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Première partie : revue de la littérature 

I. Introduction  

Acinetobacter baumannii est une bactérie environnementale principalement responsable 

d’infections opportunistes chez des patients fragilisés, notamment de pneumonies nosocomiales 

et de bactériémies (1). Cette espèce bactérienne présente une résistance naturelle à plusieurs 

antibiotiques majeurs et peut devenir rapidement multirésistante par l’acquisition d’éléments 

génétiques mobiles porteurs de gènes de résistance et/ou capables d’activer l’expression ou la 

surexpression de gènes de résistance chromosomiques (2). Les infections que ces isolats 

occasionnent peuvent être difficiles à prendre en charge en particulier lorsqu’ils perdent la 

sensibilité aux bêta-lactamines et principalement aux carbapénèmes. Les souches productrices 

de carbapénémase sont ainsi un problème thérapeutique majeur (3) et se trouvent sur la liste de 

développement prioritaire d’antibiotique de l’OMS (4). A. baumannii possède de plus la 

capacité de survivre plusieurs mois dans l’environnement ce qui lui confère un pouvoir de 

dissémination important en milieu hospitalier où la pression de sélection par les antibiotiques 

et le manuportage assurent sa persistance (5). C’est particulièrement le cas dans les unités de 

soins intensifs et notamment de réanimation des brûlés où la brûlure constitue un terrain 

favorable à la colonisation puis à l’infection par cette bactérie (perte de la barrière physique, 

chimique et physiologique, immunodépression, et mise en place de dispositifs invasifs) (6). 

II. Acinetobacter baumannii, la bactérie   

 Microbiologie – position taxonomique 

Les bactéries du genre Acinetobacter sont des coccobacilles à Gram négatif aérobies stricts, 

immobiles comme le nom l’indique. Elles appartiennent à la famille des Moraxellaceae au sein 

de la classe des gammaprotéobactéries qui comprend notamment les entérobactéries et les 

Pseudomonadaceae. Leurs principales caractéristiques biochimiques d’intérêt diagnostique 

sont une activité catalase, l’absence de cytochrome c oxydase et de nitrate réductase (7).  

 

Figure 1 : Coloration de Gram (A) et aspect des colonies sur milieu Muller-Hinton (B) de A. baumannii.  



20 

 

Le genre Acinetobacter regroupe à ce jour 73 espèces validées de la List of prokaryotic names 

with standing in nomenclature (https://lpsn.dsmz.de). Parmi elles, six sont phénotypiquement 

similaires et génétiquement proches, regroupées au sein du groupe calcaoceticus-baumannii. Il 

s’agit de Acinetobacter baumannii, Acinetobacter pitii (anciennement Acinetobacter sp3) (8), 

Acinetobacter nososcomialis (anciennement Acinetobacter sp13TU) (8), Acinetobacter 

calcaoceticus, Acinetobacter seifertii (9) et Acinetobacter dijkshoorniae/lactucae (10,11). Leur 

différenciation phénotypique est délicate en pratique y compris par spectrométrie de masse 

MALDI-ToF ce qui peut imposer de recourir à des techniques génétiques complémentaires 

(e.g., analyse de séquences de gènes domestiques comme rpoB, recA ou gyrB) (12). Au sein du 

groupe calcaoceticus-baumannii, A. baumanni est responsable de la quasi-totalité des 

infections et A. calcaoceticus n’est pas considéré comme pathogène (7).  

 

 Diversité des isolats de A. baumannii et typage des souches  

La majorité des infections humaines sont dues à certaines sous-populations de l’espèce 

A. baumannii identifiées comme des complexes clonaux par les principales techniques de 

typage. 

Le typage bactérien est un outil indispensable pour identifier les sources et les voies de 

propagation des bactéries au sein d’une même espèce (13). En médecine, les méthodes utilisées 

visent à mettre en évidence des clones infectieux, à étudier leur virulence et leur transmission 

afin de juguler leur dissémination. 

Historiquement, des méthodes phénotypiques ont d’abord été utilisées, suppléées depuis par 

une grande variété de méthodes génotypiques (14) dont la chronologie est résumée dans la 

figure 2.  

 

Figure 2 : Chronologie d’apparition des différentes méthodes de typage bactérien (d'après Novais et coll(14)).                     

Le sérotypage permet par des méthodes immunologiques de mettre en évidence des antigènes pour définir des sérovars. Le 

typage phagique consiste en la détermination du profil de sensibilité aux phages qui permet de différentier des clones.  Le 

biotypage consiste à utiliser des tests biochimiques et le typage par bactériocine définit un profil de sensibilité à ces peptides. 
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Les techniques génotypiques applicables à A. baumannii ont longtemps reposées sur l’étude du 

polymorphisme de longueur des fragments issus du clivage de leur ADN par des endonucléases 

(restriction fragment length polymorphism, RFLP), la technique de référence étant la 

comparaison des profils de macrorestriction obtenus après électrophorèse en champs pulsés 

(RFLP- PFGE [pulsed-field gel electrophoresis]) (15).  Cet outil a été utilisé pour typer les 

souches et définir des pulsotypes de A. baumannii à partir de 1988, et trois lignées à 

dissémination internationale (I-III) ont ainsi été mises en évidence. Fin des années 90, une 

méthode simple a également été proposée en étudiant les gènes de résistance aux aminosides 

compte tenu de la grande variabilité de ces gènes dans les isolats cliniques (16).  Au cours de 

la dernière décennie, grâce aux progrès du séquençage de l’ADN, cette méthode a été 

supplantée par des typages dits multilocus sequence typing (MLST), comparant des séquences 

de gènes indispensables à l’espèce (gènes « domestiques »). Initialement réalisée sur des 

concaténations de séquences de quelques gènes (7 pour le profil MLST « classique », puis 52 

pour le MLST des gènes de protéines ribosomiques [r-MLST]), la méthode permet de disposer 

de bases de données et de schémas de typage accessibles à tous, dont le plus discriminant pour 

étudier la dissémination des clones de A. baumannii est celui de l’Institut Pasteur de Paris (17). 

Il permet à ce jour de distinguer 176 sequences types (ST) regroupés en 20 complexes 

clonaux dont la représentation graphique des distances génétiques est schématisée dans la 

figure 3 par le logiciel eBURST. Les trois principaux complexes clonaux (CC1, 2 et 3) 

correspondent respectivement aux lignées I, II et III initialement définies par typage RFLP-

PFGE (18). Les complexes clonaux 1 et 2 prédominent en contexte médical à travers le monde. 

Les isolats producteurs de la carbapénémase la plus fréquente chez A. baumannii (OXA-23) 

appartiennent très majoritairement au CC2 (19).  En Europe, on trouve aussi les CC3, 10, 15, 

32 ainsi que les ST indépendants 25 et 52. Le ST 78 et le CC79 ont été identifiés respectivement 

en Italie et en Espagne (18).  
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Figure 3 : Représentation eBURST des séquences types (18)).  Chaque ST est représenté par un cercle. Les ST épidémiques 

sont représentés par un cercle rouge dont la taille est corrélée aux nombres de séquences retrouvées dans les bases de 

données. Les lignes entre deux ST correspondent à une variation d’un seul locus. 

Par exemple, le complexe clonal (CC2) réunit le ST2 et 12 autres ST qui ne diffèrent que par 

une ou deux mutations au niveau d’un seul locus et sont donc génétiquement liés. 

Plus récemment encore, l’avènement du séquençage de génomes entiers à coût plus accessible 

et l’apparition d’outils bio-informatiques performants a amélioré la précision du typage 

génomique qui s’appuie maintenant sur l’analyse dite cg-MLST de l’ensemble des gènes 

conservés à toutes les souches de l’espèce (le core genome [cg], constitué de plus de 2 000 

gènes dans le cas de A. baumannii). Cette approche permet notamment de distinguer différents 

isolats au sein des ST précédemment définis (20).  

Cependant, le temps d’analyse et le coût élevé de cette approche n’en font pas encore un outil 

de terrain pour l’analyse rapide des épisodes épidémiques dans le contexte hospitalier. Pour 

cette raison, il existe un intérêt croissant pour des méthodes de typage phénotypique innovantes, 

rapides et (relativement) peu onéreuses. Deux d’entre elles semblent prometteuses et 

accessibles à la microbiologie médicale de routine : la spectrométrie de masse MALDI-ToF et 

la spectrométrie infra-rouge par transformée de Fourier (IR-TF) (14), que nous avons utilisées 

dans la partie expérimentale de ce travail. Ces techniques reposent respectivement sur l’étude 

du spectre de masse des protéines totales et sur l’étude de la composition osidique de la paroi 

des bactéries. Le typage par IR-TF est une technique déjà ancienne qui connait un 

développement nouveau avec la mise sur le marché de l’automate IR-biotyper (Bruker) et de 

son système de traitement informatique des données spectrales. Ce dispositif a fait ses preuves 

pour typer rapidement des isolats de plusieurs espèces de bacilles à Gram négatif d’intérêt 

médical, mais semble jusqu’à présent fournir des résultats inconstants dans le cas de 

A. baumanni (21). 
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III. Acinetobacter baumannii, de l’environnement à l’infection 

A. baumannii est une espèce principalement retrouvée en milieu hospitalier, plus rarement dans 

des échantillons telluriques, le plus souvent contaminés par des effluents hospitaliers (22). 

