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Introduction générale

Les Acinetobacter sont des bactéries opportunistes et ubiquitaires qui se présentent sous
la forme de coccobacilles a Gram négatif. Parmi les especes de ce genre, Acinetobacter
baumannii est la plus incriminée dans les infections nosocomiales, notamment au sein des
unités de soins intensifs (Peleg et al., 2008). Cette bactérie est impliquée dans un large éventail
des infections telles que les pneumopathies acquises sous ventilation, les bactériémies, les
infections urinaires, les surinfections de plaies ou encore les méningites post opératoires
(Antunes et al., 2014; Howard et al., 2012). Ces infections sont souvent liées a des facteurs de
risque comme les antécédents de chirurgie, les séjours en unité de soins intensifs, les
antécédents d’antibiothérapie et la présence de matériel invasif (ventilation mécanique, sonde
urinaire, cathéters intravasculaires) (Visca et al., 2011). Néanmoins, le role des Acinetobacter
non baumannii dans les infections humaines est de plus en plus décrit, particuliérement depuis
I’introduction des techniques moléculaires pour ’identification de ces especes (Espinal et al.,

2011).

A.baumannii présente une capacité remarquable & acquérir des mécanismes de résistance
aux antibiotiques, conduisant rapidement a une multi-résistance et parfois a des impasses
thérapeutiques. Ainsi, elle fait partie du groupe des bactéries « ESKAPE » pour Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp, classées par 1’Organisation Mondiale de la Santé
comme les plus inquiétantes sur le plan de la résistance (Howard et al., 2012; Potron et al.,
2015). Concernant les autres Acinetobacter, des souches cliniques multi-résistantes ont
également été décrites ces dernieres années (Al Atrouni et al., 2016a; Espinal et al., 2011; Li et
al., 2015b). Ainsi, la prise en charge des infections est devenue un véritable probléme de santé
publique dans de nombreux pays. La production des enzymes rendant les antibiotiques inactifs
constitue un mécanisme majeur de résistance chez Acinetobacter spp. Ces enzymes sont codées
par des genes souvent présents sur les éléments génétiques mobiles y compris les séquences
d’insertion, les plasmides, les transposons et les intégrons (Almasaudi, 2016; Potron et al.,
2015).



Enfin, une importante caractéristiqgue d'A.baumannii est son pouvoir épidémiogeéne.
Celui-ci est en rapport avec sa tolérance a la dessiccation. En effet, cette bactérie est capable de
survivre pendant de longues périodes dans I'environnement humide ou sec (Eveillard et Joly-
Guillou, 2012). La persistance de cette bactérie dans I'environnement du patient, associée a la
transmission par l'intermédiaire des mains du personnel au contact des patients, expliquent

I’ampleur et la durée des phénomeénes épidémiques.

A.baumannii est également responsable des infections communautaires dont les
pneumopathies, qui sont les plus rapportées, notamment dans les régions tropicales et
subtropicales du globe. Ces infections sont souvent décrites chez des sujets agés, diabetiques,
cancéreux, ou présentant une broncho-pneumopathie chronique obstructive. Des infections
post-traumatiques dues a A.baumannii ont également été rapportées notamment chez les soldats
blessés dans les zones de conflits armés en Irag, Afghanistan et Syrie, mais également chez des
survivants des catastrophes naturelles, notamment suite a des tremblements de terre ou des
tsunamis (Eveillard and Joly-Guillou, 2012; Eveillard et al., 2013; O’Shea, 2012; Rafei et al.,
2014a).

Parallelement aux études s’intéressant a 1’épidémiologie chez I’homme, de nombreuses
publications ont montré I’existence de réservoirs extrahospitaliers d’Acinetobacter spp (Al
Atrouni et al., 2016b). Ainsi, ces bactéries ont la capacité d’occuper diverses niches écologiques
y compris les zones contaminées par les hydrocarbones, les boues actives, les eaux usées, 1’eau
de source ou encore les sols. De méme, des études ont rapporté la présence de ces bactéries sur
des végétaux, dans des produits alimentaires, chez des arthropodes, mais également chez des
individus sains et des animaux a 1’état de colonisation (Al Atrouni et al., 2016b; Eveillard et
al., 2013). Cependant, I’implication de ces réservoirs dans la transmission de ces bactérie et le
role potentiel de ces dernieres dans les infections communautaires et la transmission ne sont
pas bien élucidées et restent encore un sujet a débat du fait que dans la majorité des cas, les

clones caractérisés sont souvent différents de ceux isolés en pratique clinique.

Objectif de la these

Ce travail de theése s’est développé dans le cadre d’un projet collaboratif mené entre le
laboratoire de Microbiologie Santé et Environnement a 1’Université Libanaise (Liban) et le

laboratoire ATOMYCA, Inserm Atip-Avenir Team a I’Université d’Angers (France). L objectif



global de ce présent travail a été d’étudier 1’épidémiologie hospitaliére et extrahospitalicre

d’Acinetobacter spp au Liban.
Vue globale des différentes parties de la thése

La premiere partie de la these, divisée en deux chapitres, est consacrée a une étude

bibliographique sur Acinetobacter spp. Dans le premier chapitre, nous avons développe la
taxonomie actuelle de ce genre bactérien, les différents outils phénotypiques et moléculaires
utilisés pour I’identification et le typage, I’impact clinique, 1’écologie, les facteurs de virulence,
les mécanismes de résistance aux antibiotiques, 1’épidémiologie moléculaire, et enfin, les
options thérapeutiques. Le second chapitre présente les réservoirs extrahospitaliers des
Acinetobacter non baumannii. Il est intitulé « Reservoirs of non baumannii Acinetobacter
species » et a été publié sous forme d’une revue dans le journal « Frontiers in Microbiology »
(impact factor 4.165).

La deuxiéme partie de la thése, consacrée au travail expérimental, est divisée en trois

axes de recherche :

1) Le premier axe « Epidémiologie hospitaliére d’Acinetobacter spp », tente de dresser un
portrait de I’épidémiologie moléculaire des infections dues a Acinetobacter spp au Liban,
et plus particulierement a Beyrouth et dans la région Nord du Liban, en ciblant plusieurs

hdpitaux. Ce travail a été valorisé par deux articles publiés dans des revues internationales.

L’article 1 décrit les caractéristiques épidémiologiques et les mécanismes moléculaires de
résistance aux carbapénémes d’une collection de 119 souches d’A.baumannii isolées de
plusieurs hdpitaux surtout a Beyrouth et Tripoli, au nord du Liban. Cette étude a été publiée
sous forme d’un « article de recherche intitulé « Wide spread of OXA-23 producing
carbapenem resistant Acinetobacter baumannii belonging to the clonal complex 11 in
different hospitals in Lebanon » dans le journal « International Journal of Infectious

diseases » (impact factor 2.229).

L’article 2 rapporte la premiéere détection de deux souches cliniques d’A.pittii résistantes
aux carbapénemes et portant les génes blanpm-1 et blaoxa-72. Cette étude a été publiée sous
forme d’un « First clinical case report » intitulé « Emergence of NDM-1 and OXA-72
producing Acinetobacter pittii clinical isolates in Lebanon » dans le journal « New

Microbes New Infections ».
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2) Le deuxieme axe « Ecologie d’Acinetobacter Spp au Liban », vise a investiguer plusieurs

3)

niches écologiques au Liban pour la présence d’Acinetobacter dans le but de caractériser

des réservoirs potentiels de ces bactéries, mais aussi d’identifier les différents clones

d’A.baumannii circulant en dehors des hopitaux. Ce travail a également été valorisé par

deux articles publiés dans des revues internationales.

L’article 3 représente une grande étude épidémiologique rapportant les prévalences

d’Acinetobacter spp dans une collection de 2361 échantillons extrahospitaliers isolés de

I’environnement, de produits alimentaires, d’animaux et d’individus sains. Cette étude a été

publiée sous forme d’un « article de recherche » intitulé « Diversity of Acinetobacter species

isolated from different environments in Lebanon : a nationwide study » dans le journal

« Future Microbiology » (Impact factor 3.637).

L’article 4 faisant partie de 1’étude précédente, décrit la premiére détection au Liban des
souches d’Acinetobacter calcoaceticus résistantes aux carbapénémes isolées sur des
végétaux consommables. Cette observation a fait I’objet d’une publication sous forme
d’une « letter to the editor » intitulée « First report of OXA-72 producing
Acinetobacter calcoaceticus in Lebanon » dans le journal « New Microbes New

Infections ».

Le troisieme axe « Caractérisation d’une putative nouvelle espéce d’Acinetobacter »,
vise a poursuivre I’identification des souches d’Acinetobacter précédemment décrites au
Liban et non identifiées au rang d’espéce en utilisant diverses approches taxonomiques.
Ce travail est en cours de réalisation en collaboration avec le laboratoire de génétique
bactérienne (Prague, République du tchéque).

La troisieme partie comprend une discussion générale et une conclusion suivie de

perspectives de ce travail de recherche.
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Etude bibliographique

I. Le genre Acinetobacter : historique et taxonomie actuelle

L’histoire du genre Acinetobacter a débuté avec le microbiologiste néerlandais (Martinus
Willem Beijerinck) qui a isolé en 1911, une souche bactérienne dénommée Micrococcus
calcoaceticus a partir d’un prélévement de sol enrichi dans un milieu minimum contenant
I’acétate et le calcium (Beijerinck, 1911). La caractérisation de cette souche a été poursuivie
avec Brisou et Prévot en 1954, et le nom Acinetobacter a été proposé pour séparer les bactéries
immobiles des bactéries mobiles du genre Achromobacter (Brisou and Prevot, 1954). Ce genre
a regroupé une collection hétérogene des bactéries a Gram négatif, immobiles, a réaction
d’oxydase négative ou positive. En 1971, suite aux travaux de Baumann et ses collaborateurs
(Baumann et al., 1968), la sous-comité pour la taxonomie des Moraxella et ses bactéries
apparentées a déclaré que le genre Acinetobacter devait inclure uniquement les especes a
oxydase négative. En 1984, le genre Acinetobacter a été officiellement inclus dans la taxonomie
mondiale apres son apparition sur la liste approuvée des especes bactériennes (Approved Lists
of Bacterial Names) et dans le manuel Bergey’s de Bactériologie systématique (Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology) (Jung and Park, 2015). Cependant, une description
détaillée des espéces appartenant a ce genre n’a pas été prévue avant 1986 ou seules deux
espéces ont été dénommées, Acinetobacter calcocaceticus pour les souches oxydant le glucose
et Acinetobacter lwoffii pour les souches n’oxydant pas le glucose (Jung and Park, 2015; Seifert
and Dijkshoorn, 2008).

La premiere étude taxonomique moderne du genre Acinetobacter a été réalisée par Bouvet
et Grimont en 1986. Ils ont fourni une description de plusieurs especes y compris Acinetobacter
baumannii, Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter johnsonii et Acinetobacter junii et ont
modifié la description d’A.calcoaceticus et d’A.lwoffii en se basant sur des tests biochimiques,
les besoins nutritifs des souches ainsi que sur des preuves d’hybridation ADN-ADN (Bouvet
and Grimont, 1986). La taxonomie du genre Acinetobacter a ainsi été confuse en raison du
mangue de marqueurs biochimiques capables de distinguer les especes bactériennes. Aussi, des

désignations provisoires « especes génomigques ou genomic species » ont été largement
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utilisées. Le nom des especes génomiques dérive du nom des auteurs (par ex Acinetobacter
genomic species 13TU a été propose par Tjernberg et Ursing, Ac.gen.sp 13 TU a été proposé
par Tjernberg et Ursing) (Seifert and Dijkshoorn, 2008). Plus tard, des travaux tentant de définir
des espéces distinctes a partir des espéces géenomiques ont été réalisés, et les noms validés
Acinetobacter bereziniae, Acinetobacter guillouiae, Acinetobacter pittii, et Acinetobacter
nosocomialis ont été attribués aux espéces génomiques BJ10, BJ11, BJ3, et 13TU
respectivement (Nemec et al., 2010, 2011). De méme, certaines espéces avaient des noms
synonymes comme gen.sp 9 et A.lwoffii, gen. sp 12 et A.radioresistens, gen.sp 14TU et gen.sp
13BJ, A.grimontii et A.junii (Dijkshoorn and Nemec, 2008; Seifert and Dijkshoorn, 2008) ainsi
qu’A.ursingii et A.septicus (Nemec et al., 2008).

Depuis la description des premiers membres du genre Acinetobacter, plusieurs espéces
ont été rapportées. Ce genre bactérien est formé actuellement de 71 especes dont 53 portent
des noms propres et officiels (Tableau 1). Il convient de noter que la taxonomie de ce genre
reste encore un défi aujourd’hui, surtout que les analyses phénotypiques utilisées en pratique
courante dans les laboratoires de routine ne sont pas capables de détecter des différences
minimes au niveau de certaines espéces (Peleg et al., 2008). C’est le cas du complexe
A.calcoaceticus-A.baumannii (Acb) qui comprend 6 especes phénotypiquement trés proches:
A.baumannii, A.pittii, A.nosocomialis et A.calcoaceticus (Chan et al., 2012) ainsi que les
nouvelles espéces A.seifertii et A.dijkshoorniae (Cosgaya et al., 2016; Nemec et al., 2015).
Récemment, les données du génome entier ont été incluses dans les analyses taxonomiques, et
les chercheurs ont ainsi pu réussir a délimiter les espéces génomiques d’Acinetobacter.
Cependant, I’application de ces données sans recours aux études phénotypiques n’a jamais été

validée, ni acceptée.
Le genre Acinetobacter appartient actuellement au domaine des Bacteria, phylum des

Proteobacteria, classe des Gammaproteobacteria, ordre des Pseudomonodales et est classé

dans la famille des Moraxellaceae (Doughari et al., 2011).
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Tableau 1 : Classification et nomenclature du genre Acinetobacter

Validly published names (n-53)

Cultured (mainly) from

References

A.albensis
A.apis
A.baumannii
A.baylyi

A beijerinckii

A.bereziniae

A.bohemicus

A .boissieri
A.bouvetii
A.brisouii
A.calcoaceticus
A.celticus

A.courvalinii

A.dispersus

A.dijkshoorniae/ =A.lactucae
A.equi

A.gandensis

A.gerneri

A.grimontii

A.guangdongensis

A.guillouiae

A.gyllenbergii
A.haemolyticus
A.harbinensis
A.indicus
A.johnsonii
A.junii

A.koukii

Soil, water

Honey bee intestine
Human, animals

Activated sludge, soil
Human, animals, soil, water

Human

Soil, water

Floral nectar
Activated sludge
Peat

Soil, water, human
Soil, water

Human, animals

Soil, water, human

Human, water, lettuce
Horse

Horse, cattle, water
Activated sludge

Activated sludge

Lead-zinc ore

Soil, water, human

Human

Human

River water

Soil

Soil, water, human, animals
Human, animals, water, soil

Soil, water

(Krizova et al., 2015a)
(Kim et al., 2014a)

(Bouvet and Grimont, 1986)
(Carr et al., 2003)

(Nemec et al., 2009)

(Bouvet and Grimont, 1986; Nemec et al.,
2010)

(Krizova et al., 2014; Touchon et al., 2014)
(Alvarez-Pérez et al., 2013)

(Carr et al., 2003)

(Anandham et al., 2010)

(Bouvet and Grimont, 1986)
(Radolfova-Krizova et al., 2016a)

(Bouvet and Jeanjean, 1989; Nemec et al.,
2016)

(Bouvet and Jeanjean, 1989; Nemec et al.,
2016)

(Cosgaya et al., 2016; Rooney et al., 2016)
(Poppel et al., 2015)

(Smet et al., 2014)

(Carr et al., 2003)

(Carr et al., 2003; VVaneechoutte et al.,
2008)

(Feng et al., 2014b)

(Bouvet and Grimont, 1986; Nemec et al.,
2010)

(Nemec et al., 2009)
(Bouvet and Grimont, 1986)
(Li et al., 2014a)

(Malhotra et al., 2012)
(Bouvet and Grimont, 1986)
(Bouvet and Grimont, 1986)

(Choi et al., 2013)
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Validly published names (continued)

A.lactucae

A.lwoffii
A.modestus
A.nectaris

A.nosocomialis

A.pakistanensis (=A.bohemicus)

A.parvus

Apittii

A.populi
A.pragensis

A .proteolyticus
A.puyangensis
A.gingfengensis

A.radioresistens

A.rudis
A.schindleri

A .seifertii

A.soli

A .tandoii
A.tjembergiae
A.towneri
A.ursingii
A.variabilis

A.venetianus

A.vivianii

Cultured (mainly) from

Lettuce

Human, animal, soil, water
Human, water
Floral nectar

Human

Wastewater

Human, animals

Human, soil, water

Populus bark
Soil, water
Human
Populus bark
Populus bark

Human, soil, cotton

Raw milk, wastewater
Human, animals

Human

Human, soil

Activated sludge, water, soil
Activated sludge

Activated sludge, water, soil
Human

Human, animals, soil

Salt water

Human, soil, water

References

(Rooney et al., 2016)

(Bouvet and Grimont, 1986)
(Nemec et al., 2016; Touchon et al., 2014)
(Alvarez-Pérez et al., 2013)

(Nemec et al., 2011; Tjernberg and Ursing,
1989)

(Abbas et al., 2014; Nemec and Radolfova-
Krizova, 2016)

(Nemec et al., 2003)

(Bouvet and Grimont, 1986; Nemec et al.,
2011)

(Li etal., 2015c)

(Radolfova-Krizova et al., 2016b)

(Nemec et al., 2016; Touchon et al., 2014)
(Lietal., 2013)

(Li etal., 2014b)

(Bouvet and Grimont, 1986; Nishimura et
al., 1988)

(Vaz-Moreira et al., 2011)
(Nemec et al., 2001)

(Gerner-Smidt and Tjernberg, 1993;
Nemec et al., 2015)

(Kim et al., 2008)
(Carr et al., 2003)
(Carr et al., 2003)
(Carr et al., 2003)
(Nemec et al., 2001)
(Krizova et al., 2015b)

(Di Cello et al., 1997; Vaneechoutte et al.,
2009)

(Nemec et al., 2016; Touchon et al., 2014)
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Species Name ahead of print in
1JSEM (n=3)

A.larvae

A.defluvii

A.colistiniresistens

Tentative species designations (n=6)
Genomic sp. 6

Genomic sp. 15BJ

Genomic sp. 16

Taxon 21

Taxon 22

Taxon 23

Effectively but not validly published
names (n=10)

A.antiviralis

A .halotolerans

A kyonggiensis
A.marinus

A.oleivorans

A.oryzae

A.plantarum (=A.junii)
A refrigeratoris
A.seohaensis (A.towneri)

A.septicus (= A.ursingii)

Cultured (mainly) from

Moth larval gut

Hospital sewage

Human

Cultured (mainly) from
Human

Human

Human

Human

Human

Soil, water, animals, human

Cultured (mainly) from

Tobacco plant roots
Soil

Sewage treatment plant
Sea water

Soil

Rice

Wheat

Refrigerator

Sea water

Human

References

(Liu et al., 2016)

(Hu et al., 2017)

(Nemec et al., 2017)
References

(Bouvet and Grimont, 1986)
(Bouvet and Jeanjean, 1989)
(Bouvet and Jeanjean, 1989)
(Touchon et al., 2014)
(Touchon et al., 2014)
(Touchon et al., 2014)

References

(Lee et al., 2009a)
(Dahal et al., 2017)
(Lee and Lee, 2010)
(Yoon et al., 2007)
(Kang et al., 2011)
(Chaudhary et al., 2012)
(Du et al., 2016)

(Feng et al., 2014a)

(Yoon et al., 2007)

(Kilic et al., 2008; Nemec et al., 2008)
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I1. Caractéristiques bactériologiques du genre
Acinetobacter

1. Caractéristiques morphologiques

Le genre Acinetobacter comprend des bacilles ou coccobacilles dont la structure de la
paroi cellulaire est typique des bactéries Gram négatif. Cependant, ces bactéries résistent parfois
a la décoloration de Gram en retenant le crystal violet et peuvent donc étre mal identifiées,
comme des cocci Gram positif (Doughari et al., 2011). Ce sont des bactéries asporulées, parfois
capsulées, souvent groupées en paires mais aussi en chaines de longueur variable. Dans la phase
exponentielle de croissance, leur diamétre varie typiquement de 0,9 a 1,6 um et leur longueur
de 1,5 a 2,5 um. Elles deviennent plus coccoides dans la phase stationnaire (Doughari et al.,
2011; Jung and Park, 2015). Bien que ces bactéries soient généralement considérées comme
immobiles, une mobilité de type « mouvement par tremblement » ou « twitching motility » a

été remarquée notamment sur des supports semi-solides (Roca et al., 2012).

2. Caractéristiques biochimiques

Les Acinetobacter sont des bactéries présentant des réactions de catalase positive et
d’oxydase négative, et n’ont pas la capacité de métaboliser les sucres par les voies fermentaires
(Kurcik-Trajkovska, 2010; Vaneechoutte et al., 2011). Par ailleurs, la majorité des tests
biochimiques utilisés habituellement en bactériologie clinique sont négatifs : indole, réduction
des nitrates en nitrites, décarboxylase pour la lysine (LDC), décarboxylase pour l'ornithine
(ODC), production d'hydrogene sulfuré (H.S), béta-galactosidase et DNase. Les tests de
I'uréase, I'hydrolyse de la gélatine ou la phénylalanine désaminase (PAD) donnent quant a eux

des réponses variables (Doughari et al., 2011; Hawkey and Bergogne-Berezin, 2006).

3. Caractéristiques culturales

Les Acinetobacter sont des bactéries aérobies strictes, prototrophes, non fastidieuses,
facilement cultivables sur la plupart des milieux ordinaires dans les laboratoires cliniques
(Kurcik-Trajkovska, 2010). La plupart des especes se multiplie bien a des températures
d'incubation de 20 a 37°C, avec des températures optimales de croissance situees entre 33 et

35°C (Doughari et al., 2011). Les isolats cliniques d’Acinetobacter présentent une bonne
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croissance a une température de 37°C et certaines souches peuvent se développer a des
températures élevées (Seifert and Dijkshoorn, 2008).

Sur gélose au sang, les colonies apparaissent généralement non pigmentées, lisses ou
mugqueuses (lorsque la capsule est présente), opaques, de couleur blanche ou crémeuse, avec un
diamétre de 1-2 mm apres 18-24h d’incubation a 37°C. Par ailleurs, certaines espéces
n’appartenant pas au complexe A.calcoaceticus-A.baumannii présentent un caractére

hémolytique (Bergogne-Bérézin, 2008).

Des milieux sélectifs ont été développés pour faciliter la détection des Acinetobacter
comme par exemple le milieu Leeds Acinetobacter medium (LAM) commercialisé par Hardy
Diagnostics (Etats-Unis) (colonies roses pour le genre Acinetobacter) ou encore le milieu
CHROMagar commercialisé par Chromagar (France) (colonies rouges pour le genre
Acinetobacter) (Ajao et al., 2011; Jawad et al., 1994). Enfin, certains milieux d’enrichissement
minimum a base de 1’acétate et de nitrate ont été utilisés pour faire pousser les Acinetobacter a

partir de prélevements environnementaux tels que 1’eau ou encore le sol (Doughari et al., 2011).

I11. Identification des Acinetobacter

1. Identification phénotypique

L’identification phénotypique au rang d’espéce du genre Acinetobacter est difficile. Les
galeries biochimiques commercialisées (APl 20NE, RapID NF) ou encore les systemes
automatisés (Vitek 2, Phoenix) utilisés dans la plupart des laboratoires de microbiologie
clinique ne sont pas efficaces pour I’identification et en particulier ne permettent pas de
distinguer les especes du complexe A.calcoaceticus-A.baumannii (Peleg et al., 2008; Seifert
and Dijkshoorn, 2008). Ainsi, une étude irlandaise publiée en 2009 a montré que 75% des
souches d’Acinetobacter étudiées ont été mal identifiées par Vitek 2 (Boo et al., 2009). Ces
résultats ont récemment été confirmés par une autre étude qui a montré une identification
correcte au rang d’espéce pour seulement 35,9% des Acinetobacter (Lee et al., 2014). Ainsi,
ces difficultés d’identification sont a 1’origine d’une sous-estimation de I’implication de

beaucoup d’espéces autres qu’A.baumannii en pathologie humaine.
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La spectrométrie de masse connue par MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time Of Flight Mass Spectrometry), est une technique protéomique
apparue il y a quelques années et utilisée pour 1’identification rapide des bactéries dans les
laboratoires de microbiologie clinique. Cette méthode a pour principe I’identification des
espéces bactériennes par analyse de leur composition en protéines notamment les protéines
ribosomales et celles associées aux membranes. Les protéines bactériennes préalablement
ionisees sont séparées en fonction de leur rapport masse/charge puis détectées selon leur temps
de vol. Les résultats sont présentés sous forme d’un spectre de masse. Celui-ci est
caractéristique de chaque espéce et est comparé aux spectres d’une base de données (Patel,
2013). Trois automates ont été commercialisés : le MALDI Biotyper (Bruker Daltonics,
Germany), le Vitek MS (bioMérieux, France) et I’ Andromas (Andromas SAS, France).

Le MALDI Biotyper a montré un potentiel pour la différenciation des espéces au sein du
complexe A.calcoaceticus-A.baumannii malgré des difficultés rencontrées parfois pour
A.nosocomialis et A.baumannii. Ceci a été du a la similarité des spectres de ces especes et au
manque de spectres d’A.nosocomialis dans la base de données (Alvarez-Buylla et al., 2012).
Plus tard, plusieurs études ont visé a I’amélioration de I’identification des especes du complexe
sur cet automate. Ainsi, I’inclusion des spectres d’A.nosocomialis et I’optimisation des
protocoles ont pu résoudre ces problémes d’identification (Espinal et al., 2012; Sousa et al.,
2014).

Un autre automate, le VITEK MS, est utilisable selon 2 modes de fonctionnement : un
mode IVD (In Vitro Diagnosis) pour le diagnostic de routine, un mode RUO (Research Use
Only) avec une base de données ouverte pour des applications de recherche. Or, aucun de ces
deux modes ne permet une identification satisfaisante des espéces appartenant au complexe
A.calcoaceticus-A.baumannii (Manji et al., 2014). En 2015, Pailhories et al. ont pu enrichir la
base de donnée SARAMIS™ (mode RUO) par des spectres de référence et des super spectres
pour chaque espece de ce complexe, ce qui a permis une identification rapide et fiable
(Pailhoriés et al., 2015a).

2. ldentification moléculaire

L'utilisation d'outils de biologie moléculaire reste le meilleur moyen pour pallier la
mauvaise identification phénotypique des especes du genre Acinetobacter. La technique

d’hybridation ADN-ADN représente la méthode de référence. Cependant, elle est
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contraignante et disponible seulement dans des laboratoires de référence (Dijkshoorn and
Nemec, 2008). D’autres outils moléculaires ont été développés et utilisés. Parmi ces techniques,
il existe celles qui sont basées sur la comparaison des fragments d’ADN obtenus apres
séparation par électrophorése, celles basées sur I’amplification d’un géne spécifique, ou celles
basées sur I’analyse de fragments d’ADN séquencés. Nous présentons ici les principales
techniques utilisées.

2.1. Méthodes d’identifications basées sur I’analyse de fragments d’ADN
apres électrophorese

2.1.1. Amplified Ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA)

L’ ARDRA est une technique basée sur I’amplification d’un locus spécifique suivie d’une
restriction enzymatique et d’une séparation des fragments obtenus par migration sur gel
d’électrophorése (Ahmed and Alp, 2015). Cette méthode est validée et peut étre utilisée pour
I’identification des Acinetobacter. Cinq types d’enzymes sont utilisés, Cfol, Alul, Mbol, Rsal
et Mspl. Pour I’identification, les profils obtenus sont comparés a une base des données
renfermant les profils décrits pour les espéces connues (Dijkshoorn and Nemec, 2008; Seifert
and Dijkshoorn, 2008). Le gene le plus couramment étudié est celui qui code I’ADN ribosomal
16S.

L’ARDRA est une technique peu colteuse, utilisable facilement et avec une bonne
reproductibilité inter-laboratoires. Cependant, elle peut s’avérer insuffisamment discriminante,
et certains profils peuvent co-exister avec différentes especes d’Acinetobacter. De méme, des
variations intra-especes peuvent étre observées. L’étude d’autres génes tels que I’espaceur
intergénique ADNr 16S-23S et le géne recA ont été proposés comme alternative (Ahmed and
Alp, 2015; Dijkshoorn and Nemec, 2008; Seifert and Dijkshoorn, 2008; Vaneechoutte et al.,
1995).

2.1.2. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

L’AFLP est une technique d’empreinte génétique de toute molécule d’ADN
indépendamment de son origine. Elle est trés utile pour I’identification des Acinetobacter,
notamment les espéces du complexe Acb. Cette technique consiste a digérer I’ADN par 2
enzymes de restriction, puis a réaliser une ligation d’adaptateurs aux fragments de restriction.

Ensuite, une amplification sélective de ces fragments est réalisée avec des amorces specifiques,
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puis les amplicons sont séparés par migrations sur gel d’électrophorése. L’AFLP est une
méthode d’identification performante, validée, ayant une bonne capacité de discrimination.
Cependant, elle requiert du temps et des compétences techniques ainsi qu’une standardisation
rigoureuse. En outre, les profils générés sont difficilement comparables entre les laboratoires
(van Belkum et al., 2007; Rafei et al., 2014b; Seifert and Dijkshoorn, 2008) (van Belkum et al.,
2007; Rafei et al., 2014b).

2.1.3. Le ribotypage

Le ribotypage détecte le polymorphisme génétique présent au sein des genes codant pour
les ARN ribosomaux (ARNr). Son efficacité dans 1’identification et le génotypage des souches
bactériennes a déja été prouvée. Dans cette technique, I’ADN est digéré avec des enzymes de
restriction puis les fragments sont séparés par électrophorese et transférés sur une membrane.
I1 s’en suit une hybridation avec une sonde marquée spécifique. Des marqueurs non radioactifs
sont utilisés ce qui rend cette technique facile a réaliser dans un laboratoire de microbiologie
bien équipé (Bouchet et al., 2008). Les ribotypes ainsi générés peuvent étre spécifiques d’une

espece ou méme d’une souche bactérienne (Ahmed and Alp, 2015; Bouchet et al., 2008).

L’identification des espéces d’Acinetobacter par cette technique a été initiée par Gerner-
Smidt qui a utilisé I’EcoRl, Clal, et Sall comme enzymes de restriction et le digoxenin-11-UTP
comme une sonde pour ’ARNr (Gerner-Smidt, 1992). Cette technique a été automatisee et
commercialisée sous le nom de Riboprinter™ (DuponQualicon, Etats Unis) et a été largement
utilisée dans plusieurs études avec 1I’enzyme EcoRI. Bien que le ribotypage soit laborieux, cette
methode est robuste pour I’identification des Acinetobacter avec une bonne corrélation avec
I’ARDRA et ’AFLP. Les résultats peuvent étre compareés entre les laboratoires et les especes

d’Acinetobacter peuvent étre différenciées (Ahmed and Alp, 2015; van Dessel et al., 2004).

2.2. Méthodes ciblant un gene spécifique

2.2.1. PCR ciblant le gene blaoxa-s1-like

Ce géne, naturellement présent sur le chromosome d’A.baumannii, code pour une enzyme
qui est I’oxacillinase. En 2006, il a été utilisé pour la premiére fois comme un marqueur pour
I’identification spécifique d’A.baumannii, dans une étude réalisée par Turton et al. Puis, la
détection de ce géne a éte largement appliquée pour le diagnostic de cette espéce (Evans and

Amyes, 2014; Turton et al., 2006a). Cependant, cette methode peut s’avérer quelque fois
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imparfaite car certaines études ont rapporté des mutations dans ce géne et d’autres ont mis en
évidence sa présence chez d’autres especes d’Acinetobacter (Lee et al., 2012; Lopes et al.,
2012; Zander et al., 2013).

La détection d’autres oxacillinases intrinséques comme blaoxa-134, blaoxa-211, blaoxa-213,
blaoxa-214, blaoxa-228 a été suggérée comme outil pour 1’identification des espéces A.lwoffii,
A.schindleri, A.johnsonii, A.calcoaceticus, A.haemolyticus et A.bereziniae respectivement
(Kamolvit et al., 2014).

2.2.2. PCR ciblant le gene gyrB

Cette méthode utilise la variabilité au niveau du géne gyrB codant pour la sous unité 3 de
I’ADN gyrase, pour différencier certaines especes d’Acinetobacter. Une premiére PCR
multiplexe a été proposée pour identifier A.baumannii et A.nosocomialis. Elle utilise 2 jeux
d’amorces, Sp4F et Sp4R, pour lesquels les deux especes produisent un amplicon de 294 pb, et
Sp4R et Sp2F, pour lesquels seul A.baumannii produit un amplicon supplémentaire, de 490 bp
(Higgins et al., 2007). Une autre PCR multiplexe a été décrite pour différencier les deux autres
espéces du complexe A.pittii et A.calcoaceticus. Cette nouvelle PCR utilise deux paires
d’amorces, D16 et D8 qui permettent d’amplifier un fragment de 194 pb et identifier A.pittii,
alors que I’autre paire D14 et D19 produit un amplicon de 428 pb qui identifie A.calcoaceticus
(Higgins et al., 2010a). Cette approche semble utile et reproductible, et facilement utilisable.
En outre, elle permet de discriminer efficacement les especes appartenant au complexe Acb.
Ainsi, dans une étude réalisée sur 495 isolats cliniques d’Acinetobacter, il a été montré que
448 isolats ont été correctement identifies en donnant des résultats concordants avec d’autres

techniques moléculaires (Lee et al., 2014).

2.2.3. PCR ciblant les genes recA et I’espaceur intergénique ADNr 16S-23S

C’est une technique de PCR multiplexe utilisant deux pairs d’amorces : une paire
amplifiant une région de 425 pb du géne de la recombinase A (recA) et permettant
I’identification du genre Acinetobacter, et une autre paire amplifiant un fragment de 208 pb de
la région ITS spécifique d’A.baumannii. Cette technique est d’utilisation trés limitée car elle
permet d’identifier les souches uniquement au niveau du genre (Chen et al., 2007; Chiang et
al., 2011).
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2.3. Méthodes basées sur I’analyse d’une séquence d’ADN

2.3.1. Séquencage du géne de I’ADN ribosomal 16S

Le gene ADNr 16S est universellement présent chez les bactéries et couramment utilisé
dans les études taxonomiques et phylogénétiques (Janda and Abbott, 2007). Son séquencage
permet également I’identification d’espéces lors du diagnostic microbiologique de routine. Une
espéce est définie lorsqu’un groupe de souches partage plus de 98,7% d’homologie au niveau
des séquences d’ADN codant pour I’ADNr 16S.

Chez Acinetobacter, I’utilité de ce géne est un sujet de débat du fait de divergences
détectées (Nemec et al., 2011; Seifert and Dijkshoorn, 2008). Il a par exemple été montré dans
une étude évaluant cette technique chez des souches types et de référence que les valeurs de
similarité des séquences variaient entre 94,1% et 99,6%, avec seulement 3,7% des valeurs au-
dessus du seuil taxonomique de 98,7% (Dijkshoorn and Nemec, 2008). Au sein du complexe
Acb, une autre étude a rapporté que la similarité des séquences entre les espéces non baumannii
pouvait varier entre 98,9 et 99,0%, rendant ainsi leur discrimination difficile par cette technique
(Nemec et al., 2011). Dans une étude similaire, Chan et al. ont montré que cette technique était
incapable de différentier correctement les especes du genre méme avec une valeur cut-off au-
dela de 99% (Chan et al., 2012). Pour que cette technique d’identification soit plus
discriminante, Vaneechoutte et De Baere ont proposé de nouveaux seuils d’identification : sur
une longueur de 1300 pb, une similarité minimum de 99.7 % doit étre obtenue pour définir
I’identité de I’espece (Vaneechoutte and De Baere, 2008). Ces observations mettent en évidence
que cette approche n’est pas toujours suffisante pour 1’identification de toutes les espéces

d’Acinetobacter.

2.3.2. Séquencage du géne rpoB

Le séquengage du géne rpoB, codant pour la sous-unité 3 de I’ARN polymérase semble
étre trés utile pour I’identification des espéces du genre Acinetobacter. La Scola et al. ont
montre la présence de deux zones polymorphiques nommeées 1 et 2, de taille de 350 et 450 pb
au sein du gene, et de deux zones variables adjacentes a I’extrémité du géne, appelées zones
rplL-rpoB (301-310 pb) et rpoB-rpoC (86-177 pb) (figure 1). 1l a été proposé de séquencer la
zone 1 comme un schéma rapide pour I’identification des Acinetobacter (séquencage partiel du
gene rpoB) (La Scola et al., 2006). Cette zone a éte validée par Gundi et al. en 2009. Cette

technique s’avére trés discriminante. En effet, la similarité inter-especes des sequences de zone
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1 au sein de complexe A.calcoaceticus-A.baumannii est située entre 88,3 % et 96,9%, tandis
que la similarité intra-especes est entre 98,0 et 100% pour A.baumannii, A.pittii et
A.nosocomialis, et entre 98,6 et 100% pour A.calcoaceticus (Gundi et al., 2009). L’utilité de
séquencer cette zone a également été démontrée par d’autres études ultéricures (Karah et al.,
2011a; Lee et al., 2014). Cependant, cette technique ne permet pas toujours a elle seule
d’identifier certaines espéces atypiques qui circulent en dehors des hopitaux (Al Atrouni et al.,
2016c¢; Rafei et al., 2015a).

|
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Figure 1: Représentation graphique des zones conservées et hypervariables du géne rpoB

(La Scola et al., 2006)

2.3.3. Séquencage de I’espaceur intergénique 16S-23S de I’ADN ribosomal

Le polymorphisme de la région située entre le gene codant la sous-unité 16S de ’ADN
ribosomal et celui codant la sous-unité 23S, région aussi appelée espaceur intergenique 16S-
23S a été mis a profit pour discriminer les espéces appartenant au complexe Acb. En effet, la
similarité intra-espéces des séquences de cette région au sein de ce complexe varie entre 0,99

et 1 alors que la similarité inter-espéces varie entre 0,86 et 0,92 (Chang et al., 2005).

V. Pathogénicité d’Acinetobacter

Au sein du genre Acinetobacter, A.baumannii est devenu au cours de ces dernieres
décennies un agent pathogene cliniquement pertinent, impliqué dans un large éventail
d’infections. Néanmoins, le role des Acinetobacter non baumannii dans les infections humaines
est de plus en plus reconnu, et cela grace a I’introduction dans les laboratoires des techniques
de biologie moléculaire, permettant une identification fiable des bactéries au niveau de I’espéce

(Al Atrouni et al., 2016b; Karah et al., 2011a; Kishii et al., 2014).
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1. Pathogénicité d’A.baumannii

1.1. Pneumopathies

Les pneumopathies chez les patients ventilés représentent aujourd’hui les infections a
A.baumannii les plus fréquentes en unités de soins intensifs. Une étude américaine du National
Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) a rapporté 5 & 10 % de pneumopathies dues a
A.baumannii dans les unités de soins intensifs (Gaynes et al., 2005). Des facteurs de risque en
faveur du développement d’une pneumopathie acquise sous ventilation ont été identifiés. Il
s’agit d’un contexte de neurochirurgie, un traumatisme cranien, un syndrome de détresse
respiratoire aigué, une inhalation importante ou encore une antibiothérapie préalable (Baraibar
et al., 1997 ; Garnacho-Montero et al., 2005).

