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Introduction

L’histoire du genre Acinetobacter remonte au début du 20°™ siécle, en 1911, quand
Beijerinck, un microbiologiste hollandais décrit un organisme nommeé Micrococcus
calcoaceticus qui étéisolé du sol (Peleg et al., 2008).

Longtemps considéré comme un représentant de la famille des Neisseriaceae, le genre
Acinetobacter est actuellement inclus dans la famille des Moraxellaceae, ordre des
Pseudomonadales, classe de Gamma Proteobacteria, embranchement Proteobacteria et
domaine de Bacteria (Ghazawi, 2012).

Il'y'aen fait 32 especes génomiques, dont 17 Avec un nom validé. Seulement 10 especes ont
été isolées dans des échantillons humains (A. baumannii, A. calcoaceticus, A. haemolyticus,
A. johnsonii, A. junii, A. lwoffii, A. parvus, A. radioresistens, A. schindleri et A. ursingii)
(Dortet, 2006).

Les Acinetobacter spp sont des germes ubiquitaires retrouvés dans le sol, |’ eau potable,
les eaux de surface ainsi que dans divers denrées alimentaires. On estime que jusqu’ a 25% de
la population sont porteurs d’ Acinetobacter spp (Siegrist, 2000).

Chez I'homme, les Acinetobacter ssp. font partie de la flore cutanée normale et ils sont
fréqguemment retrouvés dans les zones humides. Ces bactéries sont également isolées de la
bouche, gorge, trachée, du nez, conjonctivite et des urines. D'une maniére globale, I’ espéece
pathogéne ou saprophyte la plus fréquemment isolée est Acinetobacter baumannii (Euzéby,
2010). On les isole aussi de matériels divers : cathéters, appareils de ventilation assistée,
cuvettes (Joly-Guillou et Bergogne-Bér ézin, 2006).

A I'examen direct A. baumannii se présente comme un diplococcobacille a Gram
négatif, aérobie stricte, non sporulée, parfois capsulée, immobile (Howard et al.,
2012).0Oxydase négative, catalase positive, ne fermente pas le glucose mais I’ oxyde, citrate
positif ,gélatinase négative ,nitrate réductase négative et indole négatif (Peleg et al., 2008).
L’isolement des souches d' Acinetobacter baumannii en milieu solide peut étre obtenu aprées
incubation a une température comprise entre 15°C et 44°C, critere essentiel dans le
diagnostic différentiel avec les autres especes (Gordineau Gauthey et al., 1988) sur des
milieux conventionnels (gélose au sang, gélose trypticase soja, etc.) et sur les milieux dédiés
aux bacilles a Gram négatif comme la gélose Mac Conkey ou la gélose de Drigalski
(Lambert, 2007). Les colonies sont arrondies, blanches, ou de couleur creme, lisse a bords
réguliers (Peleg et al., 2008).

A. baumannii est un pathogene opportuniste qui peut étre responsable d'infections

sévéres malgré safaible virulence (Poirel et Nordmann, 2006). Elle est responsable de 5 a
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10% des infections nosocomiales dans des services accueillant des patients fragilisés,
notamment les services de soins intensifs et de réanimation. On observe surtout des
infections pulmonaires chez des patients sous ventilation assistée, des infections urinaires
sur sonde, des infections liées aux cathéters avec risque de septicémie ( Evillard et Joly-
Guillou, 2012). Le taux de mortalité est élevé de 20 a 60% en particulier chez des patients

affaiblis: traumatisme, cancer, immunodépression... (O’ Shea, 2012).

Les B-lactamines représentent la principale famille d’antibiotiques la plus développée et
la plus utilisée dans |le monde. Cette large utilisation est due a leur large spectre d'action, et a
leur faible toxicité (Handal et Olsen, 2000). Les P-lactamases constituent le principal
meécanisme de résistance a ces molécules, en particulier chez les bacilles a Gram négatif en

hydrolysant la liaison amide du cycle B-lactame (Philippon et Arlet, 2006).

A. baumannii est naturellement résistant a plusieurs -lactamines du fait de 1’association
de différents mécanismes impliquant les B-lactamases, efflux et imperméabilité (Bou et
Martinez, 2000). Elle produit naturellement deux types de [-lactamases, une
céphalosporinase ou B-lactamase de classe C d’Ambler (¢galement dénommée AmpC) et une
oxacillinase ou B-lactamase de classe D (Corvec et al., 2003 ; Héritier et al., 2005). La
production d'une céphalosporinase a bas niveau est a I’ origine de la résistance naturelle de
cette espéce aux aminopénicillines, a la céfalotine et a la céfoxitine (Poirel et Nordmann.,
2006).

Plusieurs variantes d’ enzymes AmpC ont été caractérisées chez A. baumannii. Elles
sont appelées ADC- types (Acinetobacter-Derived-Cephalosporinase) (Hujer et al., 2005). A
la différence des espéces d entérobactéries du groupe 3 et de Pseudomonas aeruginosa, cette
enzyme n’est pas inductible en raison de I’ absence d’ un régulateur transcriptionel (Corvec et
al., 2003). La surexpression de cette enzyme AmpC est due a I'insertion d une séquence
ISAba | au niveau de ce géne blaampc, le céfépime et les carbapénémes sont stables a
I”hydrolyse par ces enzymes (Peleg et al., 2008). Le géne codant |I’enzyme AmpC est alors
surexprimeé et non pas déréprime. Cette surexpression permet une élévation importante des

CMI des B-lactamines appartenant au substrat de cette enzyme (Corvec et al., 2003).

D’ autre part, la production naturelle d’ une oxacillinase OXA-69/51, chez A.baumannii a
ééidentifiée (Héritier et al., 2005). L’ analyse de I’ environnement génétique du gene blaoxa-

eo Ma pas identifié d @éments de type intégrons/transposons susceptibles d’ expliquer
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I’acquisition de ce gene (Héritier et al., 2005). A noter que |I’enzyme OXA-51, retrouvée
chez des souches provenant de plusieurs pays d Europe, est un variant ponctuel de OXA-69
avec 90% d’homologie (Brown et al., 2005).

Des modifications dans la perméabilité membranaire d’' A. baumannii  peuvent entrainer
une résistance aux carbapénémes. Aingi, la perte de la protéine de membrane externe CarO,
secondaire a l'interruption dans le gene carO par différentes séquences d’insertion
(notamment 1SAba825) peut étre a I’ origine d une résistance aux carbapénemes (Mussi et al.
,2005).

Chez A.baumannii, la pompe d efflux AdeABC (RND) a été bien caractérisee. Les
aminoglycosides,  tétracyclines,  érythromycine,  chloramphénicol,  triméhoprime,
fluoroquinolones, B-lactamines, et aussi récemment tigécycline, se sont révélés étre des
substrats pour cette pompe (Wieczorek et al., 2008). La présence de cette pompe explique les
niveaux de CMI d’ emblée élevée que I’ on retrouve chez cette espéce vis-avis de nombreux
antibiotiques (Decr €, 2012).

