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Résumé

La dissémination des Staphylococcus aureus résistantes aux antibiotiques en milieu
hospitalier constitue un probléme majeur de santé publique. Entre février et avril 2024,
50 souches de S. aureus sont isolées au CHU de Tlemcen. Les taux de résistance aux
antibiotiques des souches étudiées, déterminés par la méthode de diffusion des disques
en milieu gélosé selon les normes du CA-SFM 2023, étaient les suivants : la pénicilline
G (100%), levofloxacine (100%) I’oxacilline (88%), la kanamycine (72%), la
tétracycline (70%), la céfoxitine (64%), la tobramycine (60%), 1’érythromycine (60%),
la norfloxacine (60%), la gentamycine (58 %) et la rifampicine (52%). Les taux de
résistance les plus faibles ont été notés avec le sulfaméthoxazole/triméthoprime (36%) et
le linézolide (22%). De plus, La détermination de la concentration minimale inhibitrice
de la vancomycine et teicoplanine révelent 4 souches résistantes a la teicoplanine dont
trois isolées des UMC et une de service de chirurgie. La résistance aux B-lactamines des
Staphylococcus aureus étudiées est associées a la modification de la cible (SARM :64%)

et a la production de pénicillinases (36%).

Mots clés : Staphylococcus aureus, résistance, antibiotiques, SARM, Tlemcen



Abstract

The spread of antibiotic-resistant Staphylococcus aureus in hospitals constitutes a major
public health problem. Between February and April 2024, 50 strains of S. aureus are
isolated at the Tlemcen University Hospital. The antibiotic resistance rates of the strains
studied, determined by the disk diffusion method in agar medium according to the CA-
SFM 2023 standards, were as follows: penicillin G (100%), levofloxacin (100%) oxacillin
(88%), kanamycin (72%), tetracycline (70%), cefoxitin (64%), tobramycin (60%),
erythromycin (60%), norfloxacin (60%), gentamycin (58%) and rifampin (52%). The
lowest resistance rates were noted with sulfamethoxazole/trimethoprim (36%) and
linezolid (22%). In addition, the determination of the minimum inhibitory concentration
of vancomycin and teicoplanin revealed 4 strains resistant to teicoplanin, three of which
were isolated from UMCs and one from the surgical department. Resistance to B-lactams
in the Staphylococcus aureus studied is associated with modification of the target (MRSA:

64%) and the production of penicillinases (36%).

Keywords : Staphylococcus aureus, resistance, antibiotics, MRSA, Tlemcen
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Introduction

Staphylococcus aureus, 1’espece la plus virulente du genre Staphylococcus, a
émergé comme 1’un des agents pathogénes humains les plus importants, et a ét€ au cours
des derniéres décennies, une des principales causes des infections hospitaliéres et
communautaires. Elle affecte la circulation sanguine, les voies respiratoires inférieures,
la peau et les tissus mous et entraine une mortalité et une morbidité importantes (Alioua,
2015 ; Gnanamani, 2017 ; Lowy, 2003). L’utilisation extensive des antibiotiques
couplée a un déséquilibre dans I’hygiéne hospitaliére, permet a ces infections une
évolution rapide traduisant ainsi plusieurs épidémies. Ce phénoméne décrit comme une

valse mondiale, ne semble pas épargner 1’ Algérie (Rebiahi, 2011).

A partir des années 1970, les souches de S. aureus-résistantes a la méticilline
(SARM) ont diffusé a travers I’Europe puis les Etats-Unis, provoquant des épidémies
d’infections hospitalieres (Lepelletie, 2005). La virulence de ces bactéries est
exacerbée par leur résistance acquise a la plupart des antibiotiques en particulier a la
famille des B-lactamines, et plus récemment aux glycopeptides considérés comme
antibiotiques de choix pour lutter contre les infections dues aux SARM (Winton, 2024).
Cette évolution de la résistance fait craindre 1‘émergence des souches résistantes a tous
les antibiotiques connus, limite les options thérapeutiques et constitue donc une menace
majeure pour la santé publique (Ji, 2016 ; Clotilde, 2015). En 2019 le journal
scientifique "The Lancet " annonce 100 000 déces dans 204 pays suite a des infections

nosocomiales par SARM (Christopher et al., 2022).

La résistance de S. aureus aux antibiotiques couplés a ’implication de cette
famille dans la plupart des infections, impose une évaluation réguliere de leur sensibilité
aux antibiotiques. Notre ¢tude qui rentre justement dans ce cadre, a pour objectif
d’évaluer la résistance aux antibiotiques de S. aureus au CHU de Tlemcen et de faire le

point sur :

» La fréquence des Staphylococcus aureus au niveau des services de réanimation, de

chirurgie et des Urgences Médicales et Chirurgicales.

» L’état actuel de la résistance de S. aureus aux antibiotiques au CHU de Tlemcen

Les phénotypes de résistance aux B-lactamines des souches étudiées.

Ce mémoire est divisé en trois parties. La premicre partie consiste en une synthése
bibliographique présentant 1’agent pathogene S. aureus et rappelant les caractéristiques

structurales et les mécanismes d’action des antibiotiques les plus utilisés dans le



Introduction

traitement des infections dues a ce germe. A la fin de cette patrie, sont présentés
¢galement les mécanismes de résistance de S. aureus aux antibiotiques. Ensuite, dans une
deuxiéme partie, sont présentés le matériel et les méthodes utilisés. Enfin, la troisiéme
partie est consacrée aux résultats obtenus, qui portent principalement sur I’état actuel de
la résistance aux antibiotiques de S. aureus au niveau de trois services de CHU de

Tlemcen.
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Chapitre 1 : Généralités sur Staphylococcus aureus
1.1. Historique

En 1880 Robert Koch en Allemagne et Louis Pasteur en France décrivent des grappes
de coques dans des pus d’origine humaine (pus de furoncles et d’ostéomyélites)
(Hennekinne, 2009), ils les ont appelés « vibrions pyogéniques » (Trouillet, 2011). Ensuite
en 1880, le chirurgien Alexander Ogston I’a isolé dans le pus d’un abcés chirurgical dans une
articulation du genou (Licitra, 2009), et il a proposé le nom « Staphylococcus » (staphylé :
grappe et kokkos : grain) car les bactéries se regroupent en amas irréguliers ressemblant a

une grappe de raisin (Hennekinne, 2009).

Enfin, Anton J. Rosenbach un chirurgien allemand, a identifi¢ et séparé avec succes
deux souches de staphylocoques qu'il a nommées en raison de l'aspect pigmenté de leurs
colonies. Staphylococcus aureus, du latin aurum pour l'or, et Staphylococcus albus

(maintenant appelé epidermidis), du latin albus (blanc) (Rosenbach, 1884).

1.2. Classification

La famille des Staphylococcaceae regroupe plusieurs genres de Cocci Gram positifs
de l'ordre des Bacillales, incluant le genre Staphylococcus (Tableaul) et autres quatre genres
moins connus, Gemella, Jeotgalicoccus ,Macrococcus et Salinicoccus. Le genre
Staphylococcus était classé a la fin des années 1990 au sein du groupe des Micrococcaceae
notamment avec les genres Micrococcus et Stomatoccocus (Le Loir et Gautier, 2010). En
2001, les chercheurs Garrity et Holt ont propos¢ de radier les S. aureus de la famille des
Micrococcaceae (genre Micrococcus et Stomatococcus) sur la base de leur analyse des
séquences de la sous-unité 16S de I’acide ribonucléique ribosomique (ARNr 16S) ainsi que
d’autres analyses génétiques (Dworkin, 2006). Il existe environ 53 especes et 28 sous-

especes dans le genre Staphylococcus (Touaitia, 2016).
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Tableau 1.Classification de Staphylococcus aureus (Meyer, 2021).

Régne : Bactéries,

Phylum : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceae

Genre : Staphylococcus

Espece : Staphylococcus aureus

1.3. Caractéres biologiques

1.3.1. Caractéres Morphologiques

Staphylocoques aureus est une cocci a Gram positif (Figure 1), d’environ 0,5 a 1 um
de diametre, immobiles, asporulée (Brun, 2000). Souvent capsulée notamment au cours de
son cycle infectieux (Ivain, 2017). Cette bactérie peut se trouvée en forme isolée, en

diplocoques ou le plus fréquemment en amas qui ressemble a une grappe de raisins (Figurel)

Figure 1 : A. Staphylococcus aureus sous microscope optique (x100) (Ragab et al., 2021) B. Observation par
microscope ¢lectronique a balayage et a transmission de Staphylococcus aureus (Grossissement x10000) (Boi,
2021).
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1.3.2. Caractéres culturaux

En ce qui concerne les conditions de culture, il convient de mentionner que cette
espece se développe dans des environnements mésophiles (des températures comprises entre
15 et 45°C avec un optimum a 37°C), neutrophiles (pH allant de 4.5 a 9.5) et halophiles (en
présence de concentrations élevées en sel) (Bronsard, 2019 ; Trouillet, 2011). Plusieurs
milieux sont utilisés pour I’isolement de S. aureus. Sur milieu Chapman, cette bactérie
apparait en couleur dorée, due a la production d'un pigment semblable aux caroténoides, la
Staphyloxanthine. Ce pigment est reconnu comme un ¢élément de virulence car il protége la
bactérie contre les agents oxydants produit par le systéme immunitaire de I'hote (Oriol, 2022)
(Figure3). Sur milieu Baird et Parker, les colonies de S. aureus présentent une coloration
noire due a la réduction du tellurite avec un halo clair autour (protéolyse) suivi d'une
opacification tardive du halo due a une production de lipase (Denis et al., 2007). S. aureus
peut tre aussi cultivée en milieu gélosé classique tel que CBA (Columbia Blood Agar), TSA
(Tryptic Soy Agar) (Figure 2) ou en bouillon ou la culture de S. aureus forme un trouble
uniforme abondant, parfois un dépdt et un voile en surface et aucune pigmentation (Morgene,
2018). La colonie typique sur une gélose au sang est pigmentée allant de créme/ gris/ gris-
blanc avec une teinte jaunatre allant du jaune a I'orange, lisse, enticre, légerement surélevée

et hémolytique (Baptiste, 2022) (Figure2).

Figure 2 : A. Aspect macroscopique de Staphylococcus aureus sur milieu chapman (https://droguet-
sebastien.emonsite.com/). / B. Aspect macroscopique de Staphylococcus aureus (fléches blanches) sur
gélose Baird-Parker (Juwita et al., 2022) / C. Aspect macroscopique de Staphylococcus aureus sur
milieux TSA (Kaser, 2017) / D. Aspect macroscopique de staphylococcus aureus sur gélose au sang
(Meyer,2021)
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1.3.3. Caracteres biochimiques

Les bactéries de I'espéce S. aureus sont chimio-organotrophes, aérobies ou anaérobies
facultatifs, et possédent des caractéristiques communes au genre Staphylococcus, telles que
la catalase positive une caractéristique qui les distingue aisément des Streptocoques, qui sont
des catalases négatives. Elles se distinguent par un équipement enzymatique propre a cette
espece, facilitant leur identification, en particulier la production de la coagulase, de la
thermonucléase et de la protéine A, et la dégradation de mannitol sur gélose Chapman.
(Beaudry, 2011 ; Trouillet, 2011). II faut noter que cette bactérie est hémolytique dans la
gélose au sang a cause de la production de 4 types d'hémolysines (alpha, béta, gamma et
delta) (Dinges et al., 2000) (Tableau 2), les souches de S. aureus sont souvent productrices

d'une hémolysine de type p (Figure 3) (Ploy, 2016).

