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Abréviations

SARM : Staphylococcus aureusgsistant a la méticilline.
CMI : Concentration minimale inhibitrice.
CASFM : Comité de I'antibiogramme de la société fragaise de Microbiologie.

spa: gene de la protéine A.

agr : accessory gene regulator.

SCCmec staphylococcal chromosomal cassette.
TSST-1 : toxine du choc toxique staphylococcique.
PVL : leucocidine de Panton Valentine.

SCN : Staphylocoques a coagulase négative.

PLP : protéines liant les pénicillines.

Mec A: gene de résistance a la méticilline.

Van : gene de résistance a la vancomycine.

bla Z : géne de résistance aug-lactamines.

ADN : acide désoxyribonucléique.

PCR : polymerse chain reaction

pb : paires de base.

NNIS : National Nosocomial infection Surveillance
CLSI : Clinical and Laboratory Standard Institute
NCCLS : National comity for clinical laboratory institute
VISA : vancomycin-intermediat&taphylococcus aureus.
SARV : Staphylococcus aureusésistant a la vancomycine.
h-VISA: heterogeneously resistant VRSA.

VRSA : vancomycin-resistanStaphylococcus aureus.

VSSA :vancomycin susebtibleStaphylococcus aureus.

GRSA : glycopeptide-resistarftaphylococcus aureus.
GISA : glycopeptide-intermediate Staphylococcus aureus.
CDC: center of disease control.

CLIN: Comité de lute contre les infections nosocoraies.
OMS : organisation mondiale de la santé.

ISO : infection du site opératoire.



IN : infections nosocomiales.

TR : Taux résiduel.

ERG : Enterococcus résistant aux glycopeptides.
ERV : Enterococcus résistant a la vancomycine.
EDP : Enterococcus dépendant de la vancomycine.

LLR: low level resistance.

HLR: high level resistance.
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INTRODUCTION




Introduction

Les infections acquises a I'hdpital sont une réghittoccupante surtout dans desvices a
haut risque tels que le service de chirurgie, gaiute des patients extrémement vulnérables
a la colonisation et par conséquent a l'infectidDes infections sont souvent la résultante
d'un certain nombre de facteurs tels que les pratiqde soins, la flore liée au patient ou
encore I'environnement. Parmi les micro-organisfaeglus incriminés dans ces infections,
Staphylococcus aureusccupe une place privilégiée. Son pouvoir patheg&on caractere
ubiquiste et I'absence d’exigences nutritionnelfesit de cette bactérie un exemple
d’adaptation et de dissémination surtout lors destures de la barriere cutanée, ou
limmaturité du systeme immunitaire.

Cette situation semble se compliquer par I'émergegicla progression du phénomeéne de
résistance aux antibiotiques qui place les clingidans une impasse, face a des germes
réfractaires a tous types de traitement limitalat @is les schémas thérapeutiques aggravant
le pronostic des malades et prolongeant leur duwléeséjour. Ces résistances aux
antibiotiques apparaissent plus ou moins rapidensetdun la plasticité génétique de la
bactérie et la nature chimique de ces moléculedteCadaptation a touché également
I'aptitude de résister a plusieurs molécules dtaatiques telles que la méticilline, et qui
s’étend a la résistance envers la majorité BEctamines pour atteindre la vancomycine
considérée jusqu’a présent comme l'une des desilignes de défense.

L'utilisation extensive et frequemment abusives datibiotiques couplée a un déséquilibre
dans I'hygiene hospitaliere, permet a ces infestione évolution fulgurante traduisant ainsi
plusieurs épidémies. Ce phénoméne décrit commevaise mondiale, ne semble pas
épargner I'Algérie qui enregistre une fréguencendissante de SARM. Ce qui engendre un
taux de mortalité élevé et un surcodt tout auspoitant.

Ainsi, pour contréler cette évolution et tenter mlévenir ces complications, I'objectif de
notre travail a été axé sur la caractérisatiols sbriches d8taphylococcus aureusolées

du centre hospitalo-universitaire de Tlemcen (AkgjérCes données pourront permettre la
compréhension du phénomene de résistance et swdeuspéecificités dans le service de

chirurgie.



Il s’agit de déterminer les profils et les niveale résistance dgtaphylococcus aureuan
intérét particulier a été porté a la rechercheédestance vis-a-vis de la vancomycine.

Le point de départ de ce travail a été de réaliser enquéte épidémiologique, d'évaluer
I'incidence et la prévalence &aphylococcus aureugsistant a la méticilline (SARM), pour
entamer dans une seconde étape la mise en évideneemultirésistance, tout en mettant
I'accent sur certains facteurs de risques ayantrypact sur ces infections. Ainsi, il nous a
paru nécessaire d’approfondir les connaissandativess aux mécanismes biochimiques de
cette résistance tout en essayant d’explorer ppastigénétique pouvant étre a I'origine du

phénomene.
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Etude Bibliographique
1. Généralités sufStaphylococcus aureus

1.1. Historique et nomenclature

Les staphylocoques ont été identifiés des I'aubé&éde pasteurienne par Pasteur lui-méme,
Ogston et Rosenbach, et n’ont jamais cessé deaudes recherches tant leur importance est
grande en pathologie. Ce sont en effet des bastéyie@ peuvent étre dinoffensifs
commensaux ou provoquer des infections d'une exr@ravité ; celles-ci peuvent se
présenter sous la forme de cas isolés, de peptdéraies familiales ou de graves épidémies

dans les collectivités [1].
1.2 Taxonomie

Selon la §™édition duBergey’s Manual of Systematic Bacteriolodgs staphylocoques sont
classés parmi les bactéries a Gram positif paemesC, dans le phylum des firmicutes
Classe: Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceae

Genre : Staphylococcus

Espece Staphylococcus aureu?]
1.3. Caracteres bactériologiques

Staphylococcus aureusst un germe appartenant au groupe des cocci @ @oaitif qui
pousse en amas. Cette bactéries non productricgpai®s mais résistante, peut survivre
longtemps sur des objets inanimés et secs, elisteésussi relativement bien a la chaleur
(Figure 1) (Tableaul) [3].
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Tableau 1. Différents caractéres bactériologiquede Staphylococcus aureu$2]

Morphologie Regroupé en paire, tétrade ou amas régdjers
Immobile ; non sporulé

Dimension (pm) 0,5-1
Teneur en GC (mol%) 33%
Taille du génome (Mb) 28-29
Type respiratoire Aéro anaérobie facultatif
Type trophique chimioorganotrophe
Métabolisme Fermentaire et /ou respiratoire
Autres caracteres Catalase positive — oxydase négative

Halophile — mésophile (37°C) et psychrophile (6-22)
Neutrophile pH op=7 ; pHm : Aw : basse, jusqu’a 0,83

Dot WD-JA‘.I_ A

“Acc Spot Magn
390 k)1 0 20000xSE [8 3

1

Figurel : Aspect deS. aureus en microscopie électronique (X 20000)

http://www.futura-sciences.com/fr/news/t/medecine/ [4]
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1.4. Les maladies causées par les Staphyiques:

Staphylococcus aureugarmi les autres pathogenes de 'lhomme, est galgst responsable

de la plus grande variété de maladies (tablea@]2) [
Tableau 2 : Les maladies causées par les Staphydgaes [3].

Infections de la peau et des tissus mous
Furoncles, abcés
Infections des plaies (traumatiques, chirurgicales)
Cellulite

Impétigo (aussi causé par les Streptocoques)

Bactériémies (souvent avec des abcés métastatiques)

Endocardites

Infection du systeme nerveux central
Abces du cerveau
Méningite-rare

Abces épidural

Infections pulmonaires
Embolie

Aspiration

Muscles et squelette
Ostéomyélite
Arthrite

Tractus génito-urinaire
Abces rénal

Infection du tractus urinaire inférieur

Maladies provoquées par des toxines
Syndrome du choc toxique

Intoxications alimentaires (gastroentérites)
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1.5 Facteurs de virulence (tableau 3) :

Cette bactérie est solidement armée pour effaceertain nombre de défenses que son hote
pourrait lui opposer (anticorps, phagocytose owtoyicite), ces parades se distribuent en
plusieurs groupes de toxines. La pathogénicit8 deureusest surtout reliée a I'expression de
facteurs de virulence. En plus de facteurs stractyril a en effet la capacité de sécréter,
apres invasion, des facteurs d’adhésion, des texme encore des enzyméfigure 2).
Quelgues exemples de ces facteurs sont réesuméslalaableau 3. Les Staphylocoques
résistants a la meéticilline ne sont pas nécessamemlus virulents que ceux qui sont

sensibles, certains facteurs permettent aux Stagdgcus aureus résistant a la méticilline

(SARM) d’amplifier leur virulence et d’exprimer f#rent syndromes [5]

1.5.1 Les toxines formant des pores (ou pore-forng toxins PFTS) :

Ces toxines cytolytiques ont la capacité de délrils cellules de défense de I'h6te en
formant des pores au niveau des membranes cedisilpdt. Les PFTs sont souvent sécrétées
sous forme de monomeéres, leur caractéristique corarest la sécrétion par la bactérie sous

forme de protéines libres hydrosolubles [8].

En fonction des PFTs, des facteurs lipidiques ootégues interviennent ensuite pour
permettre I'interaction de ces toxines avec lembranes de leurs cibles cellulaires [9].

Deux grands groupes de PFTs se sont distinguésfomation de leur structure

tridimensionnelle :

= Les alpha—PFTs : dont la structure secondairecesiée d’'une simple hélice alpha
hydrophobe.

= Les béta-PFTs ou leucotoxines : ou le pore esttito@snajoritairement de brins béta
s’assemblant en tonneaux béta, Les leucocidinesgaosition aux hémolysines ont
pour cible les polynucléaires, les monocytes £nbacrophages. Deux protéines sont
importantes : LUKE-LUkD et la Leucocidine de Pantaentine (LPV) composée de
Luke S-PV et Luke F-PV dont le gene est codé pagrhage [9].
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Attachment factor(s)

.Homolysin(s)

Capeular
Polvsaccharide

Figure 2: Facteurs de virulence de&staphylococcus aureu]

1.5.2 . Les toxines a activité protéolytique :

Les épidermolysines : Elles font parties des ps@Egaa Sérine activ§. aureus secrete la

sérine protéase V8 qui clive spécifiquement lastiai peptidique des résidus aspartate et

glutamate.

Ces protéases a sérine hydrolysent les protéinas @ocible majeure est la desmogléine-1,
une protéine desmosomale du stratum granulosuntégelerme, expliquant ainsi le
décollement observé lors de limpétigo du jeuneaenfdans le syndrome de la peau

ébouillantée ou lors d'impétigo bulleux (figure[9]).
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Figure 3 : Syndrome de la peau ébouillantée di adpidermolysine A [9]

L’épidermolysine atteint la zone du stratum grasuho, par diffusion a travers les capillaires
du derme, induisant une perte d’adhérence celtuitre les zones de I'épithélium kératinisé

engendrant un décollement intra-épidermique [10].

Actuellement, quatre épidermolysines isoformesé&t@tcaractérisées (A, B, C, D), les genes
codant pour ces toxines Eta, Etb, Etc, et Etd tihtt§alement caractérisés ; le géne codant
I'épidermolysine A est porté par un bactériophadgedis que celui de I'épidermolysine B est

a transmission plasmidique [9].

Autres protéases :

= |es Staphopaes A et B, sont des protéases a cystéines.

» Les métalloprotéases comme l'auréolysine qui @iumvoir plusieurs roles en
complément de la coagulase, elle détruit les itdilns de protéases participant ainsi a
la formation de thrombus [9].

Les inhibiteurs de protéases :

La «chemotaxis inhibitory proteinf Staphylococcus aureus ou CHIPS, est produite par
60% des isolats cliniques. Elle agit par inhibitidm chimiotactisme des neutrophiles et des
monocytes et bloque la voie du complément, limitnsi le recrutement des polynucléaires
neutrophiles au site de [linfection, en se fixantr sl'extrémité N-terminale de
I'anaphylatoxine C57 du complément ainsi qu'au péeer du formyl-méthionine-leucine-

phénylalanine [9].
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1.5.3. Les superantigénes :

En situation normale les lymphocytes T4 (LT4) rewssent les antigenes présentés a la
surface d’'une membrane cellulaire présentatricentijane via le complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe I, puis formiaun complexe tri-moléculaire activant la
cascade des LT4 (complexe TCR des LT4+antigene+CQNMHJn super antigéne est une
protéine bactérienne capable d’activer le CMH ducnmphage et la chaine V-béta du
récepteur des LT4 (TCR).

Le S. aureus est capable de produire plus d’'une trentainesugerantigenes, comprenant
entre autres des entérotoxines. Cette interactitre & super antigene et le domaine Vbéta du
LT4 ne permet plus une réponse spécifique, et Bstigine de I'expansion de mille fois plus
de LT4, responsable de la stimulation massive distimcte du systéme immunitaire. Des
cytokines (TN, IL-1) sont ainsi produites en trop grande quéntimduisant une réponse

inflammatoire incontrdlée pouvant aboutir a un dethoc vasoplégique [11].

1.5.3.1. Le syndrome du choc osmotigue :

Il est souvent associé a des toxines (TSST-1, &oiéne B et C), le choc toxique
staphylococcique peut succéder a une infection wsagipe chez un enfant, ou toucher un
adulte présentant une infection post opératoirbien apparaitre chez une femme en période

menstruelle.

1.5 .3.2. L'intoxication alimentaire :

Provoquée par l'ingestion d’entérotoxines staphgtoues thermostables qui résistent aux

enzymes du tube digestif.

1.5.3.3. La maladie de Kawazaki :

Ou syndrome lympho-cutanéo-muqueux, c’est une Vastuinfantile des artéres de moyen
et petit calibre, la production de superantigentaplg/lococciques a la phase aigue, a été
incriminée dans la génése de la maladie de Kaw§2hki

1.5.3.4. La dermatite atopique :

La suppression de I'immunité innée observée auanivde la peau explique la colonisation

cutanée paB. aureus[9].
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Tableau 3. Facteurs de virulence d&taphylococcus aureu$l2]

Entérotoxines A-E, H

Syndrome du choc Toxique
toxine-1

tst

Facteurs Genes fonctions
Clumping factor A clfA Adhésion au fibrinogéne
Clumping factor B clfB Adhésion au fibrinogéne
2
<
% Coagulase coa Liaison au fibrinogene
O
% Protéine Fib A fibA Liaison au fibrinogéne
o
©
[ Fibronéctine liée a la fnbA Attachement a la fibronéctine
© protéine A
42
c
g Fibronéctine liée a la fnbB Attachement a la fibronéctine
)
g protéine B
8 Collagéne lié a la protéine cna Adhésion au collagéne
Elastine liée a la protéine ebps Liaison a I'élastine
map ou eap Liaison a la protéine de la matrice
Protéine analogue MHC extracellulaireifcluant fibronéctine,
fibrinogéne vitronectine, sialoproteine
osseuse et thrombospondine)
Adhésine intracellulaire pia adhésion intracellulaire et formation
Polysaccharidique de biofilm
. spa invasion possible des défenses de
Protéine A 'héte
Polysaccharides capsulair cap Molécule Anti-phagocytose
(types 1, 5et 8)
sea-e, h Invasion des défenses de I'héte

avec des superantigénes, responsables
des diarrhées associées a la nourriture

Invasion des défenses de I'héte avec
des superantigénes responsables de
TSS
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Toxines et enzymes

extracellulaires

Toxine exfoliative A, B

Lipase

Protease V8

Leucocidine de Panton-
Valentine
Staphylokinase

Hemolysine -a

3-hemolysine
d-hemolysine
y-hemolysine

Phospholipase C

Elastase

Hyaluronidase

eta, etb

geh

Sas P ou ssp

lukF, lukS

sak

hla

hib

hid

HlaA, B, C

plc
sepA

hysA

Invasion des défenses de I'héte, agents
responsables du syndrome de la peau
ébouillantée

Invasion des défenses de I'hbte

Invasion des tissus et modification des
protéines de surface

Invasion des défenses de I'héte, lyse des
phagocytes de I'héte

Invasion des défenses de I'hote

Invasion des Tissus, a partir des pores
dans les membranes des cellules de
I'hbte

Tissue invasion, sphingomyelinase
Potentialisation de la RR3-hemolysine
Potentialisation de la lyse des cellules

de I'hote
Lyse cellulaire

Invasion des tissus

Invasion des tissus

11
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1.5.4. Facteurs Structuraux

e Le peptidoglycane: joue un rdle dans l'activation du complémenimste la

sécrétion des cytokines par les macrophages aiediagrégation des plaquettes [13].

e L’acide téichoique: il est lié au peptidoglycan®all Teichoic AcidVTA) ou bien
a la membrane cytoplasmiquiépéteichoic acidLTA). Il assure trois rdle principaux ;
1) La protection contre les antimicrobiens et leresg environnemental,
2) Le contrble de I'activité enzymatique et lancentration cationique de I'enveloppe,

3) Laliaison aux différents récepteurs et sw$adigure 4) [14].

Gram-Positive Envelope

Lipoteichoic acid

Teichoic acid

.
Periplasmic _%_____’

space

Plasma membrane -—-

Figure 4 : Paroi deS. aureus localisée a I'extérieur de la membrane cytoplasmue,
constitué majoritairement de peptidoglycane (en jane) au sein duquel sont enchasseés
les acides téichoique et lipoteichoiques.

http://www.conceptdraw.com/sampletour/medical/Grasiffve Envelope.gif

12
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e Lacapsule

Les polysaccharides capsulairessdeureusnt permis sa classification en 11 sérotypes. Les
sérotypes 5 et 8 sont les principaux rencontrésatimologie humaine [13] [15]. lls inhibent

la phagocytose [t peuvent induire la formation d’abceés [16].

1.5.5. Les adhésines

Ce sont des molécules impliguées dans l'adhgsiagsées en deux groupeMicrobial
Surface Components Recognizing Adhesive Matrix ddtde ” ou (MSCRAMMS) et
“ Secretable Expanded Repertoire Adhesive moletalefSERAMSs) [17].

Les MSCRAMMSs constituent une famille de plus de rB@mbres qui reconnaissent les
composants de la matrice extracellulaire (ECM). S#RAMs forment un groupe de 5
adhésines, y compris, la protéine A liant le fibgene, la coagulase, protéine liant le
fibrinogene extracellulaire, la protéine liant 'ECet la protéine d’adhérence extracellulaire
(Eap) [17].

1.5.6. Exoprotéines enzymatiques et toxinigsie

Durant I'infection, la production de différentaszgmes comme les protéases, les lipases, les
élastases..., facilite la destruction des tissésakion a la défense de I'héte, la dissémination
systémique et les localisations métastasiquesS5haureus sécréte de nombreuses toxines

ayant pour objet de détourner ou de neutralisggdanse immune [9].
1.5.7. Facteurs de persistance
1.5.7.1. Le Biofilm

La formation d’'un biofilm renforce I'adhési@ux matériaux et protege la bactérie des
défenses immunitaires et de [l'action des antinbienos [18].Cette antibiorésistance est
attribuée a la présence de matrice polysacchagdigm taux de croissance lent, une
hétérogénéité spatiale, ainsi qu’a des physiologpesifiques, tolérantes ou résistantes [19],
[20], [21].
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1.5.7.2. Variant microcolonies (SCVs)

Ces microcolonies, désignées autrefois par “Gonidiales, variantes et naines,

constituent des sous populations de bactéries iasare lente [22], survivants a des

concentrations létales d’antibiotiques sans avour@utant un mécanisme de résistance

spécifique [23]Elles different du phénotype normal par la petitileé des colonies, un

taux de croissance réduit et elles sont plus edgis$s a I'action des aminoglycosides et

des inhibiteurs de la paroi [24].

1.5.7.3. Lesenzymes

>

Coagulase libre : la staphylocoagulasepu coagulase libre,c’est une protéine
extracellulaire thermostable caractéristique Sleaureus,a I'exception de certaines
souches staphylococciques d’origine animale teflés Staphylococcus intermedius,
Staphylococcus hyicuset Staphylococcus delphingui possédent également la
coagulase[25]. En I'absence de €5 elle provoque la coagulation du plasma humain
ou du lapin (prélevé sur citrate, oxalate, hépaoum&DTA) [26].

La coagulase forme avec la prothrombine (coagtieaeting factor :CRF) du plasma,
un complexe appel&taphylothrombinequi converti le fibrinogéne en fibrine [27].
C’est un facteur primordial dans le pouvoir patheg@&n coagulant le plasma autour
des coques et les protégeant de la phagocytosde(lescytes ayant une mauvaise
pénétration a lintérieur des caillots de fibrinf)8]; elle est a l'origine des
thrombophlébites suppurées [26].

Lipases :Une des facons dans laquelle les cellules hotesdamt & une infection est
la production des acides gras et des lipides, qunént des petits trous dans la
membrane bactérienne, alors daleaureus produit des enzymes appelées lipases qui
détruisent ces acides gras avant de causer des afggerau niveau de la membrane
bactérienne [28].

Hyaluronidase : cette enzyme extracellulaire thermolabile hydrely$acide
hyaluronique, substance fondamentale de la maducéssu conjonctif, ce qui permet
la diffusion tissulaire deS. aureus[29]. Cette enzyme est produite uniquement dans la
phase exponentielle de croissance [30].

Staphylokinase :la staphylokinase (SAK) est une glycoprotéine 8@ dcides aminés

sécrétée par certaines soucheSdaureug31].
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» La SAK facilite l'activation des plasminogéne, lgsécurseurs de la protéase
fibrinolytique plasmine [32]. Elle forme un compixavec le plasminogéne, qui
converti ainsi en plasmine active, d’autres molésule plasminogéne ; dans le plasma,
cette enzyme peut dissoudre des amas de fibringe gamr autant y associer une
dégradation du fibrinogene [33]. Cette substaneentblabile est antigénique et joue
un réle dans la formation d’embolies septiques.[26]

1. 6. Pouvoir pathogene

Le pouvoir pathogéne désigne I'ensemble des p#atités d’un microorganisme lui
permettant de coloniser, de se multiplier et de@goer une maladie dans un organisme
hoéte [4].

1.6.1. Habitat et colonisation

Le réservoir naturel des staphylocoques est 'honeinkes animaux a sang chaud. lls
peuvent également survivre sur des surfaces inasitefies que la literie, les vétements,

et les poignées de portes [34].

Chez 'homme, les staphylocoques font partie déoke résidante cutanée qui joue un
réle dans I'équilibre physico-chimique de la peaucenstitue une barriere contre
limplantation des bactéries de la flore trans#o[B5].Les fosses nasales antérieures
constituent avec les zones humides de la peau cdaemasselles et le périnée, un site de
portage préférentiel de cette bactérie [9]. La usge du portage cutané dépend du
portage nasal [36]. La transmission interhumaistede plus souvent manuportée [37].0u

méme par les aérosols émis par des patients atti@rgneumopathie [34].
1.6.2. Colonisation et infection

La base de la colonisation d& aureusest complexe et mal connue mais semble
impliquée dans le contact de la bactérie avec sute hinsi que dans son aptitude
d’adhésion et d’évasion aux défenses immunitalres.patients porteurs & aureuont
plus de risque de développer une infection quealgses [38].Aprés l'introduction du
germe dans l'organisme, le plus souvent aprés reute la barriere cutanée (blessures,

cathéters, chirurgie, brdlures...) ou au niveau dallicule pileux [39]
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L’infection peut évoluer difféeremment en fonctioa dombreux paramétres liés a I'agent
infectieux lui-méme et a I'état de I'organisme ictie La maladie infectieuse est définie
comme un état morbide, qui résulte de la ruptuéguilibre entre les moyens de défense
de l'organisme et les facteurs de pathogénicitékl€eas 3). Elle peut rester limitée au
point de lintroduction du germe (abces), ou biteiadre les parties locorégionales, en
empruntant les relais lymphatiques, ou enfin, & giffusion de I'agent infectieux dans

tout I'organisme provoquant une infection génééaipi0].