A.baumannii peut également étre a I’origine de pneumonies communautaires, survenant
surtout en zone tropicale (Asie et Australie). Ces infections sont fréquemment observées chez
I’homme et sont associées avec des facteurs de risque comme 1’age, le tabagisme, 1’alcoolisme,
la bronchite chronique, le diabete, le cancer et les antécédents de pneumonie. Les pneumonies
communautaires sont généralement fulminantes, avec un taux de mortalité qui peut dépasser
les 60% en raison d’un retard de prise en charge thérapeutique adaptée (Falagas and Rafailidis,
2007; Peleg et al., 2008; Whitman et al., 2008).

1.2. Bactériémies

A.baumannii peut étre a I’origine de bactériémies qui sont le plus souvent la conséquence
de la présence de cathéters ou autres dispositifs implantables. Dans une étude réalisée aux Etats
Unis, il a été rapporté que la bactérie était impliquée dans 1,3% des bactériémies nosocomiales
(Cisneros and Rodriguez-Bafio, 2002). Ces infections sont plus rencontrées dans les services
de soins intensifs que dans d’autres services. Le taux de mortalité résultant de ces infections
est de I’ordre de 16% en dehors de soins intensifS, alors qu’il peut varier entre 34 et 43% dans
les services de soins intensifs (Cisneros and Rodriguez-Bafio, 2002; Garnacho-Montero et al.,
2015; Peleg et al., 2008).
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1.3. Infections de la peau et des tissus mous

A.baumannii est responsable de prés de 2% des infections de la peau et des tissus mous

acquises dans les unités de soins intensifs (Almasaudi, 2016).

Ce germe était ¢galement I’un des microorganismes les plus fréquemment isolés des
plaies chez les survivants des catastrophes naturelles. 1l a été retrouvé dans des plaies chez des
patients victimes de séismes en Marmara-Turquie en 1999, au Pakistan en 2005, en Wenchuan-
chine, ainsi que du tsunami de 1’océan indien en 2004 (Eveillard et al., 2013). D’autre part,
A.baumannii a également été retrouve chez les patients issus des zones de conflits armés tel
qu’en lIrag, et Afghanistan (O’Shea, 2012). Il était le germe le plus fréquemment isolé des
victimes de guerre ayant des fractures ouvertes de tibia (Falagas et al., 2015). Récemment, des
souches multi-résistantes ont été isolées de plaies des blessés de guerre en Syrie et hospitalisés
a I’hopital gouvernemental de Tripoli, Nord du Liban (Rafei et al., 2014a, 2015b).

1.4. Infections urinaires

A.baumannii peut étre impliqué mais rarement dans les infections urinaires. Selon une
étude, il serait responsable de moins de 2% des infections urinaires acquises dans les services

de soins intensifs. L’infection est en lien avec la présence d’une sonde urinaire (Falagas et al.,

2015; Peleg et al., 2008).

1.5. Méningites

Les méningites nosocomiales post chirurgicales causées par des souches multi-résistantes
d’A.baumannii ont été rapportées (Basri et al., 2015; Doughari et al., 2011). La bactérie a été
impliquée dans 4% des cas de méningites nosocomiales chez les adultes. La mortalité peut étre
aussi élevée que 70%, bien que sa cause soit souvent difficile a discerner (Basri et al., 2015;
Peleg et al., 2008).

1.6. Autres manifestations

A.baumannii peut étre la cause d’endocardites dont la majorité est liée a I’utilisation de
valves prothétiques. Il peut aussi étre a I’origine de péritonites, d’ophtalmies ou encore de

kératites post chirurgies (Peleg et al., 2008).
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2. Pathogenicité des Acinetobacter non baumannii

De nombreuses études supportent le fait que les especes proches d’A.baumannii jouent un
role important en pathologie humaine et sont de plus en plus impliquées dans les infections
nosocomiales (Espinal et al., 2011). Ainsi, dans les services de soins, divers épidémies
d’Acinetobacter ont été décrites dont les agents responsables étaient A.pittii ou A.nosocomialis
(van Dessel et al., 2002; Horrevorts et al., 1995; ldzenga et al., 2006). Dans une large étude
portant sur 584 souches cliniques d’Acinetobacter spp, Seifert et ses collaborateurs ont rapporté
que, malgré la prédominance d’A.baumannii, 9.4% des souches étudiées étaient des A.pittii,
4.9% des A.johnsonii et 3.6% des A.lwoffii (Seifert et al., 1993). Dans une autre étude réalisee
en Italie, A.pittii représentait 5.6% des infections dues aux Acinetobacter spp (Donnarumma et
al., 2010). Dans d’autres pays encore, la situation a été différente. Quelques études ont rapporté
des prévalences plus élevées d’infections causées par A.pittii (26% et 39 %) (Boo et al., 2009;
van den Broek et al., 2009).

Plusieurs études ont été réalisées a Taiwan, en Corée et au Japon pour évaluer les
bactériémies dues aux Acinetobacter spp. Les auteurs ont montré que les Acinetobacter non
baumannii étaient impliqués dans approximativement 46, 50 et 82% des cas respectivement.
Les espéces fréqguemment isolées étaient A.pittii et A.nosocomialis dont certaines souches
étaient résistantes aux carbapénemes (Kishii et al., 2014; Lee et al., 2011; Park et al., 2013).
Dans une étude norvégienne similaire, Karah et al. ont rapporté que 91% des hémocultures
positives a Acinetobacter étaient des non baumannii et A.pittii et A.nosocomialis étaient les
espéces majoritairement isolées (Karah et al., 2011a). Aux Etats Unis, dans une étude réalisée
par Fitzpatrick et al. au sein d’un centre médical, les Acinetobacter non baumannii étaient
impliqués dans 21% des cas de bactériémies. A.pittii était I’espéce la plus fréquemment isolée

et 17% des souches était multi- résistantes (Fitzpatrick et al., 2015).

Une étude réalisée par Molina et al. a montré qu’A.pittii était plus fréquemment retrouvé
chez des patients hospitalisés hors réanimation ou en ambulatoire, et a partir de prelévements
superficiels (abcés ou plaies), alors qu’A.baumannii était significativement plus souvent isolé

chez des patients de réanimation (Molina et al., 2010).

Diverses études ont montré que d’autres especes génomiques d’Acinetobacter spp
pouvaient également étre impliquées dans des infections chez I’homme. Ainsi, A.lwoffii a été

décrit comme étant responsable d’infections communautaires et nosocomiales de type
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endocardites, endophtalmies, méningites et péritonites (Espinal et al., 2011; Fu et al., 2014;
Zhang et al., 2014). Dans une étude réalisée au Royaume-Uni et en Irlande, il a été montré que
8.8% des Acinetobacter analyses étaient des A.lwoffii (essentiellement des bactériémies), 4%
des A.ursingii, 1.7% A.pittii et A.johnsonii (Turton et al., 2010).

Dans une étude réalisée au Japon, Endo et al. ont montré que 81% des bactériémies étaient
dues a des Acinetobacter non baumannii, et que A.soli était I’espéce la plus fréquemment isolée
(27%), suivie d’A.nosocomialis (25%) et A.ursingii (17%) (Endo et al., 2014). De méme,
A.ursingii a eté rapporté plusieurs fois comme agent responsable de bactériémies, en obstétrique
et en néonatologie (Horii et al., 2011; Mader et al., 2010).

A.haemolyticus a été décrit comme agent responsable d’endocardite et de diarrhée
sanglante avec production de Shiga toxine (Castellanos Martinez et al., 1995; Grotiuz et al.,
2006). A.johnsonii a été associé a des bactériémies secondaires a des infections de cathéter
(Seifert et al., 1993). A.radioresistens a un role pathogéne décrit en cas d’immunodépression,
avec un cas clinique rapporté de bactériémie chez une patiente infectée par le virus de
I’immunodéficience humaine (Visca et al., 2001).

A.junii a été décrit comme responsable de bactériémie et de sepsis en réanimation
néonatale et en oncologie pédiatrique (de Beaufort et al., 1999; Kappstein et al., 2000).

A.septicus a été impliqué dans des cas de bactériémies associées a une épidémie dans une
unité de soins intensifs néonatale en Turquie (Kilic et al., 2008).

A.calcoaceticus, qui fait partie du complexe A.calcoaceticus-A.baumannii et qui est
généralement considéré plutdt comme un germe de 1’environnement, a été la cause de plusieurs
cas de pneumonies séveres en Chine (Li et al., 2015b; Sun et al., 2014) avec des souches multi-
résistantes aux antibiotiques. De méme, ce germe a été impliqué dans un cas de bactériémie en

Brésil avec une souche résistante aux carbapénémes (Mostachio et al., 2012).

V. Modes de transmission

Comme nous I’avons vu précédemment, A.baumannii est une bactérie opportuniste
impliquée dans un large éventail d’infections. Cette bactérie a une capacité de survie importante
en milieu hospitalier, elle est facilement transmise d’un patient a un autre et peut méme diffuser
d’un hopital a un autre, comme cela a été le cas au début des années 2000 dans le nord de la
France. Ainsi, une épidémie a débuté en septembre 2003, au cours de laquelle quatre hdpitaux
d’une méme région dans le nord de la France ont rapporté I’isolement de souches
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d’A.baumannii qui avaient toutes le méme profil de résistance aux antibiotiques. Ces souches
produisaient une 3-lactamase a spectre étendu de type VEB-1 qui a conféré la résistance a toutes
les pénicillines, les céphalosporines a spectre étendu et les monobactams. Cette épidémie a
ensuite diffuse dans 53 hdpitaux (Naas et al., 2006). Depuis, des centaines d’épidémies ont déja

été rapportées a travers le monde.

La transmission d’A.baumannii est souvent due a une contamination de 1’environnement
hospitalier, a une dissémination aérienne et aux patients colonisés. Le manuportage est le
principal mode de transmission (Almasaudi, 2016). Cette bactérie est trés resistante a la
dessiccation. Elle est capable de survivre plus de dix jours sur les surfaces séches (Getchell-
White et al., 1989). Les sites environnementaux contaminés sont souvent ceux situés a
proximité des patients colonisés, comme par exemple les oreillers, le linge de lit, les appareils
de ventilation, les éviers, les poignées des portes, les claviers des ordinateurs, les équipements
de nettoyage... (Jung and Park, 2015; Karageorgopoulos and Falagas, 2008).

Les mains des personnels de soins peuvent aussi étre colonisées par des souches
épidémiques d’A.baumannii facilitant par conséquent la transmission aux patients. Des études
épidémiologiques ont montré que le pourcentage de colonisation des mains des infirmiers et les

médecins variait de 3 a 23% (Almasaudi, 2016; Karageorgopoulos and Falagas, 2008).

A.baumannii peut étre transmise par I’intermédiaire des patients colonisés. Cette
transmission est favorisée par la multiplicité des sites de colonisation chez le patient, la
contamination de I’environnement, ou encore la persistance sur les surfaces et les mains pour

des longues périodes (Almasaudi, 2016; Karageorgopoulos and Falagas, 2008).

V1. Techniques de typage d’A.baumannii

A.baumannii est caractérisée par des capacités remarquables a acquérir les déterminants
de la résistance aux antibiotiques, a diffuser au sein et entre les hdpitaux et a disséminer au
niveau national et international (Peleg et al., 2008). La dissémination de cette bactérie pose des
problémes aux établissements de santé parce que des infections sont difficiles a traiter d’une
part, et d’autre part, parce que 1’éradication de la bactérie de I’environnement hospitalier et la
prévention de transmission necessitent des mesures de contréle solides, y compris 1’isolement

29



des patients et la fermeture temporaire de certains services (Perez et al., 2007). Ainsi, la
compréhension des caractéristiques moléculaires des souches constitue une stratégie clé pour
suivre les épidémies et contrbler leurs propogations. Afin d’étudier les épidémies dues a

A.baumannii, de nombreuses techniques de typage ont été développées au cours de temps.
Chacune de ces techniques a son principe, ses avantages et ses inconvénients. Nous allons

détailler dans ce chapitre les techniques les plus utilisées (Tableau 2).

1. Electrophorese en Champs Pulsé (ECP)

Malgré I’évolution des nouvelles approches basées sur la PCR et le séquencage,
I’Electrophorése en Champs Pulsé (ECP) ou le PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) reste
souvent citée comme la technique de référence pour le typage d’A.baumannii (Rafei et al.,
2014b; Zarrilli et al., 2013). Dans cette méthode, le génome bactérien est digéré par des
enzymes de restriction puis les grands fragments d’ADN subissent une migration sur un gel
d’agarose pour étre séparés grace a un champ électrique pulsé qui change alternativement de
direction. Le choix des enzymes de restriction est un facteur clé dans cette technique qui a un
impact notamment sur la qualité des résultats, I’analyse et la reproductibilité. Les enzymes les
plus utilisées pour le typage d’A.baumannii sont Apal et Smal et les gels résultants sont
généralement analysés par des logiciels (Ahmed and Alp, 2015; Rafei et al., 2014b).
Concernant I’interprétation des résultats, Tenover et al. ont proposé certaines recommandations.
Les souches sont classées comme non distinguables lorsqu’aucune différence n’est observée
entre les profils de 2 isolats. Les isolats sont définis comme reliés de maniére proche lorsqu’il
existe uniquement 2 ou 3 différences de bandes, comme possiblement reliés lorsqu’il existe 4 a
6 différences, et comme différents lorsque 7 différences de bandes au moins sont notées
(Tenover et al., 1995). Dans la plupart des études, les souches sont considérées généralement
comme appartenant a un méme clone lorsqu’une similarité supérieure a 80% est détectée entre

les profils (Rafei et al., 2014b).

L’ECP est une technique qui posséde un pouvoir discriminant important et elle est tres
efficace pour la comparaison des souches isolées dans un contexte d’épidémie locale qui se
produit dans un intervalle de temps bien déterminé (Cetin et al., 2009; Rafei et al., 2014b).
Cependant, elle n’est pas la méthode de choix pour les études épidémiologiques a grande

échelle (Hamouda et al., 2010; Rafei et al., 2014b). En 2005, Seifert et al. ont essayé d’établir

30



un protocole standardisé pour 1’analyse des souches par ECP en utilisant I’enzyme Apal. Dans
cette étude, les auteurs ont montré que gréace a ce protocole, la reproductibilité intra-laboratoires
¢tait de I’ordre de 95%, tandis que celle inter-laboratoires était de I’ordre de 87% (Seifert et al.,
2005). Malgre ces essais, la reproductibilité inter-laboratoires reste toujours un défi. Parmi les
autres inconvénients, on peut citer le travail intensif pour générer les résultats et le typage

difficile de certaines souches (Rafei et al., 2014b).

2. Single Locus Sequence Typing (S-LST)

Cette technique de typage est réalisée a partir du séquengage d’un geéne bien spécifique,
qui doit étre assez discriminant d’un clone a I’autre au sein de I’espéce A. baumannii.

Le géne le plus utilise comme outil de typage est le géne blaoxa-s1-iike. Hamouda et al. ont
montré une corrélation entre les résultats obtenus par séquencage de ce géne et ceux obtenus
par la technique de référence utilisée pour 1’étude des populations, la MLST (Multilocus
Sequence Typing) (développé dans le paragraphe 4). En effet, ils ont montré qu’a chaque clone
détecté par MLST correspondait un variant spécifique du géne OXA-51. Le séquencage de ce
géne n’est toutefois pas assez discriminant pour 1’étude des souches dans un contexte
d’épidémie. Ainsi, I’étude de ce géne est réservée au screening des souches pour déterminer a

quels clones internationaux elles appartiennent (Hamouda et al., 2010).

Dans une autre étude, il a été montré que le séquencage du gene blaoxa-s1-like permettait
d’identifier correctement les séquence types (STs) de 585 souches multi-résistantes
d’A.baumannii (Pournaras et al., 2014). Par ailleurs, Zander et al. ont trouvé une corrélation
entre les variants blaoxa-si-lie €t les huit clones internationaux identifiés par la technique de
REP-PCR (DiversilLab) et ont mentionné qu’il était possible d’utiliser cette technique pour
détecter ces clones (Zander et al., 2012). Ainsi, étant facile, rapide et pas chére, cette technique
est utile pour donner un apergu global sur I’épidémiologie moléculaire d’A.baumannii (Rafei et
al., 2014b).

Le gene adeB fait partie d’un groupe de génes decrits chez A.baumannii,codant pour un
systeme d’efflux et appartenant a la famille RND (Resistance Nodulation Cell Division) qui est
la pompe AdeABC (Coyne et al., 2011). L’analyse du fragment interne (850 bp) de ce géne
chez 50 souches multi-résistantes d’A.baumannii a montré la présence de 11 séquences types.

La différentiation de ces souches par cette technique était corrélée avec d’autres techniques de
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typage (Huys et al., 2005). En outre, une bonne corrélation a été prouvee entre le séquencgage
de ce gene et le typage par MLST (Ansaldi et al., 2011). Cependant, cette technique de typage

ne peut pas €tre largement appliquée du fait de I’absence de ce geéne chez certaines souches

(Rafei et al., 2014b).

Le séquencage du gene rpoB a éte utilisé dans quelques travaux comme un outil de typage
des Acinetobacter. Ainsi, Villalon et al. ont évalué le sequencage de la zone 11 du gene (figure
1) comme marqueur pour la détection rapide des souches épidémiques. Dans leur étude, 5
séquence types ont été détectés et leur distribution était corrélée avec les résultats obtenus avec
1’électrophorése en champ pulsé (Villalon et al., 2011).

3. Trilocus Sequence Typing (3-LST)

3-LST est une autre approche qui a été proposée pour 1’identification des clones et le
typage des souches d’A.baumannii. Cette technique se base sur le séquencgage de trois génes
ayant un polymorphisme important que sont les genes 1’ompA (codant pour la protéine de la
membrane externe A), cSUE (chaperon-subunit usher E, impliqué dans 1’assemblage des pili) et
blaoxasiike. Ainsi, les isolats appartenant au méme groupe doivent avoir la méme

recombinaison d’alléles pour ces trois loci et sont caractérisés par des séquences types.

L’application de cette technique a permis la caractérisation de plusieurs groupes ou
« sequence groups » y compris SG 1-3 qui correspondent aux clones internationaux (Turton et
al., 2007). Etant donné que les équipements de ségquencage ne sont pas disponibles dans tous
les laboratoires, une PCR multiplexe a été développée pour I’identification rapide de ces
groupes. Le 3-LST a été considéré comme une méthode utile pour le typage préliminaire et a
montré des résultats concordants avec la MLST mais elle reste toujours moins discriminante
que I’ECP (Rafei et al., 2014b).

4. Multi-Locus SequenceTyping (MLST)

La MLST est I’une des techniques de typage les plus utilisées pour étudier la clonalité et
la structure d’une population bactérienne. Elle évalue les variations génétiques neutres qui
s’accumulent lentement au sein d’une population, en ciblant des genes de ménage impliqués

dans les processus métaboliques essentiels. La MLST se base sur le séquencage des fragments
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internes de 7 genes de ménage, chaque séquence correspondant a un alléle de ce géne. La
combinaison de ces différents types d’alleles pour chaque géne peut définir un séquence type
ou ST (Rafei et al., 2014b). Le choix des genes de ménage doit permettre de proposer une
discrimination suffisante pour le typage bactérien, sans pour autant étre influencé par la pression

de sélection qui pourrait amener a des variations génétiques trop rapides.

Chez A.baumannii, deux schémas de MLST ont été développés. Le premier a été proposé
par Bartual et al., il se base sur I’analyse des séquences au niveau de régions conservees des
génes gltA codant pour la citrate synthase, gyrB pour la sous unité 3 de I’ADN gyrase, gdhB
pour la glucose déshydrogénase B, recA pour le facteur de recombinaison homologue, cpn60
pour le chaperonine (60kDa), gpi pour la glucose-6-phosphate isomérase et rpoD pour le facteur
sigma de I’ARN polymérase (Bartual et al., 2005). Ce protocole a été assigné comme MLST
d’"'Oxford", et les profils d’A.baumannii typés sont proposés sur la base de données Oxford
(http://pubmlst.org/abaumannii). Cependant, plusieurs études ont montré I’inutilité de certains
loci dans ce schéma. Par exemple, il a été montré que les genes gyrB et gpi n’étaient pas de
bons candidats car ils pouvaient étre influencés par des transferts horizontaux (Hamouda et al.,
2010).

Le second schéma, assigné comme MLST "Pasteur" et proposé par Diancourt et al., se
base sur I’analyse des séquences des génes cpn60 (chaperonin 60 kDa), fusA (facteur
d’élongation EF-G, gItA (citrate synthase), pyrG (CTP synthase), recA (facteur de
recombinaison homologue), rpIB (proteine ribosomale 50S L2) et rpoB (sous unité 3 de ’ARN
polymérase) (Diancourt et al., 2010). Les profils générés par cette technique sont présents dans

la base de données Pasteur (http://pubmlst.org/abaumannii).

Malgreé le fait que ces deux schémas ne soient pas toujours concordants (Tomaschek et
al., 2016), la MLST est une technique tres discriminante pour A.baumannii, largement utilisée
pour investiguer la structure des populations circulant dans différents pays. Elle permet d’avoir
une idée sur I’épidémiologie globale de cette bactérie et ainsi de definir des lignées mondiales
ou complexes clonaux (CC). Un CC est défini comme I’ensemble des ST possédant 5 ou 6
alleles communs (Rafei et al., 2014b). En outre, cette technique génere des données

standardisées, reproductibles et facilement comparables entre les laboratoires. Cependant, elle
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est une approche colteuse qui n’est pas appropriée pour les études épidémiologiques fines
visant a distinguer des souches étroitement apparentées (Rafei et al., 2014b).

5. AFLP

Cette technique, déja évoquée et décrite pour 1’identification d’A.baumannii, peut
également étre utilisée pour le typage bactérien (Peleg et al., 2008). De méme que I’ECP,
1’ AFLP est considérée comme une méthode robuste pour le typage d’A.baumannii, et les profils
obtenus peuvent étre comparés a des bases de données (Dijkshoorn et al., 2007). En général,
un seuil de 80% de similarité est utilisé pour la definition de clones, tandis que pour la
comparaison de souches dans un contexte d’épidémie locale, un seuil de 90% est proposé (van
den Broek et al., 2009; Rafei et al., 2014b). Ainsi, grace a son pouvoir discriminant, cette
technique est capable d’identifier les clones émergents tels que les clones européens, mais
également les nouveaux clones (Rafei et al., 2014b). Une bonne corrélation avec L’ECP et le
ribotypage a été rapportée (van Dessel et al., 2004; Nemec et al., 2004; Rafei et al., 2014b),
mais la capacité de résolution de I’AFLP reste supérieure a celle de ribotypage, en lien avec le
fait que cette derniére détecte les variations au sein des genes codant pour les ADNT, alors que
I’ AFLP détecte les variations sur le génome entier. En outre, une bonne corrélation est observée
avec la MLST pour I’identification des clones, tandis que pour la comparaison des souches
I’AFLP est plus discriminante (Diancourt et al., 2010). Cependant, le colt, le temps de travail
et le manque de reproductibilité inter-laboratoires restent souvent des inconvenients (Rafei et
al., 2014b).

6. Ribotypage

Outre son application dans I’identification, le ribotypage semble également un outil
important et reproductible pour étudier 1’épidémiologie moléculaire et la diversité¢ des
Acinetobacter. Ainsi, les ribotypes résultant de I’enzyme Hindlll en association avec les
résultats de I’AFLP a permis ’identification des clones épidémiques circulant en Europe
(Nemec et al., 2004). Les résultats de cette technique ont I’avantage de pouvoir étre facilement
compares entre laboratoires. Cependant, le pouvoir discriminant faible rend cette technique plus
adaptee pour étudier les structures des populations plutot que 1’épidémiologie locale. En outre,
elle est plus laborieuse et a une capacité de résolution moins élevée que d’autres techniques de

typage comme I’ECP (Rafei et al., 2014Db).
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7. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Le RAPD est I'une des techniques de génotypage les plus faciles a utiliser. Elle est basée
sur une amplification aléatoire des fragments d’ADN en utilisant des amorces courtes et non
specifiques utilisées dans des conditions de faible stringence. Ainsi, le nombre et la position
des sites cibles de ces amorces peuvent varier sur le génome et par conséquent le nombre et la
taille des fragments amplifiés également (Ahmed and Alp, 2015; Rafei et al., 2014b). Plusieurs
types de protocoles et d’amorces ont été utilisés pour le typage d’A.baumannii. Les amorces
choisies possedent généralement une courte séquence, de I’ordre de 10 nucléotides, et sont
utilisées a des températures d’hybridation faibles (Ahmed and Alp, 2015; Minandri et al.,
2012). Dans une étude réalisée sur des souches d’A.baumannii isolées dans plusieurs pays
européens, il a été montré que les résultats du typage par RAPD étaient concordants avec ceux
de ’ECP et du MLST, indiquant que cette technique était capable de fournir des informations

pour la surveillance des épidémies (Wisplinghoff et al., 2008).

Cependant a une grande échelle, cette technique souffre d’un manque de reproductibilité,
ce qui limite son utilisation. Ceci est dii a I’absence de réactifs et d’équipements standardisés,
a des differences entre les laboratoires dans les protocoles et les conditions de PCR et par
conséquent 1’échange des données est impossible. Pour cela, le RAPD ne semble pas adapté
pour la comparaison de profils obtenus sur des souches de localisations différentes, et réalisés
a des temps et sur des gels différents (van Belkum et al., 2007; Rafei et al., 2014b).

8. Repetitive Extragenic Palindromic (REP) PCR

C’est une technique de PCR qui étudie la dispersion des sequences répétées au niveau du
génome bactérien. Cette technique examine les régions séparant les séquences répétées en
utilisant des amorces spécifiques qui permettent d’amplifier des fragments d’ADN de
différentes taille aprés migration sur un gel d’électrophorese (Rafei et al., 2014b). La rapidite,
la flexibilité et I’accessibilité font de cette technique un outil moléculaire important pour étudier
et détecter des souches épidémiques. Cependant, I’un des principaux inconvénients de cette
technique c’est 1’utilisation d’un gel d’agarose traditionnel ce qui aboutit a un manque de
reproductibilité intra et inter laboratoires et ainsi a des données non échangeables (Ahmed and
Alp, 2015; Rafei et al., 2014b).
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Récemment, la REP-PCR est devenue semi automatisée et commercialisée sous le nom
de DiversiLab™ (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France). Des kits développés pour diverses
especes bactériennes y compris A.baumannii sont disponibles sur le marché. Dans ce systéme,
I’amplification des régions correspondantes est suivie d’une migration par électrophorése
capillaire. Ce processus automatisé a permis d’augmenter la résolution et la reproductibilité et
a permis de genérer des données épidémiologiques qui peuvent étre automatiquement collectées
et analysées par un logiciel adapté (Ahmed and Alp, 2015). Le DiversiLab™ a été utilise dans
plusieurs études épidémiologiques et a permis de décrire plusieurs clones internationaux
(WWI1, WW2, WW3, WW4, ... WW8) (Higgins et al., 2010b).

Il a été rapporté que cette approche possedait une discrimination similaire a celle de I’ECP
(Bou et al., 2000a; Martin-Lozano et al., 2002) et supérieure a celle de ribotypage (Carretto et
al., 2008). D’autre part, de bonnes corrélations avec la MLST ont été observées (Higgins et al.,
2012). Pour ces raisons, il a été considéré comme un outil moléculaire pouvant étre utilisé en
premiére intention pour les études de surveillance locales et nationales (Rafei et al., 2014b).

Toutefois, ce systeme est colteux (Ahmed and Alp, 2015).

9. Multiple Locus Variable Number of Tandem Repeat Analysis
(MLVA)

Le MLVA est une méthode de PCR qui exploite le nombre de répétitions d’une séquence
d’ADN sur plusieurs loci connue sous le nom de VNTR ou Variable Number of Tandem Repeat
(Lindstedt, 2005). Il a été considéré comme un bon outil pour le typage des Acinetobacter. En
effet, le MLV A a montré une concordance avec d’autres techniques et parfois une capacité de
discrimination plus importante que celle de I’ECP par exemple (Hu et al., 2013; Pourcel et al.,
2011; Villalon et al., 2015). Cependant, 1’évolution rapide et donc les mutations qui
caractérisent certains loci limitent parfois 1’utilisation de cette technique (Pourcel et al., 2011).
Globalement, cette approche est efficace et reproductible mais la robustesse dépend également
du choix des loci etudiés, selon que ces derniers sont soumis ou non a un polymorphisme
important. Ainsi, la combinaison de loci d’évolution rapide avec d’autres d’évolution plus lente
permet de réaliser des eétudes a large échelle et d’investiguer des epidémies locales (Rafei et al.,
2014b).
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10. Multilocus PCR/Electrospray lonization Mass Spectrometry
(PCR-ESI-MS)

La PCR-ESI-MS est considéréee comme une variante de la MLST. Dans cette technique,
les régions conservées de 6 génes de ménage (trpE, adk, efp, mutY, fumC et ppa) d’A.baumannii
sont amplifiés et le spectre de masse des produits amplifiés est déterminé. L’utilité de ce
systéme résulte dans la rapidité (résultats en 6-8 h) et la capacité a examiner un grand nombre
d’échantillons (Rafei et al., 2014b). Cette approche, disponible sous forme d’une plateforme
automatisée (Ecker et al., 2006; Wolk et al., 2012), a été utilisée dans plusieurs études portant
sur I’épidémiologie d’A.baumannii (Decker et al., 2012; Ecker et al., 2006; Perez et al., 2010;
Schuetz et al., 2012). Une bonne corrélation a été observee avec I’ECP (Ecker et al., 2006;
Perez et al., 2010), et une capacité de discrimination supérieure a celle de la REP-PCR a été
notée (Perez et al., 2010; Schuetz et al., 2012). Aussi, la PCR-ESI-MS apparait comme un outil
puissant pour le typage d’A.baumannii, permettant des investigations d’épidémies locales ainsi

que des études de populations bactériennes a plus large échelle.

11. Typage par la Spectromeétrie de Masse (MALDI-TOF MS)

Avec I’arrivée du MALDI-TOF MS au sein des laboratoires et son utilisation pour
I’identification des espéces bactériennes y compris les Acinetobacter (Pailhoriés et al., 2015a),
plusieurs études ont rapporté I’utilisation de ce systéme comme un outil facile et rapide pour le
typage bactérien et la détection des épidémies. En 2013, Mencacci et al. ont évalué cette
technique pour le typage des Acinetobacter dans un contexte d’épidémies nosocomiales en
comparaison avec 1’approche DiversiLab. Dans cette étude, 35 souches d’A.baumannii issues
de patients hospitalisés ont été analysées par MALDI-TOF MS, et en utilisant des procédés
logarithmiques particuliers, un dendrogramme a été élaboré. Ainsi, 3 clusters de souches ont
été obtenus générant des résultats concordants avec ceux obtenus avec le DiversiLab (Mencacci
etal., 2013).

Dans une autre étude, Sousa et al. ont évalué la performance de cette technique avec le
typage de 58 souches d’A.baumannii isolées dans des hopitaux portugais de localisations
géographiques différentes par comparaison avec d’autres méthodes de typage. Les auteurs ont
montré que la similarité des spectres de masse entre des souches appartenant a des clones
différents a empéché la discrimination des STs différents méme aprés 1’utilisation de plusieurs

outils d’analyse (Sousa et al., 2015). Récemment, Wang et al. ont proposé une nouvelle
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approche peptidomique pour le typage des Acinetobacter en utilisant la spectrométrie de masse.
Cette technique se base sur I’analyse des profils des peptides spécifiques qui pourraient étre un
marqueur pour distinguer et classifier les souches. Ainsi, des résultats concordants avec la
MLST ont été rapportés (Wang et al., 2016).

Finalement, la MADI-TOF MS semble une technique rapide et prometteuse pour le
typage d’A.baumannii. Cependant, il se peut que les spectres de masse, fondés sur I’analyse des
protéines, principalement ribosomales, soient soumis a une variabilité insuffisante pour
distinguer les différents clones. Pour cela, d’autres études sont nécessaires pour la validation de

ce systeme.

12. Typage par Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (CRISPR typing)

Les CRISPR sont des séquences d’ADN trés polymorphiques trouvées dans le génome de
nombreuses especes bactériennes. Ces éléments, avec les génes voisins appelés cas pour
‘CRISPR associated’, permettent d’avoir un systéme d’immunité acquise contre les
bactériophages et les plasmides. Généralement, chaque locus CRISPR cas est composé d’un
groupe spécifique d’espaceurs qui évoluent au cours du temps. Chez A.baumannii, 2 systémes
de CRISPR cas ont été identifiés.

Le CRISPR typing est une approche qui permet d’étudier la diversité des espaceurs au
niveau de ces systémes en utilisant des amorces spécifiques pour I’amplification et le
séquencage. En utilisant une collection des souches provenant de différents pays, Karah et al.
ont montré la présence de 40 CST ou CRISPR séquence type qui peuvent étre comparés au
complexes clonaux obtenus par MLST. Malgré un nombre d’études encore limité, il est possible

d’utiliser cette technique pour I’étude de populations d’A.baumannii (Karah et al., 2015).
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13. Séquencage du génome complet

L’introduction des nouvelles technologies de séquencage a haut débit sur le marché a
permis de réaliser des études génomiques afin d’avoir les séquences complétes ou partielles
(draft) du génome de centaines de souches d’A.baumannii, y compris celles appartenant aux
clones internationaux. Contrairement aux techniques de typage traditionnelles, le séquencage
du génome entier ou « Whole Genome Sequencing » (WGS) permet d’analyser toutes les
informations génétiques présentes dans le génome des bactéries. Par conséquent, cette approche
peut détecter des différences génétiques mineures entre les souches apparentées et peut élucider

les voies de transmission entre les patients (Lewis et al., 2010; Rafei et al., 2014b).

Le pouvoir discriminant de WGS est plus important que toutes les autres techniques de
typage (Fitzpatrick et al., 2016). Dans une étude récente, Fitzpatrick et al. ont étudié I’intérét
de WGS pour le typage d’A.baumannii. Les auteurs ont proposé une approche pour la
détermination des lignées clonales. Ainsi, un seuil de 2500 SNPs dans le core génome a été

proposé pour identifier des souches appartenant a un méme clone.

Les études des genomes peuvent également fournir des informations permettant la
compréhension de la dynamique des épidémies en milieu hospitalier : 1’évolution de I’agent
pathogéne au sein de 1’hopital voir chez le méme patient ; 1’origine, I’histoire et les voies de
transmission d’une épidémie ; les transferts horizontaux, les recombinaisons et les mutations
qui dirigent I’évolution ; les déterminants génétiques de résistance qui circulent au cours d’une
épidémie. En conclusion, le WGS est une technique prometteuse et peut devenir la méthode de
référence pour le typage des souches et la surveillance des épidémies. Cependant, elle reste une
approche colteuse et pour laquelle I’analyse des séquences est complexe. Ainsi, pour le
moment, elle ne semble pas adaptée a une utilisation dans des laboratoires de routine (Rafei et
al., 2014b).
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Tableau 2: Tableau récapitulant les principales techniques utilisées pour le typage d'A.baumannii

Technique de
typage

Structure génétique
ciblée

Etapes principales

Avantages

Inconvénients

Application

Séquencage d’un
seul gene / Single
locus sequence
typing (SLST)

Polymorphisme des
génes (adeB, rpoB,
recA, blaoxa-si-ike)

adeB : analyse des séquences : adeB
(850 pb), rpoB : (350 ou 450 pb), recA
(336 pb), blaoxasi-iike

Rapide, facile

Pouvoir discriminant limité, doit étre
couplé a d’autres méthodes

Utile pour le typage préliminaire surtout
le blaoxasi-iike (attribution des isolats
aux clones internationales)

Séguengage de trois
génes / three locus
sequence typing
(3LST)

Polymorphisme de 3
geénes (ompA, csuE,
blaoxasi-iike)

Analyse des séquences : ompA (686
pb), csuE (449 pb), blaoxa-s1-iike (693 pb)
ou une PCR multiplexe

Rapide, facile, disponibilité
d’une base de données
électronique

Pouvoir discriminant limité

Etude des populations

MLST schéma de
Bartual

Polymorphisme dans les
séquences de 7 génes de
ménage

Analyse des séquences internes de 7
genes suivants (gltA, gyrB, gdhB, recA,
cpn60, gpi, rpoD)

Portable, reproductible, bon
pouvoir discriminant pour
identifier les clones,
disponibilité d’une base de
données électronique

Laborieuse, colteuse, difficulté de
différencier entre souches étroitement
liées

Meéthode de choix (gold standard) pour
les études d’épidémiologie globale et les
structures des populations

MLST schéma de
Pasteur

Polymorphisme dans les
sequences de 7 genes de
ménage

Analyse des séquences internes de 7
génes suivants (cpn60, fusA, gltA, pyrG,
recA, rplB, rpoB)

Portable, reproductible, bon
pouvoir discriminant pour
identifier les clones,
disponibilité d’une base de
données électronique

Laborieuse, colteuse, difficulté de
différencier entre souches étroitement
liées

Méthode de choix (gold standard) pour
les études d’épidémiologie globale et les
structures des populations

ECP/ PFGE

Genome complet

Coupure de I’ADN par des enzymes de
restriction (ex : Apal) suivie d’une
migration sur un gel d’électrophorése en
champs pulsé

Pouvoir discriminant trés
important

Laborieuse, difficulté de typer certaines
souches, manqué de reproductibilité
inter-laboratoires

Méthode de référence (gold standard)
pour les études d’épidémies locales dans
un intervalle de temps bien déterminé

AFLP

Génome complet

Restriction de I’ADN avec deux
enzymes (Msel et EcoRl) suivie d’une
ligation d’adaptateurs, d’une
amplification sélective, et d’une
migration sur gel d’électrophorese

Bonne résolution (espéces,
clones souches), pouvoir
discriminant tres élevé,

Laborieuse, colteuse, manque de
reproductibilité inter-laboratoires

Outil important pour les études
taxonomiques, et les études
d’épidémiologie moléculaires locales et
a grande échelle
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Technique de Structure génétique Etapes principales Avantages Inconvénients Application
typage ciblée
Ribotypage ADN ribosomal Restriction enzymatique suivie d’une Reproductible Pouvoir discriminant limité Identification du complexe Acb, études
Southern blot et hybridation des sondes des populations
RAPD Génome complet PCR avec des amorces arbitraires suivie Rapide, facile, pouvoir Manque de reproductibilité Outil de screening a une echelle locale
d’une migration sur gel discriminant acceptable
d’¢électrophorése
REP-PCR Régions séparant les PCR avec des amorces externes Rapide, facile, reproductible Manque de reproductibilité en cas de Etudes épidémiologiques locales et a
séquences répétées au complémentaires aux séquences (DiversiLab) pouvoir systeme manuel, cout élevé grande échelle
niveau du génome répétées suivie d’un gel discriminant élevé,
d’¢électrophorése
MLVA Nombre de répétitions Amplification de VNTR suivie d’un gel Portable, reproductible, Evolution rapide de certains loci Typage des souches étroitement
d’une séquence d’ADN d’électrophorese pouvoir discriminant élevé, apparentées, étudesépidémiologiques a
sur plusieurs loci disponibilité d’une base de large échelle, étude des populations
(VNTR) données électronique
PCR-ESI/MS Polymorphisme au Amplification de plusieurs locus suivie Rapide, portable, automatisée ~ Colteuse, n’est pas disponible dans les Identification des especes, genotypage

niveau de 6 genes de

d’une obtention des spectres par ESI-

(plexID™; Abbott Molecular,

laboratoires cliniques

et études des populations

ménage MS IL, USA)
MALDI-TOF MS Protéines ribosomales Acquisition des spectres de masse et Rapide, facile Pouvoir discriminant discutable Identification et typage
construction d’un dendrogramme
CRISPR typing Clustered regularly Amplification et séquencage de systéme Rapide, facile Pouvoir discriminant discutable Identification des sub clones,

interspaced short
palindromic repeats

CRISPR (Attribution d’un CST)

complémentaire au MLST

WGS

Polymorphisme au
niveau du génome
complet

Séquengage complet du génome suivi
de génomique comparative

Rapide, techniques
automatisées

Codteuse, acces difficile a cette
technique dans les laboratoires de
routine, analyse difficile des séquences
(nécessité des outils bioinformatiques
parfois compliqué)

Analyse de toutes les informations
génétiques présentes dans le génome,
études épidémiologiques fines, locales

et a grande échelle
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VII. Epidémiologie extrahospitaliere

1. A.baumannii

Alors qu'en milieu hospitalier, la présence d'A.baumannii doit étre considérée comme une
contamination & partir d'un patient colonisé ou infecté, le réservoir extrahospitalier de cette
bactérie reste encore peu connu, et méme si des études s'intéressent a son écologie en dehors
d'un contexte infectieux, les données de la littérature restent a ce jour encore peu fournies
(Eveillard et al., 2013).

