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INTRODUCTION

Le genre Acinetobacter regroupe une cinquantaine d’espéces parmi lesquelles
A. baumannii, A. pittii et A. nosocomialis, qui sont des pathogenes opportunistes responsables
d’infections nosocomiales séveres a type de pneumopathies, de bactériémies, d’infections
urinaires ou de surinfections de plaies. Ces trois especes sont regroupées dans un complexe
appelé Acinetobacter baumannii — calcoaceticus (ACB), qui comprend également 1’espéce
environnementale A. calcoaceticus. Elles sont génotypiquement tres proches, ce qui rend leur
identification au rang d’espece compliquée avec les méthodes d’identification utilisées en

routine dans les laboratoires de microbiologie.

Des especes du complexe ACB, A. baumannii est le pathogene le plus connu et le plus
redouté. De par sa capacité a survivre de longues périodes dans I’environnement hospitalier,
la possibilité de colonisation prolongée des patients ainsi que son habilité a développer des
résistances aux antibiotiques, cette espéce a une capacité importante a générer des épidémies,
notamment dans les services de réanimation ou elle affecte les patients les plus affaiblis. Sa
prévalence n’a cessé d’augmenter ces dernicres années et |’émergence récente de

carbapénémases menace 1’arsenal thérapeutique actuel.

De par les difficultés d’identification au rang d’espéce des bactéries du complexe ACB,
le nom d’A. baumannii est souvent utilisé pour se référer a I’ensemble du complexe, qui est
alors considéré, a tort, comme une seule entité. Ceci a engendré une méconnaissance et une
sous-estimation des especes A. pittii et A. nosocomialis dans la littérature. Des travaux récents
ont pourtant noté des différences majeures entre ces 3 especes tant sur les plans clinique et
épidémiologique qu’au niveau de leur sensibilité aux antibiotiques. Aussi, est-il important de

pouvoir dentifier ces bactéries au rang d’espéce.

Le laboratoire de bactériologie du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) d’Angers a
récemment implémenté la base de données du Vitek®MS, qui est le spectrométre de masse
utilisé pour I’identification des bactéries en routine, de fagon & pouvoir discriminer de
maniére fiable les bactéries appartenant au complexe ACB. A 1’aide de cette technologie
MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser lonization — Time-Of-Flight), nous avons analysé les
isolats de ce complexe isolés au CHU d’Angers entre 2010 et 2014, dans 1’objectif de réaliser

un premier état des lieux de 1’épidémiologie locale des bactéries appartenant a ce complexe.
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Aprés une présentation générale de ces pathogenes, nous expliquerons les méthodes
utilisées dans ce travail. Les résultats seront ensuite présentés en trois parties : la premiéere
concernera des données générales sur 1’épidémiologie du complexe ACB, la seconde sera
ciblée sur les préléevements respiratoires et la derniere présentera des données obtenues a
propos des prélevements de dépistage rectaux et pharyngés. Nous discuterons enfin des
résultats obtenus en nous basant sur la littérature existante avant d’argumenter 1’intérét de

I’identification de ces bactéries au rang d’espéce en routine dans les laboratoires.
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PREMIERE PARTIE : GENERALITES SUR LE COMPLEXE
ACINETOBACTER BAUMANNII-CALCOACETICUS

1. CLASSIFICATION ET NOMENCLATURE

1.1 Le genre Acinetobacter

L’histoire du genre Acinetobacter est longue et complexe. Elle remonte & la description,
au début du vingtiéme siécle par Beijerinck d’une part, d’une bactérie appelée Micrococcus
calcoaceticus isolée du sol (1) et d’autre part d’un micro-organisme similaire nommeé
Diplococcus mucosus par Von Lingelsheim (2). Par la suite, de nombreux autres noms ont été
attribués a des bactéries analogues qui ont été classées, au cours du temps, dans divers genres
et familles incluant, entres autres, Mima polymorpha (3), Alcaligenes haemolysans (4),
Moraxella Iwoffi (5), Herellea vaginicola (6), Bacterium anitratum (7), Neisseria
winogradskyi (8) et Achromobacter mucosus (9). En 1968, Baumann et al. établissent que
toutes ces espéces appartiennent a un seul et méme genre et proposent le genre Acinetobacter
(10).

Figure 1 : Dessin humoristique : « Moraxella ? Mima ? Achromobacter ? Qui suis-je ? »
(Source : Ledermann D W. Acinetobacter Iwoffii y anitratus. Revista chilena de infectologia.
2007;24(1): 76-80 (11))
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Ce genre avait éte créé en 1954 par Brisou et Prévot (12) pour regrouper les
« Achromobacter » immobiles (Akinetos signifie immobile, en grec). En 1970, ce genre
Acinetobacter a été classé dans la famille des Neisseriaceae (14) avant d’étre finalement
intégré, en 1991, a la famille nouvellement créée des Moraxellaceae (15). Actuellement, ce

genre est classé comme indiqué dans le tableau 1.

Tableau 1 : Nomenclature actuelle du genre Acinetobacter (16)

Régne Bacteria
Embranchement Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Moraxellaceae
Genre Acinetobacter

Le genre Acinetobacter regroupe des bacilles a Gram négatif, immobiles, aérobies stricts,
non fermentants, a catalase positive et oxydase négative. Leur pourcentage de bases G+C
(G+C%) est compris entre 39 et 47% (17).

Les douze premiéres especes génomiques de ce genre ont été décrites par Bouvet et
Grimont en 1986 grace a leurs travaux utilisant la méthode d’hybridation ADN/ADN (18). En
1989, Bouvet et Jeanjean décrivent 5 nouvelles especes (numéros 13 a 17) (19). La méme
année, des travaux indépendants réalisés par Tjernberg et Ursing décrivent également trois
nouvelles especes génomiques (appelées numéros 13, 14 et 15) (20). Or, il se trouve que
I’espece 14 de Tjernberg et Ursing correspond a 1’espece 13 de Bouvet et Jeanjean. Par
conséquent, dans la littérature, il sera alors précisé « TU » pour les especes individualisées par
Tjernberg et Ursing et « BJ » pour celle décrites par Bouvet et Jeanjean. Au cours du temps,
d’autres travaux ont abouti a la découverte de nouvelles especes et, a ce jour, 49 especes
génomiques sont décrites, dont 42 nommeées (21). Ces especes sont présentées dans le

tableau 2.
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Tableau 2 : Liste des especes du genre Acinetobacter, octobre 2015

Nom S(t);sse Habitats principaux Référence
A. albensis* ccMm! 8611T Eau, sol Krizova et al. 2015 (22)
A. apis JCM? 18575 Abeille Kim et al. 2014 (23)
A. baumannii CIP®70.34 Homme, animaux, environnement Bouvet et Grimont 1986 (18)
A. baylyi CIP 107474 Boues activées Carr et al. 2003 (24)
A. beijerinckii NIPH* 838 Homme, animaux, environnement Nemec et al. 2009 (25)
A. bereziniae CIP 70.12 Homme, sol Nemec et al. 2010 (26)
A. bohemicus CIP 110496T Eau, sol Krizova et al. 2015 (27)
A. boissieri LMG® 26959 Nectar floral Alvarez-Pérez et al. 2013 (28)
A. bouvetii CIP 107468 Boues activées Carr et al. 2003 (24)
A. brisouii DSM°® 18516 Marécages Anandham et al.2011 (29)
. . Baumann et al. 1968 (10),
A. calcoaceticus CIP 81.8 Homme, environnement Bouvet et Grimont 1986 (18)
A. gandensis LMG 27960T Animaux Smet et al. 2014 (30)
A. gerneri CIP 107464 Boues activées Carr et al. 2003 (24)
A. grimontii CIP 107470 Boues activées Carr et al. 2003 (24)
A. guangdongensis KCTC’ 42012 Minerai de zinc Feng et al. 2014 (31)
A. guillouiae CIP 63.46 Homme, environnement Nemec et al. 2010 (26)
A. gyllenbergii NIPH 2150 Homme Nemec et al. 2009 (25)
A. haemolyticus CIP 64.3 Homme Bouvet et Grimont 1986 (18)
A. harbinensis KCTC 32411 Eau Lietal. 2014 (32)
A. indicus DSM 25388 Décharge de toxiques Malhotra et al. 2012 (33)
A. johnsonii CIP 64.6 Homme, animaux, environnement Bouvet et Grimont 1986 (18)
A. junii CIP 64.5 Homme Bouvet et Grimont 1986 (18)
A. kookii KCTC 32033 Sol Choi et al. 2013 (34)
. . Brisou et Prévot 1954 (12),
A. lwoffii CIP 64.10 Homme, animaux Bouvet et Grimont 1986 (18)
A. nectaris LMG 26958 Nectar floral Alvarez-Pérez et al. 2013 (28)
A. nosocomialis LMG 10619 Homme Nemec et al. 2011 (35)
A. pakistanensis LMG 28467 Effluents industriels Abbas et al. 2015 (36)
A. parvus LMG 21765 Homme, animal Nemec et al. 2003 (37)
A. pittii CIP 70.29 Homme, sol Nemec et al. 2011 (35)
A. puyangensis JCM 18011 Ecorce de Populus Li et al. 2013 (38)
A. gingfengensis KCTC 32225 Ecorce de Populus Lietal. 2014 (39)
A. radioresistens CIP 103788 Homme, sol, coton Nishimura et al. 1988 (40)
A. rudis LMG 26107 Lait cru, eaux usées Vaz-Moreira et al. 2011 (41)
A. schindleri LMG 19576 Homme Nemec et al. 2001 (42)
A. seifertii* CIP 110471 Homme Nemec et al. 2015 (43)
A. soli KCTC 22184 Sol Kim et al. 2009 (44)
A. tandoii CIP 107469 Boues activées Carr et al. 2003 (24)
A. tjernbergiae CIP 107465 Boues activées Carr et al. 2003 (24)
A. towneri CIP 107472 Boues activées Carr et al. 2003 (24)
A. ursingii LMG 19575 Homme Nemec et al. 2001 (42)
A. variabilis* CIP 110486 Homme, animaux Krizova et al. 2015 (45)
A. venetianus LMG 19082 Eau de mer Vaneechoutte et al. 2009 (46)
DNA group 6 ATCC® 17979 Homme Bouvet et Grimont 1986 (18)
Bouvet et Jeanjean 1989 (19),
DNA group 13BJ/14TU ATCC 17905 Homme Tjernberg et Ursing 1989 (20)
DNA group 14BJ LUH® 1726 Homme Bouvet et Jeanjean 1989 (19)
DNA group 15 BJ LUH 1729 Homme Bouvet et Jeanjean 1989 (19)
DNA group 16 ATCC 17988 Homme, végétaux Bouvet et Jeanjean 1989 (19)
DNA group 17 LUH 1736 Homme, sol Bouvert et Jeanjean 1989 (19)
DNA group « between 1 and 3 » LUH 1469 Homme Gerner-Smidt et Tjernberg 1993

(47)

*Espéces publiées non encore validées. 'CCM : Czech Collection of Microorganisms ; 2JCM
Microorganisms ; 3CIP : Collection Institut Pasteur ; “NIPH : Norwegian Institute of Public Health ; SLMG : Laboratory of
Microbiology Ghent ; ®DSM : Deutsche Sammlung von Mikroorganismen ; ‘’KCTC : Korean Collection for Type Cultures ;
8ATCC : American Type Culture Collection ; °LUH : Leibniz Universitat Hannover.
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1.2 Le complexe Acinetobacter calcoaceticus — Acinetobacter baumannii

Des études basées notamment sur 1’hybridation ADN/ADN, ont montré que, parmi les
espéces du genre Acinetobacter, quatre étaient trés proches génétiquement et donc difficiles a
distinguer sur la base des caractéres phénotypiques. Ces espéces sont : A. calcoaceticus,
A. baumannii, A. pittii et A. nosocomialis. Pour cette raison, elles ont été regroupéees au sein

d’un complexe appelé A. calcoaceticus — A. baumannii (48) (49).

A. calcoaceticus correspond a I’espéce génomique 1 décrite par Bouvet et Grimont en
1986 (18). La définition de cette espéce a alors été actualisee par rapport a celle de Beijerink
en 1911(1) et par rapport a celle de Brisou et Prévot qui, en 1954, en avait fait I’espéce type
du genre Acinetobacter (12). A. baumannii est I’espéce génomique 2 décrite par Bouvet et
Grimont en 1986 (18). Ces auteurs ont montré qu’elle correspondait a I’ancienne espéce
Achromobacter mucosus décrite par Stenzel et Mannhein en 1963 (50). A. pittii et
A. nosocomialis ont été nommées par Nemec et al. en 2011 (35) et correspondent
respectivement a 1’espéce génomique 3 de Bouvet et Grimont (18) et a I’espéce génomique

13 TU de Tjernberg et Ursing (20).

2. CARACTERES BACTERIOLOGIQUES

2.1 Caractéristiques morphologiques

Les bactéries du complexe ACB se présentent sous la forme de bacilles ou cocobacilles,
souvent associés par deux ou en courtes chainettes (figure 2, A-B). Elles sont immobiles et
non sporulées. Certaines souches possedent une capsule. Ce sont des bactéries a Gram négatif
mais difficilement décolorables a 1’alcool, ce qui peut les faire paraitre a Gram positif ou
variable. Elles sont régulierement confondues avec des cocci a Gram positif ou négatif.

2.2 Caractéristiques culturales

Ces bactéries cultivent bien a 37°C sur les géloses utilisées en routine au laboratoire
(gélose au sang, au sang cuit, trypticase soja, etc). Aprés une nuit d’incubation, elles
ressemblent a des entérobactéries : les colonies mesurent de 1,5 a 3 mm de diamétre, sont de
couleur grisatre et sont généralement lisses mais peuvent étre muqueuses chez les souches
capsulées (17) (figure 2, C). Les colonies apparaissent blanches sur les géloses chromogénes

de type UTI (Oxoid) (figure 2, D). Certains milieux de culture sélectifs comme le milieu de
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Figure 2 : Aspect des bactéries du complexe ACB a la coloration de Gram (x1000) (A-B) et en
culture sur gélose au sang (C) et sur gélose chromogéne UTI (D)
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Figure 3 : Structure schématisée d'un spectrometre de masse de type MALDI-TOF
(Source : Biomérieux, support de formation Vitek®MS Plus)
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Leeds (51) ont été développés afin d’isoler les Acinetobacter au sein d’une flore mais ils sont
peu utilisés en pratique car les milieux courants (Drigalski (bioMérieux), UTI) suffisent dans

ce cas (52).

