sensibles. La
Kanamycine agit aussi sur Mycobacterium tuberculosis. Les anaérobies sont naturellement
résistants a la kanamycine, de méme que P. aeruginosa.
Tobramycine = Nebcine®
La Tobramycine est un aminoside dérivé de Streptomyces tenebrarius.

e Spectre d’activite :
Le spectre d'action de la Tobramycine est similaire a celui de la Gentamicine. Le P. aeruginosa

est plus sensible & la Tobramycine qu’a la Gentamicine.
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Amikacine =Amiklin®
L'Amikacine est une molécule obtenue par semi-synthése a partir de la kanamycine en y

adjoignant une chaine d'acide amino-alpha-hydroxybutirique.

e Spectre d'activité :
Il est limité aux Staphylocoques Méticillino-sensibles, aux bacilles a gram négatif (Escherichia
coli, Proteus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Pseudomonas, Acinetobacter)
Nétilmicine = Nétromicine®
Dérivée d'hémisynthése, la Nétilmicine est obtenue a partir de la sisomycine par alkylation du
groupe aminé en 3.
e Spectre d'activité :
Elle a le méme spectre avec un pourcentage de résistance compris entre celui de la Tobramycine

et de I’ Amikacine.
» Les quinolones

e Mécanisme d'action
L'action d’antibiotique de ces produits est due a une inhibition de la réplication de I'ADN

bactérien par blocage de I'ADN gyrase. Des concentrations élevées de quinolones inhibent par

ailleurs la synthése des acides ribonucléiques.

e Spectre d'activité :
Elle est active sur les Enterobacteriaceae, les Haemophilus, les Pseudomonas, les

Acinetobacter, les cocci a Gram négatif (Neisseria), les Staphylocoques et également les

Mycobactéries.

e Mécanisme de résistance
La résistance acquise des bactéries aux quinolones est due dans la grande majorité des cas a une

modification de I'ADN gyrase. Plus rarement, elle résulte d'une diminution de la perméabilité
de la membrane externe et dans cette éventualité, la pénétration d'antibiotiques appartenant a
d'autres est également perturbée. Ces deux mécanismes de résistance sont la conséquence de
mutations de genes chromosomiques.
» Les polymyxines

e Définition
Les polymyxines sont des antibiotiques polypeptidiques élaborés par des bactéries du genre

bacillus, largement répandus dans la nature. Deux d'entre elles, la polymyxine B et la
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polymyxine E ou Colistine sont utilisées en clinique humaine mais la seule disponible par voie
générale est la Polymyxine E.

e Mécanisme d'action
L'activité bactéricide des polymyxines est le résultat de leur structure polypeptidique, riche en
radicaux hydrophiles et hydrophobes. Elles agissent comme des détergents cationiques au
niveau de la membrane cytoplasmique, que les bactéries soient en phase stationnaire ou non.

e Spectre d'activité :
La Colistine est active sur les bacilles a Gram négatif aérobies exception faite des Serratia et
des Proteus.

e Mécanisme de résistance
La résistance aux polymyxines peut étre naturelle ou acquise. Les bactéries a Gram positif et
quelques genres d'entérobactéries (Serratia, Proteus, Providencia, Edwarsiella) sont
naturellement résistants. La résistance acquise est une éventualité exceptionnelle quelle que
soit l'espéce bactérienne envisagée aussi bien in vivo qu'in vitro. La résistance naturelle ou
acquise serait due a un défaut de perméabilité de la membrane externe de la paroi des bactéries
aux polymyxines empéchant [I'antibiotique d'atteindre son site d'action, la membrane
cytoplasmique. Cette altération de la perméabilité au moins chez P. aeruginosa, est liée a une
diminution des lipopolysaccharides, des protéines D2F, H1 et H2, de la teneur en cations
divalents (Ca*™, Mg*™) et a des altérations des lipides de la membrane externe.

> Les Sulfamides

e Spectre d'activité :
Les sulfamides avaient, au début de leur utilisation thérapeutique, un large spectre d'activité

antimicrobienne, s'exercant aussi bien sur les bactéries a Gram positif que sur celles a Gram
négatif. Actuellement, un pourcentage élevé de souches appartenant a de nombreuses espéces

bactériennes résiste a I'action des sulfamides.

e Mécanisme d'action
Le mode d'action des sulfamides consiste en un blocage de la synthese cellulaire de I'acide

tétrahydrofolique, molécule qui sert de coenzyme dans de nombreuses réactions du
métabolisme de plusieurs acides aminés (Sérine, Méthionine) et de celui des acides nucléiques
(purines et pyrimidines). La plupart des micro-organismes sont en effet incapables d'incorporer
I'acide folique exogéne et la synthese des folates s’effectue dans la bactérie a partir d'un dérive
de la dihydroptéridine. Par suite de leur analogie structurale avec l'acide para-amino-benzoique,

les sulfamides inhibent par compétition, la dihydroptéroate synthétase, enzyme qui assure la
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formation d'acide dihydroptéroique par condensation d'une molécule d'acide para-amino-
benzoique et de dihydroptéridine.

e Meécanisme de résistance :
La résistance acquise de ces micro-organismes a ces antibiotiques est la conséquence de
mutations chromosomiques entrainant soit une hyperproduction d'acide para-amino-benzoique,
soit la synthese d'une dihydroptéroate synthetase ayant une faible affinité pour les sulfamides
ou produite en quantité anormalement élevée. Des plasmides peuvent également conférer aux
bactéries qui les hébergent la capacité de produire un dihydroptéroate synthétase
supplémentaire insensible aux sulfamides.
» Triméthoprime

Le Triméthoprime est une 2,4 -diaminopyrimidine.

e Mécanisme d'action :
Comme les sulfamides, le Triméthoprime exerce un effet habituellement bactériostatique, en
inhibant la formation d'acide tétrahydrofolique. Le triméthoprime bloque en raison de son
analogie stérique avec le noyau ptéridine de I'acide dihydrofolique, la dihydrofolate réductase,
enzyme qui réduit I'acide dihydrofolique en acide tétrahydrofolique.

e Spectre d'activité
Le Triméthoprime a un spectre d'activité antibactérienne limité aux cocci a Gram positif

(Streptocoques, Pneumocoques, Staphylocoques) et a certains bacilles a Gram négatif

(Enterobacteriaceae, Haemophilus).

e Mécanisme de résistance :
La résistance acquise des bactéries au Triméthoprime peut étre le résultat de mutations

chromosomiques entrainant une imperméabilité bactérienne (par diminution quantitative d'une
ou plusieurs porines de la membrane externe), une auxotrophie en Thymine ou Thymidine, une
production augmentée de I'enzyme cible ou la synthése d'une dihydrofolate réductase a faible
affinite pour le Triméthoprime. Enfin, certaines bactéries peuvent héberger un plasmide codant
pour une dihydrofolate réductase non inhibée par le Triméthoprime.
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9 Méthodologies

9.1 Cadre d’etude :
Le laboratoire PA & KA a servi de cadre pour notre étude. Il s’agit d’un laboratoire privé

biologie médicales situé sur la rive gauche de Bamako. Le choix de ce laboratoire a été motivé
par le nombre de patients recus pour des examens microbiologies.
Description du laboratoire PA&KA :
Le laboratoire PA & KA est un laboratoire de biologie médicale situé sur la rive gauche du
fleuve Niger traversant la ville de Bamako. Il se trouve dans le quartier Hamdalaye ACI non
loin du monument éléphant (appeler monument SAMA BA).
Le laboratoire PA & KA a été créé le 23 septembre 2002 par le décret du ministere de la santé
sous le N° : 3844, aujourd’hui dirigé par Dr. Hadid Abdel Aziz médecin biologiste et secondé
par Dr. Youssouf DEMBELE médecin biologiste.
Le laboratoire PA & KA comprend :
> Une administration générale comprenant un service de qualité, bureau des biologistes,
bureau du Directeur, contréleur gestion/RH et la comptabilité.
> Un laboratoire d’analyses médicales avec des activités de routine comprenant six (6)
unités entre autres :
e Unité de microbiologie (bactériologie, mycologie et parasitologie),
e Unité de PCR,
e Unité de Biochimie,
e Unité d’immuno-sérologie,
e Unité d’hémostase,
e Unité d’hématologie.
» Le personnel qui travaille dans le laboratoire de biologie médicale PA & KA de Bamako
sont :
¢ (4) médecins biologistes et un (1) pharmacien biologiste permanents,
e Un (1) médecin biologiste vacataire,
e Treize (13) techniciens biologistes,
e Six (6) agents de prélevement,
e Sept (7) agents d’accueil
e Un (1) agent de contrbleur gestion/Ressource humaine

e Une (1) responsable qualite,

These de Pharmacie 2021-2022 45 M. ASSANA DOUMBIA



ETUDE DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES DES ESPECES DE « Pseudomonas aeruginnosa et Acinetobacter baumannii »
ISOLEES DE JANVIER 2020 A DECEMBRE 2020 DANS UN LABORATOIRE PRIVEE A BAMAKO

e Deux (2) agents comptables,

e Deux (2) chauffeurs

e Trois (3) agents de service maintenance et equipement,
e Quatre (4) agents d’hygiéne,

e Cing (5) agents de sécurité.

9.2 Type et periode d’etude :
Nous avons réaliseé une étude transversale, prospective portant sur les echantillons de P.

aeruginnosa et A. baumannii isolées de janvier 2020 a decembre 2020 au laboratoire PA &
KA de Bamako.

9.3 Population d’etude :
Notre étude a porté sur les résultats d’identification et d’antibiogramme des souches de P.

aeruginnosa et A. baumannii isolées chez les patients venus avec une demnande d’examen

bacteriologique au laboratoire PA et KA pendant notre peiode d’étude.

9.4 Echantillonage :
Notre étude a cconserné 103 patients chez qui nous avons isolé des souches bactériennes de

(P. aeruginnosa et A. baumannii) ayant bénéfici¢ d’un antibiogramme pendant la période de
notre étude au laboratoire PA & KA de Bamako.

9.5 Critére d’inclusion et non inclusion :

9.5.1 Critére d’inclusion :
Notre étude concernait toutes les demandes d’examens bactériologique ayant permis

d’identifier des germes bactériens appartenant au groupe des BGNnF (P. aeruginnosa et A.

baumannii) ayant faitl’objet de 1’étude de leur comportement vis-a-vis des antibiotiques.

9.5.2 Critére de non inclusion :
N’ont pas été inclus dans notre étude tous les résultats ne répondant pas a nos criteres

d’inclusions.

9.6 Collect des données :

La collecte des données a été fait a partir d’une fiche d’enquéte préétablie sur laquelle toutes
les informations nécessaires y étaient portées.

9.7 Variables etudiées :

» Les variables sociodémographiques
e [L’age des patients,

e Le sexe des patients.
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> Les données bactériologiques

e La nature des prélevements,

e La provenance des produits pathologiques,

e L’especes identifiées,

e Les résultats des tests de résistance aux antibiotiques,
e Les phénotypes résistances,

e Les résultats de I’antibiogramme des souches de P. aeruginnosa et A.

baumannii.

9.8 La mission du laboratoire PA & KA :
» Les missions du laboratoire PA & KA :

Comtribuer au diagnostic et au suivi biologique des patients au mali en fournissant des
résultats de quailté.

» La vision du laboratoire PA & KA :

Améliorer continuellement notre systtéme afin d’etre et rester 1’acteur principal du diagnostic
et suivi biologique des pantients au Mali.

