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RESUME 

Au cours de ces dernières années, les bactéries du genre Acinetobacter, notamment A. 

baumannii, ont joué un rôle croissant dans les infections nosocomiales, avec un haut risque 

épidémique ayant pour conséquences des difficultés thérapeutiques. Son épidémiologie dans 

le monde est marquée par la dissémination d’un clone majoritaire hébergeant des gènes 

codant pour la résistance aux carbapénèmes. 

Cette étude multicentrique se propose d’analyser la fréquence d’isolement, l’importance par 

rapport aux autres BGN et les niveaux de résistance aux antibiotiques des souches 

d’Acinetobacter spp. isolées à partir de patients et de l’environnement au niveau de trois 

hôpitaux de l’ouest Algérien (Tlemcen, Oran et Sidi Bel Abbes) sur une période de 04 ans 

(2009-2012).   

Nos objectifs étaient d’explorer de nouveaux gènes de résistance (blaOXA-23, blaOXA-24 et 

blaNDM-1) par amplification génique et séquençage, l’étude de leur support génétique et le 

transfert de l’antibiorésistance par une conjugaison et une électrophorèse sur gel d’agarose.  

Enfin, l’utilisation de la technique de spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS) nous a 

permis d’identifier les souches au niveau de l’espèce, de faire une étude épidémiologique par 

typage moléculaire et une détection plus rapide des gènes de résistance aux carbapénèmes. 

Mots-clés : Acinetobacter, A.baumannii, carbapénème, carbapénèmase, NDM-1, étude 

multicentrique, MALDI-TOF MS. 

  



ABSTRACT 

During these last years, the bacteria of the genus Acinetobacter including A. 

baumannii, have played an increasing role in nosocomial infections with a high epidemic risk 

having consequences like therapeutic difficulties. Its epidemiology in the world is marked by 

the release of a majoritary clone harboring genes encoding resistance to carbapenems. 

This multicentric study was proposed to analyze the prevalence, the importance relative to the 

other Gram negative bacilli and resistance levels to antibiotics of Acinetobacter spp. strains 

isolated from patients and the environment at three hospitals in western Algeria (Tlemcen, 

Oran and Sidi Bel Abbes) over a period of 04 years (2009-2012).  

Our objectives were to explore new resistance genes (blaOXA -23, blaOXA -24 and blaNDM -1) by 

gene amplification and sequencing, study of the genetic support and the transfer of antibiotic 

resistance by conjugation and agarose gel electrophoresis. 

Finally, the use of the technique of mass spectrometry (MALDI -TOF MS) has allowed us to 

identify strains to the species level, an epidemiological study by molecular typing and faster 

detection of resistance genes encoding carbapenemase. 

 

Keywords : Acinetobacter, A.baumannii, carbapenem, carbapenemase, NDM-1, multicentric 

study, MALDI-TOF MS. 

  



 ملخص
 

 لعبت دورا متزايدا في عدوى المستشفيات مع  A. baumanniiخلال السنوات الأخيرة ، البكتيريا من جنس 

ويتميز علم الأوبئة في العالم من خلال الافراج عن استنساخ  .دوث وباء مع عواقب الصعوبات العلاجيةــــارتفاع مخاطر ح

  . carbapenem ز مقاومةــــــــــالأغلبية إيواء الجينات ترمي

و سلالات  BGN  لمستويات أخرىلوكانت هذه الدراسة متعددة المراكز لتحليل الترددات من العزلة ، الأهمية النسبية  

المعزولة من المرضى والبيئة في ثلاثة مستشفيات في غرب الجزائر  . ة للمضادات الحيوية من النيابة الراكدةــــــــــــمقاوم

  ).2012-2009 عاما (04 ( تلمسان ووهران وسيدي بلعباس ) على مدى فترة 

التضخيم الجينات  )blaNDM -1وblaOXA -23blaOXA 24  ( كانت أهدافنا لاستكشاف الجينات الجديدة المقاومة

  لكتروفوريز.ريق الاــــــة عن طــــــادات الحيويــــــة للمضــــــل المقاومــــها، ودعم الأبحاث الجينية ونقــــوتسلسل

وقد سمح لنا لتحديد السلالات إلى مستوى الأنواع ،  (MALDI - TOF MS) أخيرا، واستخدام تقنية قياس الطيف الكتلي

 . carbapenemsةــــــــات المقاومـــــرع من الجينـــــف أســـــة و كشـــــة الجزيئيـــــق الكتابـــــة عن طريـــــة وبائيــلدراس

، دراسة متعددة A.baumannii ,Acinetobacter ،carbapenem  ،carbapenemase  ،NDM -1   :مفتاحيةكلمات 

 MALDI-TOF MSالمراكز، 
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A la fin du XIX
e 
siècle, les travaux de grands microbiologistes comme Pasteur et Koch 

ont changé l’approche du traitement des maladies infectieuses. En 1929, la découverte de la 

pénicilline par Alexander Fleming venait d'ouvrir l'ère des antibiotiques. En peu de temps, le 

développement et l'utilisation d'agents antimicrobiens comme les sulfamides (dans les années 

1930) et la pénicilline (vers la fin des années 1940) ont remplacé l'utilisation thérapeutique de 

composés beaucoup plus toxiques comme le mercure. Par la suite, de nombreux antibiotiques 

ont été découverts ou synthétisés permettant de traiter des maladies autrefois mortelles. 

Les problèmes liés à l’émergence de bactéries résistantes aux antibiotiques, ainsi qu’à 

leur dissémination, constituent des préoccupations apparues peu après la première utilisation 

thérapeutique des antibiotiques. Du fait de l’évolution des systèmes de soins, nous avons 

progressivement assisté à l’apparition de bactéries multirésistantes (BMR). Depuis maintenant 

plusieurs années, elles représentent un problème de santé majeur, tant en termes de mortalité 

ou de morbidité induites qu’en termes de coûts financiers, particulièrement dans le secteur 

hôspitalier (Quale et al., 2002). 

La vitesse avec laquelle les gènes de résistance sont apparus dans les souches cliniques 

s'est avérée fulgurante d'un point de vue évolutif. L'apparition fréquente, en moins de 50 ans, 

d'une variété très grande de gènes de résistance suggérait alors leur acquisition via un 

réservoir de gènes préexistants (Recchia et al., 1997) parfois beaucoup moins impliqués en 

pathologie humaine (Poirel et al., 2008a). 

Restées longtemps méconnues en raison de leur faible pouvoir pathogène et de leur 

taxonomie imprécise, les bactéries du genre Acinetobacter sont marquées par une évolution 

impressionnante de la résistance aux antibiotiques en termes de rapidité et de diversité des 

mécanismes et de matériels génétiques mis en jeu (Decré, 2012). 

L’espèce A.baumannii apparaît comme l’un des pathogènes les plus problématiques au sein 

des établissements de soins. C’est une bactérie opportuniste multirésistante responsable d’un 

nombre croissant d’infections nosocomiales et souvent mortelles notamment les 

pneumopathies dans les services de réanimation. Les patients les plus fragiles sont 

généralement les cibles de ce pathogène. 

L’existence de souches résistantes à tous les antibiotiques utilisés en thérapeutique 

humaine place A. baumannii parmi les organismes qui menacent l’arsenal thérapeutique 

actuel. Compte tenu du nombre et de la diversité des déterminants de résistance identifiés 

chez cette bactérie, le choix des molécules lors du traitement est un réel  problème. Les 

carbapénèmes ont été longtemps considérées comme le traitement de choix des infections à 
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Acinetobacter, et aujourd’hui l’utilité clinique de cette classe est menacée par l’émergence de 

résistances favorisées par son utilisation de plus en plus importante (Delbos, 2012).  

La résistance aux carbapénèmes a été rapportée dans les années 1990. Elle était alors 

extrêmement limitée géographiquement, essentiellement au Japon et due à un type particulier 

de carbapénèmase (enzymes ayant une forte activité d’hydrolyse des carbapénèmes) : une 

métallo-β-lactamase de type IMP (Walsh et al., 2005). Puis, progressivement, l’impact 

clinique et la diversité des carbapénèmases se sont accrus considérablement pour devenir 

significatifs au milieu des années 2000. Elles constituent désormais une préoccupation 

majeure de santé publique (Nordmann, 2010). L’explosion de ces résistances et l’émergence 

de bactéries multirésistantes constituent un problème qui touche le milieu hospitalier au 

niveau mondial.   

Dans le cadre de nos activités sur la résistance d’Acinetobacter aux antibiotiques et 

face à des situations épidémiologiques graves concernant ces BMR pathogènes émergentes, il 

est essentiellement impératif de mener une étude multicentrique afin de surveiller l’émergence 

de nouveaux gènes de résistance et son évolution dans le temps sur différentes régions 

géographiques. Les principaux objectifs sont : 

-Prévalence des souches d’Acinetobacter spp. isolées des trois hôpitaux de l’ouest algérien 

(Tlemcen, Oran et Sidi Bel Abbes). 

-Evaluation des niveaux de résistance aux antibiotiques. 

-Détection de carbapénèmases naturelles et de nouveaux gènes de résistance aux 

carbapénèmes (par amplification génique et MALDI-TOF). 

-Etude du support génétique et du transfert de l’antibiorésistance. 

-Utilisation de la technique MALDI-TOF MS pour l’identification des espèces au sein du 

même genre, la détection rapide des gènes de résistance et le typage moléculaire des souches 

d’Acinetobacter spp. 
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Chapitre I : Les antibiotiques 

Les antibiotiques sont des substances antibactériennes d’origine biologique c'est à dire 

produites par des micro-organismes (champignons et bactéries) ou semi-synthétiques 

capables, à faible concentration, d'inhiber la multiplication ou de détruire d'autres 

microorganismes. 

1. Les β-lactamines 

Les β-lactamines constituent la famille d'antibiotiques la plus importante, aussi bien 

par le nombre et la diversité des molécules utilisables que par leur indication en thérapeutique 

et en prophylaxie des infections bactériennes. Cette famille, qui regroupe les pénicillines, les 

céphalosporines, les carbapénèmes et les monobactames, est caractérisée par la présence 

constante du cycle β-lactame associé à des cycles et des chaînes latérales variables qui 

expliquent les propriétés pharmacocinétiques et le spectre d'activité des différents produits. La 

grande variété de leur mode d'administration, leur large spectre d'activité antibactérien associé 

à une action bactéricide, une bonne diffusion tissulaire, une bonne tolérance et un faible 

nombre d'interactions médicamenteuses expliquent leur popularité et l'importance de leur 

utilisation, seules ou en associations (Cavallo et al., 2004). 

1.1. Classification des β-lactamines 

La base commune à toutes les β-lactamines est le noyau β-lactame (Figure 1). Ce 

noyau est associé à un hétérocycle permettant de différencier quatre sous-familles qui ont été 

développées par adjonction de chaînes latérales : les pénicillines (ou pénames), les  

céphalosporines (ou céphèmes), les monobactames et les carbapénèmes (Bryskier, 1999). 

 

 
 

Figure 1. Le noyau β-lactame 

 

1.1.1. Les pénicillines  

Elles possèdent un cycle thiazolidine (à 5 côtés) accolé au noyau β-lactame (Figure 2). 

Elles diffèrent par la nature de leur chaîne latérale (Ruppé, 2010). 
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 Benzylpénicillines (les pénicillines naturelles G et V) : La pénicilline G est lapremière 

pénicilline découverte par Fleming. Elle est produite par Penicillium notatum. Elle est 

active sur les cocci (à l’exception des staphylocoques dont la majorité produisent une 

pénicillinase), la plupart des bacilles à Gram positif, les anaérobies et les spirochètes. Elle 

est en revanche inactive sur la plupart des bacilles à Gram négatif. 

 Pénicillines du groupe M (iso-oxazolyl pénicillines) : la méticilline fut le premier dérivé 

de la pénicilline capable de résister à la pénicillinase du staphylocoque. D’autres 

molécules sont également administrées lors d’infections à staphylocoque telles que 

l’oxacilline  et la flucloxacilline. 

 Aminopénicillines : leur spectre d’activité est élargi par rapport à la pénicilline G vers 

certains bacilles à Gram négatif. Mais elles restent sensibles aux β-lactamases. Nous 

pouvons citer l’ampicilline et l’amoxicilline. 

 Carboxypénicillines : elles ont un spectre beaucoup plus étendu que celui des pénicillines 

A vers certains bacilles à Gram négatif. Elles restent sensibles aux pénicillinases mais 

sont moins sensibles aux céphalosporinases. La première molécule fut la  carbénicilline, 

remplacée maintenant par la ticarcilline. 

 Uréidopénicillines : elles comprennent principalement la mezlocilline et la pipéracilline. 

Leur spectre est assez proche de celui des carboxypénicillines.  

 Amidinopénicillines : elles comprennent le mécillinam et le pivmécillinam. Ces  produits 

sont actifs sur certaines entérobactéries et sont utilisés que dans les infections urinaires 

(Nauciel, 2001).   

 

 
Figure 2. Strucutre générale d’une pénicilline 

 

1.1.2. Les céphalosporines   

Les céphalosporines sont des dérivés de l’acide 7-amino-céphalosporanique et elles se 

distinguent chimiquement des pénicillines par un cycle dihydrothiazine hexa-atomique à la 

place du cycle thiazolidine (Figure 3). Nous distinguons quatre générations de 
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céphalosporines. Elles sont classées en fonction de leur date d’apparition, qui correspond à 

chaque fois à l’acquisition de nouvelles propriétés (Toure, 2004).  

 Céphalosporines de première génération (C1G) :  

Les céphalosporines de première génération ont un spectre d’action qui se limite aux cocci à 

Gram positif et à quelques bacilles à Gram négatif ne produisant pas de céphalosporinase. Ces 

molécules sont, d’autre part, aisément dégradées par les β-lactamases (Bryskier. 1999). Il 

existait plus d'une dizaine de céphalosporines dites de première génération mais certaines ne 

sont plus commercialisées. Exemple: Céfaclor, Céfadroxil, Céfalexine, Céfalotine, 

Céfatrizine, Céfazoline, Céfradine.  

 Céphalosporines de deuxième génération  (C2G):  

Les céphalosporines de deuxième génération comprennent le céfuroxime, le céfamandole. 

Elles sont caractérisées par une meilleure résistance aux β-lactamases et un spectre d'action 

plus large, une activité à faible concentration, une bonne diffusion tissulaire (Allain, 2008). 

Les céphamycines  ou 7-alpha-méthoxycéphèmes : les principales molécules sont la 

céfoxitine et le céfotétan qui sont rattachées, du fait de leurs propriétés, aux céphalosporines 

de deuxième génération (Ruppé, 2010). Elles sont caractérisées par un radical α-méthoxy en 

position 7. Ce radical protège le noyau β-lactame de l’hydrolyse par les β-lactamases, mais est 

responsable d’un effet inducteur intense sur les céphalosporinases chromosomiques (Cavallo 

et al., 2004).  

 Céphalosporines de troisième génération (C3G):  

L’amélioration la plus importante fut apportée par l’apparition des céphalosporines de 

troisième génération. L’addition de différents groupements chimiques a permis d’augmenter 

de façon considérable la stabilité de ces molécules et leur activité antibactérienne vis-à-vis des 

bacilles à Gram négatif. Ces molécules restent cependant hydrolysées par les 

céphalosporinases hyperproduites ainsi que par les β-lactamases à spectre étendu (βLSE). Les 

C3G sont peu actives sur les Acinetobacter spp., inactives sur les  Stenotrophomonas spp.et 

sur les bactéries hyperproductrices de céphalosporinases (Nauciel, 2001). Exemple : le 

céfotaxime, la ceftazidime, le ceftriaxone, le céfopérazone (Toure, 2004).  

 Céphalosporines de quatrième génération  (C4G):  

Elles restent actives sur les entérobactéries ayant acquis une résistance aux C3G par 

hyperproduction d'une céphalosporinase.  
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Les céphalosporines dites de quatrième génération possèdent la propriété de résister à 

l’hydrolyse des céphalosporinases hyperproduites grâce à une double caractéristique. Elles 

possèdent une très faible affinité pour ces céphalosporinases ainsi qu’une bonne affinité pour 

les protéines liant les pénicillines (PLP). Ainsi, elles agissent avant que les enzymes 

bactériennes n’aient eu le temps de les dégrader. Ces molécules sont particulièrement 

efficaces vis-à-vis des bacilles à Gram négatif (Bryskier. 1999). Même si les céphalosporines 

de quatrième génération sont plus stables à l’hydrolyse par les β-lactamases à spectre étendu, 

elles demeurent néanmoins hydrolysées par les plus efficaces d’entre elles. Exemple: le 

céfépime, le cefpirome (Hincky et al., 2008).  

 

 

 
Figure 3. Structure générale d’une céphalosporine 

 

1.1.3. Les carbapénèmes  

Les carbapénèmes sont des β-lactamines qui présentent un très large spectre d’activité 

et une grande stabilité vis-à-vis de la plupart des β-lactamases. L’imipénème, le méropènème 

et l’ertapénème ont été les trois premiers représentants disponibles en clinique (Figure 4) 

(Zhanel et al., 2005).  

Parmi les nouvelles carbapénèmes, le doripénème garde une meilleure activité sur les bacilles 

à Gram négatif et particulièrement sur les aérobies stricts (Zahar et al., 2010). 
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Figure 4. Structure générale de différentes carbapènèmes 

 

1.1.4. Les monobactames 

Les monobactames sont des β-lactamines monocycliques inactifs sur les bactéries à 

Gram positif et les anaérobies. Ils sont caractérisés par une forte stabilité en présence de β-

lactamases. Cette stabilité est due au groupement SO3H encombrant protecteur du cycle β-

lactame (Figure 5). Ces antibiotiques sont, en revanche, très actifs sur les entérobactéries et 

l’espèce P. aeruginosa. L’activité anti Gram-négatif de l’aztréonam, chef de file de cette 

classe, est globalement comparable à celle des céphalosporines de 3ème génération comme la 

ceftazidime. L’aztréonam présente une bonne stabilité vis-à-vis des β-lactamases de spectre 

restreint. De plus, les monobactames constituent les seules β-lactamines non hydrolysées par 

les métallo-β-lactamases (Cavallo et al., 2004). 

 

 
Figure 5. Structure générale des monobactames 
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1.1.5. Les inhibiteurs de β-lactamases  

Les inhibiteurs des β-lactamases possèdent une faible activité antibactérienne intrinsèque. 

En se liant de manière irréversible à la β-lactamase, ils permettent l’activité de la β-lactamine 

à laquelle ils sont associés. Il en résulte une action synergique et une augmentation de 

l’activité de la β-lactamine. Actuellement, sont disponibles les associations suivantes: 

 amoxicilline-acide clavulanique (Augmentin)  

 pipéracilline-tazobactam (Tazocillin)  

 Ticarcilline-acide clavulanique (Claventin) 

En plus de son effet inhibiteur irréversible sur les ßlactamases, le sulbactam a une activité 

antibiotique intrinsèque sur quelques germes, mais il est toujours utilisé en association avec 

les antibiotiques détruits par les β-lactamases (Allain, 2008). 

1.2. La paroi et le mode d’action des β-lactamines  

Les β-lactamines agissent en inhibant la synthèse de la paroi bactérienne par le biais 

d’une liaison à des cibles moléculaires spécifiques appelées les protéines liant les pénicillines 

(PLP). Le peptidoglycane est un polymère réticulé fait de chaines polysaccharidiques reliées 

par des peptides (Figure 6). Ses précurseurs sont synthétisés dans le cytoplasme et assemblés 

à l’extérieur de la membrane cytoplasmique. Lorsque les bactéries sont en phase de 

croissance, il existe simultanément des phénomènes de synthèse et de destruction du 

peptidoglycane. L’équilibre entre ces deux phénomènes est rompu par les antibiotiques 

inhibant la synthèse du peptidoglycane (Nauciel, 2001). 