2. Résistance aux antibiotiques

2.1 Larésistance naturelle

La résistance naturelle d’une bactérie est unect&rstique propre a une espece bactérienne,
qui est partagée par toutes les souches normalasttéecspecélle délimite le spectre

naturel de l'antibiotique et constitue une aidédantification, elle se traduit habituellement
par des CMI supérieures a la valeur critique bdsssoncentration (c) de I'antibiotique
concerné [41].

2.2 Lareésistance acquise

La résistance acquise est une caractéristique daires souches au sein de l'espéce
considérée. Cette résistance résulte d’une motiditagénétique par mutation ou par
acquisition de matériel génétique étranger [42].

2.3 Reésistance a la méticilline

Une souche est dite « résistante a la méticillinersqu’elle présente une résistance aux
pénicillines du groupe M, et par extension a tolgss$-lactamines. Elle se définit par une
concentration minimale inhibitrice supérieure a @/Inpour I'oxacilline, la pénicilline M de
référence [43].Les souches SARM sont le plus souvent résistantesSadires classes
d’antibiotiques [44],elles sont considérées comme des bactéries midtagtes, et la
résistance a la méticilline est depuis lors utdiséomme marqueur de multirésistance [45].
Bien gu'’il n’existe pas de définitions di# multirésistance universellement acceptée, cetai
auteurs qualifient les microorganismes multirésitstgpar leur aptitude a résister a une ou
plusieurs classes d’antibiotiques [46], d’auteguierent pour cette multirésistance au moins

trois molécules d’antibiotiques [47].
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Les souches dstaphylococcus aureugsistantes a la méticilline (SARM) sont respotesab
d'environ 30 % des infections nosocomiales. Les MAIfusent de facon épidémique et il
existe un clone majoritaire francais dont les daéristiques moléculaires sont proches du
clone V. D'autres clones de SARM hospitaliers patuétre plus rarement isolés comme le
clone ibérique correspondant aux souches résistante gentamicine ou des souches proches
du clone pédiatrigue. Les SARM hospitaliers sontssauresponsables d'infections
communautaires chez des patients ayant des facteurssque comme des antécédents
d'hospitalisation [48].

Le développement des outils de biologie moléculargermis de réaliser des études
d'épidémiologie globale (ou macro-épidémiologiey, dbnner des noms aux grands clones
pandémiques de SARM et de montrer leur diffusionigaau national et international [49]
(Tableau 4).

L'appartenance d'une souche de SARM a un clondéesbntrée en caractérisant la souche

successivement par

» Le séquencage de 7 génes (en anglais, MLSTmpaliilocus sequence typinh0].

= La caractérisation du nombre et de la structure répgtitions présentes dans la
séquence codante de la protéine ASdaureus(spa typing)51].

» La caractérisation de la cassette contenant le demésistanceec A ala méticilline
(SCCme@ourstaphylococcal chromosomedssette)49], [52].

= Le type d'alléleagr de chacun des grands clones pandémiques [53].
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Tableau 4 : Caractéristiques des principaux clonede SARM isolés en France [48].

Dénomination | Souche | Séquence| Type | Type | Type de | Geénes | Génes| Clones détectés Principales
du clone de type spa | agr | SCCmec| dela de la en France résistances
référence TSST-1| PVL aux ATB
Clone Col 250 8 1 I - Non
archaique
Clone Kanamycine
Clone PER34 250 51 1 IA - minoritaire Tobramycine
ibérique Hospitalier Gentamicine
Notamment +Macrolides
Des souches Quinolones
GISA
Clone Kanamycine
Clone HDE268 5 311 2 v - - minoritaire Tobramycine
pédiatrique (+en hospitalier et | Tetracyclines
France) communautaire Acide
avec souvent le|  fusidique
gene TSST-1
Clone Kanamycine
Clone V BK2529 8 64 1 v - - majoritaire Gentamycine
hospitalier +macrolides
Quinolones
Clone Kanamycine
Clone PVL H1 2002 80 40 v - - + majoritaire Tobramycine
0213 communautaire Acide

fusidique
Abréviations : spa: géne de la protéine A agr: accessory gene regulator SCCmec staphylococcal chromosomal
cassette ; TSST-1 : toxine du choc toxique staphyloccique ; PVL : leucocidine de Panton Valentine.

2.4 Mécanismes de résistance a la méticilline

Les mécanismes et les génes de résistance deyglstamiues dorés et des staphylocoques a
coagulase négative (SCN) sont les mémes. En regatecfréquence des résistances différe :
elle est plus élevée pour les SCN, au moins ceax’gn isole dans les infections humaines
(Staphylococcus epidermidis Staphylococcus haemolytigys4].

Staphylococcus aureua su progressivement s’adapter au développemdiantidiothérapie

en créant des mécanismes de résistance vis-a-lagptigoart des produits [55].

La résistance a la méticilline chez les staphyloesgest principalement due a la présence du
genemec Aprésent dans une casseBEC med56], c’est un élément génétique mobile
intégré dans le chromosome. Ce géne code pouramspeptidase appelB&P2g impliquée
dans la synthese du peptidoglycane et qui a ubkfaffinité pour la bétalactamine [57].
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La résistance a I'oxacilline (ou résistance a ldiciiéne) traduit la présence d’'une cible des
B -lactamines nouvelle et insensible a ces antihieg [54]. L'origine de la

meéticillinorésistance che&taphylococcus aureusst triple :

» Synthese d’'une nouvelle PLP c’est la principale. Elle est le fait de la prése d’'un géne

mecAqui controle la synthese de PLP additionnellesnermales » ayant une tres faible
affinité (Figure 5)

Pour toutes leg -lactamines. De tres fortes variations d’expressiea meticillinorésistance
sont observées d’'une souche a l'autre et seloodeditions de culture [58]. L'origine de ce
genemecreste encore inconnue [59].

On parle d’expression hétérogéne de la résist&puaatre classes ont été décrites par Tomasz
en fonction de la proportion de mutants résistantsein de la souche étudiée : une classe
homogene, classe 4 (toutes les bactéries exprimeméme haut niveau de résistance), et trois
classes hétérogenes, classe 1, 2 et 3 (il existes d@ population bactérienne des
subpopulations plus ou moins résistantes [60].

* Production_d’enzymes: I'hyperproduction def -lactamases aboutit a un bas niveau de

résistance a lI'oxacilline. Ces souches sont nommBE&d#SA Borderline Oxacilline Resistant
Staphylococcus aureu<Cette résistance est réstaurée in vitro pantebiteurs de

B -lactamases [58].a S -lactamase est une enzyme inductible codée pamielda Z porté
par un plasmide [61[C’est une enzyme qui hydrolyse le cyglelactame des pénicillines, les

rendant inactives [62]. L'expression 8laZ est régulée par deux genb&aR1blal situés en

amont et transcrits en direction opposéxaZ [61].

» Modification des PLP : appelée aussi résistance intrinsedmegesistance par modification

de la cible moléculaire deg -lactamines est la plus fréquente [63¢s PLP sont normales,
elles ne sont pas néosynthétisées mais leur &ffpour les f -lactamines est diminuée,
modifiée (souche MODSA pouviodified Staphylococcus aurelusCes souches sont rares
[58]. Staphylococcus aureusposséde quatre isoformes natives de protéines lemt
pénicillines (PLP), une famille de protéases angérintervenant dans la synthese du
peptidoglycane. Elles sont la cible dgslactamines qui empéchent ainsi la constitutiotade

paroi bactérienne, conduisant a la mort de |la badi@4].
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p-Lactam
High affinity for PBP ' 7 ' Low affinity for PBP
PBP PBP
Peptidoglycan

«— Periplasimic space —»

|EfEm[mtmmnmmrlrm:uﬁ'nn RR—— RN e
BIRHA LR

Inactive PBP Adive PBP
Inhibition of peptidoglycan synthesis Normal peplidoglycan synthesis
Cell wall destruction then bacteria death Bacteria protection

Figure 5 : Mécanisme de résistance d®. aureus a la méticilline par PLP2

La connaissance des mécanismes de résistance ebhlapréhension doivent permettre une
meilleure utilisation des antibiotiques dont l& est multiple :

- Permettre en premier lieu d’étre actif sur lestbaes impliquées dans les infections ;

- Limiter 'émergence des souches résistantes ;

- Eviter 'apparition de nouveaux mécanismes destaésce [42].

2.5 Support de résistance

La résistance a la méticilline ch8taphylococcus aureusst acquise par I'insertion dans le
chromosome d’un élément génétique mobile apPEIE€ megpourstaphylococcal cassette
chromosome mga@britant le genenecA[65] [66].

Le SCCmeccorrespond a un fragment d’ADN de 21 & 67 kb irdé&tans le chromosome des
SARM au niveau d’'un site unique appektBscclocalisé prés de l'origine de réplication du
chromosome bactérien [67] [68]. Cette région estlien de prédilection pour I'ajout de
séquences d'insertion et de transposons, en patiaeux codant pour la résistance aux

antibiotiques [69].
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Pour ses mouvements, le S@@cporte une paire de genes codant pour les recongsirmas

et B appelés gassette chromosomal recombinase genes A antc&AB ou ccrA et ccrB).

Ces recombinases appartiennent a la famille dagettases-resolvases » et sont capables de
mobiliser cet élément génétique [70].

Cing classes du complexe gemec et cing allotypes du complexe geoer ont été
identifiés (figure 6), lls different par leur talet leur composition génétique [71].

Le site d’intégration de I'extrémité 3les éléementSCC medalans le génome de
Staphylococcus aureu®st situé au niveau d’'une séquence hautement e@esele gene
orfX [70]. Il s’agit d’'un cadre de lecture ouvert (ORE open reading framede fonction
inconnue [72].

Le génemecA a été découvert et cloné en 1986. Cette séquiBAEN n’est pas retrouvée
dans les souches d&taphylococcus aureusensibles a la pénicilline. L’hypothése d’une
transposition a partir de souches de staphylocoguasgulase négative est le plus souvent

évoquée [64].

S. aureus chromosome, 3 lineages

artB orfX

SCCrmec type

ccrA.B

Type I (32 kb) [ N 400 ]
ccrA.B TS5+ pUB110
Type II (52 kb) [ heSd I
ccrA. B TnS554 Tc Hg TnS54
Type III (60 kb) [ EX ]

l

New peptidoglycan /\ > Cross-linked wall

Figure 6 : Bases génétiques et biochimiques de lésistance

deS. aureusa la méticilline [73]
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2.6 Détection de la résistance a la méticilline

Une identification correcte des SARM en utilisanésdméthodes conventionnelles est
complexe, et certaines souches sont difficilesa&sdr, une souche peut apparaitre sensible
par une méthode et a la limite résistante par whiee.a_es méthodes de laboratoire pour la
détection de la résistance sont influencées ptardiftes variables : comme la température et
la période d'incubation, l'inoculum, et le sel lis¢i dans le milieu de culture ; tous ces

éléments pourraient améliorer ou supprimer la sevise de SARM [74].

Pour ces raisons, plusieurs méthodes moléculamesté mises au point pour détecter le
genemecAdans les isolats cliniques de SARM [75], [74]. Ceshnigques génotypiques sont
devenues le standard de référence pour la déteetitan confirmation de la résistance a la

meéticilline pour les staphylocoques dorés [76]][77

Plusieurs études ont montré une excellente cowglantre la détection par PCR du géne
mecAet les résultats obtenus par test de sensibilit@ierodilution. La méthode PCR permet
aussi de mieux différencier entre le staphylocodoeé de haute résistance et celui de

résistance intermédiaire [78], [77].

2.6.1. Geénes de résistance utiles pour létéction de I'antibiorésistance:

Le choix des amorces et des sondes d’hybridatainlgau 5) permet I'amplification d’un
fragment de 184 pb correspondant a la région ddimentre I'extrémité droite de SCC mec

et une séquence du géene orfX spécifiqué daureus[72].

Tableau 5 :Oligonucléotides utilisés [72].

Nom Séquence 5’ 3’

Amorce Forfx GGATCAAACGGCCTGC

Amorce Rmec CCTTTATGAAGCGGCTG

SondeAorfx ATGCGGGTTGTGTTAATTGAACAAGTGT
SondeSorfx AGAGCATTTAAGATTATGCGAGGAGAAG
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Les amorces et les sondes choisies permettentpifieation de la jonction entre le gene
orfX etmecA ce qui rend la réaction de PCR spécifique du SAR&Me au sein d’'une flore
polymorphe [72].

Aprés comparaison des séquences de jonction de diesCC meet orf X, une région de
16 pb d’homologie relativement élevee a été tropyaeec seulement

lou 2 bp différentes entre les éléments SCCdesdypes | a V.

Cunyet al .,en 2005, ont décrit I'utilisation d'une amplifioa par PCR, avec cette séquence
comme une amorce sens et une séquence hautenmsane®e dans orfX comme amorce

anti-sens, pour identifier des SARM contenant dé#fifiéss types d’éléments SCCnij&8)].

Les séquences d'amorces utilisées dans ce daségg ées suivantes [79]:

rjmec (sens), 5’-TATGATATGCTTCTCC (positions 5764157656, D86934, et

ORFX1r (anti-sens), 5-AACGTTTAGGCCCATACACCA (58042 - 58022, D86934).
2.6.2. Les souches séquencéeSdaureus

COL : SARM isolée dans les années 1960.

* N315: SARM acquise a I'hopital, isolée en 1982.
* Mu50 : SARM acquise a I'hopital et résistante adacomycine isolée en 1997

« SARM252 : SARM acquise a I'hépital isolée en 1997 des clones majeurs trouvés

aux USA et représentant d’un groupe causant 50%nfxtons en Grande-Bretagne.

« Mw2: SARM communautaire. Elle a causé une sepiieéatale a une petite fille de
16 mois dans le Nord Dakota (USA) en 1998.

MSSA476 : SARM communautaire isolée en 1998 ampdiin jeune garcon de 9 ans.

La taille des génomes séquences varie de 28133NB@t est constitué d’'un seul

chromosome circulaire, parfois accompagné d’unnpices.

La structure générale des chromosomes des dif&resduches est bien conservée, avec la
majorité des génes présentant un pourcentage dlelantité (> 97%) et organisés dans le
méme ordre. Ces régions conservées sont interragarede petites régions présentant des

différences entre les génomes [80].
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2.7 Résistance d8taphylococcus aureus la vancomycine

Au fur et a mesure que le SARM devenait un agernhqguene nosocomial important,
I'utilisation de la vancomycine a augmenté dansdestres hospitaliers. L'apparition des
staphylocoques a coagulase négative comme causkcsitive de bactériémies nosocomiales
a aussi favorisé l'utilisation de la vancomycin&][8

Aux Etats-Unis, le « National Nosocomial infecti®urveillance » (NNIS) a fait état
d’environ 75 % de staphylocoques a coagulase négedsistants a la vancomycine et pres
de 50 % poutaphylococcus aureudans les unités de soins intensifs [82].

En France, les valeurs se situent entre 30 et 400h $es sites. Les premiers rapports sur la
résistance aux glycopeptides ont été publiés e® I@ur les staphylocoques a coagulase
négative et en 1997-1998pur S. aureus[83].

2.7.1 Définitions

Il est rapidement apparu qu’une diminution de lasg#lité aux glycopeptides pouvait
recouvrir des situations trés différentes en term@sdémiologiques, cliniques et
bactériologiques. De nombreux termes ont été ésilidans la littérature pour désigner les
souches d&taphylococcus aureude sensibilité diminuée aux glycopeptides. Péewis, les
recommandations pour la catégorisation cliniqguesteshes d&taphylococcus aurewselon
leur sensibilité aux glycopeptides sont différentéan pays a l'autre, ce qui peut étre source
de confusion [84].

En janvier (2006), le Clinical Laboratory Standandtitute (CLSI) a modifié les criteres de
sensibilité des souches 8&aphylococcus aureua la vancomycine [85] (tableau 6).
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Tableau 6: les nouvelles recommandations de CLSI d@rées en 2006 [86], [87]

Germe Catégorie des souches CMI (mg/ml)
VSSA Sensibles <2
VISA Intermédiaires 4-8
VRSA Résistantes >16

VSSA : Staphylococcus aurewensible a la vancomycine
VISA : Staphylococcus aureustermédiaire a la vancomycine
VRSA : Staphylococcus aureussistante a la vancomycine
CMI : Concentration minimale inhibitrice

Actuellement, et suite & de nombreux échecs tkétapes, ces criteres ont subi un
remaniement. Ainsi en 2010, le CLSI [8B} 'European Committee on Antimicrobial

Suscebtibility Testing(EUCAST) [88], qualifient toute souche ayant une CMI> 2ug/ml de
« résistante ». Tandis que le CA-SFM [88fuiére une concentration minimale inhibitrice
supérieure a 8 pour assigner toutes soucheS. dmureusa la classe des résistantes a la

vancomycine (tableau 7).

Tableau 7 : Concentrations critiques et critéresriterprétatifs de la résistance a la

vancomycine des souches &taphylococcus aureus

Intermédiaire Résistant
Agent Recommandations | Sensible (mg/1) (mg/1) (mg/1)
CLSI <2 - >2
Vancomycine CA-SFM <4 - >8
EUCAST <2 - >2

CA-SFM : comité de I'antibiogramme de la société frangae microbiologie
CLSI : clinical and laboratory standard institute (@noement NCCLS)
EUCAST: European Committee on Antimicrobial Suscebtibiligsting

Le CDC a proposé en 2010 une démarche pour digtireqre les VISA/VRSA (figure 7).
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Méthodes d’essai ptébles acceptables incluant :

VA (BHIA avec 6ug/ml de VA) SCreemng VA

Méthode CMI plus test de Screenirj D|ffu3|on sur gélose plus test de]

I
CMI VA <2pg/mlet

Zone VA215mm

et pas de
pas decroissance sur croissance sur
boite de screening VA .
g boite de

screening VA

v

VSSA Possible VISA/VRSA Possible VISA/VRSA VSSA

Clinical and Laboratory
Standards Institute
S. aureus/Concentrations
critiqgues pour la Vancomycine
Sensible:<2 pg/ml (VSSA)

Vancomycin-susceptible S. aureus
Intermédiaire: 4-8 pg/ml

(VISA) vancomycin-intermediate S.
aureus

Resistant:>16 pg/ml (VRSA)

v
\ 4
Vancomycin-resistant S. aureus

Aviser le service de lutte contre les infections, les médes;j
département sanitaire local et le CDC de souches VISA/VRSA

Envoyer la souche de S. aureus dont la CMI de Vancomycigdug/ml au
pour confirmation de la CMI et détection du géne VAN

Figure 7 : Algorithme pour le test de résistance d8taphylococcus aureua la

Vancomycine selon leCenters for disease control and preventi@DC) (2010) [90]
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2.7.2 Staphylococcus aureuayant une résistance intermédiaire a la vancomyc@n

Le terme SARIV, pour Staphylococcus aureusayant une résistance intermédiaire a la
vancomycine (en anglais, VISA, pouancomycin-intermediat&taphylococcus aureusu
méme GISA (pouglycopeptide intermediate Staphylococcus aureest)plus précis, puisque
toutes lemnouvelles souches d&taphylococcus aureusnt une résistance intermédiaire aux
glycopeptides (vancomycine et téicoplanine), I'agrme VISA (SARIV) est utilisé plus
frequemment [91]. Environ 100 cas ont été rappprig®venant de diverses zones

géographiques : Europe, Amérique du Sud, Asidatsinis(tableau 8]92].
2.7.3 Staphylococcus aureusésistant a la vancomycine

L’acronyme SARV, pourStaphylococcus aureugésistant a la vancomycine (en anglais,
VRSA, pour vancomycin-resistanStaphylococcus aureugu GRSA, pourglycopeptide-
resistantStaphylococcus aureyslpisse entendre que la vancomycine ne peut éimile
Staphylococcus aureusesponsable d’'une infection méme si elle est adtnée & des doses
et pour une période de temps suffisantes. Aux ftats et au Canada, cet acronyme a été

réservé aux souches de staphylocoque dont la Cillporzancomycine est 32 ug/ml [93].

Cependant, en dehors de ces pays, le terme <arésispeut étre utilisé pour des souches de

Staphylococcus aureusiont la CMI est égale a&/ml, notamment au Japon [94].

En 1999, LaBritish Society for Antimicrobial Chemotherapw classé les micro-organismes
dont la CMI pour la vancomycine es8 pug/ml comme résistants [78], [95].

La CMI de cette sous population pour la vancang/est> 8 mg/l ; Il est important de se
rappeler que pour Hiramatsu et ses collaborateung souche est «résistante» a la
vancomycine (VRSA) si sa CMI est 3u8/ml [66]. Depuis la premiere souche présentant une
résistance hétérogene hVISA au Japon, 14 étuddéngéplogiques ont été publiées entre
1997 et 2001, afin d’estimer la prévalence etdlétion de ces souches. 132 hVISA parmi
7920 souches destaphylococcus aureusestées, soit une prévalence de 1,67%. Ces isolats
représentent les souchesStaphylococcus aureudans le monde entier, y compris le Japon,
Corée, Hong Kong, Thailande [99] ; Espagne, GrAdemagne, Italie et Angleterre [100].

La fréquence de ces souches en France a subi tagorade 0 % jusqu’a 25 % [101]. Aux
Etats-Unis, cette fréquence a été estimée a mang 8o [91] [102], alors qu'au Japon,

Hiramatsu a rapporté une fréquence de 20 % [66].
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Tableau 8 :Caractéristiques des patients présentant une inféon nosocomiale causée par un
Staphylococcus aureuayant une sensibilité intermédiaire a la vancomyaie (SARIV) [96]

Cas

Age/Sexe

Condition sous
jacente

Chirurgie cardiaque pour
correction d’'une atrésie de

Durée de
Infection & SARM

I'exposition a la

vancomycine
41 Jours

Infection de plaie

postopératoire

1 Japon 4 mois/M l'artére pulmonaire
2  Michigan 59ans/M Dialyse péritonéale Péritonite 22-27 semaines
ambulatoire de longue date
New Diabéte, insuffisance Bactériémie 11-17semaines
cardiaque, insuffisance .
3 Jersey 66ans/M  rénale Iégére, colonisation persistante
prolongée par le SARM
Bactériémie, infection 8 grammes de
Hypertension artérielle, au site d'un cathéter vancomycine au
4 New York 79ans/M insuffisance rénale, central, autre cours des 4 derniers
hémodialyse chronique bactériémie (déces) mois de vie
Immunodépression, Cellulite et abces Non précisée
) syndrome de Job, tanés multiole
5 Slovaquie Enfant/ ?  lymphome non hodgkinien ~ S4fanes muiipies
Infection au site d’'un 10 jours, puis 15
L cathéter jours
6 France 2ans/F Leucemie central,bactériémie, puis avec téicoplanine,
infections puis
secondaires (effusion 10 jours avec
pleurale, quinupristine/
abcés sous-cutanés) dalfopristine
Insuffisance rénale Infection au site d'un
chronique consécutive a cathéter
7 Royaume- 82ans/M une fibrose central, bactériémie 21 Jours
. rétropéritonéale, (déces)
Uni hémodialyse depuis 4
semaines
Insuffisance rénale, Traitements répétés
hémodialyse chronique, a la vancomycine
8 lllinois 63ans/F  hospitalisations fréquentes ~ Bactériémie, depuis
pour complications (ex. : ) juin 1998 ; pour la
infections de cathéters endocardite derniére
centraux) hospitalisation : 25
jours
Hémodialyse chronique, Ostéomyélite vertébrale,
maladie vasculaire bactériémie .
9 Minnesota 56 ans/? périphérique, infection  (infection traitée ;déces) 18 semaines
récurrente a SARM
associée a un cathéter
Cholécystectomie Abcés hépatique 10 semaines
liqué polymicrobien (incluant
10  Nevada 27/ 72 compliquee SARM) (infection

traitée par drainage
chirurgical)
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2.7.4 Staphylococcus aureugayant une résistance hétérogene a la vancomycine

Le terme hétéro-SAR\en anglais,hetero-VRSA pour heterogeneously resistant VRSA
provient des travaux de Hiramatsu et de ses cotiddars. En effet, ces auteurs ont décrit le
prototype de la souche hétéro-VRSA. Une soucherdi€¥RSA peut étre définie comme
étant une souche d&taphylococcus aureusjui renferme des sous-populations de cellules
filles « résistantes » a la vancomycine, mais tbo@MI de la souche parentale originale pour
la vancomycine se situe entre 1 gigml [97]. Seule une partie de la population (fy1@

exprimer la résistance a la vancomycine [98].
2.7.5. Le mécanisme de résistance

Le mécanisme de résistance chez les GISA et chkdetéro-GISA demeure quant a lui mal
compris. Ces souches présentent de multiples mangatjui entrainent des anomalies de
synthése et de composition du peptidoglycane an@paississement de la paroi cellulaire
(figure 8) [103].Cette accélération de la synthdisgeptidoglycane entraine une
augmentation du nombre de sites D-alanine-D-aladisggonibles pour fixer la vancomycine
(figure 9), ces résidus servent de « fausses cibpesir séquestrer les molécules de
vancomycine qui ne peuvent pas pénétrer a tréagaroi cellulaire et restent bloquées
<phénomene de trappindfigure 10) [104].

