MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE AKLI MOHAND OULHADJ - BOUIRA
FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE ET DES SCIENCES DE LA TERRE
DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

(E I! : Réf: ....... /UAMOB/F.SNV.ST/DEP.B10/2019
L)

sl

MEMOIRE DE FIN D’ETUDES
EN VUE DE L’OBTENTION DU DIPLOME MASTER

Domaine : SNV Filiere : Sciences Biologiques
Spécialité : Biochimie Appliquée

Présenté par :

GHALI Khadidja & MOSTEFAI Nesrine

Theme

Isolement, identification et étude de la résistance des souches

de Staphylococcus aureus isolés dans différents service de
Lakhdaria

Soutenu le : 07 /07/ 2019 Devant le jury composé de :

Nom et Prénom

Mme. SAIT-DIB S Univ. de Bouira Président
Mme. BENBARAT.T Univ. de Bouira Promotrice
Mme. MEDBOUA C Univ. de Bouira Examinatrice

Année Universitaire : 2018/2019




Nous remerci n&ttout d’abord dieu pour tous ces dons et po
la capaqué'b\&

b\bi'er ce travail. Et qui nous a dirige tout dgoitvers

hd

ail

le bon chemin et nous a donné la volonté, la santé et la

% bour atteindre nos buts. .
ous remerci’br?s particulierement notre promotrice Mme Bz

I”honneur qu’il nous a fait en acceptent de diriger ce t

pour sa comprehension.
Le trayail prati@e est effectué au niveau de laboratoire
microbiologique de I’hopital Omer Omren
nous exprimons nous vifs remerciements au chef service Ali
Maidi et aussi Hsen Tobal , Amina.
Nos sinceres remerciements vont également aux membres du jury
Mme SAIT-DIB  Mme MEDBOUA
Nous remercions tous les enseignants et les personnes du
département de Biologie
En fin, nous tenons a exprimer notre reconnaissance
et nos remerciement a tout ceux qui ont contribue de pré ou de loin

par leur soutien pour la réalisation de ce modeste travail.

Sadisja @ Neswine



Louaﬂgr fmi;(e a DIEU le Tout Puissant qui m’a per
RN mener a bien ce travail.

Aux deux étres les plus chers au monde, mes parent

E
o OMAR e NOUARA

n’ont pas cessé de m’aimer et de m’encourager, sensibl‘v le
A ™

rs gentillesse, c’est avec émotion que je leurs expri

amour et |
I
toute m affectlg mon admiration et mon profond respect..
A mes deux tres cheres sceurs Asmaa Safia

es chers freres Mohammed Nesr eddine Ahmed

Je dédie cette travaille aussi a mon cher mari Kamel qui n’a cessé

de m’apporter ses encouragements et son soutien.
A mon bindme Nesrine je la remercie pour le courage qu’elle m’a
donné et tous les moments gu’on a passé ensemble.
A toutes mes amies
Fatima Imane Meriem Souad
Sans oubliés petit poussin Mohammed Idris et sa mere Nabila
Et mes familles

A tous ceux qui m’ont soutenue et épaulée

ehialidja



XY 4
DG (:IC((\“

Au nom de D'egtl'eaTout-Pujssant Je dédie ce modeste t

f“’“ A1 '.;'F"'ﬁ:l' 1
S “ A mon pére Daoud

Pour sa confiance reitérée, et qui m’a toujour
"Engouragé durant toutes ces annees.

A ma mere Fatma

Pour gon amour, 521 tendresse et ses prieres, et son
E couragﬁ?ent durant toutes ces années.
A mon cher mari Ahmed qui n’a cessé de m’apporter
Ses encouragements et son soutien.
A les parant de ma mere Ali et Masaouda
Je remercie mes tentes surtout les deux Amel
et Samira qui chere a mon cceur

A mon bindme Khadidja je la remercie pour le courage qu’elle
m’a donne et tous les moments qu’on a passe ensemble.
A toutes mes amies
Meriem, Linda, Ikram, Souad
Sans oubliés grand sceurs de Ahmed Djamila pour leur aide

Ma pus maria et tous mes familles

116 ine




Liste des abréviations

ATB: Antibiotique

ATP- dépendante: Adénosine-TriphosPhate dépendante
BGT: Bouillon Glucosé Tamponné

BHIB: Brain-Heart Infusion Broth (bouillon coeur-cervelle)
CBA: Columbia Blood Agar

CC : Centimetre Cube

CRF: Coagulase-Reacting Factor

DHF: Dihydrofolate

DHP: Dihydroptéroate

DNAse: Désoxyribonucléase

ECB de pus: Examen Cytobactériologique de pus
ECBU: Examen Cytobactériologique des Urines
ECM: Matrice Extra-Cellulaire

EDTA: Ethylénediaminetétraacétique

GC: Guinin Cyctine

GN: Gélose Nutritive

H,0;: peroxyde d’hydrogene

IgG: Immunoglobulines G

IgM: Immunoglobulines M

LPV: Leucocidine de Panton-Valentine

LSA: Lincosamide streptogamines A

Mb: Méga basse

MDR: Multi Drug Resistant



Liste des abréviations

MH: Mueller Hinton

MLS: macrolides, lincosamides et streptogramines B

MLSK: Macrolides Licosamides Streptogramines Kétolides
MSA: Mannitol Salt Agar

MSB: Macrolide Streptogamines B

MSCRAMM: Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules
0,: Dioxygene

pb: paire de base

pH: Pression Hydrogéné

PIA: Adhésine Intracellulaire Polysaccharidique

PLP: Protéines de Liaison a la Pénicilline

S.aureus: Staphylococcus aureus

Sak: staphylokinase

SARM: Staphylococcus Aureus Résistant Méthicilline

SDR: Specific Drug Resistance

SERAM: Secretable Expanded Repertoire Adhesive Molecules
SSSS: Staphylococcal Scalded Skin Syndrome

THEF: Tétrahydrofolate

TIA: Toxi-Infection Alimentaire

TIAC: Toxi-Infection Alimentaire Collective

TSA: Tryptic Soy Agar



Liste des figures

Figure 01

Figure 02 :
Figure 03 :
Figure 04 :

Figure 05

Figure 06 :
Figure 07 :
Figure 08 :

Figure 09 :
Figure 10 :
Figure 11 :

Figure 12

Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :

Figure 16

Figure 17 :
lactamine..

Figurel8 :

: Aspect de S.aureus en microscope électronique (GX 1000)........cccceevvieiriieeninenns 04
Fermentation de mannitol par des souches de S.aureus.................ccoeevviviinnnn. 08
D’action des antibiotiques avec DHP, DHF, THF........................oooone 16
Les trois mécanismes de transfert g€nétiques..........cooovvviviiiiiiiiiiiiiniienn.n 20

: Principaux mécanismes bactériens de résistance aux antibiotiques................... 22
Prélevement de pus par I’écouvillonnage et seringue..............ccevvvveiniennnnnnnnn. 24
Aspect morphologique des colonies de S.aureus en culture........................... 29
S.aureus sous microscope optique apres coloration au bleu de méthylene et

coloration de Gram (GXL100).......ooiiiiiiiii e 30
Image de la fermentation de mannitol chez Staphylococcus aureus.................. 30
La mise en évidence de la catalase chez les S. aureus........................ooo.. 30
La mise en évidence de la coagulasse libre chez les S. aureus........................ 31

: Répartition de S.aureus selon la nature de prélevement.....................cooeiii. 31
Répartition des souches de S.aureus par SEXe€.........oveveiriiiiiiiiiiiiiinnennnnnn. 32
Répartition des souches de S.aureus selon 'age............ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiinn 33
Répartition des souches de S.aureus par SErviCe..........ooevviiiiiiiiiiiiiiiiinnnne. 34

: Résultats d‘antibiogramme classique en milieu gélosé....................cooiieiinii. 35
Taux de résistance et de sensibilité des souches de S.aureus a la famille de -
............................................................................................... 36

Taux de résistance Staphylococcus aureus aux autres familles
L& 21 110 0] 108 10 L1 37



Liste des tableaux

Tableau 01: Antibiotiques testes pour les souches de S.aureus..............................
Tableau 02: Résultat de résistance et la sensibilité aux antibiotiques des souches de

S.aureus selon la recommandation EUCAST ......ooiiiiiiiiiii i

Liste des tableaux des résultats dans les annexes

Tableau 01:Les échantillonnages de notre travaille.

Tableau 02: La répartition de S.aureus selon les types de prélevements

Tableau 03: La répartition de S.aureus selon le sexe

Tableau 04: La répartition de S.aureus selon les services

Tableau 05: La répartition de S.aureus selon I’age

Tableau 06: La répartition de S.aureus selon la période

Tableau 07: Taux de résistance de S. aureus a la famille de béta lactamine
Tableau 08: Taux de résistance de S. aureus a des autres famille des antibiotiques
Tableau 09: Les diametres d’inhibition des S. aureus aux béta lactamine et aux autres
familles d’antibiotique

Tableau 10: Les diametres critiques des antibiotiques testés a S.aureus

Tableau 11: Le matériel utilisé dans laboratoire



Sommaire

Liste des abréviations

Liste des figures

Liste des tableaux

L0180 LT 5 ) T 01
Etude bibliographique

Chapitre I : Staphylococcus aureus

R 5 07 5 1| 03
B0 D0 110711 [ P 03
3. Caractere bactEriOlOZIQUE. . .......eiutte e e e e e 04
3.1 MOTPROLOZIC. . . . et 04
3.2, Caractere CULLUTAUX . ... . ettt ettt et et et et et e e 04
T B O 1 ot (o) (S <) 110 40§ [ | L 05
B4 L7habitat. ..o e 05
4. Caractere DIOChIMIQUE. ... ...ttt e 06
4.2. La DNASse thermostable. .........o.ooiuiiiiii e 07
4.3, LA Catalase. . .....venei i e 07
4.4. La fermentation de mannitol............ooeitiiiii i 07
5. Facteur de virulence et physiopathOlOgie. .........cc.oiiuiiiiiii e 08
5.1, La peptidOglYCane. .. ..uveett ettt e e e e 08
I D To3 16 (o <) 1o o) Lo |1 1< 08
5.3, L@ CaAPSULL. . et e 09
SA.Les adhSINES. .. ..ouein e 09
5.5, Protéine A OU SPa.. ...t 09
5.6. Le biofilme chez Staphylococcus ureus. ...............c..oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiianan.. 09
RN B I 103, 4 1 TR 10
5.8. Les exopolysaccharides capSulaires. .........o.ueeuiirniiiiiiiniii e 11
6. POUVOIT PAthOZENE. .. ...t e e e e 11
6.1, INTECtIONS SUPPUTALIVES. ...ttt ettt et et e e et e et et e e e e e neeeneerreenans 11

6.2. Infections associées aux toxines (infections toXémiques)...........oceeveeevnneenninennnnee. 11
Chapitre II : Résistance aux antibiotiques
LN 115 0 107 5 0 L1 Pt 13
O R 6] ) 10 LTS 13
L2 DEIINTEION. ..ottt e e e 13



Sommaire

| LY (0T (S« B 1ol 10 1 F TR 13
1.4. Le spectre antibactErien..........vinuiett ettt et e et e e et e e e e reenaeeas 14
1.5. MécaniSme d’aCtiON. ... .uuete ettt e 14
1.6. Classification des antibIOtIQUES. .. ... .eeuuteenttettt ettt et e e e eaieeeaaene 16
2. MécaniSme de T€SISTANCE. ... ..utenttt ettt e e et 17
2.1, TYPeSs de TESISTANCE. .. e .ttt ettt et et et et et et et e et e aeeaaeans 18
2.2. Mécanismes génétiques de 1a réSiStance aCqUiISe........evuueeireeenteeieieaieeineennneeneninens 18
2.3. La résistance par famille d’antibiotique chez Staphylococcus aureus ....................... 20
2.4. Mécanismes biochimiques de la résistance acquise chez Staphylococcus aureus ......... 21
Chapitre III : Matériel et Méthode
| 5 T (] 7 (N 23
2. Lematérie] UtIliS€. ... 23
BoMENOAE ... e 23
3.1. Echantillonnage et la nature de prélevement. .............ooeviiiiiiiiiiiiiiiiieaann. 23
3.2. Isolement et méthodologie de diagnoStiC.........cuvviuiirieiiiii i aeenn, 24
3.3. Identification de StaphylocoCCUs QUIEUS..............c.ovuuieineii i, 26
3.4. Test d’antibiogramme des souches de Staphylococcus aureus............................... 27

Chapitre IV : Résultat et Discussion

1. Isolement et identifiCation. ... .....oiuiit i e 29
2. L’analyse statistique des données €pidémiologiques........c.vvvvieieiiiiiieiiiiiieeiieeneeanann, 31
3. La résistance des souches de Staphylococcus aureus aux antibiotiques.................oeuvueneen. 34
L 00) 11U 11 1) 1 41

Références bibliographiques
Les annexes

Résumé






Introduction

Le domaine de Bacteria comporte tous les procaryotes pathogenes connus a ce jour
ainsi que certaines d‘autres especes non pathogeéne. Parmi les especes les plus connues dans le
monde Bacteria on distingue le Staphylococcus aureus, qui est a la fois un germe commensal
de la peau et des muqueuses de I’homme et un agent pathogéne majeur de 1‘homme
(Madigan et al., 2007; Chemsi et al., 2014)

Ubiquiste et saprophyte, S. aureus constitue ’'une des especes les plus couramment
isolées en milieu hospitalier. La symptomatologie de I’infection par S.aureus est tres
polymorphe. Les infections suppuratives superficielles cutanéo-muqueuses telles que les
folliculites, les furoncles, les impétigos, les sinusites et les otites sont les plus fréquentes. La
bactérie est alors responsable de septicémies a 1’origine de localisations viscérales pleuro-
pulmonaires (abces bulleux), cardiaques (endocardites aigués), ostéoarticulaires
(ostéomyélites) ou urinaires. Des infections non suppuratives d’origine toxinique appelées
toxémies staphylococciques. Ces toxémies regroupent le choc toxique staphylococcique
(TSS) et les intoxications alimentaires. Le caractere ubiquitaire de la bactérie et la résistance
de certaines souches aux antibiotiques, notamment en milieu hospitalier, une diminution des
défenses immunitaires des patients hospitalisés peuvent expliquer les caractéristiques de ces
infections. (Vincenot et al ., 2008)

En outre, ces souches ont la capacité de développer rapidement une résistance a
n'importe quel antibiotique entrant dans l'utilisation clinique a des antibiotiques intensive,
mal adaptée et mal suivie de ces molécules conduites a la sélection de nombreuses souches
résistantes. C’est a dire qu’a coté de la résistance naturelle de certaines especes bactériennes a
certains antibiotiques, il existe une résistance intrinseques des souches a l’intérieur des
especes théoriquement sensibles) (Diakite, 2010; Sabouni, 2014).

La virulence de cette bactérie dépend essentiellement de leur développement des
résistances a la plupart des antibiotiques en particulier a la famille de béta lactamine, et plus
récemment aux glycopeptides. Cette évolution de la résistance fait craindre 1‘émergence des
souches résistantes a tous les antibiotiques connus et constitue donc une menace majeure pour
la santé publique de part le monde, en raison de la circulation des souches résistantes dans
l'environnement et la possible contamination de l'eau et de la nourriture. (De Boer et al.,
2008; Chaalal, 2012).