2.3 Méthodes d’identification au rang d’espéce des bactéries du complexe
ACB
Jusqu’a récemment, la plupart des laboratoires de bactériologie utilisaient des méthodes
d’identification manuelles et semi-automatiques basées sur les caractéres biochimiques (API
20NE (bioMérieux), Vitek2 (bioMérieux), Phoenix (BD)), ne permettant pas de différencier
phénotypiquement les especes du complexe ACB, qui sont trés proches génotypiquement
Aussi, ces 4 espéces étaient généeralement identifiées comme ACB, voire A. baumannii par

abus de langage, ce qui entretenait une certaine confusion.

Depuis quelques années, une méthode rapide et fiable d’identification des bactéries
d’intérét meédical est apparue dans les laboratoires de microbiologie. Il s’agit de la
spectrométrie de masse par désorption laser assistée par matrice (MALDI-TOF). Cette
méthode permet 1’analyse des protéines ribosomales qui sont produites en grande quantité par
les bactéries. L’automate comprend une source d'ionisation (MALDI) et un analyseur (TOF)

(figure 3).

L’échantillon a analyser est déposé sur une cible puis recouvert d’une matrice acide de
type CHCA  (acide a-cyano-4-hydroxycinnamique)  (figure 4).  L’ensemble
échantillon/matrice cristallise puis est ionisé par un faisceau laser. Des ions sont ainsi formés
et soumis a un champ électrique avant d’entrer dans un tube sous vide au bout duquel est
placé un détecteur. Ces ions sont séparés selon leur rapport masse/charge en fonction de la
durée de leur «temps de vol » jusqu’au détecteur. Des spectres sont obtenus & partir des
rapports masse/charge et sont comparés a une base de données. La spectrométrie de masse est
une technique fiable et extrémement rapide puisque le résultat est obtenu en moins d’une

minute par germe. Elle est peu onéreuse (une fois I’automate acheté) et facile d’utilisation.

Trois instruments commerciaux sont actuellement disponibles : le MALDI Biotyper
(Bruker Daltonics, Germany), le Vitek®MS (bioMérieux, France) et I'Andromas (Andromas
SAS, France). Bien que le MALDI Biotyper ait montré un potentiel dans la différenciation
des especes d’Acinetobacter avec seulement 16,4% de mauvaises identifications (53), la

spectrométrie de masse ne permet pas encore, en routine, de discriminer totalement les
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espéces du complexe ACB. Ceci est principalement di a I’insuffisance de spectres de

référence dans les bases de données des fournisseurs.

' 4. Laisser sécher et
cristalliser

1.Prélever 2. Réaliser le dépot a 3. Déposer 1ul de
une colonie I'aide d’une oése 1ul matrice CHCA

Figure 4 : Schéma du protocole de dépbt pour I’analyse en spectrométrie de masse
(Source : Biomérieux, support de formation Vitek®MS Plus)

Plusieurs équipes ont travaillé sur 1’optimisation de ces méthodes (54). Parmi elles, celle

du CHU d’Angers a récemment implémenté la base de données SARAMIS™

(spectral
archive and microbial identification system) du VITEK®MS avec des spectres spécifiques des
espéces A. baumannii, A. pittii et A. nosocomialis (55) permettant ainsi leur identification. Par
contre, I’identification & partir de la base de données SARAMIS™ peut étre utilisée en

recherche mais n’est pas validée en routine.

A ce jour, la méthode la plus fiable pour permettre d'identifier les espéces du genre
Acinetobacter, y compris celles appartenant au complexe ACB, est la biologie moléculaire.

Les principales techniques de biologie moléculaire sont les suivantes :

» Identification des espéces d’Acinetobacter par séquencage du gene rpoB

Le géne rpoB code pour la sous-unité béta de I’ARN polymérase chez les bactéries.
Gundi et al. ont identifié un fragment de 350 pb, situé dans une zone hypervariable de ce
géne, qui permet de discriminer les especes du genre Acinetobacter (56). Le séquencage du

gene rpoB reste a ce jour le gold standard pour I’identification au rang d’espéce des ACB.
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» Identification spécifique d’A. baumannii par détection du géne blaoxa-s1-like

Le géne blaoxa-si-iike COde pour une oxacillinase chromosomique spécifique de 1’espéce
A.baumannii. Sous le terme blaoxa-s51-like SONt €N réalité regroupés un ensemble de variants tres
proches du gene blaoxa-s1 qui fut décrit le premier. Il a été montré que ce gene était présent
dans la totalit¢é des souches d’A. baumannii testées et absent chez les autres especes
d’Acinetobacter (57).

» Identification des especes appartenant au complexe ACB par détection du gene gyrB

Le géne gyrB code pour la sous-unité béta de I’ADN gyrase des bactéries. Les espéces du
complexe A. baumannii — calcoaceticus présentant des séquences variables pour ce geéne,
Higgins et al. ont mis au point une technique permettant d’identifier ces 4 especes (58). Il
s’agit d’une PCR multiplexe utilisant 4 couples d’amorces et permettant une discrimination
des espéces selon la longueur de I’amplicon obtenu. Suite a la PCR, les produits
d’amplification sont différenciés par leur taille aprés électrophorése sur gel d’agarose. Cette
méthode spécifique des espéces du complexe A.baumannii-calcoaceticus a montré des
résultats tres concordant avec les méthodes de séquencage (59). De plus, elle est simple et

rapide, un résultat pouvant étre obtenu en moins de 3 heures.

» ldentification des espéces appartenant au complexe ACB par séquencage de 1’espace

intergénique 16S-23S de I’ARN ribosomique

La région qui separe le gene codant la sous-unité 16S de celui codant la sous-unité 23S de
I’ARN ribosomique est une région variable dont la taille dépend de 1’espece bactérienne. Elle
est appelée espace intergénique (internal transcribed spacer ou ITS). Chang et al. ont montré
que I’analyse de ces séquences permettait une discrimination des bactéries appartenant au
complexe ACB (60). Le principe est simple et repose sur 1’amplification de cet espace
intergénique par PCR a 1’aide d’amorces universelles suivi d’un séquengage qui permet de

déterminer a la fois la séquence nucléotidique et sa longueur.
2.4 Meéthodes de typage des souches du complexe ACB en contexte
d’épidémie

Le typage moléculaire des souches d’Acinetobacter permet la réalisation d’études

épidémiologiques, notamment lors d’épidémies au sein des hopitaux. En recherche, ces
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techniques aident a mieux comprendre le mode de dissémination de la bactérie dans

I’environnement hospitalier. Les principales méthodes utilisées sont présentées ci-apres.

> Electrophorése en champ pulsé

L’électrophorése en champ pulsé (Pulsed-field gel electrophoresis — PFGE) est la
méthode de référence pour le typage des souches d’Acinetobacter. Dans cette technique,
I’ADN bactérien est d’abord digéré par une enzyme de restriction en un nombre restreint de
fragments de grande taille. Ces fragments sont ensuite séparés par une technique
d’¢électrophorese au cours de laquelle la direction du champ électrique varie périodiquement.
L’¢électrophorese en champ pulsé permet ainsi de séparer des fragments d’ADN jusqu’a 1000
kilobases. L’enzyme de restriction la plus utilisée pour étudier la clonalité des Acinetobacter

est ’enzyme Apal (61). Les profils obtenus sont finalement analysés par informatique.

Cette technique possede un pouvoir discriminant trés élevé mais elle est longue (2 a 4
jours) et compliquée a réaliser. Par ailleurs, bien qu’elle soit la technique de choix pour typer
les Acinetobacter lors d’épidémies locales (temps et licu restreints), elle n’est pas adaptée aux
études a grande échelle, d’une part parce qu’elle n’est pas reproductible d’un laboratoire a
I’autre et d’autre part parce qu’elle est trés sensible aux mutations aléatoires pouvant avoir

lieu au cours du temps dans I’ADN des souches.

» Amplified fragment length polymorphism (AFLP)

Le principe de cette technique est une digestion de I'ADN par 2 enzymes de restriction
puis une ligation d'adaptateurs aux fragments de restriction obtenus. Aprés une amplification
sélective des fragments par PCR a l'aide d'amorces spécifiques, les amplicons sont séparés par
électrophorese et les profils analysés. Plusieurs protocoles existent mais le plus utilisé est
celui proposé par le Centre Médical Universitaire de Leiden (Pays-Bas) qui emploie les
enzymes EcoRI et Msel. La méthode AFLP peut étre utilisée pour typer les clones
d’Acinetobacter a la fois dans les épidémies locales et pour 1’étude des clones internationaux,

les empreintes obtenues pouvant étre stockées dans les bases de données mondiales.

> Le systéme DiversiLab™

L’ADN bactérien contient des courtes séquences non codantes qui sont répétées a
plusieurs endroits du génome. En utilisant des amorces spécifiques de ces séquences

répétitives, on amplifie, par PCR, des fragments de tailles différentes qui peuvent ensuite étre
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séparés par électrophorése. Ce type de PCR est appelé rep — PCR (repetitive sequencing-
based — PCR).

Récemment, cette méthode a été semi-automatisée et commercialisée sous le nom

DiversiLab™

(BioMérieux, Marcy 1’Etoile, France). Elle permet d’obtenir des empreintes
génétiques et de les partager dans une base de données. Cette méthode présente les avantages
d’étre rapide (résultat dans la journée), reproductible et accessible pour les laboratoires
hospitaliers, tout en ayant une grande capacité de discrimination des souches. Toutefois, une
interprétation experte des résultats est nécessaire. Cette méthode pourrait, a ’avenir, étre
utilisée en premiére ligne aussi bien pour les investigations des épidémies locales a

Acinetobacter que pour la surveillance des clones internationaux.

3. EPIDEMIOLOGIE, RESERVOIRS ET MANIFESTATIONS

CLINIQUES

Les Acinetobacter sont des bactéries ubiquitaires mais leur habitat naturel est variable
selon les especes. Les habitats principaux rapportés dans la littérature sont listés, par espéce,
dans le tableau 2. Au sein de ce genre, A. baumannii apparait comme 1’espéce la plus
pathogéne, mais deux autres especes du complexe ACB, A. pittii et A. nosocomialis ont
également un role médical important (62). Peleg et al. ont d’ailleurs regroupé ces trois micro-
organismes sous le nom «groupe A. baumannii» afin de les séparer de I’espéce
environnementale A. calcoaceticus (17); dans d’autres publications, elles sont désignées
comme «A. baumannii et les organismes apparentés» (63). Les autres especes

d’Acinetobacter ne sont que trés rarement impliquées en pathologie humaine (62).

Ces bactéries peuvent étre responsables de deux types d’infections ayant des
épidémiologies trés différentes: la plupart du temps, elles sont a 1’origine d’infections
nosocomiales mais des cas particuliers d’infections communautaires ont été décrits. Ceci

suggere 1’existence d’au moins deux réservoirs différents pour ces pathogénes (17).

3.1 Epidémiologie hospitaliére

3.1.1 Pouvoir épidémiogene et réservoir hospitalier

L’incidence des infections a ACB a augmenté dans les dernieres décennies (64) et cela
peut étre en partie attribué a la capacité de ces bactéries a entrainer des épidéemies dans les

établissements de soins. Leur important pouvoir épidémiogene est attribué a plusieurs
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facteurs. Tout d’abord, de par leur haut niveau de résistance a la dessication et aux
désinfectants (17) ainsi que de par leur capacité a développer des biofilms en contact avec les
surfaces, ces pathogenes sont capables de persister a long terme dans I’environnement
hospitalier (65). Différentes études ont montré 1’isolement d’ACB sur une bordure de lit 9
jours apres le départ d’un patient infecté (66) ainsi que sa survie jusqu’a 5 mois sur une
surface inerte (67). De plus, la colonisation a ACB peut persister plusieurs mois (17,5 en
moyenne) chez les patients ayant eu des prélévements cliniques positifs (68). Enfin, ces
bactéries ont une capacité a acquérir rapidement des genes de résistance aux antibiotiques et
les souches hospitaliéres sont fréquemment multi-résistantes. Ainsi, la gestion des infections a

ACB dans les hopitaux est un probleme de santé publique dans de nombreux pays (69).
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Figure 5 : Vue d’ensemble de la dynamique entre les patients, les bactéries appartenant au
groupe ACB et I’environnement hospitalier (Source : Dijkshoorn et al. An increasing threat in
hospitals: multidrug-resistant Acinetobacter baumannii. Nature Reviews. Microbiology. 2007)
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Les épidémies liées a ces pathogenes sont principalement retrouvées dans les services de
soins intensifs ou le nombre de soins et de gestes invasifs est particulierement important et ou
une pression de sélection est liée a I’utilisation de nombreux antibiotiques. La transmission est
essentiellement manuportée par le personnel soignant (70). Les sources les plus importantes
d’ACB dans les établissements de soins, en cause dans les épidémies, sont les patients
infectés et colonisés (63). Ceux-ci seraient a I’origine de la contamination de I’environnement
hospitalier, aucun autre réservoir d’ACB n’ayant été identifi¢ dans ce milieu (71) (figure 5).
Il a d’ailleurs ét¢ montré que les épidémies survenues en Europe depuis le début des années

1980 étaient liées au transfert de patients porteurs entre les hopitaux (72).

L’espéce la plus impliquée dans les épidémies est A. baumannii mais des épidémies a

A.pittii et a A. nosocomialis ont également éte décrites (73) (74).

3.1.2 Infections nosocomiales

Ces micro-organismes sont principalement a 1’origine de pneumopathies, d’infections de
la peau et des tissus mous, de bactériémies et d’infections urinaires mais elles peuvent

occasionnellement étre responsables de méningites post-opératoires ou d’endocardites (64).

La fréquence des infections a ACB a augmenté ces derniéres années (62). Une étude de
prévalence réalisée en 2009 dans 1265 services de soins intensifs de 75 pays a retrouvé les
Acinetobacter au cinquieme rang des pathogenes les plus impliqués dans les infections au sein
de ces unités (75). La situation épidémiologique est variable selon les régions du monde. En
Europe de 1’ouest, on observe la survenue d’épidémies plus ou moins importantes qui
s’ajoutent a un fond endémique faible (76), alors que les zones tropicales sont plutét en

situation d’hyper endémie ou d’épidémie permanente (77).