Figure 3 : La B-hémolyse causée par Staphylococcus aureus
(Lainhart et al., 2018).

Tableau 2 : Caractéres biochimiques de Staphylococcus aureus (Le Loir et Gantier, 2009).

| Enzymes Métabolisme des sucres
Positif Négatif Positif Négatif

Arginine dihydrolase Ornithine D-Mannitol D-Cellobiose
Catalase décarboxylase D-Mannose D-Xylose
Coagulase Oxydase D-Tréhalose L-Arabinose
Hémolyse Pyrrolidonyl D-Turanose Raffinose
Phosphatase alcaline arylamidase Maltose
Thermonucléase B-galactosidase Saccharose
B-Glucosidase B-Glucuronisase
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1.3.4. Caracteéres génétiques

La variété d'environnements que peut coloniser S. aureus découle de sa remarquable
adaptabilité, qui est étroitement liée a une grande plasticité génomique (Costa et al., 2020).
Le génome de S. aureus se compose généralement d'un seul chromosome d'environ 2,9
millions de paires de bases et comprend environ 2700 génes en moyenne (Park et al., 2019).

La premiere description du génome de S. aureus a été décrit en 2001 (Kuroda et al., 2001).

1.4. Habitat

Staphylococcus aureus est une espece ubiquitaire qui s'adapte a différents
environnements. Son réservoir se situe au niveau de la flore commensale des animaux a sang
chaud. En fait, cette espéce se trouve dans les muqueuses, les surfaces cutanées et les glandes
de tous les mammiféres et oiseaux (Laurence, 2023). Chez I’Homme, cette bactérie est
capable de coloniser la peau et les muqueuses dans de nombreux sites tels que le pharynx, le
périnée, le tractus gastro-intestinal, le vagin et les aisselles (Wertheim et al, 2005).
Cependant, La niche primaire de S. aureus chez I’homme est les narines antérieures (Brown

etal, 2014).

1.5. Facteurs de virulences

La pathogénie de S. aureus et I’aspect multifactoriel des infections sont liés a la
synthése de nombreux facteurs de virulence (200 a 300) (Figure 4). Ces facteurs sont
impliqués dans les différentes étapes nécessaires a I’infection par cette espece : 1’adhésion,
I’échappement aux défenses de 1I’hote, la pénétration et la diffusion dans les tissus. Les
facteurs de virulence les plus impliqués dans le pouvoir pathogéne de S. aureus sont : les
composants de la paroi, les protéines de surface et les protéines sécrétées, notamment les

exotoxines et les enzymes extracellulaires (Virginie, 2019).
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Figure 4 : Facteurs de virulence de Staphylococcus aureus (Choi et al.,
2014).

1.5.1 Les composants de la paroi
¢ Peptidoglycane

Le peptidoglycane est constitué d’une alternance de sous-unités polysaccharidiques de
N-acétylgulcosamine et d’acide N-acétylmuramique. Les chaines de peptidoglycanes sont
liées entre elles par des chaines tétrapeptidiques et un pont pentaglycine spécifique de S.
aureus. Le peptidoglycane peut avoir une activité de type endotoxine et stimuler la production
de médiateurs pro-inflammatoires par les macrophages (Josse, 2016), ainsi que I’agrégation

des plaquettes (Lowy, 1998).
*  Les acides téichoiques (TA)

L’acide téichoique de S. aureus est constitué de 40 a 50 unités répétitives de ribitol-
phosphate substitué par a- ou B-ON-acétyle-D-glucosamine (GlcNAc) et D-alanine. Ce
polymeére confére a S. aureus la capacite d’adhérer de manicre spécifique aux membranes des
muqueuses comme la muqueuse nasale. De plus, 1’acide téichoique est responsable de la
résistance aux lysosomes et aux peptides antimicrobiens, ainsi que de I'évasion de la réponse

immunitaire de I'hote (Biljana et al., 2015).
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1.5.2 Les protéines de surfaces

*  Capsule

Il est important de noter que la plupart des isolats cliniques de S. aureus expriment une
capsule (Figure 5) souvent polysaccharidique qui entraine la formation d’un biofilm engluant
les bactéries et leurs permettent d’adhérer au surface extérieurs (Morate, 2005) ce qui les
protége contre l'action des cellules immunitaires telles que les polynucléaires neutrophiles

(Thakker et al., 1998).

Figure 5 : Image au microscope électroniques a transmission de Staphylococcus aureus
(grossissement x100000) (A) : souche avec capsule ; (B) : souche sans capsule
(O'Riordan et Lee, 2004).

. Les adhésines

L’adhésion est une étape importante pour S. aureus dans la formation de biofilms et dans
lI'induction d'infections. Chez S. aureus, on identifie deux catégories de protéines impliquées
dans l'adhésion : les MSCRAMMSs (Microbial Surface Component Recognizing Adhesive
Matrix Molecules), qui sont attachées d'une maniere covalente au peptidoglycane (Patti et
Hook, 1994), D'autres protéines, appelées SERAMs (Secretable Expanded Repertoire

Adhesive Molecules), sont sécrétées dans le milieu extracellulaire (Chavakis et al., 2005).
* La Protéine A (Spa pour staphylococcal protein A)

La protéine A, codée par le géne spa et liée au peptidoglycane, a la capacité de se fixer
au fragment Fc de la plupart des sous-classes d'immunoglobulines de type IgG. Cette fixation

cause une interférence avec la phagocytose et avec 1’opsonisation, rendant moins efficace

I’action du systéme immunitaire (Pascale, 2013).

11
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1.5.3 Les protéines sécrétées
1.5.1.3.1 Enzymes

La plupart des enzymes produites par S. aureus sont des protéases qui soit dégradent les

molécules de I'hote, soit interfeérent avec les voies métaboliques.

e Staphylokinase (Fibrinolysine)

La staphylokinase encore appelée fibrinolysine, protéine de 136 acides aminés capable
de métaboliser le plasminogeéne en plasmine active. C’est une enzyme protéolytique a large
spectre, responsable de la fragmentation des caillots et posséde la capacité de se lier aux a-
défensines, peptides bactéricides sécrétés par les polynucléaires neutrophiles, en provoquant

leurs inhibitions et donc une résistance a la réponse innée de 1’hdte (Dubas, 2008).

*  Hyaluronidase

Cette enzyme extracellulaire thermolabile décompose 1’acide hyaluronique, une
substance cl¢ de la matrice du tissu conjonctif, facilitant ainsi la diffusion des S. aureus dans

les tissus. Sa production se limite a la phase de croissance exponentielle (Rebiahi, 2011).
. Coagulase

Permet de différencier les souches potentiellement pathogenes, et confere aux S.
aureus une résistance aux anticorps et a la phagocytose lorsqu'ils sont localisés dans un caillot

et favorisant ainsi la formation d'abcés (Robert, 2013).

De plus, S. aureus produit des lipases qui détruisent les acides et causent des
dommages au niveau de la membrane bactérienne (Tally, 1999) et une DNase thermostable
nomm¢ aussi thermonucléase qui est une enzyme produite par toutes les souches de S. aureus
capable de couper les acides désoxyribonucléiques (ADN) en nucléotides ou polynucléotides

en hydrolysant les liaisons phosphodiesters (Robert, 2013).

L'effet cumulatif de ces protéines sécrétées semble jouer un role crucial dans la toxicité

de la bactérie (Ivain, 2017).
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1.5.1.3.2 Toxines

Les toxines de S. aureus peuvent étre regroupées en trois principales catégories

(Tableau 3) : les toxines porogenes (PFT), les toxines exfoliatives (ET) et les superantigénes

(SAgs). Ces toxines ont la capacité¢ d'endommager les membranes cellulaires de 1'hote en

dégradant les connexions intercellulaires ou en modulant les réponses immunitaires (Oliveira

et al., 2018).

Tableau 3. Toxines impliquées dans la virulence de Staphylococcus aureus

(Clotilde, 2015).
Familles Principales toxines Mécanismes d'action
-Choc toxique staphylococcique par
. . activation du systéme immunitaire et
-Toxines du choc toxique
. libération de cytokines de l'inflammation
Toxines staphylococcique
superantigéniques , . \ X -Réaction auto-immune (maladie de
-Entérotoxiness Aa E, G,1aU

Kawasaki, dermatite atopique, psoriasis,

arthrites rhumatismales)

-Intoxication alimentaire

Toxines formant

des pores

-Hémolysines

-Leucocidine de Panton-

Valentine

-Destruction des cellules de défense de
'h6te par -formation de pores au niveau

des membranes cellulaires

Toxines a activité

protéolytique

-Exfoliatines

-Syndrome d'exfoliation généralisé (ou
syndrome staphylococcique de la peau

ébouillantée)

-Impétigo bulleux staphylococcique

13
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1.6. Transmission et pouvoir pathogéne de S. aureus

1.6.1 Transmission

Staphylococcus aureus se propage par intermittence du site porteur vers les zones
humides telles que les aisselles. Il peut également se propager du nasopharynx a la peau via
des aérosols. Sa capacité a lutter contre la sécheresse explique pourquoi cette bactérie peut
étre retrouvée dans les vétements et les squames. Il existe dans la poussicre de
I'environnement et peut étre transmis non seulement par contact directe manuportée, mais

aussi indirectement par les objets et la poussic¢re (Pascale, 2013).

Dans la plupart des cas, cette propagation est totalement bénigne, de sorte qu'un grand
nombre de porteurs sains. Mais en milieu hospitalier, la transmission de S. aureus peut
provoquer des infections trés graves en raison de sa capacité a coloniser de nombreux tissus

et organes de 1'h6te (Ivain, 2017).
1.6.2. Infections causées par S. aureus

Staphylococcus aureus est a la fois une bactérie commensale et un pathogenes
humains (Tong et al., 2015) qui peut entrainer un large spectre d’infections, de différents
types (nosocomiales et communautaires) (Mariane, 2022). Cependant, une fois qu’il
contamine une bréche dans la peau ou les muqueuses, il peut infecter n’importe quel tissu du
corps, provoquant des maladies (Lindsay, 2004) allant d'infections cutanées superficielles
relativement bénignes a celles qui peuvent étre mortelles telles que la septicémie,
'endocardite (Anderson et al., 2012) la fasciite nécrosante, 1'ostéomyélite et la pneumonie
(Rozemeijer et al., 2015). En plus de ces infections, S. aureus peut provoquer des maladies
a médiation toxinique, telles que le syndrome du choc toxique, L’intoxication alimentaire et

le syndrome de la peau échaudée (Lindsay, 2004) (Figure 6).

En milieu hospitalier, S. aureus est le plus souvent isolée des dispositifs médicaux et
des plaies chirurgicales (Foster, 1996) notamment chez les patients immunodéprimeés
souffrant de pathologies graves, comme le cancer, le SIDA ou certaines maladies génétiques

(Cédric, 2012).
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Furoncles

Pneumonie

VYomissement

Abceés
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Ostéomyélite

Sinusite
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Endocardite

___—Arthrite septique

Diarrhée

Syndrome du choc toxique

Infections urinaires

Figure 6 : Différentes pathologies causées par Staphylococcus
aureus chez I’homme, Figure adaptée de (Wertheim et al., 2005).