C’est dans ce contexte général que nous avons ét€ amenés a entreprendre ce présent
travail qui a été mené au laboratoire de microbiologie de 1’hopital Amer Ouamran Al akhdaria

notre étude est subdivisée en deux parties :




Introduction

- La premiere partie consiste en une synthese bibliographique donnant des notions générales
sur les staphylococcus aureus, les antibiotiques et le phénomene de résistance.

- La deuxieme partie est une étude expérimentale représente les objectifs de notre travail qui
sont résumés en deux chapitres :

Un chapitre décrivant le matériel ainsi que les méthodes expérimentales utilisées dans
ce travail pour études les infections causé par S.aureus dans la région de lakhdaria.qui
consiste a I’isolement et 1’identification I’étude du comportement des souches bactériennes de
Staphylococcus aureus issue de prélevements différent vis-a-vis des antibiotiques testés afin
d’étudier leur résistance. L’autre chapitre décrivant les résultats et discussion pour étudier le

profil de résistance des S.aureus a des antibiotiques.
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Chapitre | Staphylococcus aureus

1. Historique

Le Staphylocoque fut démasqué a la fin du XIX® siecle suite 2 une observation au
microscope faisant apparaitre des «amas de grains ». D’abord observé par Robert kochen
1878, il fut reconnu par Louis Pasteur deux ans plus tard. En 1881, Alexander Ogston isola la
bactérie a partir d’abces postopératoires et reproduisit I'infection chez 1’animale. Ces amas
furent a I’origine du nom qu’il lui donna staphyle désignant la grappe de raisin en grec. Ce fut
en 1884 qu’Anton Rosenbach cultiva le staphylocoque in vitro et en décrivit la premiere
espece connue : Staphylococcus aureus, ou staphylocoque doré, ainsi nommé en raison de la
couleur des colonies obtenues en culture, puis en 1884, Rosenbach divisa le genre en especes
aureus et albus (Yves, 2009; Somerville, 2016).

La classification des staphylocoques a connu de nombreux bouleversements; lors de
la premiere édition en 1923 du « Bergey’s Manual ® of Determinative Bactériology », les
staphylocoques étaient classés dans la famille des Streptococcaceae puis lors de la deuxieme
édition en 1926 dans la famille des Micrococcaceae (Avril et Fauchere, 2002). Ces
désignations ont subsisté jusqu’en 1939, lorsque Cowan en 1939 a différencié S. epidermidis
en tant qu’espece distincte basée sur le test de la coagulasse (agglutination sur lame), ce qui a
été précisé par des tests sérologiques en 1964(Somerville, 2016).

En 1964, Baird Parker a introduit un schéma pour la classification des staphylocoques
et des microcoques dans lequel «les cocci a Gram positif et a catalase positif sont mieux
séparés en genres Staphylococcus et Micrococcus, selon la capacité des membres
Staphylococcus a se développer et produire de 1’acide a partir de glucose anaérobiquement;
cela resta le schéma standard jusqu’en 1975 (Somerville, 2016). En 1974, Baird-Parker
sépare définitivement le genre Staphylococcus du genre Micrococcus grace a la différence du
contenu en guanine et en cytosine de leur ADN, 66- 75% pour Micrococcus et 30-39% pour
Staphylococcus (Garrity et al., 2005).

Actuellement la classification est bien définie, il s'agit de la famille
Staphylococcaceae .Cette famille comporte les genres Gemella, Jeotgalicoccus, Salinicoccus,
Macrococcus, ainsi que le plus important le genre Staphylococcus (Dworkin et al., 2006 ;
Garrity et al., 2005).

2. Taxonomie

Selon la 9¢me édition du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, les

staphylocoques sont classés parmi les bactéries a Gram positif pauvres en GC.
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Chapitre | Staphylococcus aureus

Domaine (regne): Bacteria
Division (phylum XIII): Firmicutes
Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceae

Genre : Staphylococcus

Espéce : Staphylococcus aureus (Delarras, 2007)

3. Caractere bactériologique
3 .1. Morphologie

Ce sont des cocci Gram positif d’environ 0,5 a2 1 pm de diametre, apparaissant au
microscope sous la forme diplocoques et en courtes chainettes ou grappes ressemblant a des
raisins en raison de trois planaires incomplets divisions (Delarras, 2014).

Cette bactérie immobile, non productrice des spores mais résistante et parfois
encapsulés (Rebiahi, 2012). En produisent des colonies dorées jaune pigmentées, cette
pigmentation est évoquée dans le nom du microbe, comme aureus signifie doré (Delarras,
2014). 11 est maintenant établit que S. aureus est une bactérie aéro-anaérobie facultative qui
produit une catalase et une coagulasse, et qui peut tolérer une activité en eau treés réduite

(Alioua, 2015).

Figure 01 : Aspect de S. aureus en microscopie électronique (Gx1000)

3.2. Caractere culturaux

In vitro, S. aureus est une bactérie non-exigeante. En effet, en plus d’étre
aéroanaérobie facultative sont capables de croitre dans des conditions hostiles (par exemple
en bouillon hypersalé a 7% de NaCl) (Accarias, 2014). Ce caractere est parfois mis a profit
(surtout en bactériologie alimentaire) (Yves, 2009). Elle est facilement cultivable en milieu
gélosé classique tel que CBA (Columbia Blood Agar), TSA (Tryptic Soy Agar) ou BHI

(Brain Heart infusion), ainsi que dans les milieux liquides correspondants (Vitko, 2013). Mais
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Chapitre | Staphylococcus aureus

en bouillon la culture est rapide, en quelques heures un trouble homogene puis un dép6t sont
observés, il n'y a pas de production de pigment en milieu liquide (Angandza, 2012).

S. aureus peut également étre cultiver facilement en 24 heures sur milieu ordinaire
(gélose trypticase-soja supplémentée ou non en sang), et aussi cultive en milieu sélectif
hypersalé (Chapman ou MSA pour Mannitol-Salt-Agar), ce qui peut étre intéressant pour des
recherches ciblées (dépistage) (Eveillard, 2007), et utilisée comme milieu pour
I’identification de S. aureus qui présente un caractere halophile ainsi que la capacité a
fermenter le mannitol (Accarias, 2014).

S. aureus présente une bonne croissance sur milieux usuels en 18-24 h (dans des
températures de 7 °C a 48.5 °C avec un optimal de 30 °C a 37 °C et un pH de 4.2 a 9.3 avec
un optimal de 7 a 7.5 (Le loire et al., 2003 ; Bhatia et Zahoor, 2007; Yves, 2009). Sur
milieux solides, les colonies observées apres 24 heures d'incubation sur gélose ordinaire sont
larges (2-4 mm de diametre) circulaires, légerement bombées lisses, luisantes. La
pigmentation des colonies peut varier du blanc au jaune ou jaune orangé (Flandrois et al.,
1997).

Les colonies sont souvent beta-hémolytiques sur gélose au sang. De rares souches
capsulées produisent des colonies d'aspect luisant pouvant devenir coulantes apres plusieurs
jours de conservation sur milieu gélose. (Buckingham et al., 2004).

3.3. Caractere génomique

Le génome de S. aureus est constitué d’un chromosome circulaire unique d’environ
2,8 Mb a faible teneur en guanidine et cytosine (30 a 39 %) (Accarias, 2014). Ce génome est
formé de deux domaines fonctionnels distincts. La majeure partie du chromosome (75%)
appelé « core » contient les génes qui assurent le métabolisme de la bactérie. La deuxieéme
partie du génome (environ 25%) est constituée d’éléments génétiques accessoires et mobiles
comme des plasmides (Géraldine, 2009), transposons, prophages ou des flots de
pathogénicité portant la plupart des geénes associés a des facteurs de virulence et a la

résistance aux antibiotiques (Issarte et al., 2005).

3.4. Habitat
S. aureus est un germe ubiquitaire, peu exigeantes et capables de vivre dans de
nombreux sites, essentiellement en saprophyte de I’environnement, présent chez les animaux

mais sont habitat préférentiel est ’homme (Géraldine, 2009; Perez, 2013).

S. aureus sont des bactéries de la flore commensale cutanée et muqueuse des

mammiferes et des oiseaux (Eveillard, 2007). Chez I'homme, S. aureus est présent sur
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Chapitre | Staphylococcus aureus

plusieurs sites corporels. On le repere sur la surface de la peau qui joue un rdle dans
I’équilibre physico-chimique et constitue une barriere contre I’implantation des bactéries de la
flore transitoire (Lays, 2012 ; Rebaihi, 2012) et des muqueuses intestinales ou génitales
(Robert, 2013), mais on peut I'isoler particulierement au niveau des zones chaudes et
humides de I'organisme telles que le rhinopharynx (fosses nasales et gorge), les creux
axillaires, les aisselles (El-anzi, 2014), les glandes de la peau, le cuir chevelu, les mains, la
bouche, les dents (Kloos et al., 1976), mais il est également présent dans le tube digestif et le
périnée en plus faible quantité (Perez, 2013).

Chez nombreuses especes animales, S. aureus semble capable de coloniser tous les
mammiferes (marins et terrestres) méme si différents biotypes de souches de S. aureus
pourraient étre raccordés a des hotes spécifiques (Hennekine et al., 2003; Wertheim et al.,
2005).

La transmission interhumaine est le plus souvent manuportée (Dumitrescu et al.,
2008), ou méme par les aérosols émis par des patients atteints de pneumopathie (Freeman-
Cook, 2006).

La présence de S. aureus dans l'environnement est essentiellement due a une
contamination par I'Homme ou par les animaux (Angandza, 2012). Elles peuvent également
survivre sur des surfaces inanimées telles que la literie, les vétements et les poignées de portes
(Freeman-Cook, 2000).

S. aureus possede des capacités d’adaptation et de résistance au stress importantes et il
est capable de survivre dans un large éventail d’habitats environnementaux. La bactérie peut
étre isolée de facon sporadique dans le sol, ’eau douce, le sable de la plage, I’eau de mer, la
surface des plantes. Concretement, elle est largement présente dans les poussieres dispersées
dans 1’air, les surfaces (Touaitia, 2016), mobilier et matériels (El-anzi, 2014).

S. aureus est le plus pathogene des staphylocoques et le plus fréquemment isolé (De
Matos, 2013). La contamination des aliments est un probléme a prendre en compte car S.
aureus peut étre responsable de toxi-infections alimentaires (TIA) ou collective (TIAC)
(Robert, 2013). Les TIAC a S. aureus sont dues a I’ingestion d’entérotoxine
staphylococciques (Hennekinne, 2009). Il faut également des températures qui permettent la
croissance de S. aureus. La plupart du temps, la denrée alimentaire atteint cette température
en raison d'une défaillance dans le procédé de réfrigération, ou lors de la fabrication d’un

produit avec des températures requises (par exemple, fabrication de fromage).
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Chapitre | Staphylococcus aureus

Beaucoup d'aliments peuvent €tre un bon milieu de croissance pour S. aureus: le lait et
la créme, les patisseries a la créme, le beurre, le jambon, les fromages, laitages, les saucisses,
la conserve en viande, les charcuteries, les salades, les plats cuisinés et les sandwichs
(Birembaux, 2017).

4. Caractere biochimique
4.1. La coagulase ou Staphylocoagulase

La capacité unique de S.aureus de provoquer la coagulation est connue depuis plus
d’un siecle (Dougnon et al., 2018). La Staphylocoagulase c’est un marqueur de
I’identification de S. aureus (Alioua, 2015).

La coagulase libre est une enzyme extracellulaire qui réagit avec le facteur «CRF»
(une substance ressemblant a la thrombine dans le plasma) pour former un complexe
coagulasse-CRF. Ce complexe convertit indirectement le fibrinogéne en fibrine formant un
caillot. Donc la production de la coagulasse est considérée comme une indication de

pathogénicité chez les especes de Staphylococcus (Da Silva et al., 2018).

4.2. Désoxyribonucléase thermostable (La DNAse)

S. aureus est la seule espece du genre Staphylococcus a produire une nucléase
thermostable. Elle permet ainsi une identification rapide de S. aureus dans des cultures de
sang (Madison, Baselski, 1983). Elle a une activité exo- et endo-nucléasiques qui lui permet
de dégrader I’ADN mais aussi I’ARN des cellules de I’hdte. Elle est active a pH alcalin en
présence de calcium (Hu et al., 2013).

4.3. La catalase

Tous les staphylocoques ont la capacité de convertir le peroxyde d’hydrogene en
H,0 et O; non-toxique. Une analyse quantitative, indique que les staphylocoques a coagulase
positive produisent des niveaux plus élevés de catalase et les staphylocoques a coagulase
négative produisent des taux inférieurs de catalase (Honeyman, 2001).

La catalase est une enzyme protéique de l'heme trouvé chez S. aureus qui
décompose le peroxyde d'hydrogene en eau et oxygene. But de cette enzyme dans la cellule
bactérienne est de la protéger de I'hydrogene dérivé de peroxyde ( Mandell, 1975). Le test de
catalase doit étre effectué a partir d’un milieu ne contenant pas de sang, car les globules
rouges peuvent eux méme produit une réaction catalytique (Winn, 2006).

4.4. La fermentation de mannitol
La fermentation du sel de mannitol est I'un des tests de confirmation de

Staphylococcus aureus. Elle fermenté le mannitol avec la production d’acide seulement. Cela
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change le pH du milieu et passe de la couleur rouge a la couleur jaune. S’il y a fermentation

du mannitol les colonies sont de couleur jaune (doré) (Vasanthakumari, 2009).

Figure 02:fermentation du mannitol par des souches de S. aureus (Vasanthakumari, 2009).

5. Facteur de virulence et physiopathologie

Les facteurs de virulence sont tous les éléments microbiens qui vont participer a
I’expression du pouvoir pathogene d'une bactérie. Ces facteurs vont favoriser la colonisation
de I'hote, la multiplication bactérienne, permettre a la bactérie d'échapper au systeéme
immunitaire de 1'hote ou provoquer directement des dommages aux tissus (Graille et al.,
2000).

5.1. Le peptidoglycane

La paroi cellulaire de S. aureus est trés riche en peptidoglycane , sa structure
particuliere le rend insensible au lysozyme et favorise sa survie a l'intérieur des phagosomes,
dont les chaines sont reliées grace a des tétrapeptides unis a l'acide N-acétylmuramique et
a un pont pentaglycine spécifique de S. aureus (Tawk, 2014). Lorsque Staphylococcus
aureus est soumis a des peptides antimicrobiens comme a la surface de la peau ou a l'intérieur
des phagosomes, une modification de la charge des acides teichoiques et de la membrane a
lieu.

Cette modification entraine une augmentation de la charge positive de la paroi qui
neutralise les charges négatives des défensives cationiques et les rend inefficaces (Foster,
2009).

5.2. L’acide teichoique

L’acide teichoique de Staphylococcus aureus qui est lié de facon covalente au réseau
du peptidoglycane est composé en alternance de groupes phosphate et de groupes ribitol
(Planchon, 2006). Les acides lipoteichoiques qui sont li€s aux glycolipides de la membrane

sont composés en alternance de groupes phosphate et de groupes glycérol (Navarre,
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Schneewind, 1999), et sont des composants chargés de la surface qui jouent un role clef dans

la phase initiale de la formation de biofilm (Reifsteck et al., 1987).