Le blocage de la phase finale de polymérisation représente le mode d’action des β-

lactamines. Chez les bactéries à Gram négatif, les β-lactamines doivent traverser la membrane 

externe pour atteindre leurs cibles. Cette membrane agit comme une barrière hydrophobe et 

les β-lactamines, qui sont le plus souvent des molécules hydrophiles, vont traverser cette 

barrière essentiellement par la voie des porines (Cavallo et al., 2004). 

Après avoir traversées la membrane externe des bactéries à Gram négatif, les β-lactamines 

diffusent facilement à travers le peptidoglycane, se trouvant ensuite dans l’espace 

périplasmique. 

 



 PREMIERE PARTIE: SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

9 
 

 
Figure 6. Paroi des bactéries à Gram négatif 

 

Les β-lactamines présentent une analogie structurale entre leur noyau β-lactame et le 

dipeptide terminal D-alanine-D-alanine du pentapeptide constitutif du peptidoglycane. Leur 

reconnaissance par les transpeptidases et les carboxypeptidases (PLP) aboutit à la fixation du 

cycle β-lactame sur le site actif de ces enzymes. Cette fixation entraîne la formation d’un 

complexe pénicilloyl-enzyme covalent provoquant l’inactivation de l’enzyme, l’inhibition de 

la synthèse du peptidoglycane et enfin l’arrêt de la croissance bactérienne (Livermore, 1995). 

2. Les aminosides  

Les aminosides sont constitués par plusieurs cycles glycosidiques liés à un aminocyclitol qui 

peut être la streptidine ou le plus souvent la 2-désoxystreptamine (Figure 7) (Bismuth, 2006). 

Ils agissent par inhibition des synthèses protéiques, ils sont bactéricides rapides et leur activité 

est concentration-dépendante.  La figure 7 montre la structure générale d’un aminoside. 

2.1. Classification des aminosides 

Ils sont divisés en trois classes :  

 Les désoxystreptamines bisusbstituées 4-5 qui comprennent: Néomycine B ou C,  

Paromomycine, Lividomycine A ou B, Ribostamycine, Framycétine.  
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 Les désoxystreptamines bisubstituées 4-6 qui comprennent: Kanamycines A, B, C et 

dérivés, Amikacine, Tobramycine, Dibékacine, Gentamicine, Sisomycine, 

Nétilmicine.   

 Les autres : Streptomycine, Streptidine, Spectinomycine (Ezaitouni et al., 1999).  

 

 
Figure 7. Structure générale d’un aminoside 

 

2.2. Mode d’action des aminosides 

Les aminosides agissent au niveau du ribosome bactérien et perturbent la synthèse 

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

-La première étape est un passage passif permettant la traversée de la membrane externe (pour 

les bactéries à Gram négatif) via les porines, puis la traversée du peptidoglycane. Les 

aminosides se concentrent alors au niveau de la membrane cytoplasmique (Changeur et al., 

2009).  

-La deuxième étape requiert une énergie métabolique délivrée par un gradient entre l’intérieur 

et l’extérieur de la cellule et cette étape peut être bloquée par mutation. Elle peut également 

être perturbée, si les conditions strictes exigées par la production d’énergie oxydative pour le 

transport des aminosides ne sont pas respectées. Ceci explique la sensibilité réduite des 

anaérobies aux aminosides (Bryskier, 1999).  

-La troisième et dernière étape est rapide, les aminosides  se fixent sur des sites des sous-

unités 30S et ou 50S des ribosomes bactériens entraînant une déformation du ribosome 

perturbant ainsi la synthèse des protéines. Les aminosides induisent également des erreurs de 

lecture de l’ARN messager provoquant ainsi la synthèse de protéines anormales. 

 

  

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Aminoside.svg
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3. Les fluoroquinolones  

Les antibiotiques de la famille des fluoroquinolones se caractérisent par la présence 

d’une structure bicyclique, avec un azote en position 1, un carboxylate en position 3, un 

carbonyle en position 4  et d’un atome de fluor en position 6 et d’un cycle azoté (Figure 8) 

(Soussy, 2006).   

3.1. Classification des fluoroquinolones 

Elles sont composées de quatre générations : 

Les quinolones de première génération (l’acide nalidixique et l’acide pipémidique).  

Les quinolones de deuxième génération (La ciprofloxacine, la norfloxacine, la péfloxacine, 

l’ofloxacine, lévofloxacine). 

Les quinolones de troisième génération (trovafloxacine, gémifloxacine, moxifloxacine).   

Les quinolones de quatrième génération (garénoxacine) (Lafaurie, 2008). 

 

  
Figure 8. Structure générale de l’acide nalidixique (gauche) et de la ciprofloxacine 

(droite) 

 

3.2. Mode d’action des fluroquinolones 

Le mécanisme d’action de cette classe pharmacologique consiste en une inhibition de 

l’ADN gyrase (topoisomérase II bactérienne) composée de deux sous-unités A et deux sous-

unités B et la topoisomérase IV. Ces enzymes sont essentielles à la réplication et à la 

transcription de l’ADN bactérien, l’inhibition par les quinolones du complexe ADN bactérien 

- enzymes empêche le surenroulement de l’ADN, le relâchement de l’ADN surenroulé et 

entraîne la séparation de la double chaîne hélicoïdale de l’ADN.  

Les quinolones sont spécifiques à l’ADN bactérien et exercent une activité bactéricide 

pendant la phase de multiplication et de repos des bactéries (Larouche, 2001).  
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4. La colistine 

Découverte dans les années 1940, la colistine a été un des premiers antibiotiques doté 

d’une activité significative vis-à-vis des bactéries à Gram négatif (BGN) et particulièrement 

envers Pseudomonas aeruginosa (Kipnis et al., 2010). En raison de sa toxicité rénale 

présumée, elle a été peu à peu remplacée par d’autres antibiotiques considérés moins toxiques 

(Frasca et al., 2008). Elle connaît un regain d’intérêt dans les années 1980-1990 avec son 

utilisation croissante chez les patients atteints de mucoviscidose ayant des surinfections 

respiratoires récidivantes par des BGN de résistance croissante. 

La colistine faisant partie de la classe des polymyxines, des antibiotiques produits 

naturellement par certaines variantes de Bacillus polymyxa (var. colistinus). Au sein des 

polymyxines, subdivisées en dénominations A à E, la colistine a la désignation polymyxine E 

et se distingue uniquement par un acide aminé (D-phénylalanine au lieu de la D-leucine) de la 

polymyxine B, antibiotique apparenté et la seule autre polymyxine utilisée chez l’homme. 

La colistine est un polypeptide cationique constituée d’un décapeptide cyclique lié à 

un acide gras (Turkoglu et al., 2011). La colistine naturelle est constituée de nombreux 

composés qui se distinguent selon l’acide gras et/ou certains acides aminés constitutifs. Les 

composés majoritaires sont la colistine A et B qui se distinguent uniquement par l’acide gras 

constitutif  (Kipnis et al., 2010) (Figure 9) 

 

 

Figure 9. Structure de la colistine A et B (polymyxine E1 et E2) (Frasca et al., 2008) 

 

Ces molécules ont un poids moléculaire relativement élevé et sont chargées 

positivement avec comme conséquences une diffusion faible dans  le milieu d’Agar, 

entraînant des difficultés de détermination de sensibilité in vitro. 
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4.1. Mode d’action de la colistine 

Les polymyxines sont des agents cationiques qui se fixent sur la membrane anionique 

externe de la bactérie produisant un effet détergeant de l’intégrité de cette membrane. 

L’activité bactéricide des polymyxines serait due à l’interposition des polymyxines dans les 

membranes phospholipidiques entre les protéines membranaires et phospholipides 

membranaires des BGN grâce aux interactions entre charges cationiques des groupements 

amines et charges anioniques du LPS, puis grâce aux propriétés hydrophobes de l’acide gras 

(Kipnis etal., 2010), déplaçant préférentiellement les ions Mg2+ et Ca2+ qui stabilisent  les 

molécules du LPS, modifiant ainsi la perméabilité de la membrane externe. il s’en suit une 

fuite des composés cellulaires (Ganapathy et al., 2010). 

5. Les mécanismes de résistance aux β-lactamines  

Nous distinguons quatre principaux mécanismes de résistance, chacun pouvant être lié 

aux caractéristiques génétiques d’une espèce bactérienne donnée (résistance naturelle) ou être 

acquis suite à des modifications génétiques (résistance acquise) : 

-Inactivation de l’antibiotique : production de β-lactamases. 

-Défaut de pénétration de l’antibiotique : diminution de la perméabilité. 

-Modification de la cible : modification des PLPs. 

-Excrétion de l’antibiotique : efflux. 

5.1. Inactivation enzymatique de l’antibiotique : Les β-lactamases 

Les β-lactamases constituent toujours le principal mécanisme de la résistance naturelle 

et acquise aux β-lactamines, en particulier chez les bactéries à Gram négatif (Philippon et al., 

2006). Plusieurs centaines de β-lactamases sont identifiées à ce jour dans diverses espèces 

bactériennes et peuvent êtres classées en fonction de leur spectre d’activité enzymatique  ou 

de leur séquence en acides aminés (Ambler, 1980). 

5.1.1. Classification d’Ambler 

Cette classification proposée en 1980 permet de regrouper les β-lactamases en quatre 

classes en fonction de leurs homologies structurales (Ambler, 1980). Les enzymes 

appartenant aux classes A, C et D selon la classification d’Ambler sont des enzymes à serine 

active, celles de la classe B sont des enzymes zinc2+ dépendantes. Elles sont désignées comme 

métallo-β- lactamases (MβL) (Tableau 1). 
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Tableau 1. Classification des β-lactamases (Livermore, 1995) 
Classe 

structurale 

(Ambler) 

groupe 

Fonctionnel 

(Bush) 

Activité  Inhibée par 

l’acide 

clavulanique 
Pénicil-

line 

Carbéni-

cilline 

Oxacil-

line 

Cephalo

ridine 

Cefota-

xime 

Aztréo-

nam 

Imi-

pénème 

A 2a +++ + - +/- - - - ++ 
 2b +++ + + ++ - - - ++ 
 2be +++ + + ++ ++ ++ - ++ 
 2br +++ + + + - - - - 
 2c ++ +++ + + - - - + 
 2e ++ ++ - ++ ++ ++ - ++ 
 2f ++ + ? + + ++ ++ + 

C 1 ++ +/- Inhibiteur +++ + Inhibiteur - - 
D 2d ++ + +++ + - - - +/- 

Nondeterminé  4c ++ ++ ++ V V - - - 
B 3 ++ ++ ++ ++ ++ - ++ - 

 

 

 Les β-lactamases de classe A, ou pénicillinases, constituent le groupe le plus  

important. Elles hydrolysent préférentiellement les pénicillines (amoxicilline, ticarcilline, 

pipéracilline) et sont sensibles aux inhibiteurs de β-lactamases (acide clavulanique, 

tazobactam). 

 Les β-lactamases de classe B, ou métallo-β-lactamases, hydrolysent toutes les β-  

lactamines à l’exception de l’aztréonam. Ces β-lactamases sont résistantes aux inhibiteurs de 

β-lactamases classiques mais sont inactivées in vitro par des agents chélateurs d’ions bivalents 

comme l’EDTA. 

 Les β-lactamases de classe C, ou céphalosporinases, hydrolysent préférentiellement 

les céphalosporines (céfalotine, ceftazidime, céfuroxime). Elles sont inhibées par la 

cloxacilline mais pas par les inhibiteurs de β-lactamases. 

 Les β-lactamases de classe D, ou oxacillinases, constituent un groupe hétérogène. 

Elles sont caractérisées par une hydrolyse plus rapide de l’oxacilline et de la cloxacilline que 

de la benzylpénicilline. Les oxacillinases classiques sont inhibées in vitro par le chlorure de 

sodium. 
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5.1.2. Mode d’action des β-lactamases  

Le mécanisme d’hydrolyse se déroule en trois étapes : 

 Liaison non-covalente et réversible entre la β-lactamase et la β-lactamine. 

 Rupture du noyau β-lactame par acétylation covalente avec la sérine du site actif. 

(formation d’un complexe acyl-enzyme intermédiaire avec les β-lactamines). 

 Intervention d’une molécule d’eau permettant l’hydrolyse de l’acyl-enzyme pour 

réactiver la β-lactamase et libérer la molécule d’antibiotique inactivée.  

La figure 10 représente le mécanisme d’hydrolyse pour les enzymes à sérine active. 

 

 
Figure 10. Mécanisme d’action des β-lactamases à sérine active 

 

5.2. Diminution de la perméabilité membranaire  

Les bactéries à Gram négatif possèdent une membrane externe composée de LPS et de 

phospholipides et  forme une barrière qui empêche la pénétration des antibiotiques 

hydrophobes entrainant une résistance naturelle à ces antibiotiques, le plus souvent à bas 

niveau. Les substances hydrophiles peuvent tout de même traverser cette barrière en passant 
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par les porines. Ces porines permettent l'échange d'information essentielle et de matériels 

pour la survie des cellules dans l'environnement, mais elles permettent également aux 

antibiotiques de traverser la paroi bactérienne  (Benz, 2004 ; Hancock, 1987 ; Nikaido, 1994 

et 2003). Au cours des dernières décennies, les bactéries ont acquis une résistance par une 

combinaison de réactions enzymatiques et la modification de la perméabilité  membranaire 

par des altérations dans l'expression des porines (Charrel et al., 1996 ; Bradford et al., 1997 ; 

Thiolas et al., 2005). La régulation de l'expression des porines et les mécanismes de diffusion 

de substances peuvent jouer un rôle dans la résistance aux antibiotiques chez les bactéries. 

Trois mécanismes ont été rapportés : diminution de l'expression de la porine, altération de 

l’expression de la porine et la mutation de la porine. 

L’imperméabilité semble constituer chez Acinetobacter baumannii un facteur 

important dans la résistance aux β-lactamines, en particulier aux carbapénèmes (Perez, 2007). 

Les travaux de Quale (Quale et al., 2003) ont démontré que des isolats d’Acinetobacter 

baumannii résistants aux carbapénèmes ont une réduction de l’expression de porines OMP en 

plus d’une expression élevée de la céphalosporinase AmpC. De plus, l’absence naturelle de 

sensibilité à certaines β-lactamines résulterait d’une association de mécanismes incluant une 

taille réduite des protéines de membrane externe et une production limitée de porines (Poirel 

et al., 2006a). 

5.3. Modification de la cible  

Pour être efficace, un antibiotique doit être en mesure de détecter sa cible à l'intérieur 

de la bactérie. Si la cible est modifiée ou remplacée de sorte que l'antibiotique n'est plus 

capable de se lier à elle, la bactérie devient alors résistante. 

Ce mécanisme de résistance aux β-lactamines est très fréquent chez les bactéries à Gram 

positif. Les β-lactamines trouvent leur cible qui sont les PLP dans l’espace périplasmique 

après avoir traversées la membrane externe via les porines (Sauvage et al., 2008).  

Des mutations au niveau des PLPs peuvent engendrer une perte d’affinité de l’antibiotique 

pour sa cible, entraînant une réduction de sensibilité aux β-lactamines sans affecter leur 

fonction dans l’élaboration du peptidoglycane (Hedge et al., 1985). 

5.4. Mécanisme d'efflux actif  

Les bactéries à Gram négatif qui sont pratiquement imperméables pour une grande 

variété de composés possèdent différents canaux protéiques impliqués dans leur transport. 

Parallèlement aux porines qui permettent aux nutriments de pénétrer dans la cellule, les 
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bactéries utilisent des pompes à efflux qui contribuent à diminuer la  concentration 

intracellulaire de composés toxiques comme les médicaments, les détergents et sont donc 

impliqués dans le contrôle de la sensibilité aux antibiotiques. La première pompe à efflux qui 

a été raportée était responsable de la résistance à la tétracycline en 1980 (Nishino et al., 

2001). Depuis, cinq familles différentes de pompes à efflux ont été identifiées sur la base de 

la similarité en séquence (Figure 11). Ce sont les MATE (multi drug and toxic compound 

extrusion) MFS (major facilitator superfamily) SMR (staphylococcal multi résistance) RND 

(resistance-nodulation-cell division proteins) et ABC (ATP-binding cassette) (Nishino et al., 

2001 ; Piddock, 2006). 

 

 
Figure 11. Les différentes familles des pompes à efflux 
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Chapitre II : Le genre Acinetobacter 

1. Historique-taxonomie 

L’histoire du genre Acinetobacter a débuté en 1911 avec la découverte par le 

microbiologiste néerlandais Beijerinck d’un microorganisme dénommé Micrococcus calco-

aceticus à partir de prélèvement de sol (Beijerinck, 1911). En 1948, Schaub et Hauber 

redécouvrent cette bactérie à partir d’échantillons du système urinaire humain (Schaub et 

Hauber, 1948). 

La position taxonomique de cette bactérie étant peu évidente, ils proposent de la 

nommer Bacterium qui est le nom donné aux bactéries dont le genre est inconnu. Cette 

bactérie se différenciant du plus grand nombre des autres bactéries à Gram négatif par son 

incapacité à réduire le nitrate, le nom d’anitratum lui fut donc ajouté. Ce nom provisoire de 

Bacterium anitratum sera ensuite changé en "Moraxella lwoffi var. glucidolytica" puis en 

Moraxella glucidolytica (Villecourt et Jacobelli, 1954) 

Cette espèce a été transférée en 1953 dans le genre Achromobacter avec la 

nomenclature d’Achromobacter anitratum. C’est en 1954 que Brisou et Prévot  créent le 

genre Acinetobacter pour rassembler, parmi les saprophytes à Gram négatif, ceux qui sont à 

coloration de Gram négative ne produisant pas de pigments et immobiles (Brisou et Prevot, 

1954). 

En 1968, Baumann et ses collaborateurs ont entrepris une étude de taxonomie 

numérique qui caractérise les propriétés nutritionnelles et biochimiques de plus de 100 

souches de Moraxella oxydase négatives. Cette analyse a conduit les auteurs à regrouper 

l’ensemble des souches de Moraxella oxydase négatives sous l’appellation générique 

Acinetobacter (Baumann et al., 1968).  

Le genre Acinetobacter est actuellement défini comme appartenant à la famille des 

Moraxellaceaes au sein de l’ordre Gammaproteobacteria et qui regroupe les genres 

Moraxella, Acinetobacter et Psychrobacter (Rossau et al., 1991). 

2. Identification et classification 

Une avancée majeure dans l’histoire du genre Acinetobacter a été réalisée en 1986 

grâce aux techniques d’hybridation ADN/ADN de Bouvet et Grimont qui sont parvenus à 

distinguer 12 espèces génomiques ou genomic species, certaines étant clairement dénommées 

comme   Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter haemolyticus, 
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Acinetobacter  johnsonii, Acinetobacter junii et Acinetobacter lwoffii (Bouvet et Grimont, 

1987). 

En 1988, une espèce nouvelle a été identifiée par hybridation ADN/ADN. la nouvelle 

espèce a été phénotypiquement distinguée des autres espèces du genre Acinetobacter et  

nommée Acinetobacter radioresistens (Nishimura et al., 1988). 

Cinq nouvelles espèces génomiques (Acinetobacter gen. sp.13BJ, Acinetobacter gen. sp. 