L'émergence mondiale rapide des souches d’'A. baumannii résistantes a toutes les f-
lactamines, y compris les carbapénémes, illustre le potentiel de cet organisme a réagir
rapidement aux changements de pression de |'environnement sélectif (Nodmann, 2010).
Dans les années 80, différentes pénicillinases plasmidiques ont été caractérisées chez A.
baumannii. Il s agit principalement de |I’enzyme TEM-1 puis du variant TEM-2. C’est ensuite
la pénicillinase CARB-5 (classe A d’Ambler) qui a été rapportée chez A. baumannii qui
confére un haut niveau de résistance aux amino- et carboxy- pénicillines. Trés peu de
pénicillinases ont éé rapportées dans A. baumannii al’inverse de ce qui est observé chez les

entérobacteries (Poirel et Nordmann, 2008).

Une large gamme de BL SE a été décrite chez A. baumannii comprenant des enzymes de
type TEM, SHV, CTX-M, GES, SCO et VEB (Peleg et al., 2008; Gordon et Warham,
2010). Les BLSE les plus identifiées chez A. baumannii sont les enzymes PER-1 et VEB-1,
leur support génétique peut étre chromosomique ou plasmidique (Poirel et Nordmann, 2008)
L’enzyme PER-1 a éé largement identifiée chez les souches isolées en Turquie. Depuis,
plusieurs variantes ont été caractérisées ; parmi elles, PER-7 et PER-2 en Corée du Sud et
en Iran (Al-Agamy et al. 2014). L’enzyme VEB-1 a éé al’ origine d’ une épidémie importante
dans le Nord de la France au début des années 2000 (Decré, 2012). VEB-1, qui a diffusé a
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travers les hopitaux Francais (diffusion clonale) a également été récemment rapporté en
Belgique et en Argentine (VEB-1) (Begum et al., 2013).

Il existe trois types d’ enzymes capables d hydrolyser les carbapénemes rapportées chez
A. baumannii. 11 s’agit, des carbapénémases de classe B d’Ambler ou (métallo-f-lactamases),
des oxacillinases de classe D et les carbapénemes de classe A comme KPC-2 (Nordmann,
2010) et GES ( Moubarek et al., 2009). Plusieurs mutants GES- 1 ont été détectés dans A.
baumannii, GES- 11 a été rapportée en Turquie, I'Egypte (M oubareck et al., 2009), Koweit
(Bogaerts et al., 2010) et en France (Cicek et al., 2013), GES- 12 a été détecté en Egypte,
Belgique et en France et GES- 14 a éé détecté en Turquie et Kuwait et GES- 22 a été détecté
en Turquie (Al-Agamy et al., 2014).

Les Métallo-B-lactamases (MBLs) sont moins identifiées chez A. baumannii que les
carbapénémases de type OXA ( Peleg et al., 2008). Les déterminants MBLs les plus décrits
chez A. baumannii sont les dérivés de type IMP, VIM, SIM et NDM ( Decré., 2012). Ces
enzymes conferent un niveau de résistance éevé aux carbapénemes, avec des CMlIs
supérieurs a 256 mg/l dans la plupart des cas (Zarrilli et al., 2013).

L’enzyme ML décrite récemment, NDM-1 (New-Delhi Métallo-B-Lactamase), a été
détecté en 2010 chez une souche d’A. baumannii isolée en Inde. En outre, un autre variant
NDM, dit NDM-2, a été isolé chez une souche d’'A. baumannii en Egypte et aux Emirats

arabes Unis. Les genes blanpm-1 et blanpwm-2 retrouveés chez une souche d’ A. baumannii isolée

en Europe sont portés par le transposon Tnl25 (Zarrili et al., 2013 ; Olaitaan et al., 2013)
Toutefois, le gene blanpw-1 retrouvé chez une souche d’ A.baumannii isolée en Chine est porté
par un plasmide transférable par conjugaison (Zarrilli et al., 2013). Des cas de production
d’une NDM par A. baumannii ont été décrits dans plusieurs pays a travers le monde (Rolain
et al., 2013). En Algéric; la premi¢re MBL de type NDM-1 a été retrouvé chez une
A .baumannii isolée danslaville d Oran en avril 2011 (Medli et al., 2013).

Quatre sous-groupes d’oxacillinases ont été identifiées chez A. baumannii incluent :
OXA-23, OXA-24/40, OXA-58 et OXA-143 (Senkyrikova et al., 2013). La premiére
oxacillinase capables d’hydrolyser I'imipénéme fut I'OXA-23 identifiée initidement en
Ecosse en 1995 (Zarrilli et al., 2009).

Le gene OXA-23, chez A. baumannii, a été décrit sur plusieurs types de transposons (Tn

2006, Tn2007 et Tn2008) localisé au sein du chromosome ou sur différents plasmides,
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démontrant la grande diversité des voies de dissémination de I’enzyme (Mugnier et al.,
2010). En Algérie, Mugnier et al. , ont rapporté la premiere OXA-23 isolée a partir d’une
souche d’ A. baumannii en 2004 (Mugnier et al., 2010).

Concernant I’ environnement des génes codant pour ces oxacillinases, ils n’ont jamais
été identifiés au sein de structures de types intégrons alors que ces mémes structures sont
paradoxalement a I’ origine de la dissémination de la plupart des autres génes oxacillinases a
spectre de substrat restreint. La séquence d’insertion 1ISAbal a I’ origine de la surexpression
de la céphaosporinase naturelle d’A. baumannii, est présente en amont du gene de cette
oxacillinase et qui contribue donc également a I’ expression du gene blaoxa-23 €t peut étre a
son acquisition (Touati et al., 2012). Bakour et al. , ont également rapportés des souches d’ A.
baumannii en Algérie renfermant le gene blaoxa-23 associé ou non a blaoxa-72. L’ enzyme
carbapénemase de type OXA-72 a é&é dga signalée dans la région Asie-Pacifique, en Europe,
et en Amérique du Sud mais pas en Afrique du Nord (Bakour et al., 2012).

Le gene blaoxa-24, €st moins fréequent que OXA-23 (Qi et al., 2008). OXA-143 a éé
identifiée chez unisolat d’ A. baumannii isolé au Brésil (Higgins et al., 2009).

OXA-58 a éé initialement localisé sur un plasmide chez A. baumannii (Poirel et al.,
2005), est souvent identifiée en Amérique du Sud, a été également trouvé en Europe et en
Amérique latine (Zarriilii et al., 2009). En Algérie, le géene blaoxa-ss a été rapporté pour la
premierefois chez douzeisolats cliniques d’ A.baumannii isolésau CHU de Tlemcen (Drissi
et al., 2010).

La multirésistance chez les souches d’A. baumannii isolées au niveau des hdpitaux est
un phénomeéne de plus en plus remarquable avec |e nombre important de mécanismes pouvant
étre incriminés dans la résistance aux [-lactamines, particulierement la résistance aux
carbapénemes. En Algérie, plusieurs études sur la résistance aux antibiotiques chez A.
baumannii au sein des grands hopitaux d' Algérie ont été publiées. Notre objectif dans cette
étude est d’ évaluer la sensibilité aux antibiotiques ainsi que la caractérisation des mécanismes
de résistance aux P-lactamines chez des souches d’A. baumannii isolées au Centre
Hospitalo-Universitaire d’ Oran.