5.3. La capsule

S. aureus exprime une capsule qu’on retrouve dans la majorité des isolats cliniques
mais la bactérie perd sa capsule généralement apres culture. La capsule a un rdle de facteur de
virulence car elle empéche, in vitro, les neutrophiles de la recouvrir lors du phénomene
d’opsonisation (Thakker et al., 1998), et peut induire la formation d’abces (O’Riordan,

2004).

5.4. Les adhésines

S. aureus possede un grand nombre de protéines de surface appelées adhésine, qui ont
la capacité de se fixer sur les molécules de 1’hote ou a des surfaces inertes type cathéters. La
grande majorité de ces adhésines appartiennent a la famille des MSCRAMM (Microbial
Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecule), et ‘‘Secretable Expanded
Repertoire Adhesive molecules’” ou (SERAMs) (Foster, Hook, 1998).

Les MSCRAMMs constituent une famille de plus de 20 membres qui reconnaissent les
composants de la matrice extracellulaire (ECM). Les SERAMs forment un groupe de 5
adhésines, y compris, la protéine A liant le fibrinogene, la coagulasse, protéine liant le
fibrinogene extracellulaire, la protéine liant 'ECM et la protéine d’adhérence extracellulaire
(Eap) (Chavakis et al., 2005).

5.5. Protéine A ou Spa

La protéine A des staphylocoques est une protéine ancrée a la paroi de la bactérie qui a
initialement été décrite chez Staphylococcus aureus. Cette protéine de 42kDa contient 5
domaines extracellulaires (A a E) trés homologues qui ont la capacité de fixer certains types
d'anticorps comme les immunoglobulines G (IgG) par leur extrémité Fc et empéchant ainsi
I’interaction du complément avec les IgG fixées (lowy, 1998; Chambeaud, 2012), ainsi que
la région VH3 du site de fixation de l'antigéne (fragment Fab) des immunoglobulines de
classe M (IgM) (Graille et al., 2000).

5.6. Le biofilme chez Staphylococcus aureus

Les biofilms sont des communautés bactériennes attachées a une surface biotique ou
abiotique produisant une matrice extracellulaire ou les cellules bactériennes présentent
certains caracteres phénotypiques différents des cellules n’étant pas adhérées a une surface

(Lister, Horswill, 2014), et qui possede un groupe de genes code pour la production

)



Chapitre | Staphylococcus aureus

d'adhésine intercellulaire polysaccharidique (PIA). Cela favorise 1'adhérence intercellulaire
des bactéries et I'accumulation de biofilm multicouches (Gillespie et al., 2006). Le biofilm
joue un rdle treés important dans la physiopathologie de certaines infections staphylococciques
notamment dans la résistance aux antibiotiques et aux défenses immunitaires de 1’hote

(Guillaume, 2014).

La formation d’un biofilm de Staphylococcus est un processus qui se déroule en deux
phases. La premiere phase consiste en 1’attachement initial des cellules sur une surface, et la
seconde a la multiplication et a la formation d’une communauté structurée, mature et
multicouche des cellules bactériennes. Ces deux phases sont physiologiquement différentes
I’une de I’autre et requierent chacune des facteurs spécifiques. Le détachement de cellules du
biofilm mature permet la dissémination des bactéries et la colonisation de nouveaux sites

d’infection chez I’homme (Otto, 2008).

5.7. Les toxines

»  Exotoxines : Les souches de S. aureus peuvent produire jusqu’a quatre classes de
cytotoxines comprenant 1’alpha hémolysine, la béta hémolysine, la gamma hémolysine, délta
hémolysine (Crossley et al., 2009). Elles ont une action cytolytique sur les plaquettes et les
globules rouges et forme des pores heptamériques dans les membranes des érythrocytes et de
plusieurs autre type cellulaire (Angandza, 2012 ; Voet, Voet, 2016). Ainsi que la PVL est
une exotoxine sécrétée par certaines souches de staphylocoque doré (Lai-kuen et al., 2009) et
composées de deux protéines non associées sécrétées indépendamment mais agissant en
synergie sur les membranes cellulaires et réagit sur plusieurs types de cellules immunitaire
(leucocyte, les monocytes, et les macrophages) (Avril et al., 2000).

»  Exfoliatines ou épidermolysines : La toxine exfoliative (ET) est une sérine protéase
de 30 kDa et possede deux sérotypes: ETA et ETB. L’ET est responsable d’une grave maladie
de la peau qui touche principalement les nourrissons (Bhunia, 2018).

Toxines superantigéniques : Les entérotoxine de S. aureus (SE) et la toxine du
syndrome de choc toxique (TSST-1) sont généralement classées dans la catégorie des
superantigenes (SAg). Ce sont des toxines pyrogenes qui se lient au complexe majeur
d’histocompatibilité de type II et causent une prolifération majeure des lymphocytes T menant
a la production d’une cytokine, cette libération de cytokines va provoquer le syndrome du

choc toxique staphylococcique (Da Silva et al., 2018).
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5.8. Les exopolysaccharides capsulaires

La production locale par S. aureus d’exopolysaccharides provoque la formation d’un
biofilm, engluant les bactéries et constituant ainsi une forme de résistance au site de
colonisation. Des polysaccharides capsulaires sont retrouvés chez 90% des souches cliniques
de S. aureus. (Yves et Michel, 2009).
6. Pouvoir pathogene

Le pouvoir pathogene désigne I’ensemble des particularités d’un microorganisme lui
permettant de coloniser, de se multiplier et de provoquer une maladie dans un organisme héte.
(Rebiahi, 2012).
6.1. Infections suppuratives

S.aureus provoque des infections superficielles cutanées, sous-cutanées et muqueuses
comprennent les furoncles, anthrax, panaris, impétigos, abces, cellulites, lymphangites
(Perez, 2013). Touts les atteintes cutanées (plaies traumatiques ou chirurgicales, brilures,
ulceres) sont des facteurs favorisant ces infection, de méme que le diabete, les thérapeutiques
immunosuppresseurs et les corticoides, mais aussi les déficits immunitaires cellulaires.
S. aureus est un agent pathogene responsable d’infections de la sphere ORL (otites, sinusites,

mastoidites, angines) (Flandrois, 1997).

6.2 Infections associées aux toxines (infections toxémiques)

Staphylococcus aureus est a 1'origine de nombreux types d'infections humaines et de
syndromes (Kobayashi et al., 2015). Les toxines sécrétées jouent un rdle prépondérant dans
ces syndromes. (Les infections toxémiques ne sont pas dues a I’action bactérienne directe
mais sont dues a la sécrétion des toxines).

6.2.1 Intoxications alimentaires

La consommation des aliments contamine par des toxines comme les produits
laitiers, produit d’origine animale, conservés a la température ambiante apres la cuisson
(Freeman-Cook, 2006). La toxine agit en stimulant la libération d’IL-1 et d’IL-2
intercellulaire. Elle résiste assez bien a la chaleur et n’est pas inactivé par une cuisson rapide
(Parija, 2009). Provoquant une intoxication alimentaire ou toxi-infection alimentaire(TIA),
ce qui induit I’apparition des symptomes soudaine dans les 2 a 6 heures suivant 1’ingestion de
I’aliment qui caractérisée par nausées, des vomissements, des crampes abdominales et une

diarrhée aqueuse et non sanguinolente (Parija, 2009; Delarras, 2014).
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6.2.2. Pneumopathies nécrosantes

S. aureus représente une cause rare de pneumonie communautaire. La pneumonie
nécrosante a S. aureus sécréteur de leucocidine de Panton-Valentine est une maladie grave
caractérisée par une mortalité tres élevée (Mortaza et al., 2010 ; Laverdure et al., 2014).
Elle survient généralement chez le sujet jeune en bonne santé (Dubrous et al., 2007). La PVL
créant une réaction inflammatoire locale intense évoluant vers la nécrose (Lai-kuen ef al.,
2009). Cette toxine est impliquée dans des infections cutanées, des furonculoses et de
pneumopathie nécrosante. Les pneumopathies nécrosantes a LPV sont caractérisées par
I’association de fievre, d’hémoptysies, d’infiltrats alvéolaires multilobaires, d’une leucopénie

et d’une aggravation extrémement rapide. (Libert et al., 2009).

6.2.3. L’entérocolite staphylococcique

L’entérocolite a staphylocoque est rare, mais peut étre grave et parfois fatale (Libert
et al., 2009 ;Thakkar et Agrawal et al., 2010). L’utilisation d’antibiotiques a large spectre
peut modifier I’écologie normale de la flore bactérienne intestinale et induit ainsi une
dominance de S.aureus qui peut produire suffisamment d’endotoxine pour provoquer une
entérocolite (Cross, 2013). Entérocolite est associé a une diarrhée et fievre, avec ou sans
utilisation préalable d'antibiotiques, chez les adultes ou les nourrissons immunodéprimés, ou

chez les personnes présentant des conditions prédisposant (Lin et al., 2010).
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1. Antibiotique
1.1.Historique
Les antimicrobiens sont probablement 1'une des formes de chimiothérapie les plus
efficaces de I'histoire de la médecine (Aminov, 2010). On se doit de rappeler 1'étymologie du
mot antibiotique qui vient d'un mycologue nancéen, Jean-Paul Vuillemin, qui en 1889,
introduit le terme "antibiose" (du grec anti : "contre" et bios : " la vie"). Une idée selon
laquelle I'interaction biologique entre deux ou plusieurs organismes porte préjudice au moins

a l'un d'entre eux (Klein, 2011).

L'histoire célebre, est la découverte de la pénicilline et de ses propriétés bactéricides
en 1928 par Alexander Fleming qui ouvrit de nouvelles perspectives pour le traitement des
maladies infectieuses. En 1941, un patient atteint de septicémie a staphylocoque fut traité avec
succes par la pénicilline (Yves, 2009). Cinquante années avant Fleming, Pasteur et Joubert ne
constataient que l'injection de bactéries du charbon (Bacillus anthracis) chez les animaux
empéchait le développement des maladies bactériennes (Mangin, 2016).

La pénicilline a été introduite en clinique en 1946, ou elle a un effet significatif sur la

santé publique. La découverte de la pénicilline a été une étape importante pour la santé

publique car elle a réduit la propagation de la maladie (Ibrahim, 2017).

1.2.Définition

Pendant longtemps, on a appelé antibiotique toute substance chimique produite par un
champignon (Penicillium, Acremonium) ou une bactérie (Bacillus et surtout Streptomyces)
pouvant inhiber la croissance ou détruire d’autres microorganismes.
Un antibiotique est actuellement défini comme une substance, d’origine biologique (naturelle)
ou synthétique, agissant spécifiquement sur une étape essentielle du métabolisme des
bactéries (agents antibactériens) ou des champignons (agents antifongiques) (Yogara, 2015),
utilisée contre les infections causées par les bactéries (Battraud, 2017) sans affecter I'hote

(cellules eucaryotes) (Bambeke et al., 2008).

1.3.Mode d’action
Chaque classe d’antibiotique a un effet spécifique dirigé contre les micro-organismes :

on parle d’un effet bactéricide ou bactériostatique (Delplanque, 2018).
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> L’effet bactéricide
Certain antibiotique attaque le peptidoglycane de la paroi bactérienne ce qui cause une
déstabilisation de la bactérie et entraine sa mort. Il s’agit de 1’action bactéricide, autrement
dit qui tue les bactéries (Battraud, 2017).
» L’effet bactériostatique
Antibiotique agissent sur le systeme protéique de la bactérie : en se fixant sur la sous
unité 50s du ribosome bactérien entrainant une inhibition de la synthese protéique. La bactérie
ne meurt pas mais ne peut plus se développer ni se multiplier, on parle de bactériostatisme,
I’antibiotique est donc capable d'inhiber la multiplication des bactéries sans les tuer
(Battraud, 2017).
1.4. Le spectre antibactérien
Il représente I'ensemble des bactéries sur lesquelles I'antibiotique est actif et permet de
prévoir son potentiel ainsi que ses limites. Les antibiotiques a spectre large sont efficaces sur
un grand nombre de types d'agents pathogenes. Ainsi, I'antibiotique sera actif sur une grande
partie de tous les cocci et tous les bacilles. Ils sont utilisés lorsque la bactérie n'est pas
identifiée et que la pathologie peut étre due a différents types d'agents pathogeénes. Les
antibiotiques a spectre étroit sont efficaces sur un nombre limité d'agents infectieux leur
permettant de cibler une pathologie en particulier (Mangin, 2016).
1.5. Mécanismes d’action
» Action sur la synthese de la paroi
Ce sont des antibiotiques qui agissent en inhibant la synthese de la paroi bactérienne
(Battraud, 2017). Les Béta-lactamines, les Glycopeptides et la fosfomycine font partie de
cette classe d’antibiotiques (Delplanque, 2018).
Les béta-lactamines : agissent par inhibition de la syntheése du peptidoglycane en se
liant aux Protéines de Liaison a la Pénicilline (PLP) présentes dans la membrane. Chez S.
aureus, 1l existe 5 PLP différentes assurant 1’équilibre du peptidoglycane. Une fois
I’antibiotique fixé, la structure du peptidoglycane est modifiée et la paroi fragilisée. Lors de la
division cellulaire, une lyse bactérienne par fuite osmotique due a I’incapacité du
peptidoglycane altéré a maintenir la pression osmotique intra-cytoplasmique est observée. Les
béta-lactamines sont donc des antibiotiques bactéricides (Novick et al., 1979).
La fosfomycine : agit au début de la synthése du peptidoglycane par inhibition de la
pyruvyl-transférase. Cette inhibition est due a 1’analogie de structure de la fosfomycine avec

le substrat naturel de I’enzyme (Tasse, 2017).
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Les glycopeptides : leur action est toutefois différente : ils se fixent au niveau des
extrémités peptidyl-D-Ala-D-Ala des précurseurs lipopeptidiques lorsqu'ils émergent de la
membrane cytoplasmique, et inhibent ainsi les étapes de transglycosylation et de
transpeptidation, nécessaire a la synthese du peptidoglycane (Chang et al., 2003).

» Action sur la synthese des protéines
Il existe des inhibiteurs de la sous-unité 50S :

e Phénicoles : qui empéchent la fixation d'un nouvel acide aminé sur la chaine en
croissance (Carlo et al., 1990).

¢ Lincosamides, streptogramines : qui fait le transfert de la chaine en croissance du
site A vers le site P (Carlo et al., 1990).

e Les macrilides et les kétolides: bloquent I’élongation de la chaine peptidique
(Nilius, 2002).

Il existe aussi des inhibiteurs de la sous-unité 30S :

e Les aminosides (aminoglycosides) : qui empéchent ou perturbent la liaison des
aminoacyl-ARNt aux ribosomes (Carlo et al., 1990), et empéchent la traduction de
ARNm en se fixant sur la petite sous-unité des ribosomes (Hermann, 2005).

e Les cyclines (tétracycline, doxycycline): bloquent 1’élongation de la chaine
peptidique en se fixant sur la petite sous-unité des ribosomes (Flandrois et al., 1997).

e La puromycine : copie I'extrémité d’'un ARNt, prend sa place dans le ribosome et
bloque 1’élongation de la chaine peptidique (Nilius, 2002).