15



Synthése bibliographique Chapitre 2 : Les antibiotiques

Chapitre 2 : Les antibiotiques
2.1. Définition

Le mot antibiotique vient du grec (anti : contre, biotikos : la vie) (Muylaert et Maini,
2013). Les antibiotiques signifient des petites molécules produites naturellement par des
microorganismes vivants ou produites par hémisynthése ou par synthése (Cazaubon, 2018).
Ils peuvent tuer (effet bactéricide) ou inhiber la croissance (effet bactériostatique) des
microorganismes sans avoir un effet contre les cellules eucaryotes (Bounoua, 2018 ;

Guinoiseau, 2010).

2.2 Mode d’action

Il existe divers types d’antibiotiques capables d’agir sur les bactéries selon différents

mécanismes :

* Antibiotiques qui inhibent la synthese de la paroi bactérienne.
* Antibiotiques qui altérent la perméabilité¢ de la membrane plasmique.
* Antibiotiques qui inhibent la synthése protéique.

* Antibiotiques actifs sur le métabolisme des acides nucléiques et de leurs précurseurs

(Meziani, 2012) (Figure?7).

Inhibition de la
synthése de la paroi:
B-lactamines
Glycopeptides

Inhibition de la

Inhibition de la tm.r;sm[?.l.nn‘
réplication Rifampicine
Fluoroquinolones
Action sur la membrane
plasmique Inhibition de la
Daptomycine traduction:
Aminosides
Macrolides

Inhibition de la

Tétracyclines

S_\'lllhn"\(";:"s F.u!a!f-\': Oxazolidinone
Trimé opnme Phénicolés
Sulfamides

Figure 7 : Principaux mécanismes d’action des antibiotiques (Raynaud, 2017).

16



Synthése bibliographique Chapitre 2 : Les antibiotiques

2.2. Antibiotiques actifs contre Staphylococcus aureus

Parmi ces antibiotiques plusieurs présentent une activité anti-staphylococciques (Tableau 4).

Tableau 4. Antibiotiques actifs contre Staphylococcus aureus (Domart, 2002).

Anti staphylococciques majeurs Anti staphylococciques mineurs

B-lactamines anti-staphylococciques Aminosides (gentamicine), Rifampicine,

-Oxacilline, Cloxacilline, Céfazoline, Quinolones, Acide fluidique

Glycopeptides Fosfomycine, Macrolides, lincosamides

. . ) Streptogramines
-Vancomycine ,Teicoplanine

2.2.1 B-lactamine

Les B-lactamines constituent la famille d'antibiotiques la plus importante, tant par le
nombre et la diversité des molécules utilisables que par leurs indications en thérapeutique et
en prophylaxie des infections bactériennes (Cavallo et al., 2004). Elles partagent une
structure commune qui comprend de fagon constante un cycle Blactame et, pour la plupart
d’entre elles, un deuxiéme cycle et d'apres les cycles et les chaines latérales associées, on

distingue (Chaabane et al., 2009) (Figure 8) :

*Les pénicillines également appelées les pénames : sont des molécules qui ont un cycle
thiazolidine accolé au noyau B-lactame. Elles différent par la nature de leur chaine latérale

(Nauciel, 2000).

* Les céphalosporines : composées d’un noyau [-lactame associé a un noyau

dihydrothiazine (Yala et al., 2001).

* Les carbapénémes : se distinguent des pénicillines (pénames) par la présence d’un atome
de carbone plutot qu'un soufre en position 1 et une liaison insaturée en C2-C3, qui est

¢galement présenté sur les céphalosporines (Wolff et al., 2009).

* Les monobactames : le noyau est restreint au cycle B-lactame. Actuellement, Seul

I’aztréonam est utilis¢ en clinique humaine (Chaabane et al., 2009).

* Les inhibiteurs p-lactamases : Ces substances ayant une structure de pénicilline mais
dépourvues d’activité antibiotique significative, ont la capacité de se lier a certaines [-

lactamases et de les inhiber de maniére irréversible (Perronne, 1999).
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*» Mécanisme d’action

Les p-lactamines présentent une analogie structurelle avec un constituant du
peptidoglycane en formation, le dipeptides D-ala-D-ala, qui est le substrat naturel des
enzymes qui catalysent la synthése de peptidoglycane appelés les protéines liant les
pénicillines (PLP) (exemple : les transpeptidases). Lorsque les B-lactamines se fixent aux
PLP, elles agissent en ‘’substrat suicide’ et entravent le fonctionnement de ces enzymes,
inhibant ainsi la formation du peptidoglycane et provoquant la lyse bactérienne (Gaudy et

Bixeraud, 2005).
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Figure 8 : Classification des -lactamines (Cavallo et al., 2004).

2.2.2 Les glycopeptides

La famille des glycopeptides représente une classe relativement restreinte d'antibiotiques.
Deux antibiotiques d'usage exclusivement hospitalier sont actuellement disponibles : la
vancomycine et la teicoplanine qui sont fréquemment prescrits pour traiter les infections
séveres (Matthieu er al., 1998) a bactéries Gram positif multi résistantes comme
Staphylococcus aureus, Enterococcus spp, et Clostridium difficile. 1ls sont considérés comme
le traitement de dernier recours contre des Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline

(SARM) (Binda et al., 2014).
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* Mode d’action

Les glycopeptides (teicoplanine, et vancomycine), son utilisés en alternative aux béta-
lactamines dans le traitement des infections a Staphylocoques dorés résistant a la méticilline

(Tankovic et al., 1997).

Ces antibiotiques agissant en inhibant la synthése du peptidoglycane (PG) en se fixant au
dipeptide terminal DAla-D-Ala des précurseurs du PG. Cette liaison séquestre le substrat des
transpeptidases et des transglycosylases empéchant 1’élongation et la polymérisation du PG.
Le PG est donc plus fin et la membrane est endommagée, rendant la cellule sensible a la lyse,

ce qui contribue a I’effet bactéricide (Boutal, 2017).
2.3.3 Les macrolides, les lincosamides et les streptogramines (MLS)

2.2.3. Les macrolides

Les macrolides sont des antibiotiques d une grande importance clinique et sont souvent
utilisés en thérapie. Le composant ¢élémentaire des molécules de macrolides est le cycle
lactone constitué de 12, 14, 15 ou 16 atomes de carbone, combiné avec un sucre désoxy ou
des résidus de sucre aminé (Gaynor et Mankin, 2003), ils ont un large spectre orienté
principalement contre les bactéries Gram positif et exercent une activité bactériostatique

pouvant évoluer vers une action bactéricide a des doses adéquates (Bambeke et al., 2008).

Le chef de file des macrolides a été découvert en 1952 et isol¢€ a partir de Streptomyces
erythreus qui a donné le nom a la molécule érythromycine (Robert, 2013) (Figure 9), c’est
un médicament en anneau a 14 chalnons, et le premier macrolide utilisé en clinique (Gaynor

et Mankin, 2003).

Figure 9 : Structure d’érythromycine (Matsuoka, 2000).
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2.2.4 Les lincosamides

Les lincosamides ont été isolées a partir de Streptomyces lincolnensis. Leur structure
moléculaire est différente des macrolides (Figure 10) mais leurs actions sont similaires
(Robert, 2013). Ils ont une structure chimique assez simple avec un sucre aminé avec une
iaison amide a un cycle hétérocyclique a 5 chainons contenant de I'azote. Ils sont des dérivés

alkylés de la proline et sont dépourvus de cycle lactone (Leclercq et Courvalin, 1991).

Figure 10 : Structure générale des lincosamides
(Tulkens et Bambeke, 2009).

2.2.5 Les streptogramines

Sont appelées aussi des des synergistines antibiotiques actifs contre les bactéries Gram
positives, notamment sur les staphylocoques. Elles forment un groupe d'antibiotiques avec une
structure complexe constituée d’une macrolactone (streptogramines du groupe A) et d'un
polypeptide cyclique (streptogramine du groupe B) qui comprend la pristinamycine (Figure

11) et la virginiamycine (Tankovic et al., 1997).

r)
NH
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O O

Figure 11 : Structure chimique de la pristinamycine I[IA
(Nagasarapu, 2015).
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e  Mécanisme d’action

Les MLS sont des inhibiteurs de la synthése protéique qui agissent lors de 1'élongation
des chaines peptidiques en stimulant la dissociation du ribosome et du complexe, ARN de
transfert peptide. Cela entralne une terminaison réversible de 1’élongation protéique. Les
macrolides et les lincosamides (lincomycine et clindamycine) n’ont qu’une activité
bactériostatique sur les staphylocoques alors que les streptogramines (pristinamycine,
quinupristine—dalfopristine), agissent en synergie et possedent une activité bactéricide

(Tankovic et al., 1997).

2.2.6 Les quinolones

Les quinolones sont une classe d'antibiotiques possédant une activité a large spectre.
Leur développement remonte a la découverte de 1'acide nalidixique en 1962 (Pham et al.,
2019). En effet, il a été utilisé pour traiter les infections des voies urinaires causées par des

bactéries a Gram négatif chez les humains et les animaux (Suh et Lorber, 1995).

¢ Structure et classification

Les quinolones sont classées en quatre générations selon leur structure chimique,
leur activité antibactérienne et leurs propriétés pharmacocinétiques. D'un point de vue
structurel, les quinolones sont des hétérocycles avec une structure centrale bicyclique. Ils
comprennent un groupe acide carboxylique en position 3 et un carbonyle en position 4 avec
un azote en position 1 (Fabrega et al., 2009) (Figure 12). Les fluoroquinolones, ainsi
nommeées en raison de la présence d'un atome de fluor en position 6, sont des dérivés de la
quinoléine qui ont augmentées leur activité ainsi que leur absorption orale et leur distribution

dans les tissus (Ball, 2000).

CcCOOH

Figure 12 : Structure de base des quinolones (Fabrega et al., 2009).
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Meécanisme d’action

Le mode d’action des quinolones repose sur leur capacité a traverser les membranes
bactériennes et a inhiber spécifiquement la synthése de I’ADN bactérien. Leurs cibles sont
les topoisomérases II (ou gyrase) et IV, qui sont deux enzymes impliquées dans le bon
déroulement de la réplication de I’ADN au cours de la croissance bactérienne et qui sont donc

essentielles a la survie de la bactérie (Muylaert et Mainil, 2012).

Les quinolones agissent en interagissant avec le complexe ADN-enzyme (gyrase ou
topoisomérase V), induisant des changements de conformation qui entravent leur capacité a
faciliter le déroulement fluide de I'ADN, un processus essentiel a sa réplication. (Hooper,
2001) En outre, le complexe quinolone-enzyme-ADN arréte la progression de la fourche de
réplication, ce qui inhibe la synthese de 'ADN (Hooper, 2000). Puisque les deux enzymes
sont nécessaires a la croissance et a la division cellulaire, les quinolones exécrent un effet

bactéricide (Drlica et Zhao, 1997).
2.2.7 Les aminosides

Les aminoglycosides sont des molécules polaires et polycationiques. Leur structure de
base commune (Tulkens et al., 2002) est constituée d’un aminocyclitol saturé a 6 atomes de
carbone relié par des liaisons glycosidiques a un ou plusieurs dérivés de sucres (Figurel3).
Ce cycle central peut étre la streptidine, I’actinamine ou la fortamine mais le plus souvent le

2-désoxys- streptamine (Meziani, 2021).