Les bactéries du complexe ACB sont des pathogénes opportunistes qui affectent
typiquement les patients les plus critiques. Les caractéristiques de ces patients incluent un age
avancé, une immunodépression, des pathologies sous-jacentes (cancer, cirrhose, diabete,
insuffisance respiratoire) ou des traumatismes ou brdlures majeures. Les infections a ces
micro-organismes sont également fréquemment associées a la présence de matériel invasif
(cathéters, sonde urinaire), a une ventilation mécanique, a des procédures invasives et a une

administration antérieure d’antibiotiques (78).
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La mortalité attribuée aux infections nosocomiales a ACB varie de 7,8% a 23% tous
services confondus et peut atteindre jusqu’a 43% dans les services de soins intensifs.
Toutefois, il est difficile d’évaluer avec précision la morbidité et la mortalité attribuables a ces

pathogénes, les patients concernés présentants de séveres comorbidités (79).

Les pneumopathies nosocomiales & ACB sont en augmentation dans les services de soins
intensifs. Aux Etats-Unis, la proportion d’ACB retrouvés dans ces pathologies est passée de
4% en 1986 a 7% en 2003 (64). Ces micro-organimes sont particulierement impliqués dans
les pneumopathies acquises sous ventilation mécanique (PAVM) dans lesquelles il est
souvent cliniqguement difficile de différencier les infections des colonisations des voies
aériennes (72). Les PAVM seraient d’ailleurs la conséquence de ces colonisations a partir de
I’environnement hospitalier (80). Lee et al. ont montré que la présentation clinique des
pneumopathies était variable selon les especes du complexe ACB. La sévérité de la maladie et
la mortalité étaient significativement plus importantes en cas d’infection a A. baumannii
(34,7%) par rapport a celles due a A. nosocomialis (15,3%), d’ou I’intérét d’identifier ces

pathogénes au rang d’espece (81).

Dans une vaste étude, Wisplinghoff et al. (82) ont retrouvé que les ACB figuraient au
dixiéme rang des causes de bactériémies nosocomiales aux Etats-Unis et y représentaient
1,3% des bactériémies monomicrobiennes (1,6% en réanimation et 0,9% dans les autres
services). Elles étaient associées a un taux de mortalité moyen de 34,0% (43,4% en
réanimation et 16,3% dans les autres services). En 2012, le méme auteur a rapporté que les
bactériémies a ACB étaient principalement secondaires a des cathéters infectés et a des
infections respiratoires (83). Plusieurs études sur les bactériemies a ACB ont montré des
différences cliniques selon les espéces impliquées ainsi qu’une répartition variable des
espéces selon les régions du monde. Une étude allemande retrouvait, par exemple, une
prédominance d’A. pittii dans les bactériémies (51%) et seulement 2% d’A. nosocomialis,
alors que plusieurs études réalisées en Asie retrouvaient principalement A. baumanni et
A. nosocomialis et seulement une faible proportion d’A. pittii (84) (85). Dans ces études, la

mortalité était, cette fois encore, plus importante en cas d’isolement d’A. baumannii.

Les ACB sont fréeguemment isolés de plaies chez les patients hospitalisés avec des
traumatismes ou des brilures étendues. lls sont egalement occasionnellement en cause dans

les infections urinaires nosocomiales, le plus souvent associes a la présence de sonde urinaire.
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Cependant, dans ces deux présentations cliniques, il est souvent difficile de distinguer les

infections des colonisations et d’évaluer la pathogénicité de ces micro-organismes (86).

La distribution des types d’infection varie d’un hdpital et d’un pays a 1’autre. Une étude
sur 28 établissements de santé en Espagne retrouvait une majorité d’infections respiratoires
(39%), suivie par une quantité importante d’infections de la peau et des tissus mous (24%) et
d’infections urinaires (23%) alors qu’il n’avait été observé que 3% de bactériémies (87). Un
autre travail réalisé a Marseille a montré une répartition différente avec une prédominance des
infections de la peau et des tissus mous (32%) puis des infections urinaires (25%) et des
infections respiratoires (20%) et enfin des bactériémies (12%) (69).

3.2 Epidémiologie extra-hospitaliére

3.2.1 Les infections émergentes

Les pneumopathies sont les infections communautaires a ACB les plus fréquentes. Elles
constituent un syndrome clinique tout a fait a part des pneumopathies nosocomiales. Elles
affectent typiquement des patients jeunes (<60 ans), plutdt de sexe masculin et présentant une
insuffisance respiratoire ou rénale chronique, un diabéte, un cancer et/ou ayant une
consommation de tabac ou d’alcool excessive (88). Ce sont des infections séveres
caractérisées par une évolution fulminante avec des hémoptysies et fréguemment compliquées
de septicémies, de chocs septiques, de défaillances multiviscérales ou de syndrobmes de
coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) (88). Elles s’accompagnent d’une mortalité
pouvant atteindre 60% des cas (72). Elles sont principalement retrouvées dans les régions
subtropicales, notamment en Asie et en Océanie, mais des cas ont également été décrit en
Europe et aux Etats-Unis (72). Ces infections sont rares, représentant jusqu’a 1 a 2% des
pneumopathies communautaires dans certains pays d’Asie, mais leur fréquence a tendance a
augmenter (88). Plus rarement, d’autres infections communautaires telles que des
bactériémies, des cellulites ou des méningites ont également été décrites dans la méme zone
géographique. L’origine de ces infections communautaires est discutée. Les hypothéses
émises concernent soit un réservoir environnemental, soit un réservoir humain extra-
hospitalier, la colonisation a ACB des individus sains étant plus fréquente dans ces régions

qu’en Europe (88).
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Dans les derniéres années, des infections dues aux bactéries du complexe ACB ont été
rapportées a plusieurs reprises chez les victimes des conflits armés, comme par exemple chez
les militaires blessés lors d’opérations en Irak et en Afghanistan (89) (90). Il s’agit
principalement d’infections de la peau et des tissus mous, d’infections ostéo-articulaires et de

bactériémies (88).

Enfin, les bactéries du complexe ACB font parti des micro-organismes les plus isolés de
plaies chez les survivants de catastrophes naturelles comme les séismes et les tsunamis (88).
Suite au tremblement de terre de Marmara en Turquie en 1999, ces pathogenes représentaient
les germes les plus isolés dans les prélevements bactériologiques des blesses (31,2%), alors
qu’ils n’étaient auparavant retrouvés que dans 7,3% des préléevements (91) dans le méme
établissement. Cette augmentation importante de la prévalence des ACB a également été
décrite lors d’un séisme survenu au Pakistan en 2005 (92). Il a été observé que ces variations

dans 1’épidémiologie des ACB étaient transitoires apres une catastrophe naturelle (88).

Tout comme pour les infections respiratoires communautaires, 1’origine des infections a
ACB survenant chez les victimes de conflits armés et de catastrophes naturelles est
méconnue. Trois hypotheses ont été émises. La premiere impliquerait un réservoir
environnemental tellurique avec une contamination au moment des blessures et la deuxiéme,
une colonisation cutanée préalable ou la bactérie serait introduite au niveau des lésions
traumatiques. Cependant, les résultats de prélevements effectués chez les soldats et dans
I’environnement des terrains d’opérations militaires ne sont pas en faveur de ces hypotheses
(88). Les chercheurs sont assez d’accord sur 1’idée d’une acquisition nosocomiale de ces
bactéries au cours de la prise en charge des patients. En effet, dans ces situations d’urgence,
les hopitaux sont surchargés et les précautions standards d’hygieéne probablement limitées
(89) (90). De plus, dans ces contextes, les souches d’ACB étaient souvent multirésistantes ce

qui renforce la validité de cette derniere hypothése (88).

3.2.2 Réservoirs extra-hospitaliers

Les réservoirs extra-hospitaliers des bactéries appartenant au complexe ACB ne sont pas
encore parfaitement connus. De plus, une grande confusion existe dans les études entre

I’espece A. baumannii et le complexe A. baumannii — A. calcoaceticus.

Les Acinetobacter font partie de la flore commensale de la peau et des muqueuses de
I’homme. Ils sont principalement retrouves au niveau des zones humides comme les aisselles
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et ’aisne (93). Toutefois, les bactéries appartenant au complexe ACB ne sont que rarement
retrouvés chez le sujet sain, alors que les malades hospitalisés deviennent rapidement
colonisés a ces pathogénes, en particuliers dans les services de soins intensifs. Ces bactéries
ont pu étre isolées chez 0,5% a 3% des sujets sains, selon les études, au niveau de la peau et
chez 0,18% a 0,8% de cette population, dans les selles (94) (17). Cette colonisation du sujet
sain est géneralement faible et transitoire (95). Elle varie cependant selon les régions. En
effet, a Hong Kong, Chu et al. (96) ont retrouvé une prédominance des especes du complexe
ACB parmi les Acinetobacter isolés dans les prélevements cutanés chez des étudiants en

médecine dont 36% d’A. pittii, 15% d’A. nosocomialis et 4% d’A. baumannii.

L’espéce A. baumannii n’a été que rarement isolée en dehors de I’environnement
hospitalier. Une étude en Chine a permi d’en retrouver une faible proportion dans des
légumes, de la viande/poisson et dans le sol. Dans la méme étude, A. pittii était retrouvé plus
fréguemment dans les légumes et le sol alors que A. nosocomialis n’avait pas pu étre isolé en
dehors du milieu hospitalier (97). Plus récemment, des équipes se sont intéressées aux
éventuelles implications du réservoir environnemental d’A. baumannii dans les infections
chez I’homme. Cette espéce avait alors pu étre isolée de différentes sources telles que de
I’eau, du lait, de la viande ainsi que de nombreux animaux pour lesquels le portage était
évalué a 8,5% (98) (99) (100). Des carbapénémases avaient pu étre retrouvées dans ces
souches environnementales bien que la grande majorité d’entres elles était sensible aux
antibiotiques. D’autres études récentes ont également retrouvé la présence d’ACB chez des
animaux : des poux de corps (101), des poux de téte (102) et d’autres arthropodes (103), mais
surtout au sein de cliniques vétérinaires dans les plaies d’animaux de compagnie ou de
chevaux, suggérant une transmission nosocomiale possible dans ces populations (104). Ces
derniéres informations interrogent sur la problématique liée a la présence d’ACB
multirésistants en dehors du milieu hospitalier. Des réservoirs environnementaux d’ACB

existent donc et pourraient participer a la dissémination de ces pathogenes chez I’homme (72).

4. RESISTANCES AUX ANTIBIOTIQUES

Avant les années 1970, les bactéries appartenant au complexe ACB étaient décrites
comme trés sensibles aux antibiotiques et notamment a toutes les bétalactamines exepté la
pénicilline G. Depuis, elles ont acquis de nombreux mécanismes de résistance conduisant
parfois a des impasses thérapeutiques. Les carbapénemes sont devenus le traitement de

référence des infections a ACB depuis 1’émergence, dans les années 1990, de souches
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hyperproductrices de céphalosporinases mais aujourd’hui, les carbapénémases menacent

I’arsenal thérapeutique.

Naturellement, les ACB possédent une céphalosporinase chromosomique de classe C, de
bas niveau, non inductible, qui leur confére une résistance naturelle aux aminopénicillines
(avec et sans inhibiteurs de bétalactamases) et aux céphalosporines de premiére et deuxieme
générations. Ils sont également naturellement résistants a 1’Ertapéneme, a la Fosfomycine, au

Triméthoprime, aux furanes et sont peu sensibles a 1’ Aztréonam.

Les résistances acquises peuvent étre obtenues soit par lI'acquisition de nouveaux génes de
résistance par le biais d'éléments genétiques mobiles (transposons, intégrons, plasmides, etc.),

soit par la modification génétique de genes naturellement présents chez la bactérie (105).
» Résistance acquise aux bétalactamines

La résistance aux béta-lactamines chez les bactéries du complexe ACB est principalement
liée a la production de béta-lactamases. Différentes pénicillinases sont apparues dans les
années 1980 (exemple : TEM-1, CARB-4, SHV-1, OXA-21) et conférent & ces bactéries une
résistance a la Ticarcilline et a la Pipéracilline, pouvant également toucher, selon les enzymes,

leurs associations avec des inhibiteurs de béta-lactamases.

La résistance par hyperproduction de céphalosporinases est due principalement a
l'insertion d’une séquence d'insertion (ISAbal) en amont du gene de cette enzyme,
responsable de sa surexpression (106). Ce mécanisme de résistance entraine une inactivation

des céphalosporines de troisieme génération jusqu’a la ceftazidime.

L’acquisition de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) par les ACB a été décrite pour
la premiére fois en 1997 (107). Ce phénomene, peu fréquent chez ces bactéries (108), leur
confére une résistance a l'ensemble des béta-lactamines a I'exception des carbapénémes.
Depuis cette date, plusieurs de ces enzymes ont été retrouvées ponctuellement ou ont été

responsables de bouffées épidémiques (108).

La résistance aux carbapénémes chez ACB peut impliquer des systéemes d'efflux, des
modifications ou une perte des porines (109) et des modifications des protéines liant les
pénicillines (PLP) (110). Toutefois, c’est la résistance par production de carbapénémases qui
inquiéte les scientifiques et qui représente le mécanisme de résistance le plus étudié a I’heure
actuelle. Différentes carbapénémases ont été identifiées chez les bactéries du complexe ACB.

Elles appartiennent aux classes A, B et D de la classification d’Ambler. Parmi les béta-
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lactamases de classe A, les enzymes GES-11 et GES-14 (Guyana extended-spectum beta-
lactamase) ont été décrites chez les ACB ainsi que différentes KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase). Ces dernieres sont cependant plus rarement retrouvées que chez les
entérobactéries (111). Les béta-lactamases de classe B ou métallo-béta-lactamases peuvent
inactiver I'ensemble des béta-lactamines a I'exception de l'aztréonam. Chez les bactéries du
complexe ACB, on retrouve majoritairement des Imipenem beta-lactamase (IMP) mais des
Verona integron-encoded metallo-beta-lactamase (VIM), des Seoul imipenemase (SIM) et des
New Delhi metallo-beta-lactamase (NDM) ont également été décrites (72). C’est au sein de la
classe D, qui comprend des oxacillinases, que 1’on retrouve le plus grand nombre d’enzymes
impliquées dans la résistance aux carbapénémes chez ACB. Celles-ci peuvent conférer une
résistance a toutes les bétalactamines. C’est a cette classe qu’appartenait la premiére
carbapénémase décrite chez ACB (OXA-23) en Ecosse en 1985 (112). Par la suite, de
nombreuses autres enzymes ont été décrites et regroupées en 5 groupes d’oxacillinases
acquises (OXA-23, OXA-24/40, OXA-58, OXA-143, OXA-235) et un groupe comprenant
une oxacillinase naturelle (OXA-51) spécifique de I’espece A. baumanii. Cette derniére
enzyme ne confere la résistance aux carbapénémes que lorsque le gene blaoxa-s1-iike €St associé

a la séquence d’insertion ISAbal située en amont (57).