9.9 Methodes d’études :
9.9.1 Souches étudiées :

Les souches étudiées sont celles de P. aeruginnosa et A. baumannii isolées pendant la période

de I’étude.

9.9.2 Produits pathologiques :
e Les prélevements ont servi d’isoler les souches de P. aeruginnosa et A.

baumannii étaient constitués d’urine, de sang, prelévements viginaux et du pus.

9.9.3 Matériels utilusé pour I’isolement des germes :
e Microscope optique,

e Anse d’noculation jetable,
e Bec bunsen,

e Pipette pasteur,

e Cellule de Malassez,

e Boites de Pétri,
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e Etuve bactériologique,
e Distributeurs d’antibiotiques,
e Ecouvillon.

9.9.4 Matériels utilisés pour I’identification des souches et I’antibiogramme
e Automate VITEK® 2 Compact-Bio,

e Pince,

e Disques d’antibiotiques,

e Galerie API 20 E,

e Tubes a hémolyse,

e Embouts,

e Lames porte-objet et lamelles,
e Densicheck ?

e Carte d’antibiogramme.

9.9.5 Matériels utilisés pour la conservation des souches, réactifs.
e Réfrigérateur,

e Congélateur (-20°C) et (-80°C),

e Le bouillon glycériné.
9.10 Milieux de culture :
» Milieux de culture solides

e Gelose chocolat,

e Gelose Uri Select 4,

e Gélose Drigalski,

e TCS, GSF.
» Milieux de culture liquides

e Bouillon (cceur-cervelle)

e Flacon d’hémoculture (aero-anaerobie)

9.11 Réactifs
e Réactif APl 20 E,

e Réactif de catalase et d’oxydase,
e Coloration de Gram.

9.12 Ladémarche de traitement des produits pathologique :
9.12.1 Cas des urines (ECBU) :
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» Prélévements des échantillons :
Les prélevements ont été effectués selon le code du bon prélevement établi par le Laboratoire.

> Prélévement

Chez ’adulte

e Apres lavage hygiénique des mains et toilette soigneuse (savon, lingette, compresse stérile,
par exemple) du méat et de la région vulvaire d’un geste de 1’avant vers 1’arriére,

e  Eliminer le premier jet (20 ml environ) d’urine pour ne recueillir dans un flacon stérile que
les 20-30ml suivants, au maximum, en prenant soin de ne pas toucher le bord supérieur du
flacon,

e Fermer hermétiquement le flacon, en nettoyant I’extérieure et réaliser un geste d’hygiéne
des mains,

e Remettre le prélevement au préleveur pour identification,

e Si prélevement extérieur, identifier le flacon et 1’acheminer au laboratoire avec la
prescription dans 1’heure qui suive le prélévent.

Chez les patients avec une sonde a demeure

La collection ne doit pas se faire au niveau du sac collecteur du fait de la pullulation bactérienne.
Il ne faut pas non plus déconnecter le systéeme de drainage. Le prélévement se fait par poncti
GLUCO en sur site spécifique de la sonde apres clampage pendant au moins 10 minutes ensuite,
désinfecter la sonde a I’alcool iodé puis ponctionner pour recueillir les urines qui se sont
accumulé.

A I’occasion du changement de la sonde et de la poche collectrice, il est possible d’analyser les
urines provenant de cette nouvelle poche.

Chez le nourrisson et le jeune enfant

e Désinfecter la peau a I’aide d’une solution de Dakin ou la Bétadine dermique, si c¢’est un
petit garcon non circoncis dégager le gland avant de le nettoyer.

e Ce prélévement nécessite un collecteur d’urine a usage unique adapté a I’anatomie,

e Désinfecter saignement la vulve, le méat urinaire et le périnée ou du gland et du prépuce
avec Bétadine dermique,

e  Placer la poche a urine, changer toutes les 30 mn jusqu’a émission des urines,

e Dés la miction terminée, plier la poche, I’introduire dans un pot stérile,

e Identifier le flacon avec nom, prénom, date de naissance, date et I’heure du recueil.

» Analyse et traitement des échantillons
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L’analyse et le traitement des écchantillons ont été effectués selon le monde opératoire établi
par le laboratoire.
» Examen macroscopique
Aspect : les urines peuvent étre claire, Iégerement trouble, trouble, hématique ou contenir un
sédiment ou des filaments.
La présence de particules : filament, dépdt etc., est a signalée.
» Examen microscopique

o Etat frais
Homogénéiser les urines totales, remplir la cellule de Malassez et faire le dénombrement des
éléments figurés.

Cellule de Malassez

La cellule de Malassez est composée de 100 rectangles dont les dimensions sont : Long.=
0,25 mm / larg.= 0,20 mm / Prof. = 0,20 mm. Le volume total de la cellule est de 1 mm3
(100x2,5 x 0,2 x 0,20).

Le quadrillage est donc constitué de 10 bandes verticales (0,25 mm) et de 10 bandes
horizontales (0,20 mm) formant ainsi 100 rectangles, On ne compte les cellules que dans 10
des 25 rectangles non contigus pris au hasard dans la cellule. On totalise le nombre de cellules
présentes dans chaque rectangle.

Arbitrairement, il est convenu de ne tenir compte que des cellules positionnées sur les
cOtés droits et inférieurs !

On calcule le nombre moyen de cellules par rectangle (total des cellules observées dans 10
rectangles divisé par le nombre de rectangles comptés). On multiplie le nombre obtenu par
100 pour connaitre le nombre d'entités cellulaires par mm3 et multiplier encore par 1000 pour
avoir le nombre d’entités cellulaire par ml.

Les résultats sont enregistrés en ml.

9.12.2 Casdespus:

» Prelévement

C’est un acte médical, le prélévement a été fait par le médecin dans un pot sterile ou une
seringue stérile ou encore des écouvillons stériles et envoyé au laboratoire accompagné d’une
fiche de transmission contenant : la nature du prélévement, la date et I’heure du prélévements,
les cordonnés du preleveur, le nom, le prénom la date et lieu de naissance du patient, le

diagnostic clinique presomptif, le diagnostic clinique ou signe clinique ayant motive le
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prélévements et 1’existence d’une éventuelle antibiothérapie (préciser la nature de 1’antibiotique
utilisé).
Dés réception, le liquide d’épanchement est correctement identifi¢ avant d’étre envoyé au
laboratoire.
» Analyse et traitement des échantillons
L’analyse et le traitement des écchantillons a été effectués selon le monde opératoire établi par
le laboratoire.
Examen macroscopique
On note la consistance, la couleur, I'aspect, ainsi que la viscosité du pus.
Le pus peut étre épais, visqueux, élastique, mélangé au sang ou non, fluide ou séreux.
La couleur varie de la teinte chocolat au blanc, certains pus sont verdatres ou bleutes.
Lorsqu’un prélévement est assez abondant, I’examen macroscopique (odeur, couleur de pus)
peut fournir des renseignements intéressants :
e L’odeur nauséabonde des pus a anaérobies,
e L’aspect granuleux, mal lié, des pus a streptocoques,
e Les pus crémeux a Staphylocoques ou a Pneumocoques sont des éléments
d’orientation dont il faut tenir compte.
Examen microscopique
Etat frais
Une goutte du prélévement est déposée sur lame porte-objets.
On ajoute une lamelle puis on observe au microscope optique, au grossissement x40.
Cet examen permet de :
e Distinguer les cellules d'accompagnement : soit des polynucléaires neutrophiles
ou des lymphocytes (étude qualitative et quantitative).
e Constater I'état des cellules (intactes ou altérées).
e Observer la morphologie et la mobilité des bactéries éventuelles.
L’examen cytologique consiste a apprécier le degré d’altération et le nombre des polynucléaires
neutrophiles et, éventuellement, la présence d’autres cellules.
9.12.3 Cas des hémocultures :
> Prélévement

Prélévement sous vide
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Se laver les mains au savon puis les aseptiser a 1’alcool a 70°,

Retirer la capsule des ballons et désinfecter le septum avec de ’alcool a 70 °,
laisser le tampon de désinfection sur le ballon jusqu’au prélévement,

Attacher le garrot puis réaliser une désinfection large du site de ponction (du
centre vers la périphérie en escargot) avec une solution alcoolisée (ex : alcool a
70°) et laisser secher pendant 60 secondes.

Mettre les gants a usage unique et pratiquer la ponction veineuse a 1’aide du
dispositif de prélévement,

Engager le ballon dans le corps de prélévement en respectant I’ordre (aérobie
puis anaérobie) puis relacher le garrot dés que le sang afflue dans le premier
ballon,

Prélever le ballon en respectant le volume requis : Adulte (8 a 10 ml) et
enfant(3ml),

Agiter lIégerement les 2 ballons en faisant 2 & 3 retournements.

Dépiquer le patient et éliminer 1’aiguille dans le container a aiguille puis
comprimer le point de ponction,

Nettoyer les flacons a 1’aide de compresse imprégnées d’antiseptique puis
enlever et jeter les gants.

Identifier a I’aide de code a barre et faire parvenir au laboratoire pour une

incubation rapide.

9.12.4 Cas des préelevements vaginal (PV) :

> Préléevement

Conditions :

Le prélévement vaginal a été effectué par une technicienne ou un biologiste. Les conditions a

respecter sont les suivantes :

En présence d’une jeune fille ou d’une jeune femme, confirmer la virginité et ne
pas poser de spéculum si c’est le cas,

Ne pas étre en période de reégle au moment de I’examen,

Ne pas faire de toilette intime le matin de 1’examen,

Ne pas avoir de rapport sexuels la veille ni le matin de I’examen,

Ne pas suivre de traitement (ovules, creme, antibiotiques, antifongiques etc..), dans

le cas contraire faire une fenétre thérapeutique de 48 a 72 heures
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Technique
La mise en place du spéculum nécessite la confiance de la patiente qui doit étre prévenue de la
simplicité de I’examen et de son utilité. La taille du speculum sera choisie en fonction de 1’age
et de la parité de la femme.
e Choisir des écouvillons et des tubes stériles, et les identifier avec les étiquettes de
la feuille de prélevement ;
e Dérouler un carré de papier blanc sur la table gynécologique ;
e Installer la patiente en position gynécologique ;
e Eclairer avec la lampe d’examen ;
e Porter les gants et introduire un speculum stérile dans le vagin ;
e Localiser le col de ’utérus et prélever les secrétions avec un écouvillon au niveau
du cul de sac postérieur ;
e Retirer le speculum ;
e Appliquer un papier PH sur les secrétions collées au speculum, noter la valeur du
PH sur la feuille de bactériologie ;
e Noter également ’aspect macroscopique des secrétions collées et la muqueuse
vaginale en cochant sur la feuille de bactériologie, ainsi que le code operateur et
I’heure de prélevement ;
e Jeter le papier d’examen utilisé dans la poubelle des objets non souillés ;
e Acheminer les prélevements au laboratoire avec la fiche et si la femme est enceinte,
le signaler.

» Analyse et traitement des échantillons :

L’analyse et le traitement des écchantillons a été effectués selon le monde opératoire établi

par le laboratoire.
Examen macroscopique
La vulve peut étre normale ou inflammatoire présentant des Iésions.

La muqueuse vaginale normale est de couleur rose sans douleur au contact. La muqueuse
inflammatoire est de couleur rouge, peut étre douloureuse au contact et présentant des lésions.
L’endocol peut étre normal ou présentant des 1ésions, saignant au contact.