14BJ, Acinetobacter gen. sp. 15 BJ, Acinetobacter gen. sp.16, et Acinetobacter gen. sp. 17) 

ont ensuite été identifiées (Bouvet et Jeanjean, 1989).  

Simultanément, trois nouvelles espèces génomiques (Acinetobacter gen. sp. 13TU, 

Acinetobacter gen. sp. 14TU, et Acinetobacter gen. sp. 15TU) ont été identifiées par 

Tjernberg, Ursing en 1989. Ces auteurs ont également reclassé Acinetobacter radioresistens 

et Acinetobacter gen. sp. 12 comme une seule espèce.  

De plus, certaines espèces décrites sont très proches les unes des autres et sont 

difficiles à être  distinguées phénotypiquement, notamment A. calcoaceticus, A. baumannii, A. 

gen. sp.3, et A. gen.sp.13TU. En raison de leur haute similitude, le terme de complexe 

A.calcoaceticuse-A.baumannii (ACB) a été inventé par Gerner-Smidt et al. (1992) pour 

englober ces quatre espèces. Certains auteurs ont proposé également de nommer les espèces 

ne portant pas de dénomination propre : Acinetobacter genomic species 3 (A. pittii sp. nov.), 

Acinetobacter genomic species 13TU (A. nosocomialis sp. nov.), Acinetobacter genomic 

species 10 Acinetobacter bereziniae sp. nov.), Acinetobacter genomic species 11 

(Acinetobacter guillouiae sp. nov.) (Nemec et al., 2011). 

Plus récemment, d’autres espèces bactériennes ont été décrites chez l’homme comme 

Acinetobacter parvus, Acinetobacter schindleri et Acinetobacter ursingii (Nemec et al., 2001 

et 2003) ou dans l’environnement comme Acinetobacter baylyi, Acinetobacter bouvetii, 

Acinetobacter towneri, Acinetobacter tandoii, Acinetobacter grimontii, Acinetobacter 

tjernbergiae et  Acinetobacter gerneri (Carr et al., 2003). 

Tout dernièrement, de nouvelles espèces d’Acinetobacter spp. ont été décrites en 

pathologie humaine : Acinetobacter septicus sp. nov. (Kilic et al., 2008), Acinetobacter 

beijerinckii sp.nov. et  Acinetobacter gyllenbergii sp. nov. (Nemec et al., 2009) ou dans 

l’environnement : Acinetobacter marinus sp. nov. et Acinetobacter seohaensis sp. nov (Yoon 

et al., 2007), Acinetobacter soli sp. nov. (Kim et al., 2008), Acinetobacter venetianus sp. nov. 

(Vaneechoutte et al., 2009) Acinetobacter antiviralis sp. nov. (Lee et al., 2009a), 

Acinetobacter kyonggiensis sp. nov. (Lee et al., 2010), Acinetobacter brisouii sp. nov. 
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(Anandham et al., 2010), Acinetobacter oleivorans sp.nov (Kang et al., 2011), Acinetobacter 

rudis sp. nov (Vaz-Moreira et al., 2011) 

A ce jour, 33 espèces dans le genre Acinetobacter ont été décrites, dont 22 espèces 

nommées et 11actuellement décrites comme espèces génomiques (tableau 2). 

Des méthodes moléculaires ont été développées pour l’identification des espèces chez 

Acinetobacter : analyse par restriction du gène codant pour l’ARNr 16S amplifié (ARDRA) 

(Vaneechoutte et al., 1995), analyse du polymorphisme de longueur de fragments amplifiés 

(AFLP) (Janssen et al., 1997 ; Nemec et al., 2001), ribotypage (Gerner-Smidt et al., 1992), 

tRNA spacer fingerprinting (Ehrenstein et al., 1996), analyse de séquences des espaces 

intergéniques entre les gènes ARNr 16S et 23S obtenues après restriction (Dolzani et al.,  

1995) ou non (Chang et al., 2005), et le séquençage du gène rpoB (RNA polymerase β- 

subunit) et de son environnement (La Scola et al., 2004). D’autres méthodes basées sur des 

techniques de PCR ayant pour but soit la détection du gène blaOXA-51 codant l’oxacillinase 

intrinsèque d’A. baumannii soit l’analyse des gènes gyrB pour distinguer A. baumannii de 

Acinetobacter genomospecies 13TU (Higgins et al., 2007) ont été développées.  

3. Aspect phylogénétique du genre  

L’analyse de l’ensemble des grands groupes bactériens, montre la position 

phylogénétique du genre Acinetobacter par rapport aux principaux genres bactériens. Les 

bactéries du genre Acinetobacter ont une plus grande proximité phylogénétique avec les 

Pseudomonas dont un certain nombre de représentants partagent avec les Acinetobacters un 

même mode de vie et sont retrouvés également largement répandus dans l'environnement, en 

particulier dans le sol et l'eau. En s’éloignant du point de vue évolutif, une proximité avec des 

gamma-protéobactéries pathogènes de plantes (Xanthomonas), des beta-protéobactéries 

(Ralstonia) ou des pathogènes humains tels que les Neisseria est observée. De plus, l’analyse 

phylogénétique montre que le genre le plus proche des Acinetobacters est celui des 

Psychrobacters (Barbe et al., 2004). 
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Tableau 2. Classification du genre Acinetobacter (Dijkshoorn et al., 2007, Nemec et al., 

2009, Nemec et al., 2010, Nemec et al., 2011) 

Nom de l’espèce Espèce génomique  Source 

Acinetobacter calcoaceticus 1 Environnement et humains 

Acinetobacter baumannii 2 Environnement, humains, 

viande et légumes 

Acinetobacter haemolyticus 4 Humains 

Acinetobacter junii 5 Humains 

Acinetobacter johnsonii 7 Humains et animaux 

Acinetobacter lwoffii 8, 9 Humains et animaux 

Acinetobacter radioresistens 12 Environnement, humains et 

cotton 

Acinetobacter ursingii  Humains 

Acinetobacter schindleri  Humains 

Acinetobacter parvus  Humains et animaux 

Acinetobacter baylyi  Environnement et boue 

Acinetobacter bouvetii  Boue 

Acinetobacter towneri  Boue 

Acinetobacter tandoii  Boue 

Acinetobacter grimontii  Boue 

Acinetobacter tjernbergiae  Boue 

Acinetobacter gerneri  Boue 

Acinetobacter venetianus  Eau de mer 

Acinetobacter pittii 3 Humains, environnement  
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Acinetobacter nosocomialis 13TU Humains 

Acinetobacter bereziniae 10 Humains, environnement et 

légumes 

Acinetobacter guillouiae 11 Humains et animaux 

 6 Humains 

 13 BJ, 14 TU Humains 

 14 BJ Humains 

 15 BJ Humains 

 16 Humains et legumes 

 17 Humains et environnement 

 15TU Humains et animaux 

 Entre 1 et 3 Humains 

 Proche de 13 TU Humains 

 

4. Morphologie, métabolisme et habitat  

Les bactéries du genre Acinetobacter sont des gamma-protéobactéries, bacilles ou 

coccobacilles à Gram négatif, aérobies strictes, oxydase négatives, catalase positives, 

immobiles et non-fermentants (Jans et al., 2004). Elles ne produisent pas de spores et 

apparaissent au microscope sous la forme de courts bacilles ou de cocci (en phase 

stationnaire). Leur contenu ADN en G+C est compris entre 39 et 47% (Peleg et al., 2008).   

Les bactéries appartenant au genre Acinetobacter sont souvent considérées comme des 

microorganismes ubiquitaires et peuvent être isolées à partir du sol et des eaux (Baumann et 

al., 1968). En effet, ce ne sont pas toutes les espèces d’Acinetobacter qui vivent dans 

l’environnement (Peleg et al., 2008), elles font aussi partie de la flore cutanée de l’homme, de 

la salive, ainsi que du tractus respiratoire (Fournier et al., 2006). Dans une enquête 

épidémiologique réalisée pour étudier la colonisation de la peau humaine et des muqueuses, 

jusqu’à 43% d’individus non hospitalisés ont été trouvés colonisés par Acinetobacter spp. 
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avec A. lwoffii (58%), A. johnsonii (20%), A. junii (10%) et Acinetobacter espece génomique 

3 (6%). Chez les patients hospitalisés, le taux de portage cutané de ces espèces atteint 75% 

(Seifert et al., 1997). Dijkshoorn et al. ont étudié le portage fécal des  Acinetobacter et ont 

montré un taux de 25% chez des sujets sains, avec principalement A. johnsonii et 

Acinetobacter genomic species 11 (Dijkshoorn et al., 2005). 

En revanche, A.baumannii, l’espèce responsable d’infections nosocomiales au sein du 

genre Acinetobacter, n’a été isolée que très rarement sur la peau avec 0.5% et 3% (Berlau et 

al., 1999a ; Seifert et al., 1997 respectivement) et dans les selles humaines avec 0,8% 

(Dijkshoorn et al., 2005). 

Chez l’animal, A. baumannii a été occasionnellement responsable d’infections 

(Vaneechoutte et al., 2000 ; Francey et al., 2000) et A. parvus a été isolé chez le chien (Peleg 

et al., 2008). Dans les végétaux, les espèces les plus fréquemment isolées sont A. baumannii 

et Acinetobacter genomic species 11 ainsi que A. calcoaceticus et Acinetobacter genomic 

species 3 (Berlau et al., 1999b). 

5. Virulence et pouvoir pathogène d’Acinetobacter spp. 

Bien qu’un certain nombre des membres du genre Acinetobacter, tels que A. 

haemolyticus, A. johnsonii, A. junii, A. lwoffii, A. radioresistens et A. parvussp. nov. ait été 

isolé à partir de spécimens cliniques (Bergogne-Berezin et Towner, 1996; Nemec et al., 

2003), seul Acinetobacter baumannii est un agent pathogène (Bergogne-Berezin et Towner, 

1996; Joly-Guillou, 2005). Les souches d’A. Baumannii sont, de plus, fréquemment 

retrouvées dans les hôpitaux essentiellement dans les services de soins intensifs. Etant 

considérées relativement comme agents peu pathogènes (Bergogne Bérézin et Towner, 1996), 

certaines caractéristiques peuvent accroître la virulence des souches impliquées dans les 

infections, ces caractéristiques comprennent : 

 La présence d'une capsule de polysaccharide formée de L-rhamnose, le D-glucose, D-acide 

glucuronique et le D-mannose, rendant la surface des souches plus hydrophiles. 

 La propriété d'adhérence aux cellules épithéliales humaines en présence de fimbriae ou de 

capsule polysaccharidique. 

 La production d'enzymes qui peuvent endommager les lipides tissulaires. 

 Le rôle potentiellement toxique du lipopolysaccharide de la paroi de la cellule et la 

présence du lipide A. 
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La capacité d’A. baumannii à former des biofilms lui permet de croître dans des 

conditions d'environnement défavorables. En effet, A. baumannii a été démontré à former des 

biofilms sur des surfaces abiotiques, telles que le verre et l'équipements utilisés dans les unités 

de soins intensifs, et sur des surfaces biotiques telles que les cellules épithéliales (Gaddy et 

al., 2009). Les facteurs les plus courants qui contrôlent la formation de biofilm sont la 

disponibilité des éléments nutritifs, la présence de pili, de protéines de la membrane externe 

(OMPs) et les sécrétions macromoléculaires. L’assemblage des pili et la production des 

protéines appelées biofilm-associated protein (BAP) contribuent ensemble à l'initiation de la 

production et à la maturation du biofilm après l’attachement d’A. baumannii à la surface.  

6. Les infections à Acinetobacter spp. 

Parmi les bactéries à Gram négatif, Acinetobacter spp. possède des caractéristiques 

uniques  qui favorisent sa persistance dans le milieu hospitalier. Ce microorganisme se 

propage facilement dans l'environnement et peut persister dans ce milieu pendant plusieurs 

jours, un facteur qui peut expliquer sa capacité à entrainer des épidémies. 

6.1. Les infections nosocomiales 

Les infections dues à A. baumannii sont le plus souvent nosocomiales, rarement 

communautaires (bergogne-berezin et towner, 1996). Les principales infections nosocomiales 

sévères dues à A. baumannii sont les pneumopathies. Le nombre de pneumonies acquises en 

réanimation est préoccupant. Les infections sont associées aux patients immunodéprimés, 

avec des taux d'infection étant souvent plus élevés dans les unités de soins intensifs et les 

services de chirurgie. Il a été rapporté que 15% de toutes les infections nosocomiales sont des 

pneumonies nosocomiales avec un taux de mortalité dépassant 30% (Timsit et al., 1996). 

Cependant, la ventilation mécanique est un facteur de risque majeur pour la survenue de 

pneumonie chez les patients qui nécessitent une ventilation mécanique prolongée (plus de 48 

heures). A. baumannii peut provoquer des infections de la peau et des tissus mous, notamment 

au niveau des plaies chez les blessés de guerre (Johnson et al., 2007) et les grands brûlés 

(Trottier et al., 2007). 

Les bactériémies, les méningites secondaires sont également responsables d’infections 

nosocomiales  (Peleg et al., 2008), plus rarement les infections de l’appareil urinaire (Gaynes 

et al., 2005). Les cas de méningites à A. baumannii surviennent, pratiquement exclusivement, 

sous une forme secondaire après un traumatisme crânio-cérébral ou après intervention 
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neurochirurgicale (Metan et al., 2007). Quelques cas cliniques rapportent des endocardites, 

des endophtalmies ou des kératites (Menon et al., 2006 ; Corrigan et al., 2001). 

6.2. Les infections communautaires 

Les infections communautaires dues à A. baumannii sont le plus souvent des 

pneumonies survenant dans les régions tropicales d’Asie et d’Australie (Peleg et al., 2008). 

La source de l’infection peut être due au portage de la gorge survenant chez les patients ayant 

une maladie sous-jacente grave, comme la maladie pulmonaire chronique obstructive, le 

diabète sucré, une consommation excessive d'alcool et le tabagisme (Anstey et al., 2002).  

Les enquêtes épidémiologiques impliquant les espèces d’Acinetobacter ont montré 

qu’A. baumannii est de loin, la cause la plus fréquente d'infection (Lim et al., 2007, Boo et 

al., 2009). L’importance clinique d’Acinetobacter autre que A. baumannii a été moins 

démontrée, les infections nosocomiales sont principalement attribuées aux espèces 

génomiques 3 (A.pittii) et 13 (A.nosocomialis) (Higgins et al., 2010 ; Wisplinghoff 2004). 

Bien que A. pittii et A. nosocomialis ont tendance à causer des infections sporadiques, 

ils sont le plus souvent relativement sensibles aux antibiotiques.  

Les taux de mortalité pour les espèces autre que Acinetobacter baumannii  ont été 

trouvés relativement faibles, avec des valeurs comprises entre 7% et 18% (Seifert et al., 1994, 

Choi et al., 2006). Toutefois, les taux de mortalité pour A. baumannii ont été rapportés entre 

8% et 43% (Falagas et al., 2006). En outre, la durée du séjour à l'hôpital associée aux 

infections à A. baumannii était significativement plus longue que celle des autres espèces 

d’Acinetobacter (Choi et al., 2006). 

7. Epidémiologie hospitalière  

L’hôpital peut être considéré comme un microcosme dans lequel sont concentrés des 

patients porteurs d’une flore bactérienne soumise à une pression antibiotique et entourés d’un 

certain nombre de niches écologiques (matériel médical, points d’eau, autres patients..), relais 

permettant l’échange d’informations génétiques entre les espèces. Sont rajoutés à cela des 

vecteurs (gouttelettes, mains du personnel hospitalier…) qui vont véhiculer des bactéries et 

leurs informations génétiques d’un patient à l’autre. Tout cela concourt à la création d’un 

véritable écosystème et une émergence et persistance de bactéries résistantes. 

La réanimation est le meilleur modèle intrahospitalier de la résistance bactérienne aux 

antibiotiques, les raisons sont nombreuses parmi elles ; une forte  prévalence de la résistance 
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bactérienne, une surconsommation des antibiotiques, l’équipement des patients par des 

dispositifs invasifs divers, le contexte économique entraînant une certaine difficulté à 

maintenir un nombre de personnel paramédical par patient suffisant, ce qui augmente la 

charge en soin et le risque de transmission croisée (Boyer, 2012). 
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Chapitre III : Mécanismes de résistance aux β-lactamines chez Acinetobacter baumannii 

1. Résistance naturelle  

Dans les années 1970, l’espèce A. baumannii était décrite comme sensible à tous les 

antibiotiques à l’exception de la pénicilline. L’analyse du génome de cette bactérie a modifié 

le point de vue du bacteriologiste. En effet, Acinetobacter possède dans son génome un gène 

codant pour la production d’une β-lactamase de type céphalosporinase. Bien qu’il y ait eu des 

controverses, à la différence des espèces d’entérobactéries du groupe 3 et de Pseudomonas 

aeruginosa, cette enzyme n’est pas inductible en raison de l’absence d’un régulateur en amont 

du gène blaampC (Bou et al., 2000a). 

Plusieurs types de céphalosporinases ont été caractérisés chez A. baumannii. Elles sont 

maintenant appelées ADC (Acinetobacter-derived-cephalosporinase) et sont à l’origine de la 

résistance aux aminopénicillines et aux céphalosporines de première et de deuxième 

génération. Comme les autres enzymes de la classe C, elle n’est pas sensible aux inhibiteurs 

de β-lactamase comme l’acide clavulanique. Outre cette céphalosporinase, A. baumannii 

possède un gène codant une enzyme de classe D ou oxacillinase chromosomique naturelle 

OXA-51, identifiée comme ubiquitaire chez A. baumannii et utilisée comme marqueur 

d’identification de l’espèce. Il existe des variants d’OXA-51 comme OXA-69 et OXA-66. Le 

rôle de ces enzymes dans l’expression de la résistance aux antibiotiques est aujourd’hui très 

faible voire inexistant (Héritier et al., 2005). 

Comme P. aeruginosa, A. baumannii dispose d’un nombre de porines inférieur à celui 

retrouvé chez E. coli et, de ce fait, présente une imperméabilité naturelle (Sato et al., 1991). 

Cette imperméabilité est associée a une pompe a efflux appartenant au système RND, 

Ade/IJK, naturellement active vis-à-vis d’un large spectre d’antibiotiques incluant notamment 

le chloramphénicol et le triméthoprime mais excluant les aminoglycosides (Damier-Piolle et 

al., 2008). La présence de cette pompe explique les niveaux de CMI d’emblée élèvés que l’on 

retrouve dans cette espèce vis-à-vis de nombreux antibiotiques. A. baumannii est également 

naturellement résistant à l’értapénème, à la fosfomycine, au triméthoprime, à l’acide 

pipémidique, à la norfloxacine (mais pas à l’acide nalidixique), aux furanes et est peu sensible 

à l’aztréonam. 
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2. Résistance acquise aux β-lactamines  

2.1. β-lactamase de classe A et βLSE  

Elles sont décrites dès le début des années 1980 avec l’identification de la 

pénicillinase TEM-1 (Goldstein et al., 1983) puis du variant TEM-2 (Devaud et al., 1982). 