Une quantité supérieure de ces antibiotiques dena nécessaire pour atteindre les sites
actifs au niveau de la membrane cytoplasmique,célcation de la synthése et du
renouvellement de la paroi cellulaire de ces sesidemble nécessiter une augmentation de
la quantité de NAM (N-acétyl muramique) disponibteune accélération du captage du NAG
(N-acétylglucosamine) [106]. Cette augmentation Hesoins en précurseurs de la paroi
bactérienne entrainent une consommation accrudutingne [86], La disponibilité de cette
derniére deviendrait alors insuffisante pour fournn groupement NH & [l'acide D
glutamique [107]. Le défaut d’amidation qui en lésgsemble étre responsable d’'un degré de

maillage plus faible du peptidoglycane [108].
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)

1 2 3

Figure 8 : Comparaison de la paroi d’'une cellule d&taphylococcus aureusensible (1) et
une autre résistante a la vancomycine (2, 3)
(Image prise par microscopie électronique a transrssion grossissement : x30000)
(Smith et al .,1999) [105].
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Murein mono?ners — — Glycosyltransferases

Figure 9. Epaississement de la paroi des souchdSA

(Hiramatsu , 2001)[66]

7 2 Paroi cellulaire

m embrane cytoplasmigue

8 8 : vancomycine

: D-alanine- D-alanine

Figure 10. Le phénomene de « trapping » des sowsh VISA
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(Sieradzkiet al ., 1999 ; Appelbaum , 2006)[109], [104]

L’exposition prolongée a la vancomycine semble tres I'élément essentiel de
I'acquisition in vivo du phénotype de résistancé][9110]. Il est a noter que cette résistance

est instable et peut étre réversible [102].

Le risque de développement de résistance estmpphmtant avec la teicoplanine. La plupart
des souches GISA décrites présentent des CMI deees a la teicoplanine qu'a la
vancomycine. C'est pourquoi, la teicoplanine ediséé pour détecter les niveaux bas de

résistance aux glycopeptides [111].

2.8 Méthodes de détection et de détermination di sensibilité aux glycopeptides

2.8.1. Méthodes phénotypiques
2.8.1.1 Caractérisation de la résistangar différentes méthodes

Les quelques souches cliniques de GRSA isolées’pgmésent ont été détectées par les
meéthodes classiques d’antibiogramme sur gélosareleptest de screening, au contraire, le
bas niveau de résistance aux glycopeptides etaactére réversible rendent la détection des
GISA et des hétéro-GISA difficile en routine audedttoire de bactériologie (tableau 9) [112].

Mais la seule technique qui permet de distinguaireinent les trois catégories sensibles,

hétéro résistantes et résistantes, est I'étudeagresations.
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Tableau 9 : les principales techniques de détectiode S. aureusrésistant a la

vancomycine, recommandées par CLSI, CA-SFM, et CDC

Organisations Recommandations Remarques

CLSI

Gélose Brain Heart Infusior ~ Dtecter les souches GISA,

GRSA, elle ne permet pas la

CLSI, 2005 2 & , : "

( ) (Bl sLprelznnentize ezt détection des souches hétéro-
[113] 6 mg/l de vancomycine résistantes.

CA-SFM Sensible, détecte a la fois les

Gélose Mueller-Hinton
souches résistantes et les souches

supplémentée avec 5 mg/l « . , .
PP 9 hétéro-résistantes.

(CA-SFM, 2005)

teicoplanine Elle est peu spécifique et nécessite
[114] L
des tests de confirmation
E-test Confirme rapidement la résistance
la réalisation de mesure de de bas niveau aux glycopeptides
CDC concentration inhibitrice de sensible et spécifique
(CDC, 2006) _ _ _ o o
vancomycine et teicoplanin.  le codt élevé des réactifs, cette
[115]

el W [geulL i Ll technique est peu applicable en

ensemencé sur une gélos:

BHIA incubée 48h & 35°C. premiere intention.
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2.8.1.2. Analyse des populations d’'une sthe deStaphylococcus aureusis- a vis

des glycopeptides

La méthode d’analyse des populations permet derenett évidence [I'existence de sous-
populations capables de croitre sur des concemtgatiroissantes de glycopeptides au sein

d’'une souche d8taphylococcus aureus

Cette méthode consiste & déposer un inoculum T6ft¥ 18 UFC/ml) sur des milieux BHI
contenant des concentrations croissantes de vamooemyles souches detaphylococcus
aureus homogenes et hétérogéenes peuvent ainsi étre @étedCette méthode longue et

fastidieuse n’est pas applicable en pratique cderd@ laboratoir§l16].

2.8.2. Les méthodes génétiques
2.8.2.1. PFGE (Pulsed-field gel electroptesis)

Cette technique est basée sur la digestion de I'BNdes enzymes de restriction ayant peu
de sites de coupure. Les fragments générées somé daille trop grande (10 a 800 kb) pour
étre séparés par une électrophorese conventionfgllatilise alors une électrophorése avec
un champ électrique a orientation variable, legrfrants les plus grands se réorientent le plus
lentement [117].

Cette méthode a de nombreux avantages par rappodudres techniques de typage : pouvoir
discriminant éleve, excellente reproductibilit@sLiimites de cette technique sont sa lenteur

d’exécution d’environ une semaine, et son cot]118
2.8.2.2 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA

Elle est basée sur I'amplification aléatoire deushces de I'ADN bactérien a l'aide

d’amorces courtes. Elle ne nécessite aucune infaympréalable sur le génome analysé, elle
détecte le polymorphisme engendré par différenénpmenes de mutation au niveau du site
d’appariement de I'amorce [119], [120]. Son pouwbgcriminant par rapport au PFGE serait

equivalent ou inférieur selon les études [121].

34



Etude Bibliographique

2.8.2.3 PCR multiplex

Cette technique permet en méme temps la déteamm génes de résistance aux
glycopeptides par [lidentification des différentesouches : Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Staphylococcus aurenautilisant des amorces complémentaires du
génevanA, vanB, vanC, vanD, vardti vanG (paires d’amorces spécifiques de chaque géene)
et aussi pour un fragment du gene codant pourAdaED-Ala ligaseEnterococcus faecalis,
Enterococcus faeciurat pourStaphylococcus aureukes fragments obtenus sont analysés

par électrophorese en gel d’agarose en présenm@oheire d’éthidium [122].
2.9. Reésistance d8taphylococcus aureusux aminoglycosides

Les staphylocoques sont normalement sensibles a lesi aminosides, antibiotiques
bactéricides, concentration dépendante. Les antieessont surtout utilisés en association

avec leg-lactamines ou les glycopeptides avec lesquelsyiigrgisent en bactéricidie [123].

Deux mécanismes d’importance cliniqgue inégale smpliqués dans la résistance chez les
staphylocoques :

1. Altération de la cible ribosomale : celle-ci commprincipalement la Streptomycine,

qui par sa fixation sur une protéine ribosomalesmet la sélection de mutants
résistants. ce mécanisme est en revanche excegtement en cause pour les autres
aminosides étant donné que ceux-ci ont plusietes die fixation ribosomaux qui ne
se chevauchent pas.

2. Moadification enzymatigue des aminosides : c’estaile, le mécanisme de résistance

le plus répondu. La synthése de ces enzymes eSé @at des genes plasmidiques ou
transposables [124]Ces enzymes sont divisées en trois classes enidondé la
réaction biochimique qu’elles catalysent :
= Acétylation d’'un groupement aminé : aminoside @t@nsférasegAAC),
= Phosphorylation : aminosig#osphotransférase@PH),
= Adénylation : aminoside nucleotidyltransférag@s\T)
Chaque enzyme est dénommée en fonction de lacoielgu'elle modifie et reconnait un
certain nombre d'aminosides qu'elle modifie, o@ ge traduit par un phénotype de
résistance (tableau 10) [125]:
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Le Phénotype K: résistance de haut niveau a la kanamtide 'amikacine due a une

phosphorylase.

Le Phénotype KT :résistance de haut niveau a la kanamycitemikacine, et a

la tobramycine, due a une adénylase.

Le Phénotype KTG: résistance de haut niveau a la kanamycine kaime, tobramycine,
nétilmicine et gentamicine, induite par la présedetme enzyme bifonctionnelle ayant des

activités de phosphorylation et d’acétylation [126]

Tableau 10. Enzymes inactivatrices des aminosidesphénotypes de résistance

(Daurel et Leclercq., 2008]127]

Acronyme Conséquence sur la
Phénotype de Enzyme synergie avec les
phénotype bétalactamine ou les
glycopeptides
Kanamycine K aminoside phosphotransférases Pas de synergie avec
(APH3'lII) Kanamycine et Amikacine
Kanamycine- KT aminoside Pas de synergie avec
Tobramycine nucléotidyltransférases Kanamycine, Tobramycine
(ANT (4)-(4")-1) et Amikacine
Kanamycine- KTG aminoside acétyltransférases 6 Pas de synergie avec
Tobramycine- phosphotransférases 2” Kanamycine, Tobramycine,
Gentamycine (AAC (6')-APH(2")) Gentamycine, Amikacine et
Nétilmycine
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2.10. Résistance de Staphylococcus aureusaux macrolides, Lincosamides et
Streptogramines (MLS)

Les macrolides ont une activité bactériostatique ks staphylocoques, seules les
streptogramines, association de deux composésaagign synergie, ont une activité

bactéricide temps dépendante [123].

La résistance aux MLS est due a trois mécanismka modification de la cible des

antibiotiques, la modification des antibiotique$eftlux actif de ceux-ci.

- La modification de ciblest de loin le mécanisme le plus répandu et conférspectre de

résistance croisée entre macrolides, lincosamitderaptogramines B. En effet, les souches
résistantes produisent une méthylase responsabla adkméthylation d'une adénine de
I'ARN23S de la sous-unité ribosomale 50S [128].

Cette altération spécifique et unique du ribosoaddrien a pour conséquence de réduire
I'affinité entre I'érythromycine et sa cible sawsi@ du fait de changement de conformation
de I'ARN ribosomal 23S. La résistance conféréemssée entre I'ensemble des macrolides,
les lincosamides et les streptogramines B dordites de fixation se chevauchent, d'ou le
nom de phénotype MLsS

Trois déterminants génétiques apparendés, Asouvent porté par des transposons de type
Tn554, ermCsouvent porté par des plasmides et rareneemt B porté par le transposon
Tn551,codent pour une méthylase [129].

La modification des antibiotiquesst due a diverses enzymes spécifiques chacure dasse

d'antibiotique et qui conférent donc un spectreniétde résistance. Une inactivation
enzymatique des macrolides a noyau a 14 atomeghi@nyycine, oléandomycine,

clarithromycine) et a 16 atomes (spiramycine, jogane, rosaramycine) mais non de
l'azithromycine, apparemment due a une estérase ragportée chez une souche clinique de

S. aureugar ailleurs résistante a I'érythromycine par effiotif [130].
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Les mécanismes d'efflux actie touchent que les antibiotiques de structurereppee. Une
erythromycine ainsi que les autres macrolides andy! et 15 atomes peuvent subir un efflux
actif par un mécanisme ATP-dépendant codé parrie marA[131]. Ce gene code pour une
protéine homologue aux ABC-transporteurs (ABC pAtiP-binding cassetlequi sont des
protéines d'efflux actif ATP-dépendantes tres répas chez les eucaryotes et les
procaryotes. La protéine MsrA agirait en coopératavec des genes chromosomiques de
staphylocoques codant pour des protéines transnasabes [132]. La résistance est

inductible par les macrolides a noyau a 14 et IBnas. Les autres MLS ne sont pas
inducteurs [133].

2.11 Reésistance d&taphylococcus aureud la Rifampicine
La rifampicine bloque l'initiation de la transcigot en inhibant sélectivement la synthese

d'’ARN messager par la liaison a la transcriptaseNApolymérase ADN-dépendante). La
liaison est stcechiométrique et le site de fixaish localisé dans la sous-unfiéde cette
protéine. Depuis les premieres descriptions en 1833 les mécanismes de résistance
connus sont chromosomiques. La fréquence de mutpéat atteindre TOpour les cocci &
Gram positif et les mutants sont sélectionnégtro en une étape. Ceci impose l'utilisation
de la rifampicine en association avec d'autredeigues afin de prévenir I'émergence des
mutants résistants. Deux niveaux de résistancedsstiigués : une résistance de haut niveau
(CMI > 32 mg/L) et une sensibilité diminuée (CMKU1mg/L contre 0,008 mg/L vis-a-vis
d'une souche sensible). La résistance a la rifangiest surtout décelée chez les souches

meéticillinorésistantes [133].

La résistance est récessive, ce qui explique falesde résistance plasmidique. En effet, les
meérodipldades rifampicine S/rifampicine R sont sensibles &@fampicine car les molécules
de transcriptase sensibles, inactivées par la pi@ne bloquent les sites promoteurs de

I'ADN et préviennent la transcription par les molés d'enzymes résistantes [133].

ChezS. aureusla résistance a la rifampicine (phénotype R) €& & la sélection de mutants

résistants de la sous unfiéle la ARN polymérase ADN dépendante [123].

38



Etude Bibliographique

2.12. Reésistance destaphylococcuswreusa la Fosfomycine

La fosfomycine, antibiotique lentement bactéricitamps dépendant, interféere dans la
premiere étape de la synthese de la paroi baatérieklle agit comme analogue du
phosphoénolpyruvate et se lie de facon covalerite gyruvyltransférase qui ne peut plus
assurer la condensation de l'uridinre diphosphatecétylglucosamine avec le phosphoénol

pyruvate [123].

La fosfomycine pénétre dans le cytoplasme bactgraandeux systemes de transport actif :
celui des Le- glycérophosphates et celui des hexoses-phosphagesiernier systeme est
activé par la présence de glucose 6-phosphaterdsestances a la fosfomycine rapportées
sont le fait de mutations, sans doute portant esuransport de I'antibiotique (gengipT et
uhp) et survenant a assez haute fréquence d'ou I'emploet antibiotique en association.
Une résistance plasmidique a la fosfomycine a &érite chezS. aureuset chez les
staphylocoques a coagulase négative. Le desBest porté ches. aureuspar des petits

plasmides de 2,7 kilobases [134] [135].

3. Les infections nosocomiales

3.1. Définitions des infections nosocomiales

Toute maladie due a des microorganismes, contraatdthdpital, cliniguement et/ou
microbiologiqguement reconnaissable est diteosocomiale». Elle affecte soit le malade du
fait de son admission a I'hopital ou des soins Igea’irecus (hospitalisation ou soins
ambulatoires), soit le personnel hospitalier, dtuda son activité, que les symptémes de la

maladie apparaissent ou non, pendant que l'intéressrouve a I’hdpital [136].

C’est une réaction pathologique, causée par degsoanganismes, dont l'origine est

hospitaliere. Elle peut concerner les personneaiggnt, visitant, ou travaillant a I'hopital :

% L'infection nosocomiale « exogene » est la consggei@’'un microorganisme
provenant de I'environnement hospitalier.
% L’infection nosocomiale « endogene » est la conegge d'un acte réalisé a I'hopital.

Dans ce cas, le germe en cause esgidierdite « communautaire ». [137].
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+ L’infection nosocomiale qui atteint un professiohtravaillant a I'hopital est dite

« professionnelle » [137].
3.2. Epidémiologie

L’OMS estime qu’en moyenne 190 millions de perse@nsent hospitalisées chaque année
dans le monde et que 9 millions d’entre elles @mémt une infection hospitaliére a cette
occasion. Environ un million de patients meurenaqeie année, dans le monde, de ces

infections nosocomiales [138].

La fréquence globale des infections associées anirs smesurée par des études
internationales, varie de 5 a 10% des hospitatisati De nombreuses études réalisées ont
montré que les infections nosocomiales (IN) sord ihelicateurs de la qualité des soins.
[139].

Les services les plus touchés par ordre décroissantt: la réanimation avec un taux de
prévalence des IN a 30%, la chirurgie 7 a 9%, ldeuide 5% a7%. En chirurgie 2,5% des
interventions se compliquent d’une infection de sipératoire (ISO). Les taux d’ISO varient
de 1,3% pour le groupe d'intervention a faible wisgl’infection chez les patients avec peu
d’antéceédents medicaux, et a 20% en moyenne pognolge d’intervention a risque élevé

d’infection chez les patients les plus fragiles(L4
3.3. Les différents types d’infections nosoconies

Le site de l'infection est variable selon I'unité sloins, selon le recrutement du service, selon
les thérapeutiques et les mesures préventivespliesipales localisations infectieuses sont

illustrées dans la Figure 11 [139].
3.3.1 Infections urinaires

Les IN urinaires sont prédominantes, cela s’exgligar I'utilisation courante des bandelettes

urinaires (une sonde a demeure 63.2 % et lesiidives 30% a 40% des infections) [136].

80% de ces infections sont associées a la miselase p'une sonde vésicale, Comme
environ 15% des patients hospitalisés seront scaaésurs de leur hospitalisation, 1 a 4,5 %

des IN urinaires vont se compliquer d'une bactégéiite secondaire [141].
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Escherichia coli(E. col)) est isolé dans 80% des prélevements urinairetie @spece

bactérienne représente la premiére cause d’infeatisocomiale urinaire [142].
3.3.2 Infections respiratoires

Sont a la premiere place des infections dans légsude réanimation et de soins intensifs
[143]. Aux premier places des facteurs de risqueitanles dispositifs invasifs : ventilation
mécanique, intubation trachéale ainsi les sondese-gastrique (42.1%) qui peuvent causer
(29%) des IN pulmonaires [136].

3.3.3 Infections du site opératoire

Toute intervention chirurgicale peut se compligdeme infection du site opératoire (ISO),
qui résulte de la multiplication d’'un agent infectx. L'ISO peut se manifester aprés un délai
variable suivant la contamination qui peut eliéme se produire avant, pendant ou apres
lintervention. Méme dans des conditions idéaless &éries contemporaines associant
I'antibioprophylaxie et un flux laminaire font étdtun taux d’infections apres arthroplastie
totale de hanche qui varie de 0,1 a 1 %a mise en place d'un corps étranf@motheses
cardiaques, vasculaires, orthopédiques, drains) uest facteur important d'infections
postopératoires [143].

Pour les infections du site opératoire (ISO), ooepte comme nosocomiales les infections
survenant dans les 30 jours suivant I'interventions’il y a mise en place d’'une prothése ou
d’'un implant, dans I'année qui suit l'interventi¢h39]. Les facteurs favorisant la survenue
d’'une ISO est une chirurgie en région anatomiqueatninée ou sale, une durée opératoire

supérieure a 50 minutes et un séjour préopéragapérieur a 6 jours [144].

3.3.4 Bactériémies nosocomiales primaiet secondaire

Une bactériémie est considérée comme primitivegldraucun foyer n’est retrouvé. Cette

définition inclut les infections secondaires danpbint d’appel est un cathéter [145].

Pour les infections sur cathéter, un délai de Afrdsesuffit [139]. La bactériéemie peut se
prolonger et entrainer une septicémie. La majal@e septicémies nosocomiales sont dues a
des bacilles a Gram négatif (75% des cas) [143fréguence des bactériémies nosocomiales
est la plus élevée en unité néonatale de soinssifiée(44.8%) et en réanimation pédiatrique
(35.9%) [145].
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3.3.5 Les autres localisations infeetiseqreprésentent environ 13% des IN) :

De trés nombreuses autres localisations sont pessin peut citer des infections du
systéme nerveux central, de la peau, du tube dfigd<t3], des voies génitales aprés
instrumentations ou interruption de grossesse,rég®ns buccale et périnéale. Toutes ces
localisations peuvent étre a l'origine de bactéeénavec une fréquence variable selon le

degré de l'immunosuppression et la nature des geemeause [143].

B Urinaire

M Bactériémies
Autres

H Pulmonaire

B Cutané

M Pus profond

Figure 11 : Répartition des infections nosocomialegalidées en fonction du site
(Botterel et al., 2004) [146].

3.4. Les services a risques

Les taux d’infections nosocomiales sont variabkdsrs le recrutement des services et, pour
un hépital donné, du niveau technique de ses &&tivC’est ainsi que I'on constate une plus
importante proportion d’infections nosocomiales sld&s centres hospitaliers universitaires
gue dans les centres hospitalier généraux, ennraigoleur activité médico-chirurgicale
spécifiqgue, notamment en termes de greffes, deigthigrapies lourdes ou de traitements de
grands brulés. [139].
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Toutes structures confondues, les services a 8sggant, par ordre décroissant, ceux de
réanimation (taux d’infections nosocomiales en moygede 28,1 %), puis de chirurgie (7,4
%), de médecine (7,2 %), de gynécologie-obstétr{gue%) et de pédiatrie (1,4 %) [139].

3.5. Incidence et prévalence

C’est dans le contexte de la pandémie staphylogoectiu début des années 60 que l'idée
d’'une surveillance systématique des infections omswales est apparue. Le point de départ
de la surveillance des bactériémies peut étre bberddoire de microbiologie, avec une

recherche, dans les services d'hospitalisationfodhations complémentaires permettant
d'établir le caractere "nosocomial” de la bactéemidentifier la porte d'entrée, et d'estimer

les dénominateurs afin d'établir des taux de bigchées [147].

Deux méthodes générales de travail peuvent étliséatipour la surveillance (ou pour la

réalisation d’enquéte) I'étude de la prévalenadedtincidence.

3.5.1. Laprévalence

Elle repose sur la surveillance de I'ensemble depis hospitalisés, a un moment donnée,

dans le ou les services surveil|£48].

Réaliser une étude de prévalence des infectionsconosales consiste a identifier un jour

donné, les patients ayant une infection activeole pe I'enquéte, il a été proposé que des
enquétes de ce type, réalisées périodiguementsegtiaairnir des données utiles pour la
surveillance [149].

On calcule alors un taux de prévalence (par hgpital type de services ou de patients) en
rapportant le nombre de patients infectés un jaumd au nombre de patient présents ce

méme jour.

Il existe deux types de prévalence :

% la prévalence instantanée, calculée a un instamétn
« La prévalence de période, qui mesure le nombre efgopne atteintes par une

affection a un moment quelconque au cours d’'uneg@eidonnée.
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3.5.2. L’incidence

Elle repose sur la surveillance continue dans fepte d'un ensemble de patients, avec
enregistrement des nouveaux cas d'infections santgrendant I'hospitalisation. La situation
de chaque patient, au regard de linfection, esuée pour l'ensemble de son séjour
hospitalier et, au terme de I'étude, on calculéaur d'incidence, un taux d'attaque ou un ratio

d'infection.