2-désoxystreptamine

a0 <\\\77‘7(71 4 \’/’:‘,./"‘;“\\;\]/ ™ \,777\<‘//7;: NH HoN \’ : B < -

Streptidine Fortamine

Figure 13 : Structures des aminocyclitols, noyaux de base des
aminoglycosides (Meziani, 2021).
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* Mécanisme d’action

Les aminosides empéchent la synthese des protéines, en se liant a la sous-unité ribosomale
30S, bloquant ensuite la fixation de ' ARNm (Strasheim, 2013). Il s’ensuit des erreurs de
réception des messages qui conduisent a 1’incorporation d’aminoacides différents avec
formation de protéines défectueuses d’ou I’effet bactéricide de ces antibiotiques (Poisson,

1992).
2.2.8 Tétracycline

Les tétracyclines sont des antibiotiques principalement isolés a partir de souches de
Streptomyces, bien qu’actuellement leur production est réalisée par hémisynthese. Ces
antibiotiques sont bactériostatiques et possédent un spectre d'action trés large. Cependant,
leur utilisation est de plus en plus restreinte en raison de 1'émergence de résistances (Bambeke
et al., 2008). Leur structure chimique est constituée de quatre cycles (A, B, C, D) portant
plusieurs groupes fonctionnels (Carbonyles, amine, phénol, alcool) (Figure 14) (Shama et

al., 2016).

CH; CH,
CH; OH H N
OH
CONH,
OH o OH Sl

Figure 14 : Structure de tétracycline (Miklasinska, 2013).

* Mode d’action

La Tétracycline est un inhibiteur de la synthése des protéines. Elle agit en se liant a la
sous unité 30S du ribosome bactérien, de sorte que I’ARNt chargé en acide aminé ne peut
plus semette au site A (Salyers et al., 1990). Cette association avec le ribosome est

réversible, fournissant une explication des effets bactériostatiques de ces antibiotiques

(Chopra et al., 1992).
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2.2.9 Sulfamide et triméthoprime

Les sulfamides sont des antibiotiques bactériostatiques mais leur association avec le
triméthoprime rend leur activité bactéricide, les deux molécules agissant en synergie.
(Robert, 2013). Les sulfamides contiennent deux structures spécifiques ; un groupe
arylamine en position N4 et un cycle a cinq ou six chainons en position N1 (Dorn et al.,
2018). Le triméthoprime est un médicament de la famille chimique des diamino-pyrimidines
leur structure chimique est la 2,4- diamino-5-[(3°,4°,5 -trimethoxyphenyl) methyl]
pyrimidine (Figure 15) (Wehrlé, 2017).

Figure 15 : A : la structure chimique de sulfamide ; B : La structure chimique de
triméthoprime (Skold, 2001).

* Mécanisme d’action des sulfamides / triméthoprime

Les micro-organismes ont besoin de 1’acide para-amino-benzoique (PABA)
extracellulaire pour former de ’acide dihydrofolique, étape essentielle de la production des

bases puriques et pyrimidiques (Florence et al., 2008).

Le sulfaméthoxazole est un sulfamide anti bactérien dont la cible est une enzyme, la
dihydroptéroate synthétase (Figure 16). Il fonctionne comme un analogue (structural) qui va
entrer en compétition avec I’acide paraaminobenzoique (PABA) au départ de la synthese de
I’acide tétrahydrofolique (forme réduite de I’acide folique, indispensable a 1’activité
biologique). La dihydroptéroate synthétase a plus d’affinité pour le sulfaméthoxazole que le

PABA, il va donc préférentiellement choisir 1’antibiotique.

Le triméthoprime quant a lui va se lier a une autre enzyme importante pour la synthese
des folates, c’est la dihydrofolate réductase. Il va ainsi bloquer son action de réduction de
I’acide dihydrofolique en acide tétrahydrofolique, car il a une tres forte affinité pour cette

enzyme (Battraud, 2017).
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Dihydroptéridine substituée — Acide para-aminobenzoique

Dihydroptéroate
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Figure 16: Mode action des sulfamides et du triméthoprime sur la
synthese de 1’acide folique (Battraud, 2017).

2.2.10 Oxazolidinones

Le linézolide est la seule molécule de la famille des oxazolidinones a étre actuellement
commercialisée. Il est principalement utilisé¢ dans les pneumopathies a SARM et les souches
de sensibilité diminuée a la vancomycine, en raison de son efficacité et sa bonne diffusion

pulmonaire (Mélanie, 2015).

Le linézolide posseéde un mécanisme d’action original en inhibant précocement la phase
d’initiation de la synthése protéique ribosomale. En effet, en se liant au centre de la
peptidyltransférase (domaine V de I’ Acide Ribonucléique (ARN) ribosomal 23S), il empéche
I’association de la sous-unité ribosomale 50S a la sous-unité 30S (Esther, 2018). Cela conduit
a un échec de la formation du ribosome 70 S et donc a I’interruption de I’initiation de la
synthése protéique bactérienne. Ce mécanisme d'action étant unique, il n'existe pas de

réaction croisée avec d'autres antibiotiques (Dutroncd et al., 2005).
2.2.11 Lipopeptides

La daptomycine est un lipopeptide cyclique avec une chaine latérale d'acide gras
décanoyle attachée au résidu exocyclique N-terminal unique de tryptophane (Muraih, 2011).
Il est actif contre les Gram-positifs multirésistants, y compris S. aureus résistant a la
méthicilline (SARM) et les souches de S. aureus présentant une sensibilité réduite a la

vancomycine (Gémez Casanova et al., 2017).
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* Mécanisme d’action

La cible de la daptomycine est la membrane bactérienne ou elle provoque une série de
réactions conduisant a la mort des bactéries. La daptomycine est chargée négativement et
s’oligomérise avec les ions calcium pour former des micelles capables de pénétrer a travers
la paroi et de se fixer a la membrane cytoplasmique via le phospholipide anionique
phosphatidylglycérol. Cette liaison a la membrane induit des dommages responsables d’une
dépolarisation, d’une perméabilisation et d’une libération d’ions potassium, finissant par

causer la mort de la bactérie (Riffaud, 2019).
2.2.12 La rifampicine

Les rifamycines constituent un sous-groupe de la famille des ansamycines, possédant une
structure en forme d’anse (Figure 17). Ce sont des molécules semi-synthétiques dérivées de
la rifamycine B, originellement produite par Amycolatopsis mediterranei (anciennement
Streptomyces mediterranei). Elles sont également utilisées pour traiter les infections
staphylococciques en fonction de la localisation, du type d’infection (en particulier sur

matériel implantable) (Marick, 2012).
* Mécanisme d’action
La rifampicine se lie spécifiquement a I’ARN polymérase bactérienne. Ce qui conduit a

une inhibition de la transcription des ARN messagers en empéchant la formation de la liaison

phosphodiester bloquant ainsi 1’¢longation de la molécule d’ARN (Cédric, 2017).

Rif=amipicinse

Figure 17 : Structure de la rifampicine (Baptiste, 2012)
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Chapitre 3 : La résistance de Staphylococcus aureus aux antibiotiques

S. aureus, manifeste une grande capacité d’adaptation, due a la plasticité de son
génome qui lui a permis de développer des mécanismes variés de résistance aux
antibiotiques résultant de mutations ou de 1’acquisition de geénes par transfert
horizontal. En effet, ce pathogéne redoutable a réussi a développer des résistances a

tous les antibiotiques introduits en thérapie (Desgranges, 2020).

3.1 Résistance aux B-lactamines

Deux mécanismes de résistance a la pénicilline, et aux B-lactames en générale

sont identifiés (Desgranges, 2020).

3.1.1 Résistance par production de p--lactamases

Plusieurs types de B-lactamases existent. Cependant, chez S. aureus les seuls [3-
lactamases acquise décrite a leur actuelle sont les pénicillinases (Daurel et Leclercq,

2008).

Le cycle B-lactame des pénicillines est hydrolysé par une B-lactamase, une
enzyme qui les rend inactives. L’existence d’une pénicillinase entraine une résistance a
la pénicilline G et aux pénicillines A (ampicilline, amoxicilline, etc.), aux
carboxypénicillines (ticarcilline), et aux uréidopénicillines (pipéracilline). Ce mode de
résistance est présent chez 90 % des isolats cliniques de S. aureus. Le géne blaZ codant
pour les pénicillinases de staphylocoque peut étre porté soit par un transposon soit étre
chromosomique. La production de P -lactamases peut €tre constitutive ou, le plus

souvent, inductible (Quincampoix et Mainardi, 2001).
3.1.2 Résistance due a la modification des PLP (Méticillino-résistance)

Dés les débuts des années 1960 la méticilline, I’oxacilline et d’autres pénicillines
résistantes a ’action de la pénicillinase ont été introduites pour traiter les infections
causées par les S. aureus résistants a la pénicilline. Cependant, au fil du temps des
souches de Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) commencent a
apparaitre et a se répandre au sein du milieu hospitalier et plus récemment au sein de la

communaut¢ (Pesavento et al, 2007).
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La cause génétique de la résistance des SARM est la synthése d’une cinquieéme

PLP additionnelle, la PLP2a (ou 2’) (Hamdad et al., 2006).

Les PLP2a est une peptidoglycane-transpeptidase qui n’a qu’une faible affinité
pour les béta-lactamines et permet la poursuite de la synthése de la paroi bactérienne,
méme lorsque les quatre PLP classiques (1, 2, 3 et 4) sont désactivées par les béta-
lactamines. La synthése de cette PLP2a est sous le controle du geéne mec, situé sur un
¢lément génétique mobile chromosomique, appelé staphylococcal cassette

chromosome mec, ou SCCmec (Tattevin, 2011).

Autres mécanismes

Ces types de résistances connus sous le nom BORSA (bordeline Staphylococcus
aureus) et MODSA (modified Staphylococcus aureus) sont considérés comme des
résistances de bas niveau rarement décrits chez les souches de S. aureus. Les souches

BORSA et MODSA ne possedent pas le géne mecA.

Pour les souches BORSA, le mécanisme impliqué est une hyperproduction de la
pénicillinase staphylococcique. En revanche chez les souches MODSA, une
modification des PLP endogenes (PLP1, 2 ou 4) entraine une résistance sans production

de pénicillinase (Daurel et Leclercq, 2008).

3.2 La résistance a la vancomycine

Les souches de S. aureus sont classées en trois catégories en fonction de leur
sensibilit¢ a la vancomycine, reflétée par la détermination de la CMI. Ainsi, on
distingue les S. aureus sensibles a la vancomycine (VSSA) avec une CMI < 2 mg/L, les
staphylocoques présentant une résistance intermédiaire a la vancomycine (VISA) avec
une CMI comprise entre 4 et 8 mg/L et les souches résistantes a la vancomycine

(VRSA) avec une CMI > 16 mg/L (Riffaud, 2019).