Néanmoins, une étude a démontré un portage par les chats et chiens domestiques atteignant 

8,5 % des animaux étudiés dans l’île de la Réunion (23). Ce portage semble exister aussi chez 

l’homme au niveau cutané et est évalué entre 0,5 et 3 % de la population (7).  

 Colonisation et infection humaine 

A. baumannii est une bactérie peu virulente responsable d’environ 2 % de l’ensemble des 

infections (24). Ces infections principalement opportunistes surviennent chez des patients 

fragilisés et/ou immunodéprimés dans les unités de soins intensif. Bactériémies et pneumonies 

nosocomiales sont les principales présentations, qui résultent du pouvoir de colonisation de la 

bactérie lors des soins invasifs, cathétérisme et ventilation mécanique principalement (7).  

Les bactériémies sont le plus souvent secondaires à la colonisation des cathéters centraux ou 

à une pneumonie nosocomiale (25). La mortalité des bactériémies à A. baumannii est 

particulièrement élevée, comprise entre 34 % et 43,4 % dans les unités de soins intensifs et de 

16,3 % dans les autres services hospitaliers, plaçant ce micro-organisme au 3e rang en termes 

de mortalité derrière Candida spp et Pseudomonas aeruginosa (7). 

Les pneumonies sont étroitement liées à la ventilation mécanique bien que des pneumonies 

communautaires sévères aient été rapportées chez des patients présentant des 

comorbidités importantes (diabète, cancer, alcoolisme et tabagisme) dans des zones chaudes et 

humides comme l’Océanie ou l’île de la Réunion (23,25). Plus récemment, des surinfections 

pulmonaires ont été rapportées chez des patients atteints par la Covid-19 dans les unités de soin 

intensif (26). C’est néanmoins l’intubation qui est le principal facteur facilitant la contamination 

à partir de l’environnement immédiat des patients. La capacité de A. baumannii à produire un 

biofilm induit ensuite la persistance bactérienne. Il reste cependant difficile de différencier à 

quel moment la colonisation se transforme en véritable pneumonie (25).  

Une 3e présentation clinique liée à la médecine de guerre et de cataclysmes a fait l’objet de 

multiples observations. Il s’agit d’infections ou de surinfections de plaies et parties molles, 

fréquentes chez les vétérans nord-américains blessés au Moyen-Orient ou en Afghanistan, et 

dans des populations touchées lors de tremblements de terre ou inondations (27–29). Des 

infections urinaires, méningites, endocardites, ostéomyélites ou endophtalmies sont plus 

rarement rapportées (25). Enfin, A. baumannii est aussi rencontré en médecine vétérinaire. 

Comme en médecine humaine, la plupart des infections sont nosocomiales et ont été rapportées 
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chez diverses espèces (e.g pyodermite canine, la fasiiste nécrosante féline, pneumonies chez le 

vison…) (30).  

 

 Facteurs de pathogénicité de A. baumannii 

On ne connaît pas à A. baumannii de déterminants de virulence tels qu’une toxine sécrétée ou 

un facteur spécifique d’échappement immunitaire. De plus, il ne semble pas exister de 

différence notable de pathogénicité entre les isolats des complexes clonaux épidémiques (en 

dehors de leur diffusibilité) et les souches sporadiques. L’espèce est surtout caractérisée par sa 

capacité à persister dans des conditions défavorables à la survie des bactéries à Gram négatif, 

dans l’environnement des patients, puis dans leur organisme en réponse aux antibiotiques qu’ils 

reçoivent. La plasticité de son génome et la capacité rapide à muter lorsqu’il est confronté à un 

stress sont les éléments principaux expliquant son émergence (31).   

Quatre principales caractéristiques concourent à cette persistance : résistance à la dessiccation, 

au stress oxydatif, production de biofilm, et résistance aux antibiotiques. A. baumannii est 

capable de rester viable plus de 100 jours sur des surfaces inertes, en partie grâce à la structure 

de sa membrane externe et à la présence d’une capsule polysaccharidique. De plus, lors de la 

reviviscence, la réhydratation qui induit un stress oxydatif dommageable à l’ADN est neutralisé 

par une augmentation de l’activité catalase/peroxydase grâce à une régulation génétique 

originale : il a en effet été montré que l’introduction d’un promoteur fort apporté par une copie 

de la séquence d’insertion ISAba1 en amont du gène katG induit une expression 20 fois plus 

importante de la catalase la plus active de la bactérie, et ainsi une résistance efficace aux 

dommages du stress oxydatif (32).  

L’organisation des bactéries en biofilm qui permet leur survie sur des surfaces biotiques 

(téguments lésés ou altérés par les soins par exemple) ou abiotiques (matériel médicaux invasifs 

notamment) contribue de façon significative à la moindre efficacité des antibiotiques et 

antiseptiques (33).  
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 Résistances naturelles et acquises aux antibiotiques 

1. Support génétique et évolution de l’antibiorésistance chez A. baumannii 

À l’instar d’autres bactéries opportunistes nosocomiales comme Pseudomonas aeruginosa, 

Stenotrophomonas maltophilia ou Burkholderia cepacia, A. baumannii est naturellement 

résistant à la majorité des molécules de la principale famille d’antibiotiques utilisés en 

médecine, les bêta-lactamines. Si les isolats sauvages de A. baumannii sont naturellement 

sensibles aux carbapénèmes (sauf l’ertapénème), aux aminosides, aux fluoroquinolones et aux 

polymyxines, les dernières décennies les ont vus rapidement décliner chez les patients infectés 

au profit de souches multirésistantes, sans doute sélectionnées grâce à la formidable capacité 

d’adaptation de cette espèce face à la pression de sélection des antibiotiques (34). Deux 

catégories de mécanismes sont impliquées dans cette évolution. Il s’agit (i) de la dérégulation 

de déterminants de résistance (enzymatiques, d’efflux ou d’imperméabilité) préexistants dans 

les souches sauvages, mais peu ou pas exprimés, (ii) de l’acquisition de gènes étrangers (34). 

Chez A. baumannii les séquences d’insertion et principalement ISAba1 semblent avoir un rôle 

prépondérant dans l’émergence de la multirésistance des souches contemporaines. Les 

séquences d’insertion (IS) sont des éléments génétiques mobiles de petite taille (< 2 500 paires 

de base) constitués de deux séquences inversées répétées encadrant le gène d’une transposase, 

enzyme qui permet la mobilité de l’IS à l’intérieur d’une même molécule d’ADN ou entre deux 

molécules d’ADN distinctes. Lors de leurs déplacements, les séquences d’insertion peuvent 

inactiver un gène en s’insérant dans ce dernier ou dans son promoteur. Elles peuvent également 

augmenter l’expression d’un gène en constituant un promoteur alternatif (35) ou par 

inactivation de son éventuel répresseur (36).  

 

Figure 4 : Mécanismes génétiques d’activation ou d’inactivation génique reliés aux séquences d’insertions. (A) Expression 

normal d’un gène. (B) Inactivation génique engendrée par l’interruption de la séquence codante. (C) Inactivation génique 

par interruption du promoteur ou activation génique par interruption du répresseur. (D) Sélection d’un promoteur alternatif. 

D’après Vandecraen et coll (36).  
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Enfin, les IS peuvent flanquer un gène, constituant ainsi un transposon composite, capable de 

s’insérer et de se déplacer dans le génome bactérien. C’est ce qui se produit par exemple dans 

le transposon Tn2006 formé de 2 ISAba1 encadrant le gène blaOXA-23 de la principale 

carbapénémase des isolats multirésistants de A. baumannii (37). 

 

2. Résistance aux bêta-lactamines  

A. baumannii produit une bêta-lactamase chromosomique non inductible de classe C (ADC 

pour Acinetobacter-derived cephalosporinase) qui confère une résistance naturelle de haut 

niveau non inhibée par l’acide clavulanique à toutes les céphalosporines à l’exception de la 

ceftazidime et du céfépime peu inactivés et de niveau moindre aux amino- et uréïdopénicillines, 

ainsi qu’à l’aztréonam.  

L’hyperproduction de ADC observée dans la plupart des souches multirésistantes est due à 

l’insertion de ISAba1 qui augmente la force du promoteur du gène blaADC et induit ainsi sa 

surexpression. La ceftazidime est alors inactivée, mais ni le céfépime ni les carbapénèmes ne 

sont habituellement affectés. Cependant, il existe de multiples variants possibles de cette 

céphalosporinase (ex. ADC-33 ou -56) qui confèrent un haut niveau de résistance au 

céfépime (38,39).  

Le génome des souches sauvages de A. baumannii possède également un gène de bêta-

lactamase de classe D, l’oxacillinase OXA-51 peu ou pas exprimé, mais qui peut conférer une 

résistance de haut niveau aux ureidopénicillines, carboxypénicillines et aux carbapénèmes 

lorsqu’un promoteur fort est formé par insertion de ISAba1 (40). 

Le niveau de résistance aux bêta-lactamines peut également augmenter par surexpression d’un 

efflux actif naturel de la bactérie, comme celui qui met en jeu les pompes AdeABC, AdeFGH 

et AdeIJK de la famille RND (resistance nodulation division). Cette surexpression peut survenir 

par mutation ponctuelle d’un ou plusieurs gènes du système, ou par modification de promoteur 

par insertion de ISAba1 (41). 