Les sécrétions :
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Abondance, les sécrétions peuvent étre rares, peu abondantes, abondantes, tres abondantes.
Consistance, les sécrétions peuvent étre épaisses, adhérentes aux parois vaginales,
cailléboteées, liquides, glaireuses, bulleuses, purulentes.

La couleur de la leucorrhée, les sécrétions peuvent étre blanchatres, jaunatres, verdatres,

grisatres etc.

Examen chimique

Mesurer le pH des sécrétions a I’aide du papier pH. Le pH normal est < 4,5.

Examen microscopique

L’écouvillon urétral ou endocervical pour la recherche de Neisseria gonorrhoeae est étalé sur
une lame propre bien dégraissée pour réaliser un frottis sec qui sera coloré au Gram. On
recherche des polynucléaires, des diplocoques a Gram négatif intra ou extra leucocytaires,
Trichomonas vaginalis.

Une goutte de suspension des sécrétions vaginales est placée entre lame et lamelle et observee
au microscope a I’objectif 40. On recherche les éléments suivants :

Les cellules épithéliales : pour apprécier 1’exfoliation de 1’épithélium.

Les éléments parasitaires : les plus rencontrés sont les levures (Candida) et leurs filaments

myceliens, Trichomonas vaginalis reconnaissable par sa mobilité et ses flagelles.
La flore bactérienne : avec son abondance, sa morphologie (bacilles, cocci) et la mobilité. Les

lames qui ont étés confectionnés au moment du prélevement seront colorés au Gram. On
recherche des polynucléaires ; la morphologie et le type de flore, les levures et leur filament,
les « Clues Cells » (cellules épithéliales tapissées par des coccobacilles a Gram négatif
(Gardnerella vaginalis), bacilles a Gram négatif incurves aux extrémités effilées (Mobilincus
spp) ; Des diplocoques a Gram négatif intra ou extra leucocytaires.

La flore normale est constituée d’une prédominance de bacilles de Doderlein qui sont des
lactobacillus. Une flore déséquilibrée est constituée d’une minorité ou d’une absence de
bacilles de Doderlein. On distingue ainsi quatre types de flore :

Type |, présence exclusive de bacilles de Doderlein (flore normale)

Type Il, prédominance de bacilles de Doderlein (flore normale)

Type III, prédominance d’une flore autre que la flore de Doderlein (flore déséquilibrée)

Type 1V, absence de bacilles de Doderlein (flore déséquilibrée).

9.13 Procedure de traitement des échantillons sur BACTEC 9050
La détection de microorganisme dans le sang de patient présente a la fois un intérét diagnostic

et pronostic. Les hémocultures sont essentielles dans le diagnostic et le traitement des agents
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étiologiques des septicémies. Les septicémies bactériennes constituent 1’une des principales
maladies infectieuses, d’ou I’importance de la détection et de I’identification rapide des germes
en causes dans I’activité du laboratoire de microbiologie.
Principe :
Le BD BACTEC 9050 est congu pour la détection rapide des germes dans les échantillons
biologiques. Les échantillons a tester seront inoculés dans des flacons d’hémoculture appropriés
puis chargés dans I’instrument pour une incubation et une lecture périodique. Chaque flacon
contient une sonde fluorescente sensible a la concentration en CO; résultante du métabolisme
microbien et a la consommation d’oxygene nécessaire a la croissance des germes. La variation
de fluorescence de la sonde est mesurée toutes les 10 mn par I’instrument. Cette fluorescence
est aussi bien proportionnelle a I’augmentation du CO2 qu’a la diminution de la quantité d’O>
dans le flacon. Un flacon positif stipule donc une forte présomption de la présence de
microorganismes viables dans le milieu.
Mode opératoire
» Mise en marche du systeme
Allumer I’interrupteur derriére 1’appareil
» Pour insérer ou réintroduire un flacon

e Ouuvrir la porte du Bactec

e Appuyer sur la touche « Insertion flacon »

e Faire lire le code a barres du flacon devant le faisceau lumineux.

e Insérer le flacon dans 1’alvéole indiquée sur 1’écran.

e Reprendre les étapes 3 et 4 pour chaque nouveau flacon si d’autres flacons

sont a introduire.
e Appuyer sur la porte présente sur I’écran pour terminer 1’insertion du ou
des flacons.

» Pour retirer un flacon positif

e Ouvrir la porte.

e Appuyer sur la touche « Retrait des positifs »

e Retirer le flacon de I’alvéole indiquée a 1’écran.

o Faire lire code a barres du flacon.

Reprendre les étapes 3 et 4 pour chaque nouveau flacon positif.
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e Appuyer sur la porte présente sur 1’écran pour terminer 1’insertion du ou
des flacons.
» Pour retirer un flacon négatif
e Ouvrir la porte.
e Appuyer sur la touche « Retrait des négatifs »
e Retirer le flacon de I’alvéole indiquée a I’écran.
e Lire le code a barres du flacon. Reprendre les étapes 3 et 4 pour chaque
nouveau flacon négatif.
e Fermer la porte.
» Ensemencement des ballons positifs
e Ponctionner le ballon positif a I’aide d’une seringue stérile
e Prélever quelques ml de surnagent et mettre dans un tube a hémolyse
stérile.
e Réaliser un état frais et une coloration de Gram, ensemencer les milieux
correspondants a chaque type de bactérie observée.
e Lelendemain, procéder a la lecture des boites, aux tests compléments puis
lancer D’identification et/ou D’antibiogramme a 1’aide du systéme
VITEK® 2 Compact-BIO.
Il est important de prévenir le biologiste du résultat de la coloration de Gram des

hémocultures.

9.14 Culture et isolement des bactéries en fonction des produits pathologiques :
La mise en culture a été réalisés sur des milieux de cultures non selectifs (géloses enrichie et

ordinaire) et sélectifs (Drigalski) a la température de 37°C pendant 24 a 48 heures. La gélose
lactosée de Drrigalski nous a permis d’isoler les bacilles a Gram négatif non fermentaires. Sur
ce milieu nous pouvons distinguer les colonies qui fermentent le lactose (colonies jaunes) et
les colonies qui ne le fermentent pas (colonies vertes ou bleues). En 24 h a 48 h,
Acinetobacter forment des colonies bombees, brillantes, pouvant étre légérement jaunatres et

parfois muqueuses.

9.14.1 Milieu de culture
Nous avons utilisé les milieux des cultures suivante : géloses enrichie, géloses ordinaires, et

Drigalski coulé dans une boite de Pétri de fagon uniforme et jusqu'a une épaisseur de 4 mm.
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9.14.2 Réalisation de I'inoculum bactérien
A l'aide d'une pipette Pasteur stérile, on préléve une colonie bien isolée d'une culture de 24 h.

Puis celle - ci est mise en suspension dans 5 ml de solution saline isotonique. Ensuite, on fait
une nouvelle dilution en mettant 5 gouttes de la précédente suspension dans 10 ml d'eau
distillée.

9.14.3 Ensemencement par inondation :

L'inoculum est versé de facon a recouvrir entierement la surface gélosee.

En inclinant la boite de Pétri, on jette une premiere fois I'exces de I'inoculum.

» En stries d’épuisement (méthode de cadrants) :

A l'aide d'une pipette Pasteur, on aspire pour éliminer tout le reste de I'inoculum.

Les boftes ainsi ensemencées sont mises a sécher 15 mn a 37 °C.

9.14.4 Dépot de disques
Au bout de 15 mn de séchage, les disques choisis sont poses soit a la pince fine flambée, soit

a l'aide d'un distributeur automatique.
Deux précautions importantes sont a respecter :
e Les disques doivent étre parfaitement appliqués a plat sans glissement, en
appuyant légérement sur la surface de la gélose.
e Une distance de 15 mm doit séparer un disque périphérique au bord de la boite
et deux disques doivent étre éloignés au moins de 30 mm centre en centre de

sorte que les zones d'inhibition ne se chevauchent pas.

9.14.5 Pré-diffusion et incubation
Il est important d'observer une pré-diffusion des antibiotiques de 30 mn a température ambiante

avant de porter les boites a I'étuve a 37 °C pendant 18 h, couvercle en bas (position renversée).

9.14.6 Lecture et interprétation
La lecture a été réalisé en mesurant le diamétre de la zone d'inhibition de chaque disque

d'antibiotique a l'aide du pied a coulisse.

9.14.7 ldentification bactérienne :
L’identification des souches d’A. baumannii et de P. aeruginosa a été réalisée de fagcon semi

manuelle a la galérie API 20 E et confirmé sur I’automate vitek®2 COMPACT-BIO.

9.15 L’automate Vitek ®2 COMPACT-BIO
Au laboratoire de biologie médicale PA & KA de Bamako, I’identification s’est reposée sur les

caractéres morphologiques, culturaux, biochimiques et conventionnels standards.
Pour I’identification biochimique, les souches de << A. baumannii et de P. aeruginosa >>

avaient été identifiées par VITEK® 2 Compact-BIO ou les galeries APl 20 E. L’automate
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Vitek® 2 COMPACT-BIO permet a partir d’une suspension bactérienne de densité standardiser
I’inoculation, I’incubation la lecture et I’ interprétation des tests. Il existe différentes cartes selon
la famille de germes a identifier. Chaque carte de test en plastique est remplie de milieux
spécifiques déshydratés contenues dans un maximum de 64 puits. Les résultats obtenus entre 3
et 18 heures sont ensuite comparés aux bases de données informatisees et 1’identification est

rendue avec un score de fiabilité exprimé en pourcentage. L’appareil en méme temps la

sensibilité de la bactérie identifiée aux antibiotiques.

Figure 8 : Vue photographique d’un Mini API [76].

—
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Figure 9 : Vue photographique d’un Automate VITEK ®2 Compact-BIO [76].

Principe :

Le systeme VITEK®2 COMPACT-BIO est destiné a I’identification des bactéries et levures,
ainsi qu’a la réalisation d’antibiogrammes pour les bactéries significatives au plan clinique.
Le systéeme comprend I’instrument VITEK®2 COMPACT-BIO, un ordinateur et une
imprimante. Le logiciel fourni pour le systeme VITEK®2 COMPACT-BIO inclut des
programmes d’analyse, de gestion des données et un systéme de qualité afin de valider le kit

test du VITEK®2 COMPACT-BIO.

Mode opératoire :

Prendre le flacon eau saline Vitek 2, introduire la dispensette ;

Prendre des tubes secs pour Vitek 2, y introduire dans les puits de la cassette ;

La cassette peut prendre jusqu’a 10 tubes soit 2x5 (identification+ antibiogramme) ;

Mettre dans chaque tube, 3 ml de la solution saline du Vitek 2 a I’aide de la dispensette
préalablement réglée a 3 ml.

—
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NB : Pour un germe, deux tubes secs seront utilisés dont I’un servira a I’identification et

I’autre a I’antibiogramme ;

Sur une feuille vierge, porter la date et le numéro de I’échantillon ainsi que le nom

approximatif du germe a identifier ;

A partir de la culture pure sur gélose (culture jeune 24 h), a I’aide d’une anse, prélever

quelques colonies et les introduire dans le tube sec contenant la solution saline ;
Homogénéiser la suspension et bien vortexer ;
A T’aide du densitométre, mesurer la concentration bactérienne a 0,5 McFarland ;

Poser le tube contenant la suspension bactérienne en premiére position et faire suivre celui

prévu pour I’antibiogramme ;
Préparer la solution pour antibiogramme :

Si la bactérie a identifier est a : Gram positif, utiliser la micropipette calibrée a 280ul (bleue),
Gram négatif, utiliser la micropipette calibrée a 145ul (rouge) ;

A partir de la suspension bactérienne, pipeter en fonction de la nature du germe suspecté BGN
et diluer dans 3ml d’eau saline contenu dans le tube voisin. On aurait ainsi prépar¢ la

suspension pour 1’antibiogramme.