Depuis les années 1990, une augmentation de la résistance aux carbapénémes est observée
dans le monde entier avec des variations selon les pays et selon les hépitaux. En Europe, un
gradient de prévalence de cette résistance a été décrit, avec une augmentation de la résistance
du nord vers le sud (figure 6). En Gréce, la résistance aux carbapénémes atteignait 85% en
2007 (72).

» Résistance acquise aux aminosides

La résistance aux aminosides chez les bactéries du complexe ACB est fréquente et est
due principalement a la production d'enzymes modificatrices. Nemec et al. ont retrouvé que
84% des isolats d’ACB en Europe possédaient 2 a 5 genes de résistance aux aminosides
(113). Un autre mécanisme de résistance impliqgue une modification de la cible des
aminosides (méthylation de I’ARNr 16S) conférant une résistance croisée a tous les
aminosides (17). Enfin, la résistance aux aminosides peut étre associée a des sytemes d’efflux
(108)
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Figure 6 : Représentation du gradient nord/sud de la résistance aux carbapénemes chez les
bactéries du complexe ACB en Europe (1997-2008) (72)

» Reésistance acquise aux fluoroquinolones

Les premieres résistances des bactéries du complexe ACB aux fluoroquinolones datent
des années 1990. La résistance est croisée a I’ensemble des molécules. La résistance a ces
antibiotiques est principalement due a des mutations dans les génes gyrA et parC, codant
respectivement pour les enzymes ADN gyrase et topoisomérase IV impliquées dans les
processus de réplication de I’ADN. L'accumulation des mutations dans ces genes peut aboutir
a une résistance de haut niveau aux quinolones (64). Des systemes d’efflux peuvent

également entrainer une résistance aux fluoroguinolones (105).
» Resistance a la Colistine

Le taux de résistance aux polymyxines est faible et la Colistine reste parfois le seul
antibiotique sensible dans le cas d’infections a ACB résistant aux carbapénémes (108). Cette
molécule, bactéricide sur les ACB, agit par intéraction avec le lipide A du lipopolysaccharide
(LPS). Les deux mécanismes de résistance décrits sont dus a des modifications de la cible de
I’antibiotique (114).

Les bétalactamines, en association avec les aminosides ou les fluoroquinolones,
présentent la meilleure activité bactéricide contre les souches sensibles (115) mais la

résistance a ces antibiotiques est de plus en plus rapportée, ce qui limite les options
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thérapeutiques. En cas de souche multirésistante aux antibiotiques classiques, des associations
d’antibiotiques peuvent étre utilisées, comme par exemples des combinaisons associants
plusieurs molécules parmi lesquelles les carbapénemes, la Colistine, la Rifampicine, la
Tigécycline et le Sulbactam qui a une activité intrinséque sur les souches d’ACB. Pour cette
raison il est important de pouvoir tester la sensibilité de ces molécules au laboratoire en cas de

multi-résistance (116).

Dans la majorité des publications relatant de la sensibilité aux antibiotiques, les résultats
concernent le complexe ACB de facon générale. Néanmoins, des études ont montré que les
mécanismes de résistance, tout comme les taux de sensibilité aux antibiotiques étaient
différents selon les espéces du complexe ACB. Entres autres, la fréquence de certaines
carbapénémases, les types d’enzymes conférant la résistance aux aminosides ou encore les
pompes d’efflux varient entre A. baumannii, A. pittii et A. nosocomialis (117). Méme si une
augmentation des résistances a I’ensemble des familles d’antibiotiques est décrite pour ces 3
espéces, A. pittii et A. nosocomialis restent relativement sensibles par rapport a A. baumannii
qui présente des taux de résistance significativement plus élevés pour la majorité des
antibiotiques. La proportion d’A. baumannii BMR (Bactérie Multi Résistante) est d’ailleurs
retrouvée supérieure a celles des 2 autres especes du complexe ACB (117). Cependant,
A. baumannii a été retrouvé plus sensible que A. pitti et A. nosocomialis a la Colistine (117).
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DEUXIEME PARTIE : TRAVAIL DE THESE

1. OBJECTIFS

Le laboratoire de bactériologie du CHU d’Angers disposant désormais d’une technique
simple et rapide pour identifier au rang d’espéce les bactéries d'intérét médical appartenant au
complexe A. baumannii-A. calcoaceticus, notre objectif a été d'étudier 1’épidémiologie locale
de ces bactéries. Apres une observation genérale des souches isolées dans les différents types
de prélevements entre 2010 et 2014, nous nous sommes intéressés plus particuliérement a

celles isolées de prélévements respiratoires ainsi que de dépistages rectaux et pharyngeés.

2. MATERIELS ET METHODES

2.1 Sélection des isolats et conservation

Dans cette étude ont été inclus les isolats identifiés au laboratoire de bactériologie du
CHU d'Angers comme ACB et isolés entre le 1% janvier 2010 et le 31 décembre 2014. Les
isolats isolés jusqu’en juin 2013 avaient été identifiés par Vitek 2® et galeries APl 20NE, et

ceux isolés apres cette date avaient été identifiés par spectrométrie de masse MALDI-TOF.

Ces isolats, initialement conservés dans la souchothéque du laboratoire, ont été repiqués
et conservés en tubes cryo-billes (bioMérieux) a - 80°C pour les besoins de cette étude. Les

isolats ont été repiqués sur géloses au sang et incubés 24h a 37°C avant analyse.

2.2 ldentification des isolats au rang d’espéce

2.2.1 Identification par spectrométrie de masse MALDI-TOF

Au laboratoire de bactériologie du CHU d'Angers, le spectromeétre de masse utilisé est le
VITEK®MS plus de bioMérieux (Marcy I'Etoile, France). Il existe 2 modes d’utilisation du
VITEK®MS plus : i) un mode VD (In Vitro Diagnosis) utilisé en routine, dont la version 2.0
actuelle permet I’identification de 645 espéces bactériennes et 110 especes fongiques
différentes. Ce mode comprend une base de données fermée c’est-a-dire non modifiable, mais
qui est marquee CE. ii) un mode RUO (Research Use Only), utilisant la base de données
SARAMIS™ (spectral archive and microbial identification system) version 4.10. Cette base
de données contient 1202 especes bactériennes et fongiques, elle est modifiable, mais elle

n'est pas validée dans le cadre du diagnostic médical. Cette base a récemment été
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implémentée pour permettre une identification fiable et rapide d’4. baumannii, A. pittii et

A. nosocomialis (118). Cette base de données a éte utilisée dans notre étude.

Briévement, une colonie de chaque isolat étudié a été déposée sur une cible Vitek MS®
(DS ref. 410893) a l'aide d'une oése. En paralléle, la souche de référence Escherichia coli
ATCC8739 servant de calibrant a été déposee. Puis, 1 pl d'une matrice acide de type CHCA
(acide a-cyano-4-hydroxycinnamique) a été ajouté sur chaque dépdt bactérien. Apres
cristallisation, I’ensemble échantillon/matrice a été ionis€ par un faisceau laser. Les ions ainsi
formés ont été soumis a un champ électrique et ont été séparés selon leur rapport
masse/charge par la durée de leur «temps de vol» jusqu’au détecteur. Ces rapports
permettent d'obtenir des spectres qui ont ensuite été comparés a la base de données RUO.
Lorsqu’il existait des concordances avec des spectres de la base de données, le genre et
I’espéce bactérienne ont été indiqués, accompagnés d'un pourcentage de concordance. Les

identifications ont été validées selon les criteres définis par Pailhoriés et al. (118).

2.2.2 ldentification par séquencage du gene rpoB

Une identification par séquencage du gene rpoB a été réalisée sur un panel d’isolats afin
de confirmer celle obtenue par spectrométrie de masse MALDI-TOF. Pour cela, un

échantillon d’isolats a été étudié, selon le principe décrit par Gundi et al (56).

Les isolats sélectionnés pour la réalisation du séquencage étaient tous les isolats identifiés
par MALDI-TOF comme A. nosocomialis et A. calcoaceticus car ce sont les espéces les
moins représentées, mais également parce que le laboratoire de bactériologie n'avait pas de
base de données pour A. calcoaceticus dans SARAMIS™. Par ailleurs, un panel d’isolats
identifiés comme A. baumannii et A. pittii a également été étudié. Ces isolats étaient isolés de
différents types de prélévements et au cours des différentes années étudiées. Enfin, tous les
isolats non identifiés au rang d'espéce par MALDI-TOF ont systématiquement été étudiés par

séquencage.

Briévement, un fragment de 350 pb qui permet de discriminer aisément les différentes
espéces d’Acinetobacter a été amplifié a 1’aide des amorces Ac696F et Ac1093R (séquences
respectives 5’-TAYCGYAAAGAYTTGAAAGAAG-3’ et 5’-
CMACACCYTTGTTMCCRTGA-3’) selon les conditions de PCR suivantes : apres une
activation de I’enzyme (GoTaq DNA polymerase — Promega Madison, USA) a 94 °C pendant
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15 minutes, une étape d’amplification de I’ADN cible a été réalisée sur 40 cycles. Chaque
cycle comprenait une phase de dénaturation de 30 secondes a 94 °C, une phase d’hybridation
de 30 secondes a 55 °C et une phase d’élongation de 1 minute & 72 °C. Enfin, une étape
d'élongation finale a été reéalisee a 72°C pendant 5 minutes. Les amplicons ont ensuite éeté
purifiés & laide du kit Nucleofast® (Macherey Nagel, Diiren, Germany), selon les
recommandations du fournisseur. Puis, la réaction de séquence a été réalisée a l'aide du kit
BigDye Terminator (v3.1. - Applied Biosystems, Foster City, USA), selon les conditions de
PCR recommandées par le fournisseur : activation de I’enzyme a 96 °C pendant 1 minute,
étape d’amplification réalisée sur 25 cycles, chaque cycle comprenant une phase de
dénaturation de 10 secondes a 96 °C, une phase d’hybridation de 5 secondes a 50 °C et une
phase d’élongation de 4 minutes a 60 °C. Enfin, aprés purification des produits de séquence a
I'isopropanol, une électrophorése a été réalisée avec le séquenceur 3130XL Genetic
Analyzer® (Applied Biosystems, Foster City, USA).

Les séquences nucléotidiques obtenues ont ensuite été analysées avec le logiciel BlastN
(BLAST Basic Local Alignment Search Tool.htm). Une souche a été considérée comme
correctement identifiée lorsque la séquence obtenue présentait une similarité > 98,7% avec la
séquence la plus proche de l'espéce bactérienne donnée par BlastN. Les séquences
nucléotidiques obtenues ont également été comparées avec des séquences de souches de
référence données gracieusement par le Dr A. Nemec (National Institute of Public Health,
Prague, Czech Republic).

2.3 Recueil des données epidémiologiques

Les données concernant les patients et les prélevements ont été recueillies a l'aide du
logiciel Glims (MIPS) du SIL (Systéeme Informatique du Laboratoire) ainsi que par
consultation des dossiers informatisés des patients sur le serveur Log on du CHU. Ces

informations ont été organisées a 1’aide d’un tableur Excel.

2.3.1 Données communes a tous les prélevements

Elles ont été collectées et renseignées pour chaque prélévement. Les items retenus étaient

les suivants :

» Données en rapport avec les patients :
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Nom, prénom, date de naissance, age au moment du prélevement, sexe

Service et catégorie de service. Les services ont été regroupés dans les catégories
suivantes : Médecine générale, Chirurgie générale, Réanimation médicale,

Réanimation chirurgicale, Urgences et Soins de suite et de réadaptation (SSR).

» Données en rapport avec les prélevements :

(@]

Identifiant Glims et numéro d’isolat attribué
Date et année de prélévement

Type et catégorie de prélevement. Les prélévements ont été regroupés dans les

catégories suivantes :

= Urines

= Respiratoires

= Hémocultures/Cathéters (KT)

= Dépistages. Cette catégorie comprend les dépistages rectaux et pharyngés

réalisés dans le but de rechercher des bactéries du complexe ACB

= Prélevements profonds. Cette catégorie regroupe les prélevements
normalement stériles comme par exemple les prélevements de liquide céphalo-
rachidien (LCR), pleural, d’ascite, péritonéal ainsi que les prélévements

réalisés au bloc opératoire.

» Peau/Plaies. Dans cette catégorie ont été classés tous les prélevements de peau,
de muqueuse, de plaies diverses et de pus ainsi que les tres rares prélevements
de selles, soit tous les prélevements habituellement non stériles, hors

prélevements respiratoires.
Résultat de I’identification obtenue par spectrométrie de masse

Reésultat de I’identification obtenue par séquencage du geéne rpoB pour les isolats

analysés par biologie moléculaire

Identification finale retenue. Les résultats obtenus par biologie moléculaire ont

primé sur ceux obtenus par spectrométrie de masse en cas de discordance.
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Par ailleurs, afin de compléter au maximum les données, les résultats d’identification
pour les isolats manquants ont été extrapolés lorsque nous possédions I’identification
bactérienne dans un autre prélévement du méme type dans un intervalle de temps rapproché
(15 jours pour les prélevements de depistage, 8 jours pour les autres types de prélévements),

pour le méme patient.

Pour les prélevements des catégories « Peau/plaies » et « prélevements profonds », nous
n’avons extrapolé qu’en cas de localisation identique des prélévements. Pour les prélévements
de dépistage, nous avons extrapolé des prélevements de pharynx vers les prélevements

rectaux et vice versa.

2.3.2 Données specifiques aux prélevements respiratoires

En supplément des données communes a tous les prélevements, les données suivantes ont

été recueillies pour les prélevements respiratoires.
» Données en rapport avec les prélévements :

o Les résultats de I’examen cyto-bactériologique rendus selon le type de

prélévement respiratoire (tableau 3)
o Lasensibilité aux antibiotiques

o Le caractére multi-résistant ou non de la bactérie. Les ACB étaient définis comme
des BMR en cas de résistance a la Ceftazidime, a I’'Imipénéme ou aux deux

molécules

Par ailleurs, afin d’étudier la pathogénicité des bactéries du complexe ACB au niveau
respiratoire, un classement a été établi pour séparer les infections des colonisations. Ainsi, les
prélevements respiratoires de chaque patient ont été regroupés en épisodes et chaque épisode
a été soit classé dans un des deux groupes « Infection » ou « Colonisation », soit exclu de ce
classement par insuffisance d’information. Il a été considéré une durée maximale de 3

semaines entre deux prélévements pour définir un épisode.