L’'avantage est évident en termes de temps de ki@amicentré sur une courte période) et de
la rapidité dans la disponibilité de I'informatide,plus souvent réalisées dans I'ensemble des
services. L’incidence mesure le nombre de nouveasxl d’'un probléeme de santé donnée

survenus dans une population d’effectif N pendawet periode T [150].

Ce nombre | étant toujours le numérateur, on djsrplusieurs types d’incidence selon le
dénominateur (tableau 11).

3.5.3. Relation entre incidence et prévalence

La prévalence des infections nosocomiales varie Bveidence de ces infections mais aussi
avec la durée d'observation de l'infection, et danesi avec la durée du séjour, de ce fait, les
taux de prévalence sont en général surestimés raggport aux taux d’incidence

correspondants (les infectés ayant des duréegale sénsidérablement augmentées) [150].

3.5.4. L’analyse des données

L’analyse peut étre réalisée manuellement maigil’'odormatique est une aide considérable

pour restituer rapidement des données et éviteemlears de calcul.

Plusieurs logiciels sont capables de traiter ceetge donnes: EXCEL, NOSOCOM,
EPIINFO. Leur choix dépend essentiellement du netdisponible dans I'établissement et
des habitudes de I'utilisateur, le traitement m#tisé impose un certain niveau de sécurité
informatique (sauvegarde, confidentialité).
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Tableau 11 : Calcul de I'incidence et de la prévatee (Giard et al., 2005]150]

Indicateur | Numérateur | Dénominateur Avantages Limites
Ne tient pas
compte de
nombre de utile pour I'évolution dans le
prévalence malades effectif de la apprécier les temps
de la présent dans| population P besoins d’'une Ne détecte pas les
maladie la population phénoménes
population P correspondant a épidémiques
une affection Sous-estime des
chronique cas lors de maladie
de courte durée
(guérison rapide
ou mortalité
précoce élevée)
Incidence
de la
maladie Mesure dynamique
Taux Effectif du flux des
d’incidence | Nombre de moyen des | nouveaux malades.
de la nouveaux personnes Représente la Nécessite un suivi
maladie cas période | susceptible de| vitesse d’apparition | dans le temps de |g
«I» pendant | devenir des d’'une affection population
une cas pendant dans une
période T cette période population.
T Le taux et la
Densité Effectif des | densité d'incidence
d’incidence personnes tiennent compte
de la susceptible de d'un facteur
maladie devenir des d’exposition
cas durés de
la période T
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Objectifs de I'analyse

» Sensibiliser 'ensemble du personnel hospitalier r@alité de ce phénomene
infectieux.

* Permettre aux établissements n'ayant pas I'’habitiedee type de surveillance de se
former a la réalisation d’une enquéte épidémiologiq

* Permettre la mobilisation de I'ensemble de I'éablinent autour d’'un projet de
surveillance

» Informer I'ensemble du personnel hospitalier du @i prévalence des infections
nosocomiales dans leur établissement.

» Mettre en ceuvre I'organisation d’un recueil épiddlogique standardisé de données
de prévalence a partir d’'un réseau local d’étadtisnts pour obtenir un indicateur
global de tendance [151].
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Matériels et Méthodes

Matériels et méthodes

1. Matériels
1.1 Matériels biologiques

220 souches dstaphylococcus aureisolées a partir de service de chirurgie génénate o
fait I'objet de notre travail.
Souches de référenceéableau 12

Tableau 12 : Origine et caractéristiques des souchale références

utilisées dans ce travail

Origine Souches de références Caractéristiques et

Utilisations

Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853 Contrdle de I'antibiogramme

Institut Pasteur
d’Alger

Staphylococcus aureus
ATCC 25923 Sensible a la pénicilline
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Enterococcus faecalis Contr6le négatif (PCR)
Laboratoire ATCC 29212
d’'immunogénétique
moléculaire, Enterococcushirae Controle négatif (PCR)
Université ATCC 10541
Montpellier 2 Enterococcus faecium
(vanA) Contréle positif (PCR)

Enterococcudaecalis
(vanA) Contrdle positif (PCR)

2. Méthodes

2.1 Prélevement réalisés en chirurgie

Les prélévements ont été réalisés au niveau de dewsices de chirurgie (A et B) du CHU
de Tlemcen entre du 16 Avril 2007 et le 11 Mad20ciblant des plaies superficiels sur deux

cent quatre-vingt-sept patients (287) ayant cotérane infection nosocomiale.

Les étapes suivantes décrivent la démarche a suiwvnel’identification de I'espece

Staphylococcus aureliBgure 12).
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Colonie suspecte sur
milieu d’isolement

Coloration de Gram

Recherche de Catalase

e W

Coques Gram +

Coques Gram + en
chainette Catalase
Catalase- l

Couleur des colonies

/ ~.

Orientation vers
Couleur jaune d'or :

Streptococcus ,
Ent Couleur blanc porcelaine
migieagistel s jaune clair ou rose Staphylococcus aureus
Lactococcus

l

Faire la recherche du récepteur

de fibrinogéne ou de la protéine

A de la coagulase libre et/ou de
la thermonucléase

/ \

Négatif Positif
Staphylococcugon Staphylococcus
aureus alirel1s

Figure 12 : Organigramme de l'identification deStaphylococcus aureus
(Leyral et al., 2003) [152]
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3. Isolement et purification

L'isolement a été réalisé par repiquage successifbouillon nutritif et sur le milieu
Chapman, incubés 18 a 24 h a 37°Staphylococcus aureusonne des colonies jaunes
cremeuses bombées de 1 an? de diametre degradant le mannitol en acide laetgur

Chapman (abaissement du pH = acidification du mjilie

4. |dentification

La pureté des souches a été verifiee par la daarde Gram pour sélectionner les cocci a
Gram positif. Toutes les souches ont été idensfigeace aux méthodes bactériologiques
classiques (production de catalase et de coaguktgedr les caractéres biochimiques a l'aide
des galeriea\Pl 20Staph (Bio Mérieux).

4.1. Recherche de la catalase

» Principe
Cette enzyme est produite en abondance par leérieasch métabolisme respiratoire
qui peuvent détruire les peroxydes,Qd dont I'accumulation a un effet létal pour les

bactéries.

La catalase a la propriéeté de décomposer le péeoxyhydrogene (kD avec
dégagement d’'@sous forme gazeuse selon la réaction suivante.

2H,O00——» 2HO+0;,

» Technique
A partir d’'un milieu solide et aérobie, prélevereuguantité suffisante de culture et la mettre

en suspension dans une goutte d’eau oxygénée deqpasene lame.
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> Lecture

La présence de catalase est marquée par latfomi@ameédiate des bulles dXP153].
4.2. Recherche de la coagulase

La propriété détaphylococcus aurewe provoquer la coagulation d’'un plasma recusuifi
anticoagulant est un critere important de son ifleation. Elle est due a la sécrétion d’'une
enzyme thermostable ; la staphylocoagulase ou tasga staphylocoagulase agit en

liaison avec la prothrombine et en absence deuwralci
Coagulase
ProthrombinLl_. Thrombine (ou compl@aagulase-thrombine)

Fibrinogéne’erO‘l—> Fibrine + Peptide——5  Polymérisation aillat

Parmi lesstaphylococcuspratiguement seubtaphylococcusureusla posséde, certaines
souches d&. aureuspeuvent en étre dépourvues (10 a 15 % en milspitalier), la perte

de la coagulase étant souvent reliée a un traiteamgibiotique.

Dans l'organisme, l'action de la coagulase estadidine de microcaillots de fibrine a

l'intérieur desquels les bactéries peuvent prdadifér 'abri des défenses de I'organisme.

La recherche de la coagulaseStaphylococcusst compliquée par la présence d’un récepteur
au fibrinogéne provoquant I'agglutination de la ol placée dans un plasma oxalaté (on

parle de coagulase « liée »).

» Technique
+ Réaliser une culture en bouillon.

» Etuver 24h a 37°C.

* Mettre dans un tube a hémolyse 4 gouttes de bauaifité et 4 gouttes de plasma de
lapin oxalaté.

» Placer le tube au bain d’eau a 37°C durant 2 a 24h,

» Observer toutes les heures.

e une coagulation pourra étre observée par une @nisgasse du liquide [153].
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4.3. Recherche de la DNase (Désoxyribonucléase

» Principe :

Certaines bactéries sont capables d’hydrolyseidéadésoxyribonucléique grace a
une enzyme : la DNase. La mise en évidence &taphylococcusl’'une DNase
thermostable suffit a I'identification de I'espémgreus

La réaction catalysée est la suivante :

ADN + H20 —— Nucléotides et/ou polymiéotides

Les deux réactifs utilisés pour la recherche dDhase sont :
v' L'acide chlorhydrique HCI 1mol/dfy qui précipite les molécules d’ADN
combinées a des protéines.
v' Le bleu de toluidine qui se colore en rose en meseles composés d’hydrolyse
de I'ADN.
Technigue a I'acide chlorhydrique[154]

* Les bactéries sont ensemencées en réalisant ume $&r surface de la gélose. Il est
possible d’étudier simultanément 4 ou 5 souchdgrdiites sur une méme boite de
Pétrie.

» |l faut ensuite incuber a 37°C jusqu’a obtentionrg culture suffisante, en générale le
temps est 24 h.

» Apres lincubation, inonder la surface du milieueawquelques millilitres d’'HCI et
réaspirer I'exces.

 Attendre 10 a 15 min.

> Lecture :

La lecture se fait sur un fond noir. Lorsque I'AD#St hydrolysé, un halo clair est
visible au pourtour de la strie, alors que I’ADNus I'action de I'acide, est a l'origine
d’un précipité blanchatre.
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» Technigue au bleu de toluidind153]

v' A partir d’'une culture en bouillon cceur cervell@ager un aliquote de la culture
agitée de 24h au bain d’eau a 100°C durant 15 min.

Percer le milieu de cupules a 'aide d’un empoite@ ou d’'une pipette Pasteur.
Prélever une goutte de bouillon bouilli et la metlans une cupule.

Faire de méme avec une goutte de bouillon non thauf

D N N NN

Incuber durant 4h a 37°C et faire une premiereutegbuis une deuxieme a 24h.
> Lecture :

Rose :plus d’ADN doncDNase+

Bleu : ADN toujours présenfpas de DNase.

4.4. Identification par plaque APISTAPH (Biomérieux)

« Principe
Les différents tests de la galerie se présenterst fmvme déshydratée. Leur reconstitution se
fait lors de I'addition & chaque tube, d’API STARt¢dium ensemencé avec la souche a
étudier. Celle-ci doit étre cultivée au préalahlewsn milieu approprié. Les réactions
produites pendant la période d’'incubation se trsehti par des virages colorés spontanés ou

révélés par I'addition de réactifs [152].

L’identification est obtenue a partir du profil ngngue.

5. Analyse statistique

Les données ont été encodées et analysées awgciellEpi Info 2000 version 3.5.3 (2011).
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6. Antibiogramme

6.1. Principe

L’antibiogramme a été réalisé par la techniqueitfasion sur milieu gélosé selon les normes

préconisées par [elinical Laboratory Standard institutgCLSI)

Les disques d’antibiotiques utilisés (Sanofi Diegique Pasteur, France) :

Pénicilline (10 UI) ; Imipenéme (10ug) ; Oxacillifigug) ; Céfazoline (30ugQ) ;
Streptomycine (30ug) ; Gentamicine (10ug) ; Tobramg (10ug), Erythromycine (15u9) ;
Clindamycine (2ug) ; Fosfomycine (50ug) ; Rifampee(15u9) ; Clindamycine (2uQ); et
Vancomycine (30ug) ;

Un contrdle de qualité a été réalisé au préalablehdque antibiogramme en utilisant des
souches de référencS&taphylococcus aureusTCC 25923 Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 [Escherichia colATCC 25922.

6.2. Technique

* Repiquer une colonie a partir d'une culture purgetigppée de 24 heures sur un
milieu d’isolement dans 10 ml de bouillon Cceur @axyv (BHIB).

* Incuber & 37° C pendant 6 a 7 heures sous agitation

» Grace a un colorimetre, mesurer la densité optituéinoculum et ajuster en ajoutant
la culture s'il est trés faible ou de I'eau physmibue stérile s'il est trés fort, la densité
optique doit étre entre 0.08 et 0.1 & 625 nm édpiva a 18UFC /ml (0,5 Mc
Farland).

* Dans les 15 minutes suivant I'ajustement de laiditdo de I'inoculum, tremper un
écouvillon dans cette suspension.

* Presser fermement contre la paroi intérieure de julste au-dessus du niveau du
liquide, tourner I'écouvillon pour enlever le ligid excédentaire.

» Etaler a trois reprises sur la surface entiereadglose, en tournant la boite a environ
60° apres chaque application afin d’obtenir ungrithistion égale de 'inoculum

» Appliquer les disques d’antibiotiques sur les ite Pétri dés que possible a moins
de 15 minutes aprés I'ensemencement a I'aide ddimee stérile

* Incuber les boites a 35°c pendant 18 heures [155].
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6.3Lecture et interprétation

Mesurer avec précision les diamétres de chaque dam@bition en mm, et classer la bactérie

dans I'une des catégories : sensible, intermédiingsistante (annexe I).

7. Test iodométrique

En pratique, la détection seulement quantitatisedi#érente$-lactamases, se base sur la
modification du cyclg-lactame ouvert, s’accompagnant de la formatiosid&apénicillaque
pour les pénicillines, et céphalospiapee pour les céphalosporines.

= Principe
C’est une technique de détection rapidg-d@ctamases, basée sur la réduction du complexe
iodo-amidon par I'acide pénicilique libéré apres I'action de flalactamase ainsi le
déplacement de I'iode en iodure entraine une déatido de I'amidon [156].

v" Souche a étudier
Préparer une suspension dense d’une culture de4$aures.
v Réactifs
- Solution tampon phosphate a 0,5 M
- Solution iodée

- Solution de benzylpénicilline (100 ml) a 5 mgl/l.

= Préparation du gel

v Chauffer a ébullition la solution d’amidon jusqdiasolution compléete, une fois
devenue limpide, la ramener a 55°C au bain marie.

v' Ajouter 2ml de la solution iodée et 3ml de la solutde benzyl pénicilline a
5mg/ml et bien homogénéiser.

v' Couler alors le mélange gélosé dans les boitegtle p

v Aprés solidification du gel, faire des puits de 8nam de diameétre séparés de 3cm
environ.

v" Remplir les puits avec 2d de la suspension bactérienne a étudier.
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= Lecture et interprétation
v' Réaction positive en 20 a 30 mn, une zone décolorée apparait adésupuits,
qui tend a s’agrandir avec le temps. La lecturaiealors apres 3 a 4 heures.
v/ Réaction négativeaucune modification de la coloration, méme ap¥eh 2

d’incubation.

8. Recherche de la résistance @&taphylococcus aureud la méticilline (ou Oxacilline):

Le dépistage diBtaphylococcus aureugsistant a la méticilline a été réalisé suremili
Mueller Hinton additionné de 4% de NaCl et conténare concentration finale d’Oxacilline
de 6pg/ml selon les lignes directrices du (CLSBAJL

» Technique

= Préparation de la solution d’oxacilline

Diluer 6mg d’oxacilline (poudre injectable d’undlan de 1g) dans 10 ml d’eau
distillée stérile, puis faire une solution au 1ih@e
= Mettre 2ml de cette solution dans une boite del Bét80 mm de diamétre, ajouter
18 ml de gélose Muller Hinton additionnée de 49%a€l, mélanger en faisant des
mouvements rotatoires.

% Inoculum : A partir d'une culture pure de 18 h sur mili€isolement, racler a l'aide
d’'une anse de platine quelques colonies bien is@éparfaitement identiques.

+ Décharger I'anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologgtéele a 0,9%.

% Bien homogénéiser la suspension bactérienne, sactépdoit équivalente a 0,5 Mac
Farland, ou a une DO de 0,08 a 0,10 lue a 625 nm.

s L'ensemencement se fait par spots, en appliquatitakement sur la gélose I'extrémité
d’un écouvillon trempé dans la suspension bacteeen

% Les souches de références doivent étre testéedetam&mes conditions.

% Incuber 24 h a 37°C.
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« Lecture : la culture de plus d’'une colonie de la souclst gaiffit pour indiquer une
résistance a I'oxacilline, impliquant une résisadoute leg-lactamines.

9. Recherche de la résistance @&taphylococcus aureud la vancomycine (Test de
Screening)

» Principe
Le test de screening de la résistance a la vandomj}¢ancomycin Agar Screen Test

(VAST) est recommandeé par le CLSI, il représente sihde criblage des souches en

présence d’'une concentration connue de vancomggake a 6.g/miL55], [157].

» Technique
% Préparer une solution de vancomycine dans de testilliée stérile & une concentration

de 60pg/ml.

s Mettre 2 ml de la solution dans une boite de pettajouter 18 ml de la gélose Coeur
Cervelle (BHIA) en surfusion en mélangeant parrdesvements rotatoires.

¢+ Couler une boite témoin (20 ml du milieu cceur catveans antibiotique).

% A partir d’'une culture pure de 18 h sur milieu deli repiquer une colonie isolée dans
5 ml de bouillon cceur cerveau.

¢ Incuber 4 a 6 h a 37° C sous agitation.

s Mesurer et ajuster la densité optigue de l'inoculanire 0.08 et 0.1 équivalente a
0.5 Mac-Farland ou 1DUFC/ml, lue & 625 nm.

s L'ensemencement : Déposer en spots 10 ul de peesa®n bactérienne.

% incuber 24 heures a 35° C+2°C.

«»» deux souches de références ont été testées damémees conditions :
1- témoin négatif S. aureuATCC 25923sensible
2- Témoin positif :EnterococcusgaecalisATCC 5129%ésistante.

> Interprétation

 Absence de colonies : la souche est dite « sensibl

* Présence de deux colonies ou plus, la souchetest désistante ».
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10. Détermination de la concentration minimalénhibitrice

Deux meéthodes ont été réalisées pour détermindZNA.

10.1 Technique de dilution sur milieuéjosé

Cette technique consiste a déposer des suspermgotériennes calibrées sur des milieux
contenant des concentrations croissantes dantbmt La CMI est la plus faible
concentration d’antibiotique capable d’inhiber taissance bactérienne.

Cette étude a été réalisée en respectant lesidagéditées par le @omité de

I’Antibiogramme de la Société Francaise de Micrdbgie ‘CASFM’ »[43].

» Technique

a- Préparation des boites de dilutions d’antibiotigl@i@bleaul3)

» Diluer 51,20 mg de poudre de l'antibiotique @geslans 100 ml de solvant
approprié pour obtenir une concentration de 512thu@olution-mere).

* Procéder aux dilutions semi-logarithmiques de raBdans le solvant approprié
jusqu’a la concentration de 1,25 pg/ml.

* Répartir 2 ml de chaque dilution d’antibiotiquend la boite correspondante en
procédant de la plus faible concentration a |a pdute concentration

» Compléter chaque boite avec 18 ml de milieu MudHigrton liquéfié et
homogénéiser délicatement, sans faire de bullréenu des boites par des
mouvements circulaires.

* Ladilution obtenue (1/f€5‘€) dans chaque boite aboutit a une concentration
finale allant de 512g/ml a 0,1251g/ml. La gamme de dilution peut étre
étendue selon les valeurs souhaitées.

* Préparer une boite ttmoin sans antibiotique eplagant le volume

d’antibiotique par le méme volume d’eau physiologigtérile.

Apres solidification, sécher les boites, couveetiplace, pendant 30 mn.
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b- Préparation de I'inoculum bactérien

e Préparer un inoculum standard a une turbidité 8eMF;, ce qui correspond a
16® CFU/ml. Utiliser I'eau physiologique & 0,9 % powr préparation de la
suspension directe a partir d’'une culture jeunkadbactérie a tester.

« Déposer sous forme de spots & la surface de laeggélgd pl soit 1DUFC par
spots de 5a 8 mm.

c- Incubation

» Laisser les boites a température ambiante, coweeerk le haut, jusqu’a
absorption de I'humidité (séchage des spots, pasdd 30 mn).

* Renverser les boites et incuber a 37°Zpendant 16-20 heures.

d- Lecture des CMI

» Placer les boites sur une surface sombre, norctiette
* Noter la CMI (la plus faible concentration d’antbgue inhibant toute
croissance bactérienne visible).

* Ne pas prendre en considération 2 colonies ougar fdm

* Classer la bactérie dans I'une des catégoriesds, IR
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Tableau 13 : Schéma pour la préparation des solutis d’antibiotique

Etape Concentration | ATB Diluant | Concentration | Concentration
(ng/ml) (ml) (ml) intermeédiaire finale (ug/ml)
Solution 5120 512

mere 5120

1 5120 2 2 2560 256

2 5120 1 3 1280 128

3 5120 1 7 640 64

4 640 2 2 320 32

5 640 1 3 160 16

6 640 1 7 80 8

7 80 2 2 40 4

8 80 1 3 20 2

9 80 1 7 10 1

10 10 2 2 5 0,5

11 10 1 3 2,5 0,25

12 10 1 7 1,25 0,125
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10.2. Détermination de la CMI sur microplaqug155]

Des microplagues a fond en U (plaque a microtd@rgtsont utilisables pour la détermination
des CMI. Une plague a 96 puits permet la détenoinales CMI de 08 souches vis-a-vis

d’'un méme type d’antibiotique

» Technique

a- Gamme des dilutions d’antibiotique :

= Dissoudre 20,48 mg de poudre titrée d’antibiotidans le volume adéquat du
solvant correspondant, pour obtenir une solutioreraé€048.g/ml.

= Reéaliser a partir de la solution mere, les dilgisemi-logarithmiques de raison 2 ;
on obtient des concentrations intermédiaires atler12ug/ml a 0,063.g/ml.

= Répartir dans chaque puits les dilutions d’antigigts, a raison de 2B par cupule

b- Préparation de I'inoculum bactérien

= Préparer a partir d’'une culture pure de bacténgshase exponentielle, une
suspension de la souche a étudier, dans 5 a 1@aul ghysiologique stérile (ou de
bouillon MH), d’une densité équivalente & 0,5 MB(CFU/ml)

= Diluer la suspension d’opacité 0,5 MF au £/

= Inoculer les cupules de la microplague ave@lSde suspension bactérienne afin
d’obtenir une concentration finale de 5. 0FU/m.

» Pour chaque série, réaliser un témoin sans artjbit

c- Distribution du milieu MH

» Répartir dans les cupules d0de bouillon MH, la concentration d’antibiotique
obtenue va ainsi de 51@/ml a 0.5ug/ml.
d- Incubation

= Recouvrir la plaque d’un couvercle en plastiqumetber.
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e- Lecture

= Lire 'opacité ou le dépét au fond de la cupule.

= La CMI de chaque antibiotique correspond &8clipule ‘claire’ (pas de culture par
rapport au témoin sans antibiotique).

= Comparer la CMI lue, aux CMI critiques corresportdara chaque antibiotique testé

11. Etude des associations d’antibiotiques par kechnique d’échiquier sur

microplaque [156]

Cette technique permet de quantifier I'interactd® deux antibiotiques A et B en réalisant
'association d’'une gamme de concentrations de AleetB représentant une progression

géomeétrique a raison de 2.

Différentes combinaisons ont été testées (tablddutdutes ces molécules sont sous forme
injectable et font partie de I'arsenal thérapewgiglisponible au niveau du centre hospitalo-

universitaire de Tlemcen.

Tableau 14 : Les différentes combinaisons testées

Antibiotique A Antibiotique B

Gentamycine Vancomycine
Imipenéme Gentamycine
Pipéracilline Vancomycine
Imipeneme Vancomycine
Oxacilline Vancomycine
Céfotaxime Vancomycine
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» Technique

1-

6-

Préparer les concentrations des antibiotiques B éans 10 ml de bouillon Muller-
Hinton.

La premiere colonne et la derniére rangée de laopl@que sont prévues pour la
détermination de la CMI de chaque antibiotique $€MI microplaque).

Distribuer horizontalement 50 pl de chaque conegiotn de A.