1.1. Environnement

A.baumannii a éte isolé de divers environnements. Ainsi, il a été décrit dans des sols
contaminés par des hydrocarbures pétroliers au Kuwait, en Inde ou encore en France
(Bordenave et al., 2007; Obuekwe et al., 2009; Sarma et al., 2004). En effet, certaines souches
sont capables de dégrader les hydrocarbures ainsi que d’autres composants y compris les
polluants organiques. Dans une étude réalisée & Hong Kong sur 66 échantillons de sols, il a été
rapporté que plus d’un tiers étaient positifs pour Acinetobacter spp dont 23% d’A.baumannii
(Berlau et al., 1999a). En outre, I’espéece a été isolée dans des études réalisées au Royaume Uni
et en Asie du Sud-Est, a partir d’échantillons de sols dans des zones d’agriculture ou a proximité
de fermes (Byrne-Bailey et al., 2009; Huys et al., 2007). Dans une étude récente, Rafei et al.
ont montré la présence d’A.baumannii dans environ 7% des échantillons d’eau de source et de
puits collectées au Liban (Rafei et al., 2015a). Enfin, une étude conduite en Corée du Sud a
rapporté la présence de cette bactérie sur des surfaces inertes réguliérement en contact avec les
hommes, telles que les tables dans les parcs ou encore les consoles de jeux vidéo (Choi et al.,
2012).

1.2. Produits alimentaires

A.baumannii a éte detecté, mais que trés rarement, dans certains produits alimentaires.
Ainsi, plusieurs études ont montré sa présence sur des légumes achetés en supermarché, dans
des commerces de proximité ou prélevés de jardins particuliers (Berlau et al., 1999a; Houang
et al., 2001). A.baumannii a également été isolé de poissons, de viande ou encore de lait ou de
fromage (Gurung et al., 2013; Houang et al., 2001). Au Liban, cette bactérie a été isolée dans
3%, et des échantillons de lait, 8% de viande et 14% des échantillons de fromage (Rafei et al.,
2015a).
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1.3. Portage chez ’homme

Les données concernant le portage d’A.baumannii chez I’homme sont limitées. En 2003,
une étude effectuée a New York a montré que 10.4% des résidents de la communauté portaient
A.baumannii sur leurs mains (Zeana et al., 2003). Dans une autre étude réalisée sur des soldats
de 'armée, il a été rapporté que 17% étaient colonisés par le complexe A.calcoaceticus-
A.baumannii. En outre, plusieurs autres études réalisées en Asie et en Europe ont montré la
présence de cette bactérie sur la peau des patients et des individus sains (Berlau et al., 1999b;
Chu et al., 1999; Seifert et al., 1997). D’autre part, A.baumannii a été isolée des selles de 0.9
% des individus sains prélevés au Royaume-Uni et aux Pays-Bas (Dijkshoorn et al., 2005) et
de 5.4% des individus prélevés en Sénégal (Kempf et al., 2012a). Récemment, Hammami et al.
ont investigue le portage rectal des bactéries Gram négatif chez des patients admis a une unité
de soins intensifs en Tunisie. Les auteurs ont ainsi rapporté 1’isolement des souches multi-

résistantes y compris A.baumannii et certaines entérobactéries (Hammami et al., 2017).

1.4. Les animaux

A.baumannii a aussi été détecté chez les animaux. La plupart des études ont été effectuées
dans des cliniques vétérinaires. Les infections ont été plutdt rapportées chez les chevaux et les
animaux de compagnie avec une légére prédominance dans les prélévements des plaies et des
abceés (Endimiani et al., 2011; Eveillard et al., 2013).

Dans une étude réalisée en Ecosse, des prélevements de selles ainsi que des écouvillons
de peau, narines et oreilles ont été effectués chez des porcs et des beeufs provenant de différentes
fermes et conduits a I’abattoir afin de rechercher une colonisation par A.baumannii. Le
pourcentage de portage était de 1,2% et les souches isolées étaient groupées en 3 clusters
différents mais leur profil electrophorétique en champ pulsé était différent de ceux des trois
clones humains majeurs qui circulent en Europe, ECI, ECII, et ECIII (Hamouda et al., 2011).

Des souches multi-résistantes ont été isolées chez les animaux. Ainsi, Zordan et al. ont
rapporté des souches résistantes d’A.baumannii isolées dans des cliniques Vvétérinaires en
Allemagne, la plupart appartenant aux clones internationaux (Zordan et al., 2011). Sur I’Ile de
la Réunion, A.baumannii a été aussi détecté chez plusieurs types d’animaux présents en clinques

vétérinaires (Belmonte et al., 2014; Pailhoriés et al., 2015b). Ceci indique que comme en
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médecine humaine, A.baumannii est un pathogene opportuniste qui peut émerger en médecine
vétérinaire. Cependant, aucune étude n’a montré que le contact entre les hommes et les animaux
augmentaient le risque d’infection. Au Liban, des études récentes ont rapporté la présence
d’A.baumannii chez les animaux d’élevage, les animaux de compagnie, les chevaux ainsi que

chez d’autres animaux (Bayssari et al., 2015; Rafei et al., 2015a).

Outre les animaux vertébrés, A.baumannii a été isolé pour la premiére fois dans des poux
de corps prélevés dans le cadre d’une étude menée sur des personnes sans domicile fixe a
Marseille. Cette bactérie a aussi été détectée dans les poux de corps dans d’autres pays en
Europe, Afrique, et en Amérique du Sud (Kempf et al., 2012a, 2012b; La Scola and Raoult,
2004). Bouvresse et al. ont rapporté en France, la présence d’A.baumannii dans 33% des poux

de tétes chez des enfants scolarisés dans des écoles primaires (Bouvresse et al., 2011).

Enfin, cette bactérie a également été détectée dans le tube digestif de certains arthropodes.
Ainsi, au Breésil, Gouveia et al. ont mis en évidence des souches d’A.baumannii chez la mouche
Lutzomyia longipalpis, agent qui transmet le parasite Leishmania infantum chagazi en

Amérique (Gouveia et al., 2008).

2. Réservoirs extrahospitaliers des Acinetobacter non baumannii

L’introduction des techniques moléculaires dans les laboratoires de recherche a beaucoup
amélioré 1’identification des espéces appartenant au genre Acinetobacter. Ainsi, plusieurs
études épidémiologiques et métagénomiques ont été réalisées et ont montré la présence des
Acinetobacter non baumannii dans diverses niches écologiques. Les différents réservoirs
extrahospitaliers de ces Acinetobacter ainsi que les méthodes moléculaires et biochimiques
utilisées pour I’identification ont été décrits dans une revue qui a été publiée dans le journal «

Future Microbiology » (page 73 dans le manuscrit).
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3. Liens possibles entre les réservoirs extrahospitaliers et les
infections

Dans une étude réalisée a Singapour, il a ét¢é montré qu’A.baumannii colonisait les
brllures des patients trés tét au cours de leur séjour dans les hdpitaux (médiane de 2 jours)
(Chim et al., 2007). Ceci montre que I’importation des souches de la communauté par
I’intermédiaire des patients est une possibilité a ne pas négliger. En Afghanistan et en Iraq,
plusieurs scenarios ont été proposés pour déterminer I’origine des infections chez les soldats
blessés. Il a été suggéré une acquisition a partir de sources environnementales dans les zones
de guerre, ou durant I’évacuation vers les hopitaux militaires, a I’intérieur de ces hopitaux ou
encore apres 1’évacuation en dehors des zones de conflits (Eveillard et al., 2013). Plusieurs
autres études ont également rapporté des taux élevés d’infection ou de colonisation par des
souches d’Acinetobacter dans lez zones de guerre chez des patients, avant ou pendant leur
admission dans les hépitaux (Ake et al., 2011; Scott et al., 2007; Yun et al., 2006). Cependant,
d’autres observations ont suggéré que ’environnement n’était pas une source d’infection

(Petersen et al., 2011).

Une colonisation préalable par A.baumannii pourrait jouer un réle dans le développement
des infections communautaires. Ceci est supporté par le fait qu’il existe une différence dans les
taux de portage de cette bactérie identifiée chez les patients non hospitalisés. Ainsi, un taux de
colonisation de 4% est rapporté a Hong Kong pendant les saisons chaudes et humides tandis
qu’en Europe le taux de colonisation cutanée ou fécale reste inférieure a 1%, ce qui peut
expliquer la rareté ou I’absence des infections communautaires en Europe (Chu et al., 1999;

Eveillard et al., 2013).
Finalement, la présence chez les animaux des souches d’A.baumannii appartenant aux

clones internationaux peut refléter une transmission probable des hommes aux animaux ou vice

versa (Hamouda et al., 2011).
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VI1II. Facteurs de virulence d’A.baumannii

Le séquengage complet des génomes de plusieurs souches d’A.baumannii, le
développement des outils de manipulation des génomes pour créer des mutants ainsi que
I’utilisation des mod¢les animaux ont jou¢ un role crucial dans I’identification et la
compréhension des facteurs contribuant a la pathogenése de cette espece. Ci-dessous sont

développés les principaux facteurs de virulence décrits chez A.baumannii (tableau 3).

1. La proteine de la membrane externe OmpA

L’un des facteurs de virulence les plus caractérisés chez A.baumannii est la protéine de
membrane externe OmpA, qui est la protéine de surface la plus abondante. OmpA est impliquée
dans 1’adhérence et I’invasion des cellules épithéliales et contribue a la dissémination
d’A.baumannii. Dans un modele animal de pneumonie, il a été rapporté que le taux
d’A.baumannii dans le sang était significativement plus élevé chez les souris infectées avec les
souches sauvages en comparaison avec celui détecté chez les souris infectées avec les souches
mutées pour le géne codant OmpA (Choi et al., 2008). En outre, cette protéine permet aux
bactéries de persister et se développer dans le sérum humain en évitant les voies du complément
(Kim et al., 2009) et facilite la formation des biofilms (Gaddy et al., 2009).

Choi et al. ont montré par mutagenése aléatoire a 1’aide de transposons, que les souches
mutées pour le géne ompA induisaient moins I’apoptose des cellules épithéliales du larynx
humain (Choi et al., 2005).

2. Le Lipopolysaccharide

Le lipopolysaccharide (LPS), composant majeur de la membrane externe des bactéries
Gram négatif joue un rdle potentiel dans la pathogenese chez A.baumannii. En effet, il a été
montré que des mutants de LPS, présentaient une atténuation de la résistance au sérum humain
ainsi qu’une diminution de survie dans un modele d’infection des tissus mous chez les rats
(Luke et al., 2010). En outre, d’autres études ciblant les génes codant pour le noyau
oligosaccharide ont montré que ce compose contribuait a la survie et la virulence d’A.baumannii
(Lin et al., 2012; McQueary et al., 2012). 1l a également été rapporté que des modifications au
niveau du lipide A favorisaient la résistance aux peptides antimicrobiens et la survie dans des

conditions de dessiccation (Boll et al., 2015).
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3. La capsule

La capsule est considérée comme un facteur de virulence car elle peut jouer un réle
important dans la protection des bactéries a la réponse immunitaire innée de 1’hote (Weber et
al., 2016). Russo et al. ont montré que les mutants dépourvus de capsule présentaient une
croissance réduite dans le sérum humain et dans le liquide d’ascite. De plus, les souches
mutantes sont totalement eliminées apres 24 h dans un modéele d’infection des tissus mous chez
le rat, alors que les souches sauvages persistent dans le fluide exsudatif (Russo et al., 2010).
Dans une étude récente, il a été montré dans un modéle d’infection systémique chez la souris,
que la présence des concentrations élevees d’antibiotiques favorisait la production de la capsule
chez A.baumannii, permettant a cette bactérie d’échapper aux facteurs sériques du complément
(Geisinger and Isberg, 2015).

4. Les phospholipases

Les phospholipases bactériennes sont des enzymes lipolytiques assurant le clivage des
phospholipides. Ces enzymes contribuent a la pathogenese des bactéries Gram négatif en
catalysant le clivage des phospholipides présents dans la membrane cellulaire et dans les
barriéres muqueuses afin de faciliter la lyse cellulaire et 1’invasion bactérienne (McConnell et
al., 2013). Chez A.baumannii, I’inactivation des phospholipases D induit une réduction de sa
capacité a survivre dans le sérum et a envahir des cellules épithéliales (Jacobs et al., 2010). En
outre, dans un modele animal de pneumonie, il a été montré que les souris infectées avec une
souche sauvage avaient une charge bactérienne plus élevée dans le cceur et le foie 48h apres
I’infection en comparaison avec des souris infectées avec une souches mutante, indiquant que

la phospholipase facilite la dissémination d’A.baumannii (McConnell et al., 2013).

5. Les systemes de sécrétion

Les systemes de sécrétion des protéines chez les bactéries a Gram négatif sont
extrémement diversifiés du point de vue fonction et composition et sont considérés comme des
médiateurs importants de virulence. Des recherches récentes ont pu elucider plusieurs
mécanismes par lesquels les Acinetobacter pouvaient secréter les protéines ainsi que leurs réles
dans la pathogenese de ces bactéries (Weber et al., 2016). Les vésicules de membrane externe
(Outer Membrane Vesicule, OMV) sont des nanovesicules sphériques identifiées chez les

bacteries Gram négatif. Elles sont composées de LPS, de protéines de membrane externe, de
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protéines périplasmiques, protéines cytoplasmiques, lipides, d’ADN et d’ARN (McConnell et
al., 2013). Les OMVs contribuent & la pathogenese en transportant des facteurs de virulence a
I’intérieur des cellules hotes, en facilitant le transfert horizontal des geénes et en protégeant la
bactérie contre la réponse immunitaire de I’hote (Ellis and Kuehn, 2010). A.baumannii secrete
des OMVs lors des infections. Les OMVs sont aussi capables de transférer des génes de
résistance, comme cela a été montré pour le géne blaoxa-24-like, SUggerant par conséquent un réle

de ces vésicules dans la diffusion de la résistance aux antibiotiques (Rumbo et al., 2011).

L’Ata ou Acinetobacter trimeric autotransporter est une autre protéine qui facilite
I’adhérence d’A.baumannii & certains composants de la matrice extracellulaire tel que le
collagene et est impliqué dans la formation des biofilms. Ainsi, la mutation de ce géne attenue
la capacité a former les biofilms et rend la souche moins virulente dans les modeles animaux
(Bentancor et al., 2012).

6. L’acquisition de fer

Le fer est un élément important pour les bactéries mais n’est pas facilement disponible
chez I’hote, car il se trouve complexé avec I’heéme, la lactoferrine et la transferrine. Les bactéries
ont développé plusieurs stratégies pour 1’acquisition du fer (Roca et al., 2012). A.baumannii
acquiert le fer en exprimant des systémes de capture et d’utilisation de I’héme (Antunes et al.,
2011; Zimbler et al., 2009). En outre, il est capable d’acquérir le fer via les sidérophores.
Plusieurs systemes de sidérophores ont éteé décrits : sidérophore souche 8399, I’ Acinetobactine,
Fimsbactins A-F, sidérophore ACICU 1672-1683 et sidérophore ABAYE1888-1889
(McConnell et al., 2013; Mortensen and Skaar, 2013). Parmi eux, 1’Acinetobactine est le
sidérophore le plus caractérisé (Gaddy et al., 2012).

7. Formation de biofilm

A.baumannii a une capacité remarquable a survivre et prospérer en milieu hospitalier en
raison de ses interactions avec différents types de surface y compris les surfaces abiotiques
telles que les meubles, les drapes et les équipements meédicaux (cathéters, équipements
respiratoires) (Peleg et al., 2008). Un tel comportement est concordant avec sa capacité a
survivre de longues périodes sur ces surfaces seches. En outre, cette bactérie est capable de

coloniser les surfaces biotiques telles que les cellules épithéliales humaines (McConnell et al.,
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2013; Roca et al., 2012). L’adhérence d’A.baumannii aux surfaces biotiques et abiotiques
aboutit a la formation des biofilms. Ces derniers sont définis comme des communautés
bactériennes associées a une surface et enfermées dans une matrice extracellulaire contenant
des carbohydrates, des acides nucléiques, des protéines et autres macromolécules, au sein
desquelles les bactéries deviennent plus résistantes aux antibiotiques que leurs similaires
planctoniques (Gaddy and Actis, 2009). Par consequent, la formation de ces biofilms est un
facteur de virulence qui contribue a la pathogénicité d’A.baumannii (McConnell et al., 2013).
Ce processus est régulé par une large gamme de facteurs bactériens tels que les pili, les protéines
de la membrane externe (OmpA), la production d’exopolysaccharides, le systéme de régulation
a deux composants BfmRS (Choi et al., 2009; Gaddy and Actis, 2009; Loehfelm et al., 2008;
Tomaras et al., 2003, 2008), mais également d’autres facteurs cellulaires et environnementaux,
y compris les molécules de signalisation du quorum sensing, la température, la lumiere et la
disponibilité en fer (McConnell et al., 2013).

8. Autres facteurs de virulence

Chez les bactéries comme chez les eucaryotes, les protéines sont soumises a des
modifications post traductionnelles telle que la glycosylation (Weber et al., 2016). Chez
A.baumannii, elle est assurée en partie par une protéine appelée PglL. Il semblerait que ce
processus joue un role dans la pathogenicité d’A.baumannii. Ainsi, la perte de glycosylation
des protéines a entrainé des effets pléiotropiques sur la formation des biofilms et la survie des

bactéries dans un modéle d’infection systémique chez les souris (lwashkiw et al., 2012).

Les bactéries €laborent des signaux chimiques secrétés afin d’établir la communication
intercellulaire et de s’adapter aux conditions de I’environnement. Ainsi, la capacité de détecter
la densité cellulaire afin d’exprimer un phénotype déterminé est connue sous le nom de
« quorum sensing ». Ce systeme, largement décrit chez les bactéries Gram négatif, est impliqué
dans plusieurs fonctions y compris la production des facteurs de virulence, la mobilité, la
production d’antibiotiques, le transfert des plasmides, la bioluminescence et la formation des
biofilms. Le quorum sensing contribue a la pathogenicité des Acinetobacter en contrdlant
I’expression des genes et en favorisant la formation des biofilms et par conséquent la survie et

la résistance aux antibiotiques (Roca et al., 2012).
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Tableau 3: Principaux facteurs de virulence rapportés chez A.baumannii

Facteurs de virulence

Protéines

Role dans la pathogenese

Protéine de la membrane externe

OmpA

Induction de I’apoptose des
cellules cibles, adhérence et
invasion des cellules épithéliales,
formation de biofilm, mobilité de
surface, survie dans le sérum

Lipopolysacharide

Evasion de la réponse immunitaire
de I’hote, déclenchement de la
réponse inflammatoire

Capsule

Evasion de la réponse
immunitaire, croissance dans le
sérum

Phospholipases

C/D

Survie dans le sérum,
dissémination de la bactérie,
apoptose des cellules cibles

protéines liant les pénicillines

PLP 7/8

Biosynthése de peptidoglycane,
stabilité cellulaire, croissance dans
le sérum

Les systémes de sécrétion

oMV

Transfert des facteurs de virulence
et des matériels génétiques dans le
cytoplasme des cellules,

T2SS

Production de lipases, virulence
atténuée en cas des mutations

Ata

Adhérence, formation des biofilms

Acquisition de fer

Siderophore

Survie chez I’héte, apoptose
cellulaire

Formation de biofilms

Survie en milieu hospitalier sur les
surfaces biotiques et abiotiques

Quorum sensing

Survie chez I’hote, formation des
biofilms
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I X. Epidémiologie moléculaire d’A.baumannii

Les premiéres études de typage moléculaire chez A.baumannii ont été réalisées sur des
souches épidémiques isolées d’hdpitaux européens géographiquement dispersés. Les résultats
ont démontré I’occurrence de trois clones nommés initialement « clones Europeens I-111 ».
Généralement, le terme « clone » est utilisé pour décrire un groupe d’isolats
épidémiologiquement indépendants (obtenus a partir des sources différentes, a différents
endroits et peut étre & des moments différents) mais phénotypiquement et génotypiquement liés
(Karah et al., 2012). Par la suite, ces clones ont été retrouvés dans le monde entier et par
conséquent ont été renommeés clones internationaux (Diancourt et al., 2010; Karah et al., 2012).
Dans ce paragraphe, nous rapportons une vue globale sur la répartition des clones majeurs qui
ont été décrits par MLST, technique de référence utilisée pour étudier la structure de la
population bactérienne. Parmi les terminologies utilisées dans ce paragraphe, le ST ou
Séquence Type est défni par la combinaison des différents types d’alléles pour les 7 génes de
MLST, et le CC ou complexe clonal est défini comme ’ensemble des ST possédant 5 ou 6
alleles communs. Il est important de noter que les termes « complexe clonal » ou « clone » ne
sont pas interchangeables. Ainsi, un complexe clonal représente un clone lorsqu’il renferme des

souches épidémiologiquement non liées (Karah et al., 2012).

1. Clone international 2

Le complexe clonal CC928 (identifié par MLST avec le schéma de Bartual) /CC2°
(identifié par MLST avec le schéma de Pasteur), appelé également clone international 2, est le
clone prépondérant au niveau mondial chez A.baumannii. Il a été rapporté en Europe (ltalie,
Espagne, Allemagne, Gréce, Pays Bas, Royaume-Uni, Danemark, République de la Tcheque,
France, Pologne, Turquie, Norvege, Suéde, Portugal, Irlande, Belgique, Roumanie), en Asie
(Japon, Chine, Corée, Thailande, Inde, Malaisie, Philippines, Taiwan, Singapour, Vietnam,
Liban, Népal, Iraq, Koweit), en Amérique (Brésil, Etats-Unis), en Afrique du Sud et du Nord
ainsi qu’en Australie (figure 2) (Ganjo et al., 2016; Karah et al., 2012; Mathlouthi et al., 2016;
Shrestha et al., 2015; Vali et al., 2015). Ce clone inclut des souches épidémiques et multi-
résistantes, notamment aux carbapénemes (Karah et al., 2012), mais aussi des souches

résistantes a la colistine et a la tigécylcine (Diancourt et al., 2010; Park et al., 2009).

L utilisation d’autres techniques de typage a montré que le CC92B/CC2P était étroitement

lié au variant OXA-66 du géne intrinséque blaoxa-s1 iike, 2u SG1 (Sequence group) obtenu par
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3LST, au WW2 (worldwide clone) obtenu par DiversiLab™, et au groupe I obtenu par AFLP
(tableau 4) (Pournaras et al., 2014; Zarrilli et al., 2013).

Plusieurs facteurs ont été proposés pour expliquer la capacité de dissémination clonale du
CC2. Le systeme immunitaire et le traitement par antibiotiques sont considérés comme des
conditions de stress qui limitent 1’évolution des bactéries cliniquement pertinentes. Ces
¢léments diminuent généralement la biodiversité et favorisent I’émergence des clones au sein

d’une population bactérienne (Karah et al., 2012).

La dissémination réussie du clone CC92B/CC2P pourrait étre principalement due a une
large dissémination clonale d’un seul ancétre qui serait a I’origine des épidémies internationales
de grande ampleur (Karah et al., 2012). Cette théorie est supportée par 1’étude de Fu et al. qui
ont rapporté que toutes les souches ST92B résistantes aux carbapénémes et isolées de 5 régions
différentes en Chine appartenaient a un méme pulsotype (Fu et al., 2010). De méme, il a été
montré dans une autre étude que parmi des souches ST92B isolées de trois continents, 8
possédaient des profils en champ pulsé reliés (Mugnier et al., 2010). Enfin, la circulation locale,
nationale et internationale de ce clone est probablement facilitée par la fréquence accrue des
voyages internationaux, y compris par le transfert des patients entre différents hopitaux et
différents pays (Peleg et al., 2008).

2. Clone international 1

Le CC1098%/CC1P ou clone international 1 est le 2°™clone majeur rapporté chez
A.baumannii, montrant aussi une distribution mondiale dans plusieurs pays sur tous les
continents (figure 2) (El-Shazly et al., 2015; Karah et al., 2012; Mathlouthi et al., 2015;
Shrestha et al., 2015). De méme, ce clone comporte plusieurs souches épidémiques et multi-
résistantes et différents types de carbapénémases ont été rapportés. Le CC1098/CC1Pest lié au
variant OXA-69 du géne intrinséque blaoxa-s1, au SG2 obtenu par 3LST, au WW1 obtenu par
DiversiLab™, et au groupe | obtenu par AFLP (Pournaras et al., 2014; Zarrilli et al., 2013).
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3. Clone international 3

Le CC1878/CC3® ou clone international 3 est un autre clone majeur chez A.baumannii
comprenant plusieurs souches multi-résistantes et qui a été détecté dans plusieurs pays en
Europe y compris en France, Allemagne, Espagne, Pays bas, Italie et Belgique, mais aussi aux
Etats Unis, au Liban et en Irag. Ce clone est lié au variant OXA-71 du géne intrinséque blaoxa-
51, au SG3 obtenu par 3LST, au WW3 obtenu par DiversiLab™, et au groupe 111 obtenu par
AFLP (Karah et al., 2012; Pournaras et al., 2014; Zarrilli et al., 2013).

e CC1
e CC2 o/
a3 ‘

Figure 2: Dissémination mondiale des clones internationaux majeurs d'A.baumannii

4. Autres clones

Outre les clones majoritaires 1-3, le CC15" est un autre clone international rapporté en
Europe en en Amérique du Sud (Norvege, Portugal, République de la Tchéque, Turquie,
Espagne, Grece, Argentine et Brésil). Ce clone, qui comporte aussi des souches épidémiques,
est lié au WW4 (DiversilLab), et les souches portent les variants blaoxa-s1 et blaoxa-132 (Grosso
etal., 2011; Karah et al., 2012; Pournaras et al., 2014; Zarrilli et al., 2013).

Des études d’épidémiologie moléculaire d’A.baumannii ont montré I’émergence d’autres

clones internationaux dans plusieurs régions et pays, tels que le CC208 (Europe, Afrique, Asie
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de I’Est), CC1108 (Corée, Argentine, Etats Unis), CC32° (Europe), CC25° (Europe, Asie, Etats
Unis), CC85P (Europe, Asie), ainsi que d’autres STs qui avaient une distribution clonale ou qui
étaient responsables d’épidémies au niveau national (Decousser et al., 2013; Heydari et al.,
2015; Karah et al., 2012; Rafei et al., 2015b; Zarrilli et al., 2013).

Il existe actuellement 993 séquences types décrites chez A.baumannii selon le schéma de
MLST Pasteur et 1527 selon le schéma d’Oxford (http://pubmlst.org/ abaumannii/, consulté le
12/05/2017).

Tableau 4: Les principaux clones d'A.baumannii caractérisés par plusieurs techniques de typage

AFLP Clones MLST  Clones MLST 3LST DiversiLab® blaoxa-s1-like
(Pasteur) (Bartual)
I CC1 CC109 SG2 Ww1 OXA-69
] CC2 CC92 SG1 Ww?2 OXA-66
Il CcC3 CC187 SG3 WWwW3 OXA-71
Cluster A CCi15 CcC103 SG5 Ww4 OXA-51,
OXA132
ST78 ST196 SG6 WW6 OXA-90
CC25 CC276 SG4 WW7 OXA-64
Cluster B CC10 3/2/8* WW8 OXA-68,
OXA-128
Cluster 6 CC32 ST120 OXA-100
Cluster C ST52
CC79 CC113 OXA-65
CC85 8/10/11* OXA-94

(Karah et al., 2012; Pournaras et al., 2014; Sahl et al., 2015; Zarrilli et al., 2013)
* aucun SG n’a été assigné, CC : clonal complex, ST : Sequence type, SG : Sequence group,
WW : worldwide, OXA : Oxacillinase

X. Epidémiologie moléculaire d’A.baumannii au Liban

Au Liban, avec le début des hostilités (guerre civile), les infections nosocomiales dues a
A.baumannii ont augmenté de fagon considérable. La premiére étude analysant I’épidémiologie
de cette espece a été réalisée dans I’Hopital Universitaire Américain de Beyrouth et a été
publiée en 1992. Trente-six souches d’A.baumannii isolées pendant dix mois des patients

hospitalisés et obtenues de sources différentes ont éte analysées. Comme résultats, Matar et al.
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ont montré que 21 souches avaient le méme profil d’antibiogramme et que 95% (n=20) de ces
souches avaient le méme profil de plasmide et des protéines totales. En outre, il a été suggéré
qu’une méme souche a été présente dans au moins 6 services de 1’hopital (Matar et al., 1992).
Une autre épidémie a été observée entre 2004 et 2005 a 1’hopital universitaire Saint George a
Beyrouth, 17 souches résistantes aux carbapénémes appartenant au clone international 1 (ST2
par 3LST) ont éte isolées, le taux de mortalité était de 35%. Le seul mécanisme de résistance
aux carbapénemes retrouvé chez les souches était la production de la carbapénémase OXA-58,
portée par un plasmide dénommé pABIR (Zarrilli et al., 2008). Par la suite, la circulation des

trois clones internationaux a été rapportée (Di Popolo et al., 2011).

Aprés le début des conflits en Syrie, I’épidémiologie d’A.baumannii au Liban a été
influencée par I’immigration des Syriens vers les régions libanaises et surtout les patients et les
blessés hospitalisés dans les hopitaux libanais. Ainsi, en 2014, Rafei et al. ont rapporté pour la
premicre fois la présence de souches d’A.baumannii résistantes aux carbapénémes portant le
gene NDM-1 et appartenant au clone CC85. Ces souches ont été isolées des plaies des patients

syriens rapatriés au Liban (Rafei et al., 2014a).

D’autres études d’épidémiologie moléculaire d’A.baumannii ont ensuite été réalisées.
Elles ont montré que le CC2 était le clone majoritaire, circulant dans plusieurs hdpitaux du
Liban, et a moindre degré, les CC1, CC25 et CC85. En outre, plusieurs nouveaux sequences
types ont été décrits (Rafei et al., 2014c, 2015b). Une autre étude épidémiologique réalisée sur
des souches isolées de plusieurs hépitaux au Liban a montré la présence de 18 pulsotypes par
ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR) (Hammoudi et al., 2015).

XI1. Mécanismes de résistance aux antibiotiques

L’émergence et la diffusion des bactéries multi-résistantes sont des probléemes majeurs et
préoccupants. Cela est particulierement vrai pour les agents pathogenes nosocomiaux tels que
les Acinetobacter (Potron et al., 2015). Ces especes sont capables de résister a plusieurs classes
d’antibiotique en raison des mécanismes intrinséques ou naturels, mais surtout acquis au cours
du temps. En effet, I’utilisation non contr6lée d’antibiotiques a large spectre a contribué a la
sélection et a I’émergence des souches multi-resistantes, voire pan-resistantes ce qui pose de

nombreuses difficultés thérapeutiques. Du fait de son implication clinique largement dominante
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par rapport aux autres espéces du genre, la résistance aux antibiotiques chez A.baumannii a été
la plus étudiée, méme si un intérét grandissant est porté sur la résistance aux antibiotiques des
autres especes d’Acinetobacter (Espinal et al., 2011). En 2012, Magiorakos et al. ont proposé
des définitions pour les souches d’A.baumannii aux antibiotiques : MDR (Multidrug-Resistant)
lorsque la souche est résistante a au moins un antibiotique dans au moins 3 familles, XDR
(Extensively Drug-Resistant), lorsqu’elle est résistante a au moins un antibiotiques dans toutes
les classes sauf 2, et PDR (Pandrug-Resistant) lorsque la souche est résistante a tous les

antibiotiques dans toutes les classes (Magiorakos et al., 2012).

Les Acinetobacter sont naturellement résistants aux aminopenicillines, a I’aztréonam, aux
céphalosporines de 1% et 2°™ génération, a 1’ertapénéme, & la fosfomycine, au triméthoprime

et aux furanes.

1. Résistance acquise aux 3 -lactamines

1.1. Mécanismes enzymatiques

1.1.1. Les RB-lactamase classe A

Les B-lactamases appartenant a la classe A de la classification d’ Ambler ont été rapportées
chez Acinetobacter spp bien qu’elles semblent d’intérét mineur au vu de leur faible prévalence.
Différentes R-lactamases ont été décrites chez A.baumannii et autres espéces telles que TEM-
1, TEM-2, CARB-4, CARB-5, CARB-14, SHV-1, SHV-56, SHV-71 et SCO-1 (Bonnin et al.,
2013a). Ces enzymes hydrolysent les pénicillines a spectre étroit, mais pas les céphalosporines
et les carbapénemes, et sont inhibées par I’acide clavulanique et le tazobactam (Potron et al.,
2015).

Les R-lactamases a spectre étendue (BLSE) conférant une résistance aux céphalosporines
de 3°™ génération ont également été retrouvées. PER-1 a été la premiére enzyme de type BLSE
décrite chez A.baumannii, en Belgique (Vahaboglu et al., 1997), et est devenue plus tard trés
répandue en Turquie, Hongrie, Romanie, Russie, Belgique, Bulgarie, France, Corée de Sud,
Inde, Chine, Iran et Kowait (Almasaudi, 2016; Kolayli et al., 2005; Potron et al., 2015; Wang
etal., 2007; Yong et al., 2003). Plusieurs variants de cette enzyme ont été par la suite rapportés,
comme PER-2 en Ameérique du sud (Pasteran et al., 2006), PER-3 en Egypte (Al-Hassan et al.,
2013), PER-7 en France (Bonnin et al., 2011a) et aux Emirats Arabe Unis (Opazo et al., 2012).
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D’autres enzymes de type BLSE ont été identifiées chez A.baumannii dans plusieurs pays
autour du monde (tableau 4): VEB- (1, 3, et 7) (Huang et al., 2008; Poirel et al., 2003; Potron
et al., 2015), GES- (11, 12,et 22) (Bogaerts et al., 2010; Castanheira et al., 2014; Hammami et
al., 2017; Moubareck et al., 2009), et RTG-4 qui était une BLSE atypique avec une activité
carbénicillinase hydrolysant le céfépime et le cefpirome plutét que la ceftazidime (Potron et al.,
2009). Enfin, les BLSE de type TEM, SHV et CTX-M fréquemment répandues chez les
entérobactéries ont été rarement détectées chez A.baumannii (Potron et al., 2011, 2015; Shakil
and Khan, 2010).

Bien que la quasi-totalité des BLSE de classe A ne possede pas une activité carbapénemase,
des variants spécifiques de GES tel que le GES-14 détectée en France en 2011, ont montré une
capacité a compromettre l'efficacité des carbapénémes. Le gene blaces-14 a été localisé sur un
intégron de classe 1 porté par un plasmide transférable (Bonnin et al., 2011b). KPC, une autre
carbapénemase de classe A tres répandue chez les entérobactéries, a €té également détectée
mais rarement chez des souches d’A.baumannii, au Porto Rico (Robledo et al., 2010, 2011) et
en Iran (Azimi et al., 2015).

1.1.2. Les R-lactamases Classe B

Les enzymes de cette classe possedent un ou deux atomes de zinc dans leur site actif et
sont aussi dénommées Métallo-R-Lactamases (MBL). Elles hydrolysent les carbapénémes et
autres R-lactames a I’exception de ’aztreonam, et ne sont pas inhibées par les inhibiteurs
classiques des R-lactamases tels que I’acide clavulanique et le tazobactam. Cependant, les
chélateurs de métaux peuvent inhiber I’activité de ces enzymes (Nordmann et al., 2012; Walsh
et al., 2005). De nombreux groupes de MBL ont été décrits a ce jour comme IMP, VIM, NDM,
SPM, GIM, SIM, DIM, KHM, TMB, FIM et AIM (Poirel and Nordmann, 2006; Zhao and Hu,
2015).

L’IMP, ou Imipénéme Metallo-3-Lactamase, d’abord décrite chez une souche de
P.aeruginosa au Japon en 1990, a par la suite été rapportée mondialement chez d’autres bacilles
a Gram negatif, y compris A.baumannii (Roca et al., 2012). A ce jour, 9 variants de cette
enzyme ont éeté identifiés chez A.baumannii, dans la plupart des cas en Asie, mais également
en Europe et en Amérique du Sud. En outre, les enzymes de type IMP ont été fréquemment

rapportées en Asie et en Australie chez les Acinetobacter non baumannii (tableau 5) (figure 3)
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(Endo et al., 2014; Kim et al., 2010; Kouyama et al., 2012; Lee et al., 2009c; Lin et al., 2010;
Peleg et al., 2006; Sung et al., 2014).

L’enzyme VIM ou Verona Imipenemase, a été décrite dés 1999 en Italie chez un isolat de
P.aeuriginosa (Lauretti et al., 1999). Quelques années plus tard elle a été identifiée chez des
souches d’A.pittii résistantes aux carbapénémes isolées en Corée (Yum et al., 2002). Les
enzymes de type VIM partagent moins de 40% d’identité des acides aminés avec les enzymes
de type IMP. Plusieurs variants de VIM ont été détectés chez plusieurs espéces d’Acinetobacter
spp dans la plupart des cas en Europe et dans les pays Asiatiques (Kim et al., 2010; Lee et al.,
2009c; Lin et al., 2010; Potron et al., 2015; Sung et al., 2014).

L’enzyme SIM-1 ou Seoul Imipenemase a été rapportée uniquement chez un isolat
d’A.baumannii isolé a Seoul, Corée de Sud (Lee et al., 2005). L’identité entre les séquences
d’acides aminés de SIM-1 et IMP varie entre 64 et 69%. Cette enzyme a également été rapportée

par la suite chez une souche d’A.bereziniae en Corée de Sud (Kim et al., 2010).

L’enzyme GIM-1 a été rapporté uniquement chez A.pittii en Allemagne (Kaase et al.,
2014).

Enfin, NDM-1 ou New-Delhi Metallo-R-Lactamase est une autre enzyme de classe B
décrite pour la premiére fois en 2009 chez des souches d’entérobactéries isolées en Inde (Yong
et al., 2009). Depuis cette date, le géne blanom-1 a diffusé largement parmi les entérobactéries.
Cependant, de nombreuses études ont rapporté l'acquisition de ce géne blanpm-1 chez A.
baumannii. En 2010, la premiere identification de NDM-1 chez A.baumannii a eu lieu en Inde.
Les souches ont été isolées des patients hospitalisés en unité de soins intensifs (Karthikeyan et
al., 2010). Plus tard, divers études ont rapporté 1’émergence des souches d’A.baumannii
produisant NDM-1 dans plusieurs pays autour du monde y compris au Liban (tableau 5)
(Bonnin et al., 2014a; Potron et al., 2015; Rafei et al., 2014a; Zenati et al., 2016). Un variant,
NDM-2, a ensuite été identifié chez une souche d’A.baumannii isolée en Allemagne chez un
patient rapatrié¢ d’Egypte (Kaase et al., 2011), puis au Moyen-Orient (Potron et al., 2015). Ces
genes peuvent étre plasmidiques ou chromosomiques, souvent associés au transposon de type
Tn125 et ses dérivés (Bonnin et al., 2012; Chen et al., 2011).
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De méme, les enzymes de type NDM ont été largement identifiées chez les especes non
baumannii au cours de ces dernieres années. Ainsi, le NDM-1 a été décrit pour la premiére fois
en 2012 chez une souche d’A.Iwoffii isolée en Chine (Hu et al., 2012). Par la suite, plusieurs
études ont rapporté la détection de souches d’Acinetobacter non baumannii produisant NDM-
1 notamment en Chine (Chen et al., 2012; Fu et al., 2012, 2015; Li et al., 2015b; Sun et al.,
2014; Yang et al., 2012; Zhou et al., 2012), en Afghanistan (McGann et al., 2013a), en Croatie
(Bosnjak et al., 2014), Turquie (Roca et al., 2014), Paraguay (Pasteran et al., 2014) et Brésil
(Pagano et al., 2015).