Placer la carte d’identification GN et la carte pour 1’antibiogramme AST- N en fonction de la

nature du germe sur la cassette.

NB : la carte utilisée :

ID GN : réf 21341

Au niveau de ’ordinateur de I’automate, a I’apparition de la page principale ;
Cliquer sur Vitek 2

Mettre Identifiant : labsuper, le mot de passe : labsuper

Cliquer sur gérer la casette virtuelle

Créer une cassette virtuelle

Identification de la cassette 1, 2, ....
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Lecture du code a barre de chaque carte a partir de la douchette
Saisir les données de I’isolat ;

Entrer les informations de I’isolat (numéro attribué au laboratoire, nom du germe si déja

identifi¢ par d’autres techniques)

Puis enregistrer les données de la casette virtuelle

Au niveau de I’automate Vitek® 2 Compact-BIO,

Ouvrir le capot de remplissage et insérer la casette a I’intérieur de la chambre
Fermer le capot de remplissage ;

Appuyer sur la touche Lancer remplissage, un bip indique que le cycle de remplissage est

terminé ;

Retirer la casette du capot de remplissage et I’introduire dans la chambre de lecture ou
s’effectue le scellage. Le processus de chargement/déchargement permet la lecture du code a

barre des cartes et le code a barre de la casette ;

Lorsque le message retiré s’affiche dans la chambre de lecture, cela indique que le Vitek ®2
a terminé le traitement des cartes contenues sur la casette. On peut la retirer en ouvrant le

capot chargement puis le refermer ;
On attend le jour suivant ou les résultats seront imprimés.
Résultats

Le Vitek 2 Compact-BIO est un appareil qui permet d’identifier les germes et de realiser
I’antibiogramme puis d’interpréter les phénotypes de résistances acquise et naturelle puis la

sensibilité naturelle du germe.

Gestion des déchets

Retrait des cartes ejectées :

Retrait du réceptacle collecteur de déchet

Identification bactérienne sur APl 20 E :
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Le but de ce mode opératoire est de définir les régles, les moyens et les responsabilités
nécessaires a I’identification des germes bactériens isolés en Microbiologie sur I’ Api 20E.
» Principe

La galerie Api 20E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydrates. Les
microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les
réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés

spontanés ou révélés par 1’addition de réactifs.
La lecture de ces réactifs se fait a 1’aide du tableau de lecture et d’identification.

Tableau V: Résultats de la galerie API 20 E d’une souche de Pseudomonas.spp [77].

Tests ONPG | ODC | ADH | LDC |CIT |H2S |URE | TDA |IND |VP

Résultats | - - - - = - - - - -

Tests GEL |GLU | MAN | INO |SOR |RHA |SAC | MEL | AMY | ARA

Résultats | - - - - - - - - + )

Les résultats de la souche 8 de la galerie API 20 E ne nous permet pas de la faire correspondre
a aucune souche du catalogue analytique vu les résultats négatifs obtenus sur les différents

tests.

Figure 10 : Résultat de la galerie API 20 E d’une souche de Pseudomonas.spp [77].

En marge de la galerie API 20 E nous avons pu correspondre une colonie présomptive a une
souche de Pseudomonas.spp apreés isolement sur gélose nutritive et obtention d’un pigment

verdatre.
Mode opératoire
e Test oxydase

Le test oxydase doit étre réalisé selon les instructions du fabricant, il constitue le 21°™ test

d’identification a noter sur la fiche de résultats.

—
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e Preparation de la galerie

Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau distillée ou
déminéralisée (ou toutes eau sans additif ou dérivés susceptibles de libérer des gaz comme le

Cly, CO2 etc.) dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.
Inscrire le code sur la languette latérale de la boite. Ne pas inscrire de code sur le couvercle.
Sortir la galerie de la boite et la placer dans la boite d’incubation.
e Préparation de I’inoculum :
Un tube contenant 5 ml d’eau physiologique stérile ou d’cau distillée stérile sans additif a été
utilisé.
A T’aide d’une anse, une seule colonie a été isolée sur un milieu gélosé (culture jeune de 18 —
24h d’incubation).
Réaliser une suspension bactérienne en homogeénéisant soigneusement les bactéries le milieu.
e Inoculation de la galerie

Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a I’aide de la méme pipette
(pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe de la pipette sur le c6té

de la cupule, en inclinant légerement la boite d’incubation vers I’avant) :
Pour les tests CIT, VP et GEL, remplir tube et cupule,
Pour les autres tests, remplir uniqguement les tubes (et non les cupules),

Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE créer une anaérobiose en remplissant leur

cupule d’huile de paraffine.
Refermer la boite d’incubation et incuber le a 36°C + 2°C pendant 18 — 24 heures.
e Lecture

Aprés incubation, la lecture de la galerie doit se faire en référant au tableau de lecture présent

dans la notice ou sur le site de bioméreiux.

Si 3 tests ou plus sont positifs, noter sur la fiche de résultats toutes les réactions spontanées

puis révéler les tests nécessitant I’addition de réactifs,
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Test TDA : ajouter 1 goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeétre indique une
réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

Test IND : ajouter 1 goutte de réactif de james. Une couleur rose diffusant dans toute la
cupule indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats. Test a réaliser en dernier
a cause de la libération de gaz pouvant altérer I’interprétation des autres tests. Ne pas remettre

le couvercle d’incubation aprés I’ajout du réactif.

Test VP : Ajouter 1 goutte des réactifs VP1 et VP2. Attendre au minimum 10 minutes. Une
couleur rose ou rouge indique une réaction positive a noter sur la fiche des résultats. Une
faible coloration rose apparaissant aprés 10 minutes doit étre considérée négative. Si le

nombre de tests positifs avant ajout des réactifs (y compris le test GLU) est inférieur a 3 :
Ré-incuber la galerie 24 h (£2) de plus sans rajouter les réactifs.
Révéler les tests nécessitant I’addition de réactifs.
Pour compléter I’identification, il peut étre utile de réaliser des tests complémentaires.
e Interprétation des résultats
L’identification est obtenue a partir du profil numérique :
e Détermination du profil numérique

Sur la fiche de résultats, les tests sont séparés par groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 est
indiquée pour chacun. La galerie API 20 E comportant 20 tests, en additionnant a I’intérieur
de chaque groupe les valeurs correspondant a des réactions positives, on obtient 7 chiffres ; la
réaction de 1’oxydase qui constitue le 21°™ test est affectée de la valeur 4 lorsqu’elle est

positive.
¢ Identification
Elle est réalisée a partir de la base de données (V4.1)
A T’aide du catalogue Analytique, Rechercher le profil numérique dans la liste des profils.

A T’aide du logiciel d’identification apiweb'™ entrer manuellement au clavier le profil
numerique a 7 chiffres. Par ailleurs dans certains cas, le profil a 7 chiffres étant

insuffisamment discriminant, les tests complémentaires suivants sont nécessaires :
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Réduction des nitrates en nitrites (NO-) et en azote (N>) : ajouter une goutte des réactifs NIT 1
et NIT 2 dans le tube GLU. Attendre 2 a 5 minutes. Une coloration rouge indique une réaction
positive (NO2). Une réaction négative (coloration jaune) peut étre due a la production d’azote
(éventuellement signalée par la présence de microbulles) : ajouter 2 a 3 mg de réactif Zn dans
la cupule GLU. Aprés 5 minutes, un tube resté jaune indique une réaction positive (N2) & noter
sur la fiche de résultats. Si la cupule est orange-rouge, la réaction est négative, les nitrates encore
présents dans le tube ont été réduits en nitrites par le Zinc. Cette réaction est intéressante pour

les bacilles & Gram négatif oxydase positive.

e Test de sensibilité aux antibiotiques : Antibiogramme

Pour l'identification de nos souches, nous avons fait la coloration de Gram, la recherche du

cytochrome oxydase et de la catalase, la mise en évidence des pigments et I'antibiotypie.
Coloration de Gram

Les réactifs et matériels utilisés sont : le violet de gentiane, la solution iodo- iodurée (lugol), de
I'alcool 4 90°, la solution de safranine, I'eau du robinet, les lames porte-obijet, les pipettes Pasteur
stériles, le microscope et I'nuile de cédre.

e Principe

La coloration de Gram est une technique qui permet de classer les bactéries selon la structure
de leur paroi en bactéries a Gram positif et a Gram négatif. En effet lorsque les bactéries sont
mises au contact du violet de gentiane et ensuite soumises a l'action du lugol, il se forme un
complexe colorant qui colore en viole tout le cytoplasme des bactéries. Cependant lorsque ces
bactéries colorées sont lavées a l'alcool, seule la paroi des bactéries a Gram négatif, du fait de
sa structure particuliere (glucido-lipido-proteique) se laisse traversée par l'alcool et entraine
ainsi la décoloration de celles-ci qui seront ultérieurement colorées par la safranine en rouge.

Ces derniéres seront appelées bactéries a Gram négatif.
e Technique

A l'aide d'une pipette Pasteur stérile, on préléve une colonie bien isolée pour faire un

étalement mince sur une lame porte-objet.
Le frottis est fixé a la chaleur puis a I'alcool.

Puis il est entierement recouvert de violet de gentiane pendant 1min.
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On rince ensuite a I'eau de robinet.
Le frottis est ensuite recouvert de lugol pendant 1min.

Puis on decolore a l'alcool (la décoloration est arrétée au moment ou I'alcool n'entraine plus de

colorant)
On lave rapidement & I'eau en vue d'arréter I'action de I'alcool
Le frottis est enfin recouvert de safranine pendant 20 s, puis lavé a I'eau et séche.

Ensuite le frottis est examiné au microscope optique a I'objectif 100 et a I'immersion a I'huile

de cedre.
e Résultat :
Le P. aeruginosa est un fin bacille & Gram négatif.

Au niveau de la coloration Gram, les bactéries appartenant au genre Acinetobacter apparaissent
comme des diplo-coccobacilles & Gram négatif, disposés en paires ou en courtes chainettes.
Trente pour cent des souches d’A. baumannii possédent une capsule, que 1’on peut identifier a
la coloration de Gram par le halo clair qui entoure la bactérie. Quelquefois de décoloration
difficile, ils sont considérés a Gram variable. Ces bactéries peuvent apparaitre a Gram positif
et étre confondues avec des staphylocoques [78]. A. baumannii peu se présente en coccobacille
a Gram négatif

e Larecherche de I'oxydase

Nous avons utilisé le réactif bactident oxydase des laboratoires MERCK- CLEVENOT
(France).

e Mode opératoire
Avec la pipette Pasteur, une colonie isolée est placée dans la zone réactionnelle.
Aprés environ 20 a 60s, on compare avec I'échelle colorée.

La présence du cytochrome oxydase se manifeste dans la zone réactionnelle par une

coloration bleue ou bleu-violette.
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e Résultat :
Le P. aeruginosa est oxydase positive.