Distribuer verticalement 50 ul de chaque conceomate B.

Ajouter 90 ul de bouillon MH.

Préparation de I'inoculum bactérien

Préparer a partir d’'une culture pure de bactérisspbase exponentielle, une
suspension de la souche a étudier, dans 5 a 10em ghysiologique stérile (ou de
bouillon MH), d’une densité équivalente & 0,5 MB(CFU/ml)

Diluer la suspension d’opacité 0,5 MF au M0

Inoculer les cupules de la microplague avecul@e suspension bactérienne afin
d’obtenir une concentration finale de 5 CFU/m.

Incuber a 37°C.

> Lecture

Apres 18 heures d’incubation, noter dans chaqugerale premier tube, contenant A+B, sans

croissance visible.

-Déterminer, dans chacun de ces puits les fractienoncentration inhibitrice FIC de A et de

B soit FIC A et FIC B.

- la valeur de I'association est quantifiée pardéx FIC :

FIC A : correspond au rapport de la CMI de A avesuBla CMI de A seul,

FIC B : correspond au rapport de la CMI de B avesuAla CMI de B seul.
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CMI de A avec B + CMI de B avec A

FIC=FICA+FICB = = e CMI de B seul

- Silindex FIC est inférieur a 0,75, I'associatiestsynergique
- Elle estadditives’il est équivalent a 1,
- Indifférente s’il est compris entre 1 et 2 et

- Antagonistes'il est supérieur a 2.

12. Extraction de 'ADN génomique

12.1 Protocole du KitNucleoSpin ® tissue

L’extraction a été réalisée par K&t NucleoSpin ® tissue (MACHEREY-NIGEL), qui a

été concu pour une préparation rapide et efficaoe ADN génomique hautement pure.

+« Composition du Kit :

- Tampon T1: Lyse

- Tampon B1 Préparation de B3
- Tampon B2 B1 + B2Z— B3

- Tampon BW Lavage

- Tampon B5 Lavage

- Tampon BE Elution

- Protéinase K Lyse cellulaire
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% Préparation de I'échantillon

- Préparer une culture bactérienne de 24 h des spacéteidier.

- Selon la densité de la culture, prendre jusqud de culture bactérienne.

- Centrifuger jusqu'a 1 ml de culture pendant 5 m&®@0g, enlever le surnageant.

< Pré-lyse de ['échantillon

- Reprendre le culot dans 180 ul de tampon T1 ppetage de haut en bas. Ajouter
25 ul de protéinase K, et vortexer vigoureusement

- Ajouter 20 pl une solution de RNase a 20 mg / etlincuber pendant 5 min
supplémentaire a température ambiante.

- Incuber a56° jusqu'a ce que la lyse compléteaténue (au moins 1-3 h). Vortexer
de temps en temps pendant l'incubation ou utilisencubateur agitateur.

- Les échantillons peuvent étre aussi bien incubgedarg la nuit.

< Lyse de I'échantillon

Vortexer les échantillons, puis ajouter 200 platapon B3, vortexer vigoureusement
et incuber & 70°C pendant 10 min.

Vortexer brievement.

% Ajuster les conditions de liaison a 'ADN

Ajouter 210 ul d'éthanol (96 - 100%) a I'échantillet vortexer vigoureusement.

Apres addition de I'éthanol, un précipité filamemxt@eut devenir visible, ceci

n'affectera pas l'isolement de 'ADN.

% Liaison de 'ADN

Placer chaque échantillon sur les colonnes NuclieaBpissue (tube de collecte).

Centrifuger 1 min a 11000 x g.

Jeter l'effluentet placer la colonne dans le tube de prélévement.

65



Matériels et Méthodes

- Sil'échantillon n'est pas tiré completement adrava matrice, répéter I'étape de

centrifugation a 11000 x g. Jeter I'effluent

% Laver la membrane de silice

Premier lavage :

- Ajouter 500 pl de tampon BW.
- Centrifuger 1 min a 11000xg.
- Jeter I'éluat et placer la colonne dans le tubpré&vement.

Deuxieme lavage :

- Ajouter 600 pl de tampon B5 dans la colonne etrifager 1 min & 11000xg.

- Jeter I'éluat et placer la colonne dans le tubkectdur.

% Sécher la membrane de silice

- Centrifuger la colonne pendant 1 min a 11000 x'éthlanol résiduel est éliminé au
cours de cette étape.

% Eluer I'ADN trés pur

- Placer la colonne NucleoSpin Tissue ® dans unrmibede 15 ml, et
ajouter 100 pl de Tampon BE préchauffé 70 ° C
- Incuber a température ambiante pendant 1 min.

- Centrifuger 1 min a 11000 x g.

12.2 Protocole du kit DNeasy Tissue (QIAGEN)

Ce protocole a concerné les souches de référetiiséas dans la PCR comme témoin positif
et négatif du géneanA.

v' Enterococcus faecali&TCC 29212 (témoin négatif : absence du géar A
v' Enterococcusirae ATCC 10541 (témoin négatif : absence du géar A
v' Enterococcugaecalis (témoin positif : présence du gévian A

v Enterococcugaecium (témoin positif : présence du gévian A

66



Matériels et Méthodes

Tableau 15 : Réactifs supplémentaires nécessaires

Tampon pour lyse enzymatique ; ajouter
le lysozyme juste avant utilisation

20 mM de Tris-Cl, pH 8,0

2 mM d’EDTA

Triton® X-100 1,2%

20 mg/ml de lysozyme

1. A partir d’'une culture de 24h en bouillon LuriasBmi, Culotter les bactéries
(max. 2 x 16) en les centrifugeant 10 min & 5006 x

2. Reprendre le culot bactérien dans 1i88e tampon enzymatique.
3. Incuber au moins 30 min a 37°C.

4. Ajouter dans l'ordre 2l de Protéinase K (10 mg/l), et 2QDde tampon AL.

5. Mélanger en vortexant.

6. Incuber 30 min & 70°C.

7. Ajouter 200 pl d’éthanol (96 a 100%) a I'échantillet mélanger en vortexant. Il est
important de mélanger vigoureusement I'’échantilleiampon AL, et I'éthanol afin
d’obtenir une solution homogeéne.

8. Déposer le mélange de I'étape 4 dans la colonneaBNglacée dans le tube de
collecte de 2 ml ; centrifuger 1 min a 6000xg. de&dfluent et le tube collecteur.

9. Placer la colonne DNeasy dans un nouveau tubectaliede 2 ml, ajouter 500 pl de
tampon AW1 et centrifuger 1 min & 6000xg. Jetdfllient et le tube collecteur.

10.Placer la colonne DNeasy dans un nouveau tubectaliede 2 ml, ajouter 500 ul de
tampon AW?2 et centrifuger 3 min a vitesse maxinadile de sécher la membrane
DNeasy. Cette centrifugation permet d’éviter detapmner I'éluat par des résidus
d’éthanol. Jeter 'effluent et le tube collecteur.

11.Placer la colonne DNeasy dans un tube propre dmlleh I'éluer en déposant 200 pl
de tampon AE directement sur la membrane.
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12.Incuber 1min a température ambiante puis centrifdgain a 6000xg. L'élution avec
100 pl au lieu de 200 pl augmente la concentrdinae en ADN mais réduit
également le rendement total.

13. Dosage de 'ADN

Ce dosage permet a la fois de quantifier la comagoh d’ADN, et de contrdler de sa pureté.

» Technique

L’ADN est dosé par mesure de la densité optique 0 2Zim, en utilisant un
Nano photométr& Paerl de typelMPLEN. Une unité d’absorbance & 260 nm & une solution
de 50 pg/pul d’ADN double brin, TADN est considéodmme pure lorsque le rapport
A260/A280 est supérieuria8.

- Choisir le Lid adapté (Lid 50 [0,7ul - 4ul]).

- Vérifier le nano spectrophotometrd s’agit de mesurer la concentration d’une
solution d’ADN plasmidique PMAXFP' Green-N, de concentration bien connue
(de l'ordre de 500 pg/ul).

- Le tampon d’élution TE (2ul) du kit d’extractionNeasy, a servi de témoin blanc.

- Mesurer la densité des extraits d’ADN et détermiaeroncentration par conversion

en pug/ul.

14.Digestion enzymatique

Cette technique a été realisée dans le but d’exaplempolymorphisme génétique des extraits

d’ADN provenant de 10 souches 8taphylococcus aureisolées du CHU de Tlemcen.

Pour cette fin, nous avons opté pour une enzymegdgction de type KpnlRermentas Fast
diges), cette enzyme est caractérisée par une digaside (5-15 min), et une action sur

I’ADN plasmidique, 'ADN génomique, et les produRCR.

Le site de restriction de I'enzyme est :
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5..GGTA C*C...S’

3.ctcATG G.5

» Technique
- Reéaliser un mix pour 11 tubes (tableau 16)

Tableau 16 : Préparation d’'un mix de digestion

Volume par tube (uL) Mix 11 tubes (ul)
H,0O (milliQ) 30 330
Tampon fast-digest 10X 5 55
Enzyme Kpnl (Fermentas 5 55
Fast digest)

- A partir du mélange mix, répartir dans chaque dbel.

- Ajouter 10 pl de chaque extrait génomique danswhdes 10 tubes.
- Mélanger délicatement en tournant les tubes verade

- Incuber dans un bain-marie a 37°C pendant 5 minutes

- Inactiver I'enzyme par une élévation de la temp#ead 80°C pendant 5 minutes.

» Migration sur gel d’agarose a 1% (nvitrogene
a- Préparation du gel
- Peser 1g d’agarose dans un Erlen de 500 ml.
- Ajouter 100 ml de tampon TAE 10X (10 fois concehtré
- Faire fondre ce mélange au four a micro-ondesrrétaat le four de temps en temps
pour agiter. Le mélange doit étre parfaitementdpanent, sans particules d’agarose.
- Ajuster le volume a 100 ml.
- Ajouter 7 pl de la solution de bromure d’éthidiurhGmg/ml.
- Homogénéiser.
- Couler dans I'appareil sans faire de bulles.

- Placer le peigne.
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- Laisser refroidir.
b- Solution de dépot
- Déposer dans le premier puits 7 ul de marqueibe(figure 13).

bp
2072
1500

600

Hinf | fragments
of the vector

100

1) (2)
Figure 13 : Marqueur 1 Kb (1), et 100pb (2) Ifvitrogen)

- Déposer 15 ul d’ADN digéré plus 3ul de Bleu de bopirénol 6X.
- Laisser migrer en actionnant le générateur a 120 Vo
c- Visualisation
Lorsque la migration est suffisante, arréter leégateur, 6ter le gel de la cuve, et le déposer

sur un trans-illuminateur pour une visualisation.

15.Recherche et amplification du géne de résistancdavancomycinevanA

15.1. Electrophorése des souches de références
Une électrophorese des extraits génomiglgeguatre souches de références : deux témoins
positifs possédant le gémanA et deux témoins négatifs (tableau 12), a étésémkn
délivrant au fond des puits d’'un gel d’agarose a Ufe solution de dépbt contenant pour
chaque échantillon2ul d’extrait d’ADN+ 2ul de bleu de bromophénol 6X+8ul d’eau
milliQ.
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Pour la recherche des genes de résistance a lanagoioe, plusieurs couples d’amorces ont

été utilisés (tableau 17) :

Tableau 17 : Propriétés des couples d’amorces usikes pour la détection des génes de

résistance a la vancomycine

Nom de I'amorce Séquence Gene de résistance
EAls GGGAAAACGACAATTGC vanA
EA2as GTACAATGCGGCCGTTA vanA
EB3s ACGGAATGGGAAGCCGA vanB
EB4as TGCACCCGATTTCGTTC vanB
ED1s TGTGGGATGCGATATTCAA vanC
ED2as TGCAGCCAAGTATCCGGTAA vanC
EE1ls TGTGGTATCGGAGCTGCAG vankE
EE2as ATAGTTTAGCTGGTAAC vankE
EG1s CGGCATCCGCTGTTTTTGA vanG
EG2as GAACGATAGACCAATGCCTT vanG

15.2. Amplification du genevanA des souches de références [158]
La détection du géneanAa été réalisée dans un volume de 50 ul [un apfaesie Amp
(PCR system 970 suivie d’'une révélation sur gel d’'agarose (TRAE, 1% Invitrogen
+ 7ul de bromure d’Ethidium (10 mg/n8jgma. Les échantillons ont été colorés en utilisant

le bleu de bromophénol.

- Les amorces utilisées sont :

EAL (+) : GGGAAAACGACAATTGC

EA2 (-): GTACAATGCGGCCGTTA
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Celles-ci ont été diluées : 20ul dans 80ul d’eau.

- LaTaqgpolymérase utilisée est de tyfpwitrogen, elle est constituée d’un seul
dipeptide avec un poids moléculaire d’environ 94aKDa tag DNA polymérase est
stable a la chaleur et pourra synthétiser a daepératures élevées I’ADN simple brin

a partir de modeles, en présence d’une amorce.

» Préparation du mix (tableau 18)
Tableau 18 : Préparation du mix pour I'amplification des quatre souches de références

(témoins positif et négatif)

Produit Volume pour un tube (ul) | Mix pour 5 tubes {ul)
Eau 27,8 139
TP 10X taq 5 25
MgCl, 1,5 7.5
dxTP 8 40
Oligo sens EA1l 2,5 12,5
Oligo anti-sens EA2 2,5 12,5
Taq polymérase 0,7 3,5
Volume total 48 240

- A partir du mélange mix, répartir dans chaque #®el.

- Ajouter 2 pl de chaque extrait génomique dans aindes 4 tubes.
- Mettre dans l'appareil PCR.

- Lataille du fragment amplifié par le couple EA1-EA732 pb.
Réaliser 30 cycles PCR (tableau 19).
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Tableau 19 : Etapes du cycle de 'amplification

Etape Temperature (°C) Temps

Dénaturation 94,00 15 sec
Hybridation 52,00 30 sec
Elongation 72,00 1min 30sec

Dépbt sur gel d’agarose a 1%
déposer danie premier puitde marqueutKb plus DNA Ladder (Invitrogen™).
déposer le mélange (4ul de produits PCR + 6ul dedliQ+2ul de bleu 6X).

apres migration, visualiser sur un trans-illuminate

En vue d’'optimiser le résultat de I'amplificatiarertains changements ont été effectués :

P w0 P

Augmentation de la température d’hybridation dexddegrés Celsius (soit 54°C).
Augmentation du nombre de cycles a 40 cycles.

Augmentation du volume d’ADN a amplifier a 5ul.

La Taqpolymérase a été également changée, en utilis@ntaq pomymeérase de

marqueFermentagDream Taqg DNA polymerage

5. Solution de dép6t : déposer 3ul de marqueur 1K@ph0

6. Pour les souches de références, déposer 7ul deiggr&CR+ 21l de bleu de

bromophénol 6X.

15.3. Recherche du gemeanA chez les souches d&taphylococcuswureus

La détection du géneanAa été réalisée par PCR chez 10 souch& dareusPour cette

fin, un mix pour quinze tubes (10 souchesSdaureus- les quatre souches de référence)

a été préparé comme suit (tableau 20).
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Tableau 20 : Préparation du mix pour 15 tubes

Matériels et Méthodes

Volume pour un Mix pour 15 tubes Concentration
Produit tube (ul) (1) finale
H,0 milliQ 26,75 401,25 -
TP10X 5 75 1X
dxtp 8 120 0,4mM
Amorce EAls 2,5 37,5 0,5mM
Amorce EA2as 2,5 37,5 0,5mM
Dream Taq 0,25 3,75 1,25 U
Fermentas

- A partir du mélange mix, répartir dans chaque dbel.

- Ajouter 5 pl de chaque extrait génomique dans aindes 15 tubes.

- Mettre dans l'appareil PCR.

- Lataille du fragment amplifié par le couple EA1-EAst 732 pb.

- Réaliser 40 cycles PCR comme suit (figure 14).
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40 cycles
94°C 94°C 72°C 72°C
5min 15 sec 54°C 1min 30sec 5 min 4°C
Dénaturation 30 sec Elongation o

Hybridation

Figure 14 : Schéma représentatif du programme dalPCR réalisée

= Dépobt sur gel d'agarose a 1%

- Déposer danke premier puitd 0 ul de marqueuiKb plus DNA Ladder
(Invitrogen™).

- Déposer le mélange (20ul de produits PCR+ 2l ele 6K).

- Aprés migration sur gel d’agarose a 1% avec le tampAE 1X (120 V), visualiser

sur un trans-illuminateur (chambre noire).
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Résultats et Discussion

1. Epidémiologie

Un total de 220 souches &aphylococcus aurewsété isolé entre le 16 avril 2007 et
le 11 mai 2009, a partir de 560 prélevements sigued réalisés par écouvillonnage
sur des plaies post opératoires de deux cent quagesept (287) patients ayant
contracté une infection nosocomiale dans le serd&ehirurgie générale du centre
hospitalo-universitaire de Tlemcen (658 litEn dehors des patients provenant du
service d’'urgence, ce service recrute un nombreoitapt de patients pour des
interventions que I'on peut assimiler a la chirargénérale comportant plusieurs types
de chirurgie : chirurgie viscérale ; chirurgie wvasire ; chirurgie endocrinienne ;
proctologigue et méme parfois gynécologique.

Ont été inclus dans ce travail, les patients agabt une intervention chirurgicale et
présentant une suppuration apres un délai de dednait heures qui suivent
'opération. Le caractére nosocomial de ces indestia été confirmé par les cliniciens
en se basant sur des signes cliniques : doulkupalpation, rougeur, augmentation
de la chaleur locale, écoulement anormal. Cesrgatréont pas recu d’antibiothérapie
préopératoire a visée prophylactique.

L’Age moyen des patients était de 48 + 15 ans, avetaux de 65% de femme et 35%
d’homme, (figure 15)Le sexe constitue un facteur de risque d’infecti@berholzer

et al. (2000) [159], ont montré que pour les palytnatisés, I'incidence des infections

était augmentée de facon significative chez I'hon(8%7 % versus 17,0 %).
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SEXE

M masculun Hféminin

Figure 15 : Distribution de l'infection du site opéatoire selon le sexe
dans le service de chirurgie

Les résultats montrent que la durée moyenne derségb de I'ordre de 9.25 J et que 69% de
la population ayant contracté une infection nosaates a séjourné moins de 10 jours. Cette
période d’hospitalisation a été prolongée chezd@®patients pour atteindre une durée entre

2 et 6 mois (figure 16).

Parmi les composantes de cette période d’hosatadn, la durée de séjour préopératoire
reste le premier facteur de risque préopératoimesiAl’on pourra assister a une augmentation
du taux d'infection pariétale en chirurgie proptiard de 1% en cas de séjour préopératoire
inférieur a 1 jour a 4% en cas de séjour préopieasupérieur a 14 jours [160].

Dans une étude américaine publiée en 2004, lesuiactle risque de survenue d'une ISO a
SARM chez des patients opérés en majorité en ubaithopédie-traumatologie étaient le
transfert secondaire en unité de poursuite de seingle rééducation, une durée de
I'antibiothérapie postopératoire de plus de 24 égula présence d’un drainage du site opéré
plus de 24 heures et un séjour hospitalier deq®u3 jours apres l'intervention [161].
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Le patient polytraumatisé hospitalisé a un risquevé de développer une infection
nosocomiale. La susceptibilité des polytraumat@ésinfections varie selon le mécanisme et
la gravité du traumatisme : elle croit avec la dudté séjour a I'hdpital, et une hospitalisation
au-dela de 3 a 5 jours constitue un facteur de igitépvoire de mortalité important.
Concernant les conséquences de la survenue d’@hetBpeut estimer qu’elle occasionne un
allongement du séjour de 2 semaines en moyenndedaex d’hospitalisations itératives est

doublé et que le surcolt engendré est de 300 %.[162

La durée de séjour peut étre modifiée selon Issta@sie du microorganisme responsable de
I'infection. Engemann et al en 2003 ont signalé angmentation de 1.2 fois dans la durée de
séjour et des frais d’hospitalisation chez lesguaii ayant subi une infection du site opératoire

causée par des SARM par rapport a celle due aAlBM3$163].

68,93%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20.00% 14,93%
, (]
10,00% 3,03%  1,51% 1,51% 3,03%
o
0,00%
0I-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-180
Durée d'hospitalisation

Figure 16: Représentation graphique de la durée d’hospitaletion
des patients infectés paBtaphylococcus aureus
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Le risque infectieux dépend aussi de nhombreux dastdont certains de ces facteurs sont liés
au patient (flore cutanée, portage de staphylocogsestant a la méticilline (SARM),
pathologie sous-jacente, infection préexistanted’autres sont liés a I'environnement direct
du patient (bloc opératoire, qualité de I'air etldau, hygiene de I'équipe chirurgicale et des
soignants, matériel...). Le polytraumatisé présemteisque particulier d’infection en raison
de I'atteinte traumatique multiple, des lésioneiales, et des gestes invasifs nécessaires a la

ressuscitation [160].

L'un des facteurs de risque liés aux patientd’@ge. Nos résultats montrent que la majorité
des patients ayant une infection nosocomiale (4@36)une tranche d’age entre 41 et 60 ans,
et qu'une proportion non négligeable (23%) a ue &gpérieur a 61 ans (Figure 17), . Ce
résultat ne concorde pas avec la littérature quligme que I'age est un facteur de risque
infectieux aux deux extrémités de la vie, avaninledapres 75 ans ou ceci peut aisément

s’expliquer par I'importance de la morbidité chezsujet agé [164].

Dans une étude prospective conduite sur 2 ans,i@ih et al (2001) [165], ont montré que
le risque relatif d’'infection nosocomiale chez ypraumatisé était multiplié par 2,2 chez les

patients de plus de 65 ans.
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40,15%

45,00%
32,57%
40,00%
35,00%
23,48%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
3,78%
10,00%

5,00%

0,00%
00-20 21-40 41-60 61-100

Age

Figure 17 : Répartition des infections nosocomialg$SO) dues aS .aureus
dans le service de chirurgie selon I'age

Différents schémas thérapeutique ont été utilieés praiter ces infections nosocomiales dues
a S. aureusLa majorité de ces traitements (47%) est congosdé I'association de deux
antibiotiques (figure 18) suivie, de la monothéeagui a concerné 42% des cas, la trithérapie
a été également sollicitée pour traiter 11% deimiestions. La molécule la plus utilisée en
monothérapie a été la Céfazoline (73%) alors quighérapie I'association Céfazoline/
gentamycine a été la plus employée par les ppgsars avec un taux de 60%. Le choix de
ces traitements n'a pas été basé sur des résdltatsantibiogramme ou des données de

sensibilité spécifique a ce service.
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Les protocoles optimisant la prescription d’antilsjoes devraient :

Limiter les prescriptions d’antibiotiques non resares (empiriques, prophylactiques,

thérapeutiques) et non indiquées cliniquement ;

- Considérer que l'utilisation d’'une stratégie desprgption d’antibiotiques peut limiter
'émergence de résistance.

- Considérer que I'utilisation d’'un grand choix «dérdigene» d’antibiotiques peut aider a la
réalisation d’une stratégie potentiellement effecaar 'émergence des résistances ;

- Prescrire un antibiotique selon I'analyse de I'ége du moment ;

- Utiliser des protocoles d’hygiene optimisant letcole des infections ;

- Reconnaitre et isoler les patients colonisés actaé par des bactéries multirésistantes.

- Limiter la durée du traitement, et établir une tiota des antibiotiques peuvent
effectivement apporter une solution.

- Accepter de changer ses habitudes, se maintemmio@ant des avis d’experts, établir un

protocole réfléchi [166].

Antibiothérapie

trithérapie
11%

monothérapie
42%

bithérapie
a7%

Figure 18 :Les types d’antibiothérapie utilisés pour le traitenent
des patients infectés
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L’incidence des SARM pour 1000 journées d’hospsttion dans le service de chirurgie de
Tlemcen, a été de I'ordre de 0.5 pour 1000 jouraéesspitalisation. Ce taux est relativement
plus important que celui signalé en Tunisie (0.8rp000 journées d’hospitalisation) [167].