D’autre part, cette enzyme a aussi été détectée en dehors des hopitaux. Ainsi en Chine,
plusieurs études ont montré sa présence chez des souches d’A.lwoffii, A.johnsonii,
A.calcoaceticus et A.junii isolées d’échantillons animaux, des eaux usées et des sols (Wang
and Sun, 2015; Wang et al., 2012; Zong and Zhang, 2013). Ces résultats mettent en évidence
probablement une transmission zoonotique et ou environnementale de cette carbapénémase, et
suggerent que les eaux usées des hdpitaux peuvent étre un réservoir potentiel des déterminants

de la résistance aux antibiotiques.
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Figure 3: Cartographie de la dissémination mondiale des Métallo-3-lactamases
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1.1.3. Les B-lactamases de Classe C

A.baumannii posséde naturellement un gene qui code pour une céphalosporinase de type
AmpC. Ce geéne est souvent exprimé a faible niveau, ainsi la quantité produite de 1I’enzyme
AmpC n’a pas d’impact sur I’activité des céphalosporines a spectre élargi (Bou and Martinez-
Beltran, 2000). Cependant, la présence des séquences d’insertion telle que I’'ISAbal en amont
du gene ampC augmente son expression, ce qui confere la résistance aux céphalosporines a
large spectre (Héritier et al., 2006). Plusieurs variants de ces enzymes ont été identifies chez les
souches d’A.baumannii et sont ainsi nommés enzymes de type ADC (Acinetobacter- Derived
Cephalosporinase) (Hujer et al., 2005). De fagon remarquable, certains de ces variants
possedent une activité contre les céphalosporines de 4eme génération d’ou le nom ESAC pour
Extended - Spectrum AmpC (Tian et al., 2011).

Les céphalosporinases de type ADC ont aussi été décrites chez les Acinetobacter non
baumannii y compris A.pittii et A.nosocomialis.

1.1.4. Les R-lactamases Classe D

Les B-lactamases de classe D ou oxacillinases constituent un groupe hétérogene qui est
capable d’hydrolyser aussi bien I’oxacilline et la cloxacilline que les benzylpénicillines, d’ou
le préfixe OXA. Ces enzymes ne sont pas inhibées par 1’acide clavulanique ni les autres
inhibiteurs. En outre, certaines enzymes de cette classe possédent une activité carbapénémase
d’ou le nom CHDLSs pour carbapenem-hydrolysing classe D 3-lactamases (Poirel et al., 2010).
Les CHDLs sont les carbapénémases les plus répandues chez Acinetobacter spp (Bonnin et al.,
2013a).

A.baumannii possede naturellement un géne qui code pour une enzyme de classe D,
appelée OXA-51. Cette enzyme a une faible activité carbapénémase et le géne correspondant
ne s’exprime pas chez la plupart des isolats. Cependant, la présence de la séquence d’insertion
ISAbal en amont du gene confére une sensibilité réduite aux carbapénémes (Héritier et al.,
2005; Turton et al., 2006b). Plusieurs variants d’OXA-51 ont été répertoriés, ce qui reflete le
niveau de 1’évolution de ce géne, probablement en réponse a une pression sélective liée a

I’utilisation des antibiotiques (Evans and Amyes, 2014).
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En outre, plusieurs CHDLs acquises ont été identifiées chez A.baumannii (Peleg et al.,
2008). Ces enzymes induisent une sensibilité réduite aux carbapénémes mais les
cephalosporines a large spectre restent intactes. Ainsi, le niveau de résistance élevé souvent
observé chez plusieurs souches d’A.baumannii résulte de 1’association d’un CHDL et d’un autre
mécanisme y compris la perte des porines ou la surexpression des systémes d’efflux (Poirel and
Nordmann, 2006). Cing groupes essentiels de CHDLs acquises ont été décrits chez
A.baumannii notant les enzymes de type OXA-23, OXA-24/40, OXA-58, OXA-143 et OXA-
235.

OXA-23 (initialement ARI-1), partageant 56 % d’homologie avec OXA-51 est la
premiére enzyme qui a été observée chez une souche d’A.baumannii résistante a 1’imipénéme
et isolée en Ecosse. Par la suite, les enzymes de type OXA-23 ont été largement répandues en
Afrique, Amérique, en Asie, et en Australie non seulement chez des souches épidémiques
d’A.baumannii (figure 4) (Merino et al., 2014; Poirel et al., 2010; Potron et al., 2015), mais
¢également chez d’autres espéces y compris A.junii (Marqué et al., 2005), A.pittii (Lee et al.,
2007), A.nosocomialis (Liu et al., 2015), et A.radioresistens (Lee et al., 2009b; Mendes et al.,
2009; Poirel et al., 2008a). A ce jour, plusieurs variants d’OXA-23 codés par des genes
chromosomiques ou plasmidiques ont été rapportés, et sont généralement associés a des
transposons de type Tn2006, Tn2007 et Tn2008 ou des séquences d’insertion ISAbal (Evans
and Amyes, 2014; Mugnier et al., 2010).

Le second groupe de CHDLSs acquises identifié chez A.baumannii est I’OXA-24/40-like.
Ce groupe renferme plusieurs variants dont ’OXA-24 ou OXA-40 et a été identifié pour la
premicére fois chez des souches d’A.baumannii résistantes aux carbapénemes isolées en Espagne
(Bou et al., 2000b). Les différents variants de ce groupe, de localisation chromosomique ou
plasmidique, ont ensuite été largement rapportés chez A.baumannii en Espagne et au Portugal
ainsi que dans d’autres pays (figure 5) (Afzal-Shah et al., 2001; Da Silva et al., 2004; Héritier
etal., 2003; Lolans et al., 2006; Potron et al., 2015). De méme, les OXA-24-like ont également
été identifiées chez les Acinetobacter non baumannii en Espagne (Cayo et al., 2014; Merino et
al., 2010), France (Bonnin et al., 2014b), Chine (Lee et al., 2009b), Colombie (Montealegre et
al., 2012), et au Liban (Rafei et al., 2015a).
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Le 3eme groupe de CHDL correspond a I’OXA-58-like qui a été décrit pour la premiére
fois en France, a partir d’une souche d’A.baumannii résistante aux carbapénemes (Poirel et al.,
2005). Par la suite, cette enzyme a diffusé largement en Europe comme en Italie en Gréce chez
des souches d’A.baumannii responsables d’épidémies dans des unités de soins intensifs (Poirel
et al., 2010; Potron et al., 2015; Roca et al., 2012), mais également chez d’autres especes
d’Acinetobacter, notamment en Asie (Chen et al., 2010; Fu et al., 2014; Marti et al., 2008a).
L’oxacillinase OXA-58 est codée par un géne fréquemment d’origine plasmidique associé a des
séquences d’insertion (ISAbal, ISAba2, ISAba3, IS18) (Bonnin et al., 2013a; Potron et al.,
2015). D’autres variants de cette enzyme ont été décrits plus tard, a savoir ’OXA-96 et I’OXA-
97 qui dérivent d’une mutation ponctuelle au niveau du géne codant I’OXA-58 et qui possedent
les mémes propriétés hydrolytiques. Ces enzymes ont été décrites a Singapore et en Tunisie
respectivement (Koh et al., 2007; Poirel et al., 2008b).

L’OXA-143 like est le 4éme groupe de CHDL qui a été rapporté. Il a initialement été
décrit chez une souche d’A.baumannii résistante a 1I’imipénéme et isolée en 2004 au Breésil. Il
est porté sur un plasmide de 30 kb et n’est pas associé avec des séquences d’insertion ou encore
des intégrons. Cette enzyme partage 88% des acides aminés avec I’OXA-24, 63% avec ’OXA-
23 et 52% avec ’OXA-58 (Higgins et al., 2009). En 2014, un variant de I’OXA-143, appelé
OXA-253, codé par un gene plasmidique a été détecté au Brésil, chez une souche clinique
d’A.baumannii (Girlich et al., 2014). OXA-182 (codé par un gene plasmidique) et OXA-255
(codé par un gene chromosomique) sont deux autres variants de ce groupe qui ont été détectés
chez A.nosocomialis et A.pittii en Corée et aux Etats-Unis respectivement (Lee et al., 2013;
Zander et al., 2014).

Enfin, un dernier groupe d’oxacillinases, nommé 1’OXA-235-like, a été caractérisé en
2013 a partir des souches isolées aux Etats-Unis et au Mexique. Les séquences d’acides aminés
déduites partageaient 54 a 57% d’identité avec OXA-23, OXA-24, OXA-58 et OXA-143, et
56% avec OXA-51. Ce group comprend chez A.baumannii trois variants (OXA-235, OXA-236,
OXA-237) dont les génes sont présents sur le chromosome ou sur un plasmide, encadrés par
deux copies de I’ISAbal (Higgins et al., 2013).

Finalement, plusieurs génes OXA ont éteé décrits chez d’autres espéces mais sans avoir un

effet sur les carbapénémes ni sur d’autres antibiotiques (Périchon et al., 2014).
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Figure 5: Cartographie de la dissémination d'autres Oxacillinases

(OXA-24-like, OXA-58-like, OXA-143-like, OXA-235-like)

2. Mécanismes non enzymatiques

Les mécanismes de résistance non enzymatiques chez A.baumannii sont moins fréquents
mais font 1’objet d’un nombre croissant de publications. Les mécanismes enzymatiques et non-
enzymatiques peuvent étre associés dans une méme souche. Parmi ces mécanismes, on cite, la
perte ou la modification des porines, les systémes efflux et la modification des protéines liant
les pénicillines (PLP).
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2.1.1. Diminution de la permeabilité membranaire

Des modifications de la perméabilité membranaire chez A.baumannii peuvent jouer un
role important dans la résistance, notamment aux carbapénémes. Ainsi, la perte de la protéine
de membrane externe (OMP) CarO (29 kDa), secondaire a I’interruption du géne carO par
différentes séquences d’insertion (notamment ISAba825) peut étre a I’origine d’une résistance
aux carbapénemes (Mussi et al., 2005). D’autres protéines de la membrane externe ont
également été identifiées comme un déterminant de la résistance aux R-lactamines : OMPs de
47 kDa, 44 kDa et 33 kDa, OMPs de 22 et 33 kDa, Heat- modifiable protein (HMP-AB) de 33-
36 kDa et 43 kDa (Almasaudi, 2016; Roca et al., 2012).

2.1.2. Les pompes a efflux

L’implication dans la multi-résistance aux antibiotiques des systemes d’efflux d’origine
naturels ou acquis est de plus en plus rapportée. Parmi les superfamilles de pompes a efflux, les
systemes RND (Resistance-Nodulation-Division) sont les plus fréquents chez A. baumannii.
Les pompes RND comme 1I’AdeABC ou I’AdelJK présentent typiquement un large spectre de
substrats incluant des antibiotiques, des antiseptiques ou des détergents (Coyne et al., 2011).
La surexpression de I’AdeABC est associée a une augmentation du niveau de résistance a
I’imipénéme et au méropéneme, surtout lorsqu’elle est associée a I’expression des enzymes de
type CHDL (Lee et al., 2010; Perez et al., 2007). AdelJK est une pompe spécifique
d’A.baumannii qui contribue a la résistance intrinseque de bas niveau aux R-lactamines et aux

autres antibiotiques (Damier-Piolle et al., 2008).

2.1.3. Modification des Protéines Liant les Pénicillines (PLP)

A ce jour, plusieurs PLP ont été décrites chez A.baumannii. La résistance aux
carbapénemes serait due a une baisse de I’affinité vis-a-vis des PLPs par des mutations qui
conférent une diminution de 1’expression de PLP2 et PLP6b (Cay0 et al., 2011; Perez et al.,
2007).
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Tableau 5: Récapitulatif des différentes B-lactamases décrites chez Acinetobacter spp

Classification

Support

R " (e
&’ Ambler Enzymes Espéces génétique Pays de I’isolement Références
Belgique, Turquie, Hongrie, Romanie, Russie,
Classe A PER-1 A.baumannii C,P Bulgarie, France, Corée de Sud, Inde, Chine, Iran, (Potron et al., 2015)
Kuwait
A.pittii Corée de Sud (Yong et al., 2003)
PER-2 A.baumannii - Amérique du Sud (Pasteran et al., 2006)
PER-3 A.baumannii C Egypte (Al-Hassan et al., 2013)
PER-7 A.baumannii C,P France, Emiraties Arabe Unis (Bonnin et al., 2011a; Opazo et al., 2012)
VEB-1 A.baumannii C France, Argentine, Belgique, Iran
VEB-3 A.baumannii - Taiwan (Huang et al., 2008)
VEB-7 A.baumannii - Etats Unis (Potron et al., 2015)
i . . R . - . (Hammami et al., 2017; Moubareck et al., 2009;
GES-11 A.baumannii P France, Belgique, Suéde, Turquie, Tunisie, Kuwait Potron et al., 2015)
GES-12 A.baumannii Belgique, Tunisie (Bogaerts et al., 2010; Hammami et al., 2017)
GES-14 A.baumannii France (Bonnin et al., 2011b)
GES-22 A.baumannii Turquie (Castanheira et al., 2014)
SHV-5 A.baumannii C Etats Unis (Naas et al., 2007)
SHV-12 A.baumannii P Pays bas (Naiemi et al., 2005)
TEM-92 A.baumannii - Italie (Endimiani et al., 2007)
TEM-116 A.baumannii Pays bas (Naiemi et al., 2005)
CTX-M-2 A.baumannii Japon, Etats Unis (Adams-Haduch et al., 2008; Nagano et al., 2004)
CTi(S'M' A.baumannii (of 3 Inde, Haiti (Potron et al., 2011; Shakil and Khan, 2010)
CTZ(?:M' Abaumannii - Bolivie (Celenza et al., 2006)
RTG-4 A.baumannii P France (Potron et al., 2009)
(2K3PC1:0) A.baumannii - Porto Rico, Iran (Azimi et al., 2015; Robledo et al., 2010, 2011)
Classe B IMP-1 A.baumannii | Italie, Japon, Corée, Inde, Taiwan, Kuwait (Potron et al., 2015)

A.pittii, A.nosocomialis

A.calcoaceticus, A.lwofii
A.bereziniae

Taiwan, Corée, Japon

Japon
Corée de Sud

(Kim et al., 2010; Kouyama et al., 2012; Lee et al.,
2009c; Lin et al., 2010; Sung et al., 2014)

(Endo et al., 2014; Kouyama et al., 2012)
(Sung et al., 2014)



Cléi,szgﬁzfn Enzymes Especes gsé%ggg[]te Pays de I’isolement Références
A.radioresistens | Taiwan (Lee et al., 2009c)
A.ursingii, A.soli | Japon (Endo et al., 2014)
IMP-2 A.baumannii | Japon, ltalie (Riccio et al., 2000; Shibata et al., 2003)
A.nosocomialis - Japon (Kouyama et al., 2012)
IMP-4 A.baumannii | Hong Kong, Australie, Singapore (Potron et al., 2015)
A.pittii, A.nosocomialis, c Chine (Chu et al., 2001)
A.calcoaceticus
A junii Australie (Peleg et al., 2006)
IMP-5 A.baumannii | Portugal (Da Silva et al., 2002)
IMP-6 A.baumannii - Brésil (Gales et al., 2003)
IMP-8 A.baumannii | Chine (Wang et al., 2007)
A geno rﬁgﬁgf;'i'és 14U I Taiwan (Lee et al., 2009c)
IMP-11 A.baumannii - Japan (Potron et al., 2015)
IMP-14 A.baumannii | Thailand (Kansakar et al., 2011)
IMP-19 A.baumannii - Japon (Yamamoto et al., 2011)
VIM-1 A.baumannii | Grece (Tsakris et al., 2006)
VIM-2 A.baumannii | Corée du Sud, Kuwait (Al-Sweih et al., 2012; Lee et al., 2003)
A.pittii | Corée du Sud (Kim et al., 2010; Yum et al., 2002)
A.nosocomialis | Corée du Sud (Lee et al., 2007; Sung et al., 2014)
A.calcoaceticus - Corée du Sud (Lee et al., 2009b)
A.genomspecies 14 TU - Corée du Sud (Kim et al., 2010)
VIM-4 A.baumannii - Italie (Mammina et al., 2011)
VIM-6 A.baumannii - Inde (Potron et al., 2015)
VIM-11 A.baumannii | Taiwan (Huang et al., 2008)
A.nosocomialis, A.junii | Taiwan (Lee et al., 2009c; Lin et al., 2010)
SIM-1 A.baumannii, A.bereziniae | Corée de Sud (Kim et al., 2010; Lee et al., 2005)
GIM-1 A.pittii | Allemagne (Kaase et al., 2014)
e g (arkyntal, 205 poon sl 2015 e
Kenya, Iran
(Al Atrouni et al., 2016a; Pagano et al., 2015;
A.pittii P Chine, Liban, Turquie, Paraguay, Brésil, France Pailhoriés et al., 2016a; Pasteran et al., 2014; Roca et

al., 2014; Yang et al., 2012)
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Classification

Support

Références

X "
&’ Ambler Enzymes Espéces génétique Pays de I’isolement
A.junii, A.lwoffii P Chine (Hu et al., 2012; Wang et al., 2012; Zhou et al., 2012)
A.haemolyticus, A.johnsonii, .
A.bereziniae, A.genomspecies 15 TU P Chine (Fuetal, 2012)
A calcoaceticus p China (Li et al., 2015b; Sun et al., 2014; Wang and Sun,
2015)
A.shindleri P Afghanistan (McGann et al., 2013b)
A.guillouaie C Croatie (Bosnjak et al., 2014)
NDM-2 A.baumannii C Egypte, Emiraties Arabes Unis (Ghazawi et al., 2012; Kaase et al., 2011)
Classe C ADC A.baumannii Cc (Hujer et al., 2005; Potron et al., 2015)
A.pittii, A.nosocomialis C (Espinal et al., 2011)
Classe D O)I(iﬁ‘ém A.baumanii Cc Répartition mondiale (Evans and Amyes, 2014)
O)I(iﬁ‘;ZS A.baumannii C,P Répartition mondiale (Poirel et al., 2010; Potron et al., 2015)
A.pittii - Corée de Sud (Lee et al., 2007)
A.nosocomialis Chine (Liu et al., 2015)
A junii Romanie (Marqué et al., 2005)
A radioresistens C.P Corée de Sud, Inde, (Lee et al., 2009b; Mendes et al., 2009; Poirel et al.,
2008a)
OX.A'24 A.baumannii C,P Belgique, Es.pagne_, France, Portugal, Br_esn, Lituanie, (Poirel et al., 2010; Potron et al., 2015)
like Croatie, Chine, Japon, Corée, Taiwan...
A.calcoaceticus P Espagne, Liban (Al Atrouni et al., 2016d; Merino et al., 2010)
L . . (Bonnin et al., 2014c; Cayo et al., 2014; Lee et al.,
A.pitti, P Colombie, France, Corée de Sud, Espagne 2009b; Montealegre et al., 2012)
A.baylyi - Corée de Sud (Lee et al., 2009b)
OX.A'SS A.baumannii P France, Belglque,_Turqwe, Gl_’ece,lltalle, Etats Unis, (Poirel et al., 2010; Potron et al., 2015)
like Argentine, Australie, Liban....
Apitii. Anosocomialis (Chen et al., 2010; Fu et al., 2012; Kouyama et al.,
-Prtit, A.nOSO ! C,P Espagne, Taiwan, Chine 2012; Lee et al., 2009c; Lin et al., 2010; Marti et al.,
A.genomspecies 14 TU
2008a)
A.junii Awustralie, Taiwan (Lee et al., 2009c; Peleg et al., 2006)
A.calcoaceticus Corée de Sud (Lee et al., 2009b)
A.soli, A.ursingii Japon (Endo et al., 2014)
A.guillouaie, A. phenon 6/ct13TU CP Croatie, Espagne (Bosnjak et al., 2014; Marti et al., 2008b)
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Classification . Support 5 i~
&’ Ambler Enzymes Espéces génétique Pays de I’isolement Références
OXA-143 - - I - . . (Girlich et al., 2014; Higgins et al., 2009; Lee et al.,
like A.baumannii, A.noscomialis, A.pittii P Brésil, Corée de Sud, Etats Unis 2013; Zander et al., 2014)
OXA-235 A.baumannii C,P Etats Unis, Mexique (Higgins et al., 2013)

68



3. Résistance acquise aux aminosides

Les aminosides sont utilisés dans le traitement d'un large éventail des infections. Leur
activité dépend de la liaison a un motif hautement conservée de I'ARNr 16S. Les mécanismes
de résistance aux aminosides comprennent la diminution de la perméabilité de la membrane
externe, les systémes d’efflux, les substitutions d'acides aminés au niveau des protéines
ribosomales (modification de cible par méthylation), mais le mécanisme de résistance le plus

fréquent est enzymatique, conduisant a une modification de la molécule (Potron et al., 2015).

La présence des génes codant pour les enzymes modifiant les aminosides sur des intégrons
de classe 1 est freqguemment rapportée chez les souches multi-résistantes d’A.baumannii. Les
principales classes des enzymes modificatrices décrites sont : aminoside acétyltransferase
(AAC), aminoside nucleotidyltransférase (ANT) et aminoside phosphotransférase (APH) (Jung
and Park, 2015). Ces enzymes ont également été détectées chez d’autres especes
d’Acinetobacter comme A.pittii, A.nosocomialis, A.haemolyticus et A.johnsonii (Espinal et al.,
2011).

D’autre part, il a été démontré que la méthylation de I’ ARN ribosomal 16S était un autre
mécanisme de résistance aux aminosides rencontré chez les bactéries a Gram négatif. Elle est
médiée par des enzymes dites méthylases qui interférent avec le site d’action, ce qui contribue
aun niveau de résistance élevé aux aminosides (Doi and Arakawa, 2007; Jung and Park, 2015).
Parmi les différentes méthylases, ArmA a été largement rapportée chez plusieurs souches
d’A.baumannii conférant la résistance a tous les aminosides. De telles souches ont été isolées
en Chine, Corée, Vietnam, Japon, Amérique du Nord, Norvege, Italie, Bulgarie, Iran et en
Algérie. Le gene armA codant pour cette méthylase est associé a un transposon composite de
type Tn1548 (Potron et al., 2015). Outre les nombreuses études rapportant la production
d’ArmA, une autre méthylase appelée RmtB a été identifiée chez des souches d’A.baumannii

isolées auVietnam (Tada et al., 2013).

Enfin, la résistance aux aminosides peut étre associée a deux pompes a efflux : la pompe
AdeABC appartenant a la famille RND (Resistance Nodulation- Cell Division) et la pompe
AbeM appartenant a la famille MATE (Multidrug and toxic compound extrusion) (Almasaudi,
2016; Roca et al., 2012).
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4. Résistance acquise aux quinolones

Les quinolones ont une bonne activité contre Acinetobacter spp. Cependant, la résistance
a ces antibiotiques a augmenté rapidement (Espinal et al., 2011). Chez A.baumanii,
I’acquisition de la résistance a cette famille d’antibiotiques est principalement liée a des
mutations chromosomiques au niveau d’une région appelée « quinolone resistance determining
region (QRDR), notamment dans les genes gyrA et ParC codant les topo-isomérases, I’ADN
gyrase et la topo-isomérase IV(Potron et al., 2015; Roca et al., 2012). La résistance plasmidique
aux quinolones a été récemment mise en évidence en Chine (Jiang et al., 2014; Yang et al.,
2016). Concernant les autres Acinetobacter, plusieurs cas de résistance aux quinolones ont été
rapportés, notamment chez A.pittii et A.nosocomialis (Espinal et al., 2011). D’autre part, les
mutations au niveau des systémes de régulation des pompes a efflux empéchent 1’accumulation
intracellulaire de I’antibiotique et constituent un autre mécanisme de résistance aux quinolones.
Ainsi, la surexpression des systemes d’efflux de type RND (AdeABC, AdellK) et MATE

(AbeM) contribue a I’acquisition de résistance aux quinolones (Almasaudi, 2016)

5. Résistance acquise aux cyclines et a la glycylcycline

Le premier mécanisme de résistance aux cyclines décrit est celui médié par des pompes a
efflux spécifiques appelés TetA et TetB qui sont codées par genes localisés sur des transposons
ou des plasmides. Le second mécanisme de résistance décrit est celui médié par le géne tetM
qui code pour une protéine capable de protéger le ribosome contre 1’effet de la tétracycline, de
la minocycline et de la doxycycline. Les cyclines, et notamment la tigécycline, sont également
sensibles aux systémes d’efflux de type AdeABC et AdelJK (Falagas et al., 2015; Perez et al.,
2007; Potron et al., 2015). Recemment, il a été rapporté qu’une mutation au niveau du géne trm
codant pour une méthyltransférase a €té associée a une diminution de la sensibilité vis-a-vis de

la tigécycline chez une souche d’A.baumannii (Chen et al., 2014).

6. Résistance acquise a la rifampicine

La rifampicine possede une bonne activité sur Acinetobacter spp, mais les risques de
mutations sont élevés. Le géne de résistance arr-2 codant pour la rifampicine ADP-ribosyl
transférase a été identifié sous forme de cassette au sein des intégrons de classe | (Vallenet et
al., 2008). La rifampicine est également un substrat du systéeme d’efflux de type RND AdelJK

(Damier-Piolle et al., 2008)
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7. Resistance acquise aux polymyxines

Au cours de la derniere décennie, la polymyxine B et la polymyxine E (colistine) ont
présenté un regain d’intérét thérapeutique malgré leurs effets indésirables. En effet, suite a
I’émergence des bactéries & Gram négatif hautement résistantes aux antibiotiques et le manque
de nouvelles molécules sur le marché, la colistine a été de plus en plus prescrite. Ceci a eu pour
conséquence une apparition puis diffusion des souches d’A.baumannii résistantes a la colistine
(Potron et al., 2015).

L’acquisition de la résistance est principalement liée a des modifications au niveau des
voies de la biosynthese du lipopolysaccharide (LPS) (Almasaudi, 2016; Potron et al., 2015).
Chez A.baumannii, deux mécanismes de résistance a la colistine ont été décrits: 1’altération du
lipide A, composant du LPS suite & des mutations au niveau de systéme de régulation a deux
composantes PmrAB, et 1’absence de production de LPS résultant de mutations dans les génes
IpxA, IpxC et IpxD qui codent pour les enzymes catalysant les premieres étapes de la synthese
(Adams et al., 2009; Beceiro et al., 2011; Moffatt et al., 2010). La résistance a la colistine est
rarement rapportée chez les souches cliniques d’A.baumannii mais 1I’évaluation de la sensibilité
reste difficile et n’est souvent pas précise du fait que la majorité des laboratoires n’utilisent pas
la technique standard qui est la micro dilution (Hindler and Humphries, 2013). Les premiéres
souches d’A.baumannii résistantes a la colistine ont été isolées en 2005 en Corée de Sud, puis
plusieurs cas ont été détectés en Corée, Espagne, Iran, France et Etats Unis (Potron et al., 2015).
Par ailleurs, il a été rapporté récemment que le pompe a efflux EmrAB peut jouer un role dans

la résistance a la colistine chez A.baumannii (Lin et al., 2017)

XII. Options thérapeutiques

La majorit¢ des souches d’Acinetobacter sont résistantes aux pénicillines,
céphalosporines de 1ere et 2éme génération, macrolides, quinolones et chloramphénicol. Ainsi,
les infections causées par des souches présentant un phénotype sauvage peuvent étre traitées
par des antibiotiques tels que : ceftazidime, cefepime, carbapénémes, sulbactam,
piperacilline/tazobactam, aminosides, fluoroguinolones seules ou en combinaison (Kim et al.,
2014b). Cependant, le taux de résistance a augmente de fagon considérable et des épidémies

causées par des souches PDR ont été rapportées (Valencia et al., 2009).
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Les carbapénémes (imipénéme et méropeneme) sont considérées comme le traitement de
choix dans le cas des souches multi-résistantes a condition qu’elles soient sensibles a ces
antibiotiques (Almasaudi, 2016). Le sulbactam, inhibiteur de 3-lactamase, a démontré in vitro
des activités bactéricides contre Acinetobacter spp. En outre, I’utilit¢ du sulbactam dans le
traitement des infections dues & des souches résistantes a I’'imipénéme a été verifiée par des
études rétrospectives et prospectives (Almasaudi, 2016; Kim et al., 2014b). Toutefois, la

présence des souches résistantes au sulbactam a été rapportée (Yang et al., 2010).

Du fait de I’émergence des bactéries multi-résistantes, et malgré leurs effets toxiques sur
les reins, les polymixines B et E (colistine) sont de plus en plus utilisées en pratique médicale
pour le traitement des infections séveres. Des études observationnelles ont montré que le taux
de guérison ou d’amélioration cliniques parmi des patients traités par la colistine variait entre
57 % et 77 % (Vourli et al., 2015). Dans une étude récente, il a été montré que la colistine, en
combinaison avec la daptomycine ou la teicoplanine, améliorait le traitement des souches multi-

résistantes d’A.baumannii dans un modele murin de septicémie (Cirioni et al., 2016).

La tigécycline, dérivé de minocycline, a montré des activités bactériostatiques dans des
infections de peau et des tissus mou ainsi que dans des infections intra abdominales (Eckmann
et al., 2013; Montravers et al., 2013). Cependant dans le cas des pneumonies acquises, la
tigécycline a été associée a un risque accru de mortalité en comparaison avec d’autres agents
antimicrobiens (Prasad et al., 2012). En outre, la tigécycline pénetre rapidement dans les
cellules et les tissus ce qui la rend inappropriée pour le traitement des bactériémies (Kim et al.,

2014b). Des souches résistantes ont été aussi détectées (Almasaudi, 2016).
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1. Introduction

En raison de son role important en pathologie humaine, A.baumannii a été largement
étudiée afin d’élucider son épidémiologie extrahospitaliere et détecter les modes de
transmission possibles. Cependant, les autres especes d’Acinetobacter sont également
impliquées dans les infections. Le but de cette revue est de faire un état de lieu sur les différents

réservoirs connus a ce jour des especes d’Acinetobacter non baumannii.
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Acinetobacter spp. are ubiquitous gram negative and non-fermenting coccobacilli that
have the ability to occupy several ecological niches including environment, animals
and human. Among the different species, Acinetobacter baumannii has evolved as
global pathogen causing wide range of infection. Since the implementation of molecular
techniques, the habitat and the role of non-baumannii Acinetobacter in human infection
have been elucidated. In addition, several new species have been described. In
the present review, we summarize the recent data about the natural reservoir of
non-baumannii Acinetobacter including the novel species that have been described for
the first time from environmental sources and reported during the last years.

Keywords: Acinetobacter spp., non-baumannii, extra-hospital reservoirs, environment, humans, animals, food,
novel species

INTRODUCTION

Implementation of molecular techniques in research laboratories has greatly improved the
identification of Acinetobacter species. Among these techniques, 16S-rRNA, RNA polymerase
subunit B (rpoB), and DNA gyrase subunit B (gyrB) gene sequencing, as well as DNA-DNA
hybridization and whole genome sequencing provide good informative data for Acinetobacter
taxonomic studies (Rafei et al., 2014; Jung and Park, 2015). Based on these methods, novel species
have been reported and the genus now contains 51 species with valid published names (http://apps.
szu.cz/anemec/Classification.pdf. (Accessed October, 2015).

Acinetobacter species are ubiquitous in nature and can be found in different environmental
sources such as hydrocarbon contaminated areas, activated sludge, sewage, dump sites, but also
on vegetables, animals, and humans (Doughari et al., 2011). The ability to dominate in so many
ecological niches led thus some authors to consider these bacteria as microbial weeds (Cray et al.,
2013).

Among the different species, Acinetobacter baumannii is the leading one. It has emerged in
recent decades as a clinically relevant pathogen causing a wide range of nosocomial infections,
community-acquired infections or war and natural disaster-related infections (Peleg et al., 2008).
Nevertheless, the role of non-baumannii Acinetobacter in human infections is increasingly reported
thanks to technological advances such as molecular biology that allow correct identification of
the bacteria at the species level. Thus, for example, several cases concerning multidrug resistant
Acinetobacter pittii and Acinetobacter nosocomialis strains that caused infections in health-care
facilities have been reported around the world (Karah et al,, 2011; Kouyama et al., 2012; Yang
et al., 2012; Schleicher et al., 2013; Fitzpatrick et al., 2015). Acinetobacter calcoaceticus which is
mainly an environmental species has been described in several cases of pneumonia and bacteraemia
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(Mostachio et al., 2012; Li et al., 2015a), and nosocomial
infections due to species like Acinetobacter Iwoffii, Acinetobacter
junii, or Acinetobacter johnsonii were also reported (Lee et al,
2007; Karah et al., 2011).

Because of its important role in human infections,
A. baumannii has been the most studied bacterium of the
Acinetobacter genus. In contrast, little is known on other
Acinetobacter species. The present review aims to summarize
the recent data of non-baumannii Acinetobacter with a focus on
the natural reservoir, and including the novel species that have
been described for the first time from environmental sources
and reported during the last years by using molecular techniques
(Table 1).

NATURAL HABITAT OF NON-BAUMANNII
ACINETOBACTER

Environment

Acinetobacter spp. have for long been described from various
environmental sources. In 1994, Wiedman et al. characterized
for the first time A. Iwoffii, A. junii, and A. johnsonii
in wastewater treatment plants in Germany (Wiedmann-al-
Ahmad et al, 1994). Later, Houang et al. investigated soil
samples from different areas in Hong Kong and showed
that approximately 37% were positive for Acinetobacter spp.
and that among these bacteria, 27% were A. pittii (Houang
et al., 2001). Different authors described also new Acinetobacter
species isolated from activated sludge, sewage treatment
plants and raw wastewater in Australia, Portugal, Korea and
Pakistan. These species were Acinetobacter baylyi, Acinetobacter
bouvetii, Acinetobacter grimontii, Acinetobacter tjernbergiae,
Acinetobacter towneri, Acinetobacter tandoii, Acinetobacter
gerneri, Acinetobacter kyonggiensis, Acinetobacter rudis, and
Acinetobacter pakistanensis (Carr et al., 2003; Lee and Lee, 2010;
Vaz-Moreira et al., 2011; Abbas et al., 2014).

In different studies performed in Korea, authors isolated
new Acinetobacter species including Acinetobacter marinus
and Acinetobacter seohaensis from seawater (Yoon et al., 2007),
Acinetobacter soli from forest soil (Kim et al., 2008) as well as
Acinetobacter brisouii from wetland (Anandham et al., 2010).
In another study conducted on soil and artificial environmental
samples in Korea, Choi et al. identified A. calcoaceticus,
A. nosocomialis, A. pittii, Acinetobacter genomic species close to
13TU, Acinetobacter parvus, Acinetobacter radioresistens, A. soli,
A. tandoii, Acinetobacter bereziniae, Acinetobacter schindleri, and
Acinetobacter genomic species 15TU, showing a huge diversity
of Acinetobacter species (Choi et al, 2012). The situation
in other countries was slightly different. In Lebanon, Rafei
et al. performed studies on several environmental samples to
investigate the presence of Acinetobacter spp. They showed
a prevalence of 18% and discovered that non-baumannii
Acinetobacter, including A. pittii and A. calcoaceticus were the
most frequently isolated species (Rafei et al, 2015). These
findings may highlight the potential role of climatic factors that
can affect prevalence of Acinetobacter spp. in the environment.

In India, Acinetobacter indicus was described for the first time
in soil samples collected from hexachlorocyclohexane dump sites

(Malhotra et al., 2012). Acinetobacter kookii was a novel species
isolated from beet fields in Germany, from soil in the Netherlands
and in Korea, and from sediments of fish farms in Malaysia and
Thailand (Choi et al., 2013). Acinetobacter venetianus was a novel
species isolated from seawater in Israel, oil in Italy, aquaculture
ponds in Denmark and from the sea in Japan (Vaneechoutte
et al., 2009). Finally, Acinetobacter bohemicus and Acinetobacter
albensis were two novel species described for the first time in
Czech Republic and recovered from natural ecosystems such as
soil, mud and water (Krizova et al., 2014, 2015a).

Noteworthy, development of new high throughput
sequencing techniques allowed metagenomics studies that
could improve our understanding of bacterial microbiota
surviving in different environmental sites. For example,
Acinetobacter spp. were found in soil samples contaminated
with petroleum hydrocarbons (Sarma et al., 2004; Bordenave
et al., 2007; Obuekwe et al., 2009) and in sediments and water
samples in Asian countries collected either from fish pond
contaminated with organic waste or from fish and shrimp
farms (Huys et al., 2007; Xiong et al., 2015). However, even if
metagenomics can provide information on bacterial diversity,
in these studies isolates were not characterized at the species
level.

In the recent years, several new Acinetobacter species have
been described in Korea and China. Acinetobacter antiviralis and
Acinetobacter oleivorans were two novel species isolated from
tobacco plant roots and rice paddy in Korea (Lee et al., 2009; Kang
etal., 2011). In China, Acinetobacter refrigeratoris, Acinetobacter
puyangensis, Acinetobacter gingfengensis, Acinetobacter populi,
Acinetobacter guangdongensis, and Acinetobacter harbinensis
were six novel species that have been isolated from a refrigerator,
popular bark, abandoned lead-zinc ore mine site and surface
water of a river respectively (Li et al., 2013, 2014a,b, 2015b; Feng
etal., 2014a,b).

Further microbiome studies have been conducted to
investigate the bacterial population in the floral nectar of some
plants. Interestingly, it has been shown that Acinetobacter was
the main bacterial taxa founded (Fridman et al., 2012; Alvarez-
Pérez and Herrera, 2013). Besides, Acinetobacter boissieri and
Acinetobacter nectaris were two novel species that were isolated
from nectar samples of plants in Spain (Alvarez-Pérez et al.,
2013).

Recently, it has been shown that the environment could
constitute a potential reservoir for Acinetobacter spp. resistant
isolates. Indeed, carbapenemase and extended-spectrum beta-
lactamase producing strains have been isolated from hospital
sewage, soil samples around animal farms, but also in polluted
rivers (Zong and Zhang, 2013; Maravi¢ et al., 2015; Wang and
Sun, 2015; Table 1), highlighting the potential role of these
bacteria in the dissemination of antibiotic resistance genes
through the environment.

Food

Presence of Acinetobacter spp. in the food chain has also
been studied. From 1999, Berlau et al. isolated A. guillouiae,
A. calcoaceticus, A. pittii, A. Iwoffii, and A. bereziniae on
vegetables purchased from markets in the United Kingdom or
harvested from gardens during the summer (Berlau et al., 1999a).
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TABLE 1 | Natural habitat of non-baumannii Acinetobacter species.