La résistance aux bêta-lactamines peut également survenir par l’acquisition de gènes apportés 

par des éléments génétiques mobiles. C’est le cas pour les céphalosporines avec l’acquisition 

de diverses bêta-lactamases à spectre étendu comme VEB-1, PER-1, PER-2, SHV-12, TEM-

92, TEM- 116, CTX-M-2 ou CTX-M-43 (41). En ce qui concerne l’imipénème et le 

méropénème, différentes carbapénémases peuvent être acquises par A. baumannii. Les deux 

principales sont l’oxacillinase OXA-23 (bêta-lactamase de classe D) et la métallo-bêta-

lactamase NDM-1 (classe B). D’autres carbapénémases de classe D (OXA-40, -58, -143, -
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235) (42) et de rares bêta-lactamases de classe A, KPC et GES (inactivées par l’acide 

clavulanique) sont plus occasionnellement retrouvées (41). 

OXA-23 est largement prédominante (> 90 %) dans les isolats résistants aux carbapénèmes (43) 

en particulier ceux du complexe clonal 2 de dissémination mondiale (42). De plus, le niveau de 

résistance qu’elle confère est parfois majoré par des mécanismes d’imperméabilité surajoutés 

comme la perte de la porine Omp29 (44). La source de cette bêta-lactamase pourrait être, 

Acinetobacter radioresistens, une espèce voisine chez laquelle blaOXA-23 semble exister à l’état 

naturel (45). 

 

3.  Résistance aux aminosides  

A. baumannii est une naturellement sensible aux aminosides. L’acquisition de résistances est 

cependant fréquente, trois mécanismes pouvant y concourir : modification enzymatique, efflux 

et modification de la cible ribosomique. 

Plusieurs enzymes modificateurs (acétyl-, phospho- et nucléotidyltransférases) peuvent être 

acquis, qui inactivent sélectivement les molécules d’intérêt thérapeutique, gentamicine, 

tobramycine et amikacine (tableau 1). Une étude a montré que 94 % des isolats d’importance 

clinique avaient acquis au moins un de ces enzymes (46), leur production simultanée aboutit à 

des phénotypes variés. Ainsi, une autre étude a montré que 84 % des isolats cliniques analysés 

possédaient de 2 à 5 gènes de résistance, pour 12 combinaisons phénotypiques possibles (47).  

Tableau 1 : Principaux enzymes inactivateurs des aminosides de A. baumannii et phénotypes de résistance qui en résultent 

Enzyme* 

Aminoside d’intérêt thérapeutique 

Amikacine Gentamicine Tobramycine 

ANT(2’)-Ia sensible résistant résistant 

APH(3′)-VIa résistant sensible sensible 

AAC(3)-Ia sensible résistant Sensible 

AAC(6’)-Ib résistant sensible Résistant 

AAC(3)-IIa sensible résistant Résistant 

 

*ANT, aminoglycoside nucleotidyltransferase 

  APH, aminoglycoside phosphotransferase 

  AAC, aminoglycoside acetyltransferase 
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L’efflux actif qui entraîne une résistance de haut niveau aux aminosides est principalement dû 

à la surexpression de la pompe excrétrice AdeABC par apparition d’un promoteur fort induit 

par ISAba1 (41). 

Les modifications de la cible ribosomique des aminosides sont aujourd’hui fréquentes chez 

A. baumannii. Elles sont de deux types : mutations des protéines ribosomiques et/ou de l’ARNr, 

et méthylation post-transcriptionnelle de l’ARNr. Parmi les 16 méthylases de l’ARNr décrites 

chez les bactéries à Gram négatif (48), ArmA est prédominante chez A. baumannii, souvent 

associée à la production de OXA-23 au sein du complexe clonal 2 (49), bien que l’enzyme 

RmtA ait aussi été retrouvée occasionnellement (50). ArmA confère une résistance de haut 

niveau à la gentamicine, à la tobramycine et à l’amikacine (48), d’aspect hétérogène à 

l’antibiogramme, la croissance bactérienne étant perturbée par la méthylation du ribosome (51).  

 

 

Figure 5: Résistance à la gentamicine médiée par la méthylase ArmA. A) Souche sensible à la gentamicine. B) Souche 

résistante. 

 

4. Résistance aux fluoroquinolones  

Le mécanisme principal est la mutation de la région QRDR (quinolone-resistance determining 

region) des gènes des topoisomérases gyrA et parC qui encodent respectivement les sous-

unité A de l’ADN gyrase et de la topoisomérase de type IV (52), cibles des quinolones. De 

nombreux isolats cliniques du complexe clonal 2 producteurs de OXA-23 et ArmA sont aussi 

résistants aux fluoroquinolones par mutation des régions QRDR (53)  

La résistance aux fluoroquinolones peut être également causée par la surexpression de l’efflux 

des pompes AdeABC et AdeM.  Plus rarement, l’acquisition du gène plasmidique qnr encode 

une protéine aux motifs pentapeptidiques répétés qui protège les topoisomérases de l’action de 

ces antibiotiques (54). 
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5. Résistance aux polymyxines  

En dépit de sa toxicité rénale et neurologique, la colistine est utilisée, lorsqu’elle est active in 

vitro, dans le traitement des infections à A. baumannii résistant aux carbapénèmes, aminosides 

et quinolones. Disponible en aérosol, elle est utilisée en nébulisation dans la prise en charge des 

pneumonies, avec une moindre toxicité (25). Le traitement des bactériémies associe souvent la 

colistine à un autre antibiotique comme les carbapénèmes sur la base de données in vitro, en 

dépit de l’inactivité de ces derniers (55). In vivo, il apparaît que ces associations n’améliorent 

pas de manière significative la réponse clinique par rapport aux monothérapies (56,57). 

Cependant, l’association surprenante de colistine et de vancomycine ou teicoplanine (pourtant 

sans activité sur Acinetobacter) aurait montré une efficacité in vivo et une moindre mortalité 

des patients traités, sans majoration de la toxicité rénale (58).  

 A. baumannii peut perdre sa sensibilité à la colistine par modification ou disparition du 

lipide A, constituant essentiel du lipopolysaccharide et cible d’attachement des polymyxines à 

la bactérie. Deux mécanismes principaux ont été décrits, (i) l’inactivation par insertion de ISAba1 

des gènes lpxA et lpxC de synthèse du lipideA (59), (ii) l’acquisition ou la surproduction 

d’enzymes qui modifient le lipide A, le rendant moins réceptif à la colistine. Dans ce cas, la 

dérégulation est due à des mutations du système à deux composants PrmA/PmrB qui favorisent 

l’adjonction de phosphoéthanolamine au lipide A (60), ou à l’acquisition d’un gène plasmidique 

Mcr (mobilized colistin resistance) encodant une phosphoéthanolamine-transférase exogène. 

La résistance plasmidique lié aux gènes Mcr semblait être restreinte aux Enterobactérales (60). 

Toutefois, en 2019 la première souche porteuse de Mcr1 a été décrite au Pakistan (61). Puis, 

une étude rétrospective portant sur des souches isolées en Iraq entre 2016 et 2018 à mise en 

évidence une proportion très élevée des gènes Mcr1, Mcr2 et Mcr3 au sein d’isolats résistants 

à la colistine (62).  

 

6. Résistance aux antibiotiques alternatifs actifs in vitro 

Lorsque les bêta-lactamines classiques, les aminosides, les fluoroquinolones, voire les 

polymyxines, sont inactifs, le traitement des infections peut éventuellement s’appuyer sur 

quelques rares molécules encore actives, comme des cyclines, le sulbactam ou le céfidérocol. 

 

La minocycline est la tétracycline la plus active in vitro, et 70 % souches y demeurent 

sensibles, avec une CMI ≤ 4 μg/ml (63). In vivo, lorsqu’elle est administrée par voie 

intraveineuse, cette molécule semble avoir une activité intéressante (64). Néanmoins, des 
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mutants résistant existent par protection de la cible ribosomique via l’acquisition du gène de la 

protéine Tet(B), ou par efflux actif via la pompe AdeABC (65). Une glycylcycline, la 

tigécycline, peut en théorie, être utilisée sur les isolats avec des CMI ≤ 2 μg/ml. Son activité 

clinique est toutefois sujette à caution, certaines études rétrospectives ayant montré que son 

utilisation était associée à une augmentation de la durée d’hospitalisation, voire de la mortalité, 

et une diminution de l’éradication bactérienne (66). Plus récemment, une fluorocycline, 

l'éravacycline, pourrait présenter un intérêt dans le traitement des infections (67), bien que des 

résistances aient déjà été identifiées chez A. baumanni, par surexpression de la pompe d’efflux 

AdeABC ou par acquisition de la protéine Tet(X5), empêchant l’accès au ribosome de cet 

antibiotique (68,69).   

 

Le sulbactam est une bêta-lactamine inhibitrice des bêta-lactamases de classe A, mais qui 

possède une activité antibiotique contre A. baumannii dont il inhibe les transpeptidases PLP1 

et PLP3 (70). La sensibilité des isolats cliniques au sulbactam est de 30 % à 47 % (63), la 

résistance survenant par mutation des PLP3 (70). Enfin, le céfidérocol, céphalosporine couplée 

à un sidérophore peut être active in vitro (67). Là encore, des mutants résistants ont déjà été 

identifiés par diminution de l’expression du gène pirA qui encode le récepteur membranaire du 

sidérophore, ou par mutation de la PLP3 (71). 