La méthodologie utilisée pour classer les épisodes en « Infection » ou « Colonisation »
est schématisée dans la figure 7. Dans un premier temps, des critéres cyto-bactériologiques
ont été utilisés pour identifier les épisodes en faveur d’une infection. Dans un second temps,

des critéres cliniques ont servi a classer les épisodes restants en « Infection »
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ou « Colonisation ». En 1’absence d’informations suffisantes pour conclure, les prélévements

ont éteé exclus de cette analyse.

Tableau 3 : Données collectées en fonction du type de prélévement respiratoire

Type de prélévement ‘

Aspiration  Aspiration Brossage
Crachat ) ) ) LBA
trachéale bronchique bronchique

Dénombrement en

SN Semi- Semi- Semi- Semi- pourcentage et
guantification quantification quantification quantification pourcentage de

cellules infectées

Cellules

Semi- Semi- Semi-
bucco- e e e - -
) guantification quantification quantification
pharyngées
Culture Quantification ACB, flore commensale et autres pathogénes

ACB : Complexe Acinetobacter baumannii - Acinetobacter calcoaceticus, LBA : Lavage broncho-alvéolaire, PNN :

\
Critéres cyto-bactériologiques

polynucléaires neutrophiles

|
OU Infection ?

NON

Criteres cliniques

Colonisation

Figure 7 : Schéma de la méthodologie utilisée pour classer les épisodes en Infection ou
Colonisation



» Classement des épisodes en faveur d’une infection selon des critéres cyto-

bactériologiques

Selon le REférentiel de MICrobiologie (REMIC) 2015 (119), les items de 1’examen cyto-
bactériologique des prélévements respiratoires a prendre en compte pour le diagnostic d’une
infection sont : le nombre de cellules épithéliales (pour les expectorations), le nombre de
polynucléaires, la présence d’une flore monomorphe ou non et le seuil de significativité en
culture. La présence de bactéries a I’intérieur des polynucléaires neutrophiles (PNN) constitue
également un critére d’infection a prendre en compte. Les scuils de significativité sont

précisés dans le tableau 4.

Tableau 4 : Seuils de significativité en fonction du type de prélévement respiratoire (119)

Type de prélevement Seuil de significativité (/mL)
Expectoration > 10’
LBA >10°*
Prélevement distal protégé ou 3

>10
brosse

Aspiration bronchique > 10
Aspiration trachéale > 10°

Sur la base du REMIC, un arbre décisionnel a été établi, permettant de sélectionner les
prélevements en faveur d’une infection. Cet arbre est schématisé dans la figure 8. Ont ainsi

été exclus sur la base des critéres du REMIC :

o les préléevements ininterprétables comme les LBA sans cellules visibles a
I’examen direct, témoin d’un mauvais prélevement, les LBA hémorragiques ne
permettant pas le décompte des polynucléaires ainsi que les expectorations et
aspirations pour lesquelles il avait été observé de nombreuses cellules bucco-
pharyngées a I’examen direct. En effet, selon les criteres de Bartlett adaptés par
Murray et Washington (120), méme associées a de nombreux leucocytes, le
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prélevement doit, dans ce dernier cas, étre considéré comme contaminé et non

représentatif (figure 8, A).

o les prélevements sans prolifération des PNN. C’est le cas des prélévements
présentant une quantité de leucocytes « rares » ou « absents », ou des PNN < 20%
dans le cas des LBA (figure 8, B).

o les prélevements pour lesquels une autre bactérie potentiellement pathogene
(entérobactéries, S.aureus, H.influenzae P. aeruginosa, S. maltophilia,
S. pneumoniae) a été retrouvée en culture en quantité supérieure au seuil de
significativité et/ou supérieure a la quantit¢é d’ACB. Dans cette situation, il était
impossible de faire la part des choses entre les pathogénicités propres des

différents micro-organismes (figure 8, C).
o les prélevements pour lesquels un champignon filamenteux a été isolé

Parmi les prélevements restants, ceux présentant un pourcentage de cellules infectées a
I’examen direct supérieur ou égal a 2% ainsi que ceux présentant a la fois de nombreux PNN
(>50% pour les LBA) et une quantité d’ACB supérieure au seuil ont été classes dans le

groupe « Infection » (figure 8, D, E).

Une fois les prélévements en faveur d’une infection sélectionnés, les épisodes pour
lesquels au moins un des prélévements était en faveur d’une infection ont été classés dans le

groupe « Infection ».
» Classement des épisodes en fonction de criteres cliniques

Cette étape a concerné tous les épisodes pour lesquels les prélévements n’avaient pas été
classés dans le groupe « Infection » avec les criteres microbiologiques. Pour chaque épisode,
les dossiers cliniques des patients ont été consultés. Les arguments pour classer les épisodes
dans le groupe « Infection » étaient la mention « Pneumopathie a Acinetobacter » dans les
courriers ou la mise sous traitement antibiotique approprié suite a 1’identification d’un isolat
du complexe ACB dans les prélévements respiratoires. A I’inverse, les arguments pour classer
les épisodes dans le groupe « Colonisation » étaient la mention « Colonisation respiratoire a
Acinetobacter » ou 1’absence de mise sous traitement antibiotique suite aux résultats
bactériologiques des prélevements respiratoires. En I’absence d’informations suffisantes pour

conclure, les prélévements ont été exclus de 1’analyse.
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Prélevement respiratoire :

examen direct et culture

A. Prélevement interprétable ?

B. PNN : Absence ou rares ?
(<20% pour LBA)

Oul

C. Autre pathogéne > au seuil
ou>ACB?

D. Germes intracellulaires

>2% ?

Oul

E. PNN nombreux
(>50% pour LBA)
et ACB > seuil ?

Exclusion En faveur d’une infection

Figure 8 : Arbre décisionnel utilisé pour sélectionner les prélevements respiratoires
en faveur d’une infection selon des critéres cyto-bactériologiques
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» Données en rapport avec les patients :

(@]

©)

Date de début d’hospitalisation

Caractere nosocomial de ’infection, uniquement pour les patients classés dans le
groupe « Infection ». Pour cela, la date du premier préléevement respiratoire positif
de I’épisode a été comparée a la date de début d’hospitalisation. Il a été possible
d’identifier les infections nosocomiales, c'est-a-dire survenues plus de 48 heures
apres le début de I’hospitalisation. A I’inverse, il n’a pas été possible d’affirmer
que les autres infections étaient communautaires par manque d’informations
fiables sur la provenance des patients avant leur arrivée au CHU d’Angers. Les
infections survenues chez des patients hébergés en centre de long séjour comme
les établissements d’hébergement pour personnes agées dépendantes (EHPAD)

ont été considérées comme nosocomiales
Existence éventuelle d’une ventilation mécanique (intubation ou trachéotomie)

Pour les patients en dehors des services de réanimation, il a été regardé s’ils

avaient séjourné en réanimation dans les 2 mois précédant 1’épisode respiratoire

2.3.3 Données specifiques aux prélevements de dépistage

Pour les dépistages rectaux (R) et pharyngés (P), des données spécifiques ont été

recueillies.

» Données en rapport avec les prélevements :

o

Les couples de prélevements rectaux et pharyngés (couples R/P) ont été regroupés
afin de pouvoir comparer leurs résultats respectifs. Un couple R/P comprend un
prélevement rectal et un prélevement pharyngé réalisés le méme jour et a la méme

heure chez le méme patient.
Le nombre de prélevements R totaux, R positifs et R négatifs pour chaque patient
Le nombre de prélevements P totaux, P positifs et P negatifs pour chaque patient

Le nombre de prélévements D totaux (somme de R totaux et P totaux), D positifs
(somme de R positifs et P positifs) et D négatifs (somme de R négatifs et P
négatifs) pour chaque patient
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o Lasensibilité aux antibiotiques
o Le caractére multi-résistant ou non de la bactérie
> Données en rapport avec les patients :

o Pour les patients en dehors des services de réanimation, il a été regardé s’ils

avaient séjourné en réanimation dans les 2 mois précédant le dépistage

o Il a été noté, uniquement pour les patients de réanimation n’ayant que des
prélevements de dépistages négatifs et au moins un autre type de prélévement

positif 8 ACB, les nombres de prélévements R négatifs, P négatifs et D négatifs

Par ailleurs, les tests statistiques ont été réalisés par la méthode du khi-deux.

2.4 Analyse de la sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité aux antibiotiques a été analysée uniquement sur les isolats isolés dans les
prélévements respiratoires et dans les prélevements de dépistage (rectal — pharynge).
L'analyse a été realisée sur des isolats dédoublonnés, c'est a dire en considérant un isolat par
profil d’antibiogramme par épisode pour les prélevements respiratoires et un isolat par profil
d’antibiogramme par patient pour les prélévements de dépistage. Les données ont été extraites

du logiciel informatique GLIMS utilisé au laboratoire.

Les molécules étudiées étaient : Bétalactamines (Ticarcilline, Ticarcilline + Acide
clavulanique, Pipéracilline, Pipéracilline + Tazobactam, Ceftazidime, Céfépime, Aztréonam,
Imipénéme, Méropénéme), Fluoroquinolones (Ofloxacine, Ciprofloxacine), Aminosides
(Amikacine) et Polymyxines (Colistine). Les antibiogrammes manquants pour notre étude ont
été réalisés par diffusion en milieu gélosé, selon les recommandations du CA-SFM (Comité
de I’antibiogramme - société francaise de microbiologie) 2014. Apres incubation pendant 24
heures a 37°C, les profils de résistance ont été analysés a I’aide de 1’automate Sirscan 2000
(12a).

Pour un méme patient, deux isolats étaient considérés différents lorsque, pour au moins
un antibiotique, I'un était évalué « Sensible » et l'autre « Résistant ». Les différences
« Sensible »/« Intermédiaire » et « Intermédiaire »/« Résistante » n’ont pas été prises en
compte. Au besoin, les diamétres de sensibilité ont pu étre vérifiés a I’aide des photographies

archivées dans [’automate Sirscan 2000 voire recontrolés. En cas de différence
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« Sensible »/« Intermeédiaire » ou « Intermédiaire »/« Résistante », c’est le plus résistant qui a

été conserve.

3. RESULTATS

3.1 Ildentification des isolats au rang d’espéce

Entre le 1*" janvier 2010 et le 31 décembre 2014, les bactéries appartenant au complexe
ACB ont été isolées dans 1019 prélevements au laboratoire de bactériologie du CHU
d’Angers. Au total, 986 isolats ont été analysés dans notre étude, les 33 autres n’ayant pas été

retrouvés ou n’ayant pas donné de subculture.
» ldentification par spectrométrie de masse MALDI-TOF

Sur les 986 isolats étudiés, 937 ont été analysés par spectrométrie de masse. Un total de
933 isolats a ainsi pu étre identifié comme appartenant au complexe ACB : 524 A. baumannii,
389 A. pittii, 17 A. nosocomialis et 3 A. calcoaceticus. Quatre isolats n’ont pas pu étre
identifiés.

» Extrapolation des résultats d’identification aux isolats manquants

L’extrapolation des résultats d’identification des isolats analysés vers les isolats
manguants provenant de prélevements de méme nature et dans un intervalle de temps
rapproché a permis d’affecter un nom d’espece a 41 isolats supplémentaires. Enfin, 8 autres

isolats ont également été nommés par extrapolation au cas par cas et selon la logique :

o 4 cathéters (KT) (hémocultures sur KT positives le méme jour ou 1 a 2 jours

avant)

o

1 cathéter (hémoculture de localisation non précisée positive le méme jour et

mention de septicémie sur cathéter dans le dossier du patient)
o 1 cathéter veineux (liquide de purge du site veineux positif le méme jour)

o 1 prélevement de pharynx (LBA positif le méme jour et aspiration trachéale

positive 4 jours avant)

o 1 cathéter de chambre implantable (CI) (CI et hémoculture sur CI positives le

méme jour et la veille)
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» ldentification par sequencage du gene rpoB

Un total de 56 isolats a été analysé par biologie moléculaire. Les résultats ont montré une
concordance dans I’identification entre la spectrométric de masse MALDI-TOF et le
séquencage du geéne rpoB pour tous les isolats excepté un qui avait faussement été identifié
comme A. calcoaceticus par MALDI-TOF et qui a été identifié comme appartenant a 1’espéce

génomique 14 BJ par séquencage.

Parmi les 4 isolats qui n’avaient pas pu étre identifiécs par MALDI-TOF, 2 ont été
identifiés par séquencage du gene rpoB comme A. calcoaceticus et 1 comme appartenant a
I’espéce génomique 13 BJ. Le dernier ne concordait avec aucune séquence du serveur NCBI

(<98,7% d’homologie avec la premiere espece proposée).

3.2 Données sur I’épidémiologie générale du complexe ACB

3.2.1 Prévalence globale des especes du complexe ACB

Les 986 isolats inclus dans 1’étude ont été retrouvés chez 534 patients différents. Parmi
ceux-ci, 982 appartenaient effectivement au complexe ACB : 559 A. baumannii (56,8%)
isolés chez 235 patients, 400 A. pittii (40,6%) isolés chez 287 patients, 19 A. nosocomialis

(1,9%) isolés chez 11 patients et 4 A. calcoaceticus (0,4%) isolés chez 4 patients.

Dans les différents prélévements de chaque patient il n’a été retrouvé qu’une seule et
méme espece d’Acinetobacter sauf pour 6 patients chez qui deux especes différentes ont été
isolées : 5 patients avaient un isolat d’A. baumannii et un d’A. pittii et un patient avait un
isolat d’A. pittii et un d’A. nosocomialis.

Les deux isolats qui appartenaient aux espéces génomiques 13BJ et 14BJ ainsi que celui
n’ayant pas pu étre identifié au rang d’espéce avec le séquencgage n’ont pas été pris en compte

dans la suite des résultats, ceux-ci se rapportant uniquement au complexe ACB.