Acinetobacter species Origin of isolation

Country of isolation

Identification method

References

A. albensis Water, soil Czech Republic Phenotypic, 16S-RNA, gyrB, rpoB, gitA, pyrG, recA,  Krizova et al., 2015a
Maldi-TOF
A. anitratus Animal France Phenotypic, 16S-rRNA La Scola et al., 2001
A. antiviralis Plant roots Korea % G+C, fatty acid analysis, 16S-RNA, DNA-DNA Lee et al., 2009
hybridization
A. apis Animal Korea DNA-DNA hybridization, 16S rRNA gene and rpoB Kim et al., 2014
sequence analysis, % G+C, and fatty acid analysis
A. baylyi Activated sludge Australia 16S-rRNA Carr et al., 2003
DNA-DNA hybridization
A. beijerinckii Animal Lebanon rpoB Rafei et al., 2015
A. bereziniae Sewage Denmark 16S-rRNA Geiger et al., 2009
Life environment Korea 16S-rRNA Choi et al., 2012
surface rpoB
Vegetables Hong Kong ARDRA Berlau et al., 1999a; Houang et al., 2001
UK
Meat Lebanon rpoB Rafei et al., 2015
Human skin Germany Phenotypic, ARDRA, SDS-PAGE, ribotyping, Seifert et al., 1997; Chu et al., 1999
Hong Kong DNA-DNA hybridization, RAPD
Animal Lebanon rpoB Rafei et al., 2015
A. bohemicus Soil Czech Republic rpoB, gyrB, 16S-rRNA Krizova et al., 2014
Water Czech Republic rpoB, gyrB, 16S-rRNA Krizova et al., 2014

A. boissieri Floral nectar Spain Phenotypic, G+C, fatty acids, 16S-rRNA, rpoB, Alvarez-Pérez et al., 2013
DNA-DNA hybridization

A. bouvetii Activated sludge Australia 16S-rRNA Carr et al., 2003
DNA-DNA hybridization

A. brisouii Wetland (Peat) Korea Phenotypic, G+C, fatty acids, 16S-rRNA, DNA-DNA  Anandham et al., 2010

hybridization

A. calcoaceticus Sewage, water Denmark, Croitia 16S-rRNA Geiger et al., 2009; Maravi¢ et al., 2015
Sail Hong Kong ARDRA Houang et al., 2001; Choi et al., 2012;
Korea 16S-rRNA Rafei et al., 2015; Wang and Sun, 2015
Lebanon rpoB
China
Vegetables Lebanon rpoB Berlau et al., 1999a; Rafei et al., 2015; Al
UK ARDRA Atrouni et al., 2016
Animal Lebanon rpoB Rafei et al., 2015
Human skin Hong Kong Phenotypic, ARDRA, RAPD Chu et al., 1999; Patil and Chopade,
India 2001
A. gandensis Water Croitia - Maravi¢ et al., 2015
Animal - Phenotypic, DNA-DNA hybridization, 16S rRNA rpoB, Smet et al., 2014
% G+C, fatty acid, MALDI-TOF MS
A. gerneri Activated sludge Australia 16S-rRNA Carr et al., 2003
DNA-DNA hybridization
Animal Lebanon rpoB Rafei et al., 2015
(Continued)
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TABLE 1 | Continued

Acinetobacter species Origin of isolation

Country of isolation

Identification method

References

A. grimontii, Activated sludge Australia 16S-rRNA Carr et al., 2003
DNA-DNA hybridization
A. guangdongensis lead-zinc ore mine  China Phenotypic, G+C, fatty acids, 16S-rRNA, gyrB, rooB, Feng et al., 2014b
site DNA-DNA hybridization
A. guillouiae Water Denmark 16S-rRNA Geiger et al., 2009
Vegetables UK ARDRA Berlau et al., 1999a
Human skin Hong Kong Phenotypic, ARDRA, RAPD, AFLP Chu et al., 1999; Dijkshoorn et al., 2005
UK, Netherland
A. haemolyticus Water Croitia - Maravi¢ et al., 2015
Human skin India Phenotypic Patil and Chopade, 2001
A. harbinensis Water China Phenotypic, G+C, fatty acids, 16S-rRNA, gyrB, rooB, Lietal., 2014b
DNA-DNA hybridization
A. indicus Dump site India Phenotypic, G+C, fatty acids, 16S-rRNA, rpoB, Malhotra et al., 2012
DNA-DNA hybridization
A. johnsonii Activated sludge Germany Pcr fingerprinting Wiedmann-al-Ahmad et al., 1994
Sewage, water, sea  Denmark, Croitia, 16S-rRNA Geiger et al., 2009; Zong and Zhang,
food China 2013; Maravi¢ et al., 2015
Animal Lebanon rpoB Rafei et al., 2015
Human skin Germany Phenotypic, ARDRA, SDS-PAGE, ribotyping, Seifert et al., 1997; Chu et al., 1999;
Hong Kong DNA-DNA hybridization, RAPD, AFLP Dijkshoorn et al., 2005
UK, Netherland
A. junii Activated sludge Germany Per fingerprinting Wiedmann-al-Ahmad et al., 1994
Sewage, water Denmark, Croitia 16S-rRNA Geiger et al., 2009; Maravi¢ et al., 2015
Animal Lebanon rpoB Rafei et al., 2015
Soil China ARDRA Wang and Sun, 2015
16S-rRNA
rpoB
Human skin Germany Phenotypic, ARDRA, SDS-PAGE, ribotyping, Seifert et al., 1997; Chu et al., 1999;
Hong Kong DNA-DNA hybridization, RAPD, AFLP Patil and Chopade, 2001; Dijkshoorn
India et al., 2005
UK, Netherland
A. koukii Soil, beet field, Korea, Germany, Phenotypic, G+C, fatty acids, 16S-rRNA, gyrB, rooB, Choi et al., 2013
sediment Netherland, Malaysia, DNA-DNA hybridization
Thailand
A. kyonggiensis Sewage Korea Phenotypic, G+C, fatty acids, 16S-rRNA, DNA-DNA  Lee and Lee, 2010
hybridization
A. lwoffii Activated sludge Germany PCR fingerprinting Wiedmann-al-Ahmad et al., 1994
Sewage, water, sea  Denmark 16S-rRNA Geiger et al., 2009
food
Life environment Korea 16S-rRNA Choi et al., 2012
surface poB

Animal
Vegetables

Human skin

Lebanon, Croitia
UK

Germany
UK

Hong Kong
India

rpoB, 16S-RNA
ARDRA

Phenotypic, ARDRA, SDS-PAGE, ribotyping,
DNA-DNA hybridization, RAPD

Rafei et al., 2015; Sun et al., 2015
Berlau et al., 1999a

Seifert et al., 1997; Berlau et al., 1999b;
Chu et al., 1999; Patil and Chopade,
2001

(Continued)
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TABLE 1 | Continued

Acinetobacter species Origin of isolation

Country of isolation

Identification method

References

A. marinus Water Korea G+C, 16S-RNA, DNA-DNA hybridization Yoon et al., 2007
A. nectaris Floral nectar Spain Phenotypic, G+C, fatty acids, 16S-rRNA, rpoB, Alvarez-Pérez et al., 2013
DNA-DNA hybridization
A. nosocomialis Sewage Denmark 16S-rRNA Geiger et al., 2009
Life environment Korea 16S-rRNA Choi et al., 2012
surface rpoB
Vegetables UK ARDRA Berlau et al., 1999a
Human skin Hong Kong ARDRA, RAPD Chu et al., 1999
A. oleivorans Rice paddy Korea % G+C, fatty acid analysis, 16S-RNA, DNA-DNA Kang et al., 2011
hybridization
A. pakistanensis Wastewater Pakistan Phenotypic, fatty acids, 16S-rRNA, gyrB, rpoB, atpD, Abbas et al., 2014
DNA-DNA hybridization
A. parvus Sail Korea 16S-rRNA Choi et al., 2012
rpoB
Life environment Korea 16S-rRNA Choi et al., 2012
surface poB
A. pittii Sewage Denmark 16S-rRNA Geiger et al., 2009
Sail Hong Kong, Lebanon  ARDRA Houang et al., 2001; Rafei et al., 2015
rpoB
Vegetables Hong Kong ARDRA Berlau et al., 1999a; Houang et al.,
Lebanon rpoB 2001; Rafei et al., 2015
UK
Life environment Korea 16S-rRNA Choi et al., 2012
surface rpoB
Water Lebanon rpoB Rafei et al., 2015
Cheese, Meat Lebanon rpoB Rafei et al., 2015
Animal Lebanon rpoB Rafei et al., 2015
Human skin Germany Phenotypic, ARDRA, SDS-PAGE, ribotyping, Seifert et al., 1997; Chu et al., 1999;
Hong Kong DNA-DNA hybridization, RAPD Patil and Chopade, 2001
India
A. populi Populus bark China Phenotypic,16S-RNA, gyrB, rpoB, DNA-DNA Lietal, 2015b
hybridization
A. puyangensis Populus bark China Phenotypic, G+C, fatty acids, 16S-rRNA, gyrB, rpoB, Liet al., 2013
DNA-DNA hybridization
A. gingfengensis Populus bark China Phenotypic, G+C, fatty acids, 16S-rRNA, gyrB, rooB, Liet al., 2014a

DNA-DNA hybridization

A. radioresistens

Sail, cotton, water
Life environment
surface

Animal

Human skin

Australia, Croitia
Korea

Lebanon

Germany
UK
Hong Kong

16S-rRNA
rpoB

rpoB

Phenotypic, ARDRA, SDS-PAGE, ribotyping,
DNA-DNA hybridization, RAPD

Dortet et al., 2006; Maravi¢ et al., 2015
Choi et al., 2012

Rafei et al., 2015; Sunantaraporn et al.,
2015

Seifert et al., 1997; Berlau et al., 1999b;
Chu et al., 1999

(Continued)
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TABLE 1 | Continued

Acinetobacter species Origin of isolation

Country of isolation

Identification method

References

A. refrigeratoris

Life environment
surface

China

16S-rRNA, rpoB
DNA-DNA hybridization

Feng et al., 2014a

A. rudis

Wastewter, raw milk

Portugal, Israel

Phenotypic, G+C, fatty acids, 16S-rRNA, gyrB, rpoB,

DNA-DNA hybridization

Vaz-Moreira et al., 2011

A. seiferti/genomspecies Life environment Korea 16S-RNA, rpoB Choi et al., 2012
close 13 TU surface
Human skin Hong Kong ARDRA, RAPD Chu et al., 1999
A. seohaensis Water Korea G+C, 16S-RNA, DNA-DNA hybridization Yoon et al., 2007
A. shindleri Life environment Korea 16S-rRNA Choi et al., 2012
surface rpoB
Animal Lebanon rpoB Rafei et al., 2015; Sunantaraporn et al.,
2015
A. soli Soil Korea Phenotypic, fatty acids, G+C content, 16S-rRNA gyrB, Kim et al., 2008
DNA-DNA hybridization
Life environment Korea 16S-rRNA Choi et al., 2012
surface rpoB
Vegetables Lebanon rpoB Rafei et al., 2015
A. tandoii Activated sludge Australia 16S-rRNA Carr et al., 2003
plant DNA-DNA hybridization
Soil Korea 16S-rRNA Choi et al., 2012
rpoB
Life environment Korea 16S-rRNA Choi et al., 2012
surface rpoB
A. tiernbergiae Activated sludge Australia 16S-rRNA Carr et al., 2003
DNA-DNA hybridization
A. towneri Activated sludge Australia 16S-rRNA Carr et al., 2003
DNA-DNA hybridization
A. variabilis Sewage, water, sea  Denmark 16S-rRNA Geiger et al., 2009
/(genomspecies 15TU)  food
Life environment Korea rpoB Choi et al., 2012
surface
Human skin Hong Kong ARDRA, RAPD Chu et al., 1999
Animal France Phenotypic, gyrA, gyrB, rpoB Poirel et al., 2012
Animal = Phenotypic, rpoB, gyrB, Maldi-Tof, whole genome Nishimura et al., 1988
analysis
A. venetianus Water Israel, Italy, Denmark,  Phenotypic, DNA-DNA hybridization, AFLP, rpoB, Vaneechoutte et al., 2009
Oil Hong Kong, japan ARDRA, tDNA PCR
vegetables
Acinetobacter spp. Water China 16S-rRNA Fuhs and Chen, 1975; Huys et al., 2007;
Malaysia, Thailand Krizova et al., 2015b; Xiong et al., 2015
Vietnam
Sail France-Kuwait 16S-rRNA Bordenave et al., 2007; Obuekwe et al.,
2009
Meat Hong Kong ARDRA Houang et al., 2001
(Continued)
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TABLE 1 | Continued

Acinetobacter species Origin of isolation Country of isolation

Identification method

References

Fish, shrimps Hong Kong ARDRA Houang et al., 2001; Huys et al., 2007
Sediment China 16S-rRNA Huys et al., 2007; Xiong et al., 2015
Malaysia, Thailand
Vietnam
Plants nectar Israel, Spain Pyrosequencing, 16S-rRNA Fridman et al., 2012; Alvarez-Pérez and
Herrera, 2013
Milk United states Phenotypic Jayarao and Wang, 1999; Ndegwa
Kenya et al., 2001; Nam et al., 2009; Gurung
Korea etal, 2013
Animal Angola 16S-rRNA Guardabassi et al., 1999
Human skin Germany Phenotypic, ARDRA, SDS-PAGE, ribotyping, Seifert et al., 1997; Chu et al., 1999;
Hong Kong DNA-DNA hybridization, RAPD, AFLP Patil and Chopade, 2001; Dijkshoorn
India et al., 2005
UK, Netherland
genomspecies 14 BJ Sewage Denmark 16S-rRNA Geiger et al., 2009
Human skin Hong Kong ARDRA, RAPD Chu et al., 1999
A. genospecies 15 BJ Human skin UK Phenotypic, ADRA, RAPD Berlau et al., 1999b; Chu et al., 1999
Hong Kong
genomspecies 16 Sewage Denmark 16S-rRNA Geiger et al., 2009
Vegetables Hong Kong ARDRA Houang et al., 2001
Human skin Hong Kong ARDRA, RAPD Chu et al., 1999
A. genospecies 17 Human skin Hong Kong ARDRA, RAPD Chu et al., 1999
A. genospecies 13 BJ,  Human skin Hong Kong ARDRA, RAPD Chu et al., 1999

14 TU

ARDRA, Amplified rDNA (Ribosomal DNA) Restriction Analysis; RAPD, Random Amplified Polymorphic DNA; AFLF, Amplified Fragment Length Polymorphism; MALDI-TOF MS, Matrix

Assisted Laser Desorption lonization— Time Of Flight Mass Spectrometry.

In a subsequent study conducted in Hong Kong on vegetables,
A. pittii and Acinetobacter genomic species 10 and 16 have been
found (Houang et al., 2001). Different Acinetobacter species have
also been isolated from fish, meat, cheese and milk samples. In
Lebanon, Rafei et al. reported the isolation of non-baumannii
Acinetobacter including A. pittii, A. calcoaceticus, A. bereziniae,
and A. soli from raw cow meat, raw cheese, raw cow milk and
vegetable samples (Rafei et al., 2015), and more recently, they
isolated a carbepenem resistant A. calcoaceticus from vegetables
(Al Atrouni et al,, 2016). Acinetobacter spp. have been reported in
previous studies from milk samples collected from dairy herds In
the United States (Jayarao and Wang, 1999) and Kenya (Ndegwa
et al, 2001). The isolation rate was 1.3 and 5% respectively.
Acinetobacter spp. have been reported also from mastitic milk
and raw bulk tank milk samples in Korea (Nam et al., 2009;
Gurung et al., 2013).

Animals

While several published studies reported the isolation of
A. baumannii from animals such as ducks, pigeons, chicken,
donkey, rabbits, pets (cats, dogs), mules, livestock (goats,pigs,
cattle, caws), horses, lice and arthropods (Gouveia et al,
2008; Hamouda et al., 2008, 2011; Bouvresse et al., 2011;
Endimiani et al., 2011; Kempf et al., 2012a,b; Belmonte et al.,

2014; Rafei et al., 2015), few studies reported the isolation
of non-baumannii Acinetobacter from animals. Acinetobacter
genomic species 15 TU was isolated by Poirel et al. from
rectal cow samples in a dairy farm in France (Poirel et al.,
2012). More recently, Rafei et al. reported the isolation of
A. pittii, A. calcoaceticus, A. bereziniae, A. johnsonii, A. Iwoffii,
A. schindleri, A. radioresistens, A. beijerinckii, A. junii, A. gerneri,
and Acinetobacter genomic species 15 TU from animal samples in
Lebanon. The strains were isolated mainly from livestocks, horses
and pets (Rafei et al., 2015). Smet et al. described for the first
time Acinetobacter gandensis from horse and cattles (Smet et al.,
2014). La Scola et al. reported the detection of A. anitratus in
lice samples collected from homeless shelters in France (La Scola
etal,, 2001), and recently A. radioresistens and A. schindleri were
detected from head lice collected from primary school pupils in
Thailand (Sunantaraporn et al., 2015). Acinetobacter spp. were
also detected from aquatic animals (Huys et al., 2007; Geiger
etal., 2009) but also in the gut of some arthropods like tsetse fly in
Angola, Africa (Guardabassi et al., 1999). Besides, Acinetobacter
apis was a novel species isolated from the intestinal tract of a
honey bee in Korea (Kim et al., 2014).

Furthermore, other studies have been performed to investigate
the intestinal ecosystem of fish using metagenomic approaches.
As results, Acinetobacter was remarquably one of the most
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abundant genera detected. Indeed, the ability to produce
antibacterial compounds against several other species as well
as environmental factors and nutrition conditions may affect
the bacterial community in the fish intestine and explain the
dominance of this group (Hovda et al, 2007; Etyemez and
Balcazar, 2015).

Finally, recently, Sun et al. reported the isolation of NDM-1
producing A. Iwoffii from rectal sample of a cat in China (Sun
etal,, 2015), suggesting that these companion animals may play a
crucial role in the dissemination of multidrug resistant bacteria.

Human Carriage

Acinetobacter spp. can be part of the human flora. In
a large University Hospital in Cologne, Germany, Seifert
et al. performed an epidemiological study to investigate the
colonization with Acinetobacter spp. of the skin and mucous
membranes of hospitalized patients and healthy controls. They
showed that the colonization rate was higher in patients than
in controls (75 vs. 42.5%) (Seifert et al., 1997). The hands,
the groin, toe webs, the forehead and the ears were the most
frequently colonized body sites. Almost all the species isolated
were non-baumannii Acinetobacter including A. Iwoffii (47%),
A. johnsonii (21%), A. radioresistens (12%), A. pittii (11%), and
A. junii (5%). In contrast, A. baumannii and A. bereziniae were
rarely detected and the authors did not find A. calcoaceticus or
A. haemolyticus on the skin or the mucous membranes (Seifert
et al., 1997).

Berlau et al. performed a similar study to investigate the
presence of Acinetobacter spp. on the skin (forearm, forehead,
toe web) of 192 healthy volunteers in the United Kingdom. As
in the previous study, they found that the colonization rate was
around 40% with A. Iwoffii being the most frequently isolated
species and the forearm being the most frequently colonized
area. However, the distribution of the other species was different,
Acinetobacter genomic species 15B] (12%), A. radioresistens (8%)
and only one individual carried the Acinetobacter baumannii-
calcoaceticus complex (Berlau et al,, 1999b). In another study
conducted in Hong Kong, Chu et al. showed that the skin carriage
rate of student nurses and new nurses from the community was
32 and 66% respectively with A. pittii being the most common
species (Chu et al., 1999). The authors reported also a potential
seasonal variability in skin colonization (Chu et al., 1999). Patil
et al. studied skin carriage on six body sites (antecubital fossa,
axilla, forehead with hairline, neck, outer surface of nose and toe
webs) from volunteers in India. It was found that non-baumannii
Acinetobacter were the most frequently isolated species including
A. lwoffii, A. junii, A. haemolyticus, A. calcoaceticus, and A. pittii.
In this study the antecubital fossa had the highest colonization
frequency (48.5%) and the men volunteers were more colonized
than the women (Patil and Chopade, 2001).

Likewise, Acinetobacter spp. have been also isolated from
fecal samples. A study performed by Dijkshoorn et al. in
United Kingdom and the Netherlands to investigate the intestinal
carriage of Acinetobacter spp. showed that from 226 fecal samples
collected randomly from the community 38 were positive. The
species commonly isolated were: A. johnsonii, A. guillouiae, and
A. junii (Dijkshoorn et al., 2005).

Genomic approaches have also been used to study the
bacterial community of some human samples. Thus, Zakharkina
et al. reported Acinetobacter spp. from airway microbiota of
healthy individuals (Zakharkina et al., 2013), while Urbaniak
et al. reported the detection of these microorganism from
human milk samples (Urbaniak et al., 2014). Recently, in
another work conducted to study the microbial diversity of
intestinal microbiota of healthy volunteers, Li et al. showed
that Acinetobacter was present mainly in the duodenum (Li
et al., 2015c). According to these findings, we can see the ability
of Acinetobacter to survive in commensal samples, suggesting
that human could constitute a potential reservoir for this
opportunistic bacterium. However, the origin and the factors that
can influence this colonization remained unclear.

GLOBAL REMARKS

Referring to these results, we showed here that the environment
is the main reservoir of Acinetobacter spp. and interestingly the
bacteria have been mainly isolated from sites in contact with
human, animal or in areas polluted with hydrocarbon. Therefore,
it has been suggested that Acinetobacter spp. belong to the
small minority of species that are able to dominate within an
open habitat (Cray et al., 2013). Indeed, the microorganisms
are exposed in the environment to multiple factors that affect
their growth and act as stress parameters such as desiccation
conditions, temperature, air humidity and other parameters that
are subjected to dynamic changes. Unlike some other Gram
negative bacteria, Acinetobacter spp. are able to survive in a dry
environment for long periods of time and support desiccation
conditions (Wendt et al., 1997; Wagenvoort and Joosten, 2002).
This tolerance may be due to different mechanisms such
as over expression of proteins involved in the antimicrobial
resistance, efflux pumps, down regulation of proteins involved
in the cell cycle, transcription and translation in order to
enter in a dormant state (Gayoso et al., 2014). Furthermore,
hydrocarbons and polysaccharides are macromolecules available
in the environment and may constitute a primary substrate
for these microorganisms. Acinetobacter species can catabolize
the polysaccharides via the production of xylanase which is a
key enzyme to degrade complex extracellular substances such
as hemicelluloses. It has also been shown that pollution of
environmental sites either with fuel oil or metals can affect
the microbial diversity and only few types of bacteria such as
Acinetobacter spp. were able to resist and dominate such polluted
areas (Bordenave et al., 2007; Zhao et al., 2014). Moreover,
these bacteria are able to degrade various pollutants and organic
compounds and have an important role in environmental
bioremediation (Adegoke et al., 2012; Cray et al,, 2013). Finally,
Acinetobacter spp. have developed strategies to inhibit the
growth of competing species either by acidification of the
environment (secretion of organic acids) or by production
inhibitory biosurfactants (Cray et al., 2013).

In this review, we showed also that the use of DNA based
methods contribute to the progress in the field of the diversity
of the genus Acinetobacter. As a result, a large number of well
characterized species were available and Acinetobacter remains
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an interesting model for taxonomist to study the natural diversity
as well as the evolutionary history of this bacterium. In fact,
recent studies suggested that climatic changes and pollution have
the potential to alter the species distribution in the environment
(Coelho et al., 2013). Other theories consider that evolution of
species may be the direct response to climatic modifications
(Hoffmann and Sgro, 2011). These findings raise many questions
whether description of new Acinetobacter species was the result
of those ecological changes. On the other hand, there is an
important question that remains unclearly answered: could these
newly described Acinetobacter species have a potential role in
human infection? In fact, several studies showed that uncommon
and newly described Acinetobacter species such as A. septicus and
A. bereziniae were involved in human infection and some of them
were resistant to carbapenems (Kilic et al., 2008; Kuo et al., 2010;
Sung et al., 2014). Moreover, other studies conducted in France,
Croatia, Japan and China reported the detection of multidrug
resistant strains of A. schindleri, A. guillouiae, A. soli, A. ursingii
and A. beijerinckii isolated from clinical samples (Dortet et al.,
2006; Bos$njak et al., 2014; Endo et al., 2014; Fu et al, 2015;
Quifones et al., 2015). Based on these results, one can presume
that other species of Acinetobacter will be discovered soon in
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human infections thanks to more efficient molecular techniques
used for bacterial identification.

In conclusion, even if the present data derived from only
few studies, it seems that almost all of the Acinetobacter species
are widely distributed in nature and that the contaminated
environment may enhance the growth of these microorganisms.
Further studies are nevertheless required to understand the
behavior of Acinetobacter spp. and to elucidate the mode of
transmission of those bacteria from these different habitats to
humans.
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2. Commentaires

Malgré le fait que les données rapportées dans cette revue sont limitées a quelques études,
il semble que la majorité des especes du genre Acinetobacter sont largement distribuées dans
différentes niches écologiques notamment 1’environnement. Ainsi, I’utilisation des techniques
moléculaires a permis d’identifier plusicurs espéces d’Acinetobacter dans les prélévements des
sols, eaux de source, eaux usées et contaminés par des hydrocarbures. En effet, divers facteurs
favorisent la survie de ces bactéries dans ces milieux : la résistance a la dessiccation, 1’état de
dormance, le catabolisme des polysaccharides et des substances organiques, I’inhibition de la
croissance des autres bactéries. ... Cependant, les prévalences étaient différentes selon les pays,
ce qui peut étre selon certaines théories le résultat des changements climatiques et des
modifications biochimiques. Par ailleurs, la réalisation des études taxonomiques avancées a

permis de décrire plusieurs nouvelles espéces a partir des sites environnementaux (Tableau 1).

D’autre part, les Acinetobacter non baumannii ont été également détectés dans certains
produits alimentaires surtout les végétaux et le lait, mais aussi chez les animaux en état de
portage y compris ceux d’élevage et de compagnie. De méme, ces derniers ont été un réservoir
d’une nouvelle espéce ainsi que des souches multi-résistantes. Finalement, ces bactéries ont été

capables de coloniser de fagcon asymptomatique la peau et les voies intestinales de I’homme.
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Partie expérimentale

|. Epidémiologie hospitaliére d’Acinetobacter spp

1. Introduction

A.baumannii est une bactérie opportuniste fréquemment associée aux infections
communautaires et nosocomiales, particulierement chez les sujets gravement malades dans les
services de soins intensifs. Associe a des taux élevés de mortalité et de morbidité, le traitement
de ces infections devient de plus en plus difficile du fait de I’émergence de la résistance aux
antibiotiques. En outre, les épidémies a A.baumannii sont bien documentées dans la littérature
et sont généralement dues a des souches multi-résistantes dont la prévalence a augmenté de
facon considérable dans le monde entier au cours de ces dernieres décennies. Une meilleure
connaissance de la nature de ces épidémies nécessite le développement des techniques
moléculaires pertinentes pour le typage des souches épidémiques. En effet, ces outils peuvent
fournir des informations utiles pour la surveillance épidémiologique des infections, la
différenciation rapide entre les souches apparentées, 1’identification des voies potentielles de
transmission, la mise en place des mesures efficaces pour le contrdle des épidémies, ainsi que

I’étude des populations bactériennes.

Plusieurs techniques de typage avec différents degrés de résolution ont été proposées
pour la caractérisation des épidémies a A.baumannii. L’électrophorese en champ pulsé et la
MLST sont les plus utilisées et sont considérées comme les méthodes de référence pour les
études de clonalité a petite échelle et les études des structures des populations a large échelle.
Le plus souvent, les épidémies hospitaliéres sont dues aux clones internationaux I, 11, et I11.
Toutefois, I’émergence des autres clones épidémiques a aussi été documentée. Au Liban, Rafei
et al. ont analysé 116 souches d’A.baumannii collectées entre 2011 et 2013 dans des hopitaux
localisés a Tripoli, en utilisant la technique blaoxa-s1 based sequence typing. Les mécanismes
de résistance aux carbapénemes ont également été déterminés. Les auteurs ont montré que
I’OXA-66 était le variant prépondérant, détecté chez 73 souches. Le typage par MLST d’un

groupe de souches a montré la prédominance de souches appartenant au clone international 11.
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Par ailleurs, I’amélioration des techniques d’identification des Acinetobacter et leur
introduction dans les laboratoires de routine a permis de mettre en évidence I’implication et le
role des autres especes du genre dans les infections humaines. Ainsi, plusieurs cas d’infections

dues a des Acinetobacter non baumannii multi-résistantes ont été mondialement rapportes.

Dans la premiere étude de ce chapitre, nous avons collecté 119 souches d’A.baumannii
isolées entre 2013 et 2015 dans différents hépitaux a Beyrouth et Tripoli, au Nord du Liban. Le
premier objectif de ce travail a été d’investiguer la prévalence des souches résistantes aux
carbapénémes et de déterminer les mecanismes qui en sont responsables. Dans un second
temps, la structure de la population ainsi que la parenté génétique ont été étudiées dans le but

de surveiller I’évolution et la clonalité de ces souches isolées.

Dans la deuxieme étude, nous décrivons deux souches d’A.pittii résistantes aux
carbapénémes qui ont été isolées chez des patients libanais admis dans deux hdpitaux situés

dans la région de Tripoli, Nord du Liban.
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SUMMARY

Objectives: To investigate the molecular epidemiology of Acinetobacter baumannii strains isolated from
different hospitals in Lebanon.
Methods: A total of 119 non-duplicate Acinetobacter strains were identified using matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) and partial rpoB gene
sequencing. Antibiotic susceptibility testing was performed by disc diffusion method and all identified
carbapenem-resistant isolates were investigated by PCR assays for the presence of the carbapenemase-
encoding genes. Multilocus sequence typing (MLST) and pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) were
used for molecular typing.
Results: Of the 119 A. baumannii isolates, 76.5% were resistant to carbapenems. The most common
carbapenemase was the OXA-23-type, found in 82 isolates. The study of population structure using MLST
revealed the presence of 30 sequence types (STs) including 18 new ones, with ST2 being the most
commonly detected, accounting for 61% of the isolates typed. PFGE performed on all strains of ST2
identified a major cluster of 53 isolates, in addition to three other minor clusters and ten unique profiles.
Conclusions: This study highlights the wide dissemination of highly related OXA-23-producing
carbapenem-resistant A. baumannii belonging to the international clone Il in Lebanon. Thus, appropriate
infection control measures are recommended in order to control the geographical spread of this clone in
this country.
© 2016 The Authors. Published by Elsevier Ltd on behalf of International Society for Infectious Diseases.
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

1. Introduction

Infections caused by A. baumannii are an increasing threat in
many countries. Indeed, this bacterium has a strong ability to resist

Acinetobacter baumannii is one of the most common opportu-
nistic Gram-negative bacteria associated with community-ac-
quired infections, outbreaks, and nosocomial infections,
particularly in critically ill patients. This bacterium is involved
in respiratory tract infections, bloodstream infections, skin and soft
tissue infections, urinary tract infections, and meningitis, leading
to increased rates of mortality and morbidity."?

* Corresponding author. Tel.: +33 2 41 35 50 13; fax: +33 2 41 35 41 64.
E-mail address: makempf@chu-angers.fr (M. Kempf).
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desiccation and to survive on inanimate surfaces. Moreover, the
prevalence of multidrug-resistant (MDR) isolates has increased
worldwide in recent decades,** due to its ability to develop
multidrug resistance through either the acquisition of genetic
determinants such as plasmids, integrons, and transposons, or
through the acquisition of mutations leading to the modification of
antibiotic targets, efflux pump expression, and membrane
permeability.> As a consequence, the treatment of infections
caused by such isolates has become more and more difficult, even
with most clinically available drugs, including tigecycline, colistin,
and carbapenems.'*

1201-9712/© 2016 The Authors. Published by Elsevier Ltd on behalf of International Society for Infectious Diseases. This is an open access article under the CC BY-NC-ND

license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.ijid.2016.09.017&domain=pdf
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.ijid.2016.09.017&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijid.2016.09.017
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
mailto:makempf@chu-angers.fr
http://www.sciencedirect.com/science/journal/12019712
www.elsevier.com/locate/ijid
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijid.2016.09.017
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

30 A.A. Atrouni et al./ International Journal of Infectious Diseases 52 (2016) 29-36

A recent retrospective nationwide study conducted by the
Lebanese Society of Infectious Diseases showed that the percent-
age of resistance to imipenem among Acinetobacter spp increased
significantly from 57.6% in 2011 to 84.5% in 2013.” In A. baumannii,
carbapenem resistance was mostly associated with the production
of carbapenem-hydrolyzing class D 3-lactamases (CHDLs), includ-
ing OXA-23, 0XA-24, 0XA-58, 0XA-143, and OXA-235, in addition
to carbapenemases from classes B and A.°

Nowadays, understanding the molecular characteristics of
epidemic strains is the key strategy to track outbreaks and to
control the spread of A. baumannii, both in hospitals and in the
community.®® Several molecular typing methods have been
developed for this purpose. Among them, pulsed field gel
electrophoresis (PFGE) and multilocus sequence typing (MLST)
have been the most frequently used and have represented the gold
standard methods to investigate strain clonality and the bacterial
population structure, respectively.'® Molecular epidemiological
studies have revealed A. baumannii outbreaks to have been caused
mainly by MDR strains belonging to the international clonal
complexes CC1, CC2, and CC3.2'! In Lebanon, previous studies
have reported the predominance of carbapenem-resistant A.
baumannii strains belonging to the international clone II .'%3

The main objectives of this work were to investigate the
prevalence of carbapenem-resistant A. baumannii isolates (CRADb)
circulating in some Lebanese hospitals between 2013 and 2015,
and to characterize the common resistance mechanisms. The
population structure, as well as the genetic relatedness of CRAb
isolates, was also studied in order to track the evolution and the
clonality of these strains.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strain collection and identification

A total of 119 non-replicate A. baumannii clinical isolates were
analyzed. These strains were collected between October 2013 and
December 2015 from the following hospitals in Lebanon: Tripoli
Governmental Hospital (TGH; 100 beds), Nini Hospital (NH;
120 beds), Makassed General Hospital (MGH; 150 beds), Saydet
Zgharta Hospital (SZH; 149 beds), Hanane Hospital (HH; 45 beds),
Al Youssef Medical Centre (YMC; 100 beds), Seblin Governmental
Hospital (SGH; 70 beds), and Dar Ajaza Hospital (DAH; 580 beds).
Isolates were sent to the Laboratory of Microbiology Health and
Environment (LMSE), Tripoli, Lebanon, and were stored at —80 °C.
Bacterial identification was performed by matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-
TOF MS) using the Vitek MS (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France),
and confirmed at the species level by partial RNA polymerase
B-subunit (rpoB) gene sequencing, as described previously.'® For
each isolate, information on the sex and age of the patient, the
clinical specimen, and the type of ward were provided.

2.2. Antibiotic susceptibility testing and investigation of carbapenem
resistance mechanisms

Antibiotic susceptibility testing was performed by disc diffu-
sion method according to the recommendations of the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (http://www.
eucast.org). A panel of 14 antibiotics was tested, including
ticarcillin, ticarcillin-clavulanic acid, piperacillin-tazobactam,
ceftazidime, imipenem, ciprofloxacin, amikacin, gentamicin,
tobramycin, trimethoprim-sulfamethoxazole, colistin, doxycy-
cline, tigecycline, and rifampicin. Carbapenem resistance was
confirmed by determining minimum inhibitory concentration
(MICs) against imipenem and meropenem by Etest strips
(bioMérieux).

Carbapenem-resistant isolates were investigated by PCR
assays for the presence of the carbapenemase-encoding genes
blapxa-23-iikes blaoxa-24-1ike: blaoxa-ss-iike: blaoxa-143, blanpm, blamp,
and blay;y."? Sequencing of the entire gene was performed on all
New Delhi metallo-3-lactamase (NDM)-positive isolates.

2.3. Epidemiological typing

2.3.1. Multilocus sequence typing (MLST)

MLST was performed according to the Pasteur scheme (http://
www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/Abaumannii.html).
The internal fragments of seven housekeeping genes (fusA, pyrG,
rpoB, rplB, cpn60, gltA, and recA) were amplified, then purified and
sequenced using an ABI 3130XL DNA sequencer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). The allelic number and sequence
types (STs) were analyzed using the A. baumannii MLST database.
New STs were submitted and assigned by the Institut Pasteur MLST
database. The clustering of related STs (defined as clonal
complexes, CCs) was analyzed using eBURST software (http://
eburst.mlst.net). A CC is defined as a set of similar ST(s) having six
identical loci among seven, so a CC is formed by the founder ST and
its single locus variants (SLV).

2.3.2. Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)

A. baumannii DNA was digested with Apal (TaKaRa, Dalian,
Liaoning Province, China) as a restriction enzyme. DNA fragments
were separated on 1% w/v agarose gels in 0.5x Tris/borate/
ethylenediaminetetraacetic acid (TBE) buffer at 14 °C using a CHEF
DRII apparatus (Bio-Rad) with 6 V/cm, pulsed from 3 to 20 s for
21 h; gels were stained with Gel Red. The Dice coefficient was used
to calculate similarities, and the unweighted pair group method
using average linkages (UPGMA) was used for cluster analysis with
fingerprinting Il software (Bio-Rad, Marne La Coquette, France).
Isolates were considered to belong to the same PFGE clone if their
Dice similarity index was >80%.

3. Results
3.1. Bacterial strain collection and identification

The 119 isolates analyzed in this study were collected from
seven hospitals situated in different regions in Lebanon: North of
Lebanon, Beirut, and Mount of Lebanon. Forty-eight isolates were
from Tripoli Governmental Hospital (Tripoli, North of Lebanon),
40 from Nini Hospital (Tripoli, North of Lebanon), 21 from
Makassed General Hospital (Beirut), four from Saydet Zgharta
Hospital (Zgharta, North of Lebanon), two from each of Hanane
Hospital (Tripoli, North of Lebanon) and Al Youssef Medical Centre
(Akkar, North of Lebanon), and one from each of Dar Ajaza (Beirut)
and Seblin Governmental Hospital (Seblin, Mount of Lebanon). The
isolates were mostly recovered from the respiratory tract (n = 35;
29%) and skin and soft tissue (n=33; 28%), followed by urine
(n=14;12%),blood (n =9; 7.6%), and vascular catheters (n = 6; 5%).
Of note, 19 (13.4%) patients were asymptomatically colonized
(Table 1).