Afin de développer cet aspect, nous avons adopté |la méthodol ogie suivante :
v' Collecter de souches d' Acinetobacter baumannii a partir du laboratoire de
bactériologe du centre hospitalo-universitaire d’ Oran.
v’ Vérification del’identité des souches.
v Determination de phénotypes de résistance aux carbapénémes.
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e Recherche dela production es carbapénémases .
e Recherche de la production des Métallo B-lactamases.
e Recherche delaproduction de BLSE.

v Détermination des CMIs.







Matériel et méthodes

1. Souches bactériennes
Cette éude est réalisée sur 130 souches d’A. baumannii, isolées entre Janvier et Décembre

2014 au niveau de |’ établissement Hospitalo-Universitaire d’ Oran.

Les souches d’A. baumannii collectées éaient identifiées au niveau du laboratoire de
bactériologie de I'EHU d'Oran a I’aide de galeries API20 NE (Bio-Mérieux, France), La
sensibilité des souches d’A. baumannii vis-&vis des antibiotiques était déterminée, puis les
souches sont conservées, et acheminées vers le laboratoire de microbiologie de I’ Université
Abderrahmane MIRA, Begaia.

L’identité de toutes | es souches est vérifiée comme suit :

e Utilisation du citrate (comme seule sour ce de carbone)

A partir de plusieurs colonies, la pente du milieu citrate de Simmons est ensemencée par strie
longitudinale. L’incubation est effectuée a 37°C, la durée va de 24h jusqu’a 7 jours pour
certaines bactéries. Une coloration bleue du milieu due a I'alcalinisation indique un test

positif.

e Fermentation des sucres (glucose, saccharose et lactose), production du gaz et
d’'H2Ssur gélose TSI
On ensemence la surface de la gélose TSI par stries, puis le culot par piqure centrale. On
Incube & 37°C pendant 24 h. La lecture se fait comme suit :
v Fermentation du lactose + : virage au jaune de |a pente.
v Fermentation du glucose + : virage au jaune au fond du tube.
v Fermentation du saccharose + : virage au jaune au centre du tube.
v Production de gaz : apparition de bulles.
v" Production d'H2S : noircissement du milieu

2. Etude dela sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité des souches d’ A. baumannii vis-a-vis des antibiotiques était déterminée au niveau
du laboratoire de microbiologie d EHU d Oran par la méthode de diffusion sur gélose Mueller
Hinton selon les recommandations du Comité Francais de |’ Antibiogramme de la Société

Francaise de Microbiologie (Communiqué du CA-SFM, 2013) voir (Tableau annexell ).
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3. Détection phénotypiques delarésistance aux car bapénemes

3.1. Recherche dela production de carbapénémases
106 souches résistantes a |’ imipenéme sont soumises aux tests suivant :

a. Test de Hodge modifié

Un disque d’imipenéme est appliqué au centre d’une boite de Mac conkey additionné de
ZnS04 préa ablement ensemencée avec une souche d Escherichia coli ATCC 25922 (sensible
a tous les antibiotiques), ensuite les souches a tester sont ensemencées sur la gélose sous
forme de stries déposées a partir du disque d'imipenéme jusqu'a la périphérie de la boite en
présence d'un témoin positif et d’un autre négatif (Fig. 1). On goute 10 pl de cloxacilline
(75mg/ml) sur le disque d’'imipenéme. Apres 24h d’'incubation a 37°C, le test de Hodge est
interprété comme positif par la présence d'une distorsion de la zone d'inhibition a
I’intersection entre une strie et laculturede E. coli (Leeet al, 2010 ; CASFM, 2013).

Souche test

T+ T-

Klebseilla pneumonae 144 (KPC) Escherchia coili ATCC 25922

Figure1l: Schémadu test de Hodge modifié

b. Test aI'EDTA

e Méhode des disques combinés

Deux disques d’imipenéme (10pg) sont déposés suffisamment distant(15mm) sur la méme
boite de Pétri contenant la gélose Mueller Hinton préalablement ensemenceée avec la souche a
tester, I’un comme témoin et sur I’autre un volume de 5ul de solution d EDTA [750ug
d EDTA (Ethyléne Diamine Tétra-Acétique)] est ajouté. En outre, Sul de la solution d’EDTA

est gjouté sur un disgque vierge (témoin négatif) (Fig. 2). Les diamétres des zones d'inhibition
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autour de ces disques sont mesurés et comparés apres 16 a 18 h d’'incubation a 37 °C. Les
souches dont le diamétre d'inhibition autour du disque IMP-EDTA est supérieur a celui
obtenu avec le disque d'IMP seul d’au moins 6mm sont considérées comme souches
probablement productrices de M3L (Yong et al, 2002).

IMP+5pl

EDTAa0,5M

SulEDTA 3

0,5M

Figure 2 : Disposition des disques (M éthode des disques combinés)
e Méhode EDTA-disque synergie

Le test de ’EDTA-disque synergie est réalisé en utilisant un disque d’imipénéme (10ug) et un
disque vierge imbibé avec 10 pl de solution d’EDTA (1500pug d’EDTA) distant de 15 mm
(bord a bord) (Fig. 3). Apres 16 a 18 h d’'incubation a 37°C, la présence d'une MBL est
détectée par la visuaisation d une image de synergie entre le disque d imipéneme et celui
d EDTA (Jeong et al.,2006).

10ul EDTA
20,5M

Figure 3 : Disposition desdisques (EDTA-disque synergie test)
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C. Modified carba NP Test (Bakour et al., 2014)

e principe

Modified carba NP Test est une nouvelle technique biochimique de détection des
carbapénemases dont e principe repose sur la mise en évidence d’ une acidification du milieu
en cas d’ hydrolyse de I’ imipénéme par les enzymes de type carbapénémase, il est valable chez

trois types de bactéries (Acinetobacter, Pseudomonas et Entérobactéries).
e Réactifs
- Imipéneme (TINAM) (Poudre pour solution injectable 1V).
- Tampon de lyse: Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) (SigmaAldrich)
- Rouge de Phénol en poudre.
- ZnS0s, 7 H20 en poudre (BIOCHEM CHEMOPHARMA).
e Meéthodologie:
Lasolution A (solution contenant I’ indicateur de pH) est préparée comme suit :
1- Préparer une solution concentrée de rouge de phénol 0.5% poids/volume.
2- Mélanger 2ml de la solution concentrée de rouge de phénol dans 16.6ml d' eau distillée.
3- Ajouter au mélange 180ul d une solution de ZnSO4 10mM.
4- Ajuster le pH a 7,5 avec une solution de NaOH (1N).
Pour détecter |a production d’ une carbapénémase, on procede comme suit :
1- Dans un tube Eppendorf, mettre 200ul de tampon de lyse (CTAB 0.02 %).
2- Suspendre une 6se calibrée (10ul) de colonies bactériennes dans le tampon de lyse et
vortexer 1 a2 min.
3- Transférer 100ul dans 2 tubes Eppendorf « A » et « B ».

4- Ajouter 100ul de Solution A dans le tube Eppendorf « A » et 100ul de la Solution
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A+imipénéme 6mg/ml dans |e tube Eppendorf « B ».

5- Vortexer 5 sec puis incuber a 37°C pendant un maximum de 2h.

La lecture visuelle est effectuée dans chagque tube Eppendorf et les résultats sont interprétés

selon |le tableau ci-dessous.