 

Devant l’inefficacité croissante de tous les antibiotiques, d’autres options thérapeutiques sont à 

l’étude, et pourraient constituer de nouvelles stratégies anti-infectieuses. Ainsi, la 

phagothérapie (utilisation de phages ou de protéines phagiques spécifiques de A. baumannii), 

l’administration d’anticorps monoclonaux, de bactériocines, de peptides antimicrobiens ou, 

voire même de bactéries prédatrices de A. baumannii sont des pistes éventuelles pour remédier 

à ce problème (72), ainsi que le développement de vaccins (73). En tout cas, des approches 

combinées seront sans doute indispensables. Ainsi, des essais récents de phagothérapie ont 

malheureusement montré l’apparition de clones résistants aux phages, mais dont la sensibilité 

était étonnamment restaurée aux bêta-lactamines (74)  
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IV. L’infection bactérienne du patient brûlé  

  Les brûlures : généralités, importance médicale et risque infectieux  

La peau est un organe complexe qui constitue une des premières barrières contre les agressions 

extérieures. Elle assure une protection mécanique, chimique, microbiologique et immunitaire 

aux infections. La flore commensale cutanée est un écosystème microbien complexe qui 

empêche l’installation de micro-organismes pathogènes, bien que certains y soient parfois 

représentées comme Staphylococcus aureus. La peau est une barrière chimique imposant un 

stress acide et osmotique aux micro-organismes. Les jonctions serrées entre les cellules 

épithéliales sont une barrière physique, mais également immunitaire en permettant la sécrétion 

de cytokines, de peptides antimicrobiens et de cellules présentatrices d’antigènes (75). 

La brûlure entraine la destruction de cet organe, de ses fonctions ainsi qu’une partie de sa flore 

commensale. Les bactéries des couches les plus supérieures sont détruites alors que les bactéries 

situées dans les couches inférieures sont en partie préservées. Toutefois on considère la brûlure 

comme stérile dans les premières 48 heures. Rapidement la plaie est colonisée par les bactéries 

commensales cutanées puis, par les bactéries de la flore digestive, oro-pharyngée, 

environnementales et parfois par des levures ou des moisissures (76). Les micro-organismes 

colonisateurs se placent de manière préférentielle entre la zone de brûlure et la zone saine où 

ils trouvent un environnement propice à leurs développement (humidité, nutriments, chaleur, 

faible immunité) (76).  

 

Importance médicale. Chaque année, environ 8 000 personnes sont hospitalisées en France 

métropolitaine à la suite d’une brûlure, soit une incidence de 12,3 pour 100 000 habitants. L’âge 

moyen est d’environ 30 ans avec une prédominance masculine et une incidence élevée chez les 

enfants de moins de 5 ans.  Parmi ces brûlures, la grande majorité (93,7%) sont accidentelles. 

Plus rarement, les brûlures résultent de tentatives d’autolyse (4,9%) ou d’une agression par un 

tiers (1,4%). Les deux causes principales de brûlure sont le contact de liquides chauds (50,8%) 

et les flammes ou le feu (27,1%). Les brûlures sont définies comme graves (i) lorsqu’elles 

couvrent au moins 20 % de la surface du corps chez l’enfant de moins de 5 ans ou 30 % de la 

surface du corps après 5 ans, (ii) en cas d’atteinte des voies respiratoires. La gravité doit 

impérativement être établie dans un centre de traitement des brulés, qui prennent en charge à 

l’heure actuelle 40 % des patients, dont les 9,4 % (309 en 2014) sont catégorisés comme graves. 

En pratique, des scores pronostiques comme celui de « Abbreviated Burn Severity Index » 

(ABSI) sont utilisés. Ce score permet d’évaluer les chances de survie en fonction de divers 

paramètres, notamment l’âge du patient, le pourcentage de brûlure et le degré de brûlure (77). 
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La brûlure de premier degré est caractérisée par une atteinte restreinte de l’épiderme. Le 

deuxième degré correspond à une atteinte partielle du derme et le troisième degré à une atteinte 

totale. Le quatrième degré correspond à une brûlure qui s’étend au tissu graisseux sous-jacent 

voir aux muscles ou aux os (78). La présence de brûlure de troisième ou quatrième degrés est 

un marqueur de gravité. Au total, 190 patients décèdent à la suite de leurs brûlures et 50 % de 

ces décès surviennent en milieu hospitalier pour un taux de létalité global de 2,3% (79).  

Colonisation microbienne et risque infectieux. La colonisation est définie par la présence 

d’une quantité de bactéries présentes sur la surface de la brûlure inférieure à 105 UFC par 

gramme de tissus. L’examen clinique doit également témoigner de l’absence d’érythème ou de 

cellulite. L’infection se définit biologiquement par une concentration bactérienne supérieure ou 

égale à 105 UFC par gramme de tissu à la surface de la brûlure. Cependant ce paramètre doit 

être interprété en corrélation étroite avec l’examen clinique où l’infection est reliée à la mise en 

évidence d’un érythème, d’une cellulite, d’une augmentation de la chaleur, de la douleur, d’un 

gonflement ou d’une induration (80).  

L’infection chez les patients brûlés est la cause 51% des décès (80). Ce taux conséquent est 

comparable aux patients âgés de réanimation (81). L’infection de la brûlure préalablement 

définit s’additionne généralement de signes de sepsis. La détersion des tissus infectés est 

réalisée en urgence et des gestes locaux sont, en général, associés à un traitement antibiotique 

après prélèvement microbiologique. Le sepsis est défini par la dysfonction d’un organe 

engendrée par une réponse immune non adaptée liée à une infection. La mortalité associée au 

sepsis est proche de 10 %.  Le choc septique doit être défini comme un sous-ensemble de sepsis 

dans lequel les atteintes circulatoires, cellulaires et métaboliques sont plus profondes et sont 

corrélées à une plus forte mortalité (82).  

Le diagnostic du sepsis s’appuyait auparavant sur la présence d’un syndrome de réponse 

inflammatoire systémique (SRIS).  Le SRIS est défini par la présence d’au moins deux critères 

parmi : une hypothermie < 36°C ou une hyperthermie > 38°C, une fréquence cardiaque > 90 

battements par minute, une fréquence respiratoire > 32 (ou PaCO2 < 32mmHg), une 

leucopénie < 4G/l ou une hyperleucocytose > 12G/l ou la présence d’une myélémie supérieure 

ou égale à 10 %. Cependant, cette définition est remise en cause car de nombreux patients ont 

des SRIS de par leurs pathologies comme c’est le cas des patients souffrant de brûlures 

étendues. Ces critères sont à écarter pour ces patients à l’exception de ceux souffrant de brûlures 

de faible étendues (82).  La définition du troisième consensus international sur les définitions 

du sepsis et du choc septique ou sepsis 3 est la plus adaptée à ce terrain (tableau 3) (83).  
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Tableau 2 : Critères de définition du sepsis selon le troisième consensus international ou sepsis 3 (82) 

Critère de définition du sepsis (sepsis 3) Interprétation 

 

Quick SOFA* >2 

Fréquence respiratoire > 22/minute 

Altération de la vigilance (score de Glasgow < 15) 

Pression artériel systolique ≤ 100 mm Hg 

 

Sepsis 

 

Associé à : 

Hypotension traitée par vasopresseur 

et  

lactatémie > 2mmol/l 

 

Choc septique 

 

* quick Sepsis-related Organ Failure Assessment 

D’autres critères comme l'hyperthermie et la tachycardie progressive peuvent faire évoquer un 

signe précoce de sepsis. Chez un patient brûlé, la présence d’au moins deux critères doit faire 

évoquer les signes précoces de sepsis (83). En cas de perturbation de ces paramètres, il faut 

réaliser des prélèvements microbiologiques et considérer que toute évolution anormale d’une 

brûlure est d’origine infectieuse jusqu’à preuve du contraire (6).  

La prise en charge de l’infection chez le grand brûlé repose dans un premier temps sur 

l’excision précoce des tissus nécrotiques lorsqu’elle est possible, sous une antibiothérapie 

probabiliste chirurgicale classique, ne ciblant pas a priori dans un premier temps des bactéries 

multirésistantes (6). En revanche, lorsque l’infection survient après la première semaine 

d’hospitalisation, le risque qu’elle soit due à une bactérie multirésistante doit être pris en 

compte. Les principaux pathogènes sont alors S. aureus (y compris les isolats résistants à la 

méticilline) ainsi que Pseudomonas aeruginosa et une association de vancomycine et 

ceftazidime peut par exemple être proposée, qui devra être adaptée en fonction des résultats 

bactériologiques jusqu’à l’arrêt du traitement (6).  

L’antibiothérapie chez le grand brûlé est compliquée par une modification profonde de la 

pharmacocinétique des antibiotiques. On observe une diminution de la concentration maximale 

atteinte (Cmax) due à l’œdème associé à la brûlure qui augmente le volume de distribution du 

médicament. Cette diminution réduit l’efficacité des antibiotiques dits concentration-

dépendants. Les œdèmes induisent également une hypovolémie vasculaire qui entraîne une 

mauvaise diffusion périphérique des antimicrobiens. Il est par conséquent nécessaire 

d’augmenter les doses pour les antibiotiques concentration-dépendants et d’augmenter la 

fréquence d’administration des antibiotiques temps-dépendants. La perfusion continue associée 

à des dosages fréquents permet de s’affranchir des risques de sous-dosage liés à ces 

perturbations (6,84). 
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La prise en charge non médicamenteuse de la brûlure par les soins locaux (topiques et 

pansements) et la chirurgie joue un rôle essentiel dans la prise en charge et la prévention des 

infections. Enfin, la greffe de peau ou de substituts cutanés est essentielle pour permettre la 

restauration d’un épiderme protecteur et prévenir l’infection (85). 