3.2. Antibiotic susceptibility testing and investigation of carbapenem
resistance mechanisms

Antibiotic susceptibility testing showed that the A. baumannii
isolates analyzed were MDR. Indeed, most of them were resistant
to (B-lactams, aminoglycosides, ciprofloxacin, and doxycycline.
However, only four isolates were resistant to rifampicin and one
isolate to tigecycline, while colistin and tigecycline maintained
their activity against all isolates. Among the isolates, 91 (76.5%)
showed an imipenem-resistant phenotype. Etest results confirmed
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Table 1
Characteristics of Acinetobacter baumannii isolates
Strain ID Sex Age, Origin Year of City Hospital Department Carbapenem Resistance ST cch
years study phenotype?® genes
1 M NA Tracheal aspirate 2013 Tripoli TGH ICU S - 698 S
2 F 65 Rectal swab 2013 Tripoli NH ICU R OXA-23 2 2
3 F 76 Tracheal aspirate 2013 Tripoli NH ICU R 0OXA-23 2 2
4 M 18 Wound 2013 Tripoli TGH M R 0OXA-23 2
5 F NA Broncho-tracheal lavage 2013 Tripoli TGH IM R OXA-23 2 2
6 M NA Wound 2013 Tripoli TGH M R OXA-23 2 2
7 M 66 Tracheal aspirate 2013 Tripoli TGH IM R OXA-23 2 2
8 M NA Wound 2013 Tripoli TGH M R 0XA-23 2 2
9 M 45 Catheter 2013 Tripoli HH NA R OXA-23 2
10 F 81 Rectal swab 2014 Tripoli NH ICU R OXA-23 2 2
11 F 39 Wound 2014 Tripoli TGH M R 0XA-23 2 2
12 M NA Broncho-tracheal lavage 2014 Tripoli TGH ICU R OXA-23 2 2
13 M NA Blood 2014 Tripoli TGH IM R NDM-1 85 85
14 M 82 Rectal swab 2014 Tripoli NH IM S - 600 2
15 F NA NA 2014 Tripoli HH NA R 0XA-23 2 2
16 F 86 Tracheal aspirate 2014 Tripoli NH ICU R 0OXA-23 2 2
19 F 23 Urine 2014 Tripoli NH oP S - 701 S
20 F 84 Nasal swab 2014 Tripoli NH ICU R 0XA-23 2 2
21 M 21 Wound 2014 Tripoli TGH M R 0OXA-23 2 2
22 F NA Sputum 2014 Tripoli TGH ICU R OXA-23/0XA-24 2 2
23 M 60 NA 2014 Zgharta SZH NA S - 2 2
24 M NA Blood 2014 Tripoli TGH ICU S - 702 S
26 F NA Wound 2014 Tripoli TGH M R 0OXA-23 2 2
27 M 83 Rectal swab 2014 Tripoli NH IM S - 2 2
28 M NA Sputum 2014 Tripoli TGH ICU R OXA-23 2 2
29 F 38 Urine 2014 Tripoli NH orP S - 704 S
30 F NA Catheter 2014 Tripoli TGH ICu S - 702 S
33 M NA Sputum 2014 Tripoli TGH ICU S - 702 S
34 F 78 Urine 2014 Tripoli NH NA S - 46 S
35 M NA NA 2014 Zgharta SZH NA R 0OXA-23 705 S
36 M NA Sputum 2014 Tripoli TGH NA S - 702 S
38 M 44 Tracheal aspirate 2014 Tripoli NH ICU R OXA-23 2 2
39 M NA Broncho-tracheal lavage 2014 Tripoli TGH IM R 0OXA-23 2 2
40 M 84 Urine 2014 Tripoli NH M S - 2 2
43 M 27 Rectal swab 2014 Tripoli NH ICU S - 25 25
44 M NA Wound 2014 Tripoli TGH M R OXA-143 2 2
45 F 60 Wound 2014 Tripoli TGH ICU R 0OXA-23 2 2
46 M NA Wound 2014 Tripoli TGH IM R OXA-23 2 2
47 M NA Wound 2014 Tripoli TGH IM R OXA-23 2 2
48 F NA Wound 2014 Tripoli TGH M R OXA-23 2 2
50 M NA Sputum 2014 Tripoli TGH ICU R 0XA-23 2 2
51 M NA Blood 2014 Tripoli TGH ICU R 0XA-23 2 2
53 M 65 Rectal swab 2014 Tripoli TGH ICU S - 52 S
54 F NA Wound 2014 Tripoli TGH opP S - 690 S
55 M 81 Bed swab 2014 Seblin SGH ICU R 0XA-23 706 S
56 M 77 Wound 2014 Tripoli NH ICU S - 25 25
58 M NA Wound 2014 Tripoli TGH IM R 0OXA-23 2 2
59 F NA Urine 2014 Tripoli TGH M R 0OXA-23/0XA-24 2 2
60 M 47 Pus 2014 Tripoli NH orP S - 1 1
61 M 82 Sputum 2014 Zgharta SZH NA R 0OXA-23 2 2
62 M 23 Wound 2014 Tripoli TGH M R 0XA-23 2 2
63 M 64 LCR 2014 Tripoli NH ICU S - 25 25
64 F NA Wound 2014 Tripoli TGH M R 0OXA-23 2 2
65 F 69 Tracheal aspirate 2015 Tripoli NH ICU R OXA-23 2 2
66 F NA Wound 2015 Tripoli TGH ICU R NDM-1 85 85
67 M 75 Pus 2015 Tripoli NH ICU R OXA-23 707 S
68 M NA Pus 2015 Tripoli TGH M R NDM-1 708 S
69 M 75 Nasal swab 2015 Tripoli TGH ICU R 0OXA-23/0XA-58 2 2
70 M 75 Rectal swab 2015 Tripoli NH ICU R 0OXA-23 2 2
71 NA NA Pus 2015 Zgharta SZH NA R 0OXA-23 2 2
72 F 18 Catheter 2015 Tripoli NH ICU R 0XA-23 2 2
73 M 84 Rectal swab 2015 Tripoli NH ICU R OXA-23 2 2
74 M 75 Nasal swab 2015 Tripoli NH ICU R OXA-23 2 2
75 F 18 Tracheal aspirate 2015 Tripoli NH ICU R OXA-23 2 2
76 M 82 Rectal swab 2015 Tripoli NH ICU S - 2 2
77 F 69 Axillary swab 2015 Tripoli NH ICU R 0OXA-23 2 2
78 F 63 Urine 2015 Tripoli NH ICU S - 807 S
79 M 84 Urine 2015 Tripoli NH ICU S - 25 25
80 M NA Catheter 2015 Tripoli NH ICU S - 25 25
81 F 78 Urine 2015 Beirut DAH M R OXA-23/0XA-24 2 2
82 M NA Blood 2015 Tripoli TGH ICU S - 424 33
83 M NA Tracheal aspirate 2015 Tripoli TGH ICU R NDM-1 708 S
84 M 70 Blood 2014 Beirut MGH M R 0OXA-23 2 2
85 M 64 Tracheal aspirate 2014 Beirut MGH IM R OXA-23 2 2
86 M 66 Tracheal aspirate 2015 Beirut MGH IM R OXA-23 2 2
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Table 1 (Continued)

Strain ID Sex Age, Origin Year of City Hospital Department Carbapenem Resistance ST cch
years study phenotype? genes
87 M 82 Tracheal aspirate 2014 Beirut MGH ICU R OXA-23/0XA-24 711 S
88 F 81 Tracheal aspirate 2015 Beirut MGH IM R 0OXA-23 2 2
89 M 83 Tracheal aspirate 2015 Beirut MGH IM R 0OXA-23 2 2
90 F 83 Pus 2015 Beirut MGH IM R 0XA-23 570 2
91 F 87 Blood 2015 Beirut MGH IM R OXA-23/0XA-24 715 S
92 M 19 Tracheal aspirate 2015 Beirut MGH ICU R OXA-23 570 2
93 F 67 Blood 2015 Beirut MGH CcCcu R 0XA-23 570 2
94 M 58 Tracheal aspirate 2015 Beirut MGH CCU R 0OXA-23 600 2
95 M 26 Tracheal aspirate 2014 Beirut MGH IM R OXA-23 2 2
96 F 71 Tracheal aspirate 2015 Beirut MGH SURG R 0OXA-23 570 2
97 M 63 Tracheal aspirate 2015 Beirut MGH IM R 0OXA-23 2 2
98 M 31 Pus 2015 Beirut MGH IM R OXA-23 2 2
99 M 79 Sputum 2015 Beirut MGH CCu R OXA-23 2 2
100 F 47 Sputum 2015 Beirut MGH IM R 0OXA-23 713 2
101 F 74 Tracheal aspirate 2015 Beirut MGH IM R 0OXA-23 2 2
102 F 84 Blood 2015 Beirut MGH CcCcu R 0OXA-23/0XA-24 714 S
103 F 84 Tracheal aspirate 2015 Beirut MGH ICU R 0OXA-23 2 2
104 F 93 Tracheal aspirate 2015 Beirut MGH ICU R 0OXA-23 600 2
105 F 50 Urine 2015 Tripoli NH IM S - 808 S
106 M 42 Pus 2015 Tripoli NH IM R 0XA-23 1 1
107 M NA Wound 2015 Tripoli TGH IM R 0OXA-23 85 85
108 M NA Wound 2015 Tripoli TGH IM R OXA-24 636 S
109 M 74 Rectal swab 2015 Tripoli NH ICU R 0OXA-23 2 2
110 M 65 Wound 2015 Akkar YMC NA R OXA-23 2 2
111 M 55 Urine 2015 Tripoli NH IM R OXA-23 2 2
112 F NA Catheter 2015 Tripoli TGH IM S - 193 S
113 F 38 Wound 2015 Tripoli TGH IM R 0XA-23 2 2
114 F NA Pus 2015 Tripoli TGH ICU R OXA-23 2 2
115 F NA Catheter 2015 Tripoli TGH ICU R OXA-23 2 2
116 M 5 Urine 2015 Tripoli NH orP S - 809 S
117 F 19 Urine 2015 Tripoli NH oP S - 810 S
118 M NA Urine 2015 Akkar YMC NA S - 811 S
119 M 80 Wound 2015 Tripoli NH opP R OXA-23 2 2
120 F NA Broncho-tracheal 2015 Tripoli TGH IM R 0XA-23 2 2
lavage
121 F 71 Rectal swab 2015 Tripoli NH Cccu R OXA-23 2 2
122 M NA Wound 2015 Tripoli TGH IM R 0XA-23 2 2
123 F NA Broncho-tracheal 2015 Tripoli TGH ICU R OXA-24 2 2
lavage
124 F 32 Blood 2015 Tripoli NH ICU R 0XA-23 2 2
125 M NA Broncho-tracheal 2015 Tripoli TGH ICU R 0OXA-23 2 2
lavage
126 F 75 Pus 2015 Tripoli NH P R 0OXA-23 2 2
127 M 46 Catheter 2015 Tripoli NH ICU R 0OXA-23 2 2
128 M 46 Nasal swab 2015 Tripoli NH ICU R OXA-23 25 25
129 F NA Wound 2015 Tripoli TGH NA R 0OXA-23 2 2
130 M NA Urine 2015 Tripoli TGH IM R OXA-24 812 S

CC, clonal complex; CCU, cardiac care unit; DAH, Dar Ajar Hospital; F, female; HH, Hanane Hospital; ICU, intensive care unit; IM, internal medicine; CSF, cerebrospinal fluid; M,
male; MGH, Makassed General Hospital; NA, not assigned; NH, Nini Hospital; OP, outpatient; P, paediatric; SGH, Seblin Governmental Hospital; ST, sequence type; SURG,
surgery; SZH, Sayedt Zgharta Hospital; TGH, Tripoli Governmental Hospital; YMC, Al Youssef Medical Centre.

2 Phenotype: ‘R’ resistant or ‘S’ susceptible to carbapenems.
b S: singleton.

carbapenem resistance since the MICs for imipenem and
meropenem were >32 mg/l. Carbapenemase determinants were
detected in all carbapenem-resistant isolates. blaoxa_23-1ike Was the
most common gene found (n=76; 83.5%). Furthermore, three
blapxa-24-1ike and four blaypy-1 Were detected. Of note, six isolates
carried both blagxa-23-ike and blaoxa-24-1ike geNes and one isolate
carried both blaOXA_23_1ike and blaOXA,53_|ike genes. Finally, blaOXA_
143-1ike Was found in one isolate.

3.3. Epidemiological typing

3.3.1. Multilocus sequence typing

MLST was performed on all isolates. As a result, 30 STs including
18 new ones were identified in this study. ST2 was the most
commonly observed (73/119 isolates), accounting for 61% of the
isolates typed. Other less common STs were ST25 (six isolates) and
ST570 (four isolates), followed by ST85, ST600 (both with three
isolates) and ST1 (two isolates). The remaining STs were found

sporadically in this collection (Table 1). Based on eBURST analysis,
ST2 as well as ST570, ST600, and ST713 (which are SLVs of ST2)
belonged to CC2, while ST706 was a double locus variant (DLV) of
ST2. Furthermore, ST1, ST25, ST85, and ST424 (a SLV of ST33)
belonged to CC1, CC25, CC85, and CC33, respectively. ST690 was a
DLV of CC25, and ST193 and ST702 were DLVs of CC33. Finally,
ST46 was a SLV of ST622, and ST715 was a SLV of ST636. The
remaining STs were singletons, since they did not share any
homology with a known ST in the database (Fig. 1).

3.3.2. PFGE analysis

Based on the above MLST results, all strains of ST2 were selected
for PFGE typing in order to investigate their clonality. Overall,
73 strains were analyzed. As shown in Fig. 2, PFGE revealed the
presence of four clusters with two or more isolates and 10 unique
profiles. The major cluster (cluster C) comprised 52 carbapenem-
resistant isolates harbouring the blagxa-23-1ike gene with or without
either the blagxa-24-1ike gene or the blapgxa-ss-iike geNe, as well as one
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Fig. 1. Population snapshot analysed by eBURST on 836 sequences present in the MLST Pasteur database (05/05/2016). Red points and circles show sequence types identified

in this study and the most important clonal complexes, respectively.

carbapenem-susceptible strain (strain 23). Interestingly, some of
these strains displayed identical PFGE patterns, although they
were isolated from different hospitals in different locations, mainly
in Tripoli (40 isolates), Beirut (nine isolates), Zgharta (three
isolates), and Akkar (one isolate). The second cluster (cluster A)
contained five isolates producing the blaoxa_23-1ike gene that were
recovered from two distinct hospitals in Tripoli (Table 1).
Furthermore, the OXA-23-producing isolates (numbers 5, 85,
and 103) that were isolated in Tripoli (TGH) and Beirut (MGH)
belonged to cluster B. Finally, cluster D contained two carbape-
nem-resistant strains harbouring the blagxa-23.1ike gene isolated
from the same hospital (NH).

4. Discussion

A. baumannii is the most common opportunistic pathogen
causing nosocomial infections, particularly respiratory tract
infections in intensive care units among critically ill patients.'*
Nowadays, the excessive use of antimicrobial agents in and outside
hospitals may be an important cause of the isolation of MDR A.
baumannii strains around the world.'>~'® The major problem is
that infections caused by such isolates are associated with greater
morbidity and greater healthcare costs.'9%°

The current survey was conducted in different hospitals
distributed across the country, with isolates mostly being
recovered from two main hospitals in Tripoli, North of Lebanon
and one main hospital in Beirut. A total of 119 A. baumannii clinical
strains were included in this study to evaluate antibiotic resistance
phenotypes and molecular epidemiological features. These strains
were isolated from nosocomial infections, but also from infections
present at the time of admission to the hospitals, and a number of
patients were only colonized.

Antibiotic susceptibility testing showed a very serious situa-
tion. Of all A. baumannii isolates, 76.5% were carbapenem-resistant.
This rate is higher than those reported in other countries such as
China, Saudi Arabia, Greece, Italy, and the USA, where reported

rates were 29.4%, 69%, 57.4%, 45.7% and 34% respectively.”1421-23
Interestingly, in previous studies in Lebanon, the rate of CRAb
isolates was significantly different.'>?4 Moreover, 60.5% of the
isolates presented here were resistant to aminoglycosides and 87%
were resistant to fluoroquinolone, while tigecycline and colistin
maintained their activity against all isolates.

The blapxa-23 gene is considered a significant cause of
carbapenem resistance in A. baumannii worldwide.?® This study
revealed that carbapenem resistance in A. baumannii was also
mainly associated with this gene. The present findings are similar
to those reported previously from Lebanon and other coun-
tries.!32226-28 Additionally, the co-occurrence of two OXA-type
genes has also been reported in A. baumannii.*>?° In the present
study, the coexistence of either blagxa-»3 and blagxa-24 Or blaoxa-23
and blapxa.ss was found in seven isolates. Moreover, the first
description of a blagxa-143-1ike Strain is reported here, which was
isolated in 2014 from a wound sample of a female patient admitted
to TGH. Alarmingly, since the first description in Lebanon of a
blanpm-1-positive A. baumannii 2° and Acinetobacter pittii,>! four
more isolates were found in this study.

Epidemiological tools are important to track outbreaks and to
investigate strain relatedness in order to control the spread of
MDR isolates. The evolutionary history and the dynamic spread
of A. baumannii in this study were investigated by MLST. The data
revealed that CC2 (ST2, ST570, ST600, ST713) was the main clonal
complex found in Lebanon over recent years. Interestingly,
almost all of these isolates were resistant to carbapenems, which
is in agreement with previous studies that have used MLST for
epidemiological characterization of A. baumannii.8 2213233 Ipn
Lebanon, even if different clones and STs have been described,
CC2 and particularly ST2 appear to be widely distributed. The
capacity for biofilm formation, adherence to abiotic surfaces, and
acquisition of antimicrobial resistance determinants could be the
main factors that enhance the spread and the persistence of this
CC in the hospital setting, as has been described previously.>*
Moreover, CC1 and CC25 have also been responsible for several
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Fig. 2. Dendrogram illustrating the PFGE patterns of Acinetobacter baumannii isolates.

outbreaks of A. baumannii worldwide and have been described as As shown in Table 1, 73 strains belonging to ST2 were further
emerging clones.®>23% Strains belonging to these clones were  selected for PFGE typing. Around 72.6% (n = 53) of them belonged
detected in the present study. However, these strains, with the to the same PFGE cluster, which appeared to be a predominant
exception of one isolate (ST25), were all susceptible to clone in Lebanon. Noteworthy, among this clone, several strains
carbapenems, which is not consistent with the results of Rafei sharing identical PFGE patterns were detected, although they were
et al., who found only carbapenem-resistant strains belonging to not isolated in the same hospital or in the same location, such as
CC1 and CC25 in Lebanon.'® These findings may highlight the strains 69, 71, and 75 (Fig. 2). This finding may suggest a possible
potential role of hospitals as reservoirs for carbapenem resis- inter-hospital transmission of these carbapenem-resistant strains.
tance genes. Another new emerging clone, ST85 (CC85), which On the other hand, the presence of identical strains in the same
has long been associated with NDM-1,'3*537 was also detected hospital (Fig. 2) may also highlight the existence of pseudo
in three isolates. Among them, two were NDM-1-producers and outbreaks. Thus, early surveillance is warranted and the develop-
the remaining isolate was an OXA-23-producer. Of note, the ment of appropriate infection control measures (environmental
detection of several new STs may support and highlight the and equipment cleaning and disinfection, implementation of a
continuous clonal evolution of A. baumannii. This diversity may hand hygiene programme for healthcare workers, isolation of
be due to several mechanisms, such as mutations or the transfer patients with MDR A. baumannii, early screening of the hospital-
and mobilization of genetic elements including insertion ized patients, genotyping of the isolated strains, etc.) is recom-
sequences.>® mended in order to eradicate the geographical spread of this clone.
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MLST approaches have been used widely for the genotyping of
A. baumannii due to their reproducibility and portability, facilitat-
ing comparisons between laboratories. Although MLST is an
expensive typing method, it provides good information on the
molecular epidemiology across different hospitals and loca-
tions.'?3° Even if it is not suitable for inter-laboratory comparison,
PFGE allows the investigation of outbreaks due to its high
discriminatory power. PFGE analysis showed that the majority
of the isolates belonging to ST2 were highly related, which is in
agreement with the findings of previous studies.'?>° However, it is
recommended that both techniques are used when testing a high
number of strains isolated from different locations at different time
points.

Finally, although the clinical isolates collected may be limited,
these data provide a global view on the molecular epidemiology of
CRAD circulating in Beirut and the North of Lebanon during recent
years. Of note, A. baumannii has evolved as a global pathogen
causing community-acquired infections and war and natural
disaster-related infections.*® Thus, there is no doubt that the
overall epidemiology of A. baumannii in Lebanon could be highly
influenced by the Syrian War, since several wounded Syrian
refugees have been hosted in different Lebanese cities and
admitted to different Lebanese hospitals.'®> Therefore, further
research is needed including more strains from other hospitals
situated in different governorates in order to ensure the continu-
ous surveillance of these MDR organisms in Lebanon.

In conclusion, this study provides evidence of the wide
dissemination of OXA-23-producing carbapenem-resistant A.
baumannii belonging to international clone Il in Lebanon. Although
PFGE results did not always correlate with MLST, both techniques
remain nevertheless useful for the investigation of the molecular
epidemiology and clonal spread of A. baumannii.
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Acinetobacter spp. have emerged as global opportunistic pathogen causing a wide range of infections. Emergence of carbapenem resistance in

these organisms is a matter of great concern. We report here the first detection of Acinetobacter pittii clinical isolates in Lebanon carrying

either the blaypm.| or the blagxa.72 gene.
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The genus Acinetobacter comprises to date more than 50 species,
among which Acinetobacter baumannii is the most clinically
relevant, often associated with pneumonia, septicaemia, urinary
tract infections, wound infections and meningitis [|]. Treatment
of infections caused by this opportunistic bacterium is a chal-
lenge as a result of its strong ability to develop resistance to a
wide range of antimicrobial agents, especially carbapenems. This
resistance trait is mainly related to production of acquired
carbapenem-hydrolyzing class D [B-lactamases and metallo-
B-lactamases [2]. In the last decades, the role of non-baumannii
Acinetobacter in human infections has been increasingly recog-
nized as a result of advances in molecular biology [3]. There are
several reports of multidrug-resistant strains of Acinetobacter
pittii and Acinetobacter nosocomialis in healthcare facilities around
the world [4].

This study was initiated by the isolation of two imipenem-
resistant A. pittii strains recovered in two hospitals in Tripoli,
North Lebanon, in 2015. The first one, designated CMUL332,

was isolated from the urine of a 4-month-old child who was
admitted to the intensive care unit for fever and nephritic
syndrome. The second one, CMUL334, was isolated from the
urine of a |5-year-old girl patient hospitalized with febrile
gastroenteritis. Bacterial identification was performed by
matrix-assisted desorption ionization—time of flight mass
spectrometry and partial rpoB gene sequencing [5]. Antimi-
crobial susceptibility was determined by the disk diffusion
method according to the recommendations of the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (http:/
www.eucast.org). Both isolates were resistant to ticarcillin,
ticarcillin/clavulanate and ceftazidime and were of intermediate
susceptibility to piperacillin/tazobactam. In contrast, they
remained susceptible to aminosides, tigecycline, rifampin, cip-
rofloxacin and colistin, except strain CMUL332, which was
resistant to tobramycin and netilmicin. The Etest method
confirmed the carbapenem-resistant phenotype because the
minimum inhibitory concentration for meropenem was
>32 mg/L and for imipenem either >32 mg/L (CMUL332) or
16 mg/L (CMUL334). Screening of blagxa-23.iikes Pldoxa-24-tikes
blagxa.-ss.iike and blanpm genes by real-time PCR revealed that
CMUL332 harboured the blanpm gene, while CMUL334 carried

the blagxa 24 iike gene. Sequencing of the entire carbapanemase
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genes showed that they encoded for NDM-I and OXA-72
variants, respectively.

OXA-72-producing A. pittii was first described in Colombia
in 2012 from a catheter tip—positive culture of a patient who
had ischaemic hepatitis and multiorgan failure [6]. This enzyme
has subsequently been reported from carbapenem-resistant
clinical isolates of A. pittii in France [7]. On the other hand,
identification of NDM-positive non-baumannii Acinetobacter is
now increasingly reported worldwide, concomitantly with
those of A. baumannii isolates. Indeed, recent studies have
demonstrated the emergence and the dissemination of NDM-
I-producing A. pittii in several countries, including China [4,8],
Turkey [9] and recently Brazil [10].

This study is the first report of A. pittii producing OXA-72
and NDM-1 in Lebanon, which highlights the clinical relevance
of this bacterium, in accordance with a series of recent studies
[3]. Therefore, surveillance is warranted, and early detection
of carbapenemase genes is recommended to avoid their major

spread to more clinically relevant bacterial species.
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4. Commentaires

Malgré le fait que les isolats cliniques collectés étaient en nombre limité, la premiére étude
a apporté des données importantes et une vue globale sur 1’épidémiologie moléculaire
d’A.baumannii circulant a Beyrouth et au nord du Liban au cours des dernieres années. Au total,
119 souches cliniques ont eté incluses dans cette étude, dont la majorité a été isolée de deux
principaux hopitaux a Tripoli, Nord du Liban (n=88) et d’un hdpital principal a Beyrouth
(n=21). Ces souches ont été isolées de divers échantillons y compris des préléevements
respiratoires, de sang, des urines, et des plaies. Les résultats de la sensibilité aux antibiotiques
ont montré que 76.5 % des souches étaient résistantes aux carbapénémes. La production de
I’enzyme OXA-23 était le mécanisme de résistance le plus impliqué, mais d’autres mécanismes
ont été également détectés. D’autre part, 60.5 % et 87% des souches étaient résistantes aux

aminosides et a la fluoroquinolone (ciprofloxacin) respectivement.

L’évolution et la structure de la population a été étudiée par MLST. L’analyse des données
a montré que le CC2 ou le clone international Il était le complexe clonal majoritairement
détecté. D’autres clones internationaux ont été également détectés comme le CC1, CC25 et le

CC85. De méme, 18 nouveaux séquences types ont été caractérises.

L’¢électrophorése en champ pulsé a été réalisée sur 73 souches appartenant au ST2 dans le
but d’étudier leur clonalité. Les résultats (Fig.2) ont montré que la majorité des souches (72.6% ;
n=53) ont été classées dans un méme cluster (C) qui semble étre un clone prédominant au Liban.
Ce dernier renferme des souches isolées de différents hdpitaux voire méme de différentes
régions, ce qui peut mettre en évidence une situation endémique et une possible transmission
entre les hopitaux. De méme, trois autres clusters minoritaires ainsi que 10 profils uniques ont

été caractériseés.

Malgré le fait que les résultats de typage par MLST ne furent pas toujours en corrélation
avec ceux de I’ECP, les souches appartenant au ST2 étaient trés liées. Cependant, il est
recommandé d’utiliser les deux techniques lors de 1’analyse d’un grand nombre des souches

isolées de différentes régions a différents moments.

Dans le second « case report », deux souches d’A.pittii résistantes aux carbapénemes et
nommées CMUL332 et CMUL334 ont été collectées de deux différents hopitaux a Tripoli,
Nord du Liban. La premicre a été isolée de I'urine d’un enfant de 4 mois hospitalisé dans le

service des soins intensifs pour une fiévre avec un syndrome néphrétique. La deuxiéme a été
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¢galement isolée de I'urine d’une fille adolescente de 15 ans admise a I’hdpital pour une
gastroentérite fébrile. Les études de PCR en temps réel suivies du séquengage ont montré que

les deux souches portaient le géne blanowm-1 et le géne blaoxa-72 respectivement.

L’OXA-72 a été détectée pour la premiere fois chez une souche d’A.pittii en Colombie
puis par la suite en France chez des souches résistantes aux carbapenémes (Bonnin et al., 2014b;
Montealegre et al., 2012). D’autre part, plusieurs études récentes ont montré la dissémination
des souches d’A.pittii produisant le NDM-1 notamment en Asie, Europe et en Amérique du Sud
(Pagano et al., 2015; Roca et al., 2014; Yang et al., 2012).

Notre deuxieme étude était la premiére rapportant la présence des souches
d’Acinetobacter non baumannii portant ces deux génes de carbapénémase sur le territoire
libanais. Notons que dans une étude précédante, 1’émergence au Liban des souches

d’A.baumannii portant le géne blanpwm-1 a été rapporté (Rafei et al., 2014a).

Enfin, les résultats des deux études soulignent I’importance d’implémenter des mesures
efficaces pour éviter la dissémination des souches multi-résistantes dans le milieu hospitalier et

la transmission des genes de résistance aux carbapénémes vers d’autres espéces bactériennes.
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I1. Ecologie d’Acinetobacter spp au Liban

1. Introduction

Acinetobacter spp sont des bactéries Gram neégatif, opportunistes longtemps décrites
comme des agents responsables des infections nosocomiales notamment chez les patients
gravement malades ou immunodéprimés (Fiester and Actis, 2013; Visca et al., 2011).
A.baumannii est par ailleurs la cause des infections communautaires graves en zones tropicale,
infections chez des blessés en zones de guerre ainsi que des infections chez les survivants des
catastrophes naturelles (Eveillard et al., 2013). Ces observations peuvent soulever par
conséquent la question d’un potentiel réservoir extrahospitalier malgré le fait que certains

auteurs aient contesté cette notion (Peleg et al., 2008; Towner, 2009).

Les Acinetobacter sont des bactéries ubiquitaires capables d’occuper plusieurs niches
écologiques, elles sont d’ailleurs considérées par certains auteurs comme des « Weeds » (Cray
et al., 2013). Les nouveaux outils d’identification moléculaire ont sans doute permis de
caractériser certains réservoirs en dehors des hopitaux, méme si le cycle de transmission de ces
bactéries entre ces différents environnements reste encore mal élucidé. Ainsi, la présence dans
I’environnement d’A.baumannii et autres espéces a été rapportée dans plusieurs publications,
notamment dans des prélévements de sol contaminés ou non par des hydrocarbures, dans des
effluents, des préléevements d’eau et sur des surfaces en contact avec I’homme. De méme, les
Acinetobacter ont été détectés sur des végétaux et dans certains produits alimentaires tels que
la viande, le lait, et les poissons (Al Atrouni et al., 2016b; Eveillard et al., 2013).

En outre, le portage d’A.baumannii et des autres espéces d’Acinetobacter a été rapporté
chez les animaux de compagnie, les animaux d’élevage, les chevaux, mais également chez les
invertébrés (Al Atrouni et al., 2016b; Eveillard et al., 2013). Des souches multi-résistantes ont
également €té isolées (Bayssari et al., 2015; Hérivaux et al., 2016; Pailhoriés et al., 2016b).

Récemment, plusieurs travaux ont éte réalisés pour explorer la structure de la population
d’A.baumannii dans 1’environnement et chez les animaux en utilisant les techniques
moléculaires de typage. Ces études ont rapporté tant6t la circulation des clones similaires a ceux
retrouvés en milieu hospitalier (Belmonte et al., 2014; Hérivaux et al., 2016; Pailhoriés et al.,
2015b), et tant6t une diversité des clones qui étaient différents de ceux isolés chez les patients
(Hamouda et al., 2011; Pailhoriés et al., 2015b, 2016b).
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Au Liban, les premiéres données sur 1’écologie d’Acinetobacter spp en dehors des
hdpitaux ont été rapportées par Rafei et al. Dans leur étude, des échantillons de 1’environnement
(eau, sol), des animaux, des produits alimentaires (lait, viande) ont été collectés surtout au Nord
du Liban. Ainsi, plusieurs espéces d’Acinetobacter notamment A.baumannii ont été isolées et
les auteurs ont montré la présence des séquence types non identifiés auparavant dans les
hopitaux libanais, y compris des nouveaux (Rafei et al., 2015a).

Afin de donner une vue globale sur 1I’épidémiologie extrahospitaliére d’Acinetobacter
spp, une autre étude a grande échelle a été réalisée. Dans un premier temps, 641 prélévements
de I’environnement (sols, boues, eau de source, eau des puits) ont été réalisés dans plusieurs
régions au Liban. Dans un second temps, 436 échantillons de produits destinés a I’alimentation,
y compris des végétaux (n=100), des poissons (n=106), et du lait cru (n=230), ont été collectés

des marchés locaux et des fermes.

La 3éme partie de ce travail a consisté en 1’étude du portage d’Acinetobacter spp chez les
animaux notamment de compagnie et d’élevage. Au total, 230 animaux ont été prélevés a la
fois au niveau de la gueule et du rectum. Enfin, et pour la premiére fois au Liban, une partie a
été consacrée a I’¢tude de colonisation cutanée par Acinetobacter spp chez plusieurs groupes
d’individus. Pour cela, 377 individus ont participé a cette étude et deux écouvillons au niveau
du coude et les orteils ont été analysés. A la suite de la mise en culture des prélévements obtenus
des différentes parties, toutes les souches ont été identifiées par PCR, spectrométrie de masse
de type MALDI-TOF, et séquencage partiel du géne rpoB, et ont caractérisées du point de vue
de leur sensibilité aux antibiotiques. Pour les souches d’A.baumannii, le typage par MLST a été

réalisé pour étudier la structure de la population.
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a nationwide study
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Aim: To investigate the extrahospital reservoirs of Acinetobacter spp. in Lebanon. Materials
& methods: Two thousand three hundred and sixty-one samples from different ecological
niches were analyzed by culture methods. Species identification was confirmed by rpoB-
gene sequencing. Multilocus sequence typing was used to characterize the Acinetobacter
baumannii clones. Results & conclusion: Acinetobacter spp. were detected in 14% of
environmental samples and 8% of food samples. Furthermore, 9% of animals and 3.4% of
humans were colonized. Non-baumannii Acinetobacter were the most common species
isolated and newly susceptible A. baumannii clones were detected. Interestingly, 21 isolates
were not identified at the species level and were considered as putative novel species. To
our knowledge, this is the largest epidemiological study investigating the epidemiology of
Acinetobacter spp. outside hospitals.

First draft submitted: 2 May 2016; Accepted for publication: 8 June 2016;
Published online: 22 August 2016

Acinetobacter spp., belonging to the Moraxellaceae family, is a group of gram-negative, nonfermenta-
tive, oxidase-negative and strictly aerobic bacteria [1]. This genus contains both nonpathogenic and
pathogenic species that prevail in many ecological niches and are considered by some authors as
microbial ‘weeds’ [2.3]. Of these, Acinetobacter baumannii has evolved as a global pathogen causing
nosocomial infections in immunocompromised and critically ill patients, but also community-
acquired infections or war and natural disaster-related infections [45]. Besides, the role of other
Acinetobacter species in human infections has been increasingly recognized thanks to the advances
in molecular biology that allowed better identification at a species level. Noteworthy, there are
increasing reports of multidrug-resistant non-baumannii Acinetobacter, such as Acinetobacter pittii,
Acinetobacter nosocomialis, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter guillouiae and Acinetobacter soli
that cause infections in healthcare facilities around the world [6-10].

Presence of Acinetobacter spp. outside the hospital settings has been intensively documented.
They have for long been described from a wide range of environmental sources including soils, fresh
water, sediments, activated sludge and sewage treatment plants [11]. More recently, Acinetobacter
spp. were recovered from a variety of foodstuffs including raw vegetables, raw milk, fish, cheese
and meat [11]. Humans could also constitute a potential reservoir for these opportunistic bacteria
that are able to colonize the skin and the intestine of healthy people [(11.12). Finally, Acinetobacter
spp- have been described as emerging pathogens in veterinary clinics [13,14], but were also carried by
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some animals including livestock animals, pets,
horses, arthropods and lice [11].

The aims of the present study were to investi-
gate different ecological niches for the presence
of Acinetobacter spp. in order to characterize the
potential extrahospital reservoirs of these bac-
teria, as well as to explore the different clones
of A. baumannii strains circulating outside the

hospitals.

Materials & methods

e Sample collection

Environment

Three hundred and forty-one soil samples
were collected either from agriculture zones
(n = 284), from soils near contaminated sites
and human activities (n = 50) or from soils near
zones intact of human activities (n = 7). Besides,
300 water samples were obtained from artesian
wells (n = 155), natural sources (n = 115) and
sewage (n = 30). All samples were suspended
in Baumann enrichment medium as described
previously [1s].

Foodstuffs

One hundred samples of different vegetables pur-
chased from supermarkets or greengrocers were
cut aseptically into very small pieces and 5-10 g
were shaken vigorously for 15 min in 15 ml of
physiological water. Then, 5 ml were suspended
in 20 ml of Baumann medium. Besides, 106 sea-
water fishes were purchased from local markets
situated in Tripoli, north of Lebanon. The ani-
mals were dissected and two samples from each
fish (intestine and flesh) were removed aseptically
and diluted (10%) in physiological water. The
suspension was homogenized for 2 min with a
Stomacher bag. Then, 1 ml was suspended in
9 ml of Baumann medium. Finally, 230 sam-
ples of raw healthy cow milk were collected and
treated as described in a previous study [15].

Animals

Overall, 230 animals including pets (n = 94),
livestock (n = 85), horses (n = 30) and pigeons
(n = 21) were sampled. Pets sampling was con-
ducted in three veterinary clinics whereas the
other samples were collected from farms situated
in different districts. A standardized question-
naire was completed for each pet to obtain infor-
mation such as the type of animal, its age, living
in a household with other animals, the type of
visit to the veterinarian (hospitalization or out-
patient visit), the reason of the hospitalization

Future Microbiol. (2016) 11(9)

or outpatient visit, antibiotherapy within the
last 15 days, and the presence of symptoms of
infection. For all the animals, both rectal and
oral swabs were collected except for pigeons and
some pets for which only oral swabs were col-
lected. The swabs were then directly discharged
in 10 ml of Baumann medium.

Human skin carriage

Four groups of people were studied, outpatients
admitted to two medical centers situated in
Tripoli, (n = 76; mean of age: 21), students of the
Faculty of Public Health — Lebanese University
(n = 101; mean of age: 20), nurses working in
different departments of Nini hospital (n = 92;
mean of age: 32) and children with low income
studying in an internal school (n = 108; mean
of age: 7). A total number of 754 samples were
collected. Cotton swabs remoistened with
Baumann medium were rubbed vigorously, with
rotation, over approximately 6 cm? sites. Due to
ethical concepts, swabbing was performed only
on two body sites including antecubital fossa and
toe webs. Consent was given orally by all the
participants.

¢ Bacterial culture & identification

All enriched samples were mixed on a rotor
shaker at 200 rpm for 48 h at 30°C. Cultures
were streaked on MacConkey agar and incubated
at 30°C for 48 h [15]. Bacterial identification was
initially performed by conventional PCR target-
ing 16S rRNA [16], MALDI-TOF mass spectrom-
etry and confirmed at the species level by partial
rpoB-gene sequencing as described previously [17].

¢ Susceptibility testing & investigation of
carbapenemase-encoding genes

Antibiotic susceptibility testing was performed
by the disc diffusion method according to the
recommendations of the European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing [18]. The
antibiotics tested were ticarcillin, ticarcillin/cla-
vulanate, piperacillin /tazobactam, ceftazidime,
imipenem, ciprofloxacin, amikacin, gentamicin,
tobramycin, co-trimoxazole, colistin, netilmicin,
doxycycline and rifampin. Resistance to carbap-
enem was confirmed by determining the MIC
of imipenem and meropenem with Etest strips
(bioMérieux, Marcy I’Ftoile, France). All iden-
tified carbapenem-resistant isolates were inves-
tigated by PCR assays for the presence of the
bla

carbapenemase-encoding genes b/a XA

OXA-23
and bla, sy 19
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¢ Epidemiological typing

Genotyping was performed on all identified
A. baumannii isolates using multilocus sequence
typing (MLST). MLST was done according to
the Pasteur scheme [20]. The new sequence types
(STs) have been assigned by MLST Pasteur and
the bacterial population was analyzed with

eBURST.

Results

¢ Bacterial identification

In our study, a total number of 2361 samples
were investigated. They were collected from
environment, animals, food products and
humans in different regions of Lebanon during
two periods: the first one between September
2014 and February 2015, and the second one
between August and December 2015. Overall,
171 Acinetobacter spp. were isolated. Among
them, 88 (51.5%) were recovered from the envi-
ronment and were isolated mainly in north of
Lebanon (Figure 1). A. pittii was the most com-
mon species found (n = 34; 40.0%) followed by
A. calcoaceticus and A. baumannii that accounted
for 14 (16.0%) and 12 (13.6%), respectively,
of all environmental strains (Table 1). These
strains were mainly isolated from soil samples
near agriculture zones, but also from water and
other contaminated sites, such as sewage and soil
near human activities. A. pittii and A. baumannii
were the predominant species found during the
second period (between August and December
2015), while the other Acinetobacter species
were mainly isolated in the first one (between
September 2014 and February 2015).

Besides, Acinetobacter spp. were isolated from
30 out of 100 (30.0%) vegetable samples. The
most common species were A. guillouiae and
Acinetobacter bereziniae at a frequency of 30.0
and 27.0%, respectively. On the other hand, 12
out of 230 raw milk samples and three out of 212
fish samples, were positive for Acinetobacter spp.,
with A. bereziniae being the most prevalent spe-
cies. Remarkably, A. baumannii was not detected
from foodstuff samples (Table 1).

Among the 230 animals investigated, only
21 (9.0%) were colonized with Acinetobacter
spp., in their oral flora, their intestine, or in
both. The prevalence of Acinetobacter spp. car-
riage was 8.5% for pets, 8.2% for livestock and
23.0% for horses, which were mainly colonized
by A. Acinetobacter gandensis. In addition, it has
been shown that only two cats were colonized
by A. baumannii (Table 1).

future science group

Concerning human skin carriage, only 16
Acinetobacter spp. isolates were recovered, from
11 students (14 isolates) and two nurses (two
isolates), giving colonization rates of 3.4%
(13/377). The strains were isolated from antecu-
bital fossa (six students), toe webs (four students)
or from both (three students). Remarkably, all
the students were colonized by Acinetobacter
schindleri even at two different sites, whereas
the two nurses were colonized by Acinetobacter
ursingii and A. bereziniae.