Tableau N°IV : Interprétation desrésultats du Cabra NP test modifié

Tube A TubeB I nter prétation

Rouge Rouge Pas de production de car bapénémase
Rouge Orange/Jaune production de carbapénemase
Jaune Jaune Non interprétable

4. Détermination des concentrations minimalesinhibitrices (CMI) par Etest.:

La détermination des concentrations minimales inhibitrices de I”imipeneme pour les souches

productrices de MBL est réalisée en utilisant des bandel ettes Etest (AB Biodisk, Sweden).

L es souches sont ensemencées par écouvillonnage puis les bandel ettes sont déposeées (Fig. 4)

et les boites sont incubées pendant 18 a 24H a37°C. L’interprétation est effectuée selon les
recommandations CASFM, 2013.

Figure4 : Détermination delaCMI deIMP par Etest.
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La détermination des concentrations minimales inhibitrices de la colistine pour toutes les

souches recueillies était réalisée au niveau de laboratoire de microbiologie d EHU d’ Oran.
3.2 Recherchedela production de -lactamases a Spectre Etendu (BL SE)
e DD-TEST (test desynergie)

La production d’une B-lactamase a spectre étendu pour les souche sensibles I’imipenéme a
été détectée par |’ épreuve de la synergie qui consiste a placer des disques de céftazidime et
céfepime (30 pg chacun) a une distance de 1,5mm (centre a centre) d’un disque d’augmentin
(amoxilline-clavulanate) (20 pg et 10 pg, respectivement) (Fig. 5). L’augmentation de la zone
de I’inhibition entre le disque d’ augmentin et les disgues de céftazidime et céfepime indique
laproduction d’une BLSE (Jarlier et al., 1988).

e DD-TEST sur gélose alacloxacilline

La présence d une BLSE peut ére masguée par la production d’une céphalosporinase. Afin
d'inhiber I’ activité céphalosporinase, le test de synergie est refait sur gélose Muller-Hinton
additionnée de la cloxacilline (250mg/l) (Morin et Fosse., 2008).

zomm @

Figure5: Disposition des disques d’ antibiotiques dans |e DD-test
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|. Recueuil des souchesbactériennes

130 souches bactériennes d A.baumannii sont collectées de différents prélevements et
services au niveau d' EHU d' Oran, les informations correspondants a ces souches sont donnés
dans le tableau N°I (annexe).

| .1Répartitiondes souches selon les services

Dans la figure 6,0n remarque que les fréquences élevées des souches ont été retrouvées dans
les services de réanimation avec des pourcentages de 63% puis le service de chirurgie avec
10%.

63%

5%

2% _— —)
1%
10% 7
8% 3% \_M
29% \-2%
H medecine interne H nephrologie
B chirurgie H urologie
H reanimation dermathologie
reeducation brulés
urgences medico-chirurgicales hemathologie

pneumologie

Figure 6 :Répartition des souches selon les services
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|.2. Répartition des souches selon letype de pré évement

On note d' apres le tableauN°V que les souches sont principalement isolées a partir des

prélévementsd’ urines et de pus avec des pourcentages respectivement de 21% et de 18%.

Tableau N°V : Répartitions des souches selon le type préévement

Types de prélévements  [Nombre de [Types de prél évements Nombre de souches
souches isolées isolées
[ 27(21%) RE 7(5%)
DN 6(5%) TR 9(7%)
23(18%) cC 6(5%)
PDP 20(15% ) BR 16%)
LP 6(5%) Sa 5(4%)

PDP :prélevement distal protégé,L P :liquide pleural,DN :données non disponibles,RE :

ecouvillonage rectal, TR:prélévement trachéal,CC :cathéter central,BR :prélevement

branchique,UR : urine, Ps :pus, Sa: sang.

|.3. Identification

Nous avons vérifié |’ identité des 130 souches, en testant le citrate et le TSI.

a. Milieu Citrate-Simmons en tubeincliné

Toutes les souches se sont avérées positives sur le milieu Citrate-Simmons (Fig7)

Figure 7 : Aspect dela souche 510 sur milieu Citrate-Simmons en tubeincliné

1

B



Résultats

b. Milieu TSI (triplesugar iron)
La lecture s'est avérée négative pour les 130 souches ce qui confirme leur caractére non

fermentaire.

I1.Sensibilité des souches aux antibiotiques
o Les résultats de sensibilité aux antibiotiques des souches collectées au niveau de
I’'hdpital d’'Oran sont montrés dans le tableau (annexe I11).Les résultats des tests

phénotypiques gue nous avons effectués sont résumeés dans le tableau (annexe I 11)

Les taux de résistance de souches d'A.baumannii vis-avis des antibiotiques testés sont

représentés dans la figure suivante :

100 -

80 -

40 -

20 -

0 al 1 1 1 1 1 1 1 1 1

TIC CAZ GEN PIP LVX |IMP TOB AK CL

Figure 8 : Taux derésistance vis-aVis les antibiotiques
Sur les 130 souches collectées, 106 sont résistantes al’imipeneme et 24 sont sensibles
I1.1Souchesrésistantes al’imipeneme
a. Test deHogde modifié

Le test de Hodge est positif pour les 106 souches d’ A.baumannii résistantes a I’imipénéme
(image de tréfle) indiquant ainsi 1a production probable d’ une carbapénémases (Fig8).
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423

415

Figure 9: Test de Hodge positif sur MacConkey

b.Recher che de métallo-#-lactamases

L’utilisation de I"'EDTA apermis de détecter chez 10 souches la production d’ une métallo-4-
lactamases(Tableau N°VI)

Tableau N°VI : Diamétre des zones d' inhibition(mm) obtenues avec IMP et EDTA.

Souches 423 | 482 | 487 | 498 | 499 | 515 | 527 @ 539 562 563
Diamétre

IMP 7 8 6 6 7 6 7 6 7 8

IMP+EDTA 20 20 19 19 21 19 20 18 20 22

(10ul)

EDTA 6 6 7 7 8 7 7 6 7 8

(5ul)

Synergieentre + + + + + + + + + +

IMPet EDTA

Résultat + + + + + + + + + +

La figure 9, montre la synergie entre 'EDTA et I'imipeneme ains quune légére

augmentation de la zone d'inhibition autour du disque d’ imipenéme combiné a I'EDTA
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comparé au disgue d' imipeneme seul reflétant ainsi | effet synergique entre le carbapéneme et

I’inhibiteur de méthallo-f-lactamases.

EDTA

IM P+
EDTA IMP

423

FigurelO: Test EDTA positif (souche 423)
c. CabraNP test modifié

Le test est révélé positif pour les 106 souches testées(résistantes a |'imipeneme),
maisfortement positif (coloration jaune dansun temps < a uneminute) pour 17 souches dont
les 10 souches positives pour ’EDTA (MBL).

Le virage de la couleur du rouge au jaune ou au jaune orangé (Figl0) indique la production

d’ une enzyme cabapénémase par A.baumannii.