Chez les souches GISA ou VISA, le mécanisme serait li¢ a une hyperproduction
de cible, la D-alanyl-D-alanine. Elle se trouve ainsi en abondance au niveau de la paroi
qui devient épaisse, et une partie servira a piéger et immobiliser les molécules

d’antibiotique.
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Chez les souches VRSA, qui sont hautement résistantes a la vancomycine, leur
mécanisme est li¢ a I’expression du géne van 4. S. aureus aurait acquis ce géne suite a
un transfert a partir d’Enterococcus faecalis. 1’expression de ce géne entraine une
modification du précurseur D-alanine-D-alanine en Dalanine-D-lactate pour lequel la
vancomycine a une affinité 1000 fois inférieure (Bakary, 2016). Ce changement est
provoqué par l'expression coopérative d'au moins quatre genes, vand, vanH, vanX et

vanY trouvés sur le transposon plasmidique Tn1546 (Figure 30) (Crossley et al., 2009).
3.3 Résistance aux MLS

La résistance aux MLS est due principalement a trois mécanismes.

e Modification de la cible

Le changement de la cible est médi¢€ par les érythromycines méthylase (Erm) codées
par les genes erm. Les enzymes Erm sont responsables de la méthylation de 1'adénine
de I’ARNTr 23S qui empéche les macrolides de se lier a leur site cible sur le ribosome
bactérien. Quarante génes erm divisés en 14 classes ont été enregistrés a ce jour, mais
seules les classes ermA, ermB et ermC sont importantes dans le développement de la

résistance aux MLS chez S. aureus (Miklasinska, 2021).

e Efflux

Les mécanismes d'efflux actif ne touchent que les antibiotiques de structure
apparentée. Une érythromycine ainsi que les autres macrolides a noyau 14 et 15 atomes
peuvent subir un efflux actif par un mécanisme ATP-dépendant codé par le géne msrA.
Ce gene code pour une protéine homologue aux ABC-transporteurs (ABC pour ATP-
binding cassette) qui sont des protéines d'efflux actif ATP-dépendantes tres répandues
chez les eucaryotes et les procaryotes. La protéine MsrA agirait en coopération avec
des geénes chromosomiques des Staphylocoques codant pour des protéines
transmembranaires. La résistance est inductible par les macrolides a noyau a 14 et 15
atomes. Les autres MLS ne sont pas inducteurs (Rebiahi, 2011). Les autres pompes a
efflux de type ABC qui interviennent dans la résistance aux MLS chez S. aureus sont
les protéines VgaA et VgaB codées par des génes plasmidiques, conférant la résistance
aux streptogramines de type A et a la clindamycine (lincosamide), mais pas aux

macrolides (Robert et al., 1999).
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e La modification enzymatique

L'inactivation enzymatique des macrolides est associ¢e a la présence d'estérases
codées par les genes empC, ereA et ereB (Leclercq ,2002) et les phosphotransférases
qui entrainent des modifications dans la structure des cycles lactones a 14, 15 et 16
chainons des antibiotiques macrolides. Actuellement, il existe sept phosphotransférases
macrolides actives connues et seul MphB joue un role dans le développement de la
résistance aux macrolides chez S. aureus, ou il phosphoryle les macrolides a 14 et 16
carbones dans le cycle lactone (Miklasinska, 2021). D’autres enzymes les
lincosamides nucléotidyl transférases qui sont codées par les génes /nuA (anciennement
linA) et InuB (anciennement /inB) inactivent uniquement les lincosamides et se traduit
par une diminution franche de I’activité de la lincomycine, alors que la diminution de

’activité de la clindamycine reste modérée (Daurel et Leclercq, 2008).

3.4 Résistance aux quinolones

Staphylococcus aureus est naturellement résistante aux quinolones de premicre
génération telles que l'acide nalidixique, 1'acide oxolinique et la fluméquine (Daurela
et Leclercq, 2008). Chez cette espéce, aucun gene de résistance acquise aux quinolones
porté par les plasmides n'a été identifié¢. La résistance aux fluoroquinolones chez S.
aureus est principalement chromosomiques causée soit par des mutations dans les genes
codant les topoisomérases Il et IV (gyrd, gyrB et grid , grlB), soit par une diminution
de la concentration intracellulaire des quinolones, pouvant empécher l'atteinte de la
cible. Ce dernier mécanisme peut résulter soit d'une imperméabilité due a des mutations
dans les geénes régulateurs de la synthése des porines, soit d'une hyperexpression de
pompes d'efflux actives comme la pompe NorA, appartenant a la famille des pompes

MES (major facilitator superfamily) (Fetsch, 2017).

3.5 La résistance aux aminosides$

La résistance aux aminosides est rarement due a des mutations affectant les cibles
ribosomales des antibiotiques. Le mécanisme principal de cette résistance réside plutot
dans la production par les staphylocoques d'enzymes modificatrices des aminosides
appartenant a trois classes, acétyltransférases (AAC), nucleotidyl-transférases (ANT)
et phosphotransférases (APH) codées par des génes plasmidiques ou transposables.

(Tankovic et al., 1997).
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Les trois phénotypes engendrés sont :

— Phénotype K : se caractérise par une résistance de haut niveau a la kanamycine

et a I’amikacine due a une phosphorylase (APH- 3°).

— Phénotype KT : présente une résistance de haut niveau a la kanamycine,

I’amikacine, et a la tobramycine, due a une adénylase (ANT-4").

— Phénotype KTG : résistance de haut niveau a kanamycine, amikacin
,2tobramycine, nétilmicine et gentamicine, induit par la présence d’une enzyme bi-
fonctionnelle possédant a la fois des activités de phosphorylation et d’acétylation

(APH-2”-AAC-6") (Quincampoix et Mainardi, 2001).

3.6. Résistance aux tétracyclines

Il existe deux types de résistance aux tétracyclines. La premiére est liée a un
plasmide (le plus connu est pT181), elle provoque un efflux actif des tétracyclines grace
a des protéines Tet situées dans la membrane interne. La seconde résistance entraine
une protection des sites actifs du ribosome par d’autres protéines 7et. La protéine Tet
(K) est une des protéines qui entraine 1’expulsion des tétracyclines, tandis que les
proteines 7et(O) ou Tet(M) assurent la protection des sites actifs ribosomaux (Alioua,

2015).

3.7. La résistance aux sulfamides /triméthoprimes

La résistance bactérienne au triméthoprime et aux sulfamides chez S. aureus est
due principalement a une modification de la cible. La résistance au triméthoprime peut
résulter d'une simple substitution d'acides aminés, par exemple le remplacement de la
phénylalanine par la tyrosine en position 98 dans le site actif de la dihydrofolate
réductase codée par dfr4, portée par un plasmide. Cette substitution perturbe la liaison
hydrogeéne entre le groupe 4-amino de l'enzyme et le triméthoprime, réduisant ainsi
I'affinité du triméthoprime pour l'enzyme (Ala'Aldeen et Hiramatsu, 2004). La
résistance aux sulfamides de S. aureus est due principalement a des mutations
chromosomiques conduisant a la résistance par hyperproduction d'acide para-
aminobenzoique ou par modification de la structure de la dihydroptéroate synthétase,

réduisant ainsi son affinité pour I'antibiotique.

(Tulkens et Bambeke, 2009).
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3.8. La résistance aux oxazolidinones

La résistance au linézolide chez S. aureus est causée par deux mécanismes
distincts. Le premier implique des mutations dans la boucle centrale de la région du
domaine d’ARNr 238, qui est le site de liaison du linézolide, la plus fréquente étant la
mutation G2576T, ou dans les protéines ribosomiques L3 et/ou L4 du centre de
translocation peptidique du ribosome (Monaco et al., 2016). Le second mécanisme est
da a 'acquisition d'un géne connu sous le nom de cfr (résistance au chloramphénicol et
au florfénicol). Le produit de ce géne est une méthyltransférase, qui modifie I'adénosine
en position 2503 dans I'ARNr 23S, qui est situ¢ dans le site de liaison au linézolide.
Cette méthylation affecte la liaison et la sensibilité au linézolide et autres classes
d'antimicrobiens (phénicols, lincosamides, pleuromutilines et streptogramine A),

conduisant a un phénotype multirésistant (Bonilla et al., 2010 ; Monaco et al., 2016).
3.9. Résistance aux Lipopeptides

Les mécanismes de résistance a la daptomycine chez S. aureus, reposent sur des
mutations ponctuelles dans des genes impliqués dans la biosynthése des
phospholipides, en particulier les génes (mprF, rpoB et rpoC, cls2). Ces mutations sont
susceptibles d’entrainer des changements dans la composition de la membrane
phospholipidique, qui peuvent affecter la charge membranaire, provoquant une
¢lectrorépulsion de la daptomycine complexée par le calcium, ou peuvent affecter

directement la liaison de la daptomycine (Cameron, 2015).

3.10. Résistance aux rifamycine

La résistance résulte de la modification du site de liaison de la rifampicine a
I'ARN polymérase. Cette diminution de D’affinité de la rifampicine pour I’ARN
polymérase est principalement causée par des mutations du gene rpoB qui code pour la
sous unité béta (Cédric, 2017) provoquant un changement de conformation de la sous
unité B de ARN polymérase. Les souches résistantes a la rifampicine sont également

souvent résistantes aux autres membres de la famille des rifamycines (Baptiste, 2012).
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Matériel et Méthodes

1. Matériel
1.1. Souches étudiées

Un total de 50 souches de Staphylococcus aureus, isolé entre Février et Mai 2024 de

différents services du CHU de Tlemcen, a fait I’objet de notre étude.

1.2 Milieux de culture

1.2.1 Milieux de culture solides

» Gélose Chapman
» Gélose Muller Hinton
» Gélose nutritive

> Gélose au sang

1.2.2 Milieux de culture liquides

» Bouillon cceur-cervelle (BHIB)
» Bouillon nutritif (BN)

1.3 Tests biochimiques

> Coloration de Gram
> Catalase
> Galerie API 20 Staph

1.4 Antibiotiques

Quinze molécules d’antibiotiques ont été testées, treize en disque et deux en poudre.

1.4.1 Antibiotiques en disque

e Béta lactamine
Pénicilline : Pénicilline G (1ng), Oxacilline (1pg).
Céphalosporines : Céfoxitine (Céphalosporines de deuxiéme génération : C2QG)
(30pg).
¢ Aminosides : Tobramycine (10pg) et Kanamycine(30png) Gentamycine(10pg)
¢ Quinolones : Norfloxacine (10png) et Levofloxacine (Fluoroquinolone) (Sug).
e Macrolides : Erythromycine (15pg).
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e Oxazolidinones : Linézolide(10ng).

e Rifampicine (Sug).

e Tétracycline (30pg).

e Sulfaméthoxazole et Triméthoprime (25pg).

1.4.2 Antibiotiques en poudre

Vancomycine et Teicoplanine (microplaque UMIC)
2.Méthodes
2.1 Lieu d’étude

Notre étude a été réalisée entre Février et Mai 2024, au niveau du CHU de Tlemcen dans trois
services différents : la réanimation, I’urgence médicale et chirurgicale et le service de
chirurgie. Les prélévements ont été¢ analysés au niveau de laboratoire de Microbiologie
Appliquée a 1’Agro-Alimentaire au Biomédicale et a 1’environnement (LAMABE) de
I’universit¢ Abou Bekr Belkaid de Tlemcen.

2.2 Prélevements

Différents prélevements ont été réalis€s a partir des patients hospitalisés (les cathéters, les
sondes urinaires, sondes trachéales, des drains et les urines) et a partir des surfaces par
écouvillonnage. Ensuite Les échantillons ont été transportés au laboratoire dans du bouillon

nutritif ou ils ont été incubés a une température de 37°C pendant 24 heures.

2.3 Isolement et purification

Chaque tube positif de bouillon nutritif qui représente un trouble a été ensemencé sur une
boite de Chapman et incubé a 37 °C pendant 24 h a 48 heures pour la recherche de
Staphylococcus aureus. Les colonies qui apparaissent jaune doré sont réensemencées sur le

méme milieu de culture a fin d’obtenir des colonies pures.