En France, dans le centre hospitalier de Pontoisegidence pour 1000 journées

d’hospitalisation a diminué respectivement de Q,9274 ; 0,67 pour 1999, 2000 et 2001
[168].

Dans une autre étude l'incidence des bactériénuesaomiales a SARM peut étre estimée a
0,04 épisodes pour 1000 jours d’hospitalisatione Elst cependant trés variable selon le
service considéré, de 0,01 épisode pour 1000 jdimsspitalisation en psychiatrie a 2,48

épisodes pour 1000 jours d’hospitalisation en réation [169, 170].

2. ldentification

L’étude bactériologique nous a permis d’isoler 22Qches qui se sont avérées des cocci a
Gram positif, immobiles, aéro-anaérobies faculegtipossédant une catalase, une coagulase
et une thermonucléase; ce qui a permis de lesrassiy I'especestaphylococcus aureus

Cette identification a révelé une prédominanceal&@spéce par rapport aux staphylocoques

a coagulase négative (figure 19).
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39%
M Staphylococcus aureus

LI Staphylocoques a coagulase
négative

Figure 19 : Pourcentage détaphylococcus aureuau service de Chirurgie

Ces résultats ont été confirmés par le syst@RleStaph qui a révélé la prédominance du
biotype 6736153 chez 83% des souches, suivisatyda 6336153 chez 17 % (figure 20).

= Biotype 6736153
M Biotype 6336153

Figure 20 : Distribution des biotypes chez les sohes deStaphylococcus aureus
isolées du service de chirurgie
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3. Antibiogramme

L’histogramme | (figure 21) illustre le caracterésistant des souches 8eaureusésistantes

a la méticilline (SARM) présentant une résistanca@isée auxp-lactamines quis’étend a
d’autres familles d’antibiotiques réduisant ainsidhoix des moléculethérapeutiques. La
totalité des SARM isolées dans ce travail s'estrewégalement résistante a la pénicilline,
'amoxicilline, la Céfoxitine et I'imipeneme.

Ces souches ont également échappé a l'action demglgtosides traduisant des taux de
résistance allant de 61.8% pour la streptomycirsgylda 30.3% pour la gentamicine. Ce
phénoméne n’a pas épargné la kanamycine et lanhgbae.

L’érythromycine et la clindamycine ont présenté pexdivement des pourcentages de
résistance de 55.75% et de 12.12%. Par ailleurdpsfamycine et la rifampicine ont été
pondéralement plus actives exprimant des taux mElsbté dépassant les 90%.

Bien que la vancomycine ait été hautement activédesusouches testées, trois isolats ont pu
exprimer une résistance a cette molécule.

Contrairement aux SARM, les souchesSdaphylococcus aurewsensibles a la méticilline ont
affiché un niveau de sensibilité plus importantcateit de méme une résistance vis-a-vis de

la pénicilline et de la streptomycine.
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3.1. Les bétalactamines

La production dg-lactamase par le test iodométrique a été reé@ehez 93% des souches
testées, ce qui pourrait expliquer la résistancertaines-lactamines comme la pénicilline
ou I'amoxicilline. Selon daurel et leclercqg (2008R7], la sensibilité des souches 8e
aureus sauvages aux bétalactamines varie selon la mele&@d % a 95 % des souches
produisent une pénicillinase qui inactive la pdhie@ G et I'ampicilline, rendant leurs
indications obsolétes dans le cadre d'une infecd®. aureusUne hyperproduction de
pénicillinase peut étre responsable de I'hydrolyss pénicillines M, céphalosporines et des
carbapénemes. Les inhibiteurs de pénicillinaseweshtin vitro I'activité desp-lactamines
sur ces souches [123]. Bien que le test iodomédranit un test qualitatif, certaines souches
se sont démarquées par une vitesse et une impoperduction dep-lactamases. Ce qui
pourrait expliquer en partie la résistance des lsesitestées a I'imipeneme, la Céfoxitine et

méme a lI'oxacilline.

Le gene de la pénicillinase appartient a un trasmpolocalisé le plus souvent sur un large
plasmide, qui peut porter également des genes sistace a d’autres antibiotiques
(aminosides, macrolides), a des antiseptiquesdrsanétaux lourds [171]. Il peut également
s’intégrer dans le chromosome [17Rgs bétalactamines ont pour cibles différentes sy
(« protéines liant les pénicillines » ou PLP) imgpkes dans la formation du peptidoglycane.
La fixation des bétalactamines a ces cibles erdrdiabsence de polymérisation du
peptidoglycane et secondairement la synthese phadtérie d’autolysines conduisant a sa
mort. Les bétalactamines sont donc bactéricides][12

En Afrique, la prévalence des SARM évolue dangllasx sens, elle a été de I'ordre de 36%
au Benin en 2006 [173], avant de diminuer en 20@@gstrant un taux de 14.5% [174].
Alors qu’en Algérie le taux de SARM ne cesse d’aagter allant de 4.5% en 2002 [4@gur
atteindre 33.2% en 2004 [17%}, 45% en 2006 [176]Les résultats de notre étude situent la
prévalence des SARM dans le service de chirurgi€ldu de Tlemcen a un taux de 52%.
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120

100

80 -

60 - M S. aureus
H SARM

40 - 1 SASM

Pourcentage de résistance

OXA AMX P FOX IPM S K GM ™ E C™M RA FOS VA
Antibiotiques

Figure 21 : Pourcentage de résistance aux antibigies deStaphylococcus aureus

OX : oxacilline, AMX : Amoxicilline ; P : Pénicilie, FOX : Céfoxitine, IPM : Imipeneme, S : Strepymime, K : Kanamycine, GM : Gentamycine, TM : Talmycine,
E : Erythromycine, CM : Clindamycine, RA : Rifarapie, FOS : Fosfomycine, VA : Vancomycin8ARM: Staphylococcus aureuésistant a la méticilline ;
SASM : Staphylococcus auresensible a la méticilline.
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Ce pourcentage bien qu’inférieur a ce qui a étaasggaux Etats Unis et au Sénégal avec
respectivement 70% et 72% [177, 178], se rapproeheelui enregistré en Egypte en 2004
[179], mais il demeure nettement supérieur a ce qui ea@porté en Cote d’ivoire, Maroc et
Tunisie avec respectivement 25% ,19.3%, et 15.380,[181, 167].En effet les données

peuvent changer en fonction du temps d’un seiikautre [182].

En France, I'observatoire national de I'épidémiddogle la résistance bactérienne aux
antibiotiques (ONERBA) a enregistré entre 19980&t32un taux de SARM de 35% [188¢
pourcentage ne cesse de diminuer [¢Bhce a certaines mesures préventives des infection
nosocomiales telles que I'isolement des patientsitdisation généralisée de solutions hydro

alcooliques et [184].

Notre taux de SARM relativement important pourr@ire expliqué d'une part, par
'accumulation de ces souches de plusieurs mécasista résistance (la flexibilité génétique
de Staphylococcus aureusi a permis l'acquisition de plusieurs mécanisige], et
d’autre part, par une pression de sélection génpe& une utilisation irrationnelle des
antibiotiques [185].

3.2.  Aminosides
L’analyse des résultats de la résistance a la geoitee des SARM en Algérie montre que
son taux est globalement en progression: il était l'ordre de 7% en 2006 [175].
Actuellement, il se situe a 34% [18@&)ans les pays voisins la tendance est également a |
hausse, elle était & 16.4% au Maroc [1&T]a atteint 59% en 2007 [18&pur revenir a
53.84 % en 2009 [181En Tunisie la résistance des SARM se stabiliseuaute 18% [187,
189, 167].
Au Liban, la résistance des SARM aux aminosideteaeprésentée par deux pourcentages
relativement éloignés ; ainsi paradoxalement a aibld taux (6.25%) vis-a-vis de la
gentamicine et de la tobramycine, Hamze et al, @82190], ont signalé un pourcentage

éleveé (90%) pour I'amikacine et la kanamycine.
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Contrairement a cette évolution, en France la ®éqa de sensibilité des souches de SARM
aux antibiotiques surveillés (gentamicine, tobraimggcérythromycine et fluoroquinolones) a
augmenté depuis 1998. Par exemple, la fréquenserdgbilité a la gentamicine est passée de
61 % en 1998 a pres de 90 % en 2[X&A].

L’augmentation du niveau de sensibilité a la gemtara chez les SARM isolés en Europe au
cours dela période 2000-2007, pourrait étre ertiepagxpliquée par l'apparition d'un
clone, nommé ST22 qui se distingue par sa sersifilia gentamicine.

Bien que notre taux de SARM résistant a la tobraneysoit nettement supérieur a celui
signalé par ouchenane en 2011 (6.25%8)], il se rapproche du taux enregistré en Tunisie
par Saidanet al, en ( 2006]189].

La lecture interprétative de l'antibiogramme a perrde détecter trois phénotypes de
résistance aux aminosides, avec une prédominangehéuootype KGT (45%) qui a pour
origine une enzyme bifonctionnelle ayant a la foisne action de phosphorylation et
d’acétylation (Tableau 21)[123]. Ce taux demeure plus important que celui sigmale
Hamze et al (2003)L90].

Cette augmentation pourrait étre expliquée parpossible évolution vers la résistanden
effet, les souches d& aureugjui sont résistantes aux pénicillinesgtaupe M, sont connues
par leur habilité a résister a plusieargres groupes d’antibiotiques et tout particufiezat
aux aminoglycosides, aux cyclines, a l'acide fusidiqaex fluoroquinoloneset méme aux
glycopeptides [192, 193].
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Tableau 21: Phénotypes de résistance aux aminoside

Phénotype observé Mécanisme déduit Pourcentage (%)
KmR,TmS,Gm S Aminosides phosphotransférase 39.21
APHI(3")-
KmR,Tm R,Gm S Aminosides nucléotidyltransferase 15.68
ANT (4")

Aminosides phosphotransferase-
Km R, Tm R,Gm R -Aminosides 45.09
nucléotidyltransferase
AAC (6)-APH (2)

Km : Kanamycine ; Tm : Tobramycine ; Gm : Gentamycine ; R : Résistant ; S : sensible

3.3. Clindamycine

Avec un taux de résistance a 12.1P&clindamycine a étépondéralement active sur les
souches testées. En effet, cette molécule est di#é propriétés anti staphylococciques
intéressantes, notamment ses capacités de difftisgraire, ou son absence d’induction de
la production d'une méthylas®&léanmoins son utilisation est déconseillée en magan

risque élevé de sélection de mutants constitUid$. [
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3.4. Erythromycine

Les résultats montrent que la résistance a la @ydine a été souvent associée a celle de
I'erythromycine ce qui nous incite a penser au méméeanisme de résistance (MLSgB) qui
confére la résistance aux Macrolides, LincosamaleStretogrammine [123Notre taux de
résistance a I'érythromycine (55.75%) a été redatient plus important que celui signalé par
(25%) [173, 189]La résistance a cette molécule chez les SARMeditin pays a un autre
allant de 10% en 2003 au Liban jusqu’a 93.9% &tixts Unis[190, 194].

3.5. Rifampicine

La Rifampicine a été efficace contre les soucheSARBM isolées, puisque 11% seulement
d’entre elles ont pu résister & cette moléculeu(gg21). En Algérie, son utilisation a été
relativement délaissée au profit de nouvelles mubdsc; ce qui pourrait expliquer la
restauration de son efficacité. Cette molécule prut réduire de facon significative le
portage nasal [195], est connue pour son efficaitéle SARM. Ces données corroborent
avec les taux signalés par Benjenmaal (2004) [187], Ramdani-Bouguessé al (2006)
[175], Mastouriet al (2006) [167], qui ont trouveé respectivement dex tde 6.7%, 2.3%, et
2%.

3.6. Fosfomycine

L’efficacité de la fosfomycine a été remarquabpla@isque cette molécule a été active sur 93%
des SARM. A I'étranger, les données sont similaieésonvergent souvent vers une stabilité.
En effet, en Tunisie le taux de résistance des SARM fosfomycine était de I'ordre de
6.66% en 2004 [187], il a atteint 7% en 2009 (Mastet al 2006) [167]. Ces taux sont
légerement inférieurs a ce qui a été enregistré@matet alen (2009) (9%) [196].
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L’ensemble de ces données reflete I'état de méttistance des souches de SARM isolées
dans cette étude selon siegdl al (2007) [46], les microorganismes multirésistangs s
définissent comme des microorganismes qui résistentune ou plusieurs classes
d’antibiotiques. D’autres auteurs rapportent quiiexiste pas de définition de la multi
résistance universellement acceptée, et qualifiemt microorganisme de multirésistant,
lorsqu’il résiste a au moins trois molécules diaiotiques [191]. Par exemple, la résistance a
I'enrofloxacine, la marbofloxacine, la difloxacime I'oribofloxacine peut étre assimilée a la
résistance a la méme et unique classe d’antibiegiqfiuoroquinolones). L’accumulation de
plusieurs mécanismes de résistance vis-a-vis fielites molécules d’antibiotiques pourrait
étre l'origine de la multirésistance [197].

3.7. vancomycine

La vancomycine représente toujours actuellement dles traitements les plus probants face
aux infections &. aureusrésistant a la méticilline, mais cette utilisatisystématique a
conduit a I'émergence de souchesaureusde sensibilité diminuée aux glycopeptides
(GISA) évoquant une crainte de développer un asg@démique.

L’antibiogramme a révélé que trois souches se slisitnguées par leur résistance a la
vancomycine. Ces souches qui pourraient étre Emipres isolées en Algérie, ont trés bien
toléré 6pg/ml de cet antibiotique dans le testaleening. Cette concordance avec les profils
d’antibiotypes a été encore une fois appuyédgsarésultats des CMI et se caractérisent par
une fluctuation allant de (16pg/ml) jusqu’a, (188nl) (Tableau 22).

La premiére souche (Sal) été isolée a partir ghéhevement d’'une plaie infectée chez un
patient diabétique présentant un abces au dos wawec CMI élevée atteignant les 128
pg/ml. La deuxieme souche (Sa2), résistante a h@oraycine avec une CMI importante
atteignant 64ug/ml a été isolée a partir d’'un malade ayant uéetgnite par perforation
d’'ulcere. Une troisieme souche a été isolée (SAB)(@Bug/ml) a partir d’'un patient ayant

subi unecholécystectomie.
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Mastouriet al (2006) [167], ont isolé deux souches ayant umesibdité diminuée : la
souche M4 (CMI vancomycine = 6 pg/ml, CMI teicopren = 32 pg/ml) a été isoléee
d’hémoculture chez un malade qui est décédé d'wemicemie a SARM apres échec
thérapeutique suite a un traitement par la teicopé&a La souche M41 (CMI vancomycine =
4 ug/ml, CMI teicoplanine = 24ug/ml) a été isoléeahthéter chez un malade ayant évolué
favorablement sous traitement a la vancomycine tr@oement a ce qui a été decrit dans la
littérature, leur CMI de 'oxacilline étaient >25@/ml. Certains auteurs estiment que le cout
biologique d'une résistance est I'un des facteuigigtermine sa stabilité et sa diffusion, ainsi
la dissémination dans le monde des clones de SAR&é associée a leur capacité a
compenser le colt biologique nécessaire pour alait€assette meSCCmel[198].

La délétion du genenecA chez certaines souches & aureusayant une résistance
intermédiaire a la vancomycine suggere que lateFgie simultanée ayklactamines et aux
glycopeptides est un fardeau pour cette esp&8.[1

Hiramatsuet al en (1997) [94], ont isolé une souche SARM climgdésignée Mu3, chez un
patient ayant une pneumonie postopératoire qui é& igsensible au traitement a la
vancomycine. Bien que I'état du patient s’est aanéliau court des huit premiers jours, la
situation s’est dégradée entre le neuvieme etugidme jour ; ce qui a incité les cliniciens a
changer le schéma thérapeutique en appliquant sua®s une combinaison composeée de
I'arbékacine et I'association sulbactam/ampicilliMalgré que les CMI de la vancomycine et
de la teicoplanine vis-a-vis de cette souche (Ma&jent respectivement de I'ordre de 2pug/ml
et de 8ug/ml en utilisant la technique de micrdaihy I'analyse des sous population a révélé
une résistance hétérogéne a la vancomycine. Aespectivement 0,01%, 0,003%, et

0,0001% de la population de MU3 a exprimé des CdM2qig/ml ,4 pg/ml et 8ug/ml.

Environ 6 mois plus tard, une autre souche de SABAdjgnée MU50, isolée par la méme
eéquipe chez un bébé de 4 mois qui a développé umefection de plaie postopératoire
causée par un SARM qui a résisté au traitementvadaomycine enregistrant des CMI de
8 ng/ml pour la vancomycine et 16 pg/ml pour ladglanine. La souche partage avec MU3
exactement le méme profil électrophorétique emmghaulsé (PFGE), mais présente un
niveau de résistance nettement supérieur. Aidfi0% de la population a pu croitre dans

4 ug/ ml de vancomycine, et 0,0001% de la popariatians 12 pg / ml de vancomycine.
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Apres l'isolement de MU50 au Japon, deux souchHRSA/ont été isolées aux Etats-Unis:
une du Michigan, et l'autre du New Jersey; les diaient des SARM. La premiére souche
(966) a été isolée chez un patient qui avait eaéétra long terme (Six mois) pour une
péritonite associée a des SARM. La deuxieme soVWERA (992), était isolée a partir d'un
patient qui avait été traité pendant six mois cadle multiples recours a la vancomycine.
Dans les deux cas, ces souches VRSA semblent déodloppé cette résistance au cours de
la longue période de traitement. Kleinschmatt al en (2005) [200], ont signalé que
I'exposition in vitro des SARM communautaires avéacomycine augmente modestement sa
CMI vis-a-vis de cette molécule.

L'augmentation des SARM dans les hoépitaux algériensfavorisé lintégration des
glycopeptides dans les schémas thérapeutiquesefiannl’élimination de ces souches, ces
molécules étaient jusqu'a ces dernieres annéesrpéés du phénomeéne de résistance.
D’autres auteurs ont déclaré que l'augmentatios 8ARM a accompagné I'utilisation
abusive de la vancomycine [177].

Découvertes en 1997 au Japon, la sensibilitéteédda vancomycine a rapidement conquis
le monde avec des cas signalés aux Etats Unisump& et en Afrique [92, 86, 201]. Cette
dissémination a été accompagnée d’'une évolutiomintetogique ; ainsi, les souches
gualifiées autrefois de sensibles selon National Committee for Clinical Laboratory
Standardsse sont retrouvées assignées a la classe demédliaires (VISA) selon les
nouvelles lignes directrices du CASFM CLSI [86].

Ce changement a touché logiquement les autrégarés (intermédiaire, résistante). Cette
situation s’est compliquée par I'émergence en fideati’'une sous population exprimant une
résistance hétérogene a la vancomycine responsdible certain nombre d’échecs
thérapeutiques [94]. Dans ce cas, une faible ptimporéagit différemment et développe une
CMI deux a huit fois plus importante que la cellp@entale. Ce qui constitue une étape

préalable a I'acquisition de la résistance homogelaevancomycine (VISA).
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- Différence entre résistance hétérogéne et homogéne

En comparant la souche MU3 qui présente une résistaétérogéne a la vancomycine et la
souche MU50 caractérisée par une résistance homagénvancomycine, cette derniére en
plus d’'une augmentation des sous unité du peptidagk et d'une polymérisation du
peptidoglycane néo synthétisé, présente une priotducke sous unités non aminées.

1 augmentation de I'offre de sous unité du pepfigltane.

2 augmentations de la polymérisation du peptidagigcnéo synthétise.

3 augmentation de la production de sous unitéamainé.

1+2 permettent d’atteindre un niveau de résisthgterogene (MU3)

1+2+3 sont nécessaires a I'expression d’'un hagani\de résistance (MU50).

Concernant ces souches certaines données tradigséstence de nombreuses modifications
de la paroi bactérienne avec notamment une pragucticcrue de précurseurs du
peptidoglycane [202, 109].

La microscopie électronique a transmission a pedaisévéler chez les souches SARV, une
épaisseur anormale due a I'accumulation des coubhgmptidoglycane donc production de
plus de muréines et par conséquent, il faut uaadg concentration de vancomycine pour
saturer tous les monomeres de muréine. Cet émarsent accompagné d’un phénomene de
colmatage des mailles du peptidoglycane suite agepige de la vancomycine entrave la
pénétration accrue de cette molécule [66].

Pour étre actifs, les glycopeptides doiventvdrser le peptidoglycane et se lier a leurs
cibles sur la membrane cytoplasmique. Or, plusidebre de cellules d8. aureusest
important dans un site d’infections, plus les molés de Vancomycine seront séquestrées
entrainant une espece de solubilisation de |'antiifpie et par conséquent, une diminution de
sa concentration tissulaire [104].

Pour prévenir cette situation, les cliniciens gaaent a I'élimination chirurgicale des abcés
et le drainage du pus [66], certaines de leursquhoes invasives nécessitent l'utilisation de
cathéters, ce qui constitue un probleme supplénmerdar le staphylocoque doré est connue
pour sa production de biofilm. La premiére souch&daureugésistante a haut niveau a la
vancomycine (VRSA), a été isolée a partir du séesdrtie d’un cathéter chez un patient dans

un établissement au Michigan [203].
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Selon Stahl 2010 [204], le probleme récurrent gupsse aux cliniciens dans ces situations
est de savoir quand instituer un traitement artidpie dont le spectre couv& aureusnéti-

R (SARM) ? Cette question est particulierementiqué chez les patients neutropéniques :
d’emblée ? A titre empirique ? Aprés documentabantériologique ? En cas d’échec d’'une
antibiothérapie de premiere ligne ? Dans ses recndations de 2007, 'ECILEUropean
Conference on Infections in Leukenméconise I'introduction immédiate d’un glycopept

en cas de sepsis sévere ou de choc septique as elirdfection de la peau et des tissus mous
(ce qui inclut les infections associées aux CVCa dociété Américaine des maladies
infectieuse (IDSA) recommande en 2002 ['utilisatide vancomycine chez les patients
neutropéniques en cas de suspicion de présencARlgl S un taux élevé. Il est a noter que
les concentrations nécessaires pour éradiquer @@earganismes insérés dans un biofilm
doivent étre cent a mille fois supérieures a cellebsées contre les bactéries a I'état
planctonique. En raison de la limitation de diftusides molécules d’antibiotiques, de la
répulsion électrostatique, du phénomene de séatiestret de la quiescence des bactéries.
Afin de contrecarrer cette situation, les clinideaptent pour la réalisation d’'un verrou
d’antibiotique dans la lumiére du cathéter, engarit une concentration de la vancomycine
qui doit étre 1000 fois supérieure a la CMI. [204]

D’autres chercheurs ont réussi a fixer par liaisovalente la vancomycine sur une surface en
titane, cet attachement permet a la fois d’empélehfrmation de biofilm tout en éradiquant
la prolifération bactérienne de maniere prolon@&as].