Autre cible :

¢ Les sulfamidés : agissent sur la synthése de l'acide folique, un cofacteur de la
syntheése des bases puriques et pyrimidiques a incorporer dans les acides nucléiques.
Leur spécificité d'action provient du fait que les eucaryotes ne synthétisent pas d'acide
folique (Carlo et al., 1990).

¢ Les diaminopyridines inhibent la réduction de 1'acide folique en tirant parti de la
différence de sensibilité de la dihydrofolate réductase bactérienne par comparaison
avec l'enzyme des cellules eucaryotes (Carlo et al., 1990).

» Action sur la synthese des acides nucléiques

Les inhibiteurs de I'ARN polymérase sont représentés par la classe des ansamycines,
tandis que les inhibiteurs de 1'ADN-gyrase regroupent les quinolones. Ces 2 familles
d'antibiotiques doivent leur spécificité d'action aux différences qui existent entre les enzymes
procaryotes et eucaryotes et qui permettent la reconnaissance spécifique d'un type de cible

exclusivement (Cambau, 2012).
15



Chapitre II La résistance aux antibiotiques

Les rifamicynes : agissent par inhibition de I’ARN polymérase bactérienne. Elles se
fixent au niveau de la sous-unité béta et empéchent I’initiation de la synthése d’ARN. Elles
sont actives sur les bactéries au repos (Tasse, 2017).

» Action par inhibition compétitive (antimétabolites)

Dans ce cas d’antibiotique, il interfere avec une fonction essentielle a la bactérie. La
structure chimique des antimétaboliques est voisine de certains composants nécessaires a la
synthese des acides nucléique. C’est par cette similitude qu’ils interférent avec le métabolisme
normal de la cellule et en particuliere avec la syntheése des bases purique et pyrimidique. Ils
agissent directement sur des enzymes spécifiques soit en inhibant ces enzymes, soit en

synthétisant des molécules aberrantes non fonctionnelles (Lanor et al., 2002).

Inhibition de la synthése de la paroi cellulaire .
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Figure 03 : Mode d’action des antibiotiques avec DHP : dihydroptéroate ; DHF :
dihydrofolate ; THF : tétrahydrofolate (Singh et Barrett, 2006).
1.6. Classification des antibiotiques

Il existe plusieurs facons de classer des antibiotiques, mais les systemes de
classification les plus courants sont basés sur leurs structures moléculaires, leur mode d'action
et leur spectre d'activité et leur origine (Calderon, 2007).
» La famille des f-lactamines

Les membres de cette classe d'antibiotiques contiennent un cycle a 3 atomes de
carbone et a un atome d'azote hautement réactif. Ils interférent avec les protéines essentielles
a la synthese de la paroi cellulaire bactérienne et dans le processus, elle inhibe leur croissance

(Etebu et al., 2006).
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» La famille des rifamycines

Les antibiotiques de la famille de rifamycine font partie de la famille des ansamycines
et ils ont été isolés de Streptomyces mediterranei (actuellement renommé Amycolatopsis
rifamycinica) en 1957. 11 faut préciser que la molécule rifamycine est divisée en sept
rifamycines différentes A, B, C, D, E, S et SV (Nikaido, 2009).

» La famille des macrolides

Sont des macrolactones substituées par des sucres. Ils possedent 1’avantage de pouvoir
diffuser librement a travers les tissus et sont, par conséquent, utilisés dans le traitement
d’infections pulmonaires. Parmi eux, on trouve 1’érythromycine A, isolée de Streptomyces
erythreus et la spiramycine produite de Streptomyces ambofaciens, respectivement a quatorze
et seize chainons (Fer, 2014).

» La famille des aminosides

Les antibiotiques aminosidiques ou aminoglycosides sont des molécules de petite
taille, présente un large spectre, bactéricide, constituées de plusieurs cycles substitués par des
fonctions amines et hydrolyse notamment et dont certains sont des cycles sucrés. Ces
composés sont largement employés en thérapeutique dans le traitement des infections
bactériennes séveres, principalement en milieu hospitalier (Courvalin et al., 1991).

2. Mécanisme de résistance

C’est au canada, des 1953, que fut isolée la premiere souche de S. aureus résistante a
la pénicilline. Dans les années 1960, la découverte de la méticilline de la famille de B-
lactamine relangait 1’espoir, cependant, la encore, 1I’émergence de souches de S. aureus
résistantes ne se fait pas attendre, elle fut décrite dés 1961 au Royaume-Uni (Yves, 2009).

A partir des années 1970, ces souches de S. aureus résistantes a la méticilline (SARM)
devinnent ’'une des premieres causes d’infections nosocomiales et connurent un «succes»
mondial (Yves, 2009).

Une bactérie est dite” résistante” lorsqu’elle se développe en présence d’une
concentration d’antibiotique, qui habituellement inhibe sa croissance (Brezelle et al., 2006).
La résistance bactérienne est retenue lorsqu'un antibiotique perd sa capacité a inhiber
efficacement la croissance bactérienne (Hnich, 2017).

Au moment ou les microbes deviennent moins sensibles ou résistants, il faut une
concentration supérieure a la concentration normale du méme médicament pour avoir un effet,
condition pas toujours possible in vivo. La résistance aux antibiotiques peut se produire
comme un processus de sélection naturelle ol la nature permet a toutes les bactéries d'avoir

un certain degré de résistance a faible niveau. L'émergence de la résistance aux
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antimicrobiens a été observée peu de temps apres l'introduction de tout antibiotique nouveau

(Levy, S. B, 1992).

Les geénes qui codent pour les mécanismes de résistance peuvent faire partie du
patrimoine chromosomique des bactéries ou appartenir a une mutation chromosomique ou
bien d’un gene extra-chromosomique (Plasmides, transposon, intégrons) (Delery, 1998).
Donc la définition génétique correspond a la présence de genes de résistance au sein de la
bactérie, détectés par des techniques biophysiques et/ou génétiques. Cette résistance peut étre
naturelle ou acquise (Hnich, 2017).

2.1.Types de résistance

> 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, 2001). La résistance naturelle est transmise
uniquement a la descendance. Elle n’est donc pas transmissible sur le mode horizontal
d’une bactérie a une autre ou entre especes différentes (Pierrot, 2015).

» Résistance acquise : Parallelement a la résistance naturelle, il existe les résistances
acquises qui ne concernent que quelques souches d’une espece bactérienne (Pierrot,
2015). Ce terme est utilisé pour désigner le résultat d’un processus permettant a des
bactéries d’une espece originellement sensible de devenir résistante a un ou plusieurs
antibiotiques (Gansmandel, 2011). Cette résistance peut se développer de différentes
manieres dans les populations bactériennes, bien que tous impliquent des geénes qui codent
pour le mécanisme de résistance situé sur le chromosome bactérien ou sur les plasmides
ou par transposon. L’acquisition d’une résistance par une bactérie peut étre réalisée de
novo par mutation spontanée ou par transfert d’une géne a autre bactérie (Battista et al.,
2012).

2.2.Mécanismes génétiques de la résistance acquise

La résistance naturelle est un phénomene inné puisqu’elle est ancrée dans le génome

bactérien. En revanche, la résistance acquise est due a une modification génétique qui peut

étre de 2 types (Mangin, 2016) :

> Resistance chromosomique
La mutation chromosomique spontanée constitue un mécanisme de résistance aux
antibiotiques chez environ 10 a 20 % des bactéries. Les genes de résistance se situent alors

dans le chromosome de la bactérie. Une mutation n'affecte qu'un caractere, et la résistance ne
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concerne généralement qu'un antibiotique ou qu'une famille d'antibiotiques ayant le méme
mécanisme d'action (Carie, 2010).
» Résistance extra chromosomique

La résistance peut provenir de 1'acquisition d'ADN étranger par le biais de plasmides,
bactériophages ou transposons. On parle alors de transfert horizontal de genes de résistance et
les mécanismes utilisés sont la conjugaison, la transduction et la transformation. Les
plasmides et transposons déterminent la résistance aux antibiotiques de nombreuses
lactamases. En effet, une B-lactamase spécifique a une bactérie peut apparaitre chez d'autres
especes par la suite, au vu du transfert relativement facile de matériel génétique entre les
différentes bactéries (Mirabaud, 2003).

a. La conjugaison: La conjugaison est un transfert du matériel génétique qui
s’effectue entre des bactéries "sexuellement" différenciées et qui nécessite un contact étroit
entre une bactérie donatrice (ou male) et une bactérie réceptrice (ou femelle) (Boulhbal,
2009). Deux bactéries physiquement apposé€es échangent des informations génétiques
généralement contenues dans des plasmides (extra chromosomique) (Lina et al., 2010).

b. La transformation : C’est un mécanisme par lequel il y a un transfert d’ADN
d’une bactérie donatrice a une bactérie réceptrice dite en état de compétence. Le transfert
partiel du chromosome limité a quelque espece bactérienne, entraine 1’acquisition par la
bactérie réceptrice de nouveau caractere génétique stable et transmissible (Boulhbal, 2009).

c. La transduction : la transduction est le transfert de matériel génétiques (I’ADN) via

des phages ou des virus tropistes pour une espece bactérienne particuliere (Lina et al., 2010).
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Figure N°04 : Les trois mécanismes de transfert génétique (Carattoli, 2001).
2.4. La résistance par famille d’antibiotique chez Staphylococcus aureus
> Résistance aux béta-lactamines

Le mécanisme de résistance au B-lactame se fait via ’action du B-lactamases. Ces
enzymes catalysent 1'hydrolyse du cycle B-lactame, et de ce fait inactivent ces antibiotiques.
(Boulhbal, 2009). Deux mécanismes principaux de résistance sont décrits chez S. aureus :

La production de pénicillinase : plus de 90% des souches de S. aureus sont
résistantes a la Pénicilline G par production de pénicillinase, une enzyme hydrolysant toutes
les pénicillines sauf les pénicillines M (oxacilline et cloxacilline) (Tasse, 2017). Les
pénicillinases staphylococciques sont inactivées par les inhibiteurs de béta-lactamases tels que
I’acide clavulanique, qui, associés aux béta-lactamines, restaurent leur efficacité.

La modification des PLP : la résistance par la modification ou altération de la cible
PLP qui touche généralement les souches SARM. Les SARM possedent le géne mecA ou
mecC, qui code une PLP additionnelle, appelée PLP2a ou PLP2c, qui ne posséde aucune
affinité pour les béta-lactamines, sauf pour la ceftaroline (Hartman., Tomasz, 1984). Ce gene
s’est tres rapidement répandu chez les souches du genre Staphylococcus (Reynolds, Brown
,1985).

» Résistance aux aminosides

La résistance peut étre due a des mutations au niveau du ribosome entrainant une
diminution de la fixation des aminosides.

Mais le principal mécanisme de résistance repose sur la production d’enzymes
inactivant les aminosides. Les principales enzymes sont I’ANT(6)-I (aminosides
nucléotidyltransférase), ANT(9)-I, ’APH (3’)-III (aminosides phosphotransférase), I’ ANT-
(4°)-(4”) et TAAC (6°)-APH (2°’) (aminosides acétyltransférase) et sont codés sur des genes
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plasmidiques ou transposables. La majorité des SARM sont résistants a la gentamicine (80%),
alors que moins de 5% des SASM le sont. Si la souche est résistante a la gentamicine, elle est
résistante a I’ensemble des aminosides (Tasse, 2017).

» Les macrolides, lincosamides, streptogramines, kétolides (MLSK)

La méthylation de I’ARN 23S au niveau d’une seule adénine a la position 2058 par une
méthylase codée par des genes erm empéche la fixation des macrolides, lincosamides et
streptogramine B. La résistance est croisée entre ces trois groupes d’ou le nom de phénotype
MLSB. L’expression des génes erm peut étre inductible ou constitutive.

Une mutation ponctuelle au niveau des adénines 2058 ou 2059 dans le gene de ’ARN
ribosomal 23S peut induire une résistance. Cependant, la présence de 5 a 6 copies du gene
chez S. aureus et la nécessité d’accumuler les mutations dans plusieurs copies pour obtenir
une résistance font que ce mécanisme est rare.

La présence d’un plasmide portant le gene d’efflux msr(A) codant pour une pompe
ATP-dépendante induit une résistance aux macrolides a 14 et 15 atomes et aux
streptogramines B. Le phénotype est dit MSB et est inductible. D’autres genes d’efflux ont
également été décrits comme le géne vgA entrainant une résistance aux streptogramines A et
parfois aux lincosamides. Le phénotype est dit LSA (Chang et al., 2003).

2.3. Mécanismes biochimiques de la résistance acquise chez Staphylococcus aureus
On peut dénombrer plusieurs mécanismes de résistance acquise : modification de la
cible, inactivation de I’antibiotique et I’efflux actif.

a) Modification de la cible: La cible de I’antibiotique peut &tre structurellement
modifiée ou remplacée, de telle sorte que le composé antibactérien ne puisse plus se lier et
exercer son activité au niveau de la bactérie. La modification de la cible, mécanisme de
résistance décrit pour presque tous les antibiotiques (Guardabassi et al., 2006; Alekshun et
al., 2007). Une bactérie exposée a la pression de sélection d’un antibiotique peut subir des
mutations de son génome. Ces dernieres peuvent modifier la séquence protéique de la cible, et
réduire I’efficacité de I’antibiotique (Gibreel, 1999). La modification est importante pour les
résistances aux pénicillines, glycopeptides et aux molécules du groupe MLS chez les bactéries
Gram positives, Le remplacement de la cible de I’antibiotique est, quant a lui, un mécanisme
décrit par exemple chez les béta-lactames dont les Staphylococcus aureus résistants a la
méthicilline (SARM) (Guardabassi et al., 2006 ; Alekshun et al., 2007).

b) Inactivation enzymatique de I’antibiotique): Ce mécanisme de résistance est

typique des bactéries résistantes aux B-lactamines comme la pénicilline. Le cycle B-lactame
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de ces molécules est responsable de leur activité antibiotique. Ainsi, les souches résistantes
expriment des enzymes spécifiques permettant I’hydrolyse de ces composés :

les P-lactamases. En ouvrant le cycle B-lactame, ces enzymes rendent ces molécules
inefficaces (Walsh et al., 2005).

L’enzyme en modifiant le noyau actif de I’antibiotique par clivage ou par addition
d’un groupement chimique, empéche la fixation de 1’antimicrobien sur sa cible et provoque
une perte d’activité. Parmi les réactions biochimiques catalysées par ces enzymes
bactériennes, on peut citer des hydrolyses, des acétylations, des phosphorylations, des
estérifications, des réductions et des réactions d’addition d’un glutathion. Ces enzymes sont
généralement associées a des éléments génétiques mobiles (Guardabassi et al., 2006.
Alekshun et al., 2007).