Figure1l: Test Carba NP modifié positif

1
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d.Déermination des concentrations minimalesinhibitrices (CM1s)

Les 10 isolats résistantes a 1I’imipenéme par la production des méthallo-B-lactamasesprésentent

des CMI trés élevées pour I’'imipenéme (>32 pg/ml) (Tableau N°VII)
Tableau N° VII:Résultats des CMIs de I'imipenéme

Souches 423 482 487 498 499 515 527 539 562 563
EDTA (+)
CMI de >32 | >32 >32 >32 |>32 >32 >32 (>332 >32 @ >32
I'imipéneme

en(ug/ml)

La figure 11, montre |’ absence d une zone d'inhibition autour de la bandelette indiquant |a
forte résistance al’imipenémedes souches productrices des carbapénémases de type méthallo-

B-lactamases.

Figure 12 : Imaged’'une CMI sur gélose Mueller Hinton chez la souche 527

Apres la détermination de la concentration minimale inhibitrice pour la colistine, toutes

nos souches présentent une sensibilité vis-a-vis cette molécule (CMI < 2).
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I1.2. RecherchedeBL SE chez les souches sensiblea | PM

[1.2. DD-Test

Les souches sensibles a I’imipenéme mais présentant une résistance aux autres p-lactamines

(C3G et C4G) ont fait I’ objet d’ une recherche de BLSE.

Le DD-test es négatif pour toutes les souches sur milieu Muller Hinton seul mais une image
de synergie est observée sur ce milieu additionné de cloxacilne pour 5 souches sur un total de
24 indiquant la production probable d une BLSE ( Figl2)

Fep  AMC  caz

Figure 13 : Image de synergie positive sur gélose Mueller Hinton additionnée dela
cloxacilline chez la souche 558

1
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Discussion

A. baumannii est devenu un agent pathogene opportuniste humain important en raison
de I’augmentation du nombre d’infections provoqueées par ce microorganisme, et |I’émergence
de souches multi-résistantes (MDR). Le plus souvent, il est responsable d'infections
nosocomiales difficiles a contréler et atraiter en particulier dans les unités de soins intensifs
(Mc Connéll et al., 2013).

De nombreuses éudes ont rapporté la prédominance des infections a A. baumannii dans
des services de réanimation (Elouennass et al., 2003, Al-Agamy et al., 2014). En Algérie, A.
baumannii représente 39.9% des infections qui surviennent en réanimation selon le réseau de
surveillance Algérien (Rahal, 2012). Dans notre étude, 63% des souches d’ A. baumannii sont
isolées dans le service de réanimation. Les principaux facteurs de risque dans ces services
sont: la ventilation assistée, I'antibiothérapie a large spectre, le sgour prolongé, le

cathétérisme artériel et I'immunodépression (Joly-Guillou et al., 2006).

Lesiteurinaire est le principal site d'infection, 21% des isolats proviennent des urines.
Laflore digestive est le principal réservoir des germes responsables d'infection urinaires. En
Tunisie, un taux de 60% des souches isolées dans les urines, est rapporté par Mkaouar et al.,
2008. Larésistance d’ A. baumannii aux S-lactamines reste un cas inquiétant dans notre étude,
des taux élevés de résistances: CAZ et TIC (94%) PIP (90%), ces résultats sont proches a
ceux obtenues par Zaidi, 2014 dans sa étude réalisée sur des souches d’ A. baumannii isolés au

niveau d EHU d' Oran avec un taux de résistance de 89,58% pour ces mémes molécules

Dans notre étude, la résistance aux aminosides est respectivement de 91%, 72%, 70%,
pour gentamicine, tobramycine, amikacine. Nos résultats sont supérieurs a ceux retrouves par
Bakour et al., 2012. La résistance aux aminosides se manifeste par plusieurs mécanismes,
cependant le mécanisme de résistance le plus fréguent est la production denzymes
modificatrices. (Lambert et al., 2006).

Concernant la résistance aux fluoroquinolones, elle est de 53% en Europe, aux aentours
de 37% au Royaume-Uni (Turner et Greenhalgh, 2003), de 73% en inde (Joshi et al., 2003)
68% au Maroc (Elouennas et al., 2003) et de 54% dans les hopitaux tunisiens (Ben Haj
Khedher, 2010). Ainsi, le résultat obtenu durant cette éude parait e plus élevée avec un taux
de résistance de 87,40%. Et cette résistance est principalement due a des mutations, au niveau
des génes gyrA et parC, respectivement (Bakour et al., 2013 ; Bakour €t al., 2014).
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La résistance d’ A.baumannii aux carbapenemes a augmenté de maniére alarmante ces
dernieres décennies, |’ usage abusif de cette classe d’ antibiotique dans les services hospitaliers
y a largement contribué (Chabani et al. 2004 ; Ling et al., 2005 ;Picazo et al.,2006). Notre
étude objective une résistance plus élevée al’imipenéme avec un taux de 82%.

Dans cette étude, 82% des souches d A.baumannii sont productrices des
cabapénémases (test Hodge positif). Ce taux est plus élevé comparé a celui rapporté par
Zaidi au niveau de méme hopital (Zaidi, 2014) et a Alger par Kara et Milane au niveau de
I’hopital de Ain Naadja (Kara et Milane, 2013) avec taux de 73%. Ces résultats ont été
confirmés par « Modified Carba NP test» qui a permis la détection de toutes les enzymes
cabapénémases. Les résultats positifs ont é&té observés a différents incubation pour toutes les
souches testées. Un résultat positif a été obtenu a un temps < 1 minutes pour les souches

probablement productrices de MBL.

Concernant le test d EDTA, sur un total de 106 souches d'A.baumannii résistante a
I’imipenéme, 10/106 souches présentent un test d’ EDTA positive (9,43%), ce qui indique une

probable production de métallo-p-lactamases.

Ce résultat est tres inférieur a celui retrouvé par Kara et Milane, 2013 avec un taux de
77, 77%.

La CMI de I’imipenéme pour les 10 souches productrices de MBL (test EDTA(+)) est
supérieur a 32mg/l, Ce résultat est similaire a celui obtenu par Bakour, 2013 dans son éude
réalisé sur la résistance aux antibiotiques des souches d’ A.baumannii isolées au niveau de 5

hopitaux Algériens.

Selon Livermore et Woodford (2006), le nombre de souche d Acinetobacter qui
synthétisent les B-lactamases de type BLSE est faible. En effet, nos résultats vont dans cette
méme conclusion avec 5/25 (20%) souches imipeneme sensible qui résistent probablement
par la production d’ enzymes de type BL SE.

Apres la détermination de la concentration minimale inhibitrice pour la colistine, toutes
nos souches présentent une sensibilité vis-a-vis cette molécule (CMI < 2). Cependant, des
isolats cliniques résistants a la colistine ont été déja rapportés dans d’ autre pays du monde.
L’ apparition de plus en plus de résistances hétérogénes pour cette classe d’ antibiotiques est

due a I’augmentation de I’usage de cette molécule en monothérapie pour le traitement des
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infection causées par les souches multi résistantes d’ A.baumannii (Ben Haj Khalifa et
Khedher, 2010 et Al-Sweith et al., 2012). En Algérie, larésistance a la colistine chez les A.
baumannii a été détectée en 2014 par Bakour et al. Cette résistance est associée a une
mutation dans le géne pmrB ( Bakour et al., 2014).