3.2.2 Prévalence des especes du complexe ACB en fonction du sexe et de I’age

Les bactéries du complexe ACB ont été isolées chez deux fois plus d’hommes (361) que
de femmes (170) et 65,9 % des patients avait plus de 60 ans alors que seulement 7,2 % avait
moins de 25 ans. Il n’a pas été observé de différences majeures de répartition des especes du

complexe ACB en fonction de 1’age et du sexe. De plus, de nombreux facteurs entreraient
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probablement en compte pour ces deux parametres, comme le service d’hospitalisation ou le

contexte clinique et les résultats de prévalence seraient difficilement interprétables.

3.2.3 Prévalence des espéces du complexe ACB au sein des différentes
catégories de prélevements
Hormis les dépistages rectaux et pharyngés, les ACB ont été le plus fréqguemment
retrouvés dans les urines et les hémocultures/cathéters. Viennent ensuite les prélevements
respiratoires, les prélevements de la catégorie Peau/plaies et enfin les prélevements profonds
(tableau 5).

Le nombre de patients différents ayant eu des prélévements positifs a ACB ainsi que la
répartition des especes du complexe ACB au sein des différentes catégories de prélévements
sont présentés dans le tableau 5. Parmi les résultats intéressants, il est & noter que
A. baumannii prédomine nettement au sein des dépistages (85,6%) et que cette espéce est
également majoritaire dans les prélevements respiratoires (61,9%). A I’inverse, c¢’est A. pittii
qui prédomine dans la catégorie Hémoculture/Cathéters (65,9%) et dans les prélevements
profonds (61,1%).

Tableau 5 : Répartition des especes du complexe ACB au sein des différentes catégories de
prélevements

Total Nombre
Catégorie de Espéces du complexe ACB (nombre de
prélevement (nombre d’isolats (%)) d’isolats patients
(%)) différents
A. baumannii A.pittii A.nosocomialis  A.calcoaceticus
N=559 N=400 N=19 N=4
Dépistage 256 (85,6) 38 (12,7) 5(1,7) 0(0,0) 299 (100,0) 119
Urine 120 (44,1) 143 (52,6) 6(2,2) 3(1,1) 272 (100,0) 208
Hémoculture/KT 53(30,1) 116 (65,9) 7(4,0) 0(0,0) 176 (100,0) 105
Respiratoire 60 (61,9) 36 (37,1) 1(1,0) 0(0,0) 97 (100,0) 70
Peau/Plaie 49 (58,3) 34 (40,5) 0(0,0) 1(1,2) 84 (100,0) 63
Prélevement 21(38,9) 33(61,1) 0(0,0) 0(0,0) 54 (100,0) 41

profond

L’espéce A. baumannii a été retrouvée principalement dans les dépistages (45,8% - 256/559))
puis dans les urines (21,5% - 120/559). Les prélévements respiratoires arrivent en troisieme
position (10,7% - 60/559). L’espece A. pittii a, quant a elle, été retrouvée majoritairement
dans les urines (35,8% - 143/400) et les hémocultures/KT (29,0% - 116/400).
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Les 19 isolats d’A. nosocomialis ont été isolés dans les urines de 6 patients, les
prélevements de dépistages (rectaux et/ou pharyngés) de 3 patients, dans un cathéter associé a
une série d’hémocultures chez un méme patient et enfin dans une aspiration trachéale. Les 4
isolats d’A. calcoaceticus provenaient des urines de 3 patients ainsi que d’un prélévement de

pus superficiel sans précision.
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Figure 9 : Prévalence des especes du complexe ACB dans les prélevements et nombre de patients
différents infectés/colonisés dans les prélevements du CHU d’Angers par année de 2010 a 2014

3.2.4 Prévalence par année des especes du complexe ACB

La prévalence par année des espéces du complexe ACB est présentée a la figure 9. Les
isolements d’A. baumannii ont presque été multipliés par 4 entre 2011 et 2013 avec un pic en
2013 et le nombre de patients positifs a nettement augmenté pendant cette période. A la fin de
I’été 2014, les dépistages systématiques, qui avaient été mis en place fin 2011 (voir 3.4), ont
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été arrétes et le nombre de prélevements positifs a A. baumannii a diminué fortement alors
gue le nombre de patients porteurs est resté élevé. A. pittii était majoritaire dans les
prélevements en 2010 (60,7%) ; apres une légére baisse en 2011, une augmentation
progressivement de son nombre d’isolements a été observée jusqu’en 2014. A. nosocomialis a
été retrouvé dans plusieurs prélevements en 2014 alors que cette espeéce n’avait été isolée
qu’une seule fois entre 2010 et 2013. Enfin, les isolements d’A. calcoaceticus restent tres peu

fréquents avec une souche par an de 2011 & 2014.

3.2.5 Prévalence des espéces du complexe ACB par catégorie de services

La prévalence des especes du complexe ACB par catégorie de services est présentée a la
figure 10. Ces bactéries ont majoritairement été isolées en réanimation médicale (38,0%) et
dans les services de médecine générale (35,4%). Le nombre d’isolats et la répartition des
especes au sein de ces deux catégories de services pendant la période étudiée est trés
différente. En réanimation meédicale, 373 isolats ont été retrouvés chez 141 patients.
A. baumannii y prédomine largement de 2011 a 2013, en rapport avec 1’épidémie a cette
espéce ayant eu lieu dans ce service, puis est retrouvé en 2014 en méme proportion que
A. pittii avec respectivement 45,0% et 46,7% du total des isolats. Dans les services de
médecine générale, 348 souches ont été retrouvées chez 242 patients. Le nombre d’isolats
varie peu entre 2010 et 2014 et I’espece A. pittii prédomine chaque année sauf en 2012 ou on

en retrouve presque autant (44,6%) que 1’espéce A. baumannii (54,1%).

3.3 Epidémiologie des bactéries du complexe ACB dans les prélévements
respiratoires

3.3.1 Données geénérales sur 1I’épidémiologie des ACB dans les prélévements
respiratoires
Des bactéries du complexe ACB ont été retrouvées dans 97 prélevements respiratoires
(48 LBA, 20 aspirations bronchiques, 13 aspirations trachéales, 15 expectorations et 1

brossage bronchique) au cours de 77 épisodes chez 70 patients différents.

L’espéce A. baumannii a été identifiée dans 59,7% des épisodes, 1’espece A. pittii dans
39,0% des épisodes et I’espéce A. nosocomialis dans 1,3% des épisodes. Dans la majorité des
épisodes (68,8%) les patients étaient sous ventilation mecanique (intubation ou trachéotomie).

La répartition des espéces d’ACB était similaire chez le patient ventilé ou non. Dans 76,6%
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des ¢épisodes, les patients étaient hospitalis€és en réanimation ou 1’avait été dans les 2 mois

précédents.
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Figure 10 : Répartition des espéces du complexe ACB isolées au CHU d’Angers en fonction des
catégories de services entre 2010 et 2014
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Parmi les 77 souches isolées des 77 épisodes, 27 étaient des BMR (35,1%). Cela
représentait 39,0% de souches BMR parmi les patients de réanimation ou passes en
réanimation dans les 2 mois précédent, contre 22,2% de souches BMR pour les patients hors
réanimation. Au sein de ces BMR, 26 souches étaient des A. baumannii (96,3%) et 1 était un
A pittii. Il est a noter que 24 des souches d’A.baumannii BMR appartenaient
vraisemblablement au clone épidémique du CHU d’Angers, en regard de leurs profils de
résistance aux antibiotiques similaires, bien qu’elles n’aient pas toutes été typées. La
répartition des espéces du complexe ACB était différente parmi les souches non BMR

puisqu’il y a été retrouve 58,0% d’A. pittii contre seulement 40,0% d’A. baumannii.

3.3.2 Résultats du classement des épisodes en « Infection » et « Colonisation »

Seuls 14 épisodes, ont été définis comme étant en faveur d’une infection selon les critéres
cyto-bactériologiques. Les autres épisodes ont été classés selon les critéres cliniques. Apres
étude des dossiers cliniques des patients, il a été retrouvé 29 épisodes supplémentaires
d’infection et 20 épisodes de colonisation. Les 14 épisodes restants ont été exclus par

insuffisance d’information.

Parmi les 43 épisodes d’infection, 26 (60,5%) étaient monomicrobiens a ACB et 17
(39,5%), polymicrobiens. Dans ce dernier cas, il a été difficile de conclure de facon certaine a
la responsabilité de I’ACB dans la pathogénicité. Par ailleurs, parmi ces 43 épisodes, 42
correspondaient a des infections nosocomiales (97,7%). Le dernier épisode était celui d’un
enfant qui, bien que provenant de son domicile, était trachéotomisé et sous ventilation

mécanique continue.

Dans les épisodes classés comme « Infection » (mono et polymicrobiens confondus),
A. baumannii a été isolé dans 62,8% des cas et A. pittii dans 34,9% des cas. Une souche
d’A. nosocomialis a par ailleurs été isolée. Dans les épisodes classés comme « Colonisation »,

A. baumannii et A. pittii ont été retrouvés chacun a 50,0% (tableau 6).

En considérant uniquement les infections monomicrobiennes, A. baumannii a été retrouvé
dans 73,1% (19/26) des cas et A. pittii dans 23,1% (6/26) des cas. Dans les infections
polymicrobiennes, A. baumannii a été retrouvé dans 47,1% (8/17) des cas et A. pittii dans
52,9% (9/17) des cas.
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Tableau 6 : Répartition des espéces du complexe ACB dans les prélevements respiratoires selon
le type d’épisode. Données du CHU d’Angers de 2010 a 2014

Espéce Type d’épisode Total

Infection Infection Colonisation

monomicrobienne polymicrobienne

A. baumannii 19 8 10 37
A. pittii 6 9 10 25

A. nosocomialis 1 0 0 1
Total ACB 26 17 20 63

3.4 Epidémiologie des bactéries du complexe ACB dans les dépistages

Les dépistages rectaux et pharyngés ont débuté en septembre 2011 au CHU d’Angers
avec le début d’une épidémie en Réanimation médicale liée a une souche d’A. baumannii
multi résistante. Ils ont ensuite été poursuivis de maniére systématique en réanimation jusqu’a
la fin de I’été 2014. Tous les patients étaient dépistés au niveau rectal a I’entrée dans le
service puis une fois par semaine. Ceux qui €étaient sous ventilation invasive étaient en plus

prélevés au niveau du pharynx.

Entre 2011 et 2014, 9886 prélevements de dépistage ont été effectués chez 2684 patients,
dont 6103 prélévements rectaux et 3783 pharyngés. Un faible nombre (139) de dépistages
provenait de services autres que la réanimation mais parmi ceux-ci, 105 avaient €té prélevés
chez des patients ayant séjourné en réanimation dans les 2 mois précedents. Les 34
prélévements restant ont ét¢ prélevés chez 28 patients n’ayant pas séjourné récemment en

réanimation.

Parmi les 9886 prélévements, 3,1% étaient positifs a ACB (4,2% des prélevements
pharyngeés et 2,5% des prélevements rectaux). Sur les 28 patients n’ayant pas séjourné en
réanimation, aucun n’a eu de prélévement de dépistage positif. Au cours du dernier trimestre
2011, la prévalence des patients dépistés positifs était de 10,4% alors qu’en 2012 et 2013, elle

était de 4,6% et en 2014, de 4,4%. Le nombre de patients dépistés positifs atteint un
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maximum en 2013 puis rediminue en 2014 (tableau 7). Il est a noter que plusieurs patients

ont eu des prélévements positifs qui s’étalaient sur deux années consécutives.

Tableau 7 : Nombre de patients dépistés et prévalence des patients dépistés positifs au CHU
d’Angers de 2011 a 2014

Nombre de Prévalence de
Nombre de . .
p . pc s patients avec patients
Année patients différents L. .
dépistés 2 1 dépistage dépistés
P positif positifs (%)

2011 192 20 10,4
2012 1008 46 4,6
2013 1087 50 4,6
2014 574 25 4,4

Concernant la répartition des espéces, A.baumannii a été retrouvé chez 72,1% des

patients, A. pittii chez 24,6% des patients et A. nosocomialis chez 3,3% des patients.

Il n’y avait qu’une seule espece d’ACB par patient sauf pour un, chez qui il a été retrouvé
deux especes différentes dans les deux prélévements dun couple rectal/pharyngé
(A. baumannii dans le prélevement de pharynx et A. pittii dans le prélevement rectal). Deux
patients ont été colonisés par deux souches différentes de la méme espéce pour lesquelles les

antibiogrammes étaient différents.

La sensibilité aux antibiotiques de 122 souches a ainsi été étudiée. Parmi celles-ci, 44,3%
étaient des BMR. Toutes les souches BMR, sauf une, étaient des A. baumannii, ce qui
représentait 60,2% de BMR au sein de cette espece et 94,3% de ces A. baumannii BMR
semblaient appartenir au clone épidémique du CHU d’Angers, d’aprés leur profil de
sensibilité aux antibiotiques. La derniére souche BMR était un A. nosocomialis avec un
phénotype de BLSE. Les 30 souches de A. pittii étaient trés sensibles aux antibiotiques : 29
étaient sensibles a toutes les bétalactamines d’intérét, 24 ¢étaient sensibles aux

fluoroguinolones et toutes étaient sensibles a 1’ Amikacine et a la Colistine.

Les données suivantes concernent tous les prélevements de dépistage (positifs et négatifs)
réalisés chez les patients ayant eu au moins un prélévement de dépistage positif entre 2011 et
2014. Chez ces patients, un couple rectal/pharyngé a été prélevé dans 76,1% des cas, un
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prélevement rectal seul dans 22,8% de cas et un prélévement pharyngé seul dans 1,2% des
cas. Ces patients ont eu entre 1 et 43 prélévements de dépistages chacun (9,6 en moyenne par
patient) qui étaient divisés en 0 a 22 prélevements pharyngés (4,2 en moyenne par patient) et

1 a 21 prélevements rectaux (5,4 en moyenne par patient).

Parmi les 464 couples R/P prélevés chez ces patients, 211 étaient positifs pour au moins
un des deux prelevements. Parmi eux, les préléevements rectaux étaient positifs dans 56,4%
des cas alors que les prélévements pharyngés 1’étaient dans 73,9% des cas. Les prélevements

positifs étaient répartis de la maniére suivante :
o les deux préléevements étaient positifs dans 30,3% des cas
o seul le prélevement pharyngé était positif dans 43,6% des cas
o seul le prélevement rectal était positif dans 26,1% des cas

Toujours parmi ces couples positifs, la sensibilité des prélévements était différente selon
I’espéce du complexe ACB. En présence d’A. baumannii, la sensibilité des prélévements
pharynges était de 73,6% et celle des prélevements rectaux était de 60,1% alors qu’en

présence d’A. pittii, ces sensibilités étaient respectivement de 75,0% et 39,3%.