¢) Efflux actif : L’efflux actif d’un antibiotique correspond au rejet de celui-ci a
I’extérieur de la bactérie. Sous I’action de la pression de sélection, la bactérie peut sur-
exprimer a sa surface des protéines appelées pompes d’efflux (Ambudkar, 1999). Ces
pompes, sélectives ou non d’un antibiotique, réduisent la concentration intracellulaire de ce
dernier et le rendent inefficace. Lorsqu’elles ne sont pas spécifiques d’un antibiotique, ces
pompes peuvent étre responsables de I’apparition de souches multirésistantes (MDR pour
Multi-Drug Resistant), ou il ya des transporteurs tres spécifiques et on les appelle pompes

SDR (pour specificdrug- resistance) (Greenwood, 2000).
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Figure N°05 : Principaux mécanismes bactériens de résistance aux antibiotiques (Doublet,

2012).
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1. Lieu de stage
Ce travail a été réalisé a 1’Etablissement Public Hospitaliere de Lakhdaria qui est
divisé en plusieurs services : service de la chirurgie, service de médecine interne homme et
autre spécial pour les femmes, et de pédiatrie et maternité 1’objectif de ce travail
caractérisation des infections a Staphylococcus aureus et 1’étude de leurs profils de résistance
a plusieurs familles d’antibiotiques.
La durée de notre stage est de 2 mois : mars et mai 2019 au niveau de laboratoire
microbiologique de ’hdpital.
Chaque prélevement recus au laboratoire est accompagné d’une fiche technique qui est
composée de :
% Nom et prénom.
% Age et sexe

*,

% Service d’hospitalisation

K/

« Nature de prélevement

L)

X/
°e

Antibiothérapie en cours
2. Le matériel utilisé

Différents matériel et milieu de culture utilis€é durant cette pratique sont mentionnés
dans le tableau suivant n 11 en annexes.

3. Méthodes

3.1. Echantillonnage et la nature de prélevement

«» Pus et sérosités : Le prélevement de pus est effectué par écouvillonnage pour les
infections superficielles et par ponction a 1’aide d’une seringue pour les infections
profondes, qui servent a faire le frottis pour la coloration de Gram et I’ensemencement

sur les milieux de cultures appropriés.
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Figure N°06 : Le prélevement de pus par écouvillonnage et seringue

% Urine: L'examen cytobactériologique des urines (ECBU) permet de faire le
diagnostic d'une infection urinaire.

e Le recueil de I'urine est une étape primordiale qui conditionne la qualité des résultats
de I'ECBU. Il doit donc étre fait dans des conditions d’asepsie rigoureuse.

®* Bien que ce prélevement puisse avoir lieu au laboratoire (c’est le cas pour le
nourrisson), mais souvent réaliser a domicile.

e I faut avoir un flacon d’analyse stérile qui permit de stocker les urines (20 a 30 ml
environ)

e I est préférable de recueillir I’urine le matin, au réveil car le prélevement doit étre
effectué au moins 4heure apreés la miction précédente ; ainsi I'urine a suffisamment
séjourné dans la vessie pour que, en cas d’infection urinaire, les bactéries soient assez
nombreuses pour une mis en culture.

e I est également nécessaire de faire 'ECBU avant de débuter un traitement antibiotique
(ou apres au moins 48 heures d’arrét d’un tel traitement) afin de ne pas empécher le

développement des bactéries lors de la mise en culture au laboratoire.

3.2. Isolement et méthodologie de diagnostic
3.2.1. Etude cytobactériologique des urines

L’examen cytobactériologique des urines (ECBU) est effectué par des analyses
bactériologiques quantitative et qualitative pour affirmer la présence d’une infection urinaire

et contribuer a son diagnostic médical.
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% Examen macroscopique : Il se repose sur 1’observation de la coloration des urines,
leur aspect trouble ou limpide. Cet examen n’est pas toujours fiable, du fait que des
urines d’apparence normale ne sont pas obligatoirement stériles ; néanmoins il reste un
moyen d’orientation.

s Examen microscopique : Cet examen est quantitatif par comptage des leucocytes et
des hématies et qualitatif par recherche d’autres éléments figurés de 1’urine (cristaux,
cylindres, levures, parasites....).

e Examens état frais: Examen d’une goutte de prélévement entre lame et
lamelle ; détecte les bactéries a I’état vivant, leur morphologie et mobilité.

e Examen cytologique (apres coloration) : Colorations simples par bleu de
méthylene pour précise les caracteres des cellules inflammatoires
(Polynucléaire altérés ou non, et les lymphocytes), la forme des bactéries, la
taille, le mode de regroupement; et coloration de Gram qui permet de classer
les bactéries a Gram positif ou négatif.

¢ Mise en culture

La gélose nutritive (GN) convient a la culture des germes ne présentant pas

d’exigences particulieres, utilisée aussi pour Staphylococcus aureus et les autres bactéries

dans le domaine médical a partir des prélevements liquident (urine), A I’aide d’une
micropipette, une dilution est préparée (deux goutte d’urine dans un 1CC de I’eau
physiologie) apres on ensemencent sur le gélose nutritive et incubé de 18 a 24 heures a 37°C.

L’isolement est pratiqué sur le milieu Chapman. Ce milieu (sélective) est utilisé pour

la culture des cocci Gram positif pour avoir des cultures pures de Staphylococcus, a I’aide

d’une pipette pasteur en ensemencée 2 goutte d’urine dans ce milieu. L’incubation est réalisée

a 37°C pendant 18 a 24 heures. Apres une lecture morphologique, on obtient des colonies

isolées sur le milieu Chapman.

3.2.2. Etude cytobactériologique du pus

Le pus est une substance jaune blanchitre ou jaune qui peut étre trouvé dans des

régions d'infections bactériennes, y compris les infections superficielles, tels des boutons.

Une accumulation de pus dans un espace de tissu confiné s'appelle un abces.

% L’examen macroscopique

L’examen macroscopique peut fournir des renseignements intéressants comme la

consistance, la couleur, 1’aspect, ainsi que la viscosité du pus. Le pus peut étre épais,

visqueux, €lastique, mélangé au sang ou non, fluide ou séreux. La couleur varie de la teinte
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chocolat au blanc, certains pus sont verdatres ou bleutés. Avec Staphylococcus aureus le pus
est caractérisé par la couleur jaunatre et I’aspect de la surface lisse et a consistance crémeuse
et des fois mélangé au sang.

% L’examen microscopique

Ces examens sont indispensables a deux colorations (bleu de méthylene et de Gram)
pour orienter le diagnostic et donc le traitement et pour effectuer un choix raisonné de milieux
d’isolement et décrire la présence ou I’absence de bactéries (une ou plusieurs especes) mais
aussi leur morphologie et leur position intra ou extracellulaire en cas de pus polymicrobien.

L’examen cytologique consiste a apprécier le degré de d’altération et le nombre des
polynucléaires neutrophiles et éventuellement la présence d’autres cellules.

¢ Mise en Cultures

Ecouvillonnage d’une plaie superficielle : toujours prévoir deux écouvillons, I’un est
utilisé pour la réalisation d’un examen a 1’état frai et de la cytologie et I’ensemencement sur la
surface de milieu de culture (GN) et aussi dans un milieu sélective (Chapman). On incube les
boites pétris dans 1’étuve pendant 24h a 37 °C.

Le deuxieme écouvillon utilisé pour I’enrichissement des souches bactériennes donc
en mettent 1’écouvillon dans un milieu nutritif bouillon glucosé tamponné (BGT).
L’incubation ce fait dans une étuve a 37 °C pendant 24h. A partir de milieu d’enrichissement,
ensemencé 2 gouttes de solution de milieu d’enrichissement sur le milieu Chapman pour
confirmer le résultat précédent.

3.3. Identification de Staphylococcus aureus

Suite aux études macroscopiques et microscopiques, toutes les souches vont étre
identifiées par aspect des colonies et des tests biochimiques (production de catalase, et de
coagulasse, la fermentation de mannitol)
3.3.1.L’aspect des colonies : Staphylococcus aureus apparait sous forme des colonies assez
grandes d’environ 1 pm de diametre, rondes, réguliere, bombées, lisse, brillantes et
pigmentées en jaune claire sur gélose ordinaire en aérobiose, mais des colonies jaune d’or,
crémeuses bombées de 1 a 2 um de diametre et 1’aspect des bords réguliere avec 1’aspect de
surface lisse et brillante sur le milieu sélectif Chapman.

3.3.2. Les tests d’identification
e La fermentation de mannitol : Staphylococcus aureus dégradant le mannitol en
acide lactique sur Chapman, la modification d’un indicateur de PH indiquant la
consommation d’un sucre et I’abaissement du pH provoque I’acidification du milieu et

I’apparition d’une couleur jaune.
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e Recherche de la catalase: Apreés I’isolement sur le milieu Chapman de 24 h, on
préleve une colonie bien distincte et on la dépose sur une lame, une goutte de
peroxyde d’hydrogene H,O, sera ajoutée a la colonie.

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde

d’hydrogene (H,0;) en H20 et V2 O2.

e Recherche de coagulasse : A partir d’'une culture de 24 h sur milieu Chapman, une
colonie caractéristique est suspendue dans de l’eau physiologique, a 1’aide d’une
pipette pasteur, 1 ml est transféré dans 9 ml de (BHIB). Au terme d’une incubation de
18h a 37°C, en cas de trouble du milieu ; on prend 0.5 ml de cette derniere et on
rajoute 0.5 m 1 de plasma humain qu’on met dans un étuve a 37°C.

L’observation de la coagulation du plasma est réalisée chaque 3min puis apres

30 minutes, 1h, 2h, 4 h et 6h
3.4. Test d’antibiogramme des souches de S. aureus

Au laboratoire et apres I’isolement de germe a étudier dans des milieux de culture, on
peut tester sa sensibilité a divers antibiotiques.

Ce test est réalisé le plus souvent par la méthode des disques sur milieu gélose Muller
Hinton (MH) coulée dans une boite de Pétri de fagon uniforme et jusqu'a une épaisseur de 4
mm. Puis a I'aide d’une pipette Pasteur stérile, on préleve une colonie bien isolée d’une
culture de 24h qu’on va la mettre en suspension dans un 1CC de I’eau physiologie. Ensuite,
une nouvelle dilution est réalise en mettant 2 gouttes de la suspension précédente dans un 10
CC de I’eau physiologie stérile pour obtenir un volume finale de I’inoculum bactérien.

La méthode utilisée est celle de I’ensemencement du milieu par inondation ou flottage,
la gélose MH est inondée avec une quantité suffisante de 1’inoculum. Il faudra veiller a ce que
toute la surface de la gélose soit couverte en faisant des rotations dans les deux axes. Ensuite,
éliminé 1’exces de liquide. Juste apres cette opération, refermer immédiatement la boite. Enfin
sécher dans 1’étuve a 40°C les boites ensemencées pendant 5 minutes avant la pose des
disques d’antibiotiques.

Au bout de 5 min de séchage, les disques choisis sont déposés, a la surface de la
gélose sans glissement en appuyant légerement, a I’aide une pince flambée.

Afin d’éviter le chevauchement des zones d’inhibition nous avons respecté une
distance 15 mm entre le bord de la boite et les disques périphériques puis une distance de 30
mm entre deux disques. Il est important de faire une prédiffusion des antibiotiques de 15 a 30

min a température ambiante avant de faire I’incubation dans I’étuve a 37 °C pendant 18 a24 h.

.
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Apres I'incubation, il apparait des zones claires autour disques avec des diametres

variables, ce sont des zones d’inhibition ou de sensibilité. A 1’aide d’une regle graduée,

mesuré le diametre des zones d’inhibition (EUCAST, 2016).

L’interprétation est faite selon les criteres du Comité Européen sur les Tests de
Sensibilit¢ Aux Antimicrobiens ou EUCAST (The European Committee On Ontimicrobial

Susceptibility Testing). Les différents résultats ont été classés en sensible (S), intermédiaire

(D) ou résistant (R).

Tableau N° 01 : Antibiotiques testés pour les souches de Staphylococcus aureus

Famille Antibiotiques Abréviations du (ﬁg::;fiug)

Ampicilline AMP 10U1
Pénicilline G P 10
B-lactamine Céfazoline cz 30
Oxaciline (0):4 5
Céfotaxime CTX 30
Erythromycine E 15

Macrolide Spiramycine SR 100
pristinamycine RP 15
Amikacine AK 30
Aminoside Kanamycine K 30
Gentamycine GEN 10
Glycopeptides Vancomycine VA 30
Lincosamide Clindamycine CD 2
Lincomycine L 2
Sulfamide Co-trimoxazoline COT 25

+diaminopyrimidine

Rifamycine Rifampiycine RIF 30







Chapitre IV Résultats et discussion

Au cours de cette études, plusieurs échantillons ont été collectés de différents services
de cet hopital et ont subit divers tests dans le but d’isoler et d’identifier des souches de
Staphylococcus aureus. Les résultats de ces tests vont étre détaillés dans les prochains

paragraphes avec une comparaison e une discussion.

1. Isolement et identification

1.1. Observation macroscopique
% Milieu de Chapman : Apres incubation de 24h on observe sur le milieu de Chapman,

les colonies jaunes entourées d’une zone jaune (mannitol+); ce sont des colonies

caractéristiques de S. aureus.

Figure N° 07 : Aspect morphologique des colonies du S. aureus en culture dans chapman
1.2. Observation microscopiques
s L’état frais : sont des cocci immobiles
+« Examen direct apres coloration
e (Coloration au bleu de méthylene : apres cette coloration, les cellules apparaissent sous
forme de cocci coloré en bleu et disposé en amas et isolé.

e Apres coloration de Gram : 1'observation microscopique a montré la présence de cocci

a Gram positif en diplocoque et en grappes de raisin donnent une coloration violette.

E
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Figure N° 08: S. aureus sous microscope optique apres coloration au bleu de méthyléne et
coloration de Gram (Gx100)
1.3. Tests biochimiques

% La fermentation de mannitol : Les colonies apparaissent pigmentés en jaune ceci est

due a la fermentation du mannitol présent dans le milieu.

Figure N°09 : La fermentation de mannitol chez Staphylococcus aureus

s Test de la catalase : Une réaction positive elle traduit par le dégagement de bulles de

gaz (oxygene), toutes les souches isolées possedent une catalase.

Figure N° 10: La mise en évidence de la catalase chez les S. aureus.
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s Test de coagulase : La production de la coagulase libre par Staphylococcus aureus
provoque une coagulation du plasma humaine qui se traduit par la formation d’un caillot

de coagulation.

Figure N°11 : La mise en évidence de la coagulasse libre chez les S. aureus
2. L’analyse statistique des données épidémiologiques
2.1. Répartition des souches selon la nature de prélevement
Un total de 42 souches de Staphylococcus aureus ont été isolé entre le 5 mars 2019 et
le 30 mai 2019, a partir de 167 prélevements (42/167).
La répartition a été variable en fonction de la nature du prélevement. 30 souches de
S.aureus ont été isolées a partir de pus soit 71,43% alors que 12 ont été isolées a partir de

I’urine soit 28,57%.

EECBU
“ ECB de pus

Figure N°12:Répartition de Staphylococcus aureus selon la nature de prélevement

Nos souches sont retrouvées essentiellement dans les prélevements de pus avec un
taux de 71,42% toutes origines les plait, suivis par les prélevements des urines qui représente

un taux moins de 28,57%. Ceci indique une prédominance des prélevements purulents.