L’A. baumannii est aérobies strictes et oxydase négatives, ce dernier caractére permettant de

le différencier des bactéries appartenant au genre Pseudomonas.

e Recherche de la catalase

Nous avons utilisé le réactif ID color catalase de bio-Mérieux (flacon compte-goutte contenant

une solution d'eau oxygénée a 10 volumes, un agent épaississant et du bleu d'Evans).
e Principe

La catalase est une enzyme contenant du fer, qui catalyse la décomposition du peroxyde
d'hydrogene (H20>) en eau et en oxygene. Synthétisée par la plupart de bactéries aérobies, elle
élimine le peroxyde d'hydrogene produit au cours du métabolisme aérobie. Le test de la catalase

sert a détecter la présence de cette enzyme dans une souche bactérienne donnée.
2H,0. + catalase ------------- > 2H,0 + O3 (dégagement gazeux)

La mise en évidence de la catalase est réalisée en présence d'eau oxygénée, par obtention d'un

dégagement important d'oxygene naissant.

e Mode opératoire

A l'aide d'une pipette Pasteur stérile, on préleve une colonie isolée que I'on disperse dans une

goutte d'eau oxygénée précédemment déposée sur une lame porte-objet.

e |ecture

La présence de la catalase se traduit par le dégagement, en moins de 5 s, de bulles d'oxygene

qui forment une mousse persistance.
e Résultat :
Le P. aeruginosa est catalase positive.

Les souches d’A. baumannii sont également des bactéries catalase-positives, strictement

aérobies, non exigeant et non fermentant.
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e Mise en évidence des pigments

Nous avons utilisé les milieux de King A (milieu Tech. Agar pH 7,2) et King B (milieu Flo.
Agar pH 7,2), fabriqués par la société bio-Mérieux, pour la production de la pyocyanine et de
la pyoverdine respectivement. Ces milieux sont fondus et coulés en pente dans des tubes en
verre et déposes a I'air ambiant jusqu'a refroidissement. A I'aide d'une pipette Pasteur stérile, on
préléve une colonie isolée d'une culture de 24h. Puis celle-ci est mise en suspension dans
quelques millilitres d'eau physiologique. Ensuite, on ensemence les deux milieux en déposant
dans chaque tube une goutte de cette suspension sur la pente et au moyen de la méme pipette,
on fait des stries sur toute la surface de la gélose. Ces tubes sont placés dans I'étuve a 37°
pendant 24 h a I'issue desquelles on fait la lecture. La production de la pyocyanine est maximale
sur le milieu King A et celle de la pyoverdine sur le milieu King B.

e Etude de la sensibilité

Pour déterminer la sensibilité de P. aeruginosa et A. baumannii aux antibiotiques, nous
avons eu recours a la méthode de diffusion en gélose de MUELLER-HINTON selon les
recommandations du Comité de I'antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
[79]. Nous avons utilisé des disques imprégnés d'une certaine charge connue d'antibiotiques
fabriqués par les laboratoires SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR.

Tableau VI : Les disques d’antibiotiques testés et leurs charges[79].

Béta-lactamines Aminosides
Pénicillines Amikacine 30pg

Pipéracilline 70pg Gentamicine 10ug

Pipéracilline+Tazobactam 75+10ug Tobramycine 10ug
Fluoroquinolones

Ticarcilline 759 Ciprofloxacine 5ug

Céphalosporines Ofloxacine 5ug
Levofloxacine 5ug

Cefotaxime : 30ug Fosfomycine 50ug

Ceftazidine 30ug Quelques autres

Cefepine 30ug Nitrofurantoine 300ug

Carbapénemes Colistine 10ug

Ertapéneme 10ug

Imipenéme 10ug
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L'interpretation des résultats a été faite conformément aux recommandations du Comité de
I'Antibiotique de la Société Francgaise de Microbiologie [79]. P. aeruginosa et A. baumannii
sont des bactéries qui produisent une céphalosporinase inductible. Aussi sont-elles résistantes
aux aminopénicillines ainsi qu'aux céphalosporines de premiéres et deuxiemes générations. Les
souches résistantes a la Ticarcilline et aux uréidopénicillines, mais sensibles aux autres Béta-
lactamines ont éte considérées comme productrices de pénicillinases. Les souches productrices
de céphalosporinase déréprimée sont résistantes aux céphalosporines de troisieme génération

ainsi gu'aux uréidopénicillines et aux carboxypénicillines.

La résistance a la Ceftazidime peut étre due a la production d’une Béta-lactamase a spectre

élargi.
La résistance a I'imipenéme s'explique par deux mécanismes :

e Laproduction d'une enzyme, l'imipénémase ;
e Larésistance par imperméabilité et /ou hyper-expression du systeme d'efflux : "

résistance intrinseque ".
En ce qui concerne les aminosides, les phénotypes suivants ont été individualisés :
Phénotype sauvage ou sensible :

Il s'agit de souches sensibles a tous les aminosides testés a I'exception de la kanamycine (P.

aeruginosa et A. baumannii) ont une résistance naturelle a la kanamycine).
Phénotype G :

Ce sont des souches résistantes a la Gentamicine, mais sensibles aux autres aminosides.
Phénotype GT :

Il s'agit de souches résistantes a la Gentamicine et a la Tobramycine, mais sensibles aux autres

aminosides.
Phénotype GTN :

Ce phenotype correspond aux souches sensibles a I'Amikacine et résistantes aux autres

aminosides.

Phénotype GNA :
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Ce phénotype correspond aux souches sensibles a la Tobramycine et résistantes aux autres

aminosides.
Phénotype GTNA :

Il s'agit de souches résistantes a tous les aminosides testés. Les souches GTNA sont
résistantes a lI'isépamicine. Ce phénotype est le fait d'une imperméabilité ou I'association d'une

imperméabilité a une acétylation.

Phénotype A

Il sagit des souches résistantes a la Tobramycine seulement.

Recherche de la production de Béta-lactamases a spectre élargie (BLSE)
Nous avons recherché la production de Béta-lactamase a spectre élargie (BLSE).

Elle se traduit par une synergie entre un disque de céphalosporine de C3G (Ceftazidime) ou
C4G (céfépime) ou d’aztréonam et un disque de Ticarcilline ou de Pipéracilline associé a un
inhibiteur de Béta-lactamases (acide clavulanique, Tazobactam). Les disques ont été déposés

de la maniere suivante chacun a 3 cm de disque contenant 1’inhibiteur.
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Céfépime (FEP)

TTC
Aztréonam (ATM) ou Ceftazidime (CAZ)

TZP

Céfotaxime (CTX)

Figure 11 : Schéma de dép6t de disque pour la recherche de BLSE [80].

Tableau VII: Interpretation du phénotype par familles d’antibiotique[81-82-83].

Béta_lacta Phénotypes
mine Sauv | Céphalospor | Peénicilli | Oxacilli | BL | BL | Carbapéné
age inase nase nase SE | SE | mése classe
hyperprodui | (TEM) (spectre |clas |clas | B (VIM,
te étroit) se A|seD | IMP)
(PE | (typ
R, e
VE | OX
R) [A)
TIC S R R R R R R
TZP S S S S S S S
PIP S I/R R R R R R
CTX S R S I/IR IIR |I/IR |R
CAZ S I/IR S S R IIR |R
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IPM S S S S S S R
Les Phénotypes
Aminoside | Sauv | K G T GT | KTG
S age N
Kanamyci | R R R R R R
ne
AN S R S S S R
GM S R R S R R
TOB S S S R R R
Les Phénotypes
floroqunol | Sauv | Il i v Efflux
ones age
CIP S S S R R
OFLX S | R R S

Legande

S = Sensiblle, R = Résistante, | = Intermédiaire, Cip= Ciprofloxacine, OFX= Ofloxacine,
TOB = Tobramicyne, GM = Gentamicyne, AN = Amicacyne, TIC= Ticarcilline, PIP= Piperacilline,
IMP: Imipénéme, CXT= Céfotaxime, PZP = Pipéracilline+Tazobactam, CAZ = Céftazidine

VIM= Verona Imipénémase ; IMP= Imipénéme Metallo-Béta-lactamase.

9.16 Analyse et traitement des échantillons :
Nos données ont été saisie et analysées avec le logiciel SPSS version 25 et le logiciel Word

2016 a servi de traitement de texte.
9.17 Considérations éthiques :
Cette étude s’inscrit dans le cadre d’un travail de routine. Avec 1’autorisation du responsable
du laboratoire PA & KA de Bamako, nous avons veillé tout au long de notre étude au respect

strict de la confidentialité des données et I’anonymat des patients a été respeceé.
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10 Résultats

Résultats descriptifs :

10.1 Tableau VIII: Fréquence d’isolement des BGNnF<< A. baumannii et P. aeruginosa
>> jsolés au laboratoire PA et KA.

Espéces Fréquence Pourcentage
A. baumannii 56 54,4
P. aeruginosa 47 45,6
Total 103 100,0

L’effectif sur lequel a porté notre étude était de 103 souches de bacilles & Gram négatif non
fermantaire (BGNNF) dont 54,34% (56) souches d’A.baumannii et 45,63% (47) souches de P.
aeruginosa isolées des produits biologiques recus au laboratoire PA et KA de Bamako pendant
notre période étude.

10.2 Resultats des données socio-démographiques
Tableau IX : La répartition des patients selon le sex.

Fréquence Pourcentage
Mascilin 59 57,3
Feminin 44 42,7
Total 103 100,0

La population d’étude est marquée par une prédominance de sex masculin 57, 3% de notre

population d’étude avec un sex ratio de 1,3.

La majorité des souches d’A.baumannii et P. aeruginosa ont été isolée dans la tranche d’age
comprise entre 41 et 60 ans soit 37,9 % des cas de notre population d’etude. La tranche d’age
0-20 ans était la moins représentée avec 3,9 % des cas (Figure 10). La médiane d’age par

especes bacterienne est de 50 ans pour A. baumannii et 56 ans pour le P. aeruginosa.
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Figure 12 : Répartition des patients selon la tranche d’age.

Tableau X : Répartision des deux espéces bacterienne selon la nature du produit pathologique.

Especes ECBU Hemoculture Liquide Pus PV Total
d'asciste

A. 30,10% 4,85% (n=5) 1,94% 16,50% 0,97% 54,4%

baumannii  (n=31) (n=2) (n=17) (n=1) (n=56)

P. 26,21% 097% (n=1) O 15,53% 2,91% 456 %

aeruginosa (n=27) (n=16) (n=3) (n=47)

Total 56,31 % 5,83% (n=6) 1,94% 32,04% 3,88% 100%
(n=58) (n=2) (n=33) (n=4) (n=103)

En général ces deux especes ont révelé une prédominance dan les prélevements des ECBU 56,
31 % (n=58), suivis par les Pus 32,04 % (n=33). Les autres sites de prélevements ou
I’A.baumannii et p. aeruginosa ont été isolé étaient représentés par les Hémocultures 5,83 %
(n=6), les PV 3,88 % (n=4) et les liquides d’asciste 1,94 % (n=2).
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10.3 Résultats descriptif et analytique :
Tableau XI : Nature des produits biologique des sources bacteriennes isolées.

Prélevements Fréquence Pourcentage
Urine 58 56,3
Pus 33 32
Hemoculture 8 7,7
Secretion vaginal 4 3,9
Total 103 100,0

Ce tableau montre que nos souches bacteriennes sont majoritairement isoléées des urines 56,
3 % (58), suivis du Pus 32 % (33) et d’hémocultures 7,7 %, (8).
Tableau XI1: Répartition des espéces isolees selon la provenance du produit pathologique

pendant notre période d’étude.