Pour 36 patients dépistés positifs et ayant eu a la fois des prélevements R et P, seul le
prélévement pharyngé était positif, alors qu’en moyenne, 4,4 dépistages rectaux avaient été
réalisés par patient (1 a 15). Par ailleurs, pour 29 patients dépistés positifs et ayant eu a la fois
des prélevements R et P, seul le prélevement rectal était positif, alors qu’en moyenne, 3,0
dépistages pharyngés avaient été réalisés par patient (1 a 6). Au total, 56,4% des ces patients

n’ont eu qu’un des 2 types de prélévements positif.

De plus, un total de 11 patients de réanimation a eu des prélévements cliniques positifs a
ACB alors que leurs prélevements de dépistages ont tous été retrouvés négatifs. lls avaient eu
en moyenne 5,6 prélevements de dépistages chacun (1 a 14), 3,3 prélevements rectaux en

moyenne (1 a 8) et 2,3 prélévements pharyngés en moyenne (0 a 6).

57



4. DISCUSSION

> Epidémiologie générale des espéces du complexe ACB au CHU d’Angers

Les méthodes utilisées en routine dans les laboratoires de microbiologie pour
I’identification des bactéries ne permettent pas de différencier de maniére fiable les especes
du complexe ACB (17). Ceci est un probléeme majeur dans les études traitant de ces micro-
organismes puisqu’il est désormais prouvé que ces derniers ont des comportements trés
différents sur les plans clinique, épidémiologique et au niveau de leur sensibilité aux
antibiotiques (117). Depuis quelques années et grace au développement de méthodes
d’identification de plus en plus performantes, des équipes commencent a s’intéresser &
I’épidémiologie propre de chacune de ces espéces. Un des autres inconvénients dans les
données sur 1’épidémiologie des ACB est que, ces bactéries pouvant évoluer sur un mode
épidémique, il y a un risque d’inclure dans les études de nombreuses souches appartenant au
méme clone, impactant alors les résultats comme par exemple les taux de résistance aux

antibiotiques au sein d’un établissement.

Parmi les isolats d’ACB isolés au CHU d’Angers entre 2010 et 2014, A. baumannii
prédominait (56,8%) devant A. pitti (40,6%) et A. nosocomialis (1,9%). Cependant, ces
résultats ne sont qu'un reflet de ce qui a été retrouvé au laboratoire de microbiologie et non
celui des souches en circulation dans 1I’hdpital. En effet, contrairement a la majorité des
publications sur ce sujet, nos résultats incluent les prélevements de dépistage (rectaux —
pharyngés) et les doublons chez un méme patient n’ont pas été exclus. La proportion
d’A. baumannii retrouvée est notamment surestimée, probablement en rapport avec les
nombreux dépistages réalisés en réanimation au cours de 1’épidémie ayant eu lieu dans ce
service durant la période étudiée. En excluant les dépistages de 1’analyse, on retrouve une
prédominance d’A. pittii dans 362 isolats (53,0%) chez 263 patients alors que A. baumannii
n’est retrouvé que dans 303 isolats (44,4%) chez 180 patients, A. nosocomialis dans 14 isolats
(2,0%) chez 8 patients et A. calcoaceticus dans 4 isolats (0,6%) isolés chez 4 patients. Cela

permet de rapprocher nos critéres d’inclusion de ceux retrouvés dans la littérature.

Nos résultats montrent que contrairement a ce qu’on pourrait penser, A. baumannii n’est
pas toujours 1’espece prédominante. Ces observations rejoignent celles publiées dans une
étude multicentrique en Allemagne réalisée entre 2005 et 2009 qui retrouvait 55,0%
d’A. pittii, 39,9% d’A. baumannii, 2,3% d’A. nosocomialis et 2,8% d’A. calcoaceticus (121).

Tout comme dans ces travaux, les espéces A. nosocomialis et A. calcoaceticus ont éte
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retrouvées en tres faible proportion dans notre étude. Il faut toutefois noter une légere
augmentation des isolats d’A. nosocomialis qui ont été retrouvés chez 10 patients en 2014
(dépistages inclus) alors que cette espéce n’avait été isolée qu’une seule fois de 2010 a 2013,

mais cette tendance est a modérer au vu du trés faible nombre d’isolats.

Nous avons observé une répartition différente des espéces appartenant au complexe ACB
selon le type de prélevement. A. baumannii était prédominant dans les préléevements de
dépistage (85,6%), toujours probablement en lien avec 1’épidémie ayant eu lieu dans les
services de réanimation, ainsi que dans les prélévements respiratoires (61,9%) comme
observé également par Zhang et al (117). A I’inverse, A. pittii a été retrouvé prédominant dans
la catégorie hémocultures/cathéters (65,9%) et dans les prélevements profonds (61,1%). Peu
d’équipes ont étudié la répartition des espéces du complexe ACB en fonction du type de
prélévement. Par contre, de nombreuses études concernent les bactériémies dues a ces espéces
et retrouvent des résultats tres différents des nétres selon les hdpitaux concernés. Ainsi, une
étude publiée en 2012 portant sur les bactériémies nosocomiales a Acinetobacter aux Etats-
Unis, a retrouvé une prédominance d’A.baumannii (63,4%), suivi de I’espéce
A. nosocomialis (20,7%). A. pittii n’¢était ici retrouvé que dans 7,8% des bactériémies (83).
D’autres études en Asie ont retrouvé des résultats similaires (85) (84) (122) et méme parfois
des proportions d’A. nosocomialis supéricures a celles d’A. baumannii comme dans une étude
réalisée a Taiwan de 2000 a 2008 (47,7% contre 42%). Enfin, dans une étude publiée en
Norvége en 2011, I’espéce la plus fréquemment retrouvée était A. nosocomialis (49,6%),
suivie d’A. pittii (19,5%), alors que A. baumannii ne représentait que 8,8% des isolats (123).
Ces études montrent que la répartition des especes du complexe ACB est tres variable selon la

localisation géographique et selon la nature du prélévement.

Les répartitions des espéces appartenant au complexe ACB sont également différentes
selon les services. Au CHU d’Angers, c’est A. baumannii qui prédomine nettement dans les
services de réanimation (69,6%) alors que A. pittii y est retrouvé a 29,6%, lorsque I’on ne
tient pas compte des prélévements de dépistage. A ’inverse, dans les services de médecine
génerale, A. pittii est retrouvé a 60,5% alors que A. baumannii ne représente que 35,3% des
isolats. La méme tendance avait déja été reportée par Schleicher et al. en Allemagne dans les
années 2000 (121).
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> Epidémiologie des prélévements respiratoires selon les espéces du complexe ACB

Les bactéries du complexe ACB sont décrites comme étant particulierement impliquées
dans les pneumopathies nosocomiales notamment dans les services de soins intensifs et en cas
de ventilation mécanique (124). Ces données concordent avec les résultats obtenus au CHU
d’Angers : les patients étaient hospitalisés en réanimation dans 76,6% des épisodes, 68,8%
des patients ayant eu un prelevement respiratoire positif a ACB étaient sous ventilation

mécanique et 97,7% des infections respiratoires avaient été acquises a 1’hopital.

L’étude des infections respiratoires a ACB nécessite préalablement de pouvoir
différencier les infections des colonisations. En effet, il est connu que ces bactéries peuvent
coloniser les voies respiratoires, notamment chez les patients hospitalisés. Ainsi, la distinction
entre ces deux types d’épisodes est un réel probléme dans les services cliniques et pour les
études épidémiologiques. Kempf et Rolain ont défini la colonisation comme étant la présence
d’ACB dans un prélevement clinique habituellement non stérile en 1’absence de signes
d’infection cliniques et/ou biologiques. L’infection, elle, est définie comme la présence
d’ACB dans un prélévement clinique habituellement stérile associée a des signes cliniques
et/ou biologiques d’infection (125). En revanche, aucune information n’est donnée en ce qui
concerne les critéres d’infection dans les prélévements habituellement non stériles comme les
prélevements respiratoires. De plus, les signes cliniques et biologiques d’infection
respiratoires ne sont pas spécifiques (fievre, dyspnée) et les patients concernés sont souvent
agés et poly pathologiques ce qui complique le diagnostic. D’autres définitions cliniques ou
clinico-biologiques ont été proposées. D’apres Cisneros-Herreros, le diagnostic de certitude
d’une pneumopathie a ACB est posé devant la présence de la bactérie en culture a un taux

significatif & partir d’un prélévement invasif (126).

Dans notre étude, il a été retrouvé, parmi les épisodes ayant pu étre classés, 43 épisodes
d’infection (68,3%) et 20 épisodes de colonisation (31,7%). Toutefois, les résultats de ce

classement sont criticables :

o pour le premier tri basé sur les critéres cyto-bactériologiques. D’une part le biologiste
ne possede pas toujours les renseignements cliniques nécessaires (immunodépression,
antibiothérapie en cours), au moment de la lecture des cultures, pour une interprétation
optimale des résultats des prélevements et d’autre part, il n’existe pas encore de
standardisation pour la lecture microscopique qui n’est pas reproductible d’un

technicien a Dautre (quantification des ¢éléments figurés). En suivant les
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recommandations du REMIC, seuls 14 (32,6%) des épisodes d’infection ont pu étre
caractérisés selon des critéres cyto-bactériologiques. Cela nous permet de souligner
I’importance du dialogue clinico-biologique pour une meilleure prise en charge des

patients.

o pour la caractérisation des épisodes basee sur les critéres cliniques : dans les cas ou les

informations étaient absentes ou imprécises dans les dossiers des patients

Parmi les épisodes classés comme infection, les 26 épisodes monomicrobiens peuvent a
priori étre considérés comme des infections certaines a ACB, alors que dans les 17 épisodes
polymicrobiens, I’infection est certaine mais il est difficile d’évaluer la responsabilité de
I’ACB et les épisodes concernés pourraient tout aussi bien étre classés dans les colonisations.
En ne considérant que les infections certaines a ACB, on observe que quand A. baumannii est
présent dans un prélévement respiratoire, il s’agit une fois sur 2 (51,4% - 19/37) d’une
infection certaine a ce germe alors que I’infection n’est certaine qu’une fois sur 4 (24,0% -
6/25) quand il s’agit d’A. pittii. Ces résultats sont en faveur d’une pathogénicité
d’A. baumannii supéricure a celle d’A. pittii dans les prélevements respiratoires. La
pathogénicité supéricure d’A. baumannii par rapport aux autres especes avait deja été
démontrée dans les prélevements respiratoires mais par rapport a A. nosocomialis (81). Elle a
également été démontrée dans plusieurs publications concernant des bactériemies a ACB (83)
(85) et dans une étude réalisée en Thailande sur 222 infections a ACB dans lesquelles
A. baumannii était en cause dans 88,7% des cas, devant A. nosocomialis (8,1% des cas) et
A. pittii (3,2% des cas).

Il a été retrouvé un nombre supérieur de souches d’ACB BMR chez les patients de
réanimation ou ayant été hospitalisés en réanimation dans les 2 mois précédents (39,0%) par
rapport aux patients hospitalisés dans les services de médecine générale (22,2%). Bien que
ces chiffres ne puissent étre comparés a ceux de la littérature du au fait que la définition des
ACB BMR varie entre les publications (17), cette tendance avait déja été observée par
Schleider et al. en Allemagne en 2012 avec 25% d’A. baumannii résistants a 1’Imipéneme en

réanimation contre 12% dans les services de médecine générale.
> Epidémiologie des prélévements de dépistage selon les espéces du complexe ACB

Au cours de la période étudiée, un clone épidémique d’A. baumannii BMR a circulé dans
les services de réanimation du CHU d’Angers. Des dépistages systématiques avaient alors été

instaurés pour tous les patients de ces services de septembre 2011 a la fin de 1’été 2014 soit la
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durée de I’épidémie. En effet, outre les précautions d’hygiéne, la principale mesure pour
limiter les épidémies et transmissions d’ACB, notamment BMR, en milieu hospitalier, est
d’isoler les patients colonisés (68). L’identification des patients porteurs est alors essentielle..
Il existe pourtant peu de recommandations concernant 1’organisation des dépistages
systématiques dans les établissements de santé (17) et la majorité des publications a ce sujet

remontent aux années 1990.

Parmi les dépistages (rectaux * pharyngeés) realises au CHU d’Angers, il a été retrouvé un
pourcentage stable (4,4% a 4,6%) de patients porteurs d’ACB entre 2012 et 2014. Au cours
du dernier trimestre 2011, 10,4% des patients dépistés étaient positifs & ACB ce qui
s’explique peut étre par le contexte de début d’épidémie. L’année 2011 mise a part, les
valeurs de prévalence retrouvée dans les dépistages chez les patients au CHU d’Angers sont
proches des 3,2% qui avaient été retrouvés dans une étude sur 506 patients de 53 services de
réanimation francais en 2003 (129). Toutefois, il s’agissait d’une étude de prévalence réalisé
sur un seul jour et, contrairement a la situation angevine, la majorité des services dépistés
n’étaient pas en période d’épidémie au moment de la réalisation des prélevements. Une étude
réalisée en 1995 en Espagne rapportait un taux de portage a ACB de 66% en période
épidémique dans un service de réanimation suite a des prélevements rectaux, pharyngés et

axillaires (130). Cette étude n’incluait que 73 patients sur 5 mois.

Il était attendu de retrouver une prédominance d’A. baumannii dans les dépistages
puisque cette espéce avait précédemment eté retrouvée majoritaire dans les services de
réanimation, la ou avait été réalisé la quasi-totalité des prélevements de dépistage et ou le

clone épidémique d’A. baumannii BMR circulait.