E
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La fréquence élevée des Staphylococcus aureus dans le pus a été rapportée par
Elhamzaoui et al et Mastouri et al qui ont rapporté des résultats suivants : pus (67 %), et
8,4 % de produits pathologiques divers comme les urines (Elhamzaoui et al., 2009;
Mastouri et al., 2006). En effet, les atteintes cutanées sont expliquées par les facteurs de
virulence que possede le S aureus et par la proximité du réservoir le plus souvent cutané.
D’autres facteurs peuvent favoriser aussi ces infections, il s’agit des facteurs d’atteintes
générales comme le diabete, les thérapeutiques immunodépressives ou le traitement par les
corticoides (Hamze et al., 2003).

2.2. Répartition des souches de Staphylococcus aureus par sexe

Cette répartition est représenté dans le cercle suivent. On note une prédominance des
isolats de S.aureus chez le sexe masculin avec 27 souches soit 64,29% contre 15 souches soit

35,71% chez le sexe féminin.

H féminin

H masculin

Figure N°13 : Répartition des souches de Staphylococcus aureus par sexe

Parmi les autres facteurs liés au patient, on trouve le sexe. La plupart des études ne
sont pas en accord avec I'implication de sexe dans les infections a S.aureus a 1’exception
d’une seule qui suggere que le taux de bactériémies a S.aureus serait plus élevé chez les
hommes que chez les femmes (Morgan et al., 1999). Le sexe apparaissait dans notre étude
comme un facteur de risque d’infection a S.aureus, une prédominance de S.aureus chez le
sexe masculin est observée avec un taux de 64,29% contre 35,71% féminin, ce résultat
concorde bien avec certaines études rapportée par Markus et al et Kiptoo (Markus et al.,
2010; Kiptoo, 2012).

2.3. Répartition des souches de Staphylococcus aureus selon I’age

Les résultats de cette étude ont montré que les patients agés de (21-60) ans étaient les

plus touchés par les infections par S.aureus. 26 souches de S.aureus sur 42 ont été isolées
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chez cette catégorie d’age, soit un taux de 61,90% du total. Alors que les personnes agées
(1mois-10 ans) sont les moins touchée par ce type de pathogéne avec 5 souches soit 11,90%.
La répartition de ces infections en fonction de 1’dge des patients est donnée par la

figure suivante.

70 ~

61,9%

60 -

50 A

40 -

30 A 26,19%

20 A

1j-18 ans 18 - 35 ans >35 ans

Figure N°14: Répartition des souches de Staphylococcus aureus selon I’age

Selon I’age les résultats montent que les taux d’isolement les plus élevés sont observés
chez les catégories d’age de 18ans-35ans et plus de 35 ans , donc le taux de S.aureus retrouvé
dans notre étude est influencé par 1’dge des patients, et il ya aussi un rapport entre le risque
d’infection et 1’age, c’est le méme résultat trouvé par Garnier et al., 2002 qui estiment que la
pathogénicité de S.aureus est prédominante chez les adultes et 1’dge avancé >35ans qui est un
facteur favorisant les infections a S.aureus (Garnier et al., 2002).

2.4. Répartition des souches de Staphylococcus aureus par service
En étudiant la répartition des souches de S.aureus au sein des différents services, on a

constaté que la majorité des prélevements positifs a S.aureus provenaient du service de la
chirurgie homme avec 22 souches et un taux de 52,38%, suivi par le service de la médecine
interne avec 7 souches et un taux de 16,67%. Moins d’un tiers des souches a été isolé dans les

services restants.
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4.8%
7.1% ® ChH
4.8%
\ ® ChF
= MIF
B MIH
m Péd
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Figure N°15: Répartition des souches de Staphylococcus aureus par service

ChH : Chirurgie homme, ChH : Chirurgie femme, MAT : Maternité, MIF : Médecine
interne femme, MIF: Médecine interne homme, PED : pédiatrie

Cette dissémination peut s’expliquer par le manque d’hygiene et le manque de
controle des soins paramédicaux comme le changement de gant pour chaque malade, le
controle d’asepsie sur le chariot de soin et surtout le lavage correct et multiple des mains ainsi
que le non respect des regles de visite du malade. De plus, il faut rappeler que la pression de
sélection des antibiotiques, surtout en cas d’utilisation anarchique, favorise I’apparition et la
dissémination de ces souches résistantes. Par conséquent, la prévention et 1’amélioration des
conditions d’hygiene restent les meilleures armes afin d’éviter au maximum les infections par
ces souches de S.aureus et les impasses thérapeutiques dans un proche avenir.

Dans notre étude, I’isolement des S.aureus est élevé, surtout dans le service chirurgical
homme et médecine interne, il est respectivement de 52,4% et de 16,60%. Cette proportion

varie selon les hopitaux et surtout selon le type d’activité des services hospitaliers, Ces
résultats sont similaires 2 certaines études (Tchougoune, 2007).

3. La résistance des souches de Staphylococcus aureus aux antibiotiques
L’évaluation de la résistance ou la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées a
partir des dispositifs médicaux, aux niveaux des services, chirurgie générale (femme,
homme), médecine interne (femme, homme), pédiatrie, maternité, s’avere d’une importance
primordiale, vu qu’elle oriente le choix des traitements et permet de réduire la pression de
sélection exercée par les antibiotiques.
Sur 42 especes identifiées, nous avons effectué des antibiogrammes, et les résultats

obtenus sont présenté dans le tableau suivant.
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Figure N°16 : Résultats d’antibiogramme classique en milieu gélosé.

Tableau N°02 : Résultats de résistance et la sensibilité aux antibiotiques des souches de

S.aureus selon la recommandation EUCAST/2016
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No

2
3
4
5
6
7
8
9

10 | S.aureus

11

12 | S.aureus
13 | S.aureus
14 | S.aureus
15 | S.aureus
16 | S.aureus
17 | S.aureus
18 | S.aureus
19 | S.aureus
20 | S.aureus

21

22 | S.aureus
23 | S.aureus
24 | S.aureus
25 | S.aureus
26 | S.aureus
27 | S.aureus
28 | S.aureus
29 | S.aureus
30 | S.aureus
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32 | S.aureus | R R|R |R |R RIS |R |[S R|S S (R |S|R S
33 | S.aureus | R R|R |R |R RIS |[R|R |R|R I S |[S|R S
34 | S.aureus | R R IR |[R |R R[S |R |S R[S I S S | R R
35 | S.aureus | R R |1 R [R IS |S |S S|S S |S S |S S
36 | S.aureus | R RIS |[R |R RIS |R |S IS S |S S |R S
37 | S.aureus | R R|S |R |R SIS [S |S S|S S |S |S|S S
38 | S.aureus | R R|R |R |R SIS [S |S R|S S |1 R[S S
39 | S.aureus | R RIS |[R |R SIS |S |S S|S | S S |S S
40 | S.aureus | R R |R |[R |R RIS |R |S R|R S |1 S | R S
41 | S.aureus | R R|S |R |R SIS [S |S S|S | S |S|S S
42 | S.aureus | R R |R |R |R SIR|S |S S| R | S |S|S S

AMP : Ampicilline P :Pénicilline CZ :Céfazoline OX :Oxacilline CTX :Céfotaxime
E :Erythromycine SR :Spiramycine RP :Pristamine AK :Amikacine K :Kanamycine
GEN :Gentamycine =~ VA :Vancamycine  CD :Clindamycine L :Lincomycine COT :Co-
trimoxazoline RIF :Rifamycine

3.1. La résistance de S. aureus a la famille de p-lactamine
Le profil de résistance des 42 souches de Staphylococcus aureus vis-a-vis des cinq (5)

antibiotiques de la famille des béta-lactamines. Toutes les souches présentent une résistance
aux béta-lactamines. De méme, les plus fortes résistances sont observées avec la pénicilline

G, ampicilline, I’oxacilline et céfotaxime de 100%, 100%, 100%, 92.86% respectivement, et

mois résistants a céfazoline de 45.24%.

100 % 100%
1

100% 100 %

90%

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

93 %

54,76 %

ES
L]
OR

sl

Béta lactamine

Figure N°17: Taux de résistance et de sensibilité des souches de S.aureus a la famille de -

lactamine

Dans notre étude, le taux de résistance a la pénicilline G et I’ampicilline est de 100 %,
ce taux avoisine celui trouvé par (Kiptoo, 2012 et Rebaihi, 2012) qui rapportent que plus de

99% des souches de S. aureus sont résistantes a la pénicilline G et 1’ampicilline, par
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production de pénicillinase qui inactive la pénicilline G et 1’ampicilline, rendant leurs
indications obsoletes dans le cadre d’une infection a S. aureus. Le géne de la pénicillinase
appartient a un transposon, localisé le plus souvent sur un large plasmide (Elhamzaoui,

2009).

La résistance des souches de Staphylococcus aureus isolées a 1’oxacilline est aussi
importante (100%). Cette valeur est supérieur a celles de Koinam a 80% (Koinam ef al.,
2017) et qui souligne que la résistance des Staphylocoques a 1’oxacilline est intrinseque,
d’origine chromosomique (Koinam et al., 2017).

On a trouvé que le taux de résistance de S.aureus a la Céfotaxime est de 92%. Ce
résultat est proche de celui de Belili et Djoudi qui trouve 70% de résistance a cet antibiotique
(Belili et Djoudi., 2017), et I’analyse des résultats de la résistance a la Céfazoline montre que
le taux de résistance des souches de S.aureus est 54,76%.

Chez la famille de B-lactamine, il y a une hyperproduction de pénicillinase qui peut
étre responsable de I’hydrolyse des pénicillines M et les céphalosporines.

3.2. Larésistance de S. aureus a d’autres familles d’antibiotique
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Figure N°18: Taux de résistance aux autres familles des antibiotiques de
Staphylococcus aureus

s La famille de Macrolide
Concernant cette famille, trois antibiotiques ont été testés, 1’érythromycine,

Spiramysine et la Pristamycine.

Les résultats de notre étude montrent que les souches de Staphylococcus aureus
résistantes a 1’érythromycine représentent un taux de 57.14% de la totalité des souches de
S. aureus isolées. Ce résultat est loin de ceux rapportés par Hitouche et Idjer (Hitouche et

Idjer, 2017). Cependant, ce résultat est semblable a celui rapportés par Abbas en Inde, Lina

=
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en France, ainsi que Dingen Chine, qui ont rapportés des taux de 40.20%, 53.3% et 76.9%
respectivement (Lina et al., 1999 ; Ding et al., 2012 ; Abbas et al., 2015).

Concernant la résistance aux Pristinamycine, les souches de S. aureus présentent un
taux de résistance de 59.52%. Ces résultat similaire aux résultats de Garnier qui a retrouvé
une plus grande de résistance dans la région parisienne (Garnier et al., 2002).

Il faut noter aussi que le taux de résistance de S.aureus a la Spiramycine a 9.52%. Ce
résultat est proche de celui d’Aouati qui a trouvé une résistance faible de 2.50% (Aouati,
2009).

Les études génotypiques ont démontré 1’intervention de la pompe a efflux dans la
résistance au macrolide. Comme le signalent Lina et al., au cours de leur étude, la présence du
gene msr A a été détectée pour seulement 2,1 % des isolats de S. aureus résistants aux

macrolides (Lina et al., 1999).

« La famille d’Aminoside
Concernant cette famille, trois antibiotiques ont été testés, la Gentamicine, la

Kanamycine et Amikasine. Les résultats sont représentés par un histogramme comparatif.
Pour la Gentamicine, on a eu une résistance moyenne de 30.95 %. Ce résultat est proche de
celui rapporté par Adel et Talbi qui ont on trouvé 32,1 % (Adel et Talbi., 2017).
Contrairement, Yildiz et ses collegues en Turquie ont trouver un résultat important de 90,2 %

de résistance (Yildiz et al., 2014).

Le pourcentage de résistance a la Kanamycine obtenu dans cette étude est de 47.62%.
Ce résultat est proche de celui rapporté en Algérie qui est de 57.52% (Boukhatem et al.,
2015).

Les souches isolées ont également échappé a l'action des aminosides (Gentamicine,
kanamycine), ce phénomene n'a pas épargné 1'amikacine qui traduisant des taux de sensibilité
allant de 95,24%, ces taux confirment les résultats de certaines études (Touaitia, 2016).

La résistance acquise des Staphylocoques aux aminosides peut étre assurée par 3
mécanismes différents. Le premier consiste en des mutations au niveau des génes codant pour
des protéines ribosomales, le second mécanisme résulte des mutations touchant la
perméabilit¢ de l'antibiotique et le troisieme est assuré par la production d'enzymes

inactivatrices (Lyon et Skurray, 1987 ; Winston et Chambers, 2009).

¢
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Les genes de la résistance enzymatique aux aminosides sont portés par des transposons
ou des plasmides transférables non seulement entre staphylocoques, mais aussi avec d'autres

bactéries a Gram positif y compris les entérocoques (Lyon et Skurray, 1987).

++ La famille de Glycopeptides

Dans notre étude, touts les isolats de S. aureus sont sensibles a la Vancomycine (95%).
La méme constatation a été notée dans d’autres études qui ont démontré que la Vancomycine
est deux a huit fois plus actives que les autres antibiotiques testés contre la majorité des
staphylocoques (Kiptoo, 2012). La Vancomycine a été mise sur le marché depuis 30 ans et est
le médicament de choix pour le traitement des infections graves causées par les bactéries a
Gram positif dans de nombreux hopitaux. Toutefois, son utilisation abusive aboutit a
I’apparition des résistances. Différentes études ont rapporté 1’isolement des souches de

S.aureus intermédiaires ou résistantes a ces antibiotiques (Hiramatsu et al., 1997).

% La famille de Lincosamide
La Lincomycine présente un pourcentage de la sensibilité de 66,66%, d’autre part, il

est a souligner que le faible taux de résistance a la lincomycine (19,05%) dans notre étude,
nettement plus haute que celui rapporté par Touaitia (9%) (Touaitia, 2016).

Comparé aux autres antibiotiques, une sensibilité plus prononcé était observé chez nos
souches vis-a-vis la Clindamycine (76,19%), Ces données ne sont pas similaires a celles
retrouvées par (Bentrar et Bensnouci, 2016). Mais elles sont compatibles avec le résultat
trouvé par Rebaihi avec un pourcentage de résistance de 12.12% (Rebaihi, 2012).

La Lincomycine n'est pas un antibiotique largement utilis€é en Algérie pour le
traitement des infections a SARM, ce qui peut expliquer le peu de résistance retrouvée
comparativement aux autres pays (Touaitia, 2016).

Avec un taux de résistance a 12.12% la clindamycine a été pondéralement active sur
les souches testées. En effet, cette molécule est dotée de propriétés anti staphylococciques
intéressantes, notamment ses capacités de diffusion tissulaire, ou son absence d’induction de
la production d’une méthylase. Néanmoins son utilisation est déconseillée en raison d’un
risque élevé de sélection de mutants constitutifs (Leclercq, 2002).

+* La famille de (Sulfamide, Diaminopyrimidine)
La sensibilité de nos souches a la Cotrimoxazole était respectivement de 66,66%. Ces

résultats sont semblables a ceux obtenu dans une étude conduite par Bentrar et Bensnouci
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(Bentrar et Bensnouci, 2016). Peu d’études cliniques évaluent son efficacité dans les
infections a S.aureus.