Finally, 21 isolates were not identified at
the species level by 7poB-gene sequencing and
were considered as putative novel Acinetobacter
species.

¢ Antimicrobial susceptibility testing
Antimicrobial testing showed that the major-
ity of Acinetobacter spp. isolates were wild-type
and had a susceptible phenotype to almost all
of the antibiotics tested. Among them, only 38
isolates were intermediate and 18 resistant to
ceftazidime, 21 isolates were intermediate and
18 resistant to ticarcillin, 23 isolates were inter-
mediate and eight resistant to ticarcillin + clavu-
lanic acid, in addition to two isolates that were
nonsusceptible to piperacillin + tazobactam.
Interestingly, two A. calcoaceticus strains showed
resistance to carbapenems. They were isolated
from vegetables and were resistant to imi-
penem (MIC = 16 mg/l both) and meropenem
(MIC = 16 mg/l both). Real-time PCR revealed
that these two isolates harbored the bla_, ,,
gene. Sequencing of the carbapenemase genes
showed that they both encoded for the Oxa-72
variant. Resistance to other groups of antimicro-
bial agents was also sporadically detected, such
as to tobramycin (n = 4), gentamicin (n = 2),
cotrimoxazole (n = 2), doxycyclin (n = 1) and
ciprofloxacin (n = 1).

¢ Epidemiological typing

MLST was performed on the 15 identified A. bau-
mannii isolates. Among them, two environmen-
tal isolates were assigned to ST271 and ST350;
while two animal strains were assigned to ST20
and ST23 (Table 2). The remaining isolates (ten
from environment and one from an animal) had
a new allelic recombination giving rise for new
STs: ST813-ST822. Analysis of the relationship
between the STs in this study and the existing
STs using eBURST showed that ST271 was a
double-locus variant of ST418, the predicted
founder of CC5, ST20 and ST23 belonged to
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Figure 1. Distribution of environmental samples according to the regions. This figure represents the geographical map of Lebanon
which is divided into eight governorates. The environmental samples were collected from different regions in Lebanon including north
of Lebanon (n = 260), Akkar (n = 135), Mount Lebanon (n = 125), Beirut (n = 57), south of Lebanon (n = 24), Bekaa (n = 18), Baalbak (n = 14)

and Nabatiyeh (n = 8).

CCl and CC9 in which the predicted founder
were ST1 and ST10, respectively. Among the
newly described STs, only ST814 shared similar-
ity with ST822 while the remaining identified
STs were singletons.

Discussion

In this study, we investigated a wide range of
different reservoirs in Lebanon for the pres-
ence of Acinetobacter spp. We showed that their
prevalence was 18.8% in soil and 8.0% in water
samples. Interestingly, the majority of the strains

were isolated in north of Lebanon. Isolation of
Acinetobacter spp. from soil and water has been
documented worldwide [21-25]. Remarkably,
our results were slightly different to those of a
previous study performed in Lebanon, which
showed a prevalence of 18.0% in both types of
samples [15]. Besides, we observed here a wide
diversity of Acinetobacter species whereas only
A. pittii, A. calcoaceticus and A. baumannii were
detected in the previous study [15]. Additionally,
we report here the first detection of A. baumannii
strains isolated from soil and sewage samples in
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Lebanon. The noticeable differences between
both studies are that in the first one, samples
were collected mainly from north of Lebanon,
whereas the present study includes more sam-
ples collected from other regions in Lebanon.

in the ecological niches [11,26-27].

Since the climate in these different regions is
not constant, these findings could highlight a
potential role of climatic factors that may influ-
ence the prevalence and the diversity of species

Table 1. Distribution of the identified Acinetobacter species according to the sources of samples.

RESEARCH ARTICLE

Acinetobacter species (n)
A. baumannii (n = 15)

A. bereziniae (n = 15)

A. calcoaceticus (n = 16)

A. gandensis (n=7)
A. guillouiae (n = 16)
A. johnsonii (n = 6)

A. junii (n = 6)

A. lwoffii (n =3)
A.oleivorans (n=1)
A. pittii (n = 40)

A. radioresistens (n = 1)

A. schindleri (n = 15)

A.soli (n=3)
A. ursingii (n = 3)
A. venetianus (n = 1)

A. genomspecies 16BJ (n = 1)
Putative novel species (n = 21)

Total, n =171

Environmental isolates (n) Foodstuffs isolates (n)

Soil: agriculture (n = 3)
Soil: near human activities
(n=8)

Sewage (n=1)

Water: artesian well (n=1)

Soil: agriculture (n =6)
Water: artesian well (n =7)
Water: natural source
(n=1)

Water: artesian well (n=1)
Soil: agriculture (n =4)
Soil: near human activities
(n=1)

Water: natural source
(n=1)

Water: artesian well (n=1)
Water: natural source
(n=1)

Soil: near human activities
(n=1)

Soil: agriculture (n=1)

)
Soil: agriculture (n = 16)
Soil: human activities
(n=10)

Soil: intact of human
activities (n=2)

Sewage (n =3)

Water: natural source
(n=1)

Water: artesian well (n =2)

=1
Soil: agriculture (n =1

Water: artesian well (n=1)

Water - natural source
(n=2)
Soil - agriculture (n = 1)

Water - artesian well (n = 1)

Soil — agriculture (n =9)
Soil - near human activities
(n=1)

88

Raw cow milk (n = 5)
Vegetables (n = 8)
Vegetables (n =2)

Vegetables (n =9)
Raw cow milk (n =2)

fishes: intestine (n = 2)

Vegetables (n = 2)

Vegetables (n =2)

Raw cow milk (n=1)

Raw cow milk (n=2)

Raw cow milk (n=1)
Fishes: skin (n=1)
Vegetables (n=7)
Raw cow milk (n=1)
45

Animal isolates (n)
Cat: oral flora (n=2)
Cat:anus (n=1)

Horses: feces (n = 6)

Horses: feces (n = 1)
Cat:anus (n=2)
Cat:anus (n=1)

Livestock: oral flora
(n=3)

Cat: oral flora (n=1)
Dog: oral flora (n=1)

Livestock: oral flora
(n=1)

Cow: oralflora(n=1)

Cow: oral flora (n = 2)

22

Human samples (n)

Skin: antecubital fossa
(n=1)

Skin: antecubital fossa
(n=7)
Skin: toe webs (n=7)

Skin: antecubital fossa
(n=1)
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Table 2. Characteristics of Acinetobacter baumannii strains identified in this study.

City of ST cc
isolation

Tripoli 813 Singleton
Tripoli 271 CC5
Akkar 814 CC32
Menye 815 Singleton
Menye 816 Singleton
Chekka 817 Singleton
Chekka 818 Singleton
Chekka 818 Singleton
Chekka 350 Singleton
Kalamoun 819 Singleton
Kalamoun 820 Singleton
Tripoli 821 Singleton
Beirut 20 cCcl
Beirut 822 CC32
Beirut 23 CC9

Strain Origin Context
ENV1 Soil Public garden
ENV2 Soil Public garden
ENV3 Soil Agriculture
ENV4 Soil Agriculture
ENV5 Soil Agriculture
ENV6 Water Sewages
ENV7 Soil Industry
ENV8 Soil Industry
ENV9 Soil Industry
ENV10 Soil Public garden
ENV11 Soil Public garden
ENV12 Soil Public garden
AN1 Cat Anal swab
AN2 Cat Oral swab
AN3 Cat Oral swab

CC: Clonal complex; ST Sequence type.

We have examined raw vegetables collected
from soil in agriculture zones, as an indicator
of contamination of the environment. Our
results showed that 30.0% of samples harbored
Acinetobacter spp. and that the most common
species were A. guillouiae and A. bereziniae.
Similar observations were done in studies
conducted in London and Hong Kong, where
17.0 and 50.0% of the vegetables, respectively,
were tested positive for Acinetobacter spp.
These studies also showed a predominance of
the species A. guillonaie, A. baumannii and
A. pittii (2128]. All those findings suggested
that vegetables may be a potential habitat for
Acinetobacter spp. and could serve as vehicle
of transmission into hospitals.

Acinetobacter spp. also have been reported
from milk samples with different prevalences
in several countries such as in the USA,
1.3% [29]; in Kenya, 5% [30]; in Korea, 0.3%
and 7.7% [31,32]. In Lebanon, the data are lim-
ited. Since only one A. baumannii isolate was
detected from 37 milk samples analyzed in
the previous study [15], our group conducted
a large epidemiological study to investigate
the presence of Acinetobacter spp. in 230 sam-
ples of raw cow milk collected from different
farms in Lebanon. Among them, 12 (5.2%)
were positive. The low rate of Acinetobacter
in milk samples could be explained by pres-
ence of other competent bacteria, such as
Enterobacteriaceae and the use of selec-
tive medium, as it has been described by
Gurung et al. [32].

Future Microbiol. (2016) 11(9)

Acinetobacter spp. were found in aquatic
food [3334]. Recently, studies using metagenomic
approaches to investigate the intestinal ecosys-
tem of fishes showed that Acinetobacter spp. were
one of the most abundant genera detected [35,36].
These observations led us to investigate fishes col-
lected from local markets. As results, only three
of them were colonized with Acinetobacter spp.
This low prevalence may be explained by the fact
that animals were not collected from rivers where
there are more favorable conditions to enhance
the growth of these bacteria.

Although Acinetobacter spp. were frequently
described from environmental reservoirs, recent
studies have highlighted the presence of animal
reservoirs. Thus, for example there are several
reports of A. baumannii isolated from dogs, cats,
pigs and chicken [14,37-39]. More recently, A. gan-
densis was described for the first time from horses
and cattle [40]. In our study, 424 animal samples
were analyzed. Of them, only 22 were positive
for Acinetobacter spp. In Lebanon, previous stud-
ies have reported the detection of Acinetobacter
spp. from animal origin [15.41]. However, the
isolation rates in those studies were higher than
those of our study. In addition, A. baumannii
and A. pittii were rarely detected here while they
were the most abundant species recovered from
animals in the previous study [15].

Notwithstanding their ability to cause several
infections [1], it is largely accepted that members
of the Acinetobacter genus are normal inhabitants
of the human skin [42-45]. To our knowledge,
investigation of skin colonization for the presence

future science group
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of Acinetobacter spp. has never been performed in
Lebanon. Therefore, we studied skin coloniza-
tion of four groups of people living in different
conditions to further elucidate other potential
reservoirs of these bacteria. Acinetobacter were
recovered from only 3.4% of the participants.
This rate is lower than that reported in the litera-
ture, probably due to the lesser number of body
sites investigated here. Interestingly, we showed
that the students were more colonized than nurses
despite the contact of the latter with hospital set-
tings. Besides, we did not find any Acinetobacter
spp. on the skin of outpatients and children. We
speculated that it would be a seasonal variation
since the students were investigated in the begin-
ning of fall while it was in winter for the other
participants. However, no overall conclusion can
be drawn because participants were investigated
only once during this survey.

In this study, we tested antibiotic susceptibility
of all identified isolates. The majority of them
were susceptible to almost all antimicrobial agents
tested. We, however, reported for the first time
the presence of an Oxa-72-producing A. calcoace-
ticus isolated from two vegetables. Concerning
the other isolates, respectively 33.0, 22.0 and
18.0% were not susceptible to ceftazidime, ticar-
cillin and ticarcillin/clavulanate, highlighting the
potential presence of extrahospital reservoirs of
resistance genes.

Analysis of A. baumannii population struc-
ture by MLST revealed a notable variety of STs
isolated from environment and animals, with
the description of ten new sequence types.
These findings were consistent with those of
previous studies conducted on environmen-
tal and animal samples [15.46], but were not
in accordance to those of Hamouda et al.,
and Belmonte ¢z al., who found only limited
genotypes in their studies [3739]. Interestingly,
some of STs described here were identical to
those isolated in human infections. Thus, for
example, ST20, which was isolated in our study
from a rectal sample of a cat, has recently been
reported as responsible for human infections in
different countries and described as carbapenem
resistant [47-49]. ST20 has also been reported
from pets in Switzerland [14]. ST23, which was
isolated from a cat oral swab, has been detected
from carbapenem-resistant strains isolated from
hospitalized patients in Norway [s0]. ST271
and ST350, which were isolated from soil sam-
ples, were first detected from wound samples
in Spain and chicken in Switzerland [Tomas M,

future science group

PERRETEN V, UNPUBLISHED DATA]. Remarkably, none
of the STs identified here were detected in the
previous studies of Rafei ez al., either in or out-
side hospitals [15.51], which may highlight the
diversity of A. baumannii clones that circulate
in the Lebanese environment. These findings
may reinforce that these opportunistic bacteria
undergo a continuous genome evolution that
help them toward clinical success [s2].

Finally, it is well known that the environ-
ment may constitute a potential reservoir of
novel species of Acinetobacter spp. [11]. In this
study, we have isolated 21 strains that were not
identified at the species level due to the low
levels of nucleotide homology with all avail-
able described Acinetobacter species. Therefore,
further experiments are required to allow the
identification of these isolates which may be
putative novel species.

Conclusion & future perspective

Our study evidences the diversity of extra hospi-
tals reservoirs of Acinetobacter spp. in Lebanon,
with non-baumannii Acinetobacter being the
most predominant species. Despite the low
prevalence, we note here the emergence of newly
susceptible circulating clones of A. baumannii
that are able to occupy mostly environmental
and animal niches. Furthermore, the presence
of multidrug-resistant isolates in the environ-
ment remains an important public health prob-
lem and appropriate strategies should be imple-
mented to avoid excessive use of antimicrobial
agents and to limit environment contamination
with this kind of bacteria. However, further
studies are required to elucidate the cycle of
transmission of these bacteria between these
different habitats and to explore the origin of
multidrug-resistant isolates circulating in the
hospitals.
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EXECUTIVE SUMMARY

Acinetobacter spp.: general characteristics

e Acinetobacter spp. are gram-negative bacteria behaving as microbial weeds. They are able to occupy several ecological
niches including environment, foodstuff, animals and humans.

e Particularly in intensive care units, they are able to cause a wide range of infections in immunocompromised hosts.

Acinetobacter spp. outside the hospitals

e In this study, approximately 51.0% of Acinetobacter isolates were cultured from environmental samples. The prevalence

was 18.8% in water and 8% in soils.

e Food samples, especially the vegetables, were an important reservoir for Acinetobacter spp., suggesting a potential

contamination of the agriculture zones.

e Animals and humans were also colonized by Acinetobacter spp. The rates of colonization were 9.0 and 3.4%,

respectively.

e A wide diversity of Acinetobacter species have been isolated with non-baumannii Acinetobacter being the predominant

ones.

e Twenty-one strains may be putative novel species due to the low levels of nucleotide homology with all available

described Acinetobacter species.

Antimicrobial susceptibility of Acinetobacter species

e 33,22 and 18% of our isolates were not susceptible to ceftazidime, ticarcillin and ticarcillin/clavulanate, respectively,
while the remaining strains were susceptible to almost all of the antimicrobial agents tested.

Acinetobacter baumannii population structure

e Multilocus sequence typing analysis of A. baumannii isolates revealed the presence of 14 sequence types, among them
ten were novel sequence types suggesting that this bacterium undergo a continuous genomic evolution.

Conclusion & future perspective

e This study evidences the diversity of extrahospitals reservoirs of Acinetobacter spp. in Lebanon.

e The presence of multidrug-resistant isolates in the environment is an important public health problem.

e Further studies are needed to elucidate the origin of outbreak strains circulating in the hospitals.
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Emergence of carbapenem-resistant Acinetobacter spp. has been
increasingly reported worldwide. We report here the first
detection of an Acinetobacter calcoaceticus isolate from vegetables
in Lebanon carrying the blaoy, 7> gene. These findings show that
the Lebanese environment may constitute a potential reservoir
for this antibiotic resistance gene.
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Acinetobacter calcoaceticus is a Gram-negative aerobic bacterium
that belongs to the Acinetobacter calcoaceticus—Acinetobacter
baumannii complex [I]. It is ubiquitous in nature and can be
isolated from soil samples and vegetables [2,3]. Even if
A. baumannii is more able to cause infections with high mortality

and morbidity, the role of A. calcoaceticus in nosocomial in-
fections should not be underrated [4,5]. Carbapenems have
been widely used to treat infections caused by multidrug-
resistant Acinetobacter. However, resistance to carbapenems
among this genus has been increasingly reported during the last
years, especially in A. baumannii, and is becoming a serious
public health problem worldwide. Carbapenem-hydrolyzing
class D B-lactamases and metallo-B-lactamases are the most
frequently encountered enzymes within this genus [6]. Several
studies have reported the isolation of carbapenem-resistant
A. calcoaceticus from clinical and environmental samples [3,5,7].

In the present study, two imipenem-resistant A. calcoaceticus
strains isolated in Lebanon from vegetables were analysed.
Bacterial identification was initially performed by matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spec-
trometry (MALDI-TOF) and confirmed at the species level by
partial rpoB gene sequencing, as previously described [2].
Antimicrobial susceptibility was determined by the disk diffu-
sion method according to the recommendations of the Euro-
pean Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (http:/
www.eucast.org). Resistance to imipenem and meropenem was
confirmed by the Etest method. Etest results confirmed the
carbapenem-resistant phenotype because the minimum inhibi-
tory concentrations for imipenem and meropenem were
16 mg/L. In addition, both strains remained susceptible against
piperacillin/tazobactam, ceftazidime, aminosides, tigecycline,
rifampin, ciprofloxacin and colistin.

Screening of blaoxa-23-iikes bldoxa-24-iike and blaoxa-ss.iike
genes by real-time PCR revealed that both isolates carried the
blaoxa-24-iike gene and were negative for the other carbapene-
mase genes tested. Sequencing of the bldoy,.24.1Ke geNe showed
that it encoded for the Oxa-72 variant. This variant was first
described in 2004 in an A. baumannii isolate sampled in Thailand
(GenBank accession no. AY739646.1). Since then, the variant
has been reported worldwide from carbapenem-resistant clin-
ical isolates of Acinetobacter spp. but has never been described in
A. calcoaceticus [8,9]. In our study, we found for the first time the
presence of the blaoy,.7> variant in A. calcoaceticus isolated in
Lebanon from two vegetables purchased from the same market
in Beirut. Isolation of this multidrug-resistant bacterium may
reflect a possible contamination of the environment surrounding
the agriculture zones, such as irrigation water or the soil itself,
or it may highlight the potential role of animals as a possible
contributor of contamination.

One can presume that isolation of such multidrug-resistant
bacteria in such an environment may be in part due to the
uncontrolled use of antimicrobial agents, either in the food
chain or to treat both humans and animals. Thus, this
phenomenon could constitute a selective pressure for

New Microbe and New Infect 2016; 9: 11-12
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environmental bacteria, which then consequently makes the
environment a potential reservoir for antibiotic resistance
genes [10]. Therefore, appropriate strategies should be imple-
mented to avoid excessive use of antimicrobial agents and to
limit environmental contamination with multidrug-resistant
bacteria.

Acknowledgements

The authors thank the Lebanese University and the National
Council for Scientific Research, Lebanon, for their funding of
this research.

Conflict of Interest

None declared.

References

[1] Peleg AY, Seifert H, Paterson DL. Acinetobacter baumannii: emergence
of a successful pathogen. Clin Microbiol Rev 2008;21:538-82.

[2] Rafei R, Hamze M, Pailhoriés H, Eveillard M, Marsollier L, Joly-
Guillou M-L, et al. Extrahuman epidemiology of Acinetobacter baumannii
in Lebanon. Appl Environ Microbiol 2015;81:2359-67.

[3] Wang B, Sun D. Detection of NDM-I carbapenemase-producing
Acinetobacter calcoaceticus and Acinetobacter junii in environmental
samples from livestock farms. | Antimicrob Chemother 2015;70:
611-3.

[4] Joly-Guillou ML. Clinical impact and pathogenicity of Acinetobacter. Clin
Microbiol Infect 2005;11:868—73.

[5] Li P, Yang C, Xie , Liu N, Wang H, Zhang L, et al. Acinetobacter cal-
coaceticus from a fatal case of pneumonia harboring blaNDM-1 on a
widely distributed plasmid. BMC Infect Dis 2015;15:131.

[6] Kempf M, Rolain JM. Emergence of resistance to carbapenems in Aci-

—

netobacter baumannii in Europe: clinical impact and therapeutic options.
Int | Antimicrob Agents 2012;39:105—14.

Merino M, Acosta J, Poza M, Sanz F, Beceiro A, Chaves F, et al. OXA-
24 carbapenemase gene flanked by XerC/XerD-like recombination
sites in different plasmids from different Acinetobacter species isolated

[7

—

during a nosocomial outbreak. Antimicrob Agents Chemother
2010;54:2724-7.

Fernandez-Cuenca F, Rodriguez-Martinez JM, Gémez-Sanchez MAC,
de Alba PD, Infante-Martinez V, Pascual A. Production of a plasmid-

[8

—

encoded OXA-72 (-lactamase associated with resistance to carbape-

nems in a clinical isolate Acinetobacter junii. Int ] Antimicrob Agents

2012;39:93-4.

Montealegre MC, Maya JJ, Correa A, Espinal P, Mojica MF, Ruiz S}, et al.

First Identification of OXA-72 carbapenemase from Acinetobacter pittii

in Colombia. Antimicrob Agents Chemother 2012;56:3996-8.

[10] Rocal, Akova M, Baquero F, Carlet |, Cavaleri M, Coenen S, et al. The
global threat of antimicrobial resistance: science for intervention. New
Microbes New Infect 2015;6:22-9.

9

—

New Microbes and New Infections © 2015 The Authors. Published by Elsevier Ltd on behalf of European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, NMNI, 9, 11—12
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/)


http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref1
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref1
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref2
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref2
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref2
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref3
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref3
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref3
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref3
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref4
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref4
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref5
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref5
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref5
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref6
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref6
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref6
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref7
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref7
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref7
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref7
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref7
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref8
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref8
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref8
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref8
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref8
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref8
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref9
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref9
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref9
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref10
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref10
http://refhub.elsevier.com/S2052-2975(15)00104-3/sref10
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.�0/

4. Commentaires

Dans ce travail, nous avons réalis¢ 1’une des plus grandes études épidémiologiques
investiguant 1’écologie d’Acinetobacter spp en dehors des hépitaux. Ainsi, 2361 échantillons
obtenus de plusieurs niches écologiques ont été étudiés.

Acinetobacter spp ont été identifies dans environ 14% (88/641) des prélévements de
I’environnement dont 64 souches isolées des sols (18.8%) et 24 d’eau (8%). Ces résultats étaient
légerement différents de ceux obtenus d’une étude précédante réalisée au Liban dont la
prévalence d’ Acinetobacter spp était de I’ordre de 18% (Rafei et al., 2015a). L’identification
par séquencage du géne rpoB a montré une diversité des especes avec A.pittii étant 1’espéce la
plus communément détectée (34% des souches environnementales), alors qu’uniquement 12

souches d’A.baumannii (13.6%) ont été isolées surtout des sols.

Parmi les 100 échantillons de végétaux consommables analysés, 30 étaient positifs pour
Acinetobacter spp et A.guillouaie et A.bereziniae étaient les especes prépondérantes. En outre,
nous avons rapporté pour la premiere fois au Liban, la détection de deux souches
d’A.calcoaceticus résistantes aux carbapénémes et isolées des végétaux. Ces résultats peuvent
mettre en évidence une contamination probable de 1’evironnement entourant la zone
d’agriculture telle que 1’eau utilisée pour I’irrigation et le sol ou une contamination d’origine
animale. En outre, une prévalence de 5.2 % a été retrouvée dans les prélévements de lait, ce qui
était lIégerement supérieur a celle rapportée par Rafei et al., qui ont pu isoler uniqguement une
souche d’A.baumannii parmi les 37 échantillons testés. Enfin, la faible prévalence
d’Acinetobacter spp (1.4 %) dans les poissons peut s’expliquer par le fait que ces derniers n’ont
pas été collectés directement des riviéres, ou les conditions sont plus favorables pour la
croissance de ces bacteries.

D’autre part, 424 échantillons animaux ont été analysés. Acinetobacter spp ont été
détectés chez 9% des animaux (21/230) que ce soit dans leur flore buccale, intestinale ou dans
les deux types de prélevements de facon concomitante. Dans cette étude, les chevaux, colonisés
surtout par A.gandensis, avaient un taux de portage (23%) plus élevé que les autres animaux
(environ 8%). Par ailleurs, A.baumannii et A.pittii ont été rarement détectés alors qu’ils étaient

préponderants chez les animaux investigués dans 1’étude précédente (Rafei et al., 2015a).

Au Liban, la recherche d’une potentielle colonisation cutanée par Acinetobacter spp n’a

jamais éteé realisée. Nous avons étudié 4 groupes d’individus vivant dans des conditions
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différentes. Parmi les participants, uniquement 3.4% (13/377) dont 11 étudiants de I’université
et deux infirmiers ont été colonisés. Ce taux est inférieur a celui déja rapporté dans la littérature
(Al Atrouni et al., 2016c), probablement en raison du moindre nombre de sites anatomiques
investigués. A.baumannii n’a pas été détecté en portage alors qu’A.schindleri était ’espéce la

plus commune.

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a montré que toutes les souches étaient sensibles
aux carbapéneémes a I’exception des deux souches d’A.calcoaceticus isolées des végétaux.
Toutefois, des souches résistantes aux ceftazidim, Ticarcillin, Ticarcillin+ acide clavulanique

et piperacillin + tazobactam ont été détectées.

L’étude de la population réalisée par la méthode de référence qu’est la MLST a révélé la
présence chez les 15 d’A.baumannii de 14 STs différents dont 10 ont été décrits pour la premiere
fois ici. Ceci refléte une grande diversité des souches présentes a 1’extérieur des hopitaux, que
ce soit dans I’environnement ou chez les animaux, a I’inverse de ce qui est observé en milieu

hospitalier ou certaines lignées clonales sont plus fréquemment retrouvées.

En conclusion, ce travail montre des résultats intéressants en ce qui concerne
I’épidémiologie d’Acinetobacter au niveau extrahospitalier et souligne le role de
I’environnement et les animaux comme réservoirs potentiels d’A.baumannii, I’espéce la plus
impliquée en pathologie humaine. Les hypotheses de transmission a ’homme ne peuvent pas
étre exclues malgré le fait que les souches d’A.baumannii isolées n’étaient pas nombreuses et
que les clones identifiés étaient différents de ceux rencontrés dans les hdpitaux (étude 1 dans la
these et les études de Rafei et al. en 2015). Ainsi, la présence de ces STs doit étre recherchée
dans des études ultérieures notamment dans les infections communautaires. De méme, il serait
intéressant d’explorer plus les potentielles transmissions de la bactérie entre les animaux

porteurs, leurs propriétaires, et leur environnement (domicile).
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[11. Caractérisation d’une putative nouvelle espece
d’Acinetobacter

1. Introduction

Acinetobacter, appartenant phylogénétiquement a la famille de Moraxellaceae, est un
genre trés hétérogene sur le plan physiologique, métabolique et écologique (Touchon et al.,
2014). En effet, selon la derniére classification taxonomique (Décembre 2016), ce genre
comprend 53 espéces avec des noms validés et publiés. Ces différentes espéces ont été décrites
de plusieurs sources y compris 1’homme, I’environnement, et les animaux

(http://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf).

Dans le cadre d’une étude visant a investiguer 1’épidémiologie extrahospitaliere
d’A.baumannii au Liban, Rafei et al. ont rapporté I’isolement, & partir des animaux d’élevage,
de plusieurs souches d’Acinetobacter non identifiées au rang d’espéce par le séquencage partiel
du géne rpoB (Rafei et al., 2015a). Le but de ce travail était de caractériser ces souches en
utilisant d’autres techniques phénotypiques et génotypiques y compris le séquengage du
génome complet. En outre, d’autres souches isolées de 1’environnement (sol et eau) en Turquie,

République de la Tchéque et Indonésie ont été également incluses dans cette étude.
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Acinetobacter spp, belonging to the Moraxellaceae family are ubiquitous gram negative and
non-fermenting coccobacilli, non- motile, strictly aerobic, oxidase-negative ,catalase-
positive, and have the ability to occupy several ecological niches including humans,
environment and animals (Vaneechoutte et al., 2011). Interestingly, in the last decades several
novel species have been described from soil, water and activated sludge samples, but also
from cattle and horse (Al Atrouni et al., 2016). Thus, as of 4 March 2017, the formal
classification of the genus Acinetobacter comprises 53 validly published species names

(http://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf) including two pairs of synonyms. Recently,

during the investigation of the extra human epidemiology of A.baumannii in Lebanon, Rafei
et al. reported the isolation of twelve Acinetobacter strains that were distinct from all known
species and taxa of the genus as assigned by partial rpoB gene sequencing (Rafei et al., 2015).
These strains were recovered from the faeces of livestock animals in the region of Akkar
(North of Lebanon). Four other strains were isolated, two from mud samples (Letafovice,
Czech Republic), one from soil sample (Sumatra, Indonesia) and one from river water (Eufrat,
Turkey) (Table 1). The aim of the present study was to define the taxonomic status of these
isolates using polyphasic approach.

All strains were obtained using selective culture in a minimal mineral medium supplemented
with 0.1% (w/v) sodium acetate as described by Krizova et al. (2014). The distinctness of the
Lebanese isolates at the strain level was confirmed by Pulsed Gel Field Electrophoresis using
the enzyme Apal. The representatives of all Acinetobacter species with validly published
names (except for Acinetobacter grimontii and Acinetobacter pakistanensis which are
considered to be the later synonyms of Acinetobacter junii and Acinetobacter bohemicus,
respectively; Nemec & Radolfova-Krizova, 2016; Touchon et al., 2014) and of several
provisional taxa were included for comparative phenotypic and genotypic analyses.

All strains had basic properties congruent with the description of the genus Acinetobacter,
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(Baumann et al., 1968) i.e. they were oxidase-negative, catalase-positive, non-motile and
strictly aerobic Gram-stain-negative organisms. Oxidase activity was tested using OXltest
strips (Erba Lachema). Catalase activity was determined by assessing bubble production by
cells in 3% (v/v) hydrogen peroxide solution. Motility was assessed in soft agar medium (10 g
tryptone, 5 g NaCl and 4 g agar per litre). The capacity for anaerobic growth was assayed on
tryptic soy agar (Oxoid) supplemented with and without 0.2% (w/v) KNO3 using an
anaerostat with the AnaeroGen system (Oxoid). Nitrate reduction was tested using the API 20
NE system (bioMerieux). Gram-staining was performed with the Hucker method as described
by Gerhardt et al.(1981). Tests were read/performed after 1 day (oxidase, catalase, Gram-
staining, nitrate reduction) or 3 days (the other tests) of culture at 30 °C. The control strains
used were Acinetobacter baumannii CIP 70.34T, Escherichia coli ATCC 25922 and
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

In order to define the taxonomic position of this group, we have started to perform
comparative analyses based on the partial sequences of three housekeeping genes (rpoB, gyrB
and 16S rRNA), the whole-cell patterns obtained by matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF) MS, the metabolic and the physiological
features of all strains of a putative novel taxon. A formal species name is then proposed only
for a phylogenetically distinctive group which encompasses multiple strains of diverse origin
(Christensen et al., 2001) and which is both genotypically and phenotypically internally
coherent and, at the same time, different from known taxa at the species level of resolution.
The 16S rRNA gene sequences of all strains were obtained using the external PCR and
sequencing primers Ac8-F and Ac1542-R, targeting the region corresponding to positions 28—
1521 in the E. coli numbering system (accession no. J01695.2), in addition to the internal
sequencing primers Ac703-F and Ac820-R, as described previously (Krizova et al., 2015).

Cluster analysis was performed for a region of 1459 bp corresponding to positions 52-1510 of
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the E. coli sequence (J01695.2) using the calculation parameters described previously (Nemec
et al., 2011). As results, the strains formed a distinct, well supported cluster within the genus.
The intrataxon sequence similarity (percentages of identical nucleotides at the corresponding
positions) was > 99.5%, whereas the pairwise similarity values between the sequences of
these strains and the other Acinetobacter sequences were in the range of 94.7% (A. nectaris
CIP 110549") to 98.4% (A. haemolyticus CIP 64.37).

Comparative sequence analysis of the rpoB (RNA polymerase B-sub-unit) gene which is a
good phylogenetic marker for the genus Acinetobacter was carried out for an 861 bp region
which corresponds to nucleotide positions 2915-3775 of the rpoB coding region of
A.baumannii CIP 70.34T (accession no. APRG00000000) as described previously (Nemec et
al., 2011). The rpoB gene sequences of the strains formed an internally cohesive cluster
separated from the known Acinetobacter spp. The similarity values between these sequences
ranged from 96.5 to 100 %, whereas those between them and representatives of the other
species ranged from 77.7 % (A. gingfengensis ANC 46717) to 90.4% (A. gandensis ANC
42757).

Analysis of the gyrB (DNA gyrase subunit B) gene was performed as described before
(Radolfova-Krizova et al., 2016) using the novel set of amplification and sequencing primers
gyrB28-F2 and gyrB28-R which flank the region encompassing positions 293-1252 of the
gyrB coding sequence of A.baumannii CIP 70.34T (accession no. APRG01000002.1). Genus-
wide similarity calculations and cluster analysis were then carried out for an 810 bp region
corresponding to gyrB positions 384-1193 of A.baumannii CIP 70.34". The gyrB gene
sequences of the strains again created a well-supported and distinct cluster within the genus.
The similarity values between these strains were 95.8- 100%, in contrast to the range of
73.2% (A. boissieri ANC 4422") to 85.3% (A. gandensis ANC 4275") found between them

and the other species.
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Analysis of the strains in the context of the genus was based on whole-cell profiling by
MALDI-TOF MS. Samples were prepared according to the Bruker Daltonics instructions

as follows: colonies of a bacterial strain grown overnight on sheep blood agar (Oxoid) at 25 or
30 °C (depending on the growth requirements of the strain) were smeared directly onto 24
spots of the MALDI sample plate and, after drying at room temperature, overlaid with 1 ul of
the saturated a-cyano-4-hydroxycinnamic acid solution in an acetonitrile/water/trifluoroacetic
acid (50: 47.5: 2.5, by vol.) mixture. MALDI-TOF mass spectra measurements were
performed using a Microflex LT instrument (Bruker Daltonics) operated in linear positive
mode at an acceleration voltage of 19.9 kV in the mass range from 2 to 20 kDa under control
of the FlexControl 3.4 software (Bruker Daltonics). External calibration of the mass spectra
was performed using E. coli DH5a peaks (4346.3, 5095.8, 5380.4, 6254.4, 7273.5 and
10299.1 Da). Twenty-four independent mass spectra comprising at least 100 laser shots each
(10 laser shots at 10 different spot positions) were collected and averaged for each sample.
They were further processed and unified to a main spectrum under default settings of the
BioTyper software (version 3.1; Bruker Daltonics). Main spectra were determined for the
novel strains and the type and reference strains of all Acinetobacter species with validly
published or provisional names. Based on cluster analysis of these spectra, the strains formed
a compact cluster clearly separated from all the other strains.

In order to assess the metabolic and physiological features of the strains, a set of standardized
tests, mostly carbon source assimilation was applied as described before (Nemec et al., 2009)
Table2 shows the results for these strains and all Acinetobacter species with validly published
names (except for A. boissieri and A. nectaris which are metabolically unique, e.g. in terms of
their ability to utilize sucrose and D-fructose but not acetate; Alvarez-Pérez et al., 2013), each

of which was, whenever possible, represented by multiple reference strains. The strains of the
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novel group are metabolically less active and importantly, there are no distinctive clear-cut
traits which differentiate this group from these species.

Description of Acinetobacter libanensis sp. nov. (proposal)

The phenotypic characteristics correspond to those of the genus (Baumann et al., 1968), i.e.
Gram-stain-negative, strictly aerobic, oxidase-negative and catalase-positive coccobacilli
typically occurring in pairs, incapable of swimming motility, capable of growing in mineral
media with acetate as the sole carbon source and ammonia as the sole source of nitrogen and
incapable of dissimilative denitrification. Positive in the transformation assay of Juni (1972).
Colonies on tryptic soy agar (Oxoid) after 24 h of incubation at 30 °C are approximately
1.5mm in diameter, grey—white, slightly opaque, circular, convex and smooth, with entire
margins.

Growth occurs in brain-heart infusion broth (Oxoid) at temperatures ranging from 15 to 33
°C. Acid is not produced from D-glucose. Gelatin is not hydrolysed. Haemolysis is not
observed on agar media supplemented with sheep erythrocytes. Acetate, benzoate, ethanol,
and DL-lactate are utilized as sole sources of carbon, with growth visible within 6 days
(mostly 2 days) of culture at 30 °C. Various numbers of strains utilize 2,3-butanediol, Citrate (
Simmons), L-Glutamate, Glutarate, L-histidine D-Malate, phenylacetate and tricarballylate,
whereas no growth on trans —Aconitate, Adipate, 3-Alanine, 4-Aminobutyrate, L-Arabinose,
L-Arginine, L-Aspartate, Azelate, Citraconate,Gentisate, Histamine, 4-Hydroxybenzoate, L-
Leucine, Malonate, L-Ornithine, L-Phenylalanine, Putrescine, D-Ribose, L-Tartrate,
Trigonelline andTryptamine.