2.4 Identification

L’identification des Staphylococcus aureus a été réalisée par coloration de Gram, recherche

de la catalase, le test de coagulase, galerie API Staph et recherche de pouvoir hémolytique.
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2.4.1 Coloration de Gram
* Principe

C’est une coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la Paroi bactérienne
et d'utiliser ces propriétés pour les distinguer et les classifier en bactérie a Gram positif ou
négatif. Le principe de cette méthode, est mis au point de fagon empirique par le

bactériologiste danois GRAM en 1884 (Figurel8).
» Technique

-Préparation de frottis : a partir d’une culture jeune de 24h, une colonie est déposée sur une
goutte d’eau stérile sur une lame stérile. Cette culture bactérienne est ensuite étalée, séchée et

fixée a la chaleur ;

« Déposer quelques gouttes de solution de violet de gentiane (cristal violet) sur le frottis fixé.

Laisser agir 1 minute. Rincer a I’eau distillée ;
e Verser le Lugol et le laisser agir pendant une minute, rincer a I’eau distillée ;
e Une décoloration a I’alcool est faite rapidement (15 secondes) suivie par un ringage ;

« Enfin, une recoloration a la fushine est effectuée pour une durée d’'une minute suivie par un

ringage a I’eau et séchage de la lame ;

« Examiner a l'objectif x100, a I'immersion (avec une goutte d'huile), avec un éclairage

important (diaphragme ouvert).

= Lecture

« S. aureus apparait sous forme de cocci de couleur violette (Gram positive) regroupée le plus

souvent en grappes de raisin (Figure 18).
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Figure 18 : Coloration de Gram de Staphylococcus
aureus sous microscope optique (Gx100) (Aissou et
Bousenane, 2017).

2.4.2 Test de Catalase

= Principe

Cette enzyme est produite en abondance par les bactéries a métabolisme respiratoire qui
peuvent détruire les peroxydes H202 dont I’accumulation a un effet 1étal pour ces bactéries.
Cette enzyme est capable de convertir le peroxyde d’hydrogéne en eau et dioxygene (Denis
etal., 2007).

» Technique

Sur une lame stérile, on met quelques colonies d’une culture pure de 24h de S. aureus dans

une goutte d’eau oxygénée a 1’aide d’une pipette ou d’une anse de platine.
= _ecture

Une apparition immédiate de bulles d’air signifie une catalase positive (Figurel9).

= |

Test (Positive)

Figure 19: Test catalase de S. aureus (NC, controle négatif ; a droite, échantillon test positif) (Jahan
et al.,2015).
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2.4.3 Test de coagulase

* Principe

Le test de coagulase différencie les souches de Staphylococcus aureus des autres
staphylocoques a coagulase négative (SCN). La coagulase est une enzyme qui provoque la

coagulation du plasma en convertissant le fibrinogéne en fibrine (Agaly, 2013).
» Technique

-Ensemencer une colonie de S. aureus pure dans 5ml de bouillon cceur cervelle et incuber a
37°C pendant 18 a 24h ;

- Mélanger dans un tube a hémolyse stérile 0,5 ml de plasma humain (récupéré d’EPH de

Sebdou) et 0,5 ml de la culture en bouillon de la souche a étudiée ;

-Incuber le mélange a 37°C. Evaluation de test de coagulase en tube de 4 et 24 heures
(Jungkind, 1984).

= _ecture
. La présence d’un caillou dans le plasma indique que la bactérie posséde une coagulase

(Figure20).

Figure 20 : A. Staphylococcus aureus coagulase positive ; B.

S. épidermidis coagulase négative (Hart et Shears, 1997).
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2.4.4 Test de I’hémolyse
* Principe

L'hémolysine est une toxine qui joue un role important dans la pathogénicité de
Staphylococcus aureus. Elle responsable de la destruction des globules rouges. Le test de

I'hémolyse sur gélose au sang est un criteére de sélection trés important en milieu clinique.
= Technique
- 5 ml du sang humain a ét¢ ajouté a 100 ml du Mueller Hinton et a une gélose spécifique ;

- Des cultures jeunes de S. aureus ont été repiquées sur la gélose au sang a 5%.
L’ensemencement se fait par épuisement et 1’incubation se fait a 37°C £ 1C pendant 24

h £ 2 heures (www.foodscience.bio-rad.fr).

= Lecture

Le pouvoir hémolytique est révélé par la présence d'un halo caractéristique a la périphérie de
chaque zone ensemencée (Figure2l).

Figure 21 : Staphylococcus aureus sur gélose au sang (B
hémolyse) (Zhang et al., 2016).

2.4.5 Galerie API 20 Staph

La galerie APl Staph comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les
microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne réalisée dans APl Staph Medium
qui reconstitue les tests. Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent
par des virages colorés spontanés ou révélés par I'addition de réactifs.
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= Lalecture

La lecture de ces reactions se fait a I'aide du Tableau de Lecture (Annexe 1) et l'identification
est obtenue a l'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification (Boumelit et
Chenatlia, 2014).

2.5 Conservation des souches

La conservation des souches a été effectuées dans des tubes de gélose inclinée et des tubes
de la gélose profonde a 4°C et la congélation a été réalisées dans des tubes de cryobilles a -

20°C.
2.6 Etude de la résistance aux antibiotiques

2.6.1 Antibiogramme (Vedel, 1998)
= Principe

L’antibiogramme est un examen bactériologique qui permet de déterminer la sensibilité ou la
résistance d'une bactérie a plusieurs antibiotiques.

» Technique

La technique utilisée est la méthode de diffusion des antibiotiques en milieu gélosé, selon le
communiqué du comité de I’antibiogramme de la société francaise de microbiologie (CA-
SFM, 2023).

- Préparer un inoculum bactérien standardisé a 0.5 Mcfarland ;

- Ensemencer par écouvillonnage les boites de Pétri préalablement replies par 20 ml de Muller
Hinton ;

- Sécher les boites 15 minutes entre deux bec benzéne ;

- Déposer les disques d’antibiotiques sur la gélose (Figure 22), manuellement, avec une pince

métallique stérile ;

- Incuber a 37°C pendant 24 heures.
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P : Pénicilline G, OX : Oxacilline, CN: Gentamycine, FOX: Céfoxitine
TOB: Tobramycine, KAN: Kanamycine, NOR Norfloxacine , LEV: Levofloxacine
ERY : Erythromycine, LNZ : Linézolide, RA : Rifampicin , TET : Tétracycline,

SXT : Sulfaméthoxazole et Triméthoprime

Figure 22: Schéma des antibiotiques.

= Lecture

La lecture se fait par mesure du diamétre de la zone d’inhibition obtenu autour des disques
d’antibiotiques a ’aide d’une reégle. Les résultats obtenus sont comparés a ceux des valeurs
critiques établies par CA-SFM (2023). L’interprétation est en : sensible (S) ou résistante (R)

ou intermédiaire (I) (Annexe2).

2.6.2 Concentration minimale inhibitrice CMI par micro-dilution en milieu
liquide

* Principe

La méthode de dilution en milieu liquide est utilisée pour déterminer la sensibilité bactérienne
aux antibiotiques. Elle consiste a mettre un inoculum bactérien standardisé au contact des

concentrations croissantes d’antibiotiques.
» Technique

La détermination des CMI en milieu liquide a été réalisé avec les kits UMIC
Vancomycin/Teicoplanine. Il s’agit des barrettes préalablement remplies des antibiotiques en
poudre (Vancomycine et Teicoplanine) a des concentrations connues et des ampoules de 5 ml
de Mueller Hinton liquide. La technique est réalisée selon le protocole suivant :
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- Retirer les barrettes de tests 30 minutes avant I’utilisation ;

- A partir d'une culture pure et jeune de 18 & 24 heures sur Chapman, prélever plusieurs
colonies uniques ;

- Déposer ces colonies dans 2 a8 5 ml de NaCl a 0,9 % et calibrer la DO a une valeur comprise
entre 0.08 de 0,1

A I’aide d’un colorimétre ;

- Déposer 50 pL de la suspension préparée dans I’ampoule de 5 ml de Mueller Hinton ;

- Placer la barrette dans le cadre vide qui est fourni avec le kit ;

- Ensemencer chaque puits de chaque barrette de test avec 100 uL de la suspension préparee ;
- Aprés ensemencement, vérifier le remplissage correct de tous les puits et I'absence de
gouttes de suspension bactérienne sur les bords des puits. Les gouttes au bord des puits
pourraient ne pas étre en contact avec I’antibiotique ;

- Incuber les microplaques bien emballées dans un sachet humide. Le temps d’incubation est
de 18 + 2heures pour les Staphylococcus spp.

= | ecture

La CMI c’est la plus faible concentration ou il n’y a pas de croissance bactérienne visible.
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Résultats et Discussion

1. Résultats

1.1 Prélévements

Durant la période d’étude, 79 prélévements ont été réalisés (Tableau 5), dont 36 de surface et 43
a partir de 29 patients. 27 prélévements ont été effectués au niveau de service de réanimation, 27

au niveau de service de chirurgie et 25 au niveau des urgences médicales et chirurgicales (UMC).

Tableau 5.Répartition des prélévements selon les services et les sites de prélévement.

Services
Types de Prélévements Réanimation Chirurgie UMC Totale
Sonde trachéale 7 0 9 16
Sonde urinaire 4 3 1 8
Cathéter central 3 0 2 5
Patients Cathéter périphérique 0 9 0 9
Urine 1 0 1 2
Drain 0 3 0 3 43
Poigné de porte 2 2 0 4
Table 2 2 2 6
Chariot de matériel 1 2 1 4
Lit 3 2 1 5
Pompe respiratoire 2 0 1 3
Surfaces Porteur de sérum 1 1 1 3 36
Poignée d’armoire 1 0 1 3
Sortie d’oxygéne 0 1 1 2
Interrupteur 0 1 1 2
Main d’une infirmiére 0 1 0 1
Scope 0 0 2 2
Mure 0 0 1 1
Total 27 27 25 79

44




Résultats et Discussion

1.2 Répartition des souches isolées
Entre le 26 Février et le 28 Avril 2024 ,77 souches de Staphylococcus ont été isolées,
dont 65% (50/77) sont des Staphylococcus aureus (Figure 23) et 35% (27/77) sont

Staphylococcus a coagulase négative (Figure 23).

M Staphylococcus
aureus

| Staphylococcus a
coagulase négative

Figure 23 : Répartition des souches isolées

L’identification des 50 souches appartenant a I’espece S. aureus a été confirmée par leur

aspect sur milieu Chapman et les résultats de différents test biochimiques (Figure 24).

Figure 24 : Résultats des tests d’identification des souches étudi¢es, A. Aspect sur
Chapman, B. Résultat du test de catalase positive, C. Test de coagulase positive, D.
Pouvoir hémolytique ( hémolyse), E. Résultat de galerie API 20 Staph.
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1.3 Répartition de Staphylococcus aureus en fonction des services

Durant cette étude 50 souches de Staphylococcus aureus ont été isolées a partir de 79
prélevements ce qui correspond a une fréquence d’isolement de 63,3% (50 souches/ 79
prélévements) soulignant la gravite de probléme de diffusion de S. aureus au niveau de

CHU de Tlemcen.

Les résultats (Figure 25) montrent que les fréquences d’isolement de S. aureus étaient
plus importantes au niveau des services des UMC et réanimation avec respectivement
84% (21 souches/25 prélevements) et 74,1% (20 souches/27prélévements) de
prélevements positifs. Cette fréquence était plus faible au niveau de service de la

chirurgie (33, 3% :9souches/27prélévements).