Espéces Communautaire Hospitalier Total

A. baumannii 25, 24 % (n=26) 29, 13 % (n=30) 54, 4 % (n=56)
P. aeruginosa 23, 30 % (n=24) 22, 33 % (n=23) 45, 6 % (n=47)
Total 48, 5 %(n=50) 51, 5 % (n=53) 100% (n=103)

Les souches d’A.baumannii et P. aeruginosa était d’origine hospitaliser dans 51, 5 % des cas
étudiés avec une probabilité de P = 0, 64.
e Résultats de I’antibiogramme pour les deux germes isolés au cours de notre
études
Les Béta-lactamines :
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Tableau X111 : Résistance des souches d’A.baumannii et P. aeruginosa aux Béta-lactamines
isolées au laboratoire pendant notre période d’étude.

Famille Molecules P. aeruginosa A. baumannii
d’antibiotique d’antibiotques testées N=47 N=56
R (%) R (%)
Béta-lactamines Piperacilline + 31 (65,96(%) 42 (75(%)
Tazobactam
Ticacilline 34 (72,34%) 42 (75(%)
Ceftazidime 15 (31,91%) 34 (60 ,71%)
Imipéneme 10 (21,28%) 16 (28,57%)

En plus de quelques résistances naturelles de nos souches sur certaines molécules
d’antibiotique testées, les taux de résistance plus élevés au Béta-lactamines a été retrouvé
avec la Ticacilline pour les deux espéces a des fréquences variables soit 75 % pour I’A.
baumannii et 72,34 % pour le P. aeruginosa. L’imipénéme était la molecule la plus actif sur

les souches d’A. baumannii soit 28,57 %.

Les aminosides :

Tableau X1V : Résistance des souches d’A.baumannii et P. aeruginosa aux aminosides isolés

au laboratoire pendant notre période d’étude.

Famille Molecules P. aeruginosa A. baumannii
d’antibiotique d’antibiotques testées N=47 N=56
R (%) R (%)
Aminosides Amikacine 11 (23, 40%) 13 (23, 21%)
Gentamycine 18 (38,30%) 40 (71, 43%)
Tobramycine 15 (31, 91%) 36 (64, 29%)

Nous avons observé une résistance plus marquée de P. aeruginosa et A. baumannii

respectivement de 1’ordre de 38, 3 % et 71, 4 % a la Gentamycine
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Les fluoroquinolones et autres molecules :

Tableau XV: Résistance des souches d’A.baumannii et P. aeruginosa aux
fluoroquinolones et autres molecules isolés au laboratoire pendant notre période
d’étude.

Famille Molecules d’antibiotques testées  P. aeruginosa  A. baumannii
d’antibiotique N=47 N=56
Fluoroquinolones et R (%) R (%)
autres molecules Ciprofloxacine 23 (48, 94 %) 37 (66, 07 %)
Ofloxacine 16 (34, 04%) 9 (16, 07 %)
Fosfomycine 8 (17,02%) RN
Nutrofuratoine 9 (19,15%) 18 (32,14%)
Colistine 0(0) 2 (3, 57%)
Sulfaméthoxazole/Trimétoprime RN 47 (88,15%)
Chloremphenicol RN 55 (98,21%)

RN=Résistance naturel

Les souches des bacteries étudiées avaient une résistance de 1’ordres de 16 & 66 % pour A.
baumannii et 34 a 49 % pour P. aerigunosa pour les molecules testées de la famille des
fluoroguinolones.

La colistine demere le seul antibiotique efficace avec une sensiblité de 100 % pour le P.

aerigunosa et 96,43 % pour A. baumannii.
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Tableau XVI : Fréquence de la résistance aux antibiotiques des souches isolées selon

qu’elles soient communautaire ou hospitaliér.

Famille Molecule d’antibiotques
d’antibiotique testées Communautaire Hospitalier
P. A. P. A.
aeruginos baumann aeruginos baumann
a ii a i
N=24 N=26 N=23 N=30
- R (%) R (%) R (%) R (%)
Piperacilline + Tazoctam 17 (70,83) 18(69,23) 14 (60,87) 24 (80)
Béta- Ticacilline 14 (58,33) 17 (65,38) 20(86,97) 25(80,33)
lactamines Ceftazidime 7(29,17) 14(53,85) 8(34,78) 20 (66,67)
Imipénéme 4 (16,67) 9(34,62) 6(26,09) 7 (23,33)
Amikacine 5(20,83) 4(1539) 6(26,09) 9(30)
Aminosides Gentamycine 8(33,33) 16(61,54) 10(43,48) 24 (80)
Tobramycine 8(33,33) 14 (53,85) 7(30,43) 22(73,33)
Ciprofloxacine 14 (58,33) 16 (61,54) 9(39,13) 21 (70)
Fluorogunolon Ofloxacine 9(37,5) 4 (15,39) 7(30,43) 5(8,93)
es et autres Fosfomycine 5(20,83) 25(96,15) 3(13,03) RN
antibiotiques Nutrofuratone 4(16,67) 5(19,23) 5(21,74)  13(43,33)
Colistine 0 1385 O 1(3,33)
Sulfaméthoxazole/Trimétopr RN 23(88,46) RN 24 (80)
ime
Chloremphenicol RN 25(96,15) 22 (95,65) RN

RN : résistance naturelle

Ce taleau revéle que les souches de P. aeruginosa et A. baumanii qu’elles soient isolées en
milieu communautaire ou hospitalier la résistance aux Béta-lactamines varie entre 16% et 80%,
cette résistance est beaucoup marquée pour ’association Piperacilline + Tazoctam. Pour la
famille des aminosides les résultats révelent que les deux souches P. aeruginosa et A. baumanii

étaient plus résistantes en milieu hospitalier que communautaire. La famille des
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fluoroquinolones affichait une résistance variable dans les deux milieux aussi bien pour

Ofloxacine que la Ciprofloxacine sur les deux souches etudiées.

Tableau XVII: Phénotype de résistance des souches de P. aeruginosa et A. baumannii aux

Béta-lactamines en milieu communautaire et en milieu hospitalier.

Phénotype de Communautaires Hospitalier
résistance P. A. P. A
aux Béta- aeruginosa baumannii aeruginosa  baumannii
lactamines N=24 N=26 N=23 N=30
Sauvage 3(12,5) 7 (26,92) 0 5 (16,67)
BLSE CLASSE A 4 (16,67) 5(19,23) 2 (8,70) 6 (20)
(PER, VEB)
Carbapénémase 4 (16,67) 9 (34,62) 6 (26,09) 9 (30)
classe B (VIN,
IMP)
Ceéphalosporinase 0 1(3,85) 3(13,04) 7 (23,33)
Hyperproduite
Penicillinase 8 (33,33) 4 (15,38) 11 (47,83) 3(10)
(TEM)

Les phénotypes de résistance aux béta-lactamines de nos espéces montre une dominance du
phénotype Penicillinase (TEM) au niveau hospitalier pour le P. aeruginosa 47,83 % suivi par
le phénotype Carbapénémase classe B (VIN, IMP) au niveau communautaire pour A.
baumanii 34,62 %.

These de Pharmacie 2021-2022 79 M. ASSANA DOUMBIA



ETUDE DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES DES ESPECES DE « Pseudomonas aeruginnosa et Acinetobacter baumannii »
ISOLEES DE JANVIER 2020 A DECEMBRE 2020 DANS UN LABORATOIRE PRIVEE A BAMAKO

Tableau XVIII : Phénotype de résistance aux Aminosides des bactéries isolées chez les

patients en milieu communautaire et hospitalier.

Phénotype de Communautaires Hospitalier
résistance aux P. aeruginosa A.baumannii P. aeruginosa A. baumannii
Aminosides des N=24 (%) N=26 (%) N=23 (%) N=30 (%)

antibiotiques

testées
Sauvage 14 (58,33) 9 (34,62) 14 (60,87) 5 (16,67)
K 0 1(3,85) 0 0
G 1(4,17) 2 (7,69) 3 (13,04) 3 (10)
T 1(4,17) 0 0 1(3,33)
GT 0 1 (3,85) 0 0
KTG 7 (29,16) 13 (50) 6 (26,09) 21(70)

G=Gentamicine résistant, GT = Gentamicine et toramicine sont résistantes, KTG =Amicacine seul est seneible, A = Amicacine

résistant, T=Tobramicine résistant

Ce tableau montre que le phénotype KTG était plus retrouvé chez les souches isolées en
milieu hospitaliér soit 70 % pour A. baumanii suivi par le phénotype K 60,87 % pour P.
aeruginosa. Par contre le phénotypes Sauvage a manifesté sa dominance au niveau

communautaires pour P. aeruginsa d’ordre de 58,33 %.

Tableau XIX: Phénotype de résistance des bactéries aux fluorogunolones en milieu

communautaire et hospitalier.

Phénotype de Communautaires Hospitalier
résistance aux P. aeruginosa A.baumannii  P. aeruginosa A. baumannii
fluoroqunolones N=24 (%) N=26 (%) N=23 (%) N=30 (%)

des antibiotiques

testees
Sauvage 8 (33,33) 2 (7,69) 8 (34,78) 0
Efflux 5 (20,83) 12 (46,15) 2(8,70) 16 (53,33)
" 2 (8,33) 6 (23,08) 6 (26,09) 7 (23,33)
v 9 (37,5) 4 (15,38) 7 (30,43) 5 (16,67)

Efflux=0floxacine sensible et ciprofloxacine résistant, IV=tous résistantes I11= Ofloxacine résistant et ciprofloxacine sensible.
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Cette serie de phénotypage montre une dominance du phénotype Efflux d’ordre de 53,33% au
niveau communautaire pour A. baumanii suvi par le phénotype sauvage d’ordre de 34,78%

pour le P. aeruginosa au niveau hospitalier.

Tableau XX: Prévalence des bactéries multi-résistantes (BMR) au cours de notre période
d’étude.

Souches Nombre de BMR
bactéries isolées ~ Nombre Pourcentage
P. aeruginosa 47 12 11,65
A. baumanii 56 34 33,01
Total 103 46 44,66

Ce tableau montre que 33,01 % des especes d’A. baumanii sont multi-résistante, et 11,65 %
de P. aeruginosa sont multi-résistante au cours de notre période d’étude. Dans 1’ensamble de

nos espéces 44,66 % était multi-résistante.
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11 Commentaires et Discussion

> Difficltés

Le laboratoire ou a eu lieu notre étude est une structure privée. Ce travail a été minutieusement
élaboré cependant il présente quelques insuffisances liées essentiellement a la réalisation des
bilans para cliniques.

e Le manque de certaines données des patients telles que : Une antibiothérapie en cours ;
la durée de I’hospitalisation (patients hospitalises) ; I’utilisation ou non des dispositifs
médicaux invasifs ; les antécédents des patients (maladie chroniques). Ces informations
pouvaient nous permettre de mieux comprendre la survenue des infections de ces
bactéries.

» Frequence des germes isolés

Cette étude a permis d’étudier I’activité antibactérienne des antibiotiques sur les souches
BGNnNF (P. aeruginosa et d’A. baumannii) isolées pendant notre période d’étude. Elle nous a
permis de déterminer la fréquence d’isolement des bactéries de la famille des BGNnF.Cette
étude prospective portant sur le profil de résistance aux antibiotiques des souches de P.
aeruginosa et d’A. baumannii isolées en routine au laboratoire PA & KA de Bamako.