Une large gamme de pénicillinases, y compris les variants à spectre étroit (TEM-1, TEM-2, 

CARB-5, et SCO-1), à spectre étendu (TEM-92, TEM-116, SHV-2, SHV -5, SHV-12, CTX-

M-2, CTX-M-3, CTX-M-43, PAR-1, PAR-2, PAR-6, VEB-1, VEB-1a, VEB-3, GES -11 et  

GES-12) et à activité carbapénèmase (GES-14, KPC-2, KPC-3, KPC-4 et KPC-10) a été 

identifiée principalement chez A. baumannii, mais aussi parmi les autres espèces 

d’Acinetobacter  (Dijkshoorn et al., 2007 ; Celenza et al., 2006 ; Park et al., 2009 ; Gordan et 

al., 2010). Cette catégorie  de β-lactamase est généralement considérée comme moins 

répandue chez Acinetobacter par rapport aux espèces d’entérobactéries.  

L’acquisition d’une β-lactamase à spectre élargi (βLSE) est également rare chez cette 

espèce. Les plus classiques sont VEB-1 (Poirel et al., 2003) et PER-1 (Vahaboglu et al., 

1997), mais d’autres βLSE plus rares ont été décrites comme SHV-12 (Huang et al., 2004), 

SHV-5 (Naas et al., 2007), TEM-92 (Endimiani et al., 2007) ou CTX-M-2 (Nagano et al., 

2004). 

Les βLSE de type GES ont aussi été décrites chez A. baumannii, certains variants comme 

GES-11 et surtout GES-14 pouvant conférer une résistance à toutes les β-lactamines, incluant 

les carbapénèmes (Bonnin et al., 2011). Plus récemment, la βLSE la plus répandue dans le 

monde, CTX-M-15, a été identifiée chez A. baumannii (Poirel et al., 2011 ; Shakil et al., 

2010). 

2.2. β-lactamase de classe C   

Les β-lactamases de classe C (céphalosporinases AmpC) sont des enzymes capables, 

lorsqu’elles sont surexprimées, d’hydrolyser la plupart des pénicillines, la céphalotine, la 

céfazoline, la céfoxitine, la ceftazidime et l’association des inhibiteurs de β-lactamase/ β -

lactamines, mais pas le céfépime ou les carbapénèmes (Jacoby, 2009). Jusqu'à présent, le gène 

de la céphalosporinase  chromosomiques n’a été identifié que dans quelques espèces 

d’Acinetobacter (A. baumannii, A. pittii  et A. baylyi) (Ribera et al., 2004 ; Jacoby, 2009). En 

conséquence, ces enzymes représentent une famille distincte des β-lactamases de classe C 

appelées Acinetobacter-derived cephalosporinases (ADCs).  Bien que la céphalosporinase 

AmpC d’A.baylyi (désignée comme ADC-8) était considérablement moins similaire que celle 
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d’A. pittii (ADC-5) et d’A. baumannii (ADC- 7), la phylogénétique de toutes les 

céphalosporinases  semblait évoluer d’un ancêtre commun (Beceiro et al., 2007) . Les gènes 

blaADC à A. baumannii sont normalement exprimés à bas niveau  (Jacoby, 2009). L’expression 

de ces gènes aux niveaux élevés  est basée sur la présence d'un promoteur fort au sein d'une 

séquence d'insertion en amont dit ISAba1 (Jacoby, 2009). C’est le principal mécanisme 

responsable de la résistance à la ceftazidime et d'autres céphalosporines à large spectre dans 

A. baumannii (Hujer et al., 2006) . À ce jour, au moins 44 gènes de blaADC ont été identifiés 

(Huang et al., 2010). 

2.3. Résistance acquise aux carbapénèmes 

Commercialisés depuis plus de 15 ans, l’imipénème, ou encore le méropénème, restent 

toujours des molécules très actives, donc apparaissent souvent comme dernier recours 

thérapeutique. Cependant, quelques signes d’inquiétude montent suite à la découverte 

d’enzymes nouvelles, majoritairement transférables,  dénommées IMP, VIM, SPM, GIM, 

KPC, GES, OXA (Philippon et al., 2006). 

2.3.1. Les β-lactamases de Classe B (métallo-β-lactamases, MβL) conférent des niveaux de 

résistance élevés aux carbapénèmes ainsi qu’à toutes les autres β-lactamines à l'exception de 

l'aztréonam (Poirel et al., 2006a). Elles ne sont pas inactivées par les inhibiteurs classiques 

des β-lactamases, mais sont inhibées in vitro par l’EDTA. Les MβL sont caractérisées par la 

sensibilité à l'EDTA due à l'exigence des ions de zinc (Zn2+) qui se trouvent dans le site actif 

de l’enzyme (Poirel et al., 2006a). Au moins 9 types différents de MβLs acquises ont été 

décrits à ce jour.  Les déterminants les plus importants sont les dérivés de type IMP, VIM, 

SPM et NDM. Plusieurs variants d’IMP (IMP-1, IMP-2, IMP-4, IMP-5, IMP-6, IMP-8, IMP- 

11) et de VIM (VIM-1, VIM-2, VIM-4 et VIM-11) ont été détectés parmi les isolats du 

complexe A. baumannii -A .calcoaceticus (Lim et al., 2007 ; Huang et al., 2010 ; Poirel et al., 

2006a ; Di Popolo et al., 2011) . SIM -1 a été décrite pour la première dans des isolats d’A. 

baumannii en Corée (Lee et al., 2005). Les niveaux de résistance aux carbapénèmes conférés 

par SIM-1 sont inférieurs par rapport à ceux conférés par IMP et VIM (Lee et al., 2005). Tous 

les différents variants de blaIMP , blaVIM , et blaSIM chez A. baumannii ont été trouvés sur des 

intégrons de classe 1 (Poirel et al., 2006a). Un des derniers déterminants décrits, NDM-1 

(New-Delhi Métallo-β-Lactamase), a notamment largement été médiatisé et son importante 

capacité de dissémination cause un réel problème de santé publique (Rolain et al., 2010). 

Cette métallo-β-lactamase a été récemment trouvée dans les isolats des entérobactéries, 
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particulièrement dans le sous-continent indien ainsi que dans d’autres pays du monde, mais a 

rapidement été détectée chez A. baumannii (Karthikeyan et al., 2010 ; Chen et al., 2011). 

NDM- 2, un variant de NDM- 1 a récemment été trouvé dans des souches d’A. baumannii 

chez une patiente en Allemagne venant de l'Égypte (Kaase et al., 2011) . 

2.3.2. Les β-lactamases de Classe D (appelées oxacillinases) ont la capacité d'hydrolyser de 

manière significative les aminopénicillines (l'ampicilline et l'amoxicilline) et les 

carboxypenicillines (carbénicilline et ticarcilline) (Poirel et al., 2010).  

Les β-lactamases de classe D ne sont pas inhibées (à part de très rares exceptions) par l’acide 

clavulanique, le tazobactam et le sulbactam, cependant leur activité peut être inhibée in vitro 

par le chlorure de sodium (NaCl). Cette propriété n’est pas partagée par les β-lactamases des 

autres classes, ce qui est une bonne caractéristique pour leur identification in vitro. 

Certains Variants de ces β-lactamases ont également la capacité d'hydrolyser les 

céphalosporines à spectre étendu tandis que d'autres, décrits comme oxacillinase à activité de 

carbapénèmase (Carbapenem Hydrolysing class D β-Lactamases) sont capables d'hydrolyser 

les carbapénèmes (Poirel et al., 2010). 

La plupart de ces enzymes ont été décrites chez A. baumannii. Les gènes codant ces enzymes 

ont un support chromosomique (Héritier et al., 2005) ou plasmidique (Donald et al., 2000). 

Elles peuvent être divisées en quatre sous-groupes phylogénétiques (blaOXA-23-like, blaOXA-24-

like, blaOXA-51-like et blaOXA-58-like). Les variants au sein de chacun des quatre sous-groupes 

principaux ont une identité en acides aminés de ≥ 96 %. Les sous-groupes blaOXA-51-like, 

blaOXA-23 et le variant blaOXA- 134 sont intrinsèquement présents dans A.baumannii, 

A.radioresistans et A. lwoffii, respectivement (Brown et al., 2005; Poirel etal., 2008b ; 

Figueiredo et al., 2010).  

La figure 12 montre un dendrogramme des principaux groupes et les variants de 73 

oxacillinases. 

 Le sous-groupe OXA -23  

OXA-23, à l'origine appelée ARI-1 pour " Acinetobacter resistant imipenem ", elle a été 

identifiée en Ecosse en 1985 et isolée à partir d’un plasmide d'une souche d’A.baumannii, qui 

possédait une CMI de l'imipénème de 16µg/ ml (Paton et al., 1993 : Donald et al., 2000). 

OXA-23 partage 99% d’identité en acides aminés avec OXA-27, qui a été mise en évidence à 

Singapour (Afzal-Shah et al., 2001). Le gène a été identifié  dans de nombreux pays à travers 

le monde, il est intrinsèquement présent et situé sur le chromosome chez A.radioresistens 
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alors qu'il est acquis et porté par un plasmide chez A. baumannii. Il a été trouvé uniquement 

chez l’espèce Acinetobacter à l’exception de Proteus mirabilis (Bonnet et al., 2002). 

 Le sous groupe OXA-40 

OXA-40 est une β-lactamase qui a une  capacité d’hydrolyser principalement les pénicillines  

et beaucoup moins les céphalosporines et l'imipénème. Elle est résistante à l'inhibition par 

l'acide clavulanique, le tazobactam et le sulbactam  (Bou et al., 2000b ; Afzal-Shah et al., 

2001; Heritier et al., 2003) et aussi au NaCl (Héritier et al.,2003) contrairement aux autres 

oxacillinases. Appelée précédemment OXA-24, elle a été identifiée en Espagne chez des 

souches d’A.baumannii résistantes aux carbapénèmes et elle présente 63% et 60% d'identité 

en acides aminés avec OXA-51/69 et OXA-23 respectivement (Bou et al., 2000b). Ce groupe 

comprend aussi les variants OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-33, OXA-72 OXA-139 et 

OXA-160 (Tian et al., 2011). 

Le gène OXA-40 a été trouvé chez plusieurs espèces d’Acinetobacter spp. ainsi que chez 

Pseudomonas aeruginosa, et peut être chromosomique ou plasmidique (Quinteira et al, 2007 ; 

Sevillanoet al., 2009.). L’enzyme a été rapportée en Espagne et en Asie (Ruiz et al., 2007, 

Wang et al.,2007) mais la péninsule ibérique montre la plus grande prévalence pour la 

diffusion d’OXA-40 (Quinteira et al., 2007;Ruiz et al., 2007 ; Da Silva et al.,2004). 

Les OXA-25 et OXA-26 sont des mutants ponctuels d’OXA-40, ces enzymes ont été 

caractérisées à partir d’isolats d’A. baumannii en provenance d’Espagne et de Belgique 

(Afzal-Shah et al.,  2001). OXA-72 a été identifiée dans des isolats d’A. baumannii de Chine 

(Wang et al., 2007), Corée du Sud (Lee et al., 2009b), Taiwan (Lu et al., 2009) et Bahreïn 

(Mugnier et al., 2009). OXA-160, un nouveau variant d’OXA-40, a récemment été identifié 

dans une souche d’A. baumannii isolée aux Etats-Unis (Tian et al., 2011).  

Récemment, deux nouvelles carbapénémases, OXA-143 et OXA-182 ont été identifiées. 

OXA-182 partage 93% d’identité en acides aminés avec OXA-143 et 89% 

avec OXA-40 (Kim et al., 2010). La carbapenemase OXA-143 partage 88% d'identité en 

acides aminés avec OXA-40, 63% avec OXA-23 et 52% avec OXA-58 (Higgins et al. 

2009). 

 Le sous groupe OXA-51 

OXA-51 est une β-lactamase qui est intrinsèque et ubiquitaire chez A.baumannii (Brown et al, 

2005 ; Turton et al., 2006a). Le premier rapport d’OXA-51, était en 2005 dans des souches 

isolées en Argentine en 1996 (Brown et al., 2005) et un grand nombre de variants d'enzymes 
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ont depuis été découverts. OXA-51 présente moins de 63% d’identité en acides aminés avec 

les sous-groupes 1 (OXA-23-like), sous-groupe 2 (OXA-40-like) et moins de 50% avec le 

sous-groupe 4 (OXA-58-like). Les enzymes OXA-51-like représentent actuellement l'un des 

plus grands groupes de β-lactamases, avec 81 enzymes actuellement identifiées, elles ne sont 

pas inhibées par l’acide clavulanique ou le tazobactam et leur activité est inhibée par le NaCl 

(Poirel et al., 2008a). 

Le gène OXA-51 a initialement été identifié sur un support chromosomique et est  

non-transférable. Cependant, de récentes études et analyses par PCR pour blaOXA-51 indiquent  

que le gène est localisé sur un plasmide (Chen et al., 2010). 

Les gènes du sous groupe OXA-51 identifiés chez A.baumannii à l’exception d’OXA-138, ont 

été identifiés aussi chez A.nosocomialis dans des souches isolées au Taiwan, suggérant 

que ces gènes peuvent être transférés entre les espèces du complexe A.baumannii-

calcoaceticus (Lee et al., 2009c).  

 Le sous groupe OXA-58 

Le gène blaOXA -58 a été identifié pour la première en France à partir d'une souche isolée à 

Toulouse (France) en 2003 (Poirel et al., 2005) . L’enzyme hydrolyse les pénicillines, 

l’oxacilline mais pas les céphalosporines à spectre étendu, et elle hydrolyse l’imipénème 

deux fois plus efficacement que l’OXA-40.  

OXA-58 possède un faible pourcentage d'identité en acides aminés avec les autres 

oxacillinases. Les gènes codant pour OXA-58 ont été trouvés chez de nombreuses espèces 

d’Acinetobacter et sont généralement portés par un plasmide, bien que la localisation 

chromosomique a également été décrite (Bogaerts et al.,2006 ; Poirel et al., 2006b). Les 

isolats portant ce groupe de gènes sont les plus fréquemment rapportés en Europe même s’ils 

ont été rapportés aussi en Amérique du Sud, en Amérique du Nord, en Asie et en Australie 

(Marqué et al., 2005 ; Bogaerts et al., 2006 ; Coelho et al., 2006 ; revu par Peleg et al., 2006 ; 

Wang et al., 2007 ; Zarrilli et al., 2008 ; Lee et al., 2009b ; Mendes et al., 2009a).   
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Figure 12. Dendrogramme de 73 β-lactamases de classe D (Poirel et al., 2010) 

 

2.4. Diminution de la perméabilité membranaire 

Une membrane externe imperméable, un faible nombre de porines et plusieurs autres 

caractéristiques constitutives jouent un rôle dans le comportement des Acinetobacters en ce 

qui concerne la capacité de résistance aux antibiotiques et la survie dans l'environnement. Une 

diminution des porines associée avec le mécanisme d'efflux empêchent l'absorption des 

antibiotiques chez A.baumannii (Hooper, 2005 ; Vila et al., 2007). Des modifications de la 

perméabilité membranaire d’A. baumannii peuvent entrainer une résistance aux 

carbapénèmes. La protéine de la membrane externe la plus importante chez Acinetobacter est 

HMP-AB, un membre de la famille des OmpA (Walzer et al., 2006). Elle partage une identité 
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de séquence et des similitudes structurelles avec OprF de P.aeruginosa et OmpA d’E.coli 

(Gribun et al., 2003). 

Ainsi, la perte d’une autre protéine de membrane externe CarO, secondaire à 

l’interruption du gène carO par différentes séquences d’insertion (notamment ISAba825) peut 

être à l’origine d’une résistance aux carbapénèmes (Mussi et al., 2005).  

2.5. Efflux 

L’implication de systèmes d’efflux naturels ou acquis dans la multirésistance aux 

antibiotiques chez A. baumannii est de plus en plus étudiée (Coyne et al., 2011). Parmi les 

superfamilles de pompes à efflux, les systèmes RND (Resistance-Nodulation-Division) sont 

les plus prévalents chez A. baumannii. Les systèmes “Multidrug And Toxic compound 

Extrusion” (MATE), et “major facilitator superfamily (MFS)” ont été également impliqués 

(Magnet et al., 2001). Les pompes RND comme les pompes AdeABC, AdeDE, AdeIJK et 

AdeXYZ, contribuent à la virulence d’Acinetobacter spp. (Roca et al., 2011).  

La surexpression d’AdeABC est associée à une augmentation du niveau de résistance 

à l’imipénème et au méropénème, surtout lorsqu’elle est associée à l’expression d’enzymes de 

type CHDL (Héritier et al., 2005). La pompe AdeIJK est capable d’effluer les β-lactamines, le 

chloramphénicol, les tétracyclines, l’érythromycine, les lincosamides, les fluoroquinolones, 

l’acide fusidique, la rifampicine, la novobiocine et le triméthoprime (Damier-Polle et al.,  

2008). 

2.6. Modification de PLPs 

Une modification des PLPs à l’origine de la résistance aux carbapénèmes chez A. 

baumannii n’a été que très rarement investiguée mais il semble que la régulation de 

l’expression des PLPs puisse être associée à une diminution de sensibilité aux carbapénèmes 

(Fernandez-Cuenca et al., 2003). 

3. Résistance chez Acinetobacter non-baumannii 

3.1. Résistance aux β-lactamines 

De façon générale, les espèces d’Acinetobacter non-baumannii ont une plus grande 

sensibilité aux antibiotiques qu’A. baumannii. Acinetobacter genomic species 3 semble être 

l’espèce présentant le plus de résistance aux antibiotiques (Seifert et al., 1993). 
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Les céphalosporinases de type ADCs ont été décrites chez Acinetobacter genomic species 3 

et Acinetobacter genomic species 13 TU (Espinal et al., 2011). Comme chez A. baumannii, la 

présence d’ISAba1 a été mise en évidence en amont de blaADC chez Acinetobacter genomic 

species 3 et associée à la résistance aux céphalosporines (Lin et al., 2010). 

Les β-lactamases du groupe A de Ambler ont aussi été décrites : pénicillinase à spectre 

étroit de type SCO-1 (Poirel et al., 2007), enzymes de type βLSE (PER-1 notamment chez 

Acinetobacter genomic species 3, et même βLSE à activité de carbapénèmase comme KPC-

10 identifiée à Porto Rico dans des souches appartenant au complexe A. calcoaceticus-A. 

baumannii (Robledo et al., 2010). 

Les Métallo-β-lactamases IMP-1, VIM-2, SIM-1 chez Acinetobacter genomic species 3, 

Acinetobacter genomic species 10, 13 TU et 14 (Kim et al., 2010). IMP-4 a été identifiée chez 

A. johnsonii aux Philippines. 

Les oxacillinases à activité de carbapénèmase (CHDLs) ont été rapportées chez A. 

baumannii. OXA-23 a été identifiée dans des souches d’Acinetobacter genomic species 3 et 

d’A. johnsonii. 

OXA-58 a ainsi été décrite chez A. junii en Roumanie, Acinetobacter genomic species 3 en 

Italie, Acinetobacter phenon 6/ct 13TU en Espagne (Kim et al., 2010), Acinetobacter genomic 

species 14TU et A. radioresistens en Inde (Mendes et al., 2009b). 

3.2. Résistance aux aminosides  

Depuis 1995, 80% des souches d’A. baumannii isolées en Europe ainsi qu’aux Etats-

Unis sont résistantes à au moins un des quatre principaux aminosides utilisés en pratique 

médicale (gentamicine, tobramycine, amikacine, netilmicine) (Bouvet et al., 2000). La 

résistance aux aminosides est essentiellement due à l’acquisition de plasmides, d’intégrons ou 

de transposons responsables de la production d’enzymes modificatrices (AMEs). Les trois 

types d’enzymes inactivant les aminosides ont été décrits chez A. baumannii : aminoside  

acétyltransférase AAC, aminoside nucléotidyltransférase ANT, aminosidephospho-transférase 

APH. En Europe, 84% des isolats d’A. baumannii expriment au moins deux enzymes 

d’inactivation des aminosides (Nemec et al., 2004).  