 

 Acinetobacter baumannii et brûlure  

Depuis plus de 30 ans, A. baumannii est avec P. aeruginosa un pathogène prédominant des 

réanimations des centres de traitement des brûlés (85). Dans ces services où plus d’un tiers des 

décès ont une cause infectieuse, il a été rapporté que 86 % des infections mortelles étaient dues 

à des bactéries multirésistantes dont les plus fréquentes étaient P. aeruginosa (64 % des cas) et 

A. baumannii (27 % des cas) (86). A. baumannii est par ailleurs la bactérie la plus souvent isolée 

des hémocultures précédant immédiatement le décès des patients brûlés (87).  

En période épidémique, les infections à Acinetobacter baumannii multirésistants ont ainsi été 

associées à une durée d’hospitalisation plus longue, et une augmentation de la mortalité (88). 

Et, les colonisations ont été associées à une reprise de greffe plus importante, des temps 

d’hospitalisation plus long et un usage majoré d’antibiotiques (89), un tiers à 98 % des isolats 

étant résistants aux carbapénèmes (90) 

Cependant, l’analyse approfondie des données incite à relativiser le pouvoir pathogène et la 

létalité de A. baumannii chez les grands brûlés. Tout d’abord, il est parfois difficile de distinguer 

une infection d’une colonisation à A. baumannii (25). Ensuite, les patients qui contractent des 

infections à A. baumannii sont en général les plus gravement brûlés (88), caractéristique qui à 

elle seule est associée à un mauvais pronostic et une plus forte mortalité. Ainsi, une étude a mis 

en évidence que l’infection par A. baumannii n’est pas un facteur indépendant de mortalité, à 

la différence du score de gravité (91). Une autre analyse rétrospective a mis en évidence que la 

surface brûlée et la présence de comorbidités prédisposaient aux infections à A. baumannii. 

Dans ce travail, l’isolement de A. baumannii était associé à une surmortalité en analyse 

univariée, mais pas en analyse multivariée (92). 
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Deuxième partie : travail expérimental 

Diffusion épidémique et persistance de Acinetobacter baumannii en réanimation au 

centre de traitement des brûlés du CHU de Lille : 

intérêt des méthodes récentes de typage 

 

I. Objectifs 

En septembre 2017, une patiente gravement brûlée et hospitalisée au Maroc fût transférée au 

centre de traitement de brûlés du CHU de Lille. À la différence d’autres structures du même 

type, l’unité de réanimation de 5 lits de ce service était à l’époque indemne de A. baumannii 

multirésistant depuis plus de 3 ans. En dépit des précautions prises dès l’admission et 

maintenues après que la patiente ait été détectée porteuse d’un isolat de A. baumannii OXA-23 

à son arrivée, 15 autres patients sur une période de 3 ans ont été colonisés et éventuellement 

infectés par des isolats multirésistants porteurs d’une carbapénémase de type OXA-23. 

L’objectif principal de notre travail a été le typage de tous les isolats recueillis et conservés 

pendant cette épidémie, avec les outils épidémiologiques conventionnels disponibles au 

laboratoire de Bactériologie du CHU. Au cours de l’analyse, la mise à disposition d’une 

technique innovante d’analyse spectroscopique infra-rouge nous a permis de comparer celle-ci 

aux approches phénotypiques et génotypiques initialement mises en œuvre. 

L’hypothèse d’une diffusion clonale ayant été vérifiée, nous avons secondairement étudié (i) 

les différences de sensibilité aux aminosides des isolats épidémiques, (ii) l’incidence clinique 

de l’infection et/ou de la colonisation chez les différents patients.  
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II. Matériels et méthodes  

 Patients, isolats cliniques et culture bactérienne 

L’épidémie a impliqué 16 patients du service de réanimation des brûlés du CHRU de Lille. Au 

total, 22 isolats cliniques ont été inclus entre septembre 2017 et décembre 2019. Parmi ces 

isolats, 20 étaient porteurs d’une carbapénémase de type Oxa-23. Deux isolats correspondant à 

des souches multisensibles isolées dans le service de réanimation des brûlés (patients 18 et 19) 

ont été inclus pour assurer une hétérogénéité dans les méthodes de typages. Plusieurs souches 

ont été incluses pour certains patients, car leurs phénotypes de résistance fluctuaient au cours 

du temps concernant les aminosides.  Les souches des patients 4 et 5 n’ont pas été conservées 

et n’ont donc pas pu être incluses dans ce travail. Des prélèvements de surface ont permis de 

mettre en évidence qu’un coussin utilisé pour surélever des membres lors des soins a été le 

vecteur de transmission entre le patient 10 et le patient 12. Chez 4 de ces patients, des 

bactériémies isolées ou intercurrentes sont survenues durant une période allant de quelques 

jours à plusieurs mois. La chronologie de l’épidémie est relatée dans la figure 6.  

 

Figure 6 : Chronologie de l'épidémie 

Les souches ont été isolées à partir de prélèvements cliniques (écouvillonnage rectal, aspiration 

trachéale, hémoculture et biopsie cutanée), mais également de prélèvements de surface réalisés 

par le service d’hygiène (coussin). Ces souches ont été conservées à moins 80°C en bouillon 

glycérolé puis cultivées sur des milieux usuels durant 18/36h à 37°C. 

Les données démographiques et cliniques ont été collectées rétrospectivement à partir des 

logiciels sillage et ICCA « IntelliSpace Critical Care and Anesthesia » et sont présentées dans 

le tableau 4. 

 

 



37 

 

Tableau 3 : Caractéristiques cliniques des patients inclus dans l’étude.                   
Le pourcentage de brûlure, le score de « Abbrevated Burn Severity Index » (ABSI), et la présence de brûlure de stade 3 ont été utilisés pour qualifier l’importance de la brûlure. Le qSOFA, le 

traitement par noradrénaline, et la lactatémie ont été utilisés pour évaluer la gravité à l’admission.  

N°  Sexe/Âge Circonstance 

Brûlure 

corporelle     

(en %)

ABSI       

(% de 

mortalité)

 Brûlure de 

stade 3

Quick 

SOFA 2

Traitement par 

Noradrénaline

Lactatémie 

(≥ 2mM)

Prélèvement positif à      

A. baumannii

Nombre de flacons 

d'hémoculture 

positifs*

Lyse de 

greffe
Mortalité

Temps de 

survenue du 

décès (jours)

Cause

1 F/52 Thermique 67
12      

(=>90)
Présence 2 0 0

Aspiration trachéale et 

écouvillonage rectal
/ Absence Décédé 10

Choc 

septique à 

E. coli 

2 M/15 Électrique 50
6            

(10-20)
Absence 1 1 1

Biopsie cutanée, 

écouvillonage rectal, 

cathéther et ECBU

/ Absence Survie NC NC

3 M/25 Thermique 35
6             

(10-20)
Absence 0 0 0 Écouvillonage rectal / Absence Survie NC NC

4 F/72 thermique 21
8             

(30-50)
Présence 0 0 NR

Écouvillonage rectal, 

cathéter et ECBU 
/ Absence Survie NC NC

5 M/64 Thermique 8
5               

(2)
Présence 1 1 0

Écouvillonage rectale, 

biopsie cutanée et aspiration 

trachéale

/ Absence Survie NC NC

6 M/19 Thermique 40
6             

(10-20)
Présence 2 0 1

Écouvillonage rectal, 

biopsie cutanée, cathéter, 

ECBU et hémoculture

6 Absence Survie NC NC

7 F/38 Thermique 60
11           

(60-80)
Présence 3 1 1 Biopsie cutanée / Absence Décédé 11

Arrêt 

cardiaque 

8 F/50 Thermique 2
7             

(10-20)
Présence 0 0 NR

Écouvillonage rectale et 

biopsie cutanée 
/ Absence Survie NC NC

9 F/83 Thermique 17
9             

(30-50)
Présence 1 0 NR Écouvillonage rectal / Absence Survie NC NC

10 F/69 Thermique 15
7            

(10-20)
NR 1 0 1

Ecouvillonage rectal, 

cathéter et ECBU 
/ Absence Survie NC NC

12 M/33 Thermique 70
10           

(60-80)
Présence 1 1 1

Écouvillonage rectal, 

biopsie cutanée, ECBU, 

aspiration trachéale et 

hémoculture

23                          

(13 flacons de 

mycologie)

Absence Survie NC NC

13 M/40 Thermique 10
3              

(1)
Absence 1 0 NR Écouvillonage rectal / Absence Survie NC NC

14 M/68
Thermique et 

chimique
20

6            

(10-20)
Absence 1 0 NR

Écouvillonage rectal, 

expectoration et biopsie 

cutanée

/ Présence Survie NC NC

15 M/27 Électrique 30
6            

(10-20)
Présence 0 0 NR

Écouvillonage rectal, 

expectoration et biopsie 

cutanée

/ Absence Survie NC NC

16 F/74 Thermique 30
9            

(30-50)
Présence 0 0 0

Écouvillonage rectal et 

cathéter
2 Absence Survie NC NC

17 F/51 Thermique 23
9              

(30-50)
Présence 1 1 0

Écouvillonage rectal, ECBU 

et hémoculture
3 Absence Survie NC NC

NC : Non concerné, NR : non renseigné, *une paire d'hémoculture positive est considérée comme un seul flacon 
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 Typage, approche phénotypique 

1. Antibiotype 

La sensibilité aux différents antibiotiques a été testée par la méthode de diffusion en suivant les 

recommandations du Comité de l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie 

(CASFM) (93). La sensibilité à la gentamicine, la tobramycine, l’amikacine et à la néthilmicine 

a été principalement étudiée pour établir un antibiotype. Pour la détermination de la sensibilité 

à la colistine, une méthode en milieu liquide a été préférée (UMIC biocentric®). 