Durant la période d’étude, les bactéries non fermentant représentées essentiellement par A.
baumannii et P. aeruginosa etaient au nombre de 103 soit 3,86 % sur 2668 souches
bactériennes isolées a la méme periode de notre 1’etude. De toutes nos souches étudiées nous
avons trouvez une fréquence de 54, 37 % soit 56/103 pour A. baumannii et 45, 63 % soit 47/103
pour le P. aeruginosa. Ce résultat est différent de celui raporporté par DEMBELE en 2019 au
Mali qui a rapporté un taux d’isolement de 56/75 soit 75% pour P. aeruginosa et de 19/75 soit
25% pour A. baumannii [82]. Cependant SOGORE de 2015 a 2017 au Centre d’Infectiologie
Charles Mérieux (C.I.C.M) a rapporté 74, 36% d’Acinetobacter spp et 22,22% de
Pseudomonas spp [80]. Ces differnces pourraient s’expliquer par la taille de notre
échantillonnage.

La moyenne d’age des patients infectés par A. boumannii et P. aeuginosa dans notre étude
était de 52, 77 ans avec un écart type de 18, 08 et une prédominance de sexe masculin. Ces taux
sont superposables & ceux obtenus par Shojaei et al en 2016 en Iran soit une moyenne d’age de
59,21+#19,42 ans et une prédominance masculine soit 69 % [83]. Cette prédominance de sexe
pourait s’expliquer par le fait que I’infection due a ces deux espéces bactériennes est associee
a certains facteurs de risque telques : le tabagisme, 1’alcool mais elle ne fait pas la régle car

certaines études ont montré une prédominance feminine [84].
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Dans la présente étude les isolats en provenance des cliniques étaient de 47, 60 % des isolats,
soit 25, 24 % pour A. baumannii et 22, 33 % pour le P. aeruginosa. Une étude réalisée en
Europe en Bosnie-Herzégovine par Rabic et al en 2018 ont trouvé une prédominance d’origine
hospitaliére des souches d’A.baumannii soit 62, 18 % [82].

A. baumannii résiste a I’action de beaucoup d’antiseptiques et posséde un pouvoir remarquable
de colonisation de I’environnement hospitaliére gréace a la formation de biofilms. Cela explique
sa forte prévalence dans les infections nosocomiales et sa multirésistance aux antibiotiques.
Une étude Iranienne menée par Hashemi et al en 2017 [85] qui confirme notre résultat les
souches de P. aeruginosa avaient une prévalence élevée dans les échantillons des patients
externe avec un taux d’isolement communautaire de 60,08 %. Cela est inquiétant car cette
bactérie posséde d’énormes mécanismes de résistance aux antibiotiques.

Dans notre étude 55, 36 % (31) d’A. baumannii a été la souche bactérienne la plus
fréquemment retrouvée dans les urines, suivies du pus 30, 36 % (17) et d’hémoculture 8,93 %
(5). Ces taux différents de ceux rapporté par SOGORE au Mali de 2015 a 2017 qui a obtenu
65,38 % dans les prélevements du pus suivis des hemocultures 15,54 % les urines 11,54 % et
cloturé par les liquides d’asiste et les expectorations soit 3,85 % [76]. Le P. aeruginosa a été le
plus fréquemment retrouvée dans les prélevements des urines 57, 45 % (27) suivi de pus 34, 04
% (16) etle P. V arécolté 8,51 % (4). Cette fréquence d’isolement des souches de P. aeruginosa
dans les differente prélevements est différent de ceux trouvé par DEMBELE au Mali en 2019
qui a trouvé 50 % dans les prélevements bronchique, 26, 8 % dans les pus et 23, 2 % dans les
urines [80]. Cette difference dans différentes études peu etre due a la taille de notre échantillon.
Résistance aux antibiotiques des espéces isolés au cours de notre période d’étude :

» Résistance aux Béta-lactamines :

Notre étude révéle une résistance assez elevée des souches de P. aeruginosa aux pénicillines.
Plus de 72 % de résistance a la Ticarcilline et Imipénéme reste le plus efficace avec 21, 28 %
de résistance dans la présente étude. Ces résultats sont supérieurs a ceux obtenus par
DEMBELE au Mali en 2019 [80] qui a eu 34 % de résistance a 1’association Pipéracilline
+Tazobactam, 23,2 % de résistance a la Ceftazidime, 10,7 % pour Imipéneme et 8,9 % pour
Meropénéme.Ces différances pourraient étre expliqué par le choix de I’antibiotiques testé dans
les laboratoires.

Pour A. baumannii des taux aussi elévés sont associés a la résistance aux Béta-lactamines dans
notre étude. Les résultats en termes de résistance aux antibiotiques retrouvés dans cette étude

sont alarmants, et se résume comme suite 75 % de résistance a la Ticarcilline, et la Piperacilline
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+Tazactam, et les carbapénémes, a cloturé la serie des Béta-lactamine. Le pourcentage
d’isolement des souches résistantes a atteint 28,57 % (16) pour Inepéneme qui reste la plus
faible. Ces résultats montrent la place des carbapénémes comme antibiotique de référence dans
I’infection a A. baumannii. Mais il est remis en question depuis 1’émergence, a partir des
années 1990, de nombreuses épidémies dues & des souches résistantes a 1’ lmipenéme décrites
dans plusieurs pays sans répartition géographique particuliere. Cette résistance est liee
principalement a la production d’Oxacillinases ayant une activité Carbapénemase [86]. Ces
pourcentages rejoignent ceux rapportés par SOGORE [76] au Mali en 2018 avec plus de 80 %
de résistances aux Béta-lactamine a I’esception de 1’ Imipéneme la molecule la plus actif 17,65
%. Dembele [80] a fait un état de 47,4 % de résistance a Piperacilline +Tazactam et a la
ceftazidine ; 52,6 % de résistance a la Ticarcilline et 31,6 % de résistance a I’ Imipénéme. En
effet, I’A.baumannii possede naturellement des mécanismes de résistance aux Béta-lactamines
notamment ’hyperproduction de céphalosporinase chromosomique auxquels va se rajouter sa
capacité a acquerir facilement de la résistance en impliquant plusieurs mécanismes de
résistance : enzymatique, par efflux et par imperméabilité [87].

» Reésistance aux aminosides des especes isolées :

Pour le P. aeruginosa nous avons enregistré les résultats suivants 23, 40 % (11), 38, 30 % (18)
et 31, 91 % (15) respectivement pour la Gentamicine, I’Amikacine et Tobramycine. Par
ailleurs en 2018 en Jordanie Al Dawodeyah et Al [88] ont obtenu 50,8 % et 62,3 % de résistance
aux aminosides respectivement a I’ Amikacine et a la Gentamicine. Le mécanisme prédominant
de la résistance aux carbapénémes chez P. aeruginosa reste 1’association d’une impernéabilité
(déficite en porine et/ou augmentation de I’efflux) a la production de céphlosporinase
chromosomique [89]. Ce qui peut expliquer la rareté de ces genes impliqués dans la résistance

aux carbapénemes dans notre étude.

Pour A. baumannii nous avons enrésistré les resultats suivante 64, 29 % de résistance aux
Tobramycine, 71, 43 % de résistance pour la Gentamicine et 23, 21 % de résistance pour
I’Amikacine qui reste 1’aminoside le plus efficace. Ces résultats sont proches de ceux trouveés
par SOGORE au Mali [76] qui a fait un état de 62,5 % de résistance a la Gentamicine 39,13 %
de résistance aux Tobramycine et cloturé par 28,53 % de résistance pour Amikacine. A noter
que la dissémination de la résistance aux aminosides est rapide étant donné que les genes codant

pour les enzymes inactivatrices sont présents sur des plasmides, transposons ou cassettes au
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niveau des intégrons [90]. Ces differences pouraient s’explliqué par la taille de notre

échantillons et d’autre par un niveau elévé de la résistance plasmidique chez A. baumannii.

» Reésistance aux floroquinolones et autres antibiotiques des espéces isolées :

Les résultats des Floroquinolones de notre étude sont pertinante et se rével comme suite la
Ciprofloxacine et Ofloxacine de fréquence respective 48, 94 % (23) et 34, 04 % (16) pour ces
deux antibiotiques. La résistance naturelle a été comfirmé au Chloremphénicol et au CXT dans
notre étude soit 100 % (47) de résistance pour CXT et 97, 87 % (46) de résistance au
Cloremphénicol suivi par 19, 15 % (15) de résistance a la NTF. En fin la CT a été sensible a
100 % pour le P. aeruginosa. DEMBELE au Mali [80] a obtenu 21,4 % de résistance a la
Ciprofloxacine et 30,3 % de résistance a 1’Ofloxacine. Cette différence s’explique par la taille
de notre échantillon. Le taux de résistance a la Ciprofloxacine rapporté dans cette étude est de
66, 07 % et 16, 07 % de résistance a Ofloxacine pour A. baumannii. SOGORE [76] a obtenu
26,09 % de résistance a la Ciprofloxacine et 73, 91 % de résistance aux Pefloxacines. Ces taux
sont proches de ceux rapporté par DEMBELE [80] plus de 50 % de résistance aux
Floroquinolones. Des mutations dans la cible des quinolones que sont les topoisomérases
(gyrA, parC) pour la ciprofloxacine et d’autre part la pression de selection dies a 1’usage abusif
de ces antibiotiques pourait expliquer cette differences. Quant a la colistine qui fait partie de la
famille des Polymyxines elle est souvent la seule alternative thérapeutique pour les souches
d’A.baumannii résistantes aux carbapénémes. Les souches étudiées ont gardé une sensibilité
constante sur I’antibiogramme. Mais nous avons récolté 32, 14 % de résistance pour NTF, 88,15
% de résistance au CXT, 98, 21 % de résistance a la chloremphénicol et 3,57 % de résistance
pour la CT dans notre étude. Plusieurs études confirment ce résultat mais avec des taux de
résistance un peu plus élevés. Une étude réalisée en Algérie rapporte une résistance de 1’ordre
de 6 % au CHU de Tlemcen et une etude menée en Inde en 2015 rapporte un taux de 4, 2 %
[91]. Le rapport de ’EARS de 2014 a relevé dans une étude menée sur la sensibilité de 2217
souches d’A.baumannii provenant de 17 pays de I’union européenne, que la résistance a la
Colistine était de 5 % dont plus de 80 % des souches résistantes étaient rapportées en Grece et
en Italie [92]. Il existe effectivement une grande variabilité dans les taux de résistance aux
antibiotiques entre les pays voire méme entre les régions. Ce constat peut étre expliqué
partiellement par les différences entre la taille des populations ainsi que les différences de

prévalence de I’infection a A. baumannii et I’existence, ou pas, de données nationales de
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surveillance de I’Acinetobacter. Cette diversité reste surtout liée aux politiques d’utilisation des
antibiotiques et aux pratiques d’hygiéne au niveau de chaque structure hospitaliére [93].

» Reésistance aux Béta-lactamines des especes isolées selon leur provénance

Pour le P. aeruginosa plus de 50 % de résistance a la Piperacilline + Tazoctam et la Ticacilline
aux niveau communautaire et hospitaliéree, et plus de 60 % de résistance a la Piperacilline
+Tazobactam et la Ticacilline aux niveau communautaire et hospitaliére pour A. baumanii.