Les enzymes les plus fréquemment rencontrées chez A. baumannii sont AAC(3)-I et 

ANT(3’’)-I ou encore AAC(3)-II, AAC(6’)-I, ANT(2’’), APH(3’)-I et APH(3’)-VI. Des gènes 

codant pour des enzymes inactivant les aminosides au sein des intégrons de classe 1 chez 

Acinetobacter spp. ont été rapportés (Nemec et al., 2004). Récemment, la méthylation de 

l’ARNr 16S par la protéine codée par le gène armA a été décrite au Japon, en Corée de Sud et 
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aux Etats-Unis (Peleg et al., 2008). Ce gène plasmidique est associé au transposon Tn1548. Il 

a été également identifié chez des isolats cliniques d’Acinetobacter baumannii  en co-

existance avec blaOXA-23 et  blaNDM-1 (Kumarasamy et al., 2010). 

La résistance aux aminosides a également été associée à l’expression du système 

d’efflux de type RND (Resistance Nodulation-cell Division) AdeABC par A. baumannii 

(Magnet et al., 2001). La gentamicine et la kanamycine sont également des substrats de la 

pompe AbeM, membre de la famille des transporteurs MATE (Multidrug and toxic compound 

extrusion).  

3.3. Résistance aux quinolones 

Acinetobacter spp. est naturellement résistant à l’acide pipémidique, mais était 

sensible à l’acide nalidixique jusque dans les années 1970. La résistance aux fluoroquinolones 

est apparue très rapidement après l’introduction de ces molécules en thérapeutique. 

Les mécanismes de résistances décrits sont liés à des mutations dans la cible des quinolones 

que sont les topoisomérases de type II (ADN gyrase et topoisomérase IV) et notamment au 

sein de courtes régions répétées (Quinolone Resistant Determinant Region). Ces mutations se 

situent au niveau des gènes codant pour une sous-unité de l’ADN gyrase (Vila et al., 1995), 

ou pour une sous-unité de la topoisomérase IV, parC. Les mutations dans le gène parC 

interviennent dans des souches où gyrA est déjà muté entraînant des niveaux de résistance très 

élevés à la ciprofloxacine. Les systèmes d’efflux de type RND AdeABC, AdeIJK et la pompe 

AdeM de type MATE contribuent également à la résistance aux fluoroquinolones (Magnet et 

al., 2001 ; Damier-Piolle et al., 2008).  

3.4. Résistance aux autres antibiotiques 

Acinetobacter est naturellement résistant à bas niveau au triméthoprime (CMI = 16-32 

µg/ml) (Bouvet et al., 2000). La résistance à haut niveau est due à l’acquisition d’un gène de 

résistance dhfrI, porté par un plasmide qui porte également des gènes de résistance à 

l’ampicilline, au chloramphénicol, à la kanamycine, à la streptomycine et au 

sulfaméthoxazole. La résistance au triméthoprime est également associée à l’expression des 

systèmes d’efflux de type RND AdeABC et AdeIJK par A.baumannii (Magnet et al., 2001; 

Damier-Piolle et al., 2008). 

Le gène cat, codant pour l’acétyltransférase I inactivant le chloramphénicol, est porté 

par un transposon se comportant en réplicon. Le gène est flanqué de répétitions de la séquence 

d’insertion IS1 facilitant son amplification, donc l’expression phénotypique de la résistance et 
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la dissémination du gène de résistance. Le chloramphénicol est également un substrat des 

systèmes d’efflux de type RND AdeABC et AdeIJK (Magnet et al., 2001 ; Damier-Piolle et 

al., 2008). 

Les souches d’Acinetobacter résistantes à la tétracycline expriment, en général, un 

mécanisme de résistance par un système d’efflux ou par un système de protection 

ribosomique. Comme la plupart des gènes de résistance à la tétracycline ont été rencontrés sur 

des plasmides ou des transposons, l’acquisition de résistance est, en général, médiée par 

transfert de gènes. Les gènes codant pour TetA et TetB, intervenant chacun dans un système 

d’efflux des tétracyclines énergie dépendant, ont été rencontrés dans des isolats cliniques et 

aquatiques d’A. baumannii. Le gène tetM codant pour une protéine de protection ribosomique 

a été rencontré dans un isolat clinique d’A. baumannii (Ribera et al., 2003). La résistance 

intrinsèque à la tétracycline a été également associée à l’expression des systèmes d’efflux de 

type RND (Magnet et al., 2001; Damier-Piolle et al., 2008). 

La rifampicine possède une activité intéressante sur Acinetobacter, mais les risques de 

mutations vers la résistance sont élevés. Le gène de résistance arr-2 codant pour la 

rifampicine ADP-ribosyltransférase a cependant été identifié sous forme de cassette au sein 

d’intégrons de classe I (Vallenet et al., 2008). La rifampicine est également un substrat du 

système d’efflux de type RND AdeIJK (Damier-Piolle et al., 2008). 

La colistine, de la classe des polymyxines, exerce un effet bactéricide par altération de 

la membrane cytoplasmique de la bactérie. Cet antibiotique, bien que responsable d’effets 

indésirables, présente un regain d’intérêt en thérapeutique suite à l’émergence de bactéries 

pathogènes résistantes aux traitements habituels. La résistance à la colistine reste rare parmi 

ces bactéries, cependant un système de régulation à deux composantes PmrAB est impliqué 

dans la résistance à la colistine chez A. baumannii (Adams et al., 2009).  

4. Les supports génétiques de la résistance aux antibiotiques 

4.1. La résistance chromosomique  

La résistance chromosomique compte pour au moins 5% de la résistance rencontrée en 

clinique. Elle est souvent stable et tire son origine soit d'un gène de résistance (ex : ampC) ou 

de mutations ponctuelles dans un gène bactérien qui altèrent la cible d'un antibiotique 

(Murray et al., 2005).  
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Cette résistance, bien que de support chromosomique, n’est pas figée : 

 Des enzymes AmpC présentant des modifications structurales, par mutations ou délétions 

de nucléotides, ont été décrites (Bernaud et al., 2004). 

 Ces enzymes peuvent être hyperproduites, par modification de leur régulation (Bagge et 

al., 2002). 

 Après mobilité, les gènes codant pour ces enzymes ont également été observés sur des 

plasmides : AmpC plasmidique (Philippon et al., 2002). 

4.2. La résistance extra-chromosomique  

4.2.1. Les séquences d’insertion 

Les séquences d'insertion (IS) sont la forme la plus simple d'un élément transposable, 

généralement de taille inférieure à 2,5kb, capables de se déplacer de façon autonome dans les 

génomes microbiens et ne codent que pour leur propre transposition (Mugnier et al., 2009). 

Ces structures sont  très répandues dans le genre Acinetobacter (Segal et al., 2005). Elles ne 

constituent pas elles-mêmes un support de la résistance aux antibiotiques, mais sont 

susceptibles d’interférer dans la régulation de certains mécanismes qui y sont impliqués. 

ISAba1 est une séquence d’insertion qui apporte une séquence promotrice importante 

et donc une  surexpression de certains gènes intrinsèques (blaADC et blaOXA-51-like) ou acquis 

(blaOXA-23-like) d’A. baumannii (Héritier et al., 2006 ; Corvec et al., 2007). 

ISAba1 pourrait également être responsable de la mobilité du gène OXA-23 en s’insérant sur 

les deux côtés du gène au sein du transposon composite Tn2006, ou en une seule 

copie située en amont ou en aval du gène au sein du transposon Tn2008 (Adams-Haduch et 

al., 2008 ; Corvec et al., 2007). ISAba2, ISAba3, IS18, et ISAba825 pourraient également 

fournir de forts promoteurs pour blaOXA-58-like  (Ravasi et al., 2011) alors qu’une seule copie 

d’ISAba4 associée au gène blaOXA-23 au sein du transposon Tn2007 peut également être 

responsable de la surexpression et  pourrait permettre la mobilisation du gène (Corvec et al., 

2007).  

Une analyse de séquence de l'environnement génétique de blaNDM-1 chez une souche 

d’A. baumannii isolée en Allemagne a révélé la localisation chromosomique de blaNDM-1  de 

10.5 kb flanquée entre deux copies d’ISAba125 (Pfeifer et al., 2011). 

De plus, ISAba825 et ISAba125 ont été trouvés responsables de la réduction 

de la sensibilité aux carbapénèmes par inactivation du gène carO, gène codant pour un canal 
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protéique de la membrane externe associée à l'afflux des carbapénèmes chez A.baumannii 

(Mussi et al., 2005). 

4.2.2. Les transoposons 

Ils représentent un autre support génétique de la résistance. C’est un élément génétique 

mobile, formé d’une séquence d’ADN sans existence autonome stable, mais cette séquence 

est capable de promouvoir sa propre translocation grâce à la présence d’un gène codant pour 

une transposase. L’intégration d’un transposon est réalisée soit sur un plasmide, soit sur le 

chromosome, le plus souvent dans une région riche en AT.  

Les plus célèbres transposons sont les transposons composés, Tn5, Tn9 et Tn10, ils ont acquis 

leur notoriété pour les gènes de résistance aux antibiotiques qu'ils portent et ont été retrouvés 

sur les plasmides de plusieurs souches cliniques. 

4.2.3. Les intégrons 

Les intégrons constituent un système de capture et d’expression de gènes sous forme 

de cassettes. Ces dernières sont des éléments mobiles capables de s’intégrer ou de s’exciser 

par un mécanisme de recombinaison, spécifique de site, lié à l’intégrase (Toussaint et al., 

2002). A la différence des plasmides, les intégrons sont incapables d’autoréplication. Ils sont 

obligatoirement portés sur un réplicon de nature chromosomique ou plasmidique. De même, 

ils différent des transposons par l’absence de gène codant pour une recombinase au sein des 

cassettes, également dépourvus de séquences inversées répétées à leurs extrémités.   
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1. Lieu de l’étude 

L’étude multicentrique a été réalisée sur trois centres hôspitalo-universitaires situés 

dans l’ouest du pays. L’hôpital de Tlemcen comprend 800 lits distribués sur 25 services de 

médecine et de chirurgie. L’hôpital d’Oran contient 2142 lits et dispose de 54 services, 

l’hôpital de Sidi Bel Abbes est composé de 627 lits avec 23 services. 

Les services choisis  sont la réanimation, la traumatologie, la chirurgie générale et infantile,  

la neurochirurgie, la Néonatologie et la Médecine interne. 

2. Les prélèvements 

Durant la période de l’étude, allant de l’année 2009 jusqu’à 2012, 1232 prélèvements 

ont été effectués à partir de malades et sur des surfaces inertes ou du matériel médical (520 à 

Tlemcen, 324 à Oran et 388 à Sidi Bel Abbes). Les différents types de prélèvements ont été 

réalisés par aspiration trachéale (pour les patients intubés trachéotomisés), par écouvillonnage 

(prélèvement rectal et de plaies), par prélèvement de cathéters et d’hémoculture et par 

prélèvement de sondes urinaires. 

3. Isolement et identification 

Les cultures ont été réalisées en milieux gélosés Mc Conkey (BioRad) et Trypticase-

Caséine Soja (TS, BioRad, Marnes-La-Coquette, France), les incubations s’effectuant à 37°C 

pendant 24 heures. 

Les techniques standards d’identification des espèces d’Acinetobacter spp. ont été l’aspect 

morphologique des colonies sur le milieur Mc Conkey, la galerie API d’identification 20E et 

20NE (bioMérieux, France). 

Sur le plan génotypique, le séquençage des gènes codant pour rpoB (La scola et al., 2006 ) et 

16S rRNA (dijkshoorn et al., 1998) a été réalisé afin de distinguer les Acinetobacter non-

baumannii. 

4. Antibiogramme 

La sensibilité aux antibiotiques a été déterminée par la technique de diffusion en 

milieu gélosé (Mueller-Hinton agar, MH, Bio-Rad) selon les recommandations du comité de 

l’antibiogramme de la Société Française de Microbiologie (CA-SFM) (www.sfm.asso.fr) 

(Annexe 1). Les disques d’antibiotiques utilisés (Bio-Rad) sont : 
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Ticarcilline (TIC), ticarcilline/acide clavulanique (TCC), pipéracilline (PIP), 

pipéracilline/tazobactam (TZP), aztréonam (ATM), céfotaxime (CTX), ceftriaxone (CRO), 

ceftazidime (CAZ), céfépime (FEP), imipénème (IPM), méropénème (MEM), gentamycine 

(GM), tobramycine (TM), amikacine (AN), nétilmicine (NET), ciprofloxacine (CIP), colistine 

(CS), doxycycline (DO), norfloxacine (NOR). 

5. Concentrations minimales inhibitrices  

Les concentrations minimales d’inhibition CMIs ont été déterminées par la méthode 

de dilution en milieu gélosé. C’est une méthode quantitative qui permet d’évaluer la 

sensibilité des souches vis-à-vis des antibiotiques.  

Une série de concentrations d’antibiotiques selon une progression géométrique de raison ½ 

est préparée (Annexe 2) pour distribuer 2 ml de chaque dilution dans des boites de 18 ml de 

Mueller Hinton. Une suspension bactérienne diluée à 107 UFC/ml est ensemencée par spot de 

2 µl, soit un inoculum de 104 UFC/spot. La souche de référence Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 a été utilisée comme souche témoin.  

Les antibiotiques en poudre utilisés sont les suivants : Ticarcilline (Glaxo SmithKline), 

Ticarcilline/acide clavulanique (Glaxo SmithKline), pipéracilline (Dakota Pharm), 

pipéracilline/tazobactam (Wyeth Pharmaceuticals), Aztréonam (Sanofi-Synthelabo), 

cefotaxime (Panpharma), ceftazidime (Glaxo SmithKline), céfépime (Bristol-Meyers Squibb), 

imipenème (MSD), cloxacilline (Bristol-Meyers Squibb), gentamycine (Panpharma), 

tobramycine (Merck), amikacine (Merck), nétilmicine (Merck), ciprofloxacine (Bayer 

Pharma). 

La méthode de l’E-test (AB Biodisk, Solna, Sweden) permet de déterminer la CMI 

grâce à l’utilisation de bandelettes imprégnées d’un gradient exponentiel continu de 

l’antibiotique à tester (de 0.016 à 256 µg/ml ou de 0.002 à 32 µg/ml selon l’antibiotique). Les 

bandelettes sont appliquées sur la surface d’un milieu gélosé préalablement ensemencé avec 

un inoculum de la souche à tester. Après incubation, l’inhibition de la croissance se traduit par 

une ellipse d’inhibition dont les points d’intersection avec la bandelette définissent la CMI. 

Une échelle de lecture imprimée sur la bandelette permet une interprétation rapide. Dans cette 

étude, cette méthode a été utilisée seulement pour tester la sensibilité aux carbapénèmes. 
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6. Analyse statistique 

L’évolution, pendant la période 2009-2012, des taux d’isolement des souches 

d’Acinetobacter spp au niveau des trois hôpitaux a été analysée par le test de Chi2. L’analyse 

statistique a été réalisée à l’aide du logiciel SPSS Statistics 17 Multilanguage. Le seuil de 

significativité a été fixé à 0,05. 

7. Analyses phénotypiques des mécanismes de résistance aux carbapénèmes 

La détection d’une carbapénèmase a été réalisée par le test de Hodge qui consiste à 

mettre en évidence l’hydrolyse de l’imipenème par la souche à tester  à l’aide d’une souche 

indicatrice (E.coli 25922) (Lee et al., 2003). 

La différenciation des métallo-β-lactamases (MβL) des autres β-lactamases hydrolysant les 

carbapénèmes à été effectuée par le test à l’EDTA qui consiste en la propriété de ces enzymes 

à être inhibées par cet agent chélateur (Lee et al., 2003). 

8. Recherche des gènes de résistance par PCR standard et qPCR 

La PCR est une technique bien établie qui amplifie, de façon sélective, certaines 

régions d’ADN génomique en fonction de la liaison d’amorces qui sont propres aux régions 

en question. La PCR quantitative (qPCR) ou PCR en temps réel est une méthode plus récente 

qui peut être utilisée pour déterminer le nombre de copies d’une séquence d’ADN (Aboura, 

2010). 

Le principe de la qPCR repose sur la possibilité de suivre la quantité d’ADN présente 

grâce à l’émission d’un signal fluorescent, qui permet de déterminer précisément à chaque 

étape de la PCR, le nombre de copies de la séquence cible dans un échantillon. Cette 

quantification se fait pendant la phase exponentielle d’amplification et est directement 

proportionnelle à la quantité d’amplicons générés et donc à la quantité d’ADN de départ. 

La PCR en temps réel (CFX96, C1000 cycleur thermique, Bio-Rad) et la PCR standard 

étaient effectuées pour détecter les β-lactamases de classe D : blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-58, 

β-lactamase intrinsèque blaOXA-51, et la MβL blaNDM-1.  

D’autres β-lactamases (blaVIM-like, blaGIM-like, blaIMP-like, blaKPC-like, blaVEB-like, blaCTX-M-

like, blaSHV-like, blaTEM-like, blaPER-like et blaGES-like) et de gènes de résistance aux aminosides 

appelés AME (Aminoglycoside Modifying Enzymes) (aac(3)-Ia, aac(6’)-Ib, aadA, ant(2’’)-I, 

aph(3’)-VI, armA, rmtA, rmtF, arr-2) et aux fluoroquinolones (qnrA, qnrB) ainsi que les 

associations ISAba1-OXA-23, ISAba1-OXA-51 ont été recherchés.  
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Des contrôles positifs et négatifs  pour chaque gène ont été utilisés. Les amorces 

d'oligonucléotides et des sondes utilisées sont énumérées respectivement dans l’annexe 3.  

9. Séquençage 

Les produits de PCR purifiés ont été séquencés selon la méthode de Sanger modifiée 

(Sanger, 1977) en utilisant le kit BigDye Terminator chemistry et le séquenceur automatique 

ABI3730 (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 

L'analyse des données a été effectuée à l'aide du Codon CodeAligner 3.7.1.1 sequencing 

analysis software. 

10. Typage moléculaire par MALDI-TOF MS 

Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight (MALDI-TOF) mass 

spectrometry (MS) est une technique rapide utilisée en routine pour l’identification des 

espèces ou des sous espèces au sein du même genre (Espinal et al., 2011). La technique est 

aussi utilisée pour déterminer les mécanismes de résistance aux carbapénèmes ainsi que pour 

la détermination de la clonalité des souches des différents hôpitaux. 

11. Conjugaison 

La conjugaison a été effectuée en utilisant une souche réceptrice résistante uniquement 

à la tobramycine et les souches donatrices à tester. Le milieu Mueller-Hinton additionné de 

8µg/ml d’imipénème et 8µg/ml de tobramycine permet la sélection des transconjugants (TC).  

11.1. Technique 

 Mettre en bouillon la souche réceptrice et les souches donatrices et les incuber à 37°C 

pendant 24 heures. 

 Réaliser un mélange donatrice/réceptrice dans un rapport de ½. 

 Mélanger soigneusement par inversement puis les réincuber 18 à 24 heures. 

 Ensemencer le mélange par strie sur le milieu de sélection. 

 Vérifier la sélectivité du milieu de sélection en ensemençant la souche donatrice et la 

souche réceptrice par spot de 1 à 2 µl. 

 Incuber pendant 24 heures. 
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11.2. Lecture 

Après incubation, les boîtes pour lesquelles les transconjugants sont pris en 

considération, correspondent à celles où les souches donatrices et réceptrices ne se sont 

développées. Les transconjugants sont ensuite purifiés pour faire l’objet d’antibiogramme et 

de CMI. 