 

2. Typage par spectrométrie MALDI-ToF  

Les souches bactériennes ont été conservées à -80 °C sur bouillon glycérolé, cultivées sur gélose 

Muller Hinton (Oxoid®) et incubées à 35°C durant 24h. Une extraction protéique par éthanol 

à 70° et par de l’acétonitrile a été réalisée. Chaque isolat a été déposé sur la microplaque en 

spot avec de la matrice. Le spectromètre de masse MALDI-ToF Bruker Daltonik ® a été utilisé 

pour le typage des souches. L’analyse s’est portée sur l’index masse sur charge avec un 

intervalle de poids moléculaire allant de 2000 à 20000 Dalton. Le logiciel Bruker Biotyper ® a 

été utilisé pour comparer des spectres et obtenir un arbre phylogénétique en utilisant les 

paramètres par défaut selon l’étude de la distance euclidienne.   

 

3. Typage par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier 

Les souches bactériennes ont été cultivées dans les mêmes conditions que précédemment.  Une 

subculture a été réalisée dans les mêmes conditions de laboratoire afin de standardiser l’analyse.  

Les colonies ont été inactivées par 50 µL d’éthanol à 70 % puis remisent en suspension dans 

50 µL d’eau désionisée. 15 µL ont été déposés en triplicat sur une plaque de silicium avant 

d’être analysés par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (IR biotyper – Bruker 

Daltonics®). Les spectres ont été obtenus pour un intervalle de 4000-400 cm 1 et visualisé par 

le logiciel OPUSv7.5. Le dendrogramme a été obtenu par le logiciel Biotyper v1.5 (Bruker- 

Daltonics) en utilisant l’étude de la distance euclidienne et le paramétrage « moyen » de la 

méthode de liaison. Cette expérience a été réalisée deux fois, par deux opérateurs différents 

dans des lieux différents. 
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 Typage, approche génotypique  

1. Étude des gènes de résistances aux aminosides 

L’étude des gènes de résistances aux aminosides est une méthode simple pour séparer les clones 

de A. baumannii. Cette approche a également été réalisée pour comprendre les mécanismes 

sous-jacents de résistance aux aminosides. Ainsi, 3 gènes de résistance ont été recherchés 

par Polymerase Chain Reaction (PCR) : armA, aph(3’)-VIa et aac3-1. Les amorces utilisées 

sont détaillées dans le tableau 5. 

Tableau 4 : Amorces utilisées dans la recherche des gènes de résistances aux aminosides 

Gène Amorces Référence 

armA Brin sens : TATGGGGGTCTTACTATTCTGCCTAT  

Brin antisens :  TCTTCCATTCCCTTCTCCTTT 

(94) 

aac(3)-1 Brin sens : GACATAAGCCTGTTCGGTT  

Brin antisens : CCCGCTTTCTCGTAGCA 

(95) 

aph3-VI Brin sens: CGGAAACAGCGTTTTAGA  

Brin antisens: TTCCTTTTGTCAGGTC 

(95) 

 

2. Typage par la technique MLST (Multi-locus-sequence typing)  

La typage MLST a été réalisé en suivant le schéma de l’institut Pasteur 

(https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_abaumannii_pasteur_seqdef) considérant 7 gènes : 

cpn60, fusA, gltA, pyrG, recA,rplB et rpoB.  

 

3. cgMLST 

Les souches bactériennes ont été séquencées à l'aide de la technologie Illumina (MiSeq). Le 

schéma utilisé pour le cgMLST a été préalablement validé (20) et le logiciel SeqSphere+ a été 

utilisé (Ridom GmbH, Münster, Allemagne). Au total, 5 souches isolées dans le service des 

brûlés ont été incluses, 3 souches isolées du patient 1 aux profils de résistances différents 

(phénotype A, B et C), une souche du patient 12 (phénotype B) et une souche du patient 13 

(phénotype A). 

Une souche du ST1 préalablement séquencée et le génome 3 ST à dissémination européenne 

issue de la banque de données internationale National Center for Biotechnology Information 

ont été inclus pour augmenter la diversité de l’échantillonnage (NZ_CP022283.1 (ST25) 

NZ_CP015121 (ST52) et (NZ_CP009257 (ST79)). 
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III. Résultats  

 Antibiotype 

Au décours d’une épidémie, le profil de sensibilité aux antibiotiques d’un clone épidémique ou 

antibiotype est un moyen rapide et peu coûteux pour mettre en évidence la dissémination d’un 

clone bactérien.  

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a été réalisée pour étudier les différentes souches 

isolées lors de cette épidémie. Hormis, les deux souches sauvages (17 et 18) non épidémiques, 

l’ensemble des souches sont porteuses d’une carbapénémase de type OXA-23 et présentent un 

haut niveau de résistance à l’ensemble des bêta-lactamines et aux quinolones. La sensibilité aux 

aminosides est différente au sein de ces isolats. L’étude de la sensibilité aux aminosides a 

permis de définir 4 phénotypes de résistance (figure 7).  

 
Figure 7 : Présentations des différents phénotypes de résistances. (A) : Sensibilité à la tobramycine. (B) : Résistance de haut 

niveau à la totalité des aminosides. (C) : Résistance à la gentamicine et à la tobramycine (D) : Sensibilité à la totalité des 

aminosides. Les disques utilisés correspondent : MH - minocycline, AK - amikacine, Net - néthilmicyne, Tob - tobramycine, 

Ct - colistine, Cn - gentamicine. 

Le phénotype (A) regroupe les souches résistantes à l’amikacine et à la gentamicine. Le 

phénotype (B) regroupe les souches résistantes à l’ensemble des aminosides.  

Le phénotype (C) est constitué d’une souche résistante à la gentamicine et à la tobramycine. Et, 

le phénotype (D) correspond aux souches sensibles à l’ensemble des aminosides. 
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Un autre phénotype a été identifié au cours de l’épidémie pour le patient 10 dont un isolat est 

devenu résistant à la colistine (phénotype E).  

 

Figure 8 : Phénotype de résistance isolé chez le patient 10 : phénotype (A), CMI à la colistine =0.5mg/L  et (E), CMI à la 

colistine ≥ 64 mg/L  

Chez le patient source, les 4 phénotypes de résistance ont été retrouvés dans le même 

prélèvement. Par la suite, le phénotype (A) a été retrouvé de façon majoritaire et le patient 12 

était porteur de souches ayant le phénotype A et B. La répartition de ces différents phénotypes 

au cours du temps est illustrée dans la figure 9.  

 

 

Figure 9: Évolution des profils de résistance au cours du temps 

Les souches des patients 4 et 5 n’ont pas été conservées et n’ont donc pas pu être incluses dans 

ce travail. Cependant, l’antibiogramme fourni au service clinique témoigne de souches 

appartenant au phénotype (A) ce qui est cohérent avec la progression de ce clone.  
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 Typage par technique MLST   

Le typage par technique MLST de l’ensemble des souches a été réalisé en suivant le schéma 

proposé par l’Institut Pasteur a ensuite été réalisé pour l’ensemble de ces souches et correspond 

à la technique de référence utilisée dans ce travail.  Les résultats du MLST correspondant aux 

différents phénotypes sont listés dans le tableau 6.  

Tableau 5 : Séquences types obtenues par MLST en fonction de l’antibiotype 

Phénotype  Séquence type ou ST 

A (amikacine et gentamicine résistant) ST 2 

B (amikacine, tobramycine et gentamicine résistant)  ST 2 

C (amikacine et tobramycine résistant) ST 85 

D (multi-sensible) ST 85, ST 218 et ST 314 

 

Le ST 85 a été isolé chez le patient 1 et n’a pas diffusé. Les deux souches multi-sensible et non 

épidémiques (patient 18 et 19) correspondent aux les ST 218 et ST 374. Les autres isolats 

cliniques correspondent à des souches appartenant au ST 2. Au total, 2 ST (ST 2 et ST 85) 

étaient présents chez la patiente source pour 4 profils de sensibilité différents aux antibiotiques.  

Cette analyse nous permet de mettre en évidence que l’épidémie est reliée au clone à diffusion 

mondial ST 2. Cependant, cette approche ne nous permet pas de comprendre l’existence de 

deux profils de résistance au cours de l’épidémie (A) et (B). 