Mais, linfection causée par des souches de VRSAré&fsactaire au traitement a la
vancomycine. Les principaux facteurs a l'originaree efficacité limitée sont les suivants:

1) Concentrations limitée dans les tissus atteigsatie la vancomycine,

2) Son faible activité bactéricide contre les sydptoques, et

3) Son inefficacité

La Vancomycine inhibe la transglycosylation ediaet aux substrats de la transglycosylase,
c'est a dire le (peptidoglycane naissant et lanehbpidique monomeére précurseur située sur
la muréine dans la surface extérieure de la membrgtoplasmique. Elle se lie a ces cibles
vitales en reconnaissant les extrémités de D-al@rglanine dipeptidiques des muropeptides.
Cependant, le probleme est que ces séquences Y)-Blatanine dipeptidiqgues sont
également présentes en guantité énorme dans la qaldaire préexistante, et elles sont
donc des cibles non vitales de la vancomycine [206]
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Dans le processus de transpeptidation de la peloiare, la transpeptidase (PBP) réduit le
nombre de Terminaison D-alanyl-D-alanine, un parem coupant le D-alanine terminal et
reliant I'avant-dernier D-alanine a I'extrémité ghoupe aminé libre d'un pont penta glycine
transversale. De cette facon, le peptidoglycan8.deureusdevient fortement réticulé. Mais,
encore 20-30% des sous unités peptidoglycane (diaade peptides) conservent des
terminaison D-alanyl-D-alanine [207]. Si 20% deesussunités sont non réticulées, chaque
cellule deS. aureuposséde 6 x fGites de liaison & la vancomycine [208]. Puis’gh suit
que 168 cellules deS. aureusse lient & 1,44ug de vancomycine permettant asasi
séquestration au niveau de la membrane cellulai@nt donné que ces sites extrémement
abondants dans la paroi cellulaire sont de fausbéss, une quantité énorme de vancomycine
est consommée sans présenter d’activité antimienolei. Ainsi, I'efficacité antimicrobienne
de la vancomycine diminue lors de sa séquestradams les mailles du peptidoglycane [109].
60% des couches du peptidoglycane de la paroi d8OMsont saturées par un exces de
vancomycine, une carence en glutamine et une tctatcrue de la glucosamine 6P
synthétase [107].

Pour étre efficace, un antibiotique doit bénéfiaitune bonne diffusion tissulaire afin
d’atteindre sa cible le plus rapidement possiblecades concentrations suffisamment
élevées. Or, Le taux résiduel sanguin insuffisaat la@l vancomycine majore le risque
d’émergence de souches résistantes, le taux résightienal ne peut correspondre a une
valeur arbitrairement déterminée mais doit étred4f@is, voire plus de 8 fois la CMI dans les
infections séveres@. aureuset en particulier dans les infections ostéoardices [209].

La valeur initialement recommandée pour le Tauidréd (TR) de 5-10 mg/l a été réévaluée
en raison de I'apparition des souches avec des [@bthes des concentrations critiques et
surtout devant I'observation croissante d’écheésafpeutiques ; plus recemment des TR de
vancomycine de 15-20 mg/l ont donc été recommampdés le traitement des infections
séveres a staphylocoques, et en particulier cqllms lesquelles la pénétration de la
vancomycine est faible. Cependant, devant la graadabilité des CMI de la vancomycine
(0.12-4 mg/l), le choix des posologies devrait inglliobtention d’'un TR qui sera un multiple
de la CMI (5 a 10 fois la CMI) de la souche respdtes de I'infection [210].
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Les glycopeptides ont une activité bactéricide tuigpendante sur les staphylocoques, il
faut que la concentration au contact de la bacs&itemaintenue en permanence au-dessus de
la CMI (27) dans le LCR. A partir d’'une concentoat’> 5mg/l, il y a décroissance importante
de l'inoculum et que cette décroissance est maeimaand elle atteint 10 mg/I.

Pour les CMI et CMB égale a 2, le rapport Cmax/G¥t de I'ordre de 4 ou 5. Ce qui
voudrait dire que la prescription des glycopeptidiesrait étre adaptée pour établir des
concentrations tissulaires (4-5 fois la CMI). Tengescontact 40% et 24 % avec des doses
élevées. [210]

La figure 22,illustre le caractere multirésistant de notreaxtibn de SARM qui présente une
résistance croisée afixactamines et qui s'étend a d’autres familles tifaotiques réduisant
ainsi I'éventail des molécules thérapeutigaesves. Ainsi, en moyenne 23% des souches
testées résiste a 8 molécules d’antibiotiques eQGettltirésistance a été tellement prononcée

gue 13% des antibiotypes se sont distingués parasigtance croisée a 11 antibiotiques.

Etat de multirésistance des SARM
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Figure 22 : Représentation de I'état de multirésistnce

des souches d8taphylococcus aureus
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4. Concentration minimales inhibitrices (CMI)
Outre la confirmation du caractére résistant dagchses testées, les CMI ont permis de
connaitre le niveau actuel de cette résistanceteCebncordance avec les profils de
'antibiogramme et les tests de screening s’esiuita par une fluctuation des niveaux de
résistance dépassant parfois les 256 g/ml. (Tal22au
La résistance des SARM a l'oxacilline semble étee lthut niveau au vue des CMI
retrouvées, puisque 71% de ces souches posseéze@MI supérieures a 64ug/ml. Ce qui
pourrait encore une fois confirmer que le mécanisteemodification de la cible a été a
l'origine de cette résistance. Il est a noter gee ntécanisme d’hyperproduction de
pénicillinases peut étre également responsabléhyerolyse des pénicillines du groupe M
(Méticilline, oxacilline) mais ce mécanisme génenebas niveau de résistance [123].
Ce resultat reste inférieur a celui signalé pamokatal en (2006) [211] ou 100% des SARM
avait une CMI supérieure ou égale a 512ug/ml.
Cette résistance de haut niveau semble égalemmece¢imer toutes les autgdactamines

(imipenéme, Céfotaxime et Pipéracilline).

Tableau 22 : Distribution des concentrations minimé&es inhibitrices chez les SARM

CMI (ug/ml Pourcentage de SARM
VA OXA IPM CTX PIP GM RA
CMI<0.5 34 0 0 0 0 33 89
0.<xCMI< 1 30 0 0 0 0 37 2
1< CMI<2 33 0 0 0 0 8 3
CMI=2 0 0 0 0 7 2
2< CMI<8 0 11 26 0 0 5 1
8< CMI<64 1 18 39 0 30 7 3
64< CMI<256 2 45 35 65 53 3 0
CMI >256 0 26 0 35 17 0 0

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice, SARMStaphylococcus aured®ésistant a la Méticilline, VA :
vancomycine, OXA : oxacilline, IPM : imipéneme, CTXéfotaxime, PIP : pipéracilline, GM : gentamin

RA : rifampicine.
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Ainsi, 35% des SARM se sont caractérisées par uvié @& I'imipeneme dépassant les
64pg/ml. Ce taux est nettement plus faible quei cettouvé dans une étude réalisée dans un
hépital a Tokyo ou 80% des SARM avait une CMI ebeet 128ug/mi211].

Contrairement au-lactamines, les aminosides ont affiché des CMatidment faibles.
Ainsi, 78% des souches testées ont présenté desir@ddieures a 2pg/ml. Dans un travalil
réalisé en 2010 incluant 200 souches de SARMé@&sotlu centre hospitalier de Détroit aux
Etats Unis, 9% seulement ont exprimé des CMI wssade la tobramycine inférieures ou
egales a 2ug/ml. Cette différence entre les résufiaurrait étre expliquée par plusieurs
facteurs, entre autre les habitudes de prescrigjigngénérent une pression de sélection
spécifiqgue a chaque établissement. [212]

Concernant la rifampicine, les CMI relevées dansraeail traduisent une certaine efficacité
89% des SARM s’est distingué par une CMI infériear®.5pug/ml. Or, une concentration
minimale inhibitrice faible n’est pas toujours syiyme de sensibilité, ainsi actuellement
'EUCAST préconise de placer une souche dans kseldes sensibles, lorsqu’elle a une CMI
inférieure a 0.06 pg/ml. [88]

La vancomycine a été fidele a sa réputation detoubd anti-staphylococcique, son efficacité
a été de loin la plus prononcée puisque, a I'exaemte trois souches, la totalité des isolats a
exprimé des CMI inférieures a 2pug/mil.

L’augmentation des CMI a toujours été corrélée @ehecs thérapeutiques, une étude réalisée
par Hydayat et al en 2006 [213], sur 95 patierdsmontré qu’'une élévation de CMI de la
vancomycine (1.5-2ug/ml) était un facteur prédiatié I'échec thérapeutique. Cette rechute
est principalement liée a une ignorance des paraméefpharmacocinétiques et
pharmacodynamiques par exemple lors d'une fréguéladministration trop faible pour des
antibiotiques temps-dépendant tels que les bétataces et les macrolides ou si la posologie
choisie est trop faible.

Il existe des situations ou, malgré la prise daotique, l'infection persiste et s'aggrave dans
ce cas, elle est sanctionnée de rechute. Ces éphausnt étre liés a des facteurs d'origine
variee dont : (Défenses de I'hote, résistance heatte, accessibilité du site, schéma
thérapeutique adapté) [214]. Certaines de cestiafecseulement peuvent étre évitées par
une approche thérapeutique plus rationnelle qundoren considération les notions de
I'épidémiologie bactérienne, des profils de setiggbiaux antibiotiques, des mécanismes
d’action des antibiotiques, de leur voie d'admi@gon, et des paramétres

pharmacocinétiques et pharmacodynamiques (PK/Rid)jgiifs de leur efficacité [215].
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Les erreurs de diagnostic conduisent a l'utilisatil'antibiotiques inactifs contre le germe
infectant, mais aussi parfois a une antibiothérapigistifiéce en absence d'infection
bactérienne [214].

L'acquisition de résistance en cours de traiterashtlevenue un probléme préoccupant. Elle
se rencontre lorsque l'exposition de la bactéridaatibiotique induit I'expression de
mécanisme de résistance [214]. L'exemple le plosodétratif est le mécanisme de résistance

inductible vis-a-vis des glycopeptides [102].

Les surinfections et substitutions de flore surmant facilement lorsque I'antibiotique utilisé
est actif sur les bactéries commensales, favorigansélection d'especes qui lui sont
naturellement résistantes. Ainsi, un traitementampicilline d'une infection urinaire peut
conduire a I'éradication H. coli, mais peut aussi sélectionner d€gbsiella pneumoniae

préexistants.

Une bactéricidie insuffisante de I'antibiotique, umoculum fort ou méme un antagonisme

entre antibiotiques peuvent également mener &lhwc&hérapeutique.

Certaines bactéries dites persistantes ou quies;ertactéries avec un métabolisme
extrémement ralenti, peuvent survivre pendant dg longues périodes dans des sites peu
accessibles aux antibiotiques. Ceci les rend insiessa la plupart des antibiotiques qui

n‘agissent que sur les métabolismes actifs.

Les hotes immunodéprimés sont, a plusieurs tittes,candidats a I'échec thérapeutique. En
effet, ils sont susceptibles de développer de<iigies particulieres, a germes opportunistes
et/ou a traitement difficile. Il convient de rappebue le plus souvent les antibiotiques n’ont
gu’'un réle d’appui, en diminuant I'inoculum bacthj permettant aux défenses de I'héte
d’éradiquer des pathogénes en cause. Ainsi, laroprie est une situation clinique a

I'origine d’échec thérapeutiqu14].

Outre une mauvaise compliance, une résorption fisanfe peut survenir suite a une
perfusion intraveineuse défectueuse, ou a des lawutigestifs (vomissements, diarrhée)
apres une administration ord#16].
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Ce sont les parametres PK/PD seériques qui sontictifédde l'efficacité dans de tres

nombreuses infections (respiratoires, cutanéesuess) et sont devenus un des critéres
majeurs de choix des antibiotiques en clinique plds, ces parametres PK/PD sont la pierre
angulaire du développement preclinique des antthies, de la détermination des doses et du
rythme d’administration, ainsi que de I'établissetnges CMI critiques permettant de classer

les souches dans la zone sensible ou résistariig [21

Un consensus semble se dessiner sur la base dierjuiohibiteur maximum sérique ou
rapport Cmax/CMI (il doit étre compris entre 8 8tftis la CMI [217].

Un échec thérapeutique peut également surverarmdsgologie choisie est trop faible ou si sa
pénétration dans les liquides et les tissus degdiisme est défectueuse. Ainsi, des
antibiotiques faiblement liposolubles (par exemplf;lactamines, aminosides, et

vancomycine) pénétrent mal ces sites protégés [218]

Dans toute population bactérienne, a la conditiarel soit suffisamment abondante, il
existe spontanément des mutants résistants a imoéigie donné, en quantité plus ou moins
importante selon la taille de cette population &aehne. Cette sous-population résistante
peut étre sélectionnée si les bactéries sont meesprésence d'une concentration
d’antibiotique supérieure a la CMI de la populatmincipale, sensible, et inférieure a la CMI
de la population minoritaire, résistante qui aurasia le loisir de se développer
« sans obstacle ». Seule une concentration d’atitjine au moins égale a la CMI de la sous-
population résistante évitera la sélection de cetants résistants. C’est la concentration de
prévention de 'émergence des mutants, elle est généralement équivalente a la CMI de la

sous-population résistante [217].

Comme pour les bétalactamines, l'efficacité bactélinique des glycopeptides est liée a
I'obtention d’'un quotient inhibiteur résiduel derddre de 8 (Ql = 8), ce qui correspond a un
temps pendant lequel les concentrations sériqud'arttéiotique sont supérieures a sa CMI
dans l'intervalle séparant deux administrations>(8 CMI = 100 %). Elle est également

corrélée au rapport de I'aire sous la courbe desarrations sériques sur la CMI ('ASIC),

dont la valeur seuil a été fixée a un minimum de-260 [219]. La prévention de I'émergence
de résistance est également corrélée a I'ASIC [217]
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5. Associations d’antibiotiques

Devant le phénomeéne de résistance, les associafiamsbiotiques demeurent une excellente
alternative thérapeutique, en permettant a laléomévention de I'émergence des résistances
et I'élargissement du spectre d’action qui pewiatire des foyers polymicrobiens profonds.
Les résultats des différentes associations tesidesa souche VRSA (Sa 1) (tableau 23),
montrent que sur six combinaisons d’antibiotiqué$eikntes, deux associations se sont
distinguées par un effet synergique: la vancomyawdeitionnée a l'imipenéme, et la
vancomycine avec la gentamicine, cette derniété &aélus efficace avec l'index FIC le plus
bas (0.31), a I'exception de I'imipeneme additiodnk& vancomycine, toutes les associations
combinant une3-lactamine a la vancomycine ont exprimé un effetnthgonisme ; cette

inefficacité a également touché I'association dgeiatamycine avec I'imipeneme.

Tableau 23. CMI et index FIC des différentes ass@tions contre une souche résistante

ala vancomycine (Sal)

Associations Concentrations minimales inhibitricegug/ml)
A B CMI de CMI de CMI de CMI de Index Index
l'antibiotique  I'antibiotique  l'antibiotique  l'antibiotique FIC FIC
A (seul) B (seul) A (associé a B) B (associé a A)

GN+VA 32 128 8 8 0.31 Synergie
IPM+VA 32 128 16 8 0.56 Synergie
OXA+VA 256 128 512 128 3 Antagonisme
PIP+VA 64 128 128 128 3 Antagonisme

CF+VA 256 128 128 128 2.5  Antagonisme
IPM+GN 32 32 32 32 2 Antagonisme

Légende : GN : Gentamycine ; VA : Vancomycine ; IPM Imipénéme ; OXA : Oxacilline ; PIP:
Pipéracilline ; CTX : Céfotaxime ; FIC : Fraction de concentration inhibitrice.
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Ces combinaisons avec leur effet synergique etébaitte, offrent une action rapide
conjuguée a une toxicité réduite [220]. Spécialenfi@ce aux SARM, la pharmacocinétique
et la concentration tissulaire des glycopeptidegidpht en faveur d’une utilisation en
association [221]. La vancomycine est connue paarlenteur de bactéricidie et sa
nephrotoxicité mais elle demeure efficace si efeutilisée a un quotient inhibiteur (rapport
taux sérique/CMI) au moins égale a 8 [222, 202].

Les résultats montrent que l'association de la ganyine avec la gentamicine a été la plus
active (figure 23). Dans la littérature, les réastdtsont divergents, alors que certains auteurs
comme Goldstein et al [223], ont signalé que l'asgmon de la vancomycine aux
aminoglycosides n’est pas une combinaison appr@paér le traitement des GISA, mais elle
permet la prévention du choc septique. D’autredestisoulignent I'efficacité de I'arbékacine
associée a la vancomycine [224] ou I'amikacine dae@ncomycine [225].

Sur les quatre différentes combinaisons associaf-lactamine avec la vancomycine, seule
l'activité de l'imipeneme a été amplifiée en présenle la vancomycine entrainant ainsi un
effet de synergie (figure 24). En effet, de nombrgavaux ont rapporté que cette association
est fortement active contre les SARM [226, 227].ni@me contre les GISAaksociation

d’un glycopeptide a unglactamines posséde un effet synergique contr8A€®V [228].

Toutes les souches & aureugqui ont acquis l'opéromanAsont résistantes a la méticilline,
lorsqu'elles sont cultivées en 'absence de glyutige il a été démontré que la vancomycine
(ou teicoplanine) et I'oxacilline, a des conceitra qui sont atteignables en thérapie, ont un
puissant effet synergique contre les SARV a la ifioigitro et dans un modeéle animal [229,
230]. La résistance a la méticilline est due sylathése d’'une PLP2, une transpeptidase qui

reste active en présence @dsctamine.

En présence de représentants des deux classesdimmeénts, tels que la vancomycine et
l'oxacilline, les bactéries synthétisent un préeursdu peptidoglycane dont la terminaison a
eté modifiée le D Ala-D lac qui n’est pas un suddstrtilisable par PLP2 lors de I'étape de
transpeptidation car la transpeptidase est ingetiCe type de combinaison a été testé dans
le modele animal pour traiter 'endocardite caugée une SARV. Ainsi, par rapport & une
monothérapie, I'utilisation de la nafcillin@-{actamine) associée a la vancomycine a permis

I'éradication totale de l'infectiof229].
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Gentamycine

FIC GM  pg/ml CMI Vancomycine
| + + + + + + +
1 + !
0,06 ! + + + + + + +
2 + :
0,12 + L1 o1 + + + + + +
4 1
0,25 + ! 0,01 | 0,01 | 0,01 | O, + + +
8 |
0,5 + . 1001]001]001 001 + | + | +
16 !
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- 7300 s Aty Al el il el el el Ml el
:
64 | 0,01 :
:
0,01 |
128 !
0,01 |
256 :
+ 0,01 | 0,01 | + + + + + + +
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0 256 128 64 32 16 8 4 2 1 pg/ml

1 o5 025 0,12 0,06 0,03 FIC
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Vancomycine

Figure 23 : Résultat de I'association Gentamycine-&hcomycine

FIC : Fraction de Concentration Inhibitrice

+ : croissance bactérienne
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Une étude in vivo a montré l'intérét de I'utilisati de I'association Céfpirome avec la
vancomycine dans le traitement des infections s&v&ISARM en réanimation. Comparée a
I'utilisation de la vancomycine seule, cette conalision s’est caractérisée par une meilleure
cinétique bactéricide, une diminution rapide dwtde protéine C réactive (CRP) et I'absence

de sélection d’autres germes multirésistants [231].

FIC IPM  pg/mi CMIVancomycine
1 ; + + + + + + +
+ I
0,015 | 2 1 + + + + + + +
+ |
0,03 |4 ! + + + + + + +
+ !
0,06 |8 , l001]001] 01 | + | + | + | +
+ I
o 0,12 16 | 0,01 { 0,01 | 0,01 + + + +
£ + :
2 o025 (32 | || L1l
2 I CMI IPM
€ 0,5 I
- 0,01 :
1 |
0,01 [
256 | 0,01 1
|
0 + 0,01 : + + + + + + +
1

0 256 128 64 32 16 8 4 2 1 pg/mi

1 05 025 0,12 0,06 0,03 FIC
VA

Vancomycine

Figure 24 : Résultat de I'association Imipenéme-Vaomycine
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Contrairement a ce qui a été enregistré par Cémal [228], toutes nos autres associations
combinant leg-lactamines (Pipéracilline, Céfotaxime et oxacéhira la vancomycine se sont
soldées par un effet d’antagonisme. Ce résultabbker®n accord avec celui rapporté par
Goldstein et al en (2003) [232]. Nos résultatsrophtré que la combinaison de I'imipeneme
et de la gentamicine a exprimé également une ttteraantagoniste. Alors que d’autres
travaux ont expliqué la synergie entre la gentamiat I'ampicilline par I'action de cette
derniere sur la paroi qui facilite I'entrée de Entamicine aboutissant a une bactéricidie plus
rapide [233].

D’autres synergies contre des souchesStiphylococcusurtout entre bétalactamines et
aminosides (Cephalotine avec Amikacine et DicldkaelAmikacine) ont été signalées par
Novales et al en (2006) [225]. L'antagonisme a également révelé par plusieurs études
montrant ainsi l'inefficacité d’association contdes souches SARM telles que celles
combinant la vancomycine a la tétracycline ou Ier@mphénicol ou méme aux macrolides
[224].

Les notions de synergie et d’antagonisme peuvert éhvisagées selon le regard du
microbiologiste ou du clinicien, le premier va B&finir en terme de concentration minimale
inhibitrice (CMI) ou bactéricide (CMB), avec dedet$ mesurés in vitro, le second en terme
de guérison du patient ou d’échec clinique [233].

In vivo, les résultats des essais cliniques differelans une étude réalisée par Paul et al
(2004) sur 7586 patients comparant le traitemenbptalactamine, seule ou en association a
un aminoside, la fréquence d’échec clinique a éénsnimportante avec la monothérapie
alors que la toxicité rénale a été plus pronongée & bithérapie [234]. En revanche, dans un
autre travail, I'association d’'une bétalactamineaune fluoroquinolonne a accompagné une
réduction de la mortalité [235]. L'association d&phalosporines de troisieme génération
avec la fosfomycine est connue pour sa synergieesARM mais uniquement si la bactérie
est sensible a la fosfomycine. Cette synergie digx@ par I'action de la fosfomycine qui
diminue I'expression des PLP 2 et 4, mais ausé$ ckd la PLP 2reconnue comme support
de la résistance chez les SARM. Cette diminutioexpfession des PLP 2, 4 et 2
s’accompagne d’'une meilleure expression de la Plgaiermet aux bétalactamines d’étre
efficaces [236]. D’autant plus que cette molécudé @aractérisée par un risque élevé de
sélection ; ce qui justifie encore plus son utilmaen association [237].
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Nous avons utilisé uniquement les combinaisons alécules utilisées dans ce service et
justement I'antibiothérapie dans les pays en veidé@veloppement se heurte aux problemes
de codt et de disponibilité des antibiotiques,eatrdit s’adapter aux différentes contraintes

propres a chaque contexte.

6. Détection du génevanA
L’électrophorese des extraits d’ADN des quatre beacde référence (contréle positif et

contréle négatif).

v" Enterococcus faecal&TCC 29212 (témoin négatif : absence du geésmed)
v' Enterococcusirae ATCC 10541 (témoin négatif : absence du géared

v' Enterococcugaecalis (témoin positif : présence du gersnd)
v Enterococcugaecium (témoin positif : présence du géranA

a permis de confirmer la présence d’ADN qui restpdint de départ de toute investigation en
biologie moléculaire (figure 25). En effet, lah@que d’extraction par le kit DNeasy Tissue
se préte tres bien a I'utilisation, sa simpli@tésa reproductibilité font de cette technique un
excellent outil d'exploration. Cette technique @& #étilisée avec succes dans plusieurs travaux

sur les entérocoquéa38].

1636 pb

1018 pb =>

Figure 25 : Gel d'électrophorese des extraits d'ADN

des quatre souches de réference (controle poskif controle negatif)

Piste M : Marqueur moléculaire (1Kb invitrogéneiste 1 :Enterococcus faeciunfvVanA), Piste 2:
Enterococcus faecaligvanA). Piste 3Enterococcus hiraATCC 10541.Piste 4Enterococcus faecal&TCC
29212.
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Les résultats du dosage des extraits d’ADN dessdixches deéS. aureuset des quatre
souches de référenceenterococcus par nanophotométrie a montré globalement des
concentrations homogéenes d’ADN (tableau 24), cecqofirme I'efficacité de I'extraction et

permet d’entamer la digestion enzymatique et leglifinations.