12. Extraction de l’ADN plasmidique 

La technique repose sur la lyse bactérienne par un traitement SDS (Sodium Dodécyl 

Sulfate) alcalin combinée à la chaleur suivie d’une élimination des protéines, ADN 

chromosomique et ARN de haut poids moléculaire par des solvants organiques puis l’ADN 

plasmidique se retrouve dans la phase aqueuse et sera visualisé par une électrophorèse  (Kado 

et Liu, 1981, modifiée).  

12.1. Technique 

 Réaliser une culture bactérienne dans 5ml de LB et incuber 24 heures à 37°C. 

 Centrifuger 3 ml de la culture à 14000 rpm pendant 2 minutes à température ambiante. 

 Jeter le surnageant. Sécher le culot puis le remettre en suspension dans 100µl de 

solution Tris EDTA (TE). Bien vortexer. 

 Ajouter 200 µl de solution de lyse et mélanger par inversion 5 à 10 fois. 

 Incuber à 55°C pendant 30 minutes en agitant de temps à autre. 

 Ajouter à chaud 600µl à l’échantillon le phénol-chloroforme isoamylalcool et 

mélanger doucement par inversion 5 à 10 fois. 

 Séparer les phases par centrifugation à 14000 rpm pendant 15minutes à température 

ambiante et transférer délicatement la phase aqueuse supérieure dans un nouveau 

microtube (éviter l’interphase qui contient les débris). 

 Ajouter 300µl d’acétate de sodium 3M pH 4,8. 

 Mélanger par inversion 5 à 10 fois. 

 Centrifuger à 14000 rpm pendant 10 min à 4°C. 

 Récupérer le surnageant dans un nouveau microtube. 

 Ajouter 1 ml d’éthanol absolue à -20°C. 

 Précipiter 30 min à -20°C. 

 Centrifuger à 14000 rpm pendant 10 min à 4°C. 

 Laver le culot avec 500µl d’éthanol 70% à température ambiante. 

 Centrifuger à 14000 rpm pendant 5 min à 4°C. 
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 Eliminer le surnageant et bien sécher le culot. 

 Resuspendre le culot dans 40 µl de TE. 

La préparation des solutions et des tampons pour l’extraction de l’ADN plasmidique et de 

l’électrophorèse est indiquée dans les annexes 4 et 5. 

13. Electrophorèse sur gel d’agarose 

L’électrophorèse sur gel d’agarose permet de séparer les fragments d’ADN en 

fonction de leur taille. Le tampon de migration utilisé est le TBE (Tris-Borate-EDTA). 

L’ADN est visualisé grâce à l’ajout d’un agent intercalant, le bromure d’éthidium (BEt), qui 

devient fluorescent sous les ultraviolets. 

13.1. Préparation du gel d’agarose 

 Pour un gel de 0,8%, dissoudre par chauffage jusqu’à ébullition 1,6g d’agarose 

(Sigma) dans 200ml de tampon TBE 1X. 

 Refroidir la solution à 55°C dans un bain-marie  

 Couler le gel dans un moule dont les 2 extrémités ont été préalablement fermées par 

du ruban adhésif 

 Disposer le peigne nécessaire à la réalisation des puits dans le gel 

 Laisser se solidifier 

 Enlever délicatement le peigne et le ruban adhésif 

 Placer le moule avec le gel dans la cuve d’électrophorèse, les puits sont placés du côté 

de la cathode et la cuve est remplie de tampon TBE jusqu’à ce que le gel soit 

immergé. 

13.2. Dépot des échantillons 

 Répartir dans les tubes eppendorfs 20µl de chaque solution d’ADN en ajoutant 5µl de 

tampon de charge. 

 Mélanger à l’aide d’une micropipette puis transférer les 25 µl dans les puits du gel. 

13.3. Migration et révélation 

Brancher le générateur après avoir raccordé la cuve. Appliquer un voltage de 90 volts 

pendant 4 heures. Le gel est immergé dans une solution de TBE 1X contenant du BEt à une 

concentration de 0,5 µg/ml pendant 30 à 45 minutes. Le complexe fluorescent ADN-BEt est 

visualisé sous un transilluminateur à UV. 
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Chapitre I : Epidémiologie de la résistance chez Acinetobacter spp.  

1. Répartition des souches 

Sur un total de 1232 prélèvements effectués au niveau des 3 hôpitaux, 353 souches 

d’Acinetobacter spp ont été isolées quelque soit le service ou le type de prélèvement.  

155 souches à partir de 520 prélèvements à Tlemcen, 126 souches à partir de  324 

prélèvements à Oran et 72 souches à partir de 388 prélèvements à Sidi Bel Abbes (Tableau 3). 

Le degré de signification est inférieur à 5%, le test est donc significatif (Tableau 4). Il a été 

montré que les pourcentages des trois hôpitaux sont significativement différents avec, par 

ordre de décroissance, Oran (38,9%), Tlemcen (29,8%) et Sidi Bel Abbes (18,5%). 

La figure 13 monre la fréquence d’isolement d’Acinetobacter spp. par année et par hôpital sur 

l’ensemble des prélèvements effectués.  

 

 

 

Figure 13. Nombre de souches d’Acinetobacter spp. par année  
et par hôpital 
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Tableau 3. Nombre de prélèvements et de souches isolées durant la période de l’étude 
Hôpital Service  Type de 

prélèvement 

Année d’étude Nombre de 

prélèvement 

Nombre de 

souches isolées 

 

 

Tlemcen 

Réanimation, 

Neurochirurgie, 

Néonatologie, 

Traumatologie, 

Chirurgie générale et 

infantile, Médecine 

interne 

Aspiration 

trachéale,sonde 

urinaire, 

urineplaie, 

écouvillonnage 

rectal, cathéter, 

drain  

2009 264 73 

2010 37 23 

2011 157 38 

2012 62 21 

Total 520 155 

 

 

Oran 

Réanimation 

(médicale, urgence et 

pédiatrique), 

Chirurgie générale et 

infantile, 

Neurochirurgie 

Aspiration  

trachéale, 

sonde urinaire, 

plaie, 

hémoculture, 

environnement 

2009 36 19 

2010 46 24 

2011 188 52 

2012 54 31 

Total 324 126 

 

 

Sidi Bel 

Abbes 

Réanimation, 

Neurochirurgie, 

Chirurgie générale et 

infantile, Médecine 

interne 

 

Aspiration 

trachéale, 

sonde urinaire, 

cathéter plaie, 

sonde, 

gastrique, 

drain, 

Environnement 

2009 72 54 

2010 171 3 

2011 100 7 

2012 45 8 

Total 388 72 
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Tableau 4. Test de Chi2 

 
 

Value df 
Asymp. Sig. 

(2-sided) 
Pearson Chi-Square 36,292a 2 ,000 
Likelihood Ratio 37,074 2 ,000 
N of Valid Cases 1232   

 
 

1402 bacilles à Gram négatif ont été isolés durant la période de l’étude dont 546 à 

Tlemcen, 469 à Oran et 387 à SBA. Sur le total des souches isolées à partir de l’ensemble des 

prélèvements (1232), le nombre de souches isolées d’E.coli est de 292, 278 de Pseudomonas 

aeruginosa , 221 de Klebsiella pneumoniae , 145 d’Enterobacter spp.  et 113 de Proteus spp. 

Acinetobacter spp. occupe donc la première place concernant le taux d’isolement par rapport 

aux autres BGN (Figure 14). 

 

 
Figure 14. Taux des différentes espèces sur l’ensemble des BGN 

Cependant, l’espèce prédominante diffère au niveau de chaque hôpital, Acinetobacter 

spp. est la prédominante à Tlemcen et à Oran, tandis qu’à Sidi Bel Abbes, Pseudomonas 

aeruginosa est l’espèce majoritaire.  

En revanche, l’espèce la moins isolée à Tlemcen et à Sidi Bel Abbes est Proteus spp., et à 

Oran Enterobacter spp. montre le plus faible taux d’isolement (Figure 15). 
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Figure 15. Nombre de souches des différents BGN au niveau de chaque hôpital 

 
2. Sensibilité des souches d’Acinetobacter spp. aux antibiotiques 

Sur l’ensemble des souches isolées, 95% sont multirésistantes, contre 5% présentant 

un phénotype sauvage. Les souches d’Acinetobacter ont présenté une résistance importante à 

toutes les classes d’antibiotiques (Figure 16) et en particulier une sensibilité diminuée à toutes 

les β-lactamines dont les carbapénèmes. 

Pour l’imipénème le taux de résistance est de 68%, 61% à Tlemcen et Oran 

respectivement, il est relativement moins élevé au niveau de Sidi Bel Abbes avec un taux de 

38%.  
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Figure 16. Antibiogramme d’une souche d’A.baumannii multirésistante (gauche) et de 

phénotype sauvage (droite) 

PIP : pipéracilline ; TZP : pipéracilline + tazobactam ; TIC : ticarcilline; TCC : ticarcilline + 

acide clavulanique ; ATM : aztréonam ; CAZ : ceftazidime ; IPM : imipénème ; MEM : 

méropénème ; CRO : ceftriaxone ; GM : gentamicine ; TM : tobramycine ; AN : amikacine ; 

CIP : ciprofloxacine ; CS : colistine ; DO : doxycycline ; NOR : norfloxacine 

 

L’évaluation du nombre et du pourcentage des souches IPM R a montré une tendance 

à l’augmentation pour l’année 2010 puis une augmentation significative en 2012 (Tableau 5). 

Tableau 5. Nombre et pourcentage des souches IPM R durant lesquatre années d’étude 

Année Nombre de 

souches IPM R 

Nombre total de 

souches 

Pourcentage 

2009 74 146 50,6% 

2010 27 50 54% 

2011 48 97 49,4% 

2012 45 60 75% 

 

TCC                TIC                 TZP              PIP 

MEM              IPM              ATM           CAZ 

 AN                TM               GM             CRO  

NOR               DO               CS                 CIP 

TCC                    TIC                     TZP                   PIP 

MEM                IPM                   ATM                   CAZ 

 AN                    TM                     GM                   CRO  

NOR                    DO                      CS                      CIP 
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Par ailleurs, la résistance aux aminosides est également observée avec des taux de 

résistance élevés pour les trois antibiotiques testés, à l’exception de la tobramycine qui 

conserve mieux son activité à l’hôpital de Tlemcen. La ciprofloxacine montre des taux élevés 

de résistance dans les trois institutions. La colistine demeure le seul antibiotique plus ou 

moins efficace avec de faibles taux de résistance (tableau 6).   

 

Tableau 6. Taux de résistance et niveaux de CMI des souches d’Acinetobacter spp. 

           PIP     TZP    TIC   TCC   CAZ    IPM   ATM   FEP   GM   TM    AN    CIP   CS 

 

Tlemcen 

R%    90       81      91      91       93       68       97       95      71    13      84      88    06 

µg/ml     4->512          4-256        4->512      4->512       1->512        2-256         4-512        4-128       2-128        1-16        4-256        0,5-16         - 

S%    10       19      09      09       07       32       03       05      29     87      16     12     92 

 

Oran 

R%   95       81      98      98       98       61       98       98      59    54       79      92    07 

µg/ml    4->512        4-512        4->512      4->512       1->512     0,25-512       4->512          256         1-128      1-32          4-256         0,5-32        - 

S%    05      09      02      02        02       39       02       02     41     46      21       08    93 

 

SBA 

R%    91      86      91      91       97        38       95       94      79     42      71      45   24 

µg/ml      4->512    ≤1-512      ≤16->512    ≤16->512   ≤0,5->512    ≤0,5-256     8-512        ≤1-512     0,5-512    ≤0,25-64    1-512      0,125-64      - 

S%    09      14       09      09      03         62       05      06      21     58       29      55   76 

  

La sensibilité diminuée à l’imipénème est principalement liée à la production 

d’oxacillinases à activité de carbapénèmase (CHDL) ou de MβL. Les tests phénotypiques 

réalisés  pour la détection de ces CHDL ont montré des résultats positifs pour le test de Hodge 

(Figure 17).  
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Figure 17. Résultat positif (gauche) et négatif (droite) d’une souche d’A.baumannii 

3. Etude des mécanismes de résistance 

3.1. β-lactamines 

La PCR en temps réel a été effectuée pour la détection des OXA et de NDM-1 chez les 

souches présentant un résultat positif pour le test de Hodge et le test à l’EDTA respectivement 

et avec une CMI de l’imipénème >8µg/ml.  

113 souches, choisies parmi les 353 souches, ont été testées dont 106 A. baumannii et 7 

Acinetobacter non-baumannii (4 A.pittii, 2 A.nosocomialis et 1 A. radioresistans). 80 souches 

sont résistantes à l’imipénème, 40 sont positives pour OXA-23 et 17 pour OXA-24 dont 5 

souches au sein desquelles coexistent OXA-23 et OXA-24 (Tableau 7) (Annexe7). 

Les PCR réalisées pour rechercher OXA-51 se sont révélées positives pour toutes les 

souches à l’exception de 2 souches (A.nosocomialis d’Oran et A.pittii de SBA). Les souches 

résistantes à l’imipenème et ne produisant aucune carbapénèmase (4 à Tlemcen, 8 à Oran et 1 

à SBA) ont fait l’objet de PCR pour ISAba1-blaOXA-51.Toutes les souches se sont révélées 

positives.  
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Tableau 7.Détection des oxacillinases chez les souches d’Acinetobacter spp 

 Souches blaOXA-23 blaOXA-24 blaOXA-23/-24 

 

Tlemcen 

A.baumannii 31 04 04 

A.pittii 00 00 00 

 

Oran 

 

A.baumannii 07 11 01 

A.pittii 00 00 00 

A.nosocomialis 01 00 00 

 

SBA 

A.baumannii 01 01 00 

A.pittii 00 00 00 

A.radioresistens 01* 01 01 

*Présence naturelle chez A.radioresistens 

Par ailleurs, aucune OXA-58, ni les autres βLSE testées (blaVEB-like, blaCTX-M-like, 

blaSHV-like, blaTEM-like, blaPER-like, et blaGES-like) n’ont été détectées. Les MβL de type blaVIM, 

blaGIM, blaIPM et blaKPC recherchées sont également négatives.  

blaNDM-1 est la seule MβL détectée chez 5 souches provenant De l’hôpital d’Oran 

(Figure 18). Le gène a été séquencé et a révélé 99 % d’identité avec la séquence rapportée sur 

Genbank database (accession number JQ739157.1). 

 

Figure 18. Amplification du gène blaNDM-1 des cinq souches d’A.baumannii 
A1(OA95), A2 (OA96), A3 (OA100), A4 (OA106), A5 (OA123) 

  T+ (témoin positif), T- (témoin négatif) 
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Les quatre souches les plus anciennes ont été isolées chez des patients de la 

réanimation, tandis que la plus récente été isolée en neurochirurgie, cependant aucune 

corrélation n’a été observée entre les séquences du gène avec les données cliniques des 

patients (service, nature du prélèvement, âge, sexe, date d’isolation) (Figure 19 et 20 et 

annexe 6). 

 

Figure 19. Alignement des acides aminés de blaNDM-1 identifiés chez les cinq souches 

d’A.baumannii (Les motifs conservés des β-lactamases sont indiqués en rouge) 
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Figure 20. Arbre phylogénétique des cinq souches NDM-1 (PubMed Database) 

Les souches productrices de MβL ont été testées phénotypiquement par le test à 

l’EDTA. Un accroissement de la zone d’inhibition autour du disque d’imipénème additionnée 

d’EDTA met en évidence la production de la β-lactamase  (Figure 21). 

 

Figure 21. Résultat du test à l’EDTA d’une souche MβL positive 

3.2. Aminosides 

La résistance aux aminosides a été observée pour toutes les souches multirésistantes. 

La recherche des gènes codant pour la résistance aux aminosides (AMEs) a révélé la présence 

de aac(3)-Ia (77 souches), aadA (57 souches), ant(2’’)-I (60 souches), aph(3’) (74 souches) et 

aac(6’)-Ib (1 souche).  

 OA95

 OA123

 gi|358410022.AEU09805.1.NDM-1

 gi|385721352.AFI72857.1.NDM-1

 OA100

 gi|327244639.AEA41876.1.NDM-2

 gi|374351488.AEZ35976.1.NDM-2

 gi|357595125.AET86558.1.NDM-2

 OA96

 gi|374092167.AEY83746.1.NDM-6

 gi|388890593.AFK80349.1.NDM-3

 gi|374351500.AEZ35987.1.NDM-1

 OA106

 gi|378405411.AFB82585.1.NDM-4

 gi|344226674.AEN03071.1.NDM-5

87

67

66

11

6

0.0005
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Il a été suggéré  que le gène aac(6’) a été identifié uniquement chez l’espèce 

A.haemolyticus et est responsable de la résistance à l’amikacine et il est utilisé comme 

marqueur d’identification pour cette espèce (Lambert et al., 1993).  

Aucun gène correspondant  à armA, rmtA, rmtF et arr-2 (gène de résistance à la 

rifampicine) n’a été détecté. Les différents génotypes de résistance sont montrés dans le 

tableau 8. 

Tableau 8. Génotypes de résistance des aminosides 

Génotypes communs des souches d’Acinetobacter spp. 

Tlemcen Oran SBA 

aac(3)-Ia 

ant(2’’)-I 

aac(3)-Ia +aadA 

aac(3)-Ia +ant(2’’)-I 

ant(2’’)-I +aph(3’) 

aac(3)-Ia+ant(2’’)-I +aph(3’) 

aac(3)-Ia +aadA+aph(3’) 

aac(3)-Ia+aadA+ant(2’’)-I +aph(3’) 

- 

aac(3)-Ia +aph(3’) 

nd 

aac(3)-Ia 

ant(2’’)-I 

aac(3)-Ia +aadA 

aac(3)-Ia +ant(2’’)-I 

ant(2’’)-I +aph(3’) 

aac(3)-Ia+ant(2’’)-I +aph(3’) 

aac(3)-Ia +aadA+aph(3’) 

aac(3)-Ia+aadA+ant(2’’)-I +aph(3’) 

aph(3’) 

aac(3)-Ia +aph(3’) 

nd 

aac(3)-Ia 

ant(2’’)-I 

aac(3)-Ia +aadA 

aac(3)-Ia +ant(2’’)-I 

ant(2’’)-I +aph(3’) 

aac(3)-Ia+ant(2’’)-I +aph(3’) 

aac(3)-Ia +aadA+aph(3’) 

aac(3)-Ia+aadA+ant(2’’)-I +aph(3’) 

aph(3’) 

- 

nd 

Génotypes spécifiques des souches d’Acinetobacter spp. à chaque hôpital 

aadA 

aac(3)-Ia +aadA+ant(2’’)-I 

- 

- 

aac(3)-Ia+aac(6’)-Ib+aadA+aph(3’) 

- 

nd : non détecté (absence de gène chez des souches résistantes à au moins un aminoside) 
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3.3. Fluoroquinolones  

Aucun gène de résistance aux fluoroquinolones (qnrA, qnrB) n’a été détecté. La 

résistance pourrait être expliquée soit par une mutation de la gyrase et de la topoisomérase 

soit par un mécanisme non enzymatique. 

 

4. Transfert de l’antibiorésistance 

Pour déterminer la localisation chromosomique ou plasmidique des gènes de type 

CHDL ou NDM-1, une conjugaison a été effectuée entre des souches donatrices résistantes à 

l’imipénème, aux aminosides et à la ciprofloxacine et des souches réceptrices sensibles à 

l’imipénème.  