 

 Typage par spectrométrie de masse MALDI-ToF 

Le typage par spectrométrie MALDI-ToF a ensuite été réalisé. La phylogénie obtenue a été 

corrélée aux séquences types et à l’antibiotype.  L’arbre phylogénétique obtenu est tprésenté 

dans la figure 10. 
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Figure 10 : Typage réalisé par spectrométrie de masse MALDI-ToF. La séparation des clades a été réalisée en utilisant la 

méthode des distances. Le seuil habituel correspond à une divergence de 0,5 et celui qui est proposé correspond à une 

divergence de 0,3. ST2 est représenté en jaune, ST85 en bleu, ST 374 en orange et ST 218 en vert. Les numéros encadrés correspondent aux 

numéros des patients, et les lettres A, B, C et D aux phénotypes de résistances retrouvés.  

Le seuil proposé classiquement par le fournisseur est de 0,5 pour la séparation des souches et 

correspond au paramètre par défaut. Cependant, ce seuil ne montre pas une corrélation 

satisfaisante entre le séquence type et l’antibiotype. Le seuil de 0,3 permet quant à lui d’avoir 

une concordance avec la MLST pour 75% des souches. La discordance correspond aux clones 

ST 2 et ST 374 qui sont indissociables. De plus, cette technique ne permet pas de différencier 

les souches d’un même ST dotées de profils de résistance différents.  

 

 Typage par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier.  

Le typage des différentes souches a ensuite été réalisé par spectroscopie infrarouge à 

transformée de Fourier. La phylogénie obtenue a également été corrélée aux séquences types et 

à l’antibiotype.  L’arbre phylogénétique obtenu est présenté dans la figure 11.  



45 

 

 

Figure 11 : Typage par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier de 22 isolats cliniques de A. baumannii. La 

séparation des clades a été réalisée en utilisant la distance euclidienne par la méthode de UPGMA. Le seuil choisi correspond 

à une divergence de 0,2. ST2 est représenté en jaune, ST85 en bleu, ST 374 en orange et ST 218 en vert. Les numéros encadrés correspondent 

aux isolats cliniques, et les lettres A, B, C et D aux phénotypes de résistances. 

De façon arbitraire, nous avons choisi d’établir le seuil à 0,2, car il n’existe pas de seuil prédéfini 

pour Acinetobacter baumannii. Premièrement, cette technique permet de séparer l’ensemble 

des différents ST de façon cohérente. Cependant, la concordance avec le MLST est imparfaite, 

car deux souches appartenant au ST 2 forment un clade indépendant (1 (B/ST2) et 12 (B/ST2)). 

Toutefois, ce clade regroupe les deux souches au phénotype (B) à la différence des autres 

souches ST2 qui présente un phénotype (A). A ce stade, ce résultat peut correspondre à un 

avantage de la spectrométrie infrarouge par rapport à la technique MLST. 

Enfin, la IR-TF ne sépare pas la souche du patient 10 à la sensibilité différente à la colistine 

(phénotype E).  
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 Étude des gènes de résistance aux aminosides.  

Afin d’affiner la compréhension des mécanismes de résistance entre les deux souches du même 

ST, mais possédant deux phénotypes différents (A) et (B), nous avons réalisé une étude 

génétique de 3 gènes de résistance aux aminosides. Nous avons sélectionné deux souches 

isolées chez le patient 12 correspondant aux phénotypes de résistance (A) et (B). Nous avons 

également étudié ces mêmes gènes de résistance pour une souche isolée chez le patient 18 ayant 

le phénotype (D) multi-sensible afin d’avoir un contrôle négatif et nous avons étudié une souche 

isolée chez le patient 16 au phénotype (A) comme contrôle positif. La mise en évidence des 

amplicons par électrophorèse sur gel d’agarose est présenté dans la figure 12. 

 

Figure 12 : Étude génétique de la résistance aux aminosides par PCR. 

La souche du patient 18 au phénotype (D) ne possède aucun des gènes de résistance ce qui 

coïncide avec son phénotype multi-sensible. Les souches au phénotype de résistance (A) 

possèdent les gènes de résistance aph3’-VIa et aac3-1 reliés à la résistance à l’amikacine et à 

la gentamicine. La présence de ces gènes explique la sensibilité conservée à la tobramycine. Et, 

la souche au phénotype (B) possède gènes aph3’-Via et armA. La méthylase Arm(A) est reliée 

à la résistance à l’ensemble des aminosides. Ainsi, cette technique met en évidence les 

mécanismes de résistance reliés aux phénotypes (A) et (B). De plus, cette méthode était 

anciennement utilisée pour le typage et suggère que ces souches aux phénotypes différents 

appartiennent à des clones bactériens différents.  
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 Typage par étude du core genome 

L’analyse de 2390 gènes conservés ou core genome a ensuite été réalisée pour affiner la 

séparation des souches ST 2 aux phénotypes différents. Le résultat est présenté dans la 

figure 13. 

  

Figure 13: Structure des isolats de Acinetobacter baumannii par l’étude du core genome en fonction des différents ST. Les 

arêtes correspondent à la différence de locus entre les différentes entités.  Le cercle noir correspond aux isolats épidémiques et les lettres A, 

B et C à l’intérieur des cercles correspondent aux différents phénotypes préalablement définis.  

Premièrement, le cgMLST permet de distinguer (>2000 allèles différents) les ST 1, 25, 52, 79 

à dissémination européenne des ST2 et ST85 isolés lors de notre épidémie. Deuxièmement, les 

ST2 et ST85 sont distants de 2366 allèles. Au sein du ST2, le phénotype (A) et le phénotype (B) 

diffèrent de 129 allèles et les deux souches au phénotype (B) isolés au début et au milieu de 

l’épidémie ne diffèrent que d’un allèle.    

 

 Association entre Acinetobacter baumannii, brûlure et mortalité 

Le recueil de données des patients concernés par l’épidémie montre une hétérogénéité dans la 

gravité des patients hospitalisés dans le service de réanimation des brûlés (tableau 4). Ainsi, les 

patient 1, 7 et 12 présentaient l’état de gravité le plus important à l’admission avec les brûlures 

les plus étendues et un pronostic de mortalité de plus de 60% selon le score ABSI. Chez ces 

patients, deux décès sont survenus (patient 1 et 7).  Ce sont les seuls décès survenus dans 

l’ensemble des patients et ont été déclarés respectivement à 10 et 11 jours de l’admission. La 

cause du décès a été imputée à un choc septique à Escherichia coli et à un arrêt cardiaque. 

Durant l’épidémie, quatre patients ont été bactériémiques de façon soutenue ou intercurrente 

sur une période allant de plusieurs jours à plusieurs semaines (Figure 14 et 15). Aucun, de ces 

patients n’est décédé et il apparait donc que ces infections n’ont pas eu d’effet direct en termes 

de mortalité.  
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Figure 14 : Analyse des bactériémies en fonction des traitements antibiotiques et des paramètres du sepsis   3  (qSOFA,  

traitement par noradrénaline et lactatémie).  (A) Patient  6.  (B) Patient 16. (C) Patient 17. En rouge traitement antibiotique 

inadapté à A. baumannii.  Les flèches correspondent à une période temporelle couvrant plusieurs flacons d’hémoculture. Les 

croix correspondent à un flacon unique d’hémoculture ou une seule paire chez un patient. 
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Figure 15 :  Analyse des bactériémies en fonction des traitements antibiotiques et des paramètres du sepsis   3  (qSOFA,  traitement par noradrénaline et lactatémie) chez le patient 12. En rouge, traitement 

antibiotique inadapté à A. baumannii. En jaune, traitement antibiotique adapté à A. baumannii.  Les flèches correspondent à une période temporelle couvrant plusieurs flacons d’hémoculture ou paire 

positives à la même bactérie. Les croix correspondent à un flacon d’hémoculture ou une seule paire positive à une bactérie .
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Parmi ces patients, 75 % ont présenté des bactériémies intercurrentes à d’autres bactéries durant 

leurs épisodes. Ces infections ont systématiquement été traitées par une antibiothérapie adaptée 

par le service de soin. Concernant les bactériémies à A. baumannii, seulement un épisode a été 

pris en charge de manière ciblée. Il s’agit du patient 12 qui a été traité par colistine durant 

plusieurs semaines. Ce traitement a par la suite été arrêté devant la survenue d’une insuffisance 

rénale aiguë à distance de la bactériémie. Selon les paramètres sélectionnés pour le suivi de ces 

épisodes, il semble que ces bactériémies non traitées ne soient pas reliées à une aggravation 

clinique. 
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V. Discussion   

Typage des isolats de l’épidémie. Le premier objectif de ce travail était de déterminer si 

l’épidémie était liée à dissémination d’un clone unique alors que plusieurs phénotypes étaient 

présents chez la patiente index. La technique phénotypique de typage la plus immédiate nous a 

permis de mettre en évidence 4 antibiotypes dont deux étaient retrouvés au long de l’épidémie 

et qui différaient par leur résistance aux aminosides. Le premier typage génotypique par MLST 

a ensuite montré que les isolats épidémiques appartenaient au clone à dissémination mondiale 

ST2, suggérant la dissémination d’un clone unique. Cette hypothèse ne permettait cependant 

pas de comprendre la présence de 2 phénotypes de résistance aux aminosides au sein d’un même 

clone. 