Dans la littérature, il est rapporté que, contrairement aux dépistages pour la recherche de
Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) ou d’entérocoque résistant a la
Vancomycine (ERV), les prélevements de dépistage ciblant les ACB sont peu sensibles,
méme en associant plusieurs sites de prélévement (68). Marchaim et al. ont ont retrouvé une
sensilibité globale de 55% en prélevant 6 sites différents (nez, pharynx, peau, rectum, plaies et
sécrétions trachéales en cas d’intubation) chez 22 patients qui avaient eu des prélevements
cliniques positifs a A. baumannii dans les 10 jours précédents. Les sensibilités retrouvés en
prélevant un seul site étaient plus faibles : 13,5% pour la peau, 14% pour le rectum, 18% pour
le nez et 23% pour le pharynx (68). Dans une étude réalisée en 1995, Ayats et al. ont retrouve

une sensibilité de 75% pour les prélevements axillaires et pharyngés et de 77 % pour les
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prélévements rectaux. C’est la combinaison pharyngé/rectal qui avait la plus grande
sensibilité (96%) (130). Lortholary el al. ont retrouvé une sensibilité de 55% pour les
dépistages rectaux, qui atteignait 80% en combinant un prélevement rectal avec un écouvillon
nasal (131). Une autre étude retrouvait une sensibilité globale de 85% en prélevant au niveau
de 4 sites. En ne considérant qu’un seul site, 1a meilleure sensibilité avait été retrouvée sur des
aspirations endotrachéales et la combinaison de 2 sites la plus sensible associait un
préléevement rectal avec un prélévement trachéal (132).

Dans notre étude, nous retrouvons également une faible sensibilité des prélevements de
dépistages. D’une part, NOus avons pu constater que pour 56,4% des patients dépistés positifs
a ACB ayant eu a la fois des prélévements rectaux et pharyngés, seul un de ces deux types de
préléevements était revenu positif, ’autre ayant toujours été retrouvé négatif. De plus, au sein
des couples R/P positifs, les 2 prélévements n’étaient retrouvés positifs que dans 30,3% des
cas. Enfin, chez 11 patients hospitalisés en réanimation, aucun dépistage n’a été retrouvé
positif bien qu’ils aient eu des prélévements cliniques positifs 8 ACB. IIs avaient pourtant eu
5,6 prélevements chacun en moyenne. Comme dans les études citées précédemment, nous
retrouvons, au sein de ces couples R/P, une sensibilité plus importante des prélevements
pharyngeés (73,9%) par rapport aux prélévements rectaux (56,4%). D’ailleurs, lorsqu’un seul
des deux prélévements du couple est positif, il s’agit plus fréqguemment du prélevement
pharynge (43,6% contre 26,1%). Il est & noter qu’en présence d’A. pittii, la sensibilité des
prélevements pharyngés était significativement plus importante que celle des prélevements
rectaux (75,0% contre 39,3%, p<0,01) alors qu’il y avait peu de différence de sensibilité en
présence d’A. baumannii entre ces 2 prélevements (73,6% contre 60,1%). Ainsi, en cas
d’épidémie a A. pittii, il pourrait étre plus intéressant de réaliser des préléevements pharyngés

plutbt que des prélevements rectaux.

Ces données renforcent la constatation que la combinaison de plusieurs sites de
prélevements augmente la sensibilité du dépistage. Les recommandations de la Société
francaise d’hygiéne hospitaliére de 2009 sur la prévention de la transmission croisée (133)
préconisent pourtant de préférence un préléevement rectal ou un prélévement pharyngé, le cas
échéant. Aucune indication n’est donnée quant a la fréquence de dépistage. Celle-ci est

généralement de 1 a 2 séries de prélévements par semaine selon les études.

Par ailleurs, il a été montré que les patients colonisés étaient significativement plus a

risque de développer des infections & ACB, d’ou I’intérét de les dépister précocément.

63



Corbella et al. (127) ont montré que la valeur prédictive positive (VPP) d’avoir des
prélevements cliniques retrouvant A. baumannii était significativement plus importante chez
les patients ayant une colonisation digestive par rapport a ceux qui n’était pas porteur de cette
bactérie (49% contre 8%). En distinguant les infections des colonisations, ils ont également
calculé une VPP de developper une infection 5 fois plus élevée chez les patients colonises que
chez les non colonisés (26% contre 5%). Une VPP de développer une infection en cas de
colonisation digestive égale a 17% avait également été retrouvée par Lortholary et al. (131)
qui avaient, de plus, calculé une valeur prédictive négative (VPN) de 99% démontrant que les
patients non colonisés avaient tres peu de risques de développer une infection. Ayats et al.
(130) avaient par ailleurs retrouvé que la colonisation précédait 1’infection d’une semaine en

moyenne (1 a 20 jours) dans 71% des cas (134).

Concernant la sensibilité des ACB isolés dans les dépistages, la quasi-totalité des souches
BMR avait le profil de sensibilité aux antibiotiques du clone épidémique d’A. baumannii alors
que les autres souches de cette espéce et toutes les souches d’A. pittii étaient relativement
sensibles aux antibiotiques. L’identification au rang d’espéce des ACB dans les préleévements
de dépistages permettrait donc, en période épidémique et connaissant 1’épidémiologie locale,
de réaliser un premier tri entre les patients des 1’isolement d’un ACB, avant les résultats de

I’antibiogramme.

Tous ces résultats démontrent 1’utilité des prélevements de dépistage, en période
épidémique, ainsi que, d’une part, leur valeur prédictive pour repérer et surveiller les patients
a risque de développer une infection 8 ACB et d’autre part, I’intérét de prélever plusieurs sites
et notamment au niveau pharyngé afin d’augmenter leur sensibilité. Des études
complémentaires sont nécessaires afin de trouver d’éventuelles autres méthodes permettant
d’augmenter la sensibilité des dépistages ainsi que pour évaluer de maniere locale et nationale
le risque d’infection chez les patients colonisés selon ’espéce du complexe ACB. Ceci
permettrait d’établir des recommandations de bonnes pratiques sur la fagon de dépister et les
conduites a tenir en fonction des résultats des prélévements selon 1’espece isolée et selon

I’antibiogramme.

» Intérét de lidentification des Acinetobacter au rang d’espéce en routine et

utilisation de la spectrométrie de masse

Les Acinetobacter appartenant au complexe ACB sont les plus impliqués en clinique,

mais seules les techniques de biologie moléculaire permettent, aujourd’hui, une identification
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totalement fiable de ces bactéries au rang d’espece. Pourtant, les études ont démontré que ces
especes étaient réellement différentes sur les plans clinique, épidémiologique et au niveau de
leurs résistances aux antibiotiques et que le rdle en pathologie humaine d’A. pittii et
d’A. nosocomialis, bien souvent sous-estimé, n'était plus a négliger. Survenant chez des
patients fragilisés, principalement dans les services de soins intensifs, les infections dues a ces
bactéries sont associées a des taux de mortalit¢ élevés et 1I’émergence de souches
multirésistantes conduit parfois & des impasses thérapeutiques. Leur potentiel épidémiogene
place ces micro-organismes parmi les pathogénes les plus problématiques au sein des
établissements de santé. Pour ces raisons, il apparait primordial de pouvoir les étudier

séparément afin de mieux prendre en charge les infections qu’ils entrainent.

Pour I’identification de ces pathogenes, la spectrométrie de masse, par sa rapidité, son
faible colt et sa simplicité d’utilisation apparait comme une alternative aux méthodes de
biologie moléculaire qui sont longues, couteuses et exigent une technicité importante. Les
résultats obtenus au laboratoire de bactériologie du CHU d’Angers avec le Vitek®MS
concordent a 100% avec les identifications obtenues par séquencage du gene rpoB pour les 3
especes d’intérét médical A. baumannii (n = 18), A. pittii (n = 18) et A. nosocomialis (n = 11).

S™ récemment

Ces résultats démontrent 1’efficacité de la base de données SARAMI
implémentée avec les spectres de ces espéces comme cela avait déja été démontré par
Pailhories et al. (118). Conformément a ce qui était attendu, au vu de 1’absence de spectres
spécifiques des autres espéces d’Acinetobacter dans la base de données, cette spécificité dans
les résultats d’identification n’était pas aussi bonne pour les autres especes. En effet, seuls 3
isolats sur 4 d’A. calcoaceticus ont été identifiés correctement par spectrométrie de masse, le
dernier ayant été identifi¢ comme appartenant a 1’espéce génomique 14 BJ par séquengage du
géne rpoB. De plus, 2 isolats d’A. calcoaceticus identifiés par séquengage n’avaient pas
donné de résultats en spectrométrie de masse. Enfin, une souche identifiée en biologie
moléculaire comme appartenant a 1’espéce génomique 13 BJ n’avait pas non plus été
identifiée par MALDI-TOF. Le dernier isolat n’a pu étre identifié par aucune de ces deux
techniques et correspond peut-étre a une espéce n’ayant jamais été décrite. La base de
données SARAMIS™ n’étant pas validée pour la routine, la technologie MALDI-TOF ne

pourra étre utilisée en routine dans cet objectif de discrimination des espéces d’Acinetobacter

gu’apres I’extension des bases de données par les fournisseurs.

L’identification des bactéries appartenant au complexe ACB permettra dans un premier

temps d’étudier ces différentes espeéces afin de mieux caractériser les particularités de
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chacune. Par la suite, I’identification précise de ces bactéries dans des prélévements cliniques
permettra probablement de mieux évaluer le potentiel pathogéne des souches et de pouvoir
mettre en place une antibiothérapie probabiliste adaptée a I’espece et a I’épidémiologie locale.
L’identification au laboratoire d’espéces habituellement peu résistantes permettra d’éviter la
mise en place de mesures d’isolements par exceés dans [Dattente des résultats de
I’antibiogramme. Par ailleurs, les épidémies a ces bactéries pourront étre surveillées plus

facilement tout en réduisant les analyses de biologie moléculaire, longues et colteuses.
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CONCLUSION

Parmi les bactéries du complexe ACB, A.baumannii est décrit comme étant la plus
pathogéne. Cependant, un nombre croissant de publications rapporte un réle non négligeable
des autres espéces de ce complexe qui peuvent également étre impliquées dans des épidémies
hospitalieres et acquérir de multiples génes de résistances. Il a, par ailleurs, été montré que
des variations importantes existaient dans la répartition des especes de ce complexe selon les

régions du monde et selon les hopitaux.

Notre objectif était de réaliser un premier état des lieux de 1’épidémiologie de ces

pathogenes au CHU d’Angers entre 2010 et 2014.

De fagon inattendue, il a été observé une prédominance d’A. pittii devant A. baumannii
dans notre hopital ; A. nosocomialis était peu représenté. Nos résultats confirment 1’existence
de différences entre les especes du complexe ACB, en termes de répartition, de pathogénicité
et de sensibilité aux antibiotiques. Notamment, A. baumannii a été retrouvé majoritaire dans
les prélévements respiratoires et dans les services de soins intensifs alors que A. pittii
prédominait dans la catégorie hémocultures/cathéters et dans les services de médecine
générale. L’étude des prélévements respiratoires a confirmé une plus forte pathogénicité de
I’espéce A. baumannii qui entrainait davantage d’infections qu’A. pittii. Enfin, les souches
d’A. baumannii etaient souvent multi-résistantes alors que celles d’A. pittii étaient

généralement sensibles aux antibiotiques d’intérét.

Ces constatations soulignent 1I’importance de pouvoir identifier ces pathogénes au rang
d’espece, en routine. Dans un premier temps, des études complémentaires sont nécessaires
afin d’approfondir les connaissances sur ces différentes bactéries, tant sur le plan clinique,
pour évaluer plus précisément leurs pathogeénicités, que sur le plan épidémiologique, pour
étudier leurs répartitions et leurs profils de résistance aux antibiotiques. La connaissance de
I’épidémiologie locale dans chaque hopital permettrait, dans un deuxieme temps, d’améliorer

la prise en charge des patients qui pourra alors étre adaptée a I’espeéce isolée.

Enfin, au décours des épidémies, 1’identification de ces pathogénes au rang d’espece
faciliterait la surveillance des souches en circulation. Des études visant a améliorer la
sensibilité des dépistages permettraient également d’établir des recommandations en fonction

de I’espéce impliquée.
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De par sa fiabilité et sa facilité d’utilisation, la spectrométriec de masse apparait comme
une technique appropriée pour répondre a ce besoin. Son utilisation en routine ne pourra
toutefois étre possible et utile que grice a I’amélioration des bases de données des
spectromeétres de masse par les fournisseurs et une étroite collaboration entre les cliniciens et

les biologistes.
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RESUME ET MOTS CLES

Le complexe Acinetobacter baumannii - calcoaceticus (ACB) comprend 4 espéces
dont 3 d’intérét clinique, A. baumannii, A. pittii et A. nosocomialis. Ces espéeces sont
génétiquement trés proches et il est difficile de les différencier de maniere fiable avec les
méthodes d’identification utilisées en routine dans les laboratoires de microbiologie. Il est
pourtant important de les distinguer car des différences majeures existent, tant sur les plans
clinique et épidémiologique qu’au niveau de leur résistance aux antibiotiques. Récemment, le
laboratoire de bactériologie du CHU d’Angers a créé une base de donnéeS sur son

spectrométre de masse MALDI-TOF permettant de discriminer ces 3 espéeces.

Dans ce travail, nous avons analysé tous les isolats identifiés comme ACB et isolés au
CHU d’Angers entre 2010 et 2014. Apres identification au rang d’espéce par spectrométrie de
masse MALDI-TOF, une étude épidémiologique a été réalisée. Nous nous sommes plus
particuliérement intéressés aux isolats retrouvés dans les prélevements respiratoires et dans

les prélevements de dépistage.

De facon intéressante, sur 986 isolats analysés, il a été retrouvé une prédominance
d’A. pittii (53,0%) devant A. baumannii (44,4%). A. nosocomialis n’était présent que dans
2,0% des isolats. A. baumannii était majoritaire dans les prélevements respiratoires et au sein
des services de reéanimation, alors que A. pittii prédominait dans la catégorie
hémocultures/cathéters et en médecine générale. 1l a été montré un plus grand pouvoir
pathogene d’A. baumannii dans les infections respiratoires et également que cette espece était

plus souvent multi-résistante aux antibiotiques que les autres bactéries du complexe.

Les résultats obtenus constituent un premier état des lieux de 1’épidémiologie propre
de chacune de ces especes au sein du CHU d’Angers et confirment I’existence de différences
dans leur répartition et dans leur pouvoir pathogéne. Devant ces constatations, il apparait
nécessaire de pouvoir identifier ces bactéries au rang d’espéce, en routine, afin de mieux
caractériser les particularités de chacune, de surveiller plus aisément les épidémies et de

pouvoir, a I’avenir, adapter la prise en charge des patients a I’espece isolée.

Mots clés : Acinetobacter baumannii — CHU Angers — Complexe Acinetobacter baumannii-
calcoaceticus — Epidémiologie — Spectrométrie de masse MALDI-TOF
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