Les transconjugants obtenus sont analysés par CMI (tableau 9) et antibiogramme 

(Figure 22). Les profils de résistance ont montré un co-transfert de la résistance à 

l’imipénème, aux aminosides et à la ciprofloxacine. 

Tableau 9. Résultats des CMIs (µg/ml) des transconjugants comparés avec les CMI des 

souches réceptrices 

 SA21 TC21+18 SA23 TC23+17 SA31 TC31+4 SA24 TC24+12 

IPM 2 64 2 64 2 64 2 64 

CAZ 64 >512 64 >512 128 128 256 256 

GM 8 512 16 512 32 128 512 512 

TM 16 64 16 64 4 64 4 64 

CIP 1 16 1 16 64 128 64 128 
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Figure 22. Profil de résistance d’un transconjugant 

 

Après l’extraction des plasmides des souches et leurs transconjugants, une 

électrophorèse sur gel d’agarose a été réalisée, les résultats sont représentés dans la figure 23. 

Pour les souches SA18, SA21 et leur transconjugant, nous observons que sur les 8 plasmides 

existant dans la souche donatrice, 6 plasmides ont été transférés dans la souche réceptrice, ce 

qui est en faveur d’un support plasmidique. 

 

 

Figure 23. Visualisation des plasmides sur gel d’agarose 

1 (V517) ; 2 (SA24) ; 3 (TC 12+24) ; 4 (SA12) ; 5 (SA17) ; 6 (TC 23+17) ; 7 (SA23) ; 8 
(SA31) ; 9 (TC 4+31) ; 10 (SA4) ; 11 (SA 18) ; 12 (TC 21+18) ; 13 (SA 21) ; 14 (SA38) ;  

15 (SA49) ; 16 (SA29) ; 17 (SA43) ; 18 (SA27) ; 19 (SA14) ; 20 (V517) 
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D’autres souches ont fait l’objet d’une visualisation plasmidique, les profils montrent 

que les souches d’A.baumannii peuvent héberger d’un plasmide jusqu’à 4 avec des tailles 

allant de 7,56 à 55 kb. De plus, toutes les souches portant des plasmides présentent une même 

bande plasmidique de taille approximative de 55 kb. 
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Chapitre II : Application de la spectrométrie de masse dans le typage moléculaire et 
dans la détection des mécanismes de résistance 

Tout d’abord, le MALDI-TOF MS est une technique qui a été utilisée pour identifier 

les différentes espèces d’Acinetobacter spp. de la collection. 113 souches ont été identifiées 

avec un log score >2,0 comprenant 106 A. baumannii et 7 Acinetobacter non-baumannii (4 

A.pittii, 2 A.nosocomialis et 1 A. radioresistans). Les résultats sont analysés et obtenus sous 

forme de spectres qui seront ensuite comparés avec une banque de spectres incluant un grand 

nombre de bactéries enregistrées pour permettre une identification plus précise des espèces. 

Les spectres de toutes les souches étudiées à cet effet sont obtenus par le logiciel Biotyper 

(version 2 ; Bruker Daltonics) et analysés en utilisant un logiciel statistique. Le 

dendrogramme MSP obtenu nous a permis de faire un typage et a révélé 5 clusters en fonction 

d’une limite arbitraire à une distance de 500, dont 2 clusters correspondant à A.baumannii et 

les 3 autres clusters pour chacune des trois autres espèces d’Acinetobacter non-baumannii 

(A.pittii, A.nosocomialis et A.radioresistens) (Figure 24). 

 

Figure 24. Dendrogramme MSP (Mean spectra projection) des souches  

d’Acinetobacter spp. 
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En second lieu, cet outil a été utilisé pour la détection phénotypique des souches 

porteuses  de carbapénèmases. Après avoir incubé les souches mélangées à l’imipénème 

pendant environ 4 heures, le surnageant obtenu après une centrifugation est analysé. La 

présence et l’absence des pics représentant l’imipénème et son métabolite naturel sont 

analysées. Si le pic spécifique pour l’imipénème à 300,0 m/z disparait pendant le temps 

d’incubation et est remplacé par le pic du métabolite naturel à 254,0 m/z, le résultat est 

considéré positif. Ce test a été appliqué sur une large série de 106 souches cliniques 

d’A.baumannii de différentes origines (Algérie et France) dont 20 souches appartenant à la 

collection de cette étude. Sur toute la série, 63 sont résistantes à l’imipénème et sont testées 

pour la détection de carbapénèmases. 57 souches ont exprimé le gène blaOXA-23, 3 ont exprimé 

le gène blaOXA-24 et 3 ont exprimé blaOXA-23 +blaOXA-24. Sur les 20 souches de notre étude, 14 

souches sont IMP R (12 souches sont productrices d’OXA-23 et 2 sont productrices d’OXA-

24) et 6 souches sont IMP S (Figure 25). 

La méthode a montré une sensibilité de 100%, une spécificité de 100% et est rapide 

pour la détection de la production de carbapénèmases (moins de 2.5h). 

     

Figure 25. Détection de carbapénèmases par MALDI-TOF MS.  Spectre de masse des 
souches d’Acinetobacter baumannii IPM R (gauche), Spectre de masse des souches 

d’Acinetobacter baumannii IPM S (droite). 
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Chapitre I : Epidémiologie de la résistance chez Acinetobacter spp. 

Depuis quelques décennies, les bactéries du genre Acinetobacter ont été impliquées 

dans de nombreuses maladies infectieuses. Bien qu’elles soient principalement associées aux 

infections nosocomiales, elles ont également été impliquées dans des cas d’infections acquises 

communautaires. Acinetobacter baumannii représente aujourd’hui un modèle d’adaptation 

particulièrement efficace en termes d’antibiorésistance, sa capacité à survivre de façon 

prolongée en milieu hospitalier associée à l’émergence de résistances potentialise sa capacité 

de propagation nosocomiale.  

De ce fait, nous avons étudié un panel de souches de 353 souches d’Acinetobacter spp. 

isolées aux trois centres hôspitalo-universitaires. Cette étude multicentrique réalisée entre 

2009 et 2012 a montré la fréquence d’isolement la plus élevée pour le genre Acinetobacter par 

rapport aux autres BGN isolés des mêmes prélèvements. 

L’étude relative au nombre de souches d’Acinetobacter spp. répertoriées a permis de 

distinguer la prépondérance de son isolement au service de la réanimation parmi les bacilles à 

Gram négatif isolés. Ce résultat concorde avec les données de la littérature qui décrit 

l’importance de cette espèce surtout en unité de soins intensifs (Dijkshroon, 2007). 

Cette spécialité clinique est en effet grande pourvoyeuse de BMR parmi les espèces 

d’Acinetobacter spp. qui y trouvent de nombreuses circonstances favorisant leur émergence. 

Les principaux facteurs de risque d’acquisition de cette espèce sont la ventilation mécanique, 

l’antibiothérapie à spectre large, la sévérité de la pathologie sous-jacente, la durée prolongée 

du séjour, l’utilisation préalable des antibiotiques, la durée du cathétérisme artériel (D’Agata 

et al., 2000  ; Del Mar Tomas et al., 2005). Il est à noter que les voies aériennes sont le site de 

prédilection d’Acinetobacter baumannii. 

La situation épidémiologique hospitalière est variable suivant les régions, avec des 

épidémies de plus ou moins grande ampleur. Les taux d’isolement étaient les plus importants 

à l’hôpital d’Oran puis à l’hôpital de Tlemcen et enfin l’hôpital de Sidi Bel Abbes. 

Une distribution saisonnière des souches n’a cependant pas été observée et il n’y a pas eu de 

corrélation entre l’isolement des souches avec le sexe et l’âge des patients, la nature et la date 

des prélèvements. 

Cette augmentation de fréquence des Acinetobacters s’accompagne d’une 

augmentation de la résistance aux antibiotiques. 
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La diversité des mécanismes de résistance développés par cette espèce est 

impressionnante. L’un des exemples les plus marquants est la diversité des enzymes conférant 

la résistance aux carbapénèmes. Ces résistances sont particulièrement préoccupantes puisque 

depuis les années 1990, date de l’émergence des souches hyperproductrices de 

céphalosporinases, les carbapénèmes représentent les antibiotiques de référence utilisés dans 

le traitement des infections à Acinetobacter. 

Les taux de résistance ont été très élevés pour les β-lactamines et ce au niveau des trois 

hôpitaux. L’espèce Acinetobacter baumannii possède des mécanismes de résistance naturels 

aux β-lactamines correspondant principalement à l’hyperproduction de la céphalosporinase 

chromosomique. Toutes les souches présentant une sensibilité à l’imipénème concernées par 

cette étude ont montré ce phénotype. Nous pourrions ainsi expliquer que la résistance aux β-

lactamines est associée à une hyperproduction du gène blaADC codant pour la 

céphalosporinase par la séquence d’insertion ISAba1 apportant des séquences promotrices 

fortes en amont du gène blaADC (Héritier et al., 2006). 

Les pourcentages d’isolement des souches résistantes aux carbapénèmes à l’ouest 

algérien durant les années 2009, 2010 et 2011 sont plus élevés (50,6%, 54% et 49,4%) 

comparés à ceux trouvés dans le rapport du réseau Algérien de surveillance de la résistance 

des bactéries aux antibiotiques (23,25%, 39,58% et 45,32%) (Rahal et al., 2009, 2010, 2011). 

Les souches catégorisées résistantes à l’imipénème ont été importantes dans notre étude. L’un   

des   principaux   mécanismes   sous-tendant   cette   résistance   aux   carbapénèmes   est   lié   

à l’acquisition et à la production d’oxacillinases à activité de carbapénèmase codées par les  

gènes blaOXA-23 et blaOXA-24.    De     nombreuses      épidémies     hospitalières    à  A.  

baumannii  multirésistants produisant cette  carbapénèmase ont été décrites à travers le 

monde. Les structures génétiques à l’origine de l’acquisition et de la diffusion de ce gène ont 

récemment été identifiées (Corvec et al., 2007).  

L’amplification par PCR utilisant des amorces nucléotidiques spécifiques du gène 

OXA-23 a permis de détecter sa présence dans plusieurs souches d’A.baumannii, A. 

radioresistens et A.nosocomialis avec une copie de la séquence d’insertion ISAba1 en amont 

du gène (ISAba1- OXA-23). Il a été montré que l’acquisition et l’expression de ce gène 

impliquaient la séquence d’insertion ISAba1 (Corvec et al., 2007). La séquence   d’insertion 

ISAba1,   membre   de   la   famille   IS4,   est   la   structure   génétique   mobile   la   plus   

fréquemment rapportée chez A. baumannii. L’implication significative de cette séquence 

d’insertion dans la plasticité génétique de cette espèce   bactérienne   semble  être   

importante. 
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Des éléments expérimentaux nécessaires ont été apportés pour affirmer que l’espèce 

bactérienne A. radioresistens est le progéniteur du gène de résistance aux carbapénèmes 

blaOXA-23 et il a été supposé qu’au sein du génome d’A.radioresistens, une première copie de 

ISAba1 s’est insérée en amont du gène blaOXA-23 apportant ainsi des séquences promotrices 

puis une seconde copie se serait insérée an aval, formant ainsi le transposon composite 

Tn2006. Cette   structure  aurait  transposé sur  un  plasmide qui  aurait  ensuite  disséminé 

chez A. baumannii (Poirel et al., 2008b). blaOXA-24 n’a été détecté que chez A.baumannii et 

A.radioresistens. Nous observons ici un coportage des deux oxacillinases chez cette espèce. 

Nous avons donc mis en évidence la première description du gène OXA-24 au sein de 

l’espèce Acinetobacter radioresistens en Algérie, contrairement à blaOXA-23 qui a déjà été cité 

à Tizi-ouzou et Sétif (Bakour et al., 2013). 

Une étude précédente au sein de notre laboratoire a montré que la résistance aux 

carbapénèmes chez des souches d’A.baumannii isolées en 2008 était liée à la production de 

l’oxacillinase OXA-58 (Drissi et al., 2010). Ce gène blaOXA-58 était flanqué à ces deux 

extrémités par la séquence d’insertion ISAba3 (ISAba3-blaOXA-58-ISAba3) et porté par un 

plasmide non conjugatif. Ce gène n’a pas été détecté  chez les souches de la présente étude 

alors qu’il est ensuite détecté à Annaba chez des souches isolées en 2011 (Touati et al., 2012). 

Nous constatons que l’épidémiologie des gènes de résistance ne cesse d’évoluer et qu’il y a 

une grande diffusion de matériels génétiques chez cette espèce responsables d’épidémies 

intra- et interhospitalières. 

La résistance aux carbapénèmes au sein du genre Acinetobacter est principalement   

liée   à   la   production   d’oxacillinases   à   activité   de   carbapénèmase   ou   CHDL. Par 

ailleurs, d’autres    carbapénèmases, les  métallo-ß-lactamases,     ont  plus  rarement   été  

décrites  chez Acinetobacter au spectre d’hydrolyse très large incluant toutes les ß-lactamines 

sauf l’aztréonam. Le gène NDM-1 a été détecté chez cinq patients au niveau de l’hôpital 

d’Oran. Ce gène NDM-1, pour New Delhi métallo-β-lactamase a été isolé pour le première 

fois dans une souche de Klebsiella pneumoniae lors d’une infection urinaire chez un patient 

en Suède, de retour d’un séjour en Inde en 2007 (Yong et al., 2009). Ce mécanisme de 

résistance s’est relativement vite développé au sein des autres espèces d’entérobactéries. 

Depuis, des infections sévères à A.baumannii productrices de NDM-1 ont été rapportées 

(Rolain et al., 2010 ; Kumarasamy et al., 2010). De plus, les CMI de l’imipénème et du 

méropénème chez les souches portant ce gène ont été plus élevées que celles observées avec 

d’autres gènes de carbapénèmase (512 µg/ml). Ce constat pourrait refléter le fait que le 

plasmide portant le gène de cette carbapénèmase peut porter aussi jusqu’à plus de dix autres 
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gènes de résistance à d’autres antibiotiques et pouvant  être transféré aux autres BGN (Walsh 

et al., 2011). L’émergence de NDM-1 a été rapportée  chez des patients en France et en 

Belgique (Boulanger et al., 2012 ; Bogaerts et al., 2012),  provenant de l’Algérie. Ce sont des 

cas importés, contrairement aux  souches concernées par cette étude qui représentent la 

première description des cas autochtones en Algérie. Actuellement, deux  réservoirs de NDM-

1 existent dans le monde : le continent Indien et les pays des Balkans (Kumarasamy et al., 

2010 ; Livermore et al., 2011). Cette endémie rapide peut être expliquée par des caractères 

sociaux défavorables et un usage massif des carbapénèmes. Afin de surveiller l’émergence 

intra- et interhospitalière de ce gène, une  recherche devrait être systématique dans   les  

investigations moléculaires réalisées  devant une souche d’A.baumannii résistante aux 

carbapénèmes,   surtout   lorsque   la   détection   des   autres   gènes   de carbapénèmases est 

négative. 

Depuis la découverte de ce gène, plus de 300 publications ont été rapportées dans 

plusieurs pays à travers le monde signalant une diffusion inquiétante et spectaculaire de ce 

gène. Afin de surveiller et de suivre en temps réel l’évolution et la dissémination de ce gène 

dans le monde mais aussi de découvrir de nouveaux foyers, un outil interactif de surveillance 

de la diffusion de ce gène a été développé en utilisant le logiciel Google Maps (Berrazeg et 

al., 2013).  

D’autre part, la recherche du rôle de la surexpression du gène OXA-51 par ISAba1 a 

été positive pour toutes les souches testées résistantes à l’imipénème et ne possédant aucune 

carbapénèmase. Toutefois, la contribution réelle de la structure ISAba1-blaOXA-51-like dans la 

résistance aux carbapénèmes chez A. baumannii reste incertaine puisque cette structure a été 

identifiée à la fois dans des souches résistantes et des souches sensibles aux carbapénèmes 

(Turton et al., 2006b ; Hu et al., 2007 ; Ruiz et al., 2007). 

Comme chez les autres bacilles à Gram négatif, la résistance aux aminosides est 

essentiellement liée à la production d’enzymes inactivatrices. Les gènes codant pour ces 

enzymes sont présents sur des plasmides, des transposons ou des cassettes au sein d’intégrons, 

facilitant leur rapide dissémination (Decré, 2012). Les Acinetobacters produisent 

fréquemment plusieurs enzymes parmi les acétylases, les adénylases et les 

phosphotransférases : en effet, la résistance aux aminosides est également associée à 

l’expression du système d’efflux de type RND AdeABC par A. baumannii (Magnet et al., 

2001). Ceci pourrait expliquer la résistance aux aminosides chez certaines souches de cette 

étude qui ne possèdent aucun gène de résistance. Pour les fluoroquinolones, les PCR ont été 

négatives pour les gènes qnrA et qnrB, le principal mécanisme de résistance serait dû à des 
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mutations au niveau des gènes gyrA et parC, gènes à l’origine de l’ADN gyrase et la 

topoisomérase IV respectivement (Decré, 2012). Les systèmes d’efflux de type RND 

AdeABC, AdeIJK et la pompe AdeM de type MATE contribuent également à la résistance 

aux fluoroquinolones (Damier-Piolle et al., 2008 ; Su et al., 2005). 

La colistine, antibiotique de la famille des polymyxines,  reste parfois le seul 

antibiotique disponible dans le cas des infections à A. baumannii résistant aux carbapénèmes. 

La résistance aux polymyxines est rare, cependant la majorité des mécanismes de résistance 

impliquent des modifications soit des protéines de la membrane bactérienne externe, du lipide 

A du LPS, ou de la stabilisation cationique de la paroi par le contenu en magnésium ou 

calcium (Fernandez-Reyes et al., 2009). 

L’analyse du contenu plasmidique par électrophorèse après conjugaison a montré 

l’acquisition de la résistance à l’imipénème ainsi qu’aux aminosides et à la ciprofloxacine 

chez les transconjugants, mettant en évidence la dissémination d’un matériel génétique de 

nature plasmidique portant les gènes de résistance aux carbapénèmes. 
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Chapitre II : Application de la spectrométrie de masse dans le typage moléculaire et 

dans la détection des mécanismes de résistance 

 

La spectrométrie de masse MALDI-TOF MS permet l’identification des bactéries par 

analyse de leurs  protéines totales (protéines ribosomales et  protéines associées aux 

membranes). 113 souches ont été analysées par spectrométrie de masse. Toutes ces souches 

ont été déjà  identifiées comme Acinetobacter baumannii par les méthodes classiques (API 

20NE).  

Avec l’utilisation de cet outil, nous avons pu les différentier en plusieurs espèces dont 106 

sont A.baumannii et 7 Acinetobacter non-baumannii (4 A.pittii, 2 A.nosocomialis et 1 A. 

radioresistans). Il est également utile de préciser que la spectrométrie de masse a fourni une 

identification du genre et de l’espèce lorsque l’identification classique ne fournissait que le 

genre. 

Après la possibilité de l’identification de nos souches par spectrométrie de masse, 

nous avons développé dans cette partie de notre travail l’identification intra-spécifique ou le 

typage des isolats (identification de souches au sein de la même espèce). Le dendrogramme 

obtenu à partir des spectres de l’ensemble des souches a permis de distribuer les espèces en 5 

clusters, un cluster des 2 souches d’A.nosocomialis, un cluster des 4 souches d’A.pittii, un 

cluster d’A.radioresistens et 2 clusters des 106 souches d’A.baumannii. Ce regroupement 

n’est pas associée avec les données cliniques des patients ni avec les propriétés phénotypiques 

des isolats, ni avec les distributions épidémiologiques.  