Tableau 24 : Densités optiques des extraits d’ADNed souches testées

Espece Code | Densité optique
Enterococcus faecalis ATCC 29212 1 0.095
Enterococcus faecalis (vanA) 2 0.230
Enterococcus hirae  ATCC 10541 3 0.105
Enterococcus faecium (vanA) 4 0.113
Staphylococcus aureus 5 0.053
Staphylococcus aureus 6 0.160
Staphylococcus aureus 7 0.055
Staphylococcus aureus 8 0.228
Staphylococcus aureus 9 0.123
Staphylococcus aureus 10 0.098
Staphylococcus aureus 11 0.925
Staphylococcus aureus 12 0.908
Staphylococcus aureus 13 0.028
Staphylococcus aureus 14 0.103

Les résultats de la digestion enzymatique pamlKdes dix souches d&taphylococcus
aureus(figure 26) n’ont pas été probants, car la réw@anh’a montré qu’'une bande unique
dans la piste numéro 2 avec une concentrationxteaste d’ADN dans les puits sans aucune
migration visible. Cette technique a été réaliséevige de mettre en relief un quelconque
polymorphisme. D’autres techniques semblent étus pldaptées Staphylococcus aureus
telles que I'électrophorese en champs pulsés$aisé Field Gel ElectrophoresiPFGE) qui
permet une séparation des fragments dont la tedlee de quelque kilobases a 10000

kilobases.
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Figure 26 : Digestion des extraits d’ADN de dix seches deStaphylococcus aureugar
'enzyme de restriction Kpnl

M : marqueur, 1:Sal, 2:Sa2, 3:Sa3, 4:Sad, Sa5, 6: Sa6, 7: Sa7, 8:Sa8, 9: Sa9, 101&a

L’amplification du génevanA chez les deux souches de références (témoinsfgosisubit
une optimisation qui s’est traduite par un changerdans la clarté des bandes. En effet,
I'augmentation du volume d’ADN a amplifier (5plpuplée a une élévation des
températures d’hybridation de 2 °C (54°c) et urr@sissement du nombre de cycles a 40 a

nettement amélioré le rendement de la PCR (figéd)e 2

1636 pb

1000 pb =

506 pb

Figure 27 : Résultat de I'optimisation de I'amplification des souches de références

M : marqueur 1Kb (Invitrogéne), 1 : E. faecalis(vanA), 2 : E. faecium(vanA), M1 : marqueur 100 pb
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Les résultats de I'amplification du gemanAchez dix souchesStaphylococcus aurewont
guatres provenant de l'unité de néonatologie etraat dans le cadre d’'une autre étude .
a revelé la presence du gevemnA chez les souches resistantes a la vancomycing kol
service de chirurgie en l'occurrence Sal,Sa2 etebé8bsence de ce gene chez trois souches
de S. aureusensible a la vancomycine. Ainsi la figure n 1Z8¢le la présence d’'une bande
équivalente a I'amplification du gemanAdans la piste 4,5 et 9 . Ces bandes sont léealis
aux méme niveau que celles retrouvées cheznasing positifs dans la piste 11 et 13 et se

caracterisent par une taille equivalente a 732 pb.

14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 M
- -

- - -c'-.;';b.-so'a& .

L3

"

L €— 1636 pb

Figure 28 : Révélation du geneanA par I'amplification chez les souches de
Staphylococcus aureus

M : marqueur, 1 : Sa4, 2 : Sa5, 3: Sab6, 43al, 5 :Sa2; 9 :Sa3;

6:Na4;7:Nal;8:Na2;10: Na3
11: Enterococcugaecium (témoin positif : présence du geneanA)
12:Enterococcus faecaliéTCC 29212 (témoin négatif : absence du gemanA)
13 Enterococcudaecalis (témoin positif : présence du geneanA)
14 Enterococcushirae ATCC 10541 (témoin négatif : absence du génanA)
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Le mécanisme qui confére une résistance de hagamiaux glycopeptides, résulte de
I'acquisition d’un géne exogenanA[102, 239]. Ce gene est le plus fréequemment m@n€o
chez les entérocoques et, a ce jour, il reste l¢ sietecté cheftaphylococcus aureus
L’acquisition de la résistance a la vancomycine zcHes souches VRSA implique
généralement le transfert horizontal erfireerococcus faecaliset Staphylococcus aureus
(figure 30) d’'un plasmide conjugatif contenantremsposon Th546[240]. Le Staphylocoque
doré detruit a son tour le plasmide étranger néégre le gene de résistance dans son propre
plasmide.Ce transfert a été signalé pour la premiere foigitio en 1992, il a montré que

vanApourrait étre transféré et exprimé d&taphylococcus aure(i®4l, 242].

L’opéron vanAest présent sur le transposorl®#6 cet élément génétigue mobile qui
appartient a la famille Tn 3, est composé de mgries vanR et van$ranH, vanA etvanX

ORF1letORF2,vany, Vanz[243]. La présence duanA a été détectée par amplification PCR
et southern blot, Chez les deux souches du Michgjade Pennsylvanie montrant une
différence de localisation au niveau du plasnpideeur, 58kb et 127kb respectivement [243].
La résistance a lgancomycine est due a la présence de I'op&enA codant des enzymes dans
lequel le C-terminal D-Ala- est remplacé par Diée [244].Ce changement de la cible provoque

une substitution qui diminue considérablementifigf a la vancomycine (figure 29) [245].

Vancomycin-susceptible staphylococci
Vancomycin
Inhibition of
a0 " cell-wall synthesis
lo A0 Aia ) — l ] D-Ala-D-Ala | e
) \o/ - F
Tripeptide containing intermediates -
in cell-wall synthesis
Vancomycin-resistant staphylococci
Vancomycin
D-Ala-D-1 ~ ™
I I - y /7 N Call-wall
*} > | synthesis
r \ \
l ] D-Ala . /
— - . -

Figure 29. Mécanisme de résistance des souches \WRE&efort, 2008) [245]

Les premiers cas de résistance a la vancomycineétérdécrits en 2002 chez des patients

ayant une forte comorbidité (diabete, insuffisarézele chronique en particulier),
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ces patients ont subi une coinfection causéegsmentérocoques resistants a la vancomycine
et des Staphylocoques résistants a la méticill@@8], Ce travail a pu démontrer que la
résistance du SARM aux glycopeptides avait été iaegpar transfert du gén€anA
d’Enterococcus résistant a la vancomycine(ERV) WerSARM [246]. L'opéron vanA est
situé dans des éléments transposables étroiten@ntal Tri546 qui sont généralement
véhiculés par des plasmides autotransférables.pssides ne sont pas spécifigues aux
entérocoques, et peuvent donc étre transférés mrgeegamme de bactéries a Gram positive
[241]. L’émergence du phénomene de résistance est edatimmédirecte avec l'utilisation
excessive et irrationnelle des antibiotiques [24Ebrsque les glycopeptides sont utilisés
pour la thérapie, en particulier par voie oralse,ekercent une pression sélective sur la flore
normale qui peut devenir un réservoir de genes ésistance aux glycopeptides
potentiellement transférables aux bactéries patiexgygd248]. Cette résistance est en
constante propagation, son évolution laisse présdgenergence de souches de
Staphylococcus aureugsistantes a toutes les molécules d’antibiotiqdisponibles dans
I'arsenal thérapeutiqui249]. La vie sur terre est régie par une regle univexséllsavoir la
survie du plus fort, ainsi la pression constandeégée par les antibiotiques sélectionne
progressivement des bactéries et aboutit  subitema l'apparition d'une résistance

importante assurant ainsi une évolution par dets gpuantiques [249].

La taille du fragment d’amplification du geéneanA est de l'ordre 732 pb[250].
L’amplification des extraits des trois souch@&sistantes a la vancomycine a confirmé la
présence du genaanA, ce qui pourrait confirmer I'hypothése d’acquisitidu ce géne par
phénomene de conjugaison lors d'un contact avec ef@grocoques reésistants a la

vancomycine.

L’interaction de la vancomycine avec les entéroesqa tellement évoluée, qu’actuellement
certaines souches ont développé une dépendanca-vissde cette molécule. Une souche
d’Enterococcus faeciugépendante de la vancomycine pour sa croissangéeisoée a partir
des selles d’'une patiente ayant subi une trangtianthépatique et porteuse d’entérocoque
résistant a la vancomycine avant la greffe, paigée par vancomycine pour une infection a
Staphylococcus aureusésistant a la meéticilling[251]. Cette souche d’entérocoques
vancomycine dépendante (EDV) provient d'une soudienterococcusrésistant a la

vancomycine (ERV) et nécessite pour sa croissanpeskence de la vancomyc[@él].
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Chez neuf souches SARM et résistante a la vancomysyant acquis par conjugaison un
plasmide provenant d’Entérocoques, cing souchésntggré par recombinaison I'élément
Tn1546 dans leur propre plasmid@40]. Certains plasmides entérococciques peuvent se
répliquer de fagon efficace chez le staphylocogaesont maintenus de maniére stable chez
le nouvel héte (figure 30). D'autres nauront pakecpossibilité et seront perdus au cours de
la division cellulaire ce qui entrainera leur gwlisation dans la descendance. Toutefois, dans
une deuxiéme étape, I'élémentIH46 pourrait étre transposé du plasmide entrant vers u
réplicon staphylococcique (plasmide ou chromosorhe) plasmide acquis se comporte
comme vecteur suicidaire permettant la livraison tdansposon qui sera sauvé par
recombinaison [241].

Etape 2 Perte du
Etape 1

Conjugaison m

Tnl546

ERG donneur - O O -

Transposition plasmide

entérococcique

VWWW

Tnl546  Tnl546

Enterococcus

S. aureus
SARV transconjugant

Maintient du plasmide
entérococcique
S. aureus

SARM récepteur

WWW

Tnl546

oJ®

Figure 30 : Représentation schématique du transfedu transposon TriL546provenant
d’'une souche d’Enterococcus spp. Ver$taphylococcus aureus
Périchon et Courvalin, 2009 [252]
Les Zigzag rouge et bleu représentent respectinefddN chromosomique d’Enterococcus &t aureus.
Cercle Bleu : plasmide entérococcique avec untetfagéguence de transfert. Cercle rouge : plasmide

staphylococcique. ERG : Enterococcus résistangiicopeptides SARV Staphylococcus aureudsistant a la
vancomycine. SARM Staphylococcus aureudsistant a la méticilline.

113



Résultats et Discussion

Bien que le geneanAait été retrouvé chez nos trois souches résedamia vancomycine
Une de ces souches a exprimé un niveau de résstaodéré (16pg/ml.). De telles isolats ont
déja été signalés dans la littérature, ils somimés ‘LLR VRSA' pourdow-level-resistant

VRSA e sont des souches possédant le ganA.

L'analyse par PCR et la cartographie de séquendad®DN des groupes de genesnA
chez deux souches LLR VRSA (VRSA-2 et VRSA-3) aiqué que tous les génes de
structure impliqués dans la résistance sont presgndans le méme ordre que dand5AG
Cependant, deux séquences d'insertioh218Vet IS125], sont insérées a la place de 'ORF1
et dans la région intergéniquanSH, respectivement, en laissant intact le generdetsre

pour les enzymes de résistance (Figurg(343, 251].

Les deux souches LLR-VRSA avaient une copie d'égeence d’insertion qui a perturbé le
gene de la transposase del346 En I'absence de cette protéine, I'élément gametig peut
pas étre transposé. L'étude par technique de tépbigmontré que (50%) des souches LLR-
VRSA apres une nuit de culture en I'absence desipresélective perdent leur résistance a la
vancomycine, alors que dans les mémes conditianéslstance était parfaitement stable chez
les isolats HLR-VRSA. La Perte de résistance pa $ouches LLR-VRSA résulte
probablement d'une réplication inefficace du plaeni entérococcique déterminant
la résistance dans le nouvel hote [240, Z6Rjure 31).

Le mécanisme de résistance par le geasA est de type inductible. En absence de
glycopeptides dans le milieu, la voie de résistamest pas exprimée, alors qu’en présence
d'un inducteur (vancomycine ou teicoplanine), |écamisme de résistance est active. Le
délai avant I'expression phénotypique de résistarmeespond au temps nécessaire a la
synthése de précurseurs du peptidoglycane se tammpar D-lac et I'élimination de la
sensibilité par I'action deanX et devanY.Cette induction est fortement retardée (8 h) chez
les souches LLR-VRSA par rapport aux HLR-VRSA (eoni3 h) [240, 252].
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A
-4 OrFt HOREY| vark N vans Y vantl Y vand Y vank Y vany >
R, R
: — Unknown
Transposase ~ Resolvase ~ Response  Histidine ~ Dehydrogenase  Ligase  D,D-dipeptidase D,D-carboxy- (Resisance o
regulator  protein kinase e Teicoplanin)
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--------- I1S1216V )| ORF2)—~| vanR vanA vanX vanY "'
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Figure 31 : Représentation schématique permettanalcomparaison entre les éléments
Tnl1546chez les IRL-VRSA et les HLR-VRSA (Périchon et Cowalin 2009) [252]

(A) Représentation schématique delB46 IRL et IRR : séquence inversée gauche et dnatpectivement.
Les Fléches vides représentent des séquenceses@amdiquent la direction de la transcriptiéiieches
marron : genes nécessaires a la transpositiorhédaouges : des génes de régulation. Fléchessbides

génes nécessaires a la résistance. Fleche véme agcessoire. Fleche rose : géne de fonctionmueo

Fleches grises, des séquences d'insertion.

(B) Organisation de I'élément Th46dans les souches VRSA-2 et VRSA-3
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Conclusion

Notre étude a montré une prévalence importantsARM (52%) au niveau du service de
chirurgie du CHU de Tlemcen (Algérie). Ces souches sont souvent associées a des
complications assez graves, se caractérisentrgadensité d’incidence de 0,5 pour 1000
journées d’hospitalisation. Exprimant une multisésmnce qui touche plusieurs molécules
allant desB-lactamines, des aminosides et atteignant mémarlaomycine. Ces résistances
sont souvent de haut niveau au vue des CMI enrégsst Ainsi, trois souches se sont
distinguées par leur résistance en tolérant 6 pdémiancomycine sur BHIA dans le test de
criblage. Ces souches qui pourraient étre les gresiisolées en Algérie se caractérisent par
différentes CMI (16 pg/ml, 64 pg/ml et 128 pg/nil)analyse des extraits d’ADN de ces
souches par amplification révéle la présence de ganA qui pourrait étre le déterminant

génétique de cette résistance a la vancomycine.

Cette situation semble étre le reflet d’'une utilmairrationnelle d’antibiotiques et I'absence
d’'une politigue nationale bien définie. L’étude adniologique a révélé un polymorphisme
de souches, ce qui pourrait annuler 'hypothesaal’'épidémie ayant pour origine la méme
souche clonale, et a identifié un certain nombréadteur de risques dont la durée de séjour,
'age ou encore le portage nasal. A l'origine dediiusion de ces souches, le transfert
horizontale via le personnel soignant ou a tradéférents supports contaminés. Ces souches
ont complété leur patrimoine génétique soit patathens ou par acquisition de nouvelles
structures (plasmides) ; ce qui leur a permis allawler les mécanismes de résistance.
L'utilisation d’association d'antibiotiques tellgue la vancomycine combinée a la
gentamicine pourrait étre un réflex bénéfique mles souches de sensibilité diminuée a la
vancomycine. Les infections causées par les GRSgontpas une fatalité, car elles sont en
partie évitables par des mesures de préventiomagt@ant d’inhiber la dissémination des

SARM, d’explorer et de surveiller I'évolution dettee résistance.

Le relevé de ces infections et I'analyse des domégaémiologiques devraient étre a la base
de toute action de lutte et de prévention en assun@e meilleure efficacité. Cette efficacité
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est largement tributaire de la sensibilisation 'dasemble des acteurs en milieu hospitalier

aux risques et aux conséquences de l'infectionawsiale.
La prévention de ces infections passe impératintipar le respect de certaines mesures :

-Une Prise de conscience de l'autorité sanitainsiajue le personnel soignant du risque

généré par ces résistances.

-Une utilisation rationnelle des antibiotiques lmasgur une lecture interprétative de
I'antibiogramme dans des conditions critiques,Heix thérapeutique devrait étre fondée sur

des données de sensibilité spécifique a chaqueserv

-L’instauration d’une politique stratégique et efite pour I'amélioration des conditions
d’hygiene, il s’agit de I'implications de tous lesteurs de la santé : décideurs, médecins,
microbiologistes, personnels soignants, hygiénispemur assurer une formation et une
sensibilisation. Ce sont autant d’éléments qui edivinciter les épidémiologistes et les
gestionnaires a accorder une place de choix dams |gréoccupations a la lutte et a la
prévention des infections nosocomiales et a ce@meemble et en concertation a la mise en

place de programmes de prévention et a leur évatupériodique.

-Promouvoir la recherche en matieére de caracté@isale la résistance. Concernant les
SARM, créer une base d’enregistrement de donndigsegnettra de suivre la circulation des

différents clones.

-Des précautions rigoureuses doivent étre entepren vue de réduire les risques de
transmission de ces microorganismes, elles do®eatappliqguées a I'ensemble des patients.
Quel que soit le statut infectieux, et lors de tosgue de contact avec n'importe quel produit
biologique, mais également lors de contact avecpaael |€sée, des muqueuses du patient ou
toutes surfaces inanimées. Il est également impéeaprocéder a un isolement systématique

des patients a risque dés I'entrée dans un service.

-Le lavage des mains demeure la premiere ligneéflende. Ce geste doit étre aussi efficace
gue redondant moyennant des solutions hydro-alpoedi avant et apres chaque soin sur un

méme patient. Ce qui pourrait limiter les infeaBmosocomiales.

En perspectives de ce travail, il serait intérelsdarpouvoir approfondir I'aspect génétique de

cette résistance tout en explorant les mécanisnmsrvénant dans la régulation.
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Annexe |

Valeurs des diameétres des zones d’inhibition poustaphylococcus spp
(CLSI 2008)

Diameétres critiques

Concentrations
critiqgues (ng/ml)

Antibiotiques testés |  Sigle Charge de (mm)
disque (ng)
S I R S R
Peénicilline P 10U > 29 - | <28 | <0.12
Céfoxitine FOX 30 >22 - <21 <2 >4
Oxacilline
OX 1 >13 | 11-12| <10 <2 >4
Carbapénemes
L IPM 10 >16 | 14-15| <13 <4 >16
Imipeneme
Aminosides
Gentamycine | g 10 >15 | 13-14| <12| <4 |>8
Kanamycine K 30 >18 | 14-17| <13 | <6 |>25
Tobramycine | 1o 10 >15 | 13-14| <12 | <4 |>8
Macrolides
Erythromycine E 15 >23 | 14-22| <13(<0,5 >8
Lincosamides
Clindamycine CM 2 >21 - <14 | <0,5 >4
Glycopeptides
Vancomycine VA 30 215 ) ) <2 )
Fluoroquinolones
Oflaxacine OFEX 5 >18 | 15-17| <14 <1 >4
Ansamycine
Rifampicine RA 5 >20 | 17-19| <16 <1 >4




Annexe |l

Tableau de lecture de la galerie miniaturisée Apitaph

Tests Substrat Caractere recherché Résultats
Négatif Positif
0 Aucun Témoin négatif Rouge -
GLU D-glucose Témoin positif
FRU D-fructose Acidification a partir du
MNE D-mannose carbohydrate Jaune
MAL Maltose
LAC Lactose
TRE D-tréhalose
MAN D-mannitol
XLT Xylitol
MEL D-melibiose
NIT Nitrate de potassium Réduction des nitrates en NIT 1+ NIT 2/10 mn
nitrites Incolore/rose Rouge
PAL p-naphtyl Phosphatase alcaline ZYM A +ZYM B /10 mn
ac.phosphate Jaune Violet
VP Pyruvate de sodium Production d’acétyl VP 1+VP2/10 mn
méthyl-carbonyl Incolore/ Violet/rose
rose
RAF Raffinose Acidification a partir du Rouge Jaune
XYL Xylose carbohydrate
SAC Saccharose
MDG a-méthyl-D-
glucosamine
NAG N-acétyl-glucosamine
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Orangel/rouge
URE Urée Uréase Jaune Rougel/violet




Annexe Il : Photos personnelles

Aspect de S. aureus sur milieu
Chapman

lllustration de la production de
la thermonucléase

lllustration de la production
d’'une coagulase

Aspect de la résistance a la
vancomvcine

Diminution significative du
diameétre d’inhibition de la

vancomvcine (11mm)

Aspect de la résistance
hétérogene a la vancomycine

Vancomycine
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Résumé

Les infections nosocomiales constituent un véritdéd probleme de santé publique
mondiale. Et méme si la lutte contre ces infecti@n est bien orchestrée dans les pays
développés elle demeure primitive chez les pays eroie de développement qui
enregistrent souvent une carence en matiere de dodes fiables et d’'une absence de

|égislation.

A l'origine de ces infections un certain nombre demicroorganismes se sont
individualisés, dontStaphylococcus aureugjui reste un trés bon indicateur de la qualité
des soins. L'objectif de ce travail était de caraériser phénotypiquement cette bactérie,
de connaitre [lincidence et la prévalence deStaphylococcus aureugésistant a la
méticilline dans le centre hospitalo-universitairede Tlemcen (Algérie).le recueil des
données a également concerné I'évaluation du niweale résistance aux antibiotiques
tout en mettant l'accent sur la mise en évidenceudphénomene de multirésistance qui
ne cesse de s'étendre pour atteindre aujourd’huiles molécules considérées comme

ultimes remparts.

Nos résultats mettent en avant une incidence almante de SARM dans le service de
chirurgie avec un taux atteignant 9% journée d’hosjtalisation. Ces souches qui ont
exprimé un niveau de résistance inacceptable au vaes CMI retrouveées, ont également
manifesté une multirésistance, caractérisée par Ifgarition d'une résistance a la
vancomycine. Ces souches qui pourraient étre les gmiéres isolées en Algérie se
caractérisent par différentes CMI (16pug/ml, 64 pg/ml et 128ug/ml. Ces résultats ont été
confirmés par technique d’amplification (PCR) qui arévélé la présence du genanA.
Devant le phénoméne de résistance, les associatiaiantibiotiques demeurent une
excellente alternative thérapeutique, en permettanta la fois la prévention de
'émergence des résistances et I'élargissement doestre d’action qui peut atteindre des

foyers polymicrobiens profonds.

Mots clés : antibiorésistance, Association d’antilmtiques, caractérisation, Infections

nosocomialesStaphylococcus aureyd/ancomycine.




Summary

Nosocomial infections constitute a major public hdéh problem worldwide. And even

if the fight against these infections is well orcrerated in developed countries remains
primitive in developing countries who often deficiat in terms of reliable data and a lack
of legislation.

The origin of these infections a number of microorgnisms are individualized, including
Staphylococcus aureus, which is a very good indiaatof quality of care. The aim of this
study was to characterize phenotypically the bactéa, to know the incidence and
prevalence of Staphylococcus aureus resistant to theillin in the university hospital of
Tlemcen (Algeria). Data collection has also assedshe level of antibiotic

resistance while focusing on the discovery of thenpnomenon of multidrug

resistance that continues to grow and now stands rezules considered as ultimate walls.
Our results highlight an alarming incidence of MRS in the surgical ward with a

rate of up to 9% day of hospitalization. These strims that have expressed an
unacceptable level of resistance to the MIC foundlso expressed multidrug

resistance, characterized by the development of rssance to vancomycin. These
strains which could be the first isolated in Algera, are characterized

by different MIC (16 u/ ml, 64 pg / ml and 128 p ml), these result had been confirmed
by polymerase chain reaction ,and showed the prasee ofvanA gene.

Before the phenomenon of resistance, antibiotic cdmnations remains an excellent
therapeutic alternative, allowing both the preventon of the emergence of resistance and

expanding the spectrum of action that can reach deepolymicrobial homes.

Keywords: antibiotic resistance, antibiotics Assatmdn, characterization, Nosocomial infections,
Staphylococcus aureus, Vancomycin
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