Afin de maintenir I’ efficacité de la colistine, certaines éudes encouragent I’ utilisation
de la colistine en association avec d’ autres antibiotiques tel que la rifampicine (Frasca et al.,
2008). Cependant, des résistances a la rifampicine ont été rapportées comme celles retrouveées
par Zaidi, 2014 avec un taux de 6,25% d’ ol nécessité urgente de développer et d’ évaluer de
nouvelles stratégies thérapeutiques comme la combinaison de la colistine avec tigecycline
(Giamerlou et al., 2008).







Conclusion et perspectives

L’ étude que nous avons réalisée nous a permis d’ obtenir les résultats suivants :

» 130 souches d’ A.baumannii ont été isolées au niveau de I’ Etablissement hospitalier
d Oran.

» Les souches recueillies sont essentiellement au niveau du service de réanimation avec
un taux de 63%, et elles sont le plus souvent issus des prélevements des urines et de
pus avec des taux respectivement de 21% et de 18%.

» 106 souches sont résistantes a I’imipenéme par production de carbapénémases, dont
10 souches sont productrices des MBL.

» Laproduction des BLSE est retrouveée chez 5 souches.

> Aucune résistance alacolistine n’aété détectée.

Notre étude montre que la résistance aux B-lactamine des souches A. baumannii, commence
a disséminer d'une facon rapide dans nos hoépitaux, en particulier par production de
cabapénémases, en conséquences, les infections a ces bactéries productrices de
cabapénémases entrainent de véritables situations d’ impasse thérapeutique et sont directement

responsables d’ une surmortalité.

Des études épidémiologiques seront nécessaires pour évaluer de fagon precise la distribution

de ces B-lactamases qui pourraient émerger plus dans le futur.

Afin de lutter contre I’ émergence de ces souches multi-résistantes dans nos hopitaux, nous

recommandons;

v' Respecter le systéme de contr6le de I'application stricte des mesures d’ hygiene
(renforcement de la formation du personnel aux régles préventives, précocité du
dépistage. . .).

v' Sensibiliser les visiteurs a I"hopital des risques du contact direct avec les patients et
I’ environnement hospitalier afin d’ éviter la colonisation de ces derniers.

v' Equiper les |aboratoires des outils permettant |’ identification rapide des bactéries et la
détection rapide de larésistance aux antibiotiques.

v' et un meilleur contréle de la consommation en antibiotique seraient toutefois des

facteurs favorisants une meilleure maitrise des risques.

=]



Conclusion et perspectives

En perspectives, nos résultats obtenus au cours de notre éude restent préliminaires et méritent

d étre exploiter et compléter par :

e Identification de type de B-lactamases par des réactions de PCR et séquencage des

pY

genes,

e Recherche des genes de résistance aux autres familles d’antibiotiques associés aux f3-
lactamases.

e Typage des souches.

E
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Tableau N°I : Données sur les souches recueilliesde I’ EHU d’ Oran

CODE Sexe Age Service Typede CODE Sexe Age Service Typede

prélévement pr élévement

517 m medint  Ur 506 m 41 reamed Cc
414 m 82 nephro Ur 508 f 24 reamed Ur
424 m 16 reaumc RE 507 f 32 chgen SA
415 m 62 nephro Ur 509 m reamed Cc
416 m 43 chorth Ps 510 m 51 reamed Tr
422 f 60 uro Ps 511 m 17 reamed Tr
429 m 57 reamed pdp 514 m 32 reamed Ur
442 m 56 medint Ur 5115 f 61 nephro Ur
431 f 38 reaumc Ur 516 f 22 reamed Sa
428 m 57 reaumc LP 520 m 32 reamed Br
427 m 61 dermat Ps 518 m 82 reaumc Br
430 m 56 reaumc Ps 519 m 45 reaumc Br
425 m 30 reaumc LP 521 m 40 reach Pdp
423 f 56 nephro Ur 522 m reaumc Cc
432 m 39 reaumc Lp 524 m 75 uro Ur
433 m 60 dermat Ps 523 m 29 umc Ur
435 m reamed LP 527 m reamed Br
436 f 59 pneumo Ps 526 m 22 reamed Br
437 f 59 pneumo Dn 528 m 73 chgen Ps
438 m 27 reamed Ur 529 f 60 dermat Ps
439 f hemato Re 532 m 67 reamed DN
445 f reamed Tr 530 m 57 reach Tr
446 m 25 reach Tr 588 f 27 medint Cc
450 m 20 reamed Br 531 m reaumc Br
454 m 26 reamed Br 585 f 44 umc DN
448 m 41 reach Br 536 m 27 reaumc Br
451 m 29 reaumc Br 537 m 54 chtho Ps
452 m reach Br 538 f 60 reamed Ec
453 m 40 reaumc Br 539 m 61 reaumc Tr
455 m 50 nephro Ur 540 f 23 reamed Tr
456 m reamed Br 541 m 41 reamed Cc
458 f 28 nephro Ur 543 f 40 medint Ur
459 m 73 reaumc Br 544 f 60 dermat Ps
460 f reamed Br 546 f 60 reach Tr
461 m 27 reaumc Re 547 m 75 umc Ps
462 m 62 reach Ps 549 f 71 neurch Ps
463 m 26 reaumc Br 551 f 64 chvas Ps
464 m reamed Br 552 m 20 reed Ur
470 m reaumc RE 554 f 38 brul Sa
482 m 48 reaumc pdp 555 m 55 reach Pdp
468 f 46 reamed Ur 559 m 62 reaumc Pdp
471 m 48 reaumc Re 558 f 45 nephro Sa
467 m 51 reaumc pdp 560 m 82 dermat Ur
469 m 52 reaumc Ur 561 f 72 neurch DN
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473 m 52 reaumc pdp 562 m reamed Ps
466 f reamed pdp 563 f 40 reach DN
472 f 62 reaumc Ps 564 m 47 reamed Ur
475 f 52 reamed pdp 565 m 82 chvas Ps
476 m 36 reaumc pdp 568 m neurch Ps
478 m 61 reamed pdp 567 m 29 reaumc Pdp
481 f chtho Tr 571 m reaumc Pdp
483 m 29 reamed Ur 570 m reaumc Pdp
480 f 86 nephro Ps 578 m reach Pdp
484 m 67 reamed Br 575 m reach Pdp
486 f nephro  Ur 569 f 28 nephro Ur
487 m 39 hemato Re 574 m 42 reach Pdp
491 m reaumc Br 576 m 59 chgen Pdp
493 m 58 chhb Lp 577 m 59 reach Cc
492 m umc Br 580 m 18 reamed Pdp
498 f 71 reed Ps 579 m reaumc Ps
497 m 23 reamed Ur 578 m 16 reaumc LP
499 m 48 reach Ur 584 m 22 reach Sa
504 f 45 dermat Ps 585 m reach DN
502 f 48 dermat Ps 545 m 23 reed Ur
501 f 31 reaumc Ur 583 m 51 reamed Pdp
Tableau N°Il : Résultats des profils de résistance des souches d’ Acinetobacter baumannii
code code
TIC |[PIP [CAZ | IPM|AMK | GEN |LVX | TOB|COL TIC | PIP |CAZ |IMP | AMK | GEN | LVX [ TOB | COL
517 506
6 6 6 9| 23| 14 6| ND|.94 ND | ND 6| 14 6| ND 6| ND| .95
414 508
ND 6 6| 10 6| ND 6 6|.75 6 6 6| 11 6| 15 6| 20| .94
424 507
ND | ND 6| 15 6| ND 7| ND| .65 6 6 6| 13| 18| 20| 12| 23| .85
415 509
ND | ND 6 9 6| ND 6| ND| .90 6 6 6 7 6 6 6 6| .66
416 510
6 6 9| 11| 21| 13 9| 25| .6 6 6 6| 12 6 6 6 6| .65
422 511
ND| ND| 11| 10| ND | ND 9| 23| .8 6 6 6 9 6 6 6 6| .9
429 514
ND 6 6| 12| ND | ND| 11| 21|.094 6 6 6| 12 6| 13 6 6| .94
442 515
6 6| 11| 28| 15| 15 9| ND| .15 6 6 6| 10, 19| 11| 10 6| .125
431 516
ND 6 6| 35| ND | ND 6 6| .125 22| 22| 18| 28| 22| 26| 28| 26| .125
428 520
ND| ND| ND| 25 23| ND| 19| ND| .75 6| 12 6| 10| 10 6 6| 19| .94
427 518
6| 10 6 7 6 6| 8| 18| .75 ND 8 6| 10 6 6 6 6| .75