Nous avons alors analysé la diversité des isolats en spectrométrie de masse MALDI-ToF puis 

en spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (IR-TF). En dépit de conditions 

standardisées, la spectrométrie de masse ne nous a pas permis de différencier clairement les 

isolats. Néanmoins, en abaissant le seuil d’appariement des données spectrales par rapport aux 

recommandations du fabricant, nous pouvions obtenir des regroupements d’isolats présentant 

une concordance avec la MLST de 75 %. Ces résultats sont voisins de ceux de la littérature qui 

indiquent environ 65 % d’adéquation avec les sequence types du MLST (96). Cette méthode 

rapide et peu coûteuse semble pour l’instant inadaptée au typage d’isolats cliniques de 

A. baumannii dans le contexte d’une épidémie. 

Le typage IR-TF en revanche a permis la distinction de groupes d’isolats superposables aux 

différents sequence types de MLST. Cette approche différenciait de plus les isolats ST2 de 

l’antibiotype A de ceux de l’antibiotype B. 

Enfin, l’analyse des souches ST2 (A) et ST2 (B) par l’approche génomique globale de cgMLST 

a mis en évidence une différence de 129 allèles entre les isolats d’antibiotype A et B, alors que 

les 2 isolats B ne différaient que d’un seul. La littérature indique qu’une différence de 0 à 8 

allèles est corrélable à l’appartenance à un même pulsotype selon la technique historique, mais 

encore admise comme gold standard, la RFLP-PFGE (15, 20). Les isolats d’antibiotype A 

seraient donc clonaux par cette technique de même que les B, mais ces 2 clones seraient 

distincts, plus de 40 allèles de différence (ici 129) indiquant l’appartenance à deux pulsotypes 

indépendants (20). Ainsi, le cgMLST, mais aussi l’IR-TF, ont démontré que l’épidémie 

impliquait deux clones distincts aux phénotypes différents, en dépit de leur appartenance à un 

même sequence type (ST2) en MLST. Ce constat confirme les observations de la littérature 

montrant une hétérogénéité au sein du ST2 avec une variation de plus de 800 allèles entre 

différent souches (97).  
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Le cgMLST et le typage par FT-IR ont fourni des résultats comparables pour le suivi de notre 

épidémie, et supérieur au MLST, incapable de distinguer les clones A et B.  Ces résultats vont 

à l’encontre de ceux d’une précédente étude qui présentait le typage par FT-IR comme moins 

performant que le MLST pour le typage de A.baumannii (21). Dans celle-ci cependant, ne 

figurait pas de comparaison avec le cgMLST, et il est donc possible que, comme dans notre 

travail, le typage FT-IR ait été au contraire plus performant que le MLST. 

Résistance hétérogène aux aminosides. La suspicion d’une résistance du clone B de type 

ArmA a été confirmée par amplification du gène armA dans ces isolats. L’hypothèse initiale de 

dissémination d’un seul clone bactérien A/B dont la résistance aux aminosides fluctuait au cours 

du temps a été écartée par les techniques de typage. Initialement, la présence de la méthylase 

aurait pu s’expliquer par une non-expression génique ou par l’acquisition du gène d’un réservoir 

environnemental. Parmi ces deux clones, le relatif insuccès épidémique du clone 

d’antibiotype B (détecté chez les patients 1 et 12 seulement) par rapport au clone d’antibiotype 

A (chez tous les patients) pourrait être dû à la seule présence de la méthylase ArmA dont on 

sait qu’elle peut nuire à la vitalité (fitness) bactérienne (51). 

Impact clinique de l’épidémie. La principale observation que nous avons pu faire est qu’il 

apparait que les colonisations et les infections à A. baumannii résistants aux carbapénèmes dont 

les bactériémies, n’ont pas eu d’impact direct en termes de mortalité. Seuls deux patients sont 

décédés indépendamment de cette documentation bactériologique et une autre cause a été 

identifiée comme étant à l’origine des décès. Ces deux décès correspondent aux patients ayant 

la plus grande gravité à l’admission selon le score ABSI. Ces résultats font écho aux données 

de la littérature où les colonisations et les infections à Acinetobacter baumannii ne sont pas un 

facteur indépendant en termes de mortalité chez le patient brûlé (91,92).  

Dans la plupart des cas, aucune antibiothérapie adaptée à la multi-résistance des souches n’a 

été instituée.  Les réanimateurs du service semblent avoir priorisé l’évaluation clinique à la 

seule positivité d’un résultat bactériologique. Ceci paraît contre-intuitif étant donné que la 

mortalité des infections à bacille à Gram négatif augmente si le traitement antibiotique initial 

est inadapté (98). Cependant, chez A. baumannii, une série de 86 patients bactériémiques à mise 

en évidence qu’un traitement initial inadapté avant incrémentation n’impactait pas la 

mortalité (99).  

Selon notre recueil de données et le suivi des paramètres retenus (qSOFA, lactatémie et 

traitement par noradrénaline), l’absence de traitement ne semble pas avoir conduit à une 

détérioration clinique ni à une surmortalité. Ces paramètres sont restés stables en l’absence 

d’antibiothérapie ciblée à l’exception du patient 12 où deux détériorations ont été observées 
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durant la période d’étude (45e et 72e jour), ces perturbations étant liées à une intervention 

chirurgicale et une insuffisance rénale mal tolérée. Étonnement, la positivité d’hémocultures à 

A. baumannii chez ce même patient a persisté pendant plusieurs semaines, sans détérioration 

de son état.  

Du point de vue microbiologique, l’absence de détérioration clinique pourrait également 

s’expliquer par la faible virulence de A. baumannii par rapport à d’autres bacilles à Gram 

négatif. Comme évoqué en introduction, il semble bien que cette espèce se distingue par sa 

formidable capacité à persister dans l’environnement, de résister aux antibiotiques, et non par 

sa virulence (31). 
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VI. Conclusion  

Depuis plus de 30 ans, A. baumannii est une menace qui pèse sur les patients des services de 

soins intensifs aux brûlés. Sélectionnés par des décennies d’usage d’antibiotiques à spectre de 

plus en plus large, des isolats formidablement résistants se sont installés dans l’environnement 

des patients et les infections nosocomiales qu’ils provoquent sont particulièrement difficiles à 

traiter. Le contrôle de leur diffusion est essentiel et l’identification rapide des clones les plus 

transmissibles requiert des outils épidémiologiques performants et faciles à utiliser en routine 

de laboratoire. Confrontés à une épidémie au long cours dans un service auparavant indemne 

de contamination par A. baumannii, nous avons pu comparer les différentes techniques 

disponibles pour typer les isolats. Si le séquençage génomique complet se place aujourd’hui 

comme l’outil de référence, son coût élevé et le délai d’obtention des résultats est encore peu 

compatible avec une intervention rapide en situation de soins. Nous avons montré ici que le 

core genome-MLST était plus performant que l’approche MLST, elle aussi coûteuse et lente, 

et devait servir à évaluer les techniques phénotypiques rapides qui apparaissent depuis quelques 

années. Ainsi, nous avons constaté une adéquation des résultats de cgMLST et de spectroscopie 

IR-TF, méthode rapide et peu onéreuse, qui nous a permis de confirmer ce qu’un antibiogramme 

complet avait également identifié, i.e. la présence de deux clones ayant colonisé ou infecté 16 

patients du centre de traitement des brûlés du CHU de Lille.  

Enfin, cette étude nous a permis de constater que les colonisations et infections qui sont 

survenues durant cette épidémie n’ont pas eu d’impact direct sur la mortalité bien que la 

majorité des bactériémies n’ont pas été traitées par une antibiothérapie adaptée. 
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Introduction : La diffusion de A. baumannii dans les hôpitaux et notamment dans les unités de soins intensifs 

comme ceux de réanimation des brûlés apparait comme une menace au vu de la proportion importante des souches 

multirésistantes.  Le typage épidémiologique bactérien est un outil efficace pour juguler la dissémination de ces 

clones. L’étude d’une épidémie survenue dans le service de réanimation des brûlés du CHRU de Lille entre 2017 

et 2019 nous a permis d’évaluer les nouvelles méthodes de typage et d’appréhender l’impact associé aux 

colonisations et infections à A. baumannii en termes de mortalité. 

Matériel et méthodes : Au cours de l’épidémie, 16 patients ont été colonisés et/ou infectés avec des souches 

de A. baumannii porteur d’une carbapénémase de type Oxa-23 dont le phénotype de résistance aux aminosides 

fluctuait au cours du temps. Nous avons évalué différentes méthodes de typage : l’antibiotype, la MLST, la 

spectrométrie de masse MALDI-ToF, la spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (IR-TF) et la cgMLST. 

Les gènes de résistance aux aminosides ont été recherchés et le recueil des données cliniques a également été 

réalisé. 

Résultats : Au total, l’antibiotype a mis en évidence 4 profils de résistance différents dont 2 ont diffusé au cours 

du temps. Ces clones sont regroupés au sein du ST 2 selon la technique MLST. Cependant, le typage par 

spectroscopie infrarouge et le cgMLST mettent en évidence que ces clones sont indépendants et que l’épidémie 

est reliée à deux clones distincts. Les données cliniques mettent en évidence que les infections dont les bactériémies 

ne sont pas reliées à une surmortalité bien que la plupart n’ont pas été traitées de manière adaptée.  

Conclusion : La IR-TF montre d’excellents résultats pour le typage bactérien de façon comparable à l’étude du 

core genome. Ces techniques apparaissent comme des méthodes d’avenir au détriment du typage par MLST et par 

spectrométrie de masse MALDI-ToF qui sont moins performants. Chez le patient brûlé, les infections dont les 

bactériémies à A. baumannii ne semblent pas induire une surmortalité même en cas de traitement non ciblé. 
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