90%
80%
T0%
60%
50%

W Prélevements positifs
aux Staphylococcus
aureus

40%
30%
20%
10%

H Prélevements négatifs
aux Staphylococcus
aureus

Fréquence d’isolement (%o)

(=]
=

umc Réanimation Chirurgie

Services

Figure 25 : Fréquences d’isolement de Staphylococcus aureus en fonction des services

1.4 Répartition de Staphylococcus aureus en fonction des sites de prélevements

Les souches de Staphylococcus aureus étudiées étaient le plus fréquemment isolées a
partir des sondes trachéales (93, 75% : 15 souches/16 prélévements), sondes urinaires
(62,5% : 5 souches / 8 prélevements), des prélévements de surfaces (61% : 22 souches/
36 prélévements) et a partir des cathéters (50% : 7 souches/14 prélevements) (Figure
26). Cependant, pour les autres sites de prélévement comme les drains et les urines on ne
peut pas interpréter et discuter cette fréquence d’isolement a cause de nombre de

prélévements réduit.
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Figure 26: Fréquences d’isolement de Staphylococcus aureus en fonction des sites de

prélévements.

1.5 Résistance des souches de S. aureus aux antibiotiques

Les résultats (Figure 27) montrent des taux de résistance élevés pour la majorité des

molécules testées. En effet, des taux de résistance dépassant les 100% ont été notés pour

: la pénicilline G (100%), levofloxacine (100%) 1’oxacilline (88 %), la kanamycine

(72%), la tétracycline (70%), la céfoxitine (64%), la tobramycine (60%), I’érythromycine

(60%), la norfloxacine (60%), la gentamycine (58 %) et la rifampicine (52%). Les taux

de résistance les plus faibles ont été notés avec le sulfaméthoxazole/triméthoprime (36%)

et le linézolide (22%).
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Figure 27: Résistance de Staphylococcus aureus aux antibiotiques.

Des différences significatives des taux de résistance des souches étudiées aux
antibiotiques sont observées en fonction des services (Figure28). Concernant les [-
lactamines, les taux de résistance sont €levés et presque les mémes au niveau des trois
services. En effet, 100% des souches sont résistantes a la pénicilline G, 81 a 90% des

souches sont résistantes a 1’oxacilline et 60 a 67% sont résistantes a la céfoxitine.

Pour I’érythromycine, antibiotique appartenant a la famille des macrolides, 100% de
souches isolées du service de chirurgie sont résistantes a cette molécule. Cependant des
taux résistance plus faibles sont notés au niveau de la réanimation (70%) et des UMC

(33%).

En ce qui concerne les aminosides, les taux de résistance les plus élevés sont trouvés au
niveau de service de chirurgie. Pour les autre services 52 a 71% de souches résistantes

aux aminosides sont isolées.

Pour les quinolones, les résultats réveélent un taux de résistance de 100 % au Iévofloxacine
et des taux de résistance compris entre 56 et 65% pour la norfloxacine dans les trois

services.

Des taux ¢levés de résistance a la tétracycline sont enregistrés dans les trois services
étudiés. Les taux de résistance les plus €levés au sulfaméthoxazole/triméthoprime sont

détecté en réanimation et ceux a la rifampicine sont enregistrés en UMC et réanimation.
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Les taux de résistance les plus faibles au niveau des trois services €tudiés sont obtenus

avec le linézolide antibiotique appartenant a la famille d’oxazolidinone.
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Figure 28 : Résistance aux antibiotiques de Staphylococcus aureus au niveau des trois
services étudiés.

1.6 Concentration minimale inhibitrice des glycopeptides

Parmi les souches testées 16 souches de Staphylococcus aureus résistantes a la méticilline
et a plusieurs familles d’antibiotiques ont été sélectionnées pour la recherche des CMI
de la vancomycine et la teicoplanine. Les résultats (Tableau 6) révélent 4 souches
résistantes a la teicoplanine dont trois isolées des UMC et une de service de chirurgie.

Parmi les bactéries testées aucune souche résistante a la vancomycine n’a été détectée.
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Tableau 6 : CMI de la vancomycine et la teicoplanine des Staphylococcus aureus.

Code | Espeéce | Services Origine de prélévement CMI de vancomycine CMI de teicoplanine
SA46 Urgence Sonde trachéale 2 mg/L (S) 1 mg/L (S)
SA27 Chirurgie Porteur de sérum 2 mg/L (S) 4 mg/L (S)
SA24 Chirurgie Cathéter périphérique 1 mg/L(S) 4 mg/L (S)
SA33 Urgence Sonde trachéale 1 mg/L (S) 8 mg/L (R)
SA39 Urgence Sonde trachéale 0,25 mg/L (S) 2 mg/L (S)
SA4 § Réanimation Sonde trachéale 1 mg/L (S) 2 mg/L (S)
SA35 i Urgence Sonde trachéale 1 mg/L (S) 8 mg/L (R)
S
SA19 § Réanimation Lit 1 mg/L(S) 4 mg/L (S)
£
SA32 §~ Urgence Cathéter 2 mg/L (S) 1 mg/L (S)
3
SA18 Réanimation Chariot de matériel 2 mg/L(S) 4 mg/L (S)
SA36 Urgence Sonde trachéale 1 mg/L(S) 4 mg/L (S)
SA40 Urgence Sonde urinaire 2 mg/L (S) 8 mg/L (R)
SAl Réanimation Sonde trachéale 1 mg/L(S) 2 mg/L (S)
SA3 Réanimation Sonde urinaire 2 mg/L (S) 2 mg/L (S)
SAS8 Réanimation Sonde urinaire 1 mg/L (S) 2 mg/L (S)
SA28 Chirurgie Chariot de matériel 1 mg/L (S) > 8 mg/L (R)

S : sensible, R : résistante
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1.7 Phénotypes de résistance aux p-lactamines

L’analyse des phénotypes de résistance aux B-lactamines des Staphylococcus aureus
¢tudiées (Annex 2, Figure29) montre la présence de deux groupes, les S. aureus
résistants a la méticilline (SARM) (Figure 29) avec 32 souches (64%) et celles
productrices de pénicillinases (Figure 29) avec 18 souches (36%).

Il est a noter que la détermination de ces phénotypes de résistance est basée sur
I’utilisation des antibiotiques de référence (CA-SFM, 2023). En effet, la céfoxitine est
proposé¢e comme méthode de détection de la méticillino-résistance du fait de sa bonne
corrélation avec l'expression de la PLP2 et la résistance au pénicilline G indique la

production d’une pénicillinase chez les S. aureus (Courvailin ,2012).

= SARM

= Pénicillinase

\

Figure 29 : Phénotypes de résistance aux [-lactamines.

La répartition des phénotypes de résistance aux B-lactamines selon les services (Annexe
3, Figures 31,32 et 33) montre une nette dominance des souches SARM au niveau des
trois services étudiés. Il est a noter qu’aucune souche des bactéries étudiées ne présente

le phénotype sauvage, toutes les souches étaient résistantes a au moins un antibiotique.

Figure 30 : A. Phénotype SARM, B. Phénotype pénicillinase.

51



Résultats et Discussion

= Nombre des souches SARM

= Nombre des souches Pase

Figure 31 : Phénotypes de résistance aux B-lactamines au niveau des UMC

= Nombre des souches SARM

= Nombre des souches Pase

Figure 32 : Phénotypes de résistance aux f-lactamines au niveau de la réanimation

= Nombre des souches SARM

= Nombre des souches Pase

Figure 33 : Phénotypes de résistance aux B-lactamines au niveau de service de

chirurgie
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1.8 Résistances associées de Staphylococcus aureus

Sur I’ensemble des souches étudiées 100% des souches ont présenté des résistances
associées a en moins une famille d’antibiotique. Les résistances associées aux
aminosides, au norfloxacine (quinolone), a la tétracycline et a la rifampicine sont plus
fréquentes chez les souches SARM. Cependant, la résistance au linézolide est plus
trouvée chez les souches productrices de pénicillinases (Tableau 7).

Ces corésistances sont probablement due a un méme support génétique mobile ou a

I’association de plusieurs mécanismes de résistance.

Tableau 7 : Résistances associées des Staphylococcus aureus en fonction des
phénotypes de résistance aux p-lactamines.

Phénotypes | Nombre

Nombre des souches résistantes (%)

%) ERY | NOR | LEV | TOB | KAN | CN | TET | SXT |LNZ |[RA
SARM | 32(64) | 19(59) | 27(84) | 32(100) | 25(78) | 25(78) | 25(78) | 24(75) | 13(41) | 6(19) | 22(69)
Pénicillinases | 18(36) | 11(61) | 3(17) | 18(100) | 5(28) | 11(64) | 4(22) | 11(61) | 5(27) | 5227) | 4(22)
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2. Discussion

Staphylococcus aureus est une bactérie pathogéne connue, dont la gravité des infections est
souvent exacerbée par sa capacité a développer une résistance aux antibiotiques. Cette bactérie se
caractérise par son aptitude a développer des mécanismes de résistance et a répondre rapidement a
l'introduction de nouveaux antibiotiques. Ce processus évolutif a débuté avec la pénicilline et s'est
poursuivi avec la méticilline, jusqu'a atteindre la résistance a la vancomycine, un antibiotique

considéré comme un traitement de dernier recours (Touaitia, 2016).

Notre étude qui rentre dans le cadre d’évaluer 1’état actuel de la résistance aux antibiotiques
chez Staphylococcus aureus isolées a partir des services de réanimation, de chirurgie et des urgences
médicales et chirurgicales du CHU de Tlemcen, révelent une nette dominance de S. aureus (65%)
par rapport aux Staphylocoques a coagulase négative (SCN) (35%) ce qui concorde bien avec les
résultats trouvés au Maroc (S. aureus 55%, SCN 45%) (Benouda et Elhamzaui, 2009) et ce qui
différe des études citées si dessous ou on note une dominance de SCN par rapport au S. aureus, a
I’hopital de Tipaza (S. aureus (42.62%), SCN (57.37%) (Boukhatem, 2015) et au CHU d’ Annaba
(S. aureus (34%), SCN (66%)) (Alioua, 2015).

De plus, il est important de noter que la fréquence d’isolement de Staphylococcus aureus au
niveau de CHU de Tlemcen est de 63,3% (50souches /79 prélevements). Ce constat est largement
supérieur a celui enregistré a I’hopital d’Amizour de Béjaia (26 %) (Djoudi et al.,, 2014) et a
I’hopital Militaire de Constantine (39.5%) (Zerouki et al., 2015).

Ces différences d’isolement de Staphylococcus aureus ainsi que de la répartition des souches
de staphylocoques sont apparemment liées aux types de prélévements pratiqués, aux pratiques
d’hygiéne et a I’écologie bactérienne des différents centres hospitaliers (Scheftel ez al., 1994).