430 519

D20| 10| 6| 26| 24| 13| 20| 22| ND 6/ 6| 6| 9| 6/ 6 6/ 6|.85
425 521

6| 6| 6| 10/ 6| 6] 6| 6|0 6/ 7| 6| 14| 6| 6 6/ ND| .66
423 522

6| 6| 6/ 6| 20| 6| 16| 10|.125 6| 10/ 6 12| 6| 6 6| 6| .75
432 524

ND| 6| 6|11 6/ ND| 8| 6| ND 6/ 8| 6| 13| 6| 6/ 6| 6|.125
433 523

6| 10| 6| 6| 12| 6| 9| 21| .38 6/ 9| 6| 9 6| 6 6| 6|.125
435 527

ND| 6| 6|24 |ND|ND| 12| 6| .38 6| 12| 6| 12| 6| 6| 6| 17| .125
436 526

ND| 6/ 6/ 6/ 6/ND| 8 6 6/ ND| 6| 11| 6| 6| 6| 6|.65
437 528

6| 6/ 6 9] 6| 6 6 6|.125 6| 6| 6| 15| 19| 6| 11| 12| .75
438 529

ND| 6| 6| 8/ ND|ND|ND| 12|.38 6| 6/ 6/ 8/ 6/ ND| 6| 6|.33
439 532

6| 6| 6| 10| 24| 11| 13| 12| 125 6| 11| 6| 9| 18| 6| 11| 6|.125
445 530

6| 6| 6| 7/ 6| 6| 8| 6|.38 27| 24| 22| 34| 20| 20| 28| 18| .125
446 533

6/ ND| 6| 8| 6| 6| 10| 6| .04 6/ 6| 6| 6| 20| 6| 12| 6|.125
450 531

6| 6| 6| 11/ 6| 6| 6| 6|.75 6/ 8| 6| 10/ 6| 6 6| 6|.125
454 535

6| 6| 6| 27| 6| 6| 10/ 6| .65 6| 10| 6| 6| 18] 6| 16| 11| .125
448 536

6| 6| 6| 6| 6| 6| 6| 6|.66 6/ 6| 6| 26| 6| 6/ND| 6|.125
451 537

6| 6| 6| 9 6| 6 6| 6|.75 6/ 6| 6| 9 6| 6 6| 6|.125
452 538

6| 10| 6| 10/ ND | ND| 10| ND| ND 6| 10| 12| 7 9| 8| 26| 10| .125
453 539

6| 6| 6| 12/|ND| 6| 6| 6| ND 6/ 10, 6| 10| 6| 6| 6| 6|.125
455 540

6 |ND| 6| 9| 21/ ND| 12| ND|ND 6| 11| 6| 7| 6| 6| 7| 18| 125
456 541

ND| ND| 6| 10/ 6|/ND| 8|ND |ND 6| 6/ 6/ 9| 6| 6| 6 6|.125
458 543

ND| ND| ND|10 | 24| ND| 8 | ND| ND 6/ 6| 6| 6| 18/ 6| 10| 11| .125
459 544

ND| 6|/ND| 26| 6|/ND| 6| ND|ND ND| 6| 12 ND | ND| 6| 25| .125
460 546

ND| 6|ND| 33| 6|/ND| 6|/ND |ND 6| 6| 6| 22| 21| 6| 12| 6| .125
461 547

ND| ND| 10/ 6| 9| ND| 22| ND|ND 6/ 6| 6| 13| 6| 6] 6| 6|.125
462 549

ND| ND|ND| 24 6| ND| 6| ND|ND 6| 6| 6/ 9| 19| 6| 10| 11| 125
463 551

ND|ND| 6| 13| 6| ND| 8 ND 10| 12| 6| 10, 6| 6| 6| 13| ND
464 552

ND|ND| 6| 14| 6| ND| 12| ND| ND 6/ 11| 6| 8| 8| 6| 6| 6/ ND




470 554
ND| 10 ND| 10|ND | ND| 10| ND|ND 6| 13| 6] 11 6 6/ 6| 6[ND

482 555
6/ 6] 6] 12 6 6/ 6| 16| ND 26| 21| 21| 32| 22| 21| 23| 22| ND

468 559
6/ 9] 6| 15 6 6/ 6 6|.125 27| 18| 22| 34| 19| 21| 25| 18] .125

471 558
ND| ND| ND| 6 6/ ND| ND| ND| .125 23| 19| 23| 33| 23| 24| 28] 23| .125

467 560
200 13| 11| 13| 24 6| 26| 8|.125 6/ 6| 6] 9 6 6/ 6| 6].125

469 561
6| 11| 6] 12 6| ND 6 6| .125 6/ 8] 6] 11 6 6/ 6| 6].125

473 562
6/ 6| 6/ 6| 11| 15| 14| 25| ND 6/ 6| 6/ 7| 20 6/ 6] 9[ND

466 563
6/ 6| 6| 15 6 6| 6 6| ND 6/ 6| 6] 8| 16 6/ 6| 6].125

472 564
ND|ND |[ND | 8 | ND | ND| 10| ND| ND 6/ 6| 6| 24| 26| 13| 18| 14| 125

475 565
6/ 10| 6| 7 6 6| 10| 22| .125 6/ 6| 6| 8 6 6| 10| 6].125

476 568
ND |[ND |ND | 10 22| ND| 22|ND | .125 ND|ND | ND| 10 6| ND 6| ND| ND

478 567
ND|ND | ND| 6 6| ND 6| ND | .125 ND| ND| 6|8 6| ND 6| ND| .125

481 571
ND | ND|ND| 9 6| ND 6| ND| ND ND| ND| ND 9 6/ ND| 10| ND| .125

483 570
ND | ND 6|9 6| ND 6| ND| ND ND| ND| ND| 37 25| ND| 26| ND| ND

480 573
ND 6| 6] 26 23| ND 6| ND| ND ND| 23| 25| 24 24| ND| 26| ND| ND

484 575
ND| ND| ND| 11 6| ND 8| ND| ND ND 6| 10| 24 11| ND 6| ND| .125

486 569
ND| ND| 10| 10| 27| ND| 10| ND| ND 6/ 6] 6] 11 6 6/ 6| 6].125

487 574
ND | ND 6/ 8] 21|ND| 14| ND| ND ND| ND| ND| 10 6| ND 6| ND| .125

491 576
6/ 8] 7/ 1 9 6| 25 9| ND ND| ND| ND| 37 6| ND 8| ND | ND

493 S77
6/ 6]/ 6/ 6| 21| 10| 13| 10| .9 ND| ND| ND| 10 6| ND 6| ND| .33

492 580
6/ 7] 15| 13| 11 9] 22| 10| .6 ND| ND| ND| 10 6| ND 6| ND| .69

498 579
6/ 6| 6] 7| 22| 12| 6] 21| .33 ND 6| 10| 24 6| ND 6| ND |.125

497 578
6/ 6] 6] 25 15 6/ 9 6| .55 ND| ND| ND| 9 6| ND 6| ND| ND

499 584
6/ 6] 10| 16| 29| 15| 15| 26| .56 ND 6/ 6/13 | ND | ND 8| 6].125

504 585
6/ 6] 6| 10 6 6| 6 6| .66 ND 6| ND 7 6| ND 9| ND| ND

502 545
6/ 6| 6] 11| 10 6/ 6| 15| ND 6/ 6| 6] 12 6 6/ 6| 6].125

501 583
6/ 6] 6] 12 6 6/ 6] 8|.125 ND| 8| ND| 11 | ND | ND 6| ND| ND




Tableau N°II1 : Résultats des phénotypes de résistance aux -lactamines
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Code | IMP | Hodge Carba EDTA DDtest Code IMP | Hodge | Carba | EDTA | DDtest

415

416

422

429

428

427

9(R)

9(R)
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436 526 | 11(R) + g _ /

437 528

438 529 | 8(R) o + _ /
R R

450 | 11(R) + + _ / 531 | 10(R) + + _ /

“

448 | 6(R) + + 3 /| | 536 | 26( / / / _

451 537

il il I I I I el s N S

-

il sl R

~ *

il G il I I R

459 544

460 |33(S) | |/ 546 | 24(S) @ | / /

/ - 549 | 9(R) + + /

464 | 14(R) + + / 552 | 8(R) + + /

461

462 | 24S) | |

463
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470 554

“82 RN