Afin de contrôler la dissémination des gènes de résistance, le MALDI-TOF MS a été 

utilisé pour la détection des souches porteuses de carbapénèmases. Cette technique pourrait 

avoir plus d’avantages sur d’autres techniques telle que la PCR, car elle permet  de détecter 

des carbapénèmases s’exprimant à bas niveau ou inconnues, donc de découvrir de nouvelles 

carbapénèmases. Par contre, cette technique atteint sa limite lorsque le mécanisme de 

résistance n’est pas enzymatique comme la résistance par efflux ou par altération de porines 

(Burckhardt et al., 2011). 

Outre sa rapiditié et le coût faible de consommable, le MALDI-TOF MS a montré une 

grande capacité d'analyse, une haute reproductibilité concernant l'identification 

d’Acinetobacter spp. au sein de la même espèce.   

Il est maintenant démontré qu’à l’aide de cet outil, le typage des isolats cliniques est 

possible. Il serait alors intéressant d’introduire cette technique et de l’appliquer en routine 

hospitalière.
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A la lumière de ces travaux, nous constatons que la situation épidémiologique de la 

résistance bactérienne en  Algérie est en pleine évolution. Les bactéries du genre 

Acinetobacter et surtout Acinetobacter baumannii posent actuellement un problème émergent 

de la multirésistance aux antibiotiques, comme partout ailleurs à travers le monde. Cette 

espèce a vu son implication renforcée  par l’apparition de nouveaux mécanismes de 

résistance.  

La compréhension de cette situation nous a induit à centrer nos recherches sur ce 

BGN-MR, d’isolement très fréquent au sein de nos hôpitaux. Nous avons donc mené une 

étude multicentrique basée sur trois hôpitaux de l’ouest Algérien. La fréquence d’isolement 

des souches d’Acinetobacter spp. était la plus élevée à Oran puis à Tlemcen, contrairement à 

l’hôpital de Sidi Bel Abbes où la fréquence était la moins élevée. Ces taux d’isolement sont 

donc proportionnels avec l’importance de l’agglomération. De plus, Acinetobacter baumannii 

est l’espèce la plus prédominante par rapport à tous les autres BGN isolés des mêmes 

prélèvements.   

Plusieurs facteurs, liés à l’environnement (procédures invasives, surconsommation des 

antibiotiques) à l’espèce (résistance naturelle aux antibiotiques, capacité de persistance dans 

l’environnement) ou aux patients (pathologie sous-jacente, la durée du séjour…) se réunissent 

pour contribuer à l’émergence de souches a conséquences potentielles en termes de diffusion 

épidémique nosocomiale.  

Il est donc primordial de conduire  des études d’épidémiologie moléculaire afin de 

comprendre et de contrôler la diffusion et l’augmentation de la résistance aux antibiotiques. 

Par ailleurs, beaucoup d’études ont été rapportées, dans la littérature, sur les résistances 

acquises par production de nouvelles β-lactamases. 

La prévalence de la résistance aux carbapénèmes croît dans le monde entier dans 

toutes les espèces des bacilles à Gram négatif cliniquement importantes. Chez les souches 

d’A. baumannii concernées par cette étude, la résistance a résulté essentiellement 

d’oxacillinases aux propriétés de carbapénèmases OXA-23 et OXA-24, des β-lactamases 

quasi-spécifiques de cette espèce. Il est à noter que dans certains cas ou les souches étaient 

résistantes à l’imipénème et ne produisant pas d’oxacillinases acquises, une surexpression des 

oxacillinases naturelles d’A.baumannii blaOXA-51 par ISAba1 apportant de fortes séquences 

promotrices a contribué à la résistance aux carbapénèmes.  

NDM-1 est une métallo-β-lactamase la plus récemment découverte, elle a été décrite 

chez Klebsiella pneumoniae et E.coli en Suède chez des patients provenant de l’Inde, puis 
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rapidement, ce gène a diffusé dans différentes espèces notamment A.baumannii. Ceci suggère 

que cette espèce peut facilement acquérir des gènes étrangers tels que NDM-1. 

Nous assistons dans cette étude à la première description de cette métallo-β-lactamase 

chez des patients hospitalisés en Algérie. L’identification de NDM-1 chez ces cas 

autochtones, en sachant également que ces patients n’ont eu aucun lien avec les pays des 

Balkans et l’Inde, ce qui nous mène à penser que ce gène a déjà disséminé dans le nord de 

l’Afrique. 

Il a été décrit que les bactéries productrices de ce gène ont été isolées à partir de différents 

types prélèvements et dans 55 pays entre 2006 et 2012. Il est intéressant de connaitre les 

réservoirs des gènes de métallo-β-lactamases dont la dissémination chez Acinetobacter est 

décrite de manière croissante et qui diminue de manière drastique les possibilités 

thérapeutiques. 

La résistance aux carbapénèmes marque une situation hyperendémique et constante au 

niveau des trois hôpitaux et reste très majoritaire le fait que ces souches nosocomiales sont à 

fort potentiel épidémique.  

En effet, ces carbapénèmases confèrent une résistance à d’autres β-lactamines et leurs gènes 

sont habituellement associés à des gènes de résistance aux aminosides et aux 

fluoroquinolones. Dans cette étude, la résistance aux aminosides a été médiée par des gènes 

codant les enzymes modifiants les aminosides (AMEs) qui sont aac(3)-Ia, aadA, aph(3′)-VI et 

ant(2″)-I. Par contre, aucun gène de résistance aux fluoroquinolones n’a été identifié (qnrA et 

qnrB), la résistance est probablement due à des mutations au niveau des gènes de la gyrase et 

de la topoisomérase, cibles de cette classe d’antibiotique. 

L’étude du support génétique de cette résistance par analyse du contenu plasmidique 

des transconjugants  souligne la diversité de ces gènes ainsi que leur transférabilité. 

Dans tous les cas, l’introduction de souches d’A.baumannii souvent multirésistantes dans un 

établissement  hospitalier induit  un risque de diffusion épidémique. Une recherche 

systématique des porteurs de souches productrices de carbapénèmases devra être mise en 

place en dépistant tout patient transféré d’un hôpital étranger afin de limiter l’introduction, 

puis la diffusion de ces souches. 

Nous avons entrepris une technique par spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS) 

pour la détection rapide des souches productrices de carbapénèmases. Cette approche est axée 

sur la détection des produits de dégradation de l’antibiotique par la carbapénèmase en moins 

de 2 heures et demi. 
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Le second intérêt de cette technique est l’identification moléculaire au niveau de 

l’espèce. C’est une méthode plus rapide, performante et plus précise par rapport aux méthodes 

conventionnelles d’identification  

Le MALDI-TOF MS est aussi utilisé pour étudier l’épidémiologie moléculaire des 

souches cliniques de différentes origines. Le dendrogramme a montré une distribution des 

souches  en fonction des différentes espèces d’Acinetobacter obtenues après la réalisation des 

spectres d’identification. 

Ces souches multirésistantes posent de véritables échecs thérapeutiques et leur 

dissémination relève de l’insuffisance et du dysfonctionnement de l’organisation de lutte 

contre ces BMR. De bonnes politiques d'utilisation des antibiotiques permettent de contrôler 

les épidémies causées par les bactéries multirésistantes. Il est donc impératif de maîtriser la 

surconsommation des antibiotiques et réduire ainsi la pression de sélection de bactéries 

multirésistantes et de préserver l’efficacité de certaines molécules qui restent actives. 

L’information et la formation de  l'ensemble des professionnels de l'établissement en 

matière d'hygiène hospitalière doivent être assurées par un programme de lutte contre les 

infections nosocomiales, et enfin optimiser la surveillance de l’évolution de la résistance aux 

antibiotiques dans le temps afin de mieux appréhender le problème de la multirésistance pour 

pouvoir arrêter son émergence.  
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Annexe 1. Concentration, diamètres critiques et règles de lecture interprétative pour 

Acinetobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia et Burkholderia cepacia(CASFM, 2008) 

Antibiotique Charge du 

disque 

Conceptions critiques 

(mg/L) 

S                      R 

Diametres  critiques 

(mm) 

S                 R 

Sulbactam 
 

 ≤ 8 
 

-   

Ticarcilline  
Ticarcilline/ac.clavulanique  
Pipéracilline  
Pipéracilline/tazobactam  

75 µg 
75/10 µg 

75 µg 
75/10 µg 

≤ 16 
≤ 16/2 
≤ 16 

≤ 16/4 

> 64 
> 64/2 
> 64 

> 64/4 

≥ 22 
≥ 22 
≥ 18 
≥ 19 

< 18 
< 18 
< 12 
< 14 

Impénème  
Méropéneme  

10 µg 
10 µg 

≤ 2 
≤ 2 

> 8 
> 8 

≥ 24 
≥ 22 

< 17 
< 15 

Ceftazidime  
Céfépime  
Céfpirome 

30 µg 
30 µg 
30 µg 

≤  4 
≤  4 
≤  4 

> 8 
> 8 
> 8 

≥ 21 
≥ 21 
≥ 21 

< 19 
< 19 
< 19 

Tobramycine 
Amikacine 
Isépamicine 
Gentamicine 
Nétilmicine 

10 µg 
30 µg 
30 µg 

15 µg (10 
UI) 

30 µg 

≤  4 
≤ 8 
≤ 8 
≤  4 
≤  4 

> 4 
> 16 
> 16 
> 4 
> 4 

≥ 16 
≥ 17 
≥ 17 
≥ 16 
≥ 19 

< 16 
< 15 
< 15 
< 16 
< 19 

 
Chloramphénicol 30 µg ≤ 8 > 16 ≥ 23 < 19 
Tétracycline 30 UI ≤  4 > 8 ≥ 19 < 17 
Colistine 50 µg ≤ 2 > 2 ≥ 15 < 15 
Péfloxacine 
Ofloxacine 
Ciprofloxacine 
Lévofloxacine 
Moxifloxacine 

5 µg 
5 µg 
5 µg 
5 µg 
5 µg 

≤ 1 
≤ 1 
≤ 1 
≤ 1 
≤ 1 

> 4 
> 4 
> 2 
> 2 
> 2 

≥ 22 
≥ 22 
≥ 22 
≥ 20 
≥ 21 

< 16 
< 16 
< 19 
< 17 
< 18 

 
Rifampicine 30 µg ≤ 4 > 16 ≥ 19 < 14 
Triméthoprime/sulfaméthoxa
zole 

1,25/23,75 
µg 

≤ 2/38 
 

> 8/152 
 

≥ 16 
 

< 10 
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Annexe 2. Préparation des solutions d’antibiotiques (Courvalin, 2006) 

 

Solution initiale 
(µg/ml) 

Solution 
mère (ml) 

Eau distillée 
(ml) 

Concentrations 
obtenue (µg/ml) 

Concentration finale 
dans le milieu 

(µg/ml) 
5120 2 2 2560 256 
5120 1 3 1280 128 
5120 0,5 3,5 640 64 
5120 0,5 7,5 320 32 
320 2 2 160 16 
320 1 3 80 8 
320 0,5 3,5 40 4 
320 0,5 7,5 20 2 
20 2 2 10 1 
20 1 3 5 0,5 
20 0,5 3,5 2,5 0,25 
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Annexe 3. Amorces et sondes utilisées en PCR 

 

Cible Amorces Séquence des amorces Taille de 
l’amplicon (bp) 

Référence/source 

blaOXA-51 

OXA51-F1 GCTCGTGCTTCGACCGAGTA 

117 Cette étude 
OXA51-R1 TTTTTGCCCGTCCCACTTAAA 

OXA51-probe 
FAM- TCGGCCTTGAGCACCATAAGGCA -

TAMRA 

blaOXA-23 

OXA23-F1 TGCTCTAAGCCGCGCAAATA 

130 Cette étude 
OXA23-R1 TGACCTTTTCTCGCCCTTCC 

OXA23-probe 
FAM- GCCCTGATCGGATTGGAGAACCA-

TAMRA 

blaOXA-23 
OXA23-F 

 OXA23-R 

GATCGGATTGGAGAACCAGA 

ATTTCTGACCGCATTTCCAT 
501 (119) 

blaOXA-24 

OXA24-F CAAATGAGATTTTCAAATGGGATGG 

123 Cette étude OXA24-R TCCGTCTTGCAAGCTCTTGAT 

OXA24-probe FAM- GGTGAGGCAATGGCATTGTCAGCA-
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TAMRA 

blaOXA-24 
OXA24-F ATGAAAAAATTTATACTTCCTATATTCAGC 

825 (119) 
OXA24-R TTAAATGATTCCAAGATTTTCTAGC 

blaOXA-58 

OXA58-F CGCAGAGGGGAGAATCGTCT 

102 Cette étude 
OXA58-R TTGCCCATCTGCCTTTTCAA 

OXA58-probe 
FAM-GGGGAATGGCTGTAGACCCGC-

TAMRA 

blaNDM-1 

NDM1-F GCGCAACACAGCCTGACTTT 
 

155 
(62) NDM1-R CAGCCACCAAAAGCGATGTC 

NDM1-probe FAM-CAACCGCGCCCAACTTTGGC-TAMRA 

 

bla NDM-1-like 

 

NDM-1-F 3'-GCGAACACACAGCCTGACTTT-5' 
 

813 

 

(62) NDM-1-R 5'-CAGCCACCAAAAGCGATGTC-3' 

blaTEM 
TEM-F ATGAGTATTCAACATTTCCGTG 

840 (117) 
TEM-R TTACCAATGCTTAATCAGTGAG 
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blaCTX CTX-F TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 544 (70) 

CTX-R CGATATCGTTGGTGGTGCCATA 

blaSHV 
SHV-F TTTATGGCGTTACCTTTGACC 

1051 (236) 
SHV-R ATTTGTCGCTTCTTTACTCGC 

blaPER 
PER-F GTAGTATCAGCCCAATCCCC 

738 (137) 
PER-R CCAATAAAGGCCGTCCATCA 

 

blaVEB 

VEB-F GGAACAACTTTGACGATTGA 
374 (137) 

VEB-R CCCTGTTTTATGAGCAACAA 

blaGES 
GES-F GAAAAAGCAGCTCAGATCG 

579 (163) 
GES-R CAACAACCCAATCTTTAGGA 

blaOXA-51 

 

OXA-51-likeF TAATGCTTTGATCGGCCTTG 
353 (235) 

OXA-51-likeR TGGATTGCACTTCATCTTGG 

aac(3)-Ia aac(3)-Ia-F GACATAAGCCTGTTCGGTT 372 (160) 

 aac(3)-Ia-R CTCCGAACTCACGACCGA   
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aac(6΄)-Ib 
aac(6΄)-Ib-F 

aac(6΄)-Ib-R 

TATGAGTGGCTAAATCGAT 

CCCGCTTTCTCGTAGCA 
395 (160) 

aadA 
aadA-F 

aadA-R 

CCCAATTTGTGTAGGGCTTA 

TTGTACGGCTCCGCAGTG 
812 (13) 

ant(2΄΄)-I 
ant(2΄΄)-I –F 

ant(2΄΄)-I  -R 

GACACAACGCAGGTCACATT 

CGCATATCGCGACCTGAAAGC 
524 (115) 

aph(3΄)-VI 

 

aph(3΄)-VI -F  

aph(3΄)-VI -R 

CGGAAACAGCGTTTTAGA 

TTCCTTTTGTCAGGTC 
716 (160) 

armA 

 

armA-F 

armA-R 

AGGTTGTTTCCATTTCTGAG  

TCTCTTCCATTCCCTTCTCC 
590 (115) 

rmtA 

 

rmtA-F 

rmtA-R 

CTAGCGTCCATCCTTTCCTC 

TTTGCTTCCATGCCCTTGCC 
634 (115) 

gyrA 

 

gyrA-F 

gyrA-R 

AAATCTGCCCGTGTCGTTGGT 

GCCATACCTACGGCGATACC 
344  

qnrA 

 

qnrA-F 

qnrA-R 

GATAAAGTTTTTCAGCAAGAGG 

ATCCAGATCGGCAAAGGTTA 
543 (212) 
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qnrB 

 

qnrB-F 

qnrB-R 

GACAGAAACAGGTTCACCGGT 

CAAGACGTTCCAGGAGCAACG 
469 (212) 

arr-2 

 

arr-2-F 

arr-2-R 

AATTACAAGCAGGTGCAAGGA 

TTCAATGACGTGTAAACCACG 
414 (136) 

parC 

 

parC-F 

parC-R 

ATGAGCGAGCTAGGCTTAAA  

TTAAGTTGTCCTTGCCATTCA 
300  

ISAba1 

ISAba1-F 

ISAba1-R 

CATTGGCATTAAACTGAGGAGAAA 

TTGGAAATGGGGAAAACGAA 
451 (119) 

blaIMP 

IMP-U 

IMP-L 

CATGGTTTGGTGGTTCTTGT 

ATAATTTGGCGGACTTTGGC 
448 (138) 

blaVIM 

VIM-U 

VIM-L 

ATTGGTCTATTTGACCGCGTC 

TGCTACTCAACGACTGCGCG 
780 (138) 

blaSIM 

SIM-F1 

SIM-R1 

GTACAAGGGATTCGGCATCG 

TGGCCTGTTCCATGTGAG 
569 (138) 

blaGIM 

GIM-F1 

GIM-R1 

TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC 

CGGAACGACCATTTGAATGG 
72 (138) 
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Annexe 4. Solutions et tampons pour l’extraction de l’ADN plasmidique (Kado et Liu, 
1981) 

Solutions et tampons Composition 

 

Solution de lyse 

 

 

 

Tampon TE 

 

 

 

 

Solution d’acétate de sodium 

 

Tris pH 12,6    50mM 

SDS    3% 

 

 

Tris   50mM 

EDTA 10mM 

pH 8 

 

 

Acétate de sodium 3M 

pH4,8 
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Annexe 5. Solutions et tampons pour l’électrophorèse de  l’ADN plasmidique (Sambrook 
et Russel, 2001) 

Solutions et tampons Composition 

Tampon TBE 5X (pH8,3) 

 

 

 

 

Tampon de charge 

 

 

Tris base                                                  54g 

Acide borique                                       27,5g  

EDTA 0,5M                                             2ml 

Eau distillée                                         qsp 1L 

 

Glycérol                                                   3ml 

Bleu de bromophénol                           75mg 

Eau distillée                                             7ml 
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Annexe 6. Données cliniques des patients porteurs de souches NDM-1 

code  service âge/sexe Type de prélèvement Date de prélèvement CMI (µg/ml) 
IPM                           MEM blaNDM-1 

OA95 Réanimation Urgence 48 H Urine 02/12/2011 256                               256 + 
OA96 Neurochirurgie 79 H Urine 12/01/2012   512                                256  + 
OA100 Hémato 38 H Hémoculture  25/05/2011 512                               256 + 
OA106   Réanimation Urgence  46 H  Aspiration trachéale   26/09/2011 256                               128 + 
OA123   Réanimation Urgence 38 H   Aspiration trachéale  13/08/2011 512                               256 + 
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Annexe 7. Amplification des gènes de résistance aux carbapénèmes et aux aminosides 

Amplification du gène OXA-23 

 

Amplification du gène OXA-24 

     

Amplification du gène aac(3)-Ia 

 

Amplification du gène aadA  
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Amplification du gène ant(2’’)-I  

 

Amplification du gène aph(3’)  

 

 

Amplification du gène OXA-51 

 

 