Il est nécessaire de préciser également que les fréquences d’isolements de Staphylococcus
aureus different selon les services mais elles demeurent élevées au niveau des UMC et de la
réanimation, avec respectivement 84% et 74.1%. Ces valeurs observées dans les services de soins
intensifs, sont nettement plus élevées par rapport a celles trouvées au Maroc (45,2% et 56,3%)
(Benouda et Elhamzaui, 2009) et a celles obtenues au Mali (1% et 2%) (Tchougoune, 2007).
Cependant, S. aureus est moins isolées au niveau de service de chirurgie avec une fréquence
d’isolement de 33% ce qui est proche de la valeur trouvée (39%) par Rebiahi dans une étude

antérieure au niveau du méme service et CHU (Rebiahi, 2011).
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Ces fréquences importantes d’isolement de Staphylococcus aureus au niveau des services de
soin intensifs, suggerent une transmission manuportée. De plus, cette espece est une bactérie
nosocomiale par excellence dans les unités des soins intensifs. Sa capacité d’acquérir et de cumuler
facilement plusieurs mécanismes de résistance, la multiplication des manceuvres invasives sur des
terrains fragilisés (ventilation assistée, sondage urinaire) et la pression de sélection des antibiotiques

sont ainsi des éléments favorisants (Elouennass et al., 2008).

L’implication de I’environnement hospitalier comme source de contamination par les bactéries
responsables des infections liées aux soins a été démontrée dans plusieurs études (Mesli, 2014 ;
Sefraoui, 2015 ; Zenati et al., 2015). En effet, parmi les souches étudiées 22 proviennent de
I’environnement hospitalier. Les tables et les chariots étaient principalement les surfaces les plus
souillées. Cette situation est due au fait que les surfaces sont fréquemment manipulées par le
personnel soignant. Elle serait en rapport avec le manque d’hygiéne et 1’échec des méthodes de

désinfection ayant pour conséquence, la contamination de 1I’environnement du malade (Amy et al.,

2020).

Concernant la résistance aux antibiotiques, les résultats obtenus au cours de cette étude
montrent des taux élevés de résistance pour la plupart des antibiotiques testés, cela étant
probablement di a I’utilisation abusive et incontrdlée de ces antibiotiques. En outre, S. aureus est
capable de s’organiser en mode de biofilm sur les dispositive médicaux ce qui lui confere non
seulement une protection contre 1’action des antibiotiques, mais aussi entrave ’activité du systéme

immunitaire de 1’hote (Rebiahi ez al., 2014).

Pour les 3 lactamines, 100% des souches étudiées sont résistantes a la pénicilline G. Ce résultat
est similaire a celui trouvé a ’hdpital de Kabul en Afghanistan (Naimi ez al., 2021) et supérieur a
celui obtenue au Mauritanie (96%) (Salem, 2016) et au Maroc (87 %) (Benouda et Elhamzaoui,
2009). Les taux de résistance aux oxacilline et céfoxitine, sont de 88% et 64% respectivement. Ces
résultats sont plus importants que ceux obtenues au Mali (43% et 50.5%) (Tchougoune, 2007).
Cependant, ils sont plus faibles que ceux rapportés par des études antérieures mené dans deux

hopitaux a Guelma (Bouguenoun, 2017).
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Pour la famille des aminosides, trois antibiotiques ont été testés, la tobramycine, la
gentamicine et la kanamycine avec des taux de résistance compris entre 58% et 72%, ce qui
concorde bien avec ceux obtenus au CHU de Constantine (Aouati e al, 2021), tandis que des
résistances plus faibles ont été notées pour ces antibiotiques a 1’hopital Mohammed Boudiaf de

Médéa (Achek et al., 2018).

Pour les quinolones, 100% des souches sont résistantes au levofloxacine. Ce taux est plus
important que celui trouvé en USA (18%) (Benouda et Elhamzaui, 2008). Cepandant, pour la
norfloxacine les souches de S aureus présentent un taux de résistance plus faible de 60% ce qui

demeure plus élevé par rapport a celui enregistré au CHU de Sénégal (15.5%) (Seydi, 2004).

Pour le reste des antibiotiques testés, 1’érythromycine, la rifampicine et la tétracycline, les
taux de résistance enregistrés dépassent les 50 % et sont plus importants que ceux trouvés a I’hopital
Didouche Mourad de Constantine (Ouchenane et al., 2010), a Bejaia (Madi et Haroune, 2012) et
a I’hopital Bologhine Ibn Ziri d’Alger (Basset et al., 2015).

Contrairement aux antibiotiques cités précédemment les taux de résistances les plus faibles
ont été notés avec le sulfaméthoxazole/triméthoprime et le linézolide. En effet, 78% et 64 % des

souches étudiées sont respectivement sensibles a ces deux molécules.

Le phénomeéne marquant dans cette étude est I’émergence et la propagation des SARM dans
différents services au CHU de Tlemcen. Ces souches représentent 64% des S. aureus isolés. Cela
pourrait étre expliqué d’une part, par une pression de sélection générée par une utilisation
irrationnelle des antibiotiques et d’autre part, par la flexibilité¢ génétique de S. aureus qui lui a
permis 1’acquisition de plusieurs mécanismes de résistance aux antibiotiques (Hiramatsu, 2001 ;

Abbanat et al., 2008).

Les SARM sont souvent multirésistantes dans les hopitaux et sont responsables des taux
importants de mortalité et morbidité. La diffusion des SARM dans le milieu hospitalier a été
signalée dans plusieurs hopitaux en Algérie (Touaitia, 2016 ; ZerouKki ez al., 2015 ; Alioua,
2015) etal’étranger (Awad et al., 2007 ; Seydi et al., 2004 ; Saidani ez al., 2006). En Algérie,
le taux de SARM est en augmentation avec 4,5% en 2002 (Kesah et al, 2003) 33 ,2% en 2004
(Ramdani et al., 2006), 45% en 2006 (Bekkhoucha et al., 2009) et de 52% en 2009 (Rebiahi
etal., 2011).
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L'épidémiologie du SARM a évolué depuis son apparition initiale, ce qui nécessite une
approche médicale globale pour lutter contre cet agent pathogeéne. En effet, Les glycopeptides
restent les médicaments de choix des infections séveéres aux SARM multirésistants (Géorges et al.,
2002) ou la vancomycine est 1’antibiotique de dernier recours contre ces infections. Son utilisation
systématique a conduit a 1’émergence de souches de sensibilité diminuée aux glycopeptides

évoquant une crainte de développer un aspect épidémique (Rebiahi, 2011).

La détermination de la concentration minimale inhibitrice des glycopeptides (vancomycine et
teicoplanine) des souches isolées durant cette étude révele 4 souches résistantes a la teicoplanine et
aucune souche résistante a la vancomycine. Ces résultats concordent avec la plupart des articles
publiés sur la résistance aux antibiotiques chez S. aureus ou ¢’est rarement noté une résistance a
ces antibiotiques. En effet, Tabaja et ses collegues ont rapporté des taux de résistance trés faibles a
la teicoplanine en Aman et KSA (Tabaja et al., 2021). Alioua et plusieurs autres chercheurs ont
noté I’absence des souches résistantes a la vancomycine (Alioua, 2015 ; Antri et al., 2010 ;

Benouda et Elhamzaui ,2008 ; Bernard et al., 2008).

L’étude de Rebiahi et ses collaborateurs en 2011 dans le méme établissement, le CHU de
Tlemcen, montre la présence de trois souches de S. aureus résistants a la vancomycine. Pour cela,
une vigilance particuliere accordée au suivi de la sensibilité des S. aureus aux glycopeptides au
CHU de Tlemcen est indispensable. Ainsi, toute évolution de sensibilité pouvant apparaitre lors de
prise en charge d’infections 8 SARM par la vancomycine et toute détection d’émergence ou toute
introduction de clones de SARM résistants a cette molécule, doit pouvoir étre identifiée rapidement

afin d’engager les mesures prophylactiques et thérapeutiques adéquates.

Le caractéere multirésistant des souches de S. aureus au CHU de Tlemcen a été confirmé dans
cette étude. En effet, Les souches isolées avaient exprimé des résistances associées aux aminosides
aux quinolones et aux autres antibiotiques testés. Ces corésistances peuvent résulter soit de
I’accumulation de mécanismes de résistance indépendants, soit de la diffusion de matériel génétique
(plasmides, transposons) codant plusieurs caractéres de résistance et peuvent compliquer la prise

en charge thérapeutique (Cavallo et al., 2001).
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Conclusion

Staphylococcus aureus, agent pathogéne virulent, est actuellement la principale
cause d'infections chez les patients hospitalisés. Son succes pathogeéne et sa capacité a
provoquer un large éventail d'infections résultent de ses nombreux facteurs de virulence.
L'augmentation de la résistance de ce pathogéne aux antibiotiques, associée a sa
prévalence croissante en tant que pathogéne nosocomial, représente une préoccupation
majeure. En effet, notre étude a montré une fréquence d’isolement trés importante des
souches de Staphylococcus aureus au niveau des services de réanimation, de chirurgie et

des urgences médicales et chirurgicales au CHU de Tlemcen.

Nos résultats révelent que le phénotype de résistance aux B-lactamines le plus
dominant est la résistance a la méticilline (SARM). L’augmentation de la fréquence des
souches SARM et la résistance concomitante aux autres classes d’antibiotiques, sont

désormais un fait établi au niveau de CHU de Tlemcen.

Cette multirésistance ne régresse pas facilement. Le risque d’impasses
thérapeutiques est réel, ce d’autant qu’il n’existe pas de perspectives proches de mise sur
le marché de nouveaux antibiotiques et que les glycopeptides ont commencé a perdre

leur place dans I’arsenal thérapeutique contre les infections a SARM.

Il est donc légitime de redouter la dissémination des souches de S. aureus
résistantes aux antibiotiques en Algérie et face a cette crainte, nos hopitaux devraient
adopter en urgence un certain nombre de mesures a mettre en ceuvre, pour prévenir la

dissémination de telles souches et éviter ainsi I’éclosion d’épidémies hospitalicres.

Cette prévention passe par le renforcement des mesures d’hygiéne hospitaliere,
’utilisation rationnelle des antibiotiques guidée par les résultats de 1’antibiogramme, le
dépistage et I’isolement des patients porteurs de bactéries multirésistantes, 1I’€quipement
des laboratoires de microbiologie par le matériel approprié pour la détection rapide et
fiable des génes de résistance aux différentes classes d’antibiotiques, la formation et la
sensibilisation du personnel soignant et aide-soignant sur le probléme de la résistance
aux antibiotiques et la mise en place des réseaux de surveillance des bactéries

multirésistantes.
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Enfin, pour mieux cerner le probléme de la multirésistance chez S. aureus, il est
intéressant de connaitre 1’origine des génes de résistance. D’autres investigations sont
donc indispensables pour répondre aux questions restées. Ainsi, comme perspectives de

ce travail, nous proposons de :

0 Etaler I’étude sur d’autres services au CHU de Tlemcen ainsi que sur d’autres

CHU de L’Ouest algérien ;

0 Etudier la résistance aux antibiotiques chez S. aureus d’origine non hospitali¢re

(La communauté, I’environnement, les produits alimentaires...) ;
O Caractériser les facteurs de virulence des souches multirésistantes ;

0 Explorer et développer des alternatives aux antibiotiques, telles que les
bactériophages, les peptides antimicrobiens et les composés naturels pour traiter les

infections a Staphylococcus aureus multirésistants ;
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> Annexe 1.

» Tableau de lecture d'une galerie API Staph.

QTE RESULTAT
TESTS COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS / ENZYMES
(mg/cup.) NEGATIF POSITIF
0 Aucun Témoin négatif Rouge —
GLU D-glucose 1,56 (Témoin positif) (D-GLUcose)
FRU D-fructose 1,4 Acidification (D-FRUctose)
MNE D-mannose 1,4 Acidification (D-ManNosE)
MAL D-maltose