468

559

471 | 6(R) = + | | 558

467 560

33(S)
469 |12(R) | + + /|56l

: - :
il S O il
+ —

473

475 | 7(R) + / 565 | 8(R) + + _ /
476 568

478 | 6(R) + + _ / 567 | 8(R) + + _ /
481 571

il i N N G S A

480 573
il I il S N
486 569
7 e -]

491 576

] il S S O il I I I

492



498

497

499

502

501

Souches productrices de BLSE.

249) |/

Souches productrices des Métallo B-lactamases.

Tableau N°VIII: liste des antibiotiques testés. (CYPRESS DIAGNOSTICS BIO-RAD®)

(CA-SFM, 2013).

Chargedu Diamétre
Antibiotique | Abréviation | disqueen ug Famille critique
(mm)

S R
Céftazidime CAZ 30 C3G >21 | <19
Imipéneme IMP 10 Carbapénemes >24 | <17
Pipéracilline PIP 75 Ureidopénicillines | >18 | <12
Ticarcilline TIC 75 Carboxypénicillines | >22 | <18
Tobramycine TOB 10 Aminosides >16 | <16
Amikacine AK 30 Aminosides >17 | <15
Gentamicine GN 10 Aminosides >16 | <16
L évofloxacine LVX 5 Fluoroquinolones | >20 | <17
Amoxicilline- AMC 10-20 Aminopénicillines | >17 | <15

clavulanate

Colistine COS 10 Polymexines >15 | <15
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Composition des milieux de cultures (g/l)

Composition du Milieu Muller Hinton (HIMEDIA)
Infusion de viande de beeuf ... ... 300g Amidon.......... 1,59
Hydrolysat de caséne.............. 17, 59 Agar.............. 179

Composition de Milieu Mac Conkey Agar(HIMEDIA)

Peptone de caséine............. 179 Lactose .............. 10g

Peptone deviande............... 39 Nacl ..........ooeeeii, 59

Selshiliaires .....ccccceecveeennnnne 1,59 Agar................13,59

Cristal violet ................. 0,001g Rouge neutre....... 0,03g
PH...oooiiiiii, 7,1+0,2

Composition de Milieu Citrate de SSimmons

Ammonium dihydrogenophosphate....... 19 Agar................ 20g
Chlorure de sodium.............. 59 Citrate de sodium......2g
Sulfate de magnésium.......... 0,29 Bleu de bromothymol...0,08g
Phosphate dipotassique............. 1g PH...coo s 6,6+0,1

Composition de Milieu TSI

Extrait deviande de beeuf... ..3g Extrait delevure.......... 39 Agar....129
Peptonetrypsique..... 20g  Chlorure de sodium...... 59 Saccharose ...10g
Citrate ferrique.....0.3g Lactose........ 10g Glucose...... 19

Thiosulfate de sodium...0.3g Rouge de phénal.....0.05g pH=7,4



Résumeé:

L’ objectif de ce travail est la caractérisation phénotypique des mécanismes de résistance
aux B-lactamines des souches d’Acinetobacter baumannii isolées des patients entre Janvier
et Décembre 2014 a I’EHU d’Oran. Des tests phénotypiques de détection de B-lactamases
ont été réalisés: test de Hodge modifié, test al’EDTA, Carba NP test modifié, Etest, e¢ DD-
test.

Au cours de notre étude, 130 souches d’ Acinetobacter baumannii, sont résistantes aux
B-lactamines, parmi elles 106 résistent a I’imipenéme (test Hodge et Carba NP test positif),
10 souches sont positives au test EDTA, et 5 souches positives au DD-test. Toutes les
souches sont sensibles a la colistine. La résistance aux B-lactamines est due, soit a la
production de BLSE, ou a la production des carbapénémases (dont les MBL).

Il est certain que seuls des efforts soutenus en termes d'hygiéne et de suivi
épidémiologique seront a méme de pouvoir contrdler ce genre de dissémination extrémement
préoccupante en santé publique.

Mots clés: Etablissement hospitalier universitaire d' Oran, Acinetobacter baumannii,
antibiotiques, B-lactamases, phénotypes de résistance.

Abstract:

The aim of this study was phenotypic characterization of mechanisms of resistance of
Acinetobacter baumannii strains to B-lactams isolated from patients between January and
December 2014 at the EHU Oran. Phenotypic testing of B-lactamase activity was conducted:
modified Hodge test, EDTA test, modified Carba NP test, Etest, and DD-test.

In our study, 130 strains of Acinetobacter baumannii are resistant to f-lactams, among
them 106 were resistant to imipenem (Hodge test and Carba NP test positive), 10 strains were
positive to EDTA test, and 5 strains are positive to DD-test. All strains were sensitive to
colistin. Resistance to P-lactams would be due to the production of ESBLs, or
carbapenemeses (including MBL)

it is certain that only a sustained effort in terms of hygiene and epidemiological
monitoring will be able to control this kind of dissemination of serious concern in Public
Health.

Keyswords. Establishing Hospital University of Oran, Acinetobacter baumannii,
antibiotic, B-lactams, resistance phenotypes.
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