+»+ La famille de Rifamycine
La Rifampicine ont été pondéralement plus actives exprimant des taux de sensibilité

dépassant les 80%, ce résultat est proche au résultat trouvé par Rebaihi, elle représente un
taux de sensibilité 90 % (Rebaihi, 2012).

La Rifampicine a été efficace contre les souches de S.aureus isolées, puisque 16,66%
seulement d’entre elles ont pu résister a cette molécule, En Algérie, son utilisation a été
relativement délaissée au profit de nouvelles molécules ; ce qui pourrait expliquer la

restauration de son efficacité (Bryskier, 1999).

o







Conclusion

Staphylococcus aureus est une bactérie qui a une grande importance en médecine
humaine vue sa bonne illustration de 1'évolution adaptative des bactéries dans 1'ere des
antibiotiques, comme il a démontré une capacité unique a répondre rapidement a chaque
nouvel antibiotique avec le développement d'un mécanisme de résistance, a commencer par la
pénicilline et a la méthicilline, jusqu'au traitement de référence, la vancomycine.

Donc Staphylococcus aureus est une bactérie qui se distingue par leurs grandes
qualités d’adaptation aux différentes situations environnementales et leur capacité a résister
aux différentes familles d’antibiotiques.

Notre étude a porté sur I’identification des souches de S.aureus isolées a partir de
différents prélevements pathologiques (pus et les urines) de différerent service de 1’hopital et
I’étude de leur comportement vis-a-vis des antibiotiques testés. Et d'apres les résultats que
nous avons obtenu nous pouvons conclure que: la prévalence des souches de Staphylococcus
aureus parmi les patients de cette étude était de 25%. La prévalence varie selon le type de
prélevement, les pus (71.4%) et les urines (28.6%), et varie selon le sexe masculin (64.3%) et
féminin (35.7%) et selon les services dont le pourcentage le plus élevé dans le service de
chirurgie homme (66.7%). Le profil de résistance de ces 42 souches de Staphylococcus aureus
varie considérablement selon la famille et le type d’antibiotique. Les meilleures sensibilités
antibactériennes ont été observées avec vancamycine (95.23%), 1’Amikasine (95%)
Spiramysine (83%) Rifampicine (80%) Clindamycine (76%) Gentamycine (70%). Et les plus
importantes résistances ont été obtenues avec 1’erythromycine (57%), céfotaxime,
I’oxacilline, ampicilline, pénicilline a un taux de résistant de 100%. La vancomycine, la
Rifampicine seraient les meilleurs anti-Staphylocoques recommandables en absence
d’antibiogramme.

En perspective, nos résultats obtenus au cours de notre étude restent préliminaires
méritent d’étre exploiter et compléter par :

» La détermination phénotypique et génotypique des mécanismes de résistance aux
antibiotiques par technique de biologie moléculaire

» Réalisation une galerie complete Staph API 20, ADNase.
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Annexes

Annexes n°01 : les résultats

Tableau n°01 : Les échantillonnages de notre travaille.

Date de Type de Sexe Age service - | Résultat
prélevement | prélevement (ans)

E, 09/03/2019 ECBU Féminin 58 MIF -

E, 09/03/2019 ECBU Féminin 82 MIF -

E; 09/03/2019 ECBU Féminin 83 MIF -

E4 09/03/2019 ECBU Féminin 89 MIF -contamination

Es 10/03/2019 ECBU Féminin 62 MIF -

E¢ 10/03/2019 ECBU Féminin 8 jours Péd -Staph. blanc

E; 11/03/2019 ECBU Masculin | 1 Péd -

Eg 11/03/2019 ECBU Féminin 11 MIH -

Eo 11/03/2019 ECBU Féminin 3 Péd -(E.coli)

Eio 11/03/2019 ECB de pus Féminin 53 ChF -

Ei; 12/03/2019 ECBU Masculin 24 MIH -pseudomonas

Ei» 12/03/2019 ECBU Masculin | 82 MIH -

Ei3 12/03/2019 ECBU Masculin | 53 MIH -

Ei4 13/03/2019 ECBU Féminin 25 MIF + (S.aureus)

Eis 13/03/2019 ECBU Masculin | 7 mois Péd -

Eie 13/03/2019 ECBU masculin 1 mois Péd -

Ei7 13/03/2019 ECB de pus | Masculin 16 mois | ChH -

Eg 13/03/2019 ECBU Masculin | 12 mois | Péd -

Eio 17/03/2019 ECB de pus Masculin | 60 ChH -(E.coli)

Exo 17/03/2019 ECBU Féminin 59 MIF -

E>; 17/03/2019 ECBU Féminin 42 MIF -

Ex» 17/03/2019 ECBU Féminin 64 MIF -

Es; 18/03/2019 ECBU Masculin | 5 mois Péd -

Eo4 19/03/2019 ECBU Masculin 64 MIH -

E>s | 20/03/2019 ECB de pus Masculin | 60 ChH -

Exs | 20/03/2019 ECB de pus Féminin 30 ChF -

E>; | 21/03/2019 ECBU Masculin | 50 MIH -

Exs | 24/03/2019 ECBU féminin 51 MIF -Staph.blanc

Ex | 24/03/2019 ECBU Féminin 47 MIF -

Esp | 25/03/2019 ECBU Masculin | 68 MIH -

Es; 25/03/2019 ECBU Féminin 49 MIF - contamination

Es» | 26/03/2019 ECBU Masculin | 30 mois | Péd -

Es; 26/03/2019 ECBU Masculin 1 mois Péd -

Ess | 26/03/2019 ECBU Féminin 70 MIF -

Ess 26/03/2019 ECBU Masculin | 2 Péd -pseudomonas

Ess | 27/03/2019 ECBU Masculin | 3 Péd -

Es; | 27/03/2019 ECBU Féminin 1 Péd - (E.coli)

Esg 27/03/2019 ECBU Masculin | 55 MIH -

Eszo | 27/03/2019 ECBU Masculin | 63 MIH -
(diblocoque+en
térocoque

E4o 01/04/2019 ECBU Masculin 66 MIH -

E4 01/04/2019 ECBU Masculin | 60 MIH -
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E4 02/04/2019 ECBU Féminin 35 MIF +(S.aureus)

E4 02/04/2019 ECBU Féminin 34 MIF -

Eq | 03/04/2019 ECBU Masculin 14 Péd -

Ey4s 03/04/2019 ECBU Féminin 16 MIF -
contamination

Es | 04/04/2019 ECBU Féminin 84 MIF -

E4; 04/04/2019 ECBU Masculin | 40 MIH - contamination

Eug 07/04/2019 ECBU Féminin 26 MIF -

Es | 08/04/2019 ECBU Féminin 33 MIF -

Eso 08/04/2019 ECB de pus Féminin 40 ChiF -

Es; 09/04/2019 ECB de pus Masculin | 2 ChH -

Es; 11/04/2019 ECBU Féminin 66 MIF -contamination

Es;3 14/04/2019 ECBU Masculin | 31 MIF -

Esq4 14/04/2019 ECB de pus Masculin | 88 ChH -

Ess 16/04/2019 ECBU Féminin 5 mois Péd +(S.aureus)

Ess 16/04/2019 ECB de pus Masculin | 66 ChH +(S.aureus)

Es; 16/04/2019 ECBU Masculin | 63 MIH - (E.coli)

Esg 17/04/2019 ECB de pus Masculin | 35 ChH +(S.aureus)

Eso 17/04/2019 ECBU Féminin 65 MIF - (E.coli)

E¢o 17/04/2019 ECB de pus Masculin | 29 ChH +(S.aureus)

Es; 18/04/2019 ECBU Féminin 82 MIF - (E.coli)

Eg> 18/04/2019 ECBU Féminin 91 MIF - (E.coli)

Egs3 18/04/2019 ECBU Masculin 1 Péd - (E.coli)

Eg4 18/04/2019 ECBU Féminin 75 MIF -

Ess 20/04/2019 ECBU Féminin 67 MIF - (E.coli)

Ee¢s | 20/04/2019 ECBU Masculin | 96 MIH - (E.coli)

Eg¢7 20/04/2019 ECBU Féminin 84 MIF - (E.coli)

Egs 21/04/2019 ECBU Masculin | 5 Péd +(S.aureus)

E¢o | 21/04/2019 ECBU Masculin | 46 ChH - (E. coli)

E;p | 21/04/2019 ECB de pus | Féminin 26 Mat -

E7 21/042019 ECBU féminin 55 MIF - (E.coli)

E» 21/04/2019 ECB de pus Masculin | 40 ChH +(S.aureus)

Eq; 22/04/2019 ECB de pus Féminin 30 Mat +(S.aureus)

Ex | 22/04/2019 ECBU Féminin 3 Péd -

E;s 24/04/2019 ECB de pus Féminin 39 Mat +(S.aureus)

Eq6 24/04/2019 ECB de pus Féminin 61 Mat -

E+; 24/04/2019 ECB de pus Masculin | 74 ChH -

Es 25/04/2019 ECBU Féminin 56 MIF - (E.coli)

E9 | 25/04/2019 ECBU Féminin 2 mois Péd - (E.coli)

Ego | 25/04/2019 ECBU Masculin | 48 MIH -

Es; 25/04/2019 ECBU Féminin 66 MIF - (E.coli)

Eg, | 27/04/2019 ECBU Féminin 98 MIF - (E.coli)

Es; 27/04/2019 ECB de pus Masculin | 69 ChH -

Egs | 27/04/2019 ECBU Féminin 6 Péd - (E.coli)

Ess 28/04/2019 ECB de pus Masculin | 55 ChH +(S.aureus)

Ege 28/04/2019 ECBU Féminin 50 MIF +(S.aureus)

Es; 28/04/2019 ECBU Féminin 66 MIF -

Contamination
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Ess 28/04/2019 ECBU Masculin | 68 MIH -

Ego | 28/04/2019 ECB de pus Féminin 75 ChF - (E.coli)
Eoqo 29/04/2019 ECBU Féminin 54 MIF +(S.aureus)
Eo, 29/04/2019 ECBU Féminin 35 Mat -

Eo, | 29/04/2019 ECB de pus | Masculin | 26 ChH -

Eos 29/04/2019 ECBU Féminin 39 MIF +(S.aureus)
Eos | 30/04/2019 ECBU Masculin | 88 MIH - (E.coli)
Eos 30/04/2019 ECBU Féminin 75 MIF - (E.coli)
Eos | 04/05/2019 ECBU Masculin | 98 MIH -

Eo; 04/05/2019 ECBU Masculin MIH -

Eog 06/05/2019 ECB de pus Masculin | 69 ChH +(S.aureus)
Eogg 06/05/2019 ECB de pus Masculin | 8 ChH +(S.aureus)
Eioo | 06/05/2019 ECBU Féminin 55 MIF - pseudomonas
Eior | 06/05/2019 ECBU Féminin 86 MIF - (E. coli)
Eipo | 06/05/2019 ECBU Masculin | 25 MIH -

Eio | 06/05/2019 ECBU Féminin 28 MIF +(S.aureus)
Eips | 06/05/2019 ECBU Féminin 3 Péd - (E.coli)
Eips | 06/05/2019 ECBU Féminin 75 MIF - (E.coli)
Eips | 06/05/2019 ECBU Féminin 1 Péd - (E.coli)
Ei0s | 06/05/2019 ECB de pus | Masculin | 60 ChH +(S.aureus)
Eio7 | 08/05/2019 ECBU Masculin | 9 Péd +(S.aureus)
Eios | 08/05/2019 ECB de pus Féminin 66 ChF -Pseudomonas
Eigo | 08/05/2019 ECBU Masculin | 07 P éd -

Ei10 | 08/05/2019 ECB de pus Masculin | 6 ChH +(S.aureus)
Ei1; | 08/05/2019 ECB de pus Masculin | 40 ChH +(S.aureus)
Ei12 | 09/05/2019 ECBU Féminin 66 MIF - (E.coli)
Eiiz | 09/05/2019 ECBU Féminin 85 MIF - (E.coli)
Ey4 | 11/05/2019 ECBU Féminin 36 MIF - (E.coli)
Ei1s | 11/05/2019 ECBU Féminin 54 MIF -

Eiie | 11/05/2019 ECB de pus Masculin | 73 ChH +(S.aureus)
Ei17 | 12/05/2019 ECBU Masculin | 62 MIH -

Eiig | 12/05/2019 ECB de pus Masculin | 33 ChH +(S.aureus)
Ei9 | 12/05/2019 ECBU Féminin 67 MIF -

Eip | 12/05/2019 ECBU Féminin 34 MIF -

Eiz; | 13/05/2019 ECBU Masculin | 49 MIH +(S.aureus)
Ei2o | 13/05/2019 ECB de pus Masculin | 33 ChH +(S.aureus)
Ei2z | 13/05/2019 ECB de pus Masculin | 70 ChH +(S.aureus)
Eio4 | 13/05/2019 ECBU Féminin 56 MIF -

Ei»s | 13/05/2019 ECB de pus Féminin 65 ChF - (E.coli)
Eize | 14/05/2019 ECBU Masculin | 46 MIH -

Eio7 | 15/05/2019 ECBU Féminin 23 MIF - (E.coli)
Eis | 20/05/2019 ECB de pus Masculin | 35 ChH +(S.aureus)
Ei9 | 20/05/2019 ECBU Masculin | 3 Péd -

Eiz0 | 20/05/2019 ECBU Masculin | 2 mois Péd -

Eiz1 | 20/05/2019 ECBU Féminin 44 MIF - (E.coli)
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Eizo | 22/05/2019 ECBU Féminin 8 Péd -

Eis3 | 22/05/2019 ECB de pus Féminin 83 ChF +(S.aureus)
Ei34 | 22/05/2019 UCBU Masculin | 45 MIH -

Eizs | 22/05/2019 UCBU Féminin 22 Mat - (E.coli)

Eize | 22/05/2019 UCBU Masculin | 65 MIH - Staph. blanc
Eiz7 | 22/05/2019 ECB de pus Féminin 52 ChF +(S.aureus)
Ei3g | 22/05/2019 ECB de pus Masculin | 71 ChH +(S.aureus)
Eiz9 | 22/05/2019 ECB de pus Féminin 66 ChF +(S.aureus)
Eis0 | 22/05/2019 ECB de pus Masculin | 98 ChH +(S.aureus)
Ei4 | 22/05/2019 ECB de pus Masculin | 61 ChH +(S.aureus)
Ei | 22/05/2019 ECB de pus Masculin | 70 ChH +(S.aureus)
Eiss | 22/05/2019 ECBU Masculin | 47 MIH +(S.aureus)
Eiss | 23/05/2019 ECBU Féminin 45 MIF - (E.coli)

Eiss | 23/05/2019 ECB de pus masculin 96 ChF -

Eis6 | 23/05/2019 ECBU Féminin 51 MIF -contamination
Ei4s7 | 23/05/2019 ECBU Féminin 50 MIF +(S.aureus)
Eisg | 23/052019 UCBU Masculin | 38 MIH -

Eis0 | 23/05/2019 ECB de pus Masculin | 34 ChH +(S.aureus)
Eis0 | 23/05/2019 ECBU Féminin 75 MIF -

Eis1 | 25/05/2019 ECBU Masculin | 94 MIH -contamination
Eiso | 25/05/2019 ECB de pus Féminin 61 ChF -Pseudomonas
Eis3 | 25/05/2019 ECBU Masculin | 63 MIH -