» Reésistance aux aminosides des especes isolées selon leur provénance

A I’esception de la Tobramycine les autres Aminosides ont présanter un niveau de résistances
plus élevé au niveau hospitaliére pour P. aeruginosa. Mais A. baumanii a manifeste sa plus
grande résistace au niveau hospitalier pour les aminosides.

» Reésistance aux fluorogunolones des espéces isolées selon leur provénance

Le P. aeruginosa et A. baumanii sont plus résistant au niveau communautaire qu’hospitaliere
mais une esception faite par Ofloxacine de I’espece A. baumanii.

» Résistance aux autres antibiotiques des especes isolées selon leur provénance :

La résistance naturel et 1’efficacité de la colistine a été confirmé pour les deux espéces dans
notre etude.

Phénotype de résistance aux Béta-lactamines des antibiotiques testés isolées chez les
patients en milieu communautaire et hospitaliére

> Les Béta-lactamines

Les phénotypes de résistance aux Béta-lactamines de nos souches montre une dominance du
phénotype penicillinase (TEM) au niveau hospitaliéree pour le P. aeruginosa 47,83% suivi par
le phénotype Carbapénémase classe B (VIN, IMP) au niveau communautaire pour A. baumanii
34,62 %. Ce résultat est different de SOGORE au Mali en 2018 qui a trouvé 85% du phénotype
TIC/PIP [76]. Cette difference s’explique par la méthodologie adaptée.

> Les Aminosides

Pour les phénotypes de la famille des aminosides nous avons retrouvés que le phénotype GTN était
plus retrouvé chez les souches isolees en milieu hospitaliere soit 38,46% pour A. baumanii. Le
phénotype sauvage a manifesté sa dominance au niveau communautaires pour P. aeruginosa
d’ordre de 58,33 %. Notre résultat est different de SOGORE [76] qui a trouvé 11,54 %. Cette
difference peu étre exepliqué par la taille de notre échantillon.

Prévalence des bactéries multi-résistantes (BMR) au cours de notre période d’étude
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Dans notre étude 33,01 % des souches d’A. baumanii sont multi-résistante, et 11,65 % de P.
aeruginosa sont multi-résistante. Dans 1’ensable de nos souches 44,66 % était multi-résistante.

Ceci est different de ce trouvé par DEMBELE [80] au Mali qui a recolté 31,57 % des souches
d’A.baumanii.
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12 Conclusion et Perspectives

12.1 Conclusion
L’A.baumannii et P. aeruginosa occupent une place importante en pathologie hospitaliere en

raison de leurs grandes capacités a coloniser et leurs persistances dans 1’environnement
hospitaliere, leurs fréquences croissantes, leurs potentiel pathogénses et leurs capacités a
acquerir continuellement des résistances. Par consequent, ces bactéries doivent impérativement
faire I’objet de programmes nationaux de surveillance dans tous les pays.

Cette étude a permis de réaliser une description du profil épidémiologique et de la résistance
aux antibiotiques des souches d’A.baumannii et P. aeruginosa isolés au laboratoire PA &
KA de Bamako sur une periode de 12 mois.

Les résultats de cette étude ont montré la place importante qu’occupe 1’infection nosocomiale
a A. baumannii et P. aeruginosa au sein de cette structure privée, une prédominance manifeste
au niveau des cliniques qui ont constitué la provenance de 47, 57 % (49) des isolats, soit 25, 24
% (26) pour A. baumannii et 22, 33 % (23) de P. aeruginosa.

Cette étude a permis de noter des niveaux trés élevés de résistance aux antibiotiques en
particulier les Béta-lactamines, les Fluoroquinolones, la Gentamicine et la Ciprofloxacine.
Devant cette situation alarmante qui limite fortement 1’arsenal thérapeutique et accroit le risque
d’impasse en maticre de traitement, il est impératif de rationnaliser 1’utilisation des
antibiotiques et d’améliorer les mesures d’hygiene. La mise en place d’une stratégie de
prévention en se basant essentiellement sur la surveillance épidémiologique et 1’organisation
des soins sont indispensables.

Le laboratoire de microbiologie peut permettre non seulement la surveillance des infections
nosocomiales, I'une des pierres angulaires de la prévention, mais aussi peut développer des
activités d’analyses complémentaires pour la maitrise du risque infectieux dans les
établissements de santé.

L’A.baumannii et P. aeruginosa restent les agents les plus redoutables dans les infections
nosocomiales car se sont des adversaires difficiles a contréler et & éliminer, et le traitement

optimal des infections aux souches multirésistantes reste encore a etablir.

12.2 Perspectives
Les données de cette these serviront de base pour I’étude moleculaire des genes associés a la

résistance d’A. baumannii et de P. aeruginosa au laboratoire PA et KA.
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Cette etude moleculaire portera sur :

> Les genes de résistance associée a la résistance d’A. baumannii et de P. aeruginasa aux
Béta-lactamines.

» Les genes de résistance associée a la résistance d’A. baumannii et de P. aeruginasa aux
Aminosides.

> Les genes de résistance associee a la résistance d’A. baumannii et de P. aeruginasa a la

Ciprofloxacine et 1’Ofloxacine.
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Recommadations

Au terme de cette étude nous recommandons

» Au personnel soignant

e Renouveler les voies veineuses périphériques toutes les 72 heures.

e Respecter les conditions d’asepsie lors de la pose de sonde urinaire et de cathéter.

e Respecter les protocoles de soins

e Gants a usage unique

e Lavage des mains

e Masques

» Aux populations

e Limitation de I’antibiothérapie empirique a large spectre

e Lavage des mains

e Respecter les modalités d’administration des médicaments et éviter I’automédication.

» Au medecin

e Demande I’antibiogramme avant toute antibiothérapie

e Adopter les bonnes pratiques de prescriptions et de dispensation des antibiotiques a la
population.

e Prendre en compte les résultats des antibiogrammes

» Au ministére de la santé :

e Mettre en place des programmes nationaux de surveillance et de lutte contre la résistance
antimicrobienne.

e Doter les laboratoires de moyens suffisants permettant la surveillance épidémiologique de
la résistance aux antibiotiques des souches bactériennes résistantes au laboratoire ;

e Mise en place d’un réseau d’information surtout des populations sur les conséquences
d’une utilisation non rationnelle des antibiotiques.

e Mettre en place des comités locaux de lutte contre les infections nosocomiales.

e Assurer la formation continue des agents de sante a la gestion des déchets biomédicaux et
a ’hygiene publique
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Introduction :

A. baumannii et P. aeruginosa sont des pathogénes opportunistent qui émerge ces dernieres
décennies comme agent d’infections nosocomiales. Leurs résistances naturelles et leurs
capacités d’acquérir de nouvelles résistances aux antibiotiques font d’eux les bactéries
pionniere dans la multi-résistance.

Objectif :

L’objectif de ce travail est de déterminer le profil épidémiologique, et la résistance aux
antibiotiques des souches d’A.baumannii, et de P. aeruginosa isolées des prélevements a visée
diagnostique.

Matériels et méthodes : 1l s’agit d’une étude rétrospective réalisée au sein du laboratoire PA
& KA de Bamako, et portant sur 56 souches d’A.baumannii et 47 souches de P. aeruginosa
isolées dans divers prélevements hospitaliere et communautaire de Bamako.

L’étude a été conduite du ler Janvier 2020 au 31 decembre 2020 sur une période de six (12)
mois.

Résultats :

Au total sur les deux espéces chosies nous avons isolées 103 souches bactérienne durant la
période d’étude, avec 56 germes d’A. baumannii, et 47 germes de P. aeruginosa.

L’analyse épidémio-clinique a révélé que 1’age moyen des patients infectés par A. boumannii
et P. aeuginosa dans notre étude a été 56, 66 avec un écart type de 16, 53 pour le sexe masculin
et 47, 55 avec un écart type de 19, 03 pour le sexe féminin et un extrémes de 3 a 82 ans pour
les deux especes, le sexe ratio est a 1,34.

L’étude des facteurs de risque avait objectivé le role majeur de I’immunodépression,
I’antibiothérapie, et les procédures invasives.
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Ces pathogenes proviennent de 1’Urine 56, 3 %, suivis par les Pus 32 % et les clinques privées
sont les principales sources d’isolement de ces deux especes bactériennes.

Une multi résistance aux antibiotiques est tres manifeste dans les prélevements ambulatoires
aux différents antibiotiques testés : 72,34 % a la Ticarcilline, la colistine garde une sensibilité
a 100 % sur les especes de P. aeruginosa. Pour A. baumannii la multi résistance aux
antibiotiques est trés manifeste dans les prélevements hospitaliers aux différents antibiotiques
testés : 75 % & la Ticarcilline et la colistine reste aussi sensible a 96,43%.

Pour ces deux especes nous avons obtenus 51, 46 % de source hospitaliser et 48, 54 % de
source ambulatoires dans 1’ensemble des isolants.

Conclusion : Ces résultats montrent que la résistance des souches isolées est augmentée de
facon inquiétante dans cet établissement, et leur émergence représente un sérieux probléeme
thérapeutique et épidémiologique, d’ou la nécessité de la mise en place d’un systéme de
surveillance de I’environnement microbien de 1’hopital, les structures privées et I’application
stricte des mesures d’hygiene.

Mots clés : Profil - Acinetobacter baumannii —Pesudomonas aeruginosa-Résistance aux
antibiotiques-Bamako.

Results :

On the whole on the two species chosies we isolated 103 stocks bacterial during the study

period, with 56 germs of A. baumannii, and 47 germs of P. aeruginosa.

The Analysis épidémio-private clinic revealed that the Middle Age of the patients infected by
A. boumannii and P. aeuginosa in our study was 56,66 with a standard deviation of 16,53
fors the male sex and 47,55 with a standard deviation of 19,03 fors the female sex and

extremes from 3 to 82 years for the two species, the sex ratio is at 1,34.

The study of the risk factors had objectified the important role of the immunodépression, the

antibiothérapie, and the procedures invasive.

These pathogenic comes from the urine 56,3%, followed by the Puses 32% and the clinques

private ones are the independent sources of insulation of these two bacterial species.

A multi resistance to antibiotics is very manifest in the ambulatory taking away with various
antibiotics tested : 72,34% with the Ticarcilline, the colistine guard a sensitivity to 100% on
the species of P. aeruginosa. For A. baumannii the multi resistance to antibiotics is very
manifest in the taking away hospital with various antibiotics tested : 75% with the Ticarcilline

and the colistine remain also sensitive to 96,43%.

For these two species we obtained 51,46% source to hospitalize and 48,54% of source

ambulatory in the whole of insulators.
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Conclusion : These results show that the resistance of the isolated stocks is increased in a
worrying way in this establishment, and their emergence represents a serious therapeutic and
epidemiologic problem, from where need for the installation of a monitoring system of the

microbial environment of the hospital, structures private and the strict application of
measurements of hygiene.

Key words : Profile - Acinetobacter baumannii - Pesudomonas aeruginosa-Resistance to
antibiotic-Bamako.
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SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence des maitres de la faculté, des conseillers de I’ordre des pharmaciens et

mes condisciples :

v

v

D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et leur témoigner ma
reconnaissance en restant fidele a leur enseignement.

D’exercer dans I’intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et
respecter non seulement la législation en vigueur, mais aussi les régles de 1’honneur,
de la probité et du désintéressement.

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et sa dignité
humaine ;

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre
les meeurs et favoriser des actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele & mes promesses !

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confreres si j’y manque.

Je le jure.
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