Remaining experiences to complete the study

The taxonomic position of the novel group will finally be assessed by genome-wide
comparative analysis. Based on phenotypic and molecular data, one strain will be selected to

represent the group and will be sequenced using the Illumina Miseq approach. The resulting
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genome sequence will be compared to those representing nearly all known Acinetobacter
species using the average nucleotide identity based on BLAST (ANIb) and digital DNA-

DNA hybridization (dDDH) parameters.
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Table 1: Strains of Acinetobacter libanensis

Strain Designation Specimen Locality

ANC 5595 Stool, a cow Akkar, North of Lebanon (farm 1-Tal Abbass)

ANC 5597 Stool, a cow Akkar, North of Lebanon (farm 1- Daher El Kanbar)
ANC 5598 Stool, a cow Akkar, North of Lebanon (farm 1-Daher El Kanbar)
ANC 5599 Stool, a cow Akkar, North of Lebanon (farm 1-Daher El Kanbar)
ANC 5600 Stool, a cow Akkar, North of Lebanon, EL HISSA

ANC 5601 Stool, a cow Akkar, North of Lebanon, EL HISSA

ANC 5602 Stool, a cow Akkar, North of Lebanon, EL HISSA

ANC 5604 Stool, a sheep Akkar, North of Lebanon, (EL KNAYSSE, fARM 2)
ANC 5605 Stool, a goose Akkar, North of Lebanon, (EL KNAYSSE, fARM 2)
ANC 5607 Stool, a sheep Akkar, North of Lebanon, (EL KNAYSSE, fARM 2)
ANC 5608 Stool, a cow Akkar, North of Lebanon, (EL KNAYSSE, fARM 2)
ANC 5609 Stool, a cow Akkar, North of Lebanon, (EL KNAYSSE, fARM 2)
ANC 4945 Soil, a tropical forest [Sumatra, Indonesia

ANC 5033 River water Eufrat, Birecik, Turkey

ANC 5581 Mud, a creek bank LetafFovice, Czech Republic

ANC 5579 Mud, a creek bank Letarovice, Czech Republic




Table 2. Metabolic and physiological features of the novel species and Acinetobacter

species with validly published names.

a o 2 o @ @ 2 2
Characterist 8 § Ef $= & 3 2 g . &2 ¢ % 2 8 4 % 2 05 o g = & 2 3% - = £ 0 s A
aracteristic 3 2 v E = 5 8 g é 8 2 H I3 = ﬁ 2 s 2 é £ 5 2 2 S % % § H = 3 :-fa 2 § B g £ £ k] = 8 2 § § § g 3
s = g E 2 2 85 3§ & 8 4 § & & 2 35 3 £ £ B s g = g ¢ & € g § 8 & & B 2 3 g § 8§ & B E g g 2
E < < < < < < < < < < < < < < < 43 < < < < < < < < < < < < g < < < < < < < < < < < < < < < <
Number of strains 16 8 1 25 5 16 25 1 1 11 6 9 9 5 6 1 1 17 9 16 1 2 30 1 16 7 20 10 20 3 7 6 2 2 12 3 22 16 5 1 2 2 29 16 5 9
Growth at 44 °C B B + B B B B B B B - - D B - D - - B T 95 - 100 - - B B B - o180 - B B - - 3wWW) -
Growth at 41 °C - + 60 (-) - - - - - 9() 50W (D) D - - + - - 94 (+) - + - + 6(-) - + - + + - - - + - + 94 (+) 80 (+) - + - +
Growth at 37 °C + - - + + + + - D + 91() - + + + o+ o+ D + + - +  10W (D) + O FW) o+ 90(+) o+ o+ - + + + o+ + + + + - + + + + +
Growth at 35 °C + - - + + + + - o+ o+ + + + o+ o+ + + + - + + + + + + + + + D + + + o+ + + + + + + + + +
Growth at 32 °C + + + + + + + + o+ + - + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Acidification of D-glucose + + + - 88 (+) - - 91 (-) + - - + - - 75 (+) - - - 19 (1) - + - 95 (+) - - - - + + - - 13 (-) 89 (+)
Hemolysis of sheep blood - - - - - + - 80W ( - - - - 89 (+) + - - - - - + + - - 60W () 50() - - + - - - - - + - - - - - - 60 (+) - + - - - + +
Liquefaction of gelatin - - - - - 13 () - - - - - - + + - - - - - +  94(+) - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - 80 (+)
Acetate + + - + + + + + + o+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
trans-Aconitate - - 92(+) + 38 (-) - + + 44 (1) 11() - - 12 () - 63 (+) 6(-) - 60 (+) - + - + - - - + + + - 6 (- - 56 (-)
Adipate - 88(+) - 88(+) + - 63(4) - - - + 0 2() + -+ + + - - - - - - 8L(+) 14() 95(+) - + 3 - 67() - - + - 41() 63() + - - - + 69() 20() 89(+)
B-Alanine - - + - - + - -+ 91() 89 (+) + - + 94(+)  + - - - - - - - 85(#) - 90 - + - - ol - 88() - - - - - s
4-Aminobutyrate - - - + + + + + S+ - + + - -+ - 8D D + - - 83(+) 86(+) + 8(+) - + - + + - D() 50() + + - + + + - - - 19 () + +
L-Arabinose - 84(+) - - - - 27() - - - - - - - - - - - - + - 85 (+) - - - - - - - - - 19 (-) -
L-Arginine - - - + + - - + -+ o+ - + + - - - - - + 94>+ - - 83(+) 93(+) - - + + - + - - + - - 83(+) - - + + + 50(4) - - 19() + +
L-Aspartate + - + + + + + -+ + + 11(9) - + D + - 31() - - 83(+) 21(+) - - + - + + - 50() 50() - - + + + - 97TW (+) - - 11 (D)
Azelate - 88(+) - 88(4) + 63 (+) - - - + 0 22() -+ + + - - 50() - - - + - 95(H#) - - - 67() - - + - 64() 63() + - - - + 81(+) 20(-) 89(+)
Benzoate + D) -84+ o+ - + 92(+) + + o+ + + + + + o+ o+ 88(+) o+ - + B0(+) 97(+) 79(+) + 88(+) + 90(+) - 90(+) - + + D - + 4+ 9l(+) 94(+) + + - + 52(-)  88(+) + +
2,3-Butanediol 19 - - + + - + + S+ - - - 33() + - + - - - 67() - + 6() 14() 90(+) - 85(+) + 29(+) - + + + o+ 32() o+ + + - 50() - 81 (+) - -
Citraconate - - - 40 (+) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - -
Citrate (Simmons) 56 + + + + + + - + + 91(D) - + + + B0(+) + - + + 75(+) - - 0(¢) 79() - 13 () - + - + - + + - 50() - + BOW (+)  + + + - - + 25(-) + +
Ethanol + - - 96(+)  + + + + o+ 01(+) o+ 11() 80 o+ o+ +22() 94(+) + + + 93 (+) + + + + + + o+ - + + 4+ 95(+) + + + + + + + + =
Gentisate - B0(+) - 4() - 46 - - - - 33() + - - - 18() 11(%) 81(H) - - - 10() - 25() - 43(+) + - - S A1) 5 - - - - 89 (+)
D-Gluconate - + - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - -
D-Glucose - - + - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - -
L-Glutamate 50 + + + + + + + o+ o+ + + + +33(+) + o+ + + + - 50(+) + + - 6 () + + - + + 86(D) + + + + +  -(D + + + + 50 (+) + 25 (-) + +
Glutarate 88 - 9%+ D + + + 91(D) + + - 83(+) + o+ + D) - - - - 95(+) - 90(+) + + 33() 50(+) - + 4+ 95(+) o+ + - 9T 19() 89 (+)
Histamine - - - - - 63 (+) - - - 11(-) - - - 65 (+) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
L-Histidine 25 - - 9%+ - +94(+) + -+ - + + + - - -9+ + - - - 93(+) - - + + - + - - + - - -+ - 94 (+) + + + - - - + +
4-Hydroxybenzoate -o88(H) - 92(+) o+ 88(+) 92(+) - + 91(+) - + + + - 4+ - 88(+) 89(+) B1(+) - - 20 () - - - 80(+) - = I + + + -+ BA(+) 94(+) + + - 97 (+) - +
DL-Lactate + + - + + - + + + o+ + + + + + + + + + + - + + + 93(+) + 89(+) - + - + + + + + + + + + + + + - + + 6(-) - +
L-Leucine - 88(+) 93 (+) - - 91 (-) - + + - - +  88(+) - 14(-) - - - 95 (+) - 95 (+) - 83 (-) - - 92(+) + 94 (-) + - - + +
Levulinate - - - 240 - - - - - - 91() 50() 11() - - - - - - - - - - - - - 56 - 5( - - - - - - - 6 (- - - - - - - - -
D-Malate 6 3BW (W) - 92(+) D(+) + 88(+) D -+ DO - 89 (+) + - - + 94 +  88(+) - 10W(-) 79(0) - 19W() D + - 95(+) 67 - + - - - 95W (+) 88(+) 80 (D) + 50(-) +W 13 (+) + +
Malonate - + - 88(+) o+ + - + -+ o+ + + 22() - 17() - - 18() 78(+) - + - 73 () - - 6() - 20(#) - 95(#) - + 67(+) - W+ - 75+ + + - - - - + +
L-Omithine - - 76() - - -+ o+ - 89(+) 89(D) - - - - 56(+) - - - - - - 95(+) 20(-) 95(+) - - S - - - - 81() - + - - @
Phenylacetate 63 - - 84(4) - - 25(-) - -+ + 67 (+) + 89 (+) - - + + 65 (+) + - - + - - + 69 (+) - 85 (+) - 75(+) 33 71(+) 83(-) - - + + - 88 (+) + + - - - 75 (+) - +
L-Phenylalanine - - 84(+) - - - - + - + 89 (+) - + - 89 (+) - - - - - 85 (+) - 75+ - - + - - 92(+) + 88 (+) + + - 38 (-) +
Putrescine - - - 96 (+) - - - - - D + - + + - - - - - - - - - - - - - 95 (+) - + - - - - - 92(+) - - 81(-) - + - - - - - 78 (+)
D-Ribose - 76(%) - - - 45() - - - - - - - - - 80(+) - 35() - - - - - - - - - - - 13(-) 22 (+)
L-Tartrate - - - 32() - - - 16 (-) -+ 9() - 22 () - - - - - - - - - - 37() - - - - - - 85(+) - + - - - - - 18¢( 31(+) 20(-) + - - - - - -
Tricarballylate 69 + - 92(+) 80(+) 38() 4() - + o+ 44() 11() 80 12¢) - - - - - 6() - 95(#) - - T1() o+ - - 45 (+) + + + - - 56 (-)
Trigonelline - - 60(+) + - + - - - 9() - 67 (+) - - - - - 59 (-) - - - - - - - - + 20 (-) - 20(+) - - - 50 (-) + - - - - + - 50 (+) - - - - +
Tryptamine - - - - - - - - - - - 22(D) 11(+) - - & - 82 (+) - - - - - - - - - - - - - 57(-) 50(+) - - - + - 6 () - - - - - - - D
No. of differences* 4(4) 8(1) 5(11) 12 6( 4(3 5(3) 0 9 10() 3(1) 11(4) 8() 4(1) O 9 0 3(4) 7@ 46 2(1) 0(1) 0(5) 0(3) 1(1) 1(3 4(1) 5(100 2(1) 8(8) 4 4 9(1) 1 4(1) 44 5 01 50 13 11(1) 4(1) 0( 2(3) 0(1) 6(2 11(3)

* Number of differences in individual characters between Taxon 36 and another species. Only the homogeneous characters (i.e. those which were either positive or negative in all strains of a species) are considered (highlighted in yellow). In addition, the number of characters for which the difference in the percentages of positivity between two species is 275% is indicated in parentheses. Of the
temperature growth tests, only the test at 37°C was taken into account.

For strain-dependent reactions, results for type strains are given in parentheses.



Discussion générale

A.baumannii est une bactérie Gram négatif opportuniste associée a des infections
nosocomiales et communautaires, notamment chez les patients immunodéprimés (Kempf and
Rolain, 2012; McConnell et al.,, 2013). Le nombre des souches multi-résistantes aux
antibiotiques, notamment aux carbapénémes, n’a cessé d’augmenter ces derniéres années, alors
que ces molécules étaient considérees il y a encore peu de temps comme traitement de choix
(Magiorakos et al., 2012; Reddy et al., 2010). Ainsi, du fait de la capacité remarquable
d’acquérir des déterminants de la résistance, de résister a la dessiccation et de survivre sur les
surfaces inanimées, A.baumannii a été impliqué dans des épidémies de grande ampleur (Peleg
et al., 2008).

La compréhension des caractéristiques moléculaires des souches est une stratégie clé pour
suivre les épidémies et contrdler la diffusion d’A.baumannii aussi bien dans les hopitaux que
dans lacommunauté. (Rafei et al., 2014b). Ainsi, alors que I’épidémiologie hospitaliére de cette
bactérie est relativement bien comprise, celle extrahospitaliere reste encore une énigme, méme
si des études en dehors d’un contexte infectieux ont été réalisées (Berlau et al., 1999a; Seifert
et al., 1997; Towner, 2009). Par conséquent, une meilleure connaissance des réservoirs
communautaires semble indispensable pour mieux cerner I’épidémiologie globale de la
bactérie, et pour mieux comprendre ses interactions avec 1’hdte. Dans notre travail, le but était
d’essayer d’apporter des ¢léments de réponse en étudiant 1’épidémiologie et 1’écologie

d’Acinetobacter spp au Liban.

Axe 1 : Quelle est I’épidémiologie moléculaire d’A.baumannii circulant dans les hopitaux
au Liban au cours de ces derniéres années ? Les clones identifiés sont-ils identiques a ceux
identifiés mondialement et dans des études précédentes, ou ont-ils une distribution

particuliere ?

Au Liban, les premiéres données épidémiologiques d’A.baumannii étaient limitées sur
I’étude de quelques souches résistantes aux carbapéneémes isolées a Beyrouth ou des épidémies
associées aux trois clones internationaux ont été décrites entre 2004 et 2007 (Di Popolo et al.,

2011; Zarrilli et al., 2008). Des études avancées ont commence avec les travaux de Rafei et al.
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en 2014, qui ont comparé 1’efficacité de quatre méthodes de typage sur une collection de 42
souches isolées a Beyrouth et Tripoli. (Rafei et al., 2014c). Dans une étude ultérieure, ce méme
groupe a rapporte la prédominance a Tripoli, des souches appartenant au clone international 2
et portant le variant OXA-66 du géne blaoxa-s1 (Rafei et al., 2015b). Afin de dresser un portrait
de I’épidemiologie moléculaire d’A.baumannii au cours de ces dernieres années, nous avons
étudié 119 souches isolées entre 2013 et 2015 par MLST et PFGE.

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a montré que 76.5 % des souches analysées
étaient résistantes aux carbapénémes. Récemment, Dahdouh et al. ont rapporté une prévalence
de 90% sur 90 souches isolées des patients libanais (Dahdouh et al., 2016). Toutefois, ces taux
ne représentent pas la prévalence réelle de la résistance chez A.baumannii au Liban, mais ils
étaient concordants avec les résultats de 1’étude rétrospective nationale réalisée par la société
Libanaise des maladies infectieuses qui a montré que le taux de résistance aux carbapénémes
chez Acinetobacter spp avait augmenté dramatiquement de 57.6% en 2011 a 84.5% en 2013
(Chamoun et al., 2016). Des pourcentages élevés ont également été retrouvés dans d’autres
pays : 66% en Syrie (Hamzeh et al., 2012) ; 85% en Iran (Hojabri et al., 2014) ; 70% en Egypte
(Al-Agamy et al., 2014) ; 69% en Arabie Saoudite (Al-Sultan et al., 2015) ; 48% en Algérie
(Bakour et al., 2013) ; 47% en Tunisie (Ben Othman et al., 2011) ; 57% en Gréce (Gogou et
al., 2011). Toutes ces observations montrent une situation alarmante qui est en partie le résultat

d’une utilisation mal contr6lée des antibiotiques dans le traitement des infections.

L’un des principaux mécanismes sous-tendant cette résistance aux carbapénémes est lié a
’acquisition et a la production des oxacillininases a activité de carbapénémase notamment
I’OXA-23 (Potron et al., 2015). En effet, des nombreuses épidémies hospitalieres a
A.baumannii multi-résistants et portant le gene blaoxa-23 ont été décrites a travers le monde
(Fouad et al., 2013; Merino et al., 2014; Principe et al., 2014; Zowawi et al., 2015). De fagon
similaire aux études précédantes (Dahdouh et al., 2016; Rafei et al., 2015b), nous avons trouve
que le géne codant pour cette carbapénémase était prédominant (83 souches) et semblait avoir
une situation endémique a la fois a Tripoli et a Beyrouth. En outre, nous avons rapporté pour la
premiere fois au Liban la coexistence chez une méme souche de deux carbapenemases (OXA-
23 et OXA-24 ou OXA-58), et la présence du géne codant I’OXA-143 chez une autre souche.
Enfin, apres une premiére description chez des patients syriens rapatriés (Rafei et al., 2014a),

le géne NDM-1 a été détecté chez quatre souches dans notre étude.
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L’étude de la structure de la population par MLST a révélé que 68% (81/119) des souches
appartenaient au clone international 2, et particulierement au ST2 qui semble largement
distribué au Liban. Ces résultats sont concordants avec ceux de Rafei et al. et rejoignent
également la situation mondiale (Karah et al., 2012; Rafei et al., 2015b; Zarrilli et al., 2013).
Par ailleurs, nous avons retrouvé un méme clone (C)/ST2, distribué a la fois a Tripoli et a
Beyrouth. Des résultats similaires ont été rapportés au Royaume-Uni ou un méme clone défini
par PFGE a été reparti dans environ 60 hopitaux, mais également au Liban ou un cluster
prédominant (A’/ST2) a regroupé des souches de plusieurs hopitaux (Rafei et al., 2014c; Turton
et al., 2009). Ainsi, ceci nous améne a nous demander si le clone identifié dans cette étude est
similaire a celui de 1’étude précédente, constituant un clone particulier et spécifique du Liban,

ou s’il constitue un nouveau clone émergent dans ce pays.

Au-dela du clone international 2 regroupant le ST2 et ses variants, les clones
internationaux 1 (CC1) et 7 (CC25) sont responsables des épidémies & A.baumannii et ont été
décrits comme des clones émergents en Europe, Asie, Afrique, Amérique et Australie. Au
Liban, des souches appartenant a ces clones et portant les génes blaoxa-23 et blanpm-1 ont été
rapportées dans une étude précédente. Dans notre étude, le ST1 a été détecté chez une seule
souche alors que le ST25 chez six souches dont uniquement une résistante aux carbapénémes.
Ceci peut mettre en évidence un réle potentiel des hdpitaux comme un réservoir des
déterminants de la résistance aux antibiotiques. Un autre clone émergent, le ST85, identifié
pour la premiére fois en Grece, puis en France, Espagne, Turquie et Liban, a été longtemps
associé avec la carbapénémase NDM-1 (Bonnin et al., 2013b; Decousser et al., 2013; Gogou
et al., 2011; Heydari et al., 2015; Mosqueda et al., 2013; Rafei et al., 2014a). Nous avons pu
isoler trois souches appartenant a ce clone dont deux produisaient NDM-1 et une souche
I’OXA-23. D’autre part, plusieurs ST sporadiquement rapportés chez des souches sensibles
dans 1’étude précédente (ST 103, ST154, ST46, ST6, ST284, ST150, ST108) n’ont pas été
détectés dans notre étude et ont été remplacés par ST636 et le ST193. En outre, nous avons
décrit pour la premiére fois 18 nouveaux STs. Ces résultats pourraient montrer que les souches
qui n’appartiennent pas aux clones épidémiques sont incapables de persister en milieu
hospitalier et supportent le fait que le génome d’A.baumannii est en évolution continue (Wright
etal., 2014).
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Aujourd’hui, le développement des nouvelles méthodes d’identification performantes a
permis de mettre en évidence le rble des autres espéces du genre Acinetobacter dans les
infections humaines notamment, A.nosocomialis et A.pittii, bien qu’elles soient souvent
associees a des conséquences cliniques moins séveres (Chusri et al., 2014). Nos travaux ont
permis pour la premiere fois de décrire au Liban deux souches d’A.pittii résistantes aux

carbapénemes par production d’OXA-72 et de NDM-1.

Axe 2 : Quelle est I’écologie d’Acinetobacter spp au Liban ? Quelles sont les espéces qui

circulent en dehors des hdpitaux ? Existe-t-il des clones déja identifiés en pathologie ?

Dans le but de caractériser des potentiels réservoirs des souches circulant dans les
hopitaux, nous avons investigué diverses niches écologiques pour la présence d’Acinetobacter

spp et particulierement A.baumannii.

La présence des Acinetobacter dans 1’environnement a été bien documentée. Ainsi,
I’utilisation des techniques moléculaires a permis d’identifier les especes de ce genre
notamment dans les sols contaminés par les hydrocarbures, des eaux de source naturelle, des
eaux usées, des boues actives et des sédiments. De méme, plusieurs nouvelles espéces ont été
décrites a partir des sites environnementaux (Al Atrouni et al., 2016b). Dans cette étude, la
prévalence de ces bactéries dans le sol était 18.8%, ce qui était similaire a celle retrouvée par
Rafei et al. au Liban (17.6%) (Rafei et al., 2015a) et significativement inférieure a celle
retrouvée par Houang et al. en Hong Kong (37%). En outre, 8% des échantillons d’eau étaient
positifs pour Acinetobacter spp, alors que le pourcentage était d’environ 18% dans 1’étude
précédente (Rafei et al., 2015a). Il est a noter que dans la premiére étude, un nombre limité
d’échantillons (124) a été collecté, principalement au Nord du Liban, alors que notre étude
incluait 641 échantillons prélevés dans des régions différentes au Liban. Et comme la
température et I’humidité ne sont pas suffisamment constantes, ces différences mettent en
évidence un rdle potentiel des facteurs climatiques qui pourraient influencer la prévalence de
ces bacteries dans 1’environnement. Toutefois, ces observations sont & tempérer puisque nous
n’avons pas pris en compte 1’effet réel de la saison (période de collecte : automne et hiver) ainsi
que les caractéristiques biochimiques des échantillons collectés. De fagon remarquable, le sol
et I’eau étaient des niches pour plusieurs especes d’Acinetobacter, notamment A.pittii et

A.calcoaceticus. Concernant A.baumannii, 12 souches ont été isolées surtout de zones polluées

135



(industrie, jardins publics, eau usée), alors que 5 souches ont été détectées précédemment,
uniquement dans 1’eau de puits ou 1’eau de source (Rafei et al., 2015a). L étude par MLST des
souches environnementales d’A.baumannii nous a permis d’identifier majoritairement une
population constituée de 9 nouveaux STs. Parmi les STs déja identifiés, nous avons identifié le
ST271, qui a également été détecté chez des souches cliniques en Espagne (Donnée non
publiée) (http://pubmist.org/ abaumannii) et le ST350, qui a été détecté chez des souches animales
en Suisse (Donnée non publiée) et plus récemment chez des souches cliniques résistantes aux
carbapénémes en Bulgarie (Pfeifer et al., 2016). Cependant, nos observations n’étaient pas
concordantes avec celles de Rafei et al. qui ont pu identifier dans 1’environnement des STs
(ST1, ST46, ST108) également retrouvés chez des patients libanais (Rafei et al., 2015a) (figure
6). Les auteurs avaient suggéré que les infections étaient communautaires, ce qui ouvre des
questions sur I’origine des souches et sur la capacité des interactions entre les différentes niches

écologiques.

Bien que les Acinetobacter spp aient été frequemment décrits dans 1’environnement, leur
présence chez les animaux a également été mise en évidence. En effet, plusieurs études ont
rapporté exclusivement des cas d’infections chez des animaux hospitalisés comme des
bactériémies, des infections de plaies, des abces, des infections post-chirurgicales ou des
infections urinaires (Black et al., 2009; Boerlin et al., 2001; Endimiani et al., 2011). En outre,
Acinetobacter spp et notamment A.baumannii ont également été isolés en état de portage chez
les animaux (Al Atrouni et al., 2016b; Hamouda et al., 2011; Kempf et al., 2012a). Dans notre
étude, nous avons montré qu’approxamativement 9% des animaux étaient colonisés par
Acinetobacter spp. Ce pourcentage était similaire a ceux rapportés sur 1’lle de la Réunion (6.5
% et 8.5%) (Belmonte et al., 2014; Pailhories et al., 2015b). Cependant, dans ces derniéres
études, les auteurs ont recherché chez les animaux de compagnie uniquement la présence
d’A.baumannii alors qu’ici A.baumannii, A.johnsonii, A.pittii et A.junii ont été détectés chez
ces animaux. Au Liban, Rafei et al. ont rapporté 1’isolement de 110 souches d’Acinetobacter y
compris 30 A.baumannii a partir des échantillons animaux analysés alors que dans nos travaux,
nous avons isolé uniquement 22 souches (Rafei et al., 2015a). En effet, les animaux ont été
prélevés dans des cliniques vétérinaires et des fermes différentes et par conséquent un mode de
vie qui semble étre différent. Toutefois, ces résultats soulignent le fait que les animaux peuvent
véritablement constituer un réservoir extrahospitalier de la bactérie, et interrogent sur leur

implication dans les infections communautaires.
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Afin de comprendre si les isolats d’A.baumannii d’origine Vvétérinaire partagent des
caractéristiques moléculaires communes avec ceux décrits chez ’homme, Endimiani et al. ont
analysé 19 souches isolées des animaux de compagnie et des chevaux infectés et hospitalisés.
De facon remarquable, ils ont identifié deux clones majoritaires constitués de ST12 et ST15 qui
appartiennent aux clones internationaux 2 et 1 respectivement (Endimiani et al., 2011). De
méme, dans une autre étude, Zordan et al. rapportent I’isolement de 56 souches d’A.baumannii
appartenant aux clones internationaux 1-3 chez 137 animaux hospitalisés dans différents
cliniques vétérinaires en Allemagne (Zordan et al., 2011). Cependant, la situation chez les
animaux en communauté est différente et des résultats discordants ont été parfois rapportés.
Dans une étude réalisée sur I’Ile de la Réunion, et dans le cadre d’une investigation des animaux
de compagnies pour la présence d’A.baumannii, Belmonte et al. ont identifié un méme clone
(> 90% de similarité en champ pulsé) appartenant au ST25 (un clone international responsable
des épidémies chez I’homme) chez 8 animaux parmi les 9 porteurs de la bactérie. Pour expliquer
I’homogénéité de ce clone, les auteurs ont suggeré que les animaux pouvaient étre contaminés
lors d’une hospitalisation préalable ou via un autre réservoir comme les animaux errants, les
insectes ou les oiseaux (Belmonte et al., 2014). Dans une étude ultérieure conduite par
Pailhories et al. au sein des mémes cliniques vétérinaires, 12 souches d’A.baumannii plus
diversifiées ont été isolées, mais le clone ST25 n’a pas été détecté (Pailhoriés et al., 2015b).
Rafei et al. ont rapporté une diversité plus importante dans leur étude, ou 28 STs dont 21
nouveaux ont été décrits (Rafei et al., 2015a). Dans notre étude, 3 STs ont été identifiés. Le
ST20, qui a été isolé d’un prélevement rectal d’un chat, a été rapporté dans plusieurs cas
d’infections chez I’homme (Di Popolo et al., 2011; Jeannot et al., 2014), mais également chez
les animaux de compagnie en Suisse (Endimiani et al., 2011). Le ST23, qui a éte isolé de la
flore buccale d’un autre chat, a aussi été rapporté chez des patients hospitalisés en Norvége
(Karah et al., 2011b). Cependant, aucun des STs identifiés chez les animaux dans les deux

études réalisées au Liban, n’a été détecté chez des patients (figure 6) (tableau 6).

Recemment, dans le cadre de la surveillance de la résistance chez les animaux en France,
Lupo et al. ont montré sur 41 souches d’A.baumannii isolés des animaux de compagnie dans
les régions lle de France et Rhéne-Alpes, I’existence de 7 souches isolées d’infections urinaires
appartenant au clone ST25, et partageant plus de 98.8 % de similarité par rep-PCR (DiversiLab)
(Lupo et al., 2016). Ces souches produisant I’OXA-23, ont été isolées d’animaux dans la méme
clinique vétérinaire mais également d’animaux éloignés et non apparentes. Ces résultats

supportent ceux d’une étude récente rapportant la présence des souches identiques chez les
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animaux de compagnie dans la région de Nantes (Hérivaux et al., 2016), ce qui suggére par
conséquent une diffusion d’A.baumannii (ST25) portant le gene blaoxa-23 chez les animaux de
compagnie et met en évidence une potentielle situation endémique inquiétante (Lupo et al.,
2016).

Malgré leur capacité a causer des infections séveres, plusieurs études ont montre que les
membres du genre Acinetobacter pouvaient coloniser la peau et les voies intestinales (Al
Atrouni et al., 2016b; Kempf et al., 2012a; Li et al., 2015a). Cependant, les souches isolées
dans un contexte de colonisation sont rarement étudiées au niveau moléculaire. Zeana et al. ont
comparé 103 souches d’A.baumannii issues de 2 hdpitaux a New-York et 23 souches prélevées
sur des mains de femme de ménage vivant a proximité des 2 hdpitaux en question. L’analyse
des souches par PFGE a montré des clones clairement distincts entre la communauté et 1’hdpital
(Zeana et al., 2003). D’autres observations ont été rapportées sur 1’lle de la Réunion ou une
population diversifiée de 8 STs différents a été identifiee chez des souches d’A.baumannii
isolées dans un contexte de portage rectal (Pailhoriés et al., 2015b). Au Liban, nous avons
montré que le taux de portage cutané chez 377 participants était de 3.4%, et aucune souche
d’A.baumannii n’a été isolée. Ce pourcentage était significativement inférieur a celui rapporté
dans la littérature, et aucune conclusion générale ne peut étre tirée dans ce périmétre parce que
d’une part, les participants ont été investigués une seule fois dans cette étude, et d’autre part,
pour des raisons éthiques, nous avons uniquement étudié la colonisation au niveau de deux sites
cutanés (orteils, fosse fémorale). Cependant, la présence de 12 souches d’A.baumannii isolées
lors de dépistage systématique de la colonisation (rectale, nasale, axillaire) dans le service de
soins intensifs et qui appartiennent au clone international 2 (ST2) souleve des questions sur

I’origine communautaire des souches hospitaliére (articlel).

Dans ce travail, nous avons également investigué la présence d’Acinetobacter dans
certains produits destinés a 1’alimentation. Ces bactéries ont été détectées sur 30 échantillons
de végétaux parmi les 100 analysés. Des études anciennes réalisées a Londres et Hong Kong
ont également montré la détection d’Acinetobacter sur les végétaux avec des pourcentages de
17 et 50% respectivement (Al Atrouni et al., 2016b). Récemment et de fagon alarmante,
Carvalheira et al. ont rapporté la détection au Portugal d’Acinetobacter spp multi-résistants y
compris A.baumannii sur environ 80% des échantillons de végétaux et de fruits et dans tous les
échantillons de viande analysés (Carvalheira et al., 2017a, 2017b). Malgré les différences de

prévalences, ces observations montrent que les aliments peuvent représenter un réservoir
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potentiel de ces bactéries. D’autre part, des études réalisées aux Etats Unis, au Kenya et en
Corée ont rapporté ’isolement d’Acinetobacter spp du lait avec des prévalences qui varient
entre 0.3% et 7.7% (Gurung et al., 2013; Jayarao and Wang, 1999; Nam et al., 2009; Ndegwa
et al., 2001). Au Liban, 5% des échantillons de lait bovin collectés étaient positifs, ce qui était
Iégerement supérieur au pourcentage détecté par Rafei et al. qui ont pu isoler uniquement une
souche d’A.baumannii dans 37 prélevements (Rafei et al., 2015a). En outre, nous avons montré
que 3 poissons étaient colonisés par Acinetobacter, alors que des études précédentes montraient
par des approches méta génomique que ces bactéries étaient abondantes dans 1’écosysteme
intestinal des poissons (Etyemez and Balcazar, 2015; Hovda et al., 2007). En se basant sur les
données de la littérature ainsi que sur les nétres, il est clair que ce genre d’aliments peut

constituer un réservoir potentiel de ces bactéries opportunistes.

Parmi les souches d’Acinetobacter isolées en dehors des hdpitaux, uniqguement deux
souches d’A.calcoaceticus isolées des végétaux consommables et portant le géne blaoxa-72 ont
été resistantes aux carbapénémes. La présence des souches d’Acinetobacter spp productrices de
carbapénémases a bien été documentée dans 1’environnement (Al Atrouni et al., 2016b) et chez
les animaux de compagnie et d’élevage (Bayssari et al., 2015; Hérivaux et al., 2016; Pailhoriés
et al.,, 2016b). D’autre part, nous avons montré la présence des souches d’A.baumannii
productrices de I’OXA-23 et ’OXA-58 en état de portage asymptomatique chez des patients
admis dans les hopitaux libanais. Les résultats obtenus de ces études renforcent les données de
la littérature sur 1’existence des potentiels réservoirs de résistance aux antibiotiques en milieu

communautaires (homme et animaux) et environnemental.

L’analyse des données sur les souches d’A.baumannii rapportées dans ce travail et dans
la littérature met en évidence un tableau épidémiologique bien particulier. 1l est clairement
identifié que les infections humaines et les infections des animaux hospitalisés dans les
cliniques vétérinaires sont souvent causées par des souches multi-résistantes qui appartiennent
aux clones internationaux majeurs (ex :ST2, ST1,ST3), alors que dans I’environnement et en
portage communautaire (chez ’homme et chez les animaux), les études ont montré tantdt une
diversité des séquences types qui ont été rarement decrits en cas d’infection, ce qui souléve des
hypotheses sur 1’existence des clones qui peuvent s’adapter uniquement dans une niche
écologique particuliére, et tantdt la présence des souches qui appartiennent aux clones
internationaux (ex :ST25). Cependant pour ces derniers, il manque des informations tres

importantes telles que la présence d’une hospitalisation et d’une infection préalables des
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hommes et des animaux porteurs. Finalement, a partir de ces données empiriques, il est difficile
d’élucider les interactions entre ces niches écologiques, méme si des ST communs ont été
identifiés. Par conséquent, I’existence de lien entre les réservoirs communautaires et

hospitaliers reste toujours aujourd’hui soumise a débat.
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Figure 6: Analyse de la population d’A.baumannii par eBurst

Les points rouges et bleus représentent les STs des souches cliniques et extrahospitaliers détectés
respectivement dans notre travail
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Tableau 6: Recapitulatif des STs décrits chez A.baumannii en dehors d'un contexte infectieux

Origine et contexte Pays STs Reference
Environnement (eau)  Liban 1, 46, 108, 294 (Rafei et al., 2015a)
Environnement (eau  Liban 271, 350, 813-821 Ce travail

et sol)

Animaux de Liban 46, 118, 138, 164, (Rafei et al., 2015a)
compagnie et 221, 250, 286-294,

d’élevage (selles/ 464-476

rectum/ gueule)

Animaux de Liban 20, 23, 822 Ce travail
compagnie

(rectum/gueule)

Produits alimentaires  Liban 13, 193, 216, 286, (Rafei et al., 2015a)
(lait, viande, fromage) 295, 296,

Hommes (rectum) Liban 2, 25,52, 600 Ce travail
Environnement Ile de la Réunion 1,583 (Pailhories et al.,
(Sol/boue) 2015b)

Animaux de Ile de la Réunion 2,25, 103, 164, 203, (Belmonte et al., 2014;
compagnie et 278, 386, 479-482, Pailhoriés et al.,
d’élevage 581, 586, 587 2015b)
(Pharynx/rectum)

Hommes (rectum)

lle de la Réunion

107, 126, 150, 336,
360, 406, 582, 584

(Pailhories et al.,
2015b)

Animaux de
compagnie
(Pharynx/rectum)

France

25, 250, 753

(Hérivaux et al., 2016)

141



Conclusion et perspectives

Nos travaux visaient a analyser 1’épidémiologie et 1’écologie d’Acinetobacter spp au
Liban au cours de ces derniéres années. En pathologie humaine, nous avons mis en évidence
une large dissémination des souches d’A.baumannii résistantes aux carbapénémes, portant le
géne blaoxa-23 et appartenant au clone international 2, ce qui a été concordant avec les résultats
décrits ailleurs dans le monde. En outre, nos études étaient les premieres a rapporter

I’émergence des souches non baumannii multi-résistantes dans ce pays.

En milieu extrahospitalier, la situation était différente. Nous avons noté la présence de
plusieurs réservoirs avec les Acinetobacter non baumannii les especes prédominantes. Malgré
la faible prévalence, une population non clonale d’A.baumannii sensible & la plupart des
antibiotiques a été caractérisée. Néanmoins, deux souches d’A.calcoaceticus résistantes aux
carbapénémes et productrices d’OXA-72 ont été identifiées sur les végétaux. Le typage par
MLST a montré la circulation des séquence types différents de ceux isolés en clinique lors des
infections humaines, ce qui suggere I’existence des niches potentiellement environnementales
ou animales. D’autre part, nous avons isolé chez les animaux plusieurs souches qui semblent

étre une nouvelle espéce au sein du genre Acinetobacter.

Cependant, ces résultats ne constituent qu’une premiére avancée vers la connaissance de
I’épidémiologie de ces bactéries opportunistes dont les mécanismes de transmission a I’intérieur
des hopitaux restent encore mal connus. Ceci ouvre des nouvelles perspectives pour des

prochaines études a plus large échelle :

e Rechercher la présence des nouveaux STs décrits dans I’environnement et chez les animaux
dans un contexte d’infection humaine ou animale.

e Explorer les potentielles voies de transmission de la bactérie entre les animaux porteurs, leurs
propriétaires, et leur environnement (domicile)

e Déterminer la prévalence de portage digestif d’A.baumannii dans la communauté et comparer
les souches avec celles qui sont isolées dans un contexte infectieux dans les hopitaux

e Etablir une ¢étude pour rechercher la présence d’A.baumannii dans 1’environnement

hospitalier (surfaces, matériaux...)
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e Rechercher la présence des souches d’A.baumannii appartenant aux clones internationaux
dans I’environnement et chez les animaux en dehors d’un contexte infectieux pour étudier
leurs caractéristiques par genomique comparative (NGS). Ce projet a déja été mis en place et
plusieurs souches appartenant au clone international 1 et 2 ont été sequencees.

e Etudier la pathogénicité et les facteurs de virulence des souches d’A.baumannii isolées dans
ces différentes études en réalisant des expérimentations in vitro et in silico par génomique
comparative (NGS)

e Rechercher et identifier les autres espéces d’Acinetobacter impliquées dans les infections

humaines au Liban
Enfin, la question globale de la raison d’une grande diversité des clones retrouves en

milieu extrahospitalier, en parallele de la sélection de certains clones en milieu hospitalier reste

une énigme intéressante pour les annees a venir.
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Résumé

Les Acinetobacter sont des bactéries opportunistes
impliquées dans les infections nosocomiales.Le but de ce
travail était d’étudier leur épidémiologie et écologie au
Liban.Tout d’abord, nous avons analysé 119 souches
d’A.baumannii isolées de plusieurs hépitaux. 76.5 % étaient
résistantes aux carbapénémes et le géene OXA-23 était le
plus fréguemment trouvé. Le typage par Multilocus
sequence typing a montré que le clone international Il était
majoritairement détecté. L’électrophorése en champ pulsé
a révélé que 72.6% des souches appartenant au ST2 ont
été classées dans un méme cluster qui semble étre
prédominant a Beirut et Tripoli. Ensuite, les réservoirs
extrahospitaliers ont été investigués sur 2361 prélevements
collectés au Liban. Au total, 171 souches ont été isolées
dans I'environnement, les produits alimentaires ainsi que
chez 'homme et les animaux. La majorité de ces souches,
globalement sensibles aux antibiotiques, était des
Acinetobacter non baumannii, Seuls 15 A.baumannii, de 14
STs différents dont 10 nouveaux ont été isolés. Enfin, nous
avons conduit une étude taxonomique approfondie sur
plusieurs souches d’Acinetobacter non identifiées au rang
d’espéce et retrouvées dans notre étude. Nous avons ainsi
caractérisé une putative nouvelle espéce. Ce travail a
montré que le Liban était un pays a forte endémie
d’A.baumannii résistants aux carbapénemes. Nous n’avons
toutefois pas mis en évidence de lien entre les souches
cliniques et extrahospitalieres, les clones correspondants
étant globalement différents. D’autres études sont
nécessaires pour élucider l'origine des souches multi-
résistantes émergeant dans les hopitaux.
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Acinetobacter spp, Acinetobacter baumannii, Liban,
Epidémiologie hospitaliére, Réservoirs extrahospitaliers,
carbapénémase, typage moléculaire, nouvelle espéce

Abstract

Acinetobacter spp are opportunistic bacteria widely
involved in nosocomial infections. The aim of this work
was to study the epidemiology and the ecology of these
bacteria in Lebanon. First, we have analyzed 119
clinical strains of A.baumannii. 76.5% of them were
resistant to carbapenems and the production of OXA-23
was the main mechanism. Multi-locus sequence typing
revealed the predominance of international clone II.
Pulsed field gel electrophoresis showed that 72.6% of
strains belonging to ST2 were classified in the same
cluster which appeared to be predominant in Beirut and
Tripoli. On the other hands, Acinetobacter reservoirs
were investigated on 2361 samples collected in
Lebanon. A total number of 171 strains have been
isolated in the environment, food, humans and animals.
The majority of these strains was identified as non
baumannii Acinetobacter and was susceptible to
antibiotics. Besides, typing of A.baumannii revealed the
presence of 14 STs including 10 new ones. Finally, we
tried to describe a novel species by conducting a
taxonomic study on several strains isolated in Lebanon
and other countries. Although the data may be limited,
this work has shown the endemic situation of
carbapenem resistant A.baumannii circulating in the
Lebanese hospitals while the extra hospital ones were
different. However, further studies are needed to
elucidate the origin of these emerging multidrug
resistant strains.
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