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RESUME

RESUME

De nombreuses études se concentre sur les Staphylococcus aureus se qui justifient
I’immense rdle qu’elle joue cette espece bactérienne en pathologie infectieuse humaine et
vétérinaire. La recrudescence de la multirésistance aux agents antimicrobiens constitue un
probléme majeur de santé publique dans le monde en raison des fréquences qui ne cesse
d’augmenter et provoquent des impasses thérapeutiques dans le prochain avenir.

Cette étude vise a isoler les souches de S. aureus a partir de différents services hospitaliers
de I’hopital de Ghardaia et d’évaluer leur sensibilité envers 14 antibiotiques de différentes
familles communément utilisés dans 1’antibiothérapie.

L’isolement de S. aureus est effectué a partir de plusieurs services hospitaliers en
couvrant diverses tranches d’ages et différents liquides biologiques (urines, liquide
céphalorachidien et pus). L’identification des souches est réalisée via les méthodes
classiques d’identification des bactéries (macroscopique, microscopique, biochimique et
enzymatique).

Les résultats montrent une variabilité de résistance entres les souches étudiées envers

les antibiotiques testés avec absence d’une multirésistance.

Mots clés : Staphylococcus aureus, pathologie, multirésistance, Ghardaia, antibiothérapie.



ABSTRACT

ABSTRACT

Many studies of Staphylococcus aureus are justified by the immense role it plays in
human and veterinary infectious diseases. The resurgence of multi-resistance to
antimicrobial agents is a major public health problem in the world due to the ever-
increasing frequencies and causing therapeutic deadlocks in the near future.

This study aims to isolate strains of S. aureus from different departments of Ghardaia
hospital and evaluate their sensitivity to 14 different antibiotics of different families
commonly used in antibiotic therapy.

The isolation of S. aureus was performed from several hospital departments, covering
various age groups and different biological samples (urine, cerebrospinal fluid and pus).
The identification of the strains has been carried out via the classical approaches of
identification of bacteria (macromorphological, micromorphological, biochemical and
enzymatic methods).

The resistance profile of the isolates has been studied against fourteen antibiotics via
the standard technique of diffusion of the antibiotic in agar. The results show variability in
resistance between strains studied against antibiotics tested with the absence of multi-

resistance.

Keywords:  Staphylococcus aureus, pathology, multi-resistance, Ghardaia,

antibiotictherapy.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Les staphylocoques sont des cocci Gram positif, non capsulés, trés résistants et peu
exigeants dans les culture In Vivo. Les principales espéces sont Staphylococcus aureus ; S.

epidermidis, S. saprophyticus, S. hominis et S. capitis (Delaras, 2004).

Les infections staphylococciques sont observées dans de multiples situations cliniques,
aussi bien en pathologie communautaire qu’en pathologie nosocomiale. Les espéces du
genre Staphylococcus sont les germes les plus souvent incriminés dans les infections
nosocomiales (15,7 %)(Sulaiman, 2016).

Les infections dues au Staphylococcus sont devenues de plus en plus difficiles a traiter
en raison de 1’émergence d’une résistance aux antibiotiques, cette résistance apparait plus
ou moins rapidement selon la plasticité génétique de la bactérie et la nature chimique des
antibiotiques telle que la méticilline (SARM). Actuellement, une résistance envers la
majorité des béta-lactamines est enregistrée (Bhat & Tenguria, 2014).

En Algérie, un nombre important de travaux scientifique a rapporté le rble que joue
I'environnement hospitalier dans le développement des infections nosocomiales dues au
Staphylococcus. En outre, I'environnement hospitalier est un réservoir de microorganismes

résistants, ce qui ouvre la voie pour des infections difficiles a traiter pour les patients.

Notre travail a pour objectif de déterminer le degré du risque des infections
nosocomiales dues aux Staphylococcus chez les patientes hospitalisées au niveau des
déférents services de 1’hopital de Ghardaia. Une identification des souches isolées est mise
en évidence. Les souches identifiées comme étant des Staphylococcus aureus sont soumis a

un criblage afin d’évaluer leurs résistances aux antibiotiques.

Pour se faire, une synthése bibliographique représentant la premiére partie de 1’étude
est réalisée afin de regrouper les informations essentielles sur les Staphylococcus aureus et

leur résistance aux antibiotiques.

Dans la seconde partie de notre étude, la méthodologie est représentée par les
techniques utilisées pour la réalisation de ce travail suivie des principaux résultats et leurs

discussions. L’étude est achevée par une conclusion générale et des perspectives.
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CHAPITRE | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Staphylococcus aureus

1.1. Histoire et découverte

Les staphylocoques furent observés pour la premiere fois a la fin des années 1800 par
Robert Koch et Louis Pasteur. Durant la méme période Rosenbach isolat pour la premiére
fois en culture pure Staphylococcus aureus (Corne, 2004). S. aureus est une bactérie a la
fois commensale et pathogene opportuniste (Gordon et Lowy, 2008). Cette espece
bactérienne peut coloniser ’'Homme et de multiple espéces animales a savoir : le porc, le
sanglier ainsi que le cerf rouge (Gordon et Lowy, 2008 ; Burns et al.,2014 ; Porrero et al.,
2014). Chez I’'Homme, S. aureus est peut-étre isolée a partir des fosses nasales, des aisselles

ou encore a partir du systeme gastro-intestinal (Wertheim et al., 2005).

Le nez est I’organe le plus colonisé chez I’étre humain. Le portage de la bactérie peut étre
temporaire ou permanent (Wertheim et al.,2005).Le portage permanent peut aller jusqu’a
50% de la population, en revanche, le portage temporaire est a peu prés 60% de la
population. Il et a noté que la durée du portage ne dépasse généralement pas une semaine
(Smith et al., 2001 ; Amir et al., 2006 ; Lister et Horswill, 2014).

Staphylococcus aureus est le staphylocoque le plus virulent en raison de ses facteurs de
virulence (Gordon et Lowy, 2008 ; Nguyen et al., 1999). Lorsque I’opportunité se présente,
cette espéce peut causer diverses infections telles des endocardites, des osteomyélites, des
infections de la peau, des pneumonies, et des intoxications alimentaires (Gordon et Lowy,
2008).

L’espéce S. aureus a permis la découverte du premier antibiotique. C’est en 1928,
qu’Alexander Fleming, biologiste britannique, revint de son voyage pour découvrir des
cultures de S. aureus contaminées par la moisissure filamenteuse Penicillium notatum, cette
derniére a pu inhiber la croissance dustaphylocoque doré. C’est ainsi qu’il découvrit la
pénicilline (Yu et al., 1986).

2. Taxinomie

Plus de 50 especes et sous-especes sont répertoriées au sein du genre Staphylococcus

(Tableau 1) (Le Loir et Gautier, 2010). D’un point de vue taxinomique, le genre
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CHAPITRE | SYNTHESE BIBLIOGRA PHIQUE

Staphylococcus fait partie du phylum des Firmicutes (regroupant les bactéries a Gram
positif), a la classe des Baccilli, et a I’ordre des Bacillales. Les especes du genre
Staphylococcus appartiennent a la famille des Staphylococcaceae, cette derniere abrite
quatre autres genres a savoir : Gemella, Jeotgalicoccus, Macrococcus et Salinicoccus.

Morphologiquement, lesStaphylococcus sont des coques d’un diamétre allant de 0,8 a 1
um, groupés en amas, immobiles, non sporulées, aéro-anaérobiesfacultatives avec une

catalase positive et une oxydase négative(Le Loir & Gautier, 2010).

Tableau 1. Origine des especes et sous-especes appartenant au genre Staphylococcus
(Stepan et al, 2004 ; Le Loir & Gautier, 2010 ; NCBI : www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy)

Nom Coagulase Réservoirs
Staphylococcusagnetis -1+ Bovin
S. arlettae - Caprin, volaille

S. aureussubsp. anaerobius

+ Ovin, homme, animaux et environnement
subsp. aureus

S. auricularis - Homme

S.capitissubsp. capitis

. - Homme, Caprin
subsp. ureolyticus

S.carnosussubsp. carnosus Produits carnés
subsp. utilis Aliments
S. chromogenes - Animaux, lait

S.cohniisubsp. cohnii

. - Homme, animaux
subsp. urealyticum

S. condimenti - Sauce soja

S. devriesei - Bovins, lait

S. epidermidis - Homme, animaux, environnement
S. equorum subsp. equorum - Cheval, bétail

subsp. linens - fomage

S. equorumsubspequorum - Cheval, bétail

S. felis - Chat

S. fleurettii - Fromages au lait de chévre

S. gallinarum - Volailles, oiseaux

Homme, animaux domestiques,

S. haemolyticus - .
environnement

S. hominissubsp. hominissubsp.

novobiosepticus ) Homme

S. hyicus + Animaux, aliments
S. intermedius + Mammiféres, oiseaux
S. kloosii - Animaux sauvages

S. leeii + Homme
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Tableau 1 (suite)

Nom Coagulase Réservoirs

S. lentus Animaux

S. lugdunensis Homme

S. lutrae Loutre

S. massiliensis Homme

S. microti Rongeurs

S. muscae Mouche, porc

S. nepalensis Chévre

S. pasteuri Homme, animaux, aliments
S. piscifermentans Poisson fermenté
S. pseudintermedius Animaux

S. pseudolugdunensis Homme

S. pettenkoferi Homme

S. pulvereri Homme, animaux
S. rostri Porc

S. saccharolyticus Homme
S.saprophyticussubsp. bovis Animaux, homme
subsp. saprophyticus Animaux

S. schleiferisubsp. coagulans Chiens

subsp. schleiferi Homme
S.sciurisubsp. Carnaticus Produits carnés
subsp. lentus Animaux

subsp. rodentium

Rongeurs, animaux

subsp. sciuri Homme, animaux
S. simiae Singe
S. simulans Homme, mammiféres

S. succinussubsp. casei
subsp. succinus

Surface fromage affiné
Ambre

S. vitulinus

Animaux, aliments

S. warneri

Homme, primates

3. Caracteres bactériologiques

3.1. Morphologie

Sous la microscopie, les staphylocoques apparaissent en amas irréguliers ou

regroupés par deux (diplocogues) ou encore par quatre (tétraédres) (Figure 1). Ces petits

amas forment souvent des grappes. En effet, le nom staphylocoque est dérivé du grec

«staphyle» qui signifie tout simplement grappe de raisin.
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Figure 1. Observation microscopique de S. aureus apres coloration de Gram (Gr x100)

(Spicer, 2003).

3.1.1. Morphologie des colonies de S. aureus

Le S. aureus est une bactérie a croissance aéro-anaérobie facultative, et sa

croissance sur milieu ordinaire est facile (bactérie non exigeante), les colonies peuvent

apparaitre aprés 24 a 48 h d’incubation. Les colonies observées sont alors lisses,

opaques, convexes et rondes (a bord net). Leur diamétre est compris entre 1 et 3 mm et

elles peuvent étre pigmentées (Figure 2). En effet, les pigments dorés sont 1’origine du

nom « aureus » (Spicer, 2003).

Figure 2. Morphologie des colonies de S. aureus aprés culture sur gélose au sang (Spicer

,2003)
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Il est a noter que le S. aureus peut également croitre en milieu hostile comme par
exemple la gélose Chapman (milieu sélectif hypersalé), ce qui facilite I’isolement des
souches (Breche et al., 1988).

3.1.2. Habitat

a. Chez I’étre vivant

L’omniprésence de S. aureus chez I’Homme et I’animal est une réalité. En effet, S.
aureus fait partie de la flore commensale normale des mammiféres et des oiseaux,
cependant, certaines especes de staphylocoques ontun héte préférentiel. S. aureus semble

capable de coloniser tous les mammiferes (marins et terrestres) (Hennekine et al., 2003).

Chez I’'Homme, S. aureus est repérésur la surface de la peau et des muqueuses, en
outre, il colonise principalement les fosses nasales, les glandes de la peau, le cuir chevelu,
les mains, la bouche, les dents et le périnée (Porrero et al., 2014 ;Wertheim et al., 2005 ;
Lister et Horswill, 2014).

La présence de ce micro-organisme n’induit pas forcement une pathologie
infectieusecar il existe des porteurs sains dans la population. La fréquence du portage sain
chez les humains est approximativement de 30%, cette fréquence différe selon la
localisation comme par exemple : le nez (23 a 46 %) (Amir et al., 2006), la bouche (24 a 36
%) (Smith et al., 2001) et I’age (jusqu’a 64 % chez les enfants) (Waston et al., 2006).

S. aureus peut infecter les Iésions cutanées, les glandes mammaires et les muqueuses
intestinales ou génitales. Certains facteurs de risque de portage de S. aureus sont identifiés,
il s’agit des phototypes blancs, le sexe masculin, les diabétiques, les insuffisants hépatiques,
les personnes présentant des problemes cutanés, les sujets séropositifs pour le VIH ou

encore les personnes sous dialyse (Williams, 1963 ; Nguyen et al., 1999 ;Yu et al., 1986).
b. Dans l’environnement

Le S. aureus est une bactérie ubiquitaire. Il posseéde des capacités d’adaptation et de
résistance au stress, il est capable de survivre dans un large éventail d’habitats
environnementaux. La bactérie peut étre isolée de facon sporadique dans le sol, I’eau douce,
le sable des plages, 1’ecau de mer, et la surface des plantes. Concrétement, elle est largement

présente dans les poussiéres dispersées dans 1’air et les surfaces (Dworkin et al., 2006).
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Les difficultés d'éradication de ce micro-organisme posent un probléme en milieu
hospitalier, les personnes hospitalisées peuvent étre infectées par des S. aureus qui sont
d’origine humaine. Ces personnes se retrouvent contaminées par contact direct, par des
aérosols, ou bien a partir de surfaces contaminées. Une étude a montré que durant une
période de 18 mois, 64% des échantillons d’air prélevés dans un bloc opératoire en activité

étaient contaminés par S. aureus (Edmiston et al., 2005).
c. Dans les aliments et leur environnement de production

S. aureus peut se retrouver dans les aliments comme par exemple : le lait, les produits
laitiers et la viande. La contamination des aliments peut étre due principalement a la
contamination de la matiére premiére ou d’origine humaine lors des manutentions et le
conditionnement des aliments dans 1’industrie agro-alimentaire (Callon et al., 2007). Ces

contaminations sont souvent liées au manque d’hygiéne du matériel et/ou du personnel.

3.2. Caractéeres biochimiques

La différenciation des espéces staphylococciques repose sur 1’analyse des séquences de
I’ARNr 16s ; I’hybridation des acides nucléiques (ADN-ADN) et d’autres techniques de
biologie moléculaire. Par plusieurs criteres distinctifs, les S. aureus peuvent se différencier
des autres especes de staphylocoques. Les S. aureus possédent une coagulase, une
désoxyribonucléase (DNase), une activité catalase positive et peuvent fermenter le mannitol
(Verdier et al., 2012).

a. La coagulase ou staphylocoagulase

La staphylocoagulase libre est le produit du gene coa. Ce gene induit la production
d’une protéine extracellulaire. Elle fait partie des SERAM (secretable expanded repertoire
adhesive molecules) qui sont des nouvelles adhésines (Boden et Flock, 1989).

La coagulase est une protéine de 60kDa qui se lie avec la prothrombine sur un site de
liaison situé en N-terminal. Elle forme avec la prothrombine un complexe nommé
staphylothrombine. Ce complexe induit une polymérisation du fibrinogene en fibrine et
ainsi la formation d'un thrombus (Kawabata et al., 1985).

Le test de coagulas est utilisé en tube comme marqueur de I’identification de S. aureus en

routine dans les services de biologie. Ce test consiste a mélanger la souche a tester (0,5 ml)
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et le plasma de lapin (0,5 ml). L’incubation est effectuée a 37°C, pendant 4h puis 24h. le
résultat est considéré comme positif (coagulase positive) apres apparition d’un caillot
(Figure 3) (Verdier et al., 2012). Les chercheurs ont admis que la virulence n’était pas
forcément liée a la coagulase, la coagulase permet aux S. aureus de résister aux anticorps et
a la phagocytose par les leucocytes lorsqu'ils sont localisés dans un caillot (Baddour et al.,
1994).

Figure 3. Révélation des souches S. aureus a coagulase positif (Robert, 2013).

b. La DNase thermostable

La DNase thermostable est le produit du géne nuc. Elle est aussi nommée la
thermonucléase, c’est une endonucléase capable de couper les acides désoxyribonucléiques
(ADN) en nucléotides ou polynucléotides. La thermonucléase est caractéristique des
souches de S. aureus, elle n’est pas détruite a par les températures élevées (15 minutes a
100°C). La recherche de cette enzyme se fait sur un milieu ADN-bleu de toluidine, les
souches de S. aureus qui détiennent une DNase thermostable forment une zone de couleur

rose supérieure a 1 mm (Figure 4) (Delarras, 2007).
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Figure 4. Mise en évidence des souches de S. aureus & DNase thermostable positive
(Robert, 2013).

c. La catalase

Comme tous les staphylocoques, le S. aureus posséde une catalase positive. Cette
activité enzymatique permet la dégradation du peroxyde d’oxygeéne. Pour réaliser ce test, il
suffit de prélever quelques colonies de bactéries et de les mettre en présence de peroxyde
d’oxygene. La présence de bulles de dioxygéne confirme 1’activité enzymatique de la
bactérie (Figure 5). La catalase est trés utile en pratique pour différencier les bactéries a
Gram + (Verdier et al., 2012).

Figure 5. S. aureus a catalase positive (Robert, 2013).
d. La fermentation du mannitol
L’espéce S. aureus est capable de fermenter le mannitol. La fermentation du mannitol

est détectée par un changement de couleur du milieu de culture. Par exemple, pour le milieu

Mannitol Salt Agar®, un virage de couleur du rouge vers la couleur jaune indique une
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fermentation du mannitol (Figure 6). Ce changement de couleur se produit grace a un

indicateur coloré. Dans ce milieu, I’indicateur est le rouge de phénol (Robert, 2013).

Figure 6. Fermentation du mannitol par des souches de S. aureussur gélose Chapman
(Robert, 2013).

3.3. Facteurs de virulence et physiopathologie

La pathogénicité de S. aureus est liée a la synthese des virulences, ils sont ordonnés en
trois classes. Ces trois classes sont les composants de la paroi, les protéines de la surface et
les protéines sécrétées par la bactérie. La diversité de ces facteurs de virulence est due a la
trés grande plasticité génomique de la bactérie grace aux plasmides, aux transposons et aux
bactériophages. En effet, ces facteurs sont soit directement codés par un chromosome ou
codés par des éléments génétiques mobiles (transposons, plasmides) (Jarraudet al., 2000).

Il faut aussi préciser que I’expression de la majorité¢ de ces facteurs de virulence est
régulée par de nombreux systemes dont le plus général est appelé "Accessory Gene
regulator (Agr)" (Yarwood, Schlievert, 2003).

Le systeme Ag rmet en jeu un mécanisme de déclenchement par un seuil « quorum
sensing»: il code pour un peptide (peptide auto-inducteur) qui est sécrété dans
I’espaceextracellulaire et son accumulation agit comme un signal sur la densité cellulaire

conduisant a I’activation du systéme Agr (Yarwood, Schlievert, 2003).
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Le systeme Agr posséde un polymorphisme génétique avec quatre groupes alléliques
identifiés (Jarraudet al., 2000). Ce polymorphisme pourrait expliquer la diversité des
infections entrainées par S. aureus. Par exemple, le systeme agr type IV est retrouvé dans
les souches productrices d’exfoliatines alors que les souches produisant TSST-1 ont un

systeme Agr de type 111 (Jarraud et al., 2002).

3.3.1. Les composants de la paroi et la capsule
a. Le peptidoglycane

Le peptidoglycane est un composant de la paroi bactérienne, il contient plusieurs protéines
de liaison qui vont permettre 1’adhésion des cellules aux surfaces infectées. Les protéines de
surfaces associées au peptidoglycane sont regroupées sous le nom de MSCRAMM
(Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules) (Kayser et al.,
2005).

b. La capsule

La majorité des isolats cliniques de S. aureus exprime des capsules, cependant la
bactérie perd sa capsule apres culture. La capsule est un facteur de virulence car elle
empéche I’action des neutrophiles lors du phénoméne d’opsonisation. La capsule est formée
d’exo polysaccharides et rentre dans la formation des biofilms. 90 % des souches cliniques

ont des polysaccarides capsulaires (Thakker et al.,1998).

3.3.2. Les protéines de surfaces

L’adhésion a la surface d’une cellule cible est essentielle pour la bactérie, c’est la
premiére étape d’une infection. Les protéines de surfaces peuvent intervenir dans 1’adhésion,

la colonisation, la diffusion et I’invasion (Kayser et al., 2005).

a. Les MSCRAMM

Les MSCRAMM sont des facteurs d’adhésion et elles sont fixées au peptidoglycane de
la paroi bactérienne. La liaison entre ces protéines et le peptidoglycane se fait de fagon
covalente. lls existent plusieurs types de MSCRAMM (Figure 7) (Foster et Hook, 1998).

Selon la figure 7, la séquence consensus LPXTG (leucine-proline- acide aminé X-
thréonine- glycine) se trouve en C-terminal, Elle est entourée de régions hydrophobes

nommées W et M. La région d’ancrage dans la membrane cytoplasmique de la bactérie se
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fait par la région M car elle est riche en acides aminés chargés positivement. En position N-
terminale, le peptide signal (S) a la capacité de hisser la protéine synthétisée au niveau de la

membrane plasmique.

La figure 7 permet de voir les points communs structuraux entre les MSCRAMM. Le
FnBPA (fibrinogen binding protein A) ou la protéine de liaison & la fibronectine, le Cna
(collagen binding protein) ou la protéine de liaison au collagene, et le CIfA (clumping factor

A) ou la protéine de liaison au fibrinogéne (Foster et HO6k, 1998).

FnBPA LPXTG
* % % % \
s A BB ¢ pbplpl w|m
Cna LPXTGi
k]
S A B B B |wim
CIfA LPXTG

s A R IWM

Figure 7. Structure des MSCRAMM chez S aureus(Foster et Ho0k, 1998)

L’ancrage des adhésines a la paroi de la bactérie se fait par un mécanisme de
transpeptidation (Figure 8) (Mazmanian et al., 1999). L’enzyme sortase s’attaque au motif
LPXTG et coupe les protéines entre la thréonine et la glycine, puis catalyse la formation de
la liaison amide entre le groupe carboxyl de la thréonine et le groupe aminé des molécules

de peptidoglycane de la paroi, cela permet la maturation des adhésines.
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Figure 8. Phénomene de transpeptidation de I’adhésine chez les S aureus (Bisognano, 2001)

a.l La protéine de liaison a la fibronectine ou FnBP

Les protéines de liaison a la fibronectine les plus connues sont FnBPA et FnBPB. Il
faut préciser que la fibronectine est une glycoprotéine qui se trouve dans la matrice
extracellulaire (sous forme insoluble) et dans le plasma (sous forme soluble). FnBPA et
FnBPB contribuent a I’adhérence de S. aureus aux caillots plasmatiques et aux
biomatériaux comme les cathéters durant leur contact prolongé avec le sang (Menzies,
2003). Elles jouent un role important dans ’initialisation des infections sur les corps

étrangers (Eveillard, 2007).

a.2 La protéine de liaison au collagene

La plus étudiée est la protéine de liaison au collagéne Cna. Elle permet 1’attachement
au collagéne lors d’infection articulaire ou osseuse. La liaison au collagéne est un facteur de

virulence important (Eveillard, 2007).

a.3 La protéine de liaison au fibrinogene ou CIf (clumbing factor)

Les protéines de liaison au fibrinogene les plus décrites sont le CIfA et CIfB. Le
fibrinogéne est une glycoprotéine présente dans la matrice extracellulaire (insoluble) et dans
le plasma (soluble). Les protéines de liaison au fibrinogéne ont un rdle et un pouvoir de
virulence dans les infections des plaies et des corps étrangers. Elles sont la cause de

I’agrégation des bactéries en présence de plasma (Hassen et al., 2006).
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b. Les SERAM

Les SERAM sont les nouvelles adhésines (Boden et Flock, 1989). Le terme regroupe
plusieurs protéines comme Eap (extra cellular adherence protein), Efb (extra cellular
fibrinogen binding protein), Emp (extra cellular matrix binding protein) ainsi que la
coagulase. Des chercheurs ont constaté que ces proteines peuvent établir des liaisons non
covalentes, de type hydrophobe, avec des protéines de la matrice extracellulaire. Les
SERAM peuvent se fixer au fibrinogéne, a la fibronectine, a la prothrombine, au collagéne,
a la laminine, aux sialoprotéines, a 1’élastine et a la vitronectine (Chavakiset al., 2005).
Elles sont aussi décrites comme ayant des propriétés immunomodulatrices et impliquées
dans la pathogenese des maladies endo et extravasculaires aigués ou chroniques (Chavakis
etal., 2005).

b.1 La protéine Eap

La protéine Eap posséde la capacité de se fixer aux produits de dégradation de la
matrice extracellulaire. Ainsi, S. aureus s’attaque aux tissus lésés et il masque les récepteurs
des leucocytes pour limiter leur infiltration. En résumé, Eap inhibe la réaction

inflammatoire qu’elle a elle-méme provoque (Chavakis et al., 2002 ; Hassen et al., 2006).

b.2 La protéine Efb

Des chercheurs considérent que la protéine Efb interagit avec le fragment C3 du
complément, cette interaction contrecarre 1’activation du complément et 1’opsonisation (Lee
et al.,2004). De plus, elle se lie aux plaquettes via le fibrinogéne ou via les récepteurs

GPIIb/IIIa et inhibe ainsi 1’agrégation plaquettaire (Shannon et Flock, 2004).

c. La protéine A ou Spa (Surfactant protein A)

Spa est une exo-protéine de 42kDa, elle posseéde la particularité d’étre a la fois sous
forme sécrétée ou associée a la paroi. Comme les MSCRAMM, elle est ancrée dans la paroi
de la bactérie par le motif LPXTG du c6té C-terminal. La proteine A est le produit codé par
le géne spa. Elle est considérée comme une des protéines de surface majeure chez S. aureus.
Elle possede de nombreux roles dans les interactions avec 1’hdte cible lors d’une infection.
Ses nombreuses fonctions sont liées a la structure de la protéine A qui est constituée de cing
domaines homologues extracellulaires désignes E, D, A, B et C (Ruppitsch et al., 2006). En

effet, c’est a partir de ces 5 domaines que Spa se joint a différentes cibles comme par
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exemple a la fraction Fc des immunoglobulines G (IgG) et/ou a la fraction Fab des
immunoglobulines M (IgM). Elle inhibe 1’opsonophagocytose. Elle est aussi capable
d’activer le complément et/ou se fixer sur les facteurs de von Willebrand (glycoprotéine du
plasma intervenant dans 1’adhésion des plaquettes avec 1’endothélium vasculaire)
provoquant des endocardites infectieuses. D’autre part, elle peut aussi stimuler les
lymphocytes B, cette activation entraine selon la concentration de Spaune anergie ou une

apoptose des lymphocytes B (Silverman et Goodyear, 2003).

3.3.3. Les protéines sécrétées ou toxines

S. aureusproduit des toxines, des protéines et des enzymes qui ont différentes cibles.
En effet, certaines toxines ont plus un tropisme membranaire, d’autres une activité

superantigénique ou un role d’extension du foyer infectieux (Bisognano, 2000).

a. La staphylokinase

La staphylokinase induit I’extension car elle permet, indirectement, aux bactéries de
s’essaimer dans l’organisme en formant des localisations secondaires. Cette enzyme
actionne le mécanisme de transformation du plasminogene en plasmine et provoque la

dissolution du thrombus contenant les S. aureus et par conséquent leur dissémination.

D’autres activités ont été recensées comme la neutralisation des 1gG et du fragment
C3b du complément évitant ainsi la phagocytose (Foster, 2005) ou comme la fixation aux
peptides bactéricides (a-defensines) des neutrophiles pour empécher leurs propriétés
défensives (Bokarewa et al., 2006).

b. La FAME (fatty acid modifying enzyme)

Cet enzyme fonctionne en collaboration avec une lipase. Elle aide la bactérie a infiltrer
dans I’organisme cible a travers les différentes barriéres lipidiques. 80 % des souches de S.

aureus expriment cette enzyme (Shannon et Flock, 2004).

c. Les sérines protéases

Les sérines protéases secrétées par S. aureus ont comme propriété de controler
I’adhésion de la bactérie. Il en existe quatre types a savoir : la sérine protéase (SspA ou
protéase V8), la cystéine protéase 1 (SspB ou staphopain B), la cystéine protéase 2 (ScpA)
et la metalloprotéase (auréolysine ou Aur). Elles ont en commun la méme cascade

enzymatique (elles s’activent entre elles) (Shannon et Flock, 2004).
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d. Le groupe des hémolysines

Les hémolysines sont des toxines a tropisme membranaire, elles participent dans la
formation de pores dans les membranes et conduisent a la fuite électrolytique. Ils en existent
quatre groupes distincts : I’hémolysine o, I’hémolysine B, ’hémolysine & et les toxines

synergohyménotropes (Shannon et Flock, 2004).

d.1 L’hémolysine a ou toxine a.

S. aureus excréte 1’hémolysine a (géne hla) sous forme de monomeére. Sept de ces
monomeéres s’amalgament en un heptameére lytique dans la membrane des globules rouges,
des plaquettes, des fibroblastes, des lymphocytes, etc. Les cellules cibles se retrouvent donc
criblées de pores et I’imperméabilité de la membrane n’est plus assurée (Dinges et al.,
2000).

d.2 L’hémolysine 8

Elle est impliquée dans 1’altération des membranes riche en sphingomy¢line car elle a

une activité sphingomyeélinase. Elle est codée par le géne hlb (Dinges et al., 2000).

d.3 L’hémolysine 6

Statistiguement, 97 % des souches de S. aureus sécretent ce peptide (géne hlg) composé
de 26 acides aminés. Son role est lié directement a sa structure en hélice contenant des
domaines hydrophobes. Ainsi, elle est a I’origine de la formation de pores hydrophobes de

forme cylindrique dans la membrane (Dinges et al., 2000).

d.4 Les toxines synergohyménotropes (la Leucocidine de Panton Valentine)

La Leucocidine de Panton Valentine (LPV) est la toxine la plus connue et la plus
importante, 2 a 3 % de souches de S. aureus ont la capacité d’exprimer cette toxine. La LPV
est composée de deux protéines qui se différent par leur rapidité d’élution en
chromatographie : le composant de classe S pour « slow » (LukS-PV) et le composant de
classe F pour « fast » (LukF-PV). Ces deux composés sont non associés mais agissent de

facon concomitante (Amagei et al., 2000).

Le mécanisme d’action de la LPV est aujourd’hui connu, LukS-PV et LukF-PV
agissent en synergie. La composante LukS-PV (hydrophile) va étre reconnue par les

récepteurs de la membrane cellulaire puis la composante LUkF-PV va s’oligomériser en
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octomére au contact de LukS-PV. Ces assemblages forment un complexe moléculaire
s’intégrant dans la double couche phospholipidique des cellules cibles et créent un pore. Ce
pore conduit a des fuites d’ions, des relargages de cytokines et enfin, la mort de la cellule
(Eveillard, 2007).

La LPV est tres impliqguée en pathologie. La destruction des phagocytes, des
polynucléaires neutrophiles et des monocytes entraine une aggravation et une extension des
Iésions. Elle est incriminée dans les 1ésions dermonécrotiques séveéres car ¢’est un facteur de
virulence important. Les principales pathologies causées par la LPV sont les infections
cutanéo-mugqueuses (furoncle a répétition et les pneumopathies nécrosantes hémorragiques)
(Amageiet al., 2000).

e. Les exfoliatines

Il existe quatre exfoliatines (ET)chez le S aureus, elles provoquent le syndrome
d’exfoliation généralisé (ou syndrome de la peau €bouillantée) ainsi que I’'impétigo bulleux
staphylococcique. ETA (géne eta),ETB (géne etb) et plus rarement ETD (géne etd) sont les
exfoliatines les plus rencontrées lors d’une infection a S. aureus. Les données scientifiques
sur les exfoliatines sont encore limitées mais il est rapporté qu’elles agissent en intra-
épidermique en coupant la desmogléine entre la couche épineuse (Stratum spinosum) et la
couche granuleuse (stratum granulosum) de la peau, elles entrainent des lésions bulbeuses
(Amageietal., 2000).

f. Les entérotoxines

Les entérotoxines ou Staphylococcal enterotoxin (SE) sont décrites pour certaines
souches de S. aureus mais aussi de Streptococcus pyogenes. Actuellement, une vingtaine
d’entérotoxines ont été¢ découvertes. Ce sont de petites protéines impliquées dans les TIAC.
(Alomar, 2007).

g. La toxine du choc staphylococcique (TSST1)

Cette toxine est rencontrée dans les toxémies staphylococciques et plus
particulierement lors d’un choc toxique staphylococcique caractérisé par une hypotension,
une hypo-albuminémie, une fievre, un cedéme important et des dysfonctionnements

organiques multiples (Alomar, 2007).
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h. L’ACME (arginine catabolic mobile element)

L’ACME est un nouveau facteur de virulence rencontré dans les souches USA300 de S.
aureus (souche de SARM d'origine communautaire, largement répandue aux Etats-Unis).
ACMEpermet a la bactérie de survivre, de croitre et de disséminer plus rapidement. Il reste
encore beaucoup de recherche a faire sur L’ACME et sa virulence est encore a préciser

(Diep et al., 2008).

Le systeme régulateur est essentiel pour la survie de la bactérie, elle permet de changer
de stratégie d’infection selon la densité bactérienne. En faible densité bactérienne, le
systtme de régulation est mis au repos, induisant I’expression des facteurs de virulence
impliqués dans I’adhésion. Lors de la phase exponentielle de croissance, la population
staphylococcique va dépasser un seuil de population bactérienne et le systéeme de régulation
va s’enclencher. Cette activation est suivie par une inhibition de la production d’adhésines
et d’exo-protéines ainsi qu’une stimulation de 1’expression des facteurs d’invasion et de

dissémination (hémolysines, entérotoxines, lipases, etc.) (Ferry et al., 2005).

Le systéeme de régulation le plus connu est le systeme agr mais on en dénombre seize
en 2004 (Cheung et al., 2004). 1l faut préciser que ce sont des systéemes a deux composants
qui sont des systemes enzymatiques capables de traduire les signaux extracellulaires et

d’agir en conséquence directement sur la transcription des génes (Figure 9).
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Figure 9. Expression des facteurs de virulence chez S. aureus (Ferry et al., 2005).
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4. Resistance aux antibiotiques

1. Deéfinition de I’antibiotique

Un antibiotique est une substance antibactérienne naturelle ou synthétique d'origine
microbienne ou synthétisée chimiquement, capable d'inhiber spécifiqguement la croissance
d'autres micro-organismes par un mécanisme particulier jouant sur les mécanismes vitaux
du germe). L’étendue de l'activité antibactérienne d'un antibiotique définit son spectre. Plus
un antibiotique détruit des types de bactéries différentes, plus son spectre est large Les
antibiotiques sont caractérisés par : I’activité antibactérienne (spectre d’activité), la toxicité
sélective (mode d’action), I’activité en milieu organique et 1a bonne absorption et diffusion
dans I’organisme (Mehdi, 2008)

2. Mode d'action des antibiotiques

A la différence des antiseptiques et des désinfectants, les antibiotiques s’agissent en
général de facon trés spécifique pour certaines structures de la cellule bactérienne, cette
grande spécificité d’action explique pourquoi les antibiotiques sont actifs a tres faible

concentration. Cette action s’exerce selon les molécules sur des sites variés (Figure 10)

(1) Inhibition de la synthase (2) Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne de la membrane cytoplasmique

—

(3) Inhibition de la \

synthése protéique @ Inhibition de la
synthése de I'ADN

@ Autres mécanismes

Figure 10. Schéma représentant les différentes cibles d’action d’un antibiotique sur la
cellule bactérienne (Sekhri, 2011).
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2.1. La Résistance

Une bactérie est dite résistante a un antibiotique, lorsque le taux nécessaire a inhiber sa
croissance in vitro est supérieur aux taux qui peuvent étre couramment atteints in vivo. On
parle alors de résistance bactérienne quand un microorganisme s'adapte au milieu et réussit a
modifier son métabolisme pour continuer a se développer en présence de I'antibiotique qui
devrait le détruire (Guillot, 1989).

2.1.1. L'Antibiorésistance

Est un phénomeéne qui ne connait pas de frontiere, c'est également un phénomene qui
concerne a la fois la santé humaine, la santé animale et les écosystéemes. La lutte contre
I'antibiorésistance nécessite donc une action globale "une seule santé et une Seule planéte ",
c'est-a-dire une approche intégrée dans la santé qui mette l'accent sur les interactions entre
les animaux et les humains et leurs environnements, elle encourage les collaborations, les
synergies et I'enrichissement croisé de tous les secteurs et acteurs, dont les activités peuvent
avoir un impact sur la santé. Cette approche associée " one Health ", est préconisée par
I'OMS depuis 2015 (WHO, 2015), et soutenue depuis septembre 2016 par le groupe des
vingt (G20), I'assemblée générale de L'Organisation des Notions Unies (ONU) et I'Union
Européenne (UN).

a. Types de résistance

La progression de la résistance bactérienne aux antibiotiques cause des infections
difficiles a traiter et pose un probléeme de santé publique. Les bactéries résistantes sont
souvent la cause des infections nosocomiales, elles aggravent le pronostic des malades,
prolongent I’hospitalisation et augmentent les colts de traitement (Veyssier et al., 1998).
Deux types de résistance bactérienne sont distingués a savoir, la résistance naturelle et celle

acquise.
— Résistance Naturelle

C'est une insensibilité aux antibiotiques, existant naturellement chez tous les membres
d'un genre ou d'une espece bactérienne. Elle fait, donc, partie du patrimoine génétique

normal du germe (Yala et al., 2001).
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— Résistance Acquise

C'est I'acquisition de nouveaux genes capables de rendre la bactérie insensible a un
antibiotique ou a un groupe d’antibiotiques. Ce nouveau gene est obtenu soit par mutation
au niveau du chromosome soit par transfert d’ADN plasmidique conjugatifs ou encore des

transposons (Yalaet al., 2001).
2.1.2. Support genétique de I'antibiorésistance

a. Les Transposons

Ce sont des fragments d'ADN "sauteurs” qui peuvent s'intégrer soit dans le

chromosome soit dans des plasmides, en allant de I'un a l'autre (Yala et al., 2001).

b. Les plasmides

L'information génétique est portée par des plasmides, transférables a d'autres bactéries

par conjugaison, transduction ou transformation (Yala et al., 2001).

Sur le plan biochimique, 4 grands mécanismes d’action sont mis en jeu lors de

I’acquisition de la résistance aux antibiotiques (Schwarz et Chaslus-Dancla, 2001) :

- Stratégie dite « offensive » par inactivation enzymatique de 1’antibiotique ;

- Stratégie dite « d’évitement » par modification de la molécule cible de I’antibiotique ;

- Stratégie dite « de contournement » par shunt des voies métaboliques classiques ;

- Stratégie dite « d’expulsion » par diminution de la perméabilité de I’antibiotique et par

accélération du mécanisme d’efflux.

Les divers mécanismes de résistance des bactéries en vers les antibiotiques sont

présentés dans la figure 11.
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Figure 11. Cibles bactériennes et mécanisme de résistance aux antibiotiques (https://planet-
vie.ens.fr/thematiques/microbiologie/bacteriologie/la-resistance-aux-antibiotiques.)
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CHAPITRE Il. MATERIEL ET METHODES

1. Rappel des objectifs

Le premier objectif de cette étude consiste a isoler des souches de S. aureus a partir de

divers prélévements biologiques : urines, pus, sang, et liquide céphalo-rachidien (LCR).

Le second objectif se concentre sur 1’évaluation de la résistance des souches isolées vis-

a-vis quatorze (14) antibiotiques.
2. Lieu d’étude

Cette étude est réalisée au sein du laboratoire de bactériologie situé dans 1’hopital de
Ghardaia (TERICHIN Brahim). Les expériences sont accomplies aprés 4 mois d’étude
(Février a Mai 2022). Les prélevements a analyser proviennent des différents services

hospitaliers (médecine hommes, médecine femmes, médecine interne et pédiatrie).

Le protocole expérimental est présenté dans la figure 12.
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Prélévement

Mise en culture
Chapman

Incubation a
37°C18/24H

Identification

Observation
macroscoique

Coloration de

Gram

Colonies Blanches
(Mannitol-)
SCN

Clonies jaunes
(Mannitol+)

S.aureus

Gram+

Gram-

Catalase

aureus

Positive
"Staphylococcus Négative
5"
Testdela
coagulase libre
Positive S. Négative SCN

Antibiogramme

Figure 12. Protocole suivi durant isolement et d’identification des souches de S. aureus.
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3. Matériel biologique

Les prélevements a analyser sont prélevés aseptiquement par un personnel spécialisé.
Ils proviennent de cing différents services hospitaliers, a savoir la médecine femmes, la

médecine hommes, la médecine interne, la pédiatrie et les urgences
4. Recherche de Staphylococcus aureus

4.1. Isolement

L’isolement des staphylocoques est réalisé sur gélose Chapman par écouvillonnage
suivi d’une incubation a 37°C pendant 24 et 48 heures (Marchal et Bourdon, 1973).

4.2. Purification des souches isolées

Les colonies bactériennes présentant un aspect caractéristique de celui des
staphylocoques sont réensemencées a 1’aide d’une pipette Pasteur sur milieu Chapman
gélosé, I’ensemencement se fait par stries selon la méthode des quatre cadrant a fin
d’obtenir des colonies bien isolées. Une coloration de Gram est refaite chaque fois pour

contréler la pureté des souches.

La conservation des isolats est réalisée dans des tubes de gélose nutritive (GN) de
conservation par piqure centrale. Les tubes sont tout d’abord incubés a 37 °C pendant 48

heures puis conserves au réfrigerateur a 4°C.
4.3. Aspect microscopique (Coloration de Gram) (annexes).

Les S.aureus apparaissent sous microscope sous forme de cocci Gram positives, groupés en

grappes de raisin

4.4. ldentification biochimique

Aprés avoir effectué les observations macroscopiques des colonies et celles
microscopiques obtenu aprés coloration de Gram, 1’identification biochimique est effectuée

sur la base de quelques tests biochimiques (Guiraud,1998 ; Freney et al.,2007) .
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4.4.1. ldentification du genre
a. Test de la catalase

Ce test permet de différencier les staphylocoques des streptocoques. A partir d'une
colonie pure, une petite quantité de culture bactérienne est prélevée a I’aide d’une pipette
Pasteur puis déposé sur une lame, la réaction positive est obtenue aprés 1’ajout d’une goutte

de peroxyde d’hydrogéne (H202) (10 volumes)

La réaction positive se traduit par le dégagement de bulles de gaz (oxygene). Ce test
peut étre réalisé en tube contenant 0.5 ml de H20z; sur lequel des colonies bactériennes sont

introduites. Le résultat et identique a celui obtenu lors du test sur lame (Denis et al.,2007).
b. Test d’oxydase

Phényléne diamine oxydase communément appelée oxydase, est une enzyme
permettant d'oxyder les dérivées methylés du paraphényléne diamine (famille des
cytochromes). Le N diméthylparaphényléne diamine prend une coloration rose une fois
oxydé. Le teste consiste a prélever une colonie pure puis I'écraser sur un disque d’oxydase.
L'apparition d'une coloration rose sur le disque atteste la présence de 1’enzyme recherchée
(Larpent et al.,1997).

c. Test coagulase

Afin de faire la différence entre S. aureus et les Staphylococcus coagulase négative

SCN. La technique adoptée est celle décrite par Forbes et al. (2007) :

- Verser 0,5 ml de suspension bactérienne (eau physiologique avec quelques colonies
bactériennes 1’ensemble est homogénéisé€) dans un tube a hémolyse, ensuite verser 0.5ml de
plasma (sérum) de lapin.

- Homogénéiser et incuber a 37°C.

Lecture : Faite au bout d’1 h a 2h voir 24h. La réaction est considérée comme positive,
lorsque le plasma est coagulé et que le tube peut étre retourné sans se renverser donc la

bactérie est S. aureus ; en revanche si reaction négative la bactérie est SCN.

4.5. Détermination de la sensibilité aux antibiotiques

L’antibiogramme est effectué¢ selon la méthode classique par diffusion de I’antibiotique

contenu dans les disques placés sur le milieu gélose (NCCLS, 2000).
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4.5.1. Antibiogramme

La suspension bactérienne prelevée doit subir une homogéneisation puis un ajustement
jusqu’a atteindre une opacité équivalente a 0,5 McFarlan. L’ajustement s’opére en ajoutant,

soit de la culture a la suspension bactérienne, soit de 1I’eau physiologique stérile.

Le milieu Mueller-Hinton gélosé (MH) (Annexe I) est coulé sur les boites de Pétri (90
mm), 1’épaisseur ne doit pas étre moins de 4 mm. L’ensemencement de I’inoculum doit se

faire dans les 15 mn qui suivent sa préparation.

L’ensemencement se fait par écouvillonnage aprées avoir trempé un écouvillon stérile
dans la suspension bactérienne, I’essorer en le pressant fermement sur la paroi interne du

tube, puis le frotter sur la totalité de la surface gélosée du milieu Mueller-Hinton.

L’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier
de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. L’ensemencement est accompli en passant

I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

4.5 .2. Antibiotiques testés

La sensibilité des différents isolats est déterminée vis-a-vis des quinze antibiotiques
(tableau 2)

Tableau 2. Caractéristiques des différents antibiotiques testés

Chloropheénicol C 30
Acidefusidique FA 10
Péniciline P 10
Tétracycliline TE 30
Vancomycine VA 30
AmikacineAK 30
Gentamicine CN 10
Céfoxitine FOX 30
Clindomycine CD 2

Cyprofloxacine CIP 5

Teicoplamine TEC 30
Erythromycine E 15
Kamanycine K 30
Oxacilline OX 1

Oflaoxacine OF 5
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CHAPITRE Ill. RESULTATS ET DISCUSSION

1. Echantillonnage et répartition des prélévements

Durant cette étude, un total de 43 prélévements est effectué a partir des
différents services de 1’hopital de Ghardaia, les échantillons obtenus sont
prélevés des deux sexes sans négligé 1’age des patients (tableau3).

Tableau 3. Répartition des prélévements selon le service, le sexe, I’age et le type de
I’échantillon biologique

200 MF F 18ans ECBU
202 MH H 21ans ECBU
213 MH H 15ans ECBU
214 MH H 22ans ECBU
215 MF F 41ans ECBU
216 MH H 10ans ECBU
217 Ml H 68ans ECBU
218 Ml F 19ans ECBU
219 MF F 70ans ECBU
220 MF F 43ans ECBU
221 MH H 65ans ECBU
222 MH H 71ans ECBU
223 MH H 22ans ECBU
224 Pédiatrie Enf 9ans ECBU
225 MH H 38ans ECBU
226 MH H 19ans ECBU
227 MH H 65ans ECBU
228 MF F 47ans ECBU
229 MH H 39ans ECBU
230 MH H 23ans ECBU
231 Pédiatrie Enf lans ECBU
232 MH H 86ans ECBU
233 MF F 5lans ECBU
234 MF F 60 ans ECBU
235 MF F 32ans ECBU
236 MF F 28ans ECBU
237 MF F 25ans ECBU
238 MF F ans38 ECBU
239 MF F 33ans ECBU
240 MF F 36ans ECBU
241 MF F 5lans ECBU
242 urgence F 75ans ECBU
243 MF F 27ans ECBU
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Tableau 3. (suite)

Isolat Service Sexe Age Echantillon
(o][o] [oo]{o[V]:]

244 MF F 20ans ECBU
245 Pédiatrie Enf 6ans ECBU
246 MH H 90ans ECBU
247 MF F 44ans PUS

248 MF F 29ans ECBU
249 MF F 24ans ECBU
250 MH H 42ans LCR

251 MF F 27ans ECBU
252 MF F 45ans ECBU
253 MF F 60ans ECBU

MF : médecine femmes , MH : médecine hommes, MI : médecine interne

Selon le tableau 3, 43 prélevements sont effectués a partir des urines (ECBU), un seul un

prélevement du liquide céphalo-rachidien (LCR) et un autre de pus.

Les pourcentages des prélévements par service sont présentés dans la figure 13

Médecine
femmes
22
Médecine 51%
hommes

15
35%

Figure 13. Repartition des prélévements par service

Comme il est mentionné clairement dans la figure 12, plus que la moitié (51%) des
préléevements proviennent du service de médecine femmes, suivi par la médecine hommes
(35%), tandis que les trois autres services a savoir : la pédiatrie, la médecine interne et les
urgences participent minoritairement dans la portion des prélevements effectués avec 3.7 %,

2.5% et 1.2%, respectivement.
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Le nombre de prélévements exécutés en fonction de tranche d’age est présenté dans la

figure 14.

20
18
16
14
12
10

Nombre d'échantillons

o N OB O ®

Figure 14. Nombre d’échantillons prélevés selon 1’age

20

10

B Enfant (00 a 14 ans)

W Adolescent (15 a 24

ans)
m Adulte (25 a 64 ans)

tranche d'age

Parmi les 43 prélevements réalisés, environ la moitié (20 prélevements) ont été pris des

sujets adultes et agés entre 25 et 64 ans, suivis par les adolescents avec 10 prélévements.

Les patients agés (plus de 65 ans) participent avec 9 prélévements et en dernier lieu, les

enfants (moins de 14 ans) avec uniquement 4 prélévements.

2. Isolement de Staphylococcus aureus

Parmi les 43 préléevements effectués, 15 sont révélés positifs, soit un taux de 34.9 %. Nous

considérons comme positifs les colonies montrant les caractéristiques de Staphylococcus aureus

sur gélose Chapman: colonies jaunes doré, bombées, arrondies, opaques, de petite taille (1 a 2

um de diamétre), et dégradant le mannitol (Carbonnelle et al., 1990 ; Figure 15).
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-

Figure 15 Aspect des colonies S. aureus sur la gélose Chapman.

1. ldentification de Staphylococcus aureus

Les isolats isolées sont des cocci Gram+ regroupés en grappes de raisins ils
renfermement une catalase positif, une coagulase positif avec absence d’oxydase (figures
16, 17, 18, 19).

Figure 16. Observation microscopique des isolats de S. aureus (Objectif x100)

Figure 17. Test de la catalase des isolats de S. aureus
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Figure 18. Test de I'oxydasedes isolats de S. aureus

Figure 19. Test de la Coagulasedes isolats de S. aureus

A partir des 43 prélévements, 15 isolats de S. aureus sont identifiés soit un pourcentage de

34.9%.La répartition des isolats par service sont démontré dans le tableau 4.

Tableau 4. Répartition des souches de S. aureus par services hospitaliers

Service Nombre de souches Pourcentage %
Médecine femmes 7 46.66
Médecine hommes 3 20

Médecine interne 2 13.33

Pédiatrie 1 6.66

Urgences 2 13.33

PAGE 33



CHAPITRE Il RESULTATS ET DISCUSSION

Suivant le tableau 04, enivrent la moitié des souches de S.aureus ont été isolés a partir
du service de la médecine femmes (46.66%) suivi par le service de la médecine hommes
avec 20%. Les deux services de médecine interne et les urgences ont enregistré un
pourcentage d’isolement de 13.33% pour chacun. En dernier lieu, le service de pédiatrie a

enregistré un taux de 6.66%

3. Révélation de la résistance des isolats vis-a-vis des antibiotiques testés

Ces essais ont été menés dans le but d’étudier la résistance des souches de Staphylococcus
aureus isolées a partir de différents services hospitaliers vis-a-vis 15 antibiotiques de

différentes familles.

Figure 20. Révélation de la résistance des isolats vis-a-vis des antibiotiques testes.

Les résultats de la résistance et la sensibilité des souches S.aureus par rapport aux
différents antibiotiques testés figurent dans le tableau suivant. Les résultats exprimés dans

ce tableau sont représentés par des histogrammes (Tableau 5 ; Figure 21 ; Figure 22).
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Tableau 5. Profils de résistance et de sensibilité des souches isolées envers les différents antibiotiques

165 176 184 200 202 228 PP44 243 239 240 222 235
Phénicolés Chlorophénicol C 30 mg S S S S S S S S S S S S
Céfoxitine FOX 30 mg S S S S S S S S S S R R
Béta lactamines Penicilline P 10 mg R R R R R R R R R R R R
Oxacilline OX 1 mg S S S R R R R R R R R R
Acide fusidique Acide fusidigue FA10mg R R R R R R S R R R R R
Tétracyclines Tétracyclline TE 30 mg S S S S S S S R S R R R
AmikacineAK 30 mg S S S S S R S R R R R S
Aminosides Kanamycine K 30 mg R S S R R S R R S R R R
Gentamycine GN 10 mg R S S R S R S R R R R S
Quinolones Cyprofloxine CIP 30 mg R S S S R S R S S R R R
TeicoplamineTEC 30 mg R R S S R R R R R R R R
Macrolides Clindomycine CD 2 mg S S S S R R S R R R S S
Erythromycine E 15 mg S R S S R S S R R R R R
Fluoroquinolones  Ofloxacine OF 5 mg S S S S R S R S S S R R

Le nombre total des souches sensibles ou résistantes envers chacun des antibiotiques testés est presenté dans la figure 22
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M Souches sensibles W Souches résistantes

12 12
11

10 10
10 - — —

Nombre de souches
:

~
s

C FA P TE AK GN FOX CcD CIp TEC E K 0OX OF
Antibiotique

Figure 21. Nombre de souches sensibles et résistance en fonction de I'antibiotique testé.

C : Chlorophénicol ; FA: Acide fusidique; P: Penicilline; TE: Tétracylline; AK: Amikacine ; GN Gentamycine ; FOX :Céfoxitine ;CD : Clindomycine ;CIP :
Cyprofloxine ;TEC : Teicoplamine ; E : Erythromycine ; K :Kamamycine ; OX : Oxacilline; OF: Ofloxacine.

PAGE 36



CHAPITRE Il RESULTATS ET DISCUSSION

Cette étude a été menée dans le but d’étudier la résistance des souches Staphylococcus
aureus, isolées a partir de différents services hospitaliers, vis —a-vie 15 antibiotiques de
différente familles.

A T’issue des tests de résistance de Staphylococcus aureus aux antibiotiques, les résultats ont
montré une hétérogénéité pour I’ensemble des antibiotiques, les plus forts taux de résistance
ont été enregistrés avec la Pénicilline (100%), 1’acide fusidique (91.7%), Teicoplamine
(83.3 %) et oxacilline (75%). Ces résultats sont semblables a ceux rapporté par Touatia en
2016, avec un taux de résistance a la pénicilline et I’oxacilline de 100% et Allioua (2015)

qui a signalé un taux de résistance a la pénicilline de 87,5%.

Quant aux B-lactamines, Les souches testées ont montré une résistance élevée a la
Pénicilline et I’oxacilline ; cependant une sensibilité notable a été enregistré pour la

Céfoxitine (83.3%) les résultats sont semblables a ceux trouvés par David (2013).

Cette résistance est due a la production d’une pénicillinase un pB-lactamase qui
hydrolyse le cycle de B- lactame des penicillines et les rendant inactives, ou une
modification de la cible, la synthése d’une protéine de liaison a la pénicilline PLP2 a qui est

code par le géne mec A (Batard et al. 2005).

Concernant les aminosides, les isolats ont montré une résistance variable ; pour la
gentamicine un taux de résistance de 58.3%,1’amikacine 41.7%, ces résultats sont proches a

ceux enregistrés en France en Tunisie et au Maroc (David (2013).

La résistance acquise a cette famille d’antibiotiques est du a trois (03) mécanismes, le
premier consiste en des mutations aux niveaux des génes codent pour les protéines
ribosomales, cela est note chez les souches de S. aureus résistantes a la streptomycine. Le
second est le résultat des mutations touchant la perméabilité de I’antibiotique et le 3™ est

induit par la production d’enzymes inactivatrices (Chambers, 2009).

Pour les macrolides, 41.7% des isolats sont résistants a la clindomycine et 58.3% pour
I’érythromicine ; ce taux de résistance a I’érythromicine correspond a d’autres études de
Allioua (2010) et de Aouatien (2009). Selon Kasten (1999), plusieurs mécanismes peuvent
assurer une résistance a ces antibiotiques le plus connu est une modification de la cible
ribosomale. L’enzyme impliquée est la méthylase qui empéche la fixation des antibiotiques

au groupe MLS.
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Concernant les quinolones, 50% des souches sont résistantes a la Cyprofloxine et
83.3% sont reésistantes a la Teicoplamine. Ce résultat est, d’une part, supérieure a ceux
obtenus par Akoua et al. (2004) et inférieur a ceux rapportés par Shittu et al. (2006). Selon
Hooper(2002), cette résistance est dd principalement & des mutations ponctuelles dans les

genes codants les protéines cibles des quinolones.

Selon Pesavento et al., (2007), la nourriture est un facteur important dans le transfert
de la résistance aux antibiotiques. Les souches de S. aureus sont connues pour étre
fréqguemment résistantes aux antimicrobiens a cause de leur capacité a produire une barriére
d’exopolysaccharides d’un coté et de 1’autre, leur localisation au sein des micro-abces, qui

limitent I'action des antibiotiques (Gundogan et al., 2005).
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Vivant entre le commensalisme et la pathogénicité, les staphylocoques ont développé
des stratégies puissantes pour faire de I’environnement hospitalier une niche écologique
pour leur développement. Différents facteurs favorisent ce développement, en effet,
I’utilisation excessive des antibiotiques et la formation de biofilm conférent a ces bactéries
un potentiel de créer une sélection des souches résistantes impliquées dans les maladies

nosocomiales.

Au cours de cette étude, nous avons pu detecter une prévalence importante de
Staphylococcus aureus au niveau des services hospitalier. Les résultats obtenus ont montré
une variabilité de résistance des souches isolées envers les différents antibiotiques ; allant
des B-lactamines, aminosides et macrolides, jusqu’aux quinolones. Néanmoins aucune

souche multiresistante n’a été enregistrée.
Comme perspectives pour cette étude :

- Elargir la zone d’étude et le nombre d’échantillons
- Appliquer des techniques moléculaires dans les investigations et la détermination
des isolats sensibles aux antibiotiques pour mieux guider I’antibiothérapie et

préserver I'efficacité des antibiotiques.
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Annexes

Annexe |. Milieux de culture

Gélose hyper salée au mannitol — Chapman

Composition :
Peptone........cooovvviiiiiiiiii, 110g
Extraitde viande........................... ... 10g
Chlorure de sodium....................c........ 750 g
Mannitol...........coooiiiiiii 100 g
AGAT. . i 1509
Rouge de phénol

(Solution sodique a 0.25 p. 100)............. 20 ml
pH=7.6

Préparation :

111 g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave a 120°C, 20 min.

Gélose Mueller-Hinton

Composition :

Infusion de viande de beeuf................. 300 ml
Peptone de caséine............................ 17.5 g
Amidonde mais................oooiiiiin. 15¢g
YN 100g
pH=7.4

Réactifs

— Eau oxygénée (H,0,)
— Eau physiologique

— Disques oxydase

— Huile a immersion

— Violet de Gentiane

— Fushine

— Lugol

— Ethanol




ANNEXES

Annexe Il. Coloration de Gram

La coloration de Gram a été réalisée selon la technique suivante :

- Sur une lame, fixer a la chaleur une culture bactérienne ;

- Recouvrir la lame avec la solution de violet de gentiane pendant une minute ;

- Ajouter du lugol pendant 30 secondes ;

- Décolorer avec de I’alcool 95°, puis rincer a I’eau ;

- Faire une contre coloration en utilisant la fuschine et laisser agir 20 a 30 secondes ;

- Laveral’eau;

- Apres séchage, soumettre la lame a une observation microscopique a immersion
(x100).

Les bactéries a G ram positif apparaissent en violet et les bactéries a G ram négatif en
rose.