Eis4 | 25/05/2019 ECBU Féminin 35 MIF - (E.coli)

Eiss | 26/05/2019 ECB de pus Féminin 32 ChF +(S.aureus)
Eise | 26/05/2019 ECBU Féminin 53 MIH -

Eis7 | 26/05/2019 ECBU Masculin | 21 MIH - (E.coli)

Eiss | 26/05/2019 CBU de pus | Masculin | 38 ChH - (E.coli)

Eis9 | 26/05/2019 ECB de pus Féminin 61 ChF +(S.aureus)
Eieo | 26/05/2019 ECB de pus Masculin | 50 ChH +(S.aureus)
Eie1 | 27/05/2019 ECBU Féminin 62 MIF -

Eiex | 27/05/2019 ECB de pus Féminin 85 ChF - (E.coli)

Eigs | 27/05/2019 ECBU Masculin | 27 MIH -

Eies | 27/05/2019 ECBU Féminin 3 Péd - (E.coli)

Eies | 28/05/2019 ECBU Masculin | 6 Mois Péd - contamination
Eie6 | 30/05/2019 ECB de pus Masculin | 55 ChH +(S.aureus)
Eie; | 30/05/2019 ECB de pus Masculin | 64 ChH +(S.aureus)
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Tableau n°02 : La répartition de S.aureus selon les types de prélevements

Tableau n°03 : La répartition de S.aureus selon le sexe

Tableau n°04 : La répartition de S.aureus selon les services

Tableau n°05 : La répartition de S.aureus selon 1’age

11.9%
26 61.19%
11 26.19%
42 100%

Tableau n°07 : Taux de résistance de S. aureus a la famille de béta lactamine

100% 100% 54.76% 100% 92.86%
00% 00% 00% 00% 4.76%
00% 00% 45.24% 00% 2.38%
100% 100% 100% 100% 100%
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Tableau n°08 : Taux de résistance de S. aureus a des autres antibiotiques testé

E SR RP AK | K GEN | VA CD |L COT | RIF

R | 57.14 | 9.52 |[59.52|4.76 |47.62 3095 476 |9.52 |19.05 |33.33 | 16.66
% % % % % %o %o %o %o %o %o

I 952 |7.14 (476 |00% |9.52 |00% |00% |14.25 |14.29 |0.00 |2.76
% % % % % % % %

S 33.33 | 83.33 | 35.71 | 95.24 | 42.86 | 69.05 | 95.24 | 76.19 | 66.66 | 66.66 | 80.95
% % % % % % % % % % %

To | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
tal

Tableau n° 09 : Les diametres de sensibilités des S. aureus aux béta lactamine et aux autres
familles d’antibiotiques

N° | AMP pY CZ [0):¢ CTX E SR

1 R/11 R/12 R/12 R/11 R/14 S/27 1/25

2 R/12 R/22 S/20 R/13 R/00 S/31 S/30
3 R/00 R/00 R/14 R/00 R/00 R/00 R/00
4 R/00 R/00 R/00 R/15 R/10 /15 S/30
5 R/00 R/00 R/12 R/00 R/13 /15 S/25
6 R/20 R/22 S/20 R/18 R/11 S/28 S/28
7 R/16 R/23 S/20 R/13 R/00 S/30 S/30
8 R/00 R/00 R/00 R/11 R/10 S/31 S/19
9 R/00 R/00 /15 R/00 R/00 R/00 S/30
10 | R/00 R/00 S/19 R/00 R/09 S/30 S/24
11 | R/00 R/10 S/19 R/12 R/00 R/00 S/25
12 | R/00 R/11 S/18 R/14 R/14 R/00 S/24
13 | R/13 R/17 S/20 R/10 R/14 R/00 S/30
14 | R/12 R/18 S/20 R/00 /15 R/00 S/28
15 | R/00 R/11 /17 R/00 R/00 R/00 /16

16 | R/00 R/10 /16 R/00 R/13 R/00 /15

17 |R24 R/22 S/25 R/10 R/11 R/10 S/28
18 | R/00 R/00 R/00 R/00 R/00 R/10 S/30
19 | R/00 R/12 S/18 R/00 R/10 /22 S/25
20 | R/OO R/15 S/20 R/00 /15 R/00 S/20
21 | R/0O R/00 R/00 R/00 R/00 R/00 S/30
22 | R/OO R/18 R/00 R/00 R/14 R/00 R/00
23 | R/00 R/16 S/21 R/12 R/10 S/28 S/28
24 | R/OO R/16 S/23 R/08 R/09 S/30 S/29
25 | R/00 R/12 S/20 R/00 R/00 S/28 S/25
26 | R/00 R/00 R/00 R/00 S/20 R/00 R/00
27 | R/OO R/00 S/20 R/10 R/00 R/00 S/21
28 | R/0O R/00 R/10 R/00 R/00 R/00 S/29
29 | R/00 R/00 R/00 R/00 R/00 R/00 S/29
30 | R/00 R/00 R/00 R/00 R/00 R/00 S/28
31 | R/OO R/00 R/00 R/00 R/00 R/00 S/30




Annexes

32 R/00 R/00 R/00 R/00 R/00 R/00 S/30
33 R/00 R/00 R/00 R/00 R/00 R/00 S/30
34 R/00 R/00 R/00 R/00 R/00 R/10 S/30
35 R/00 R/17 1/17 R/00 R/00 1720 S/28
36 R/00 R/15 S/18 R/00 R/00 R/00 S/30
37 R/00 R/15 S/20 R/00 R/00 S/18 S/28
38 R/00 R/00 R/00 R/00 R/00 S/27 S/28
39 R/10 R/24 S/20 R/00 R/14 S /25 S/30
40 R/00 R/00 R/00 R/00 R/00 R/00 S/30
41 R/00 R/13 S/18 R/00 R/00 S/24 S/29
42 R/00 R/00 R/00 R/00 R/10 S/26 R/10
RP AK K GEN VA CD L COT | RIF
1 | S/30 |S/24 S/28 R/18 S/21 S/32 S/23 S/33 S/42
2 | S/30 | S/29 S/28 R/12 S/25 S/30 S/30 S/33 S/42
3 | R/00 | S/30 S/28 S/26 R/00 R/00 R/00 | S/29 R/18
4 | R/I5 | S/27 R/00 R/14 S/24 S/30 S/25 S/33 S/42
S | R/12 | S/19 1/14 R/16 S/21 S/29 S/25 R/00 S/42
6 | S/30 | S/30 S/20 S/30 S/27 1720 I/18 S/28 S/40
7 | S/30 | S/30 S/28 S/28 S/24 S/30 S/30 S/25 S/32
8 | S22 | S/28 S/26 S/29 S/18 R/17 R/00 | S/33 S/38
9 | R/O0 |S/20 R/00 S/30 S/23 S/30 1/22 R/00 R/00
10 | S/30 | S/19 R/00 R/17 S/21 S/29 S/23 S/32 S/36
11 | R/00 | S/20 R/00 S/25 S/20 S22 1720 S/33 S/36
12 | R/00 | S/20 R/00 S/25 S/20 S/30 S/25 S/27 S/30
13 | R/10 | S/25 S/27 S/30 S/20 S/26 S/30 S/33 S/38
14 | R/00 | S/28 S/26 S/30 S/20 S/24 S/30 S/28 S/36
15 | R/00 | S/20 1/16 S/30 S/19 /19 R/00 | R/10 R/00
16 | R/00 | S/18 I/15 S/26 S/20 S/23 R/00 | R/00 R/00
17 | R/10 | S/27 S/22 S/30 S/19 S/23 R/12 | S/28 S/40
18 | R/00 | S/22 R/00 R/17 S/21 S/32 1720 S/29 R/00
19 | S/30 | S/20 S/20 S/28 S/20 1720 1720 S/30 S/32
20 | R/09 | S/28 S/20 S/30 S/25 S/30 1720 R/10 S/40
21 | R/10 | R/15 R/00 R/13 S/24 S/30 S/28 R/10 S/42
22 | I/19 | S/20 R/00 S/20 S/25 R/00 R/00 | S/20 1720
23 | S/30 | S/25 S/20 S/29 S/22 S/30 S/25 S/33 S/36
24 | S/30 | S/22 R/00 S/28 S/22 S/30 S/25 S/33 S/42
25 | 1125 | S/20 R/00 S/25 S/20 S/25 S/25 S/25 S/42
26 | R/00 | S/22 S/20 S/24 R/00 R/00 R/00 | S/30 S/37
27 | R/0O0 | S/23 R/00 S/30 S/22 1720 S/30 S/33 R/00
28 | R/10 | S/25 R/00 S/20 S/22 /19 S/30 S/33 S/36
29 | R/00 | S/26 R/00 R/17 S/20 S/32 S/30 R/00 S/38
30 | R/00 | S/25 R/00 R/15 S/21 S/35 S/30 R/00 S/40
31 | R/0O0 | S/25 R/00 R/15 S/21 S/30 S/28 R/00 S/42
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R/00 | S/20 R/00 S/20 S/22 S/35 S/30 R/00 S/36
R/15 | R/15 R/00 R/15 S/21 S/32 S/30 R/00 S/46
R/10 | S/25 R/00 S/20 S/21 S/30 S/30 R/00 R/00
S/34 | S/21 S/20 S/25 S22 S/30 S/25 S/29 S/42
R/10 | S/24 /15 S/30 S/29 S/30 S/30 R/12 S/38
S126 | S/24 S/25 S/25 S22 S/32 S/28 S/28 S/40
S/28 | S/22 R/00 S/19 S/27 S/24 R/11 S/30 S/38
S/21 | S/30 S/25 S/30 S/20 S/33 S/26 S/24 S/30
R/00 | S/26 R/00 R/17 S22 1725 S/29 R/00 S/36
S24 | S/127 S/20 S/29 S/20 S/31 S/24 S/26 S/34
S/30 | S/24 S/28 R/10 S/20 S/30 S/28 S22 S/42
Tableau n°10 : Les diametres critiques des antibiotiques testés a S.aureus
ATB R | S

AMP 28 / 29

P 28 / 29

CZ 14 / 15

OX 27 27-35 36

CTX 14 15-22 23

E 13 14-22 23

SR 15 15-17 18

RP 18 18-20 21

AK 16 16-17 18

K 13 14-17 18

GEN 18 / 18

VA 17 / 17

CD 19 19-21 22

L 15 15-22 23

coT 14 14-16 17

RIF 23 23-25 26
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Tableaux n° 11 : Le matériel utilis€ dans laboratoire

Verrerie - Pipete pasteur — lames de verre — Lamelle — tubes et flacons spéciaux pour

cultures— boites de Pétri- tube sous vide- les peaux de urine — les écouvillons.

Milieu de -Gélose nutritive (GN)- Chapman - Bouillon glucosé tamponné (BGT)-
culture Brain-heart infusion broth (BHIB).
Réactif -Eau oxygéné (H,0O,)- Plasma humaine - Bleu de méthylene - Alcool- Lugol -

Violet de gentiane- Fuchsine- Eau physiologie- - les disques des antibiotiques-

huile d’immersion.

Autre matériel |-Bec benzéne- Des gants- La pense- Etuve a 37C et a 40°C-microscope
optique (Optica)

Annexes n°02 : Composition des milieux de culture

Tableau I : Bouillon Nutritif (Guiraud, 1998).

Composant Quantité
Extrait de viande g
Peptone S5¢g
Chlorure de sodium S5¢g
Eau distillée 100ml
pH=7

La composition de la gélose nutritive : il s’agit du milieu précédent plus 15g d’agar.
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Tableau II : Gélose Chapman (Guiraud, 1998).

Composant Quantité
Extrait de viande g
Peptone 10g
Mannitol 10g
Chlorure de sodium 75¢g
Rouge de phénol 0,025¢
Agar 15¢
Eau distillée 1000ml
pH=74
autoclave a 120°/ 20 min
Tableau III : Eaux physiologique (Guiraud, 1998).
Composition Quantité
Chlorure de sodium 9¢g
Eau distillée 1000ml

ph=7.2

Tableau IV : bouillon cceur-cervelle (BHIB) (Denis et al., 2007)

Composition Quantité
Infusion de cervelle de veau 12.5g /L
Infusion de cceur de boeuf S5g/L

Protéose-peptone 10g/L
Glucose 2g /L
Chlorure de sodium Sg/L

Phosphate disodique 2.5g/LL

pH

=7.4+0.2
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Tableau IV : Mueller-Hinton (MH) (Denis et al., 2007)

Composition Quantité
Infusion de viande de boeuf 300g/L
Hydrolysat de caséine 17.5g/LL
Amidon 1.5g/LL
Agar 17g/L.
pH=74+0.2

Tableau VI : BGT (Bouillon Glucosé Tamponné). (Le Minor et Richard, 1993)

Composition Quantité
Peptone 20g/L
Extrait de viande 2g/LL
Chlorure de sodium 2.5g/LL
Phosphate monopotassique 0.7g/L
Phosphate dissodique 8.3g/L
Glucose 4g/L.

pH=7.7




Résumé

La bactérie Staphylococcus aureus est responsable de nombreux types d’infections chez
I’homme. Apres fair I’'isolement de ce bactérie et identifie a partir des prélevements des urines
et aussi le pus. Nous avons trouvé 71.4% de S.aureus dans les prélevements de pus et sont
touchés boucau plus les hommes a 64.3%, mais son la plupart de S.aureus isolés sont a partir
des patient a plus de 18 ans de 61.9%, et par apport les services la chirurgie est la premiere de
ces des infections par S.aureus de taux 66.7%. Les souches de Staphylococcus aureus
résistantes a de multiples composés antimicrobiens, notamment la plupart des classes
d'antibiotiques qui résistant plus fort a la famille de béta lactamine 100%, a la pénicilline,
oxacilline et ampicilline. Mais un grand taux de sensibilité a la vancamycine a 95% et la
rifampicine 80%, Gentamycine de 70%, Co-trimoxazoline 65%.L.’acquisition des genes de
résistance aux antimicrobiens préformés qui sont échangés entre organismes par le biais d’un
transfert horizontal de génes. Néanmoins, la mutation chromosomique est le catalyseur de
nouveaux déterminants de la résistance.

Mot clef: S.aureus, Antibiotique, Le pus, Resistance, Infection

Abstract

Staphylococcus aureus is responsible for many types of infections in humans. after doing the
isolation of this bacterium and identifies from urine samples and also pus. We found 71.4% of
Stapylococcus aureus in the pus samples and are affected males more than 64.3%, but most of
the isolated Staphylococcus aureus are from patients over 18 years of age 61.9%, and
contributed by Surgery services is the first of these 66.7% staphylococcus aureus infections.
Strains of S.aureus resistant to multiple antimicrobial compounds, including most classes of
antibiotics that are stronger resistant to the family of 100% beta lactam, penicillin, oxacillin
and ampicillin. But a high rate of sensitivity to vancamycin at 95% and rifampicin 80%,
Gentamycin 70%, Co trimoxazoline 65%. The acquisition of preformed antimicrobial
resistance genes that are exchanged between organisms through a transfer horizontal of genes.
Nevertheless, the chromosomal mutation is the catalyst of new determinants of resistance.

Key word: S.aureus, Antibiotic, Pus, Resistance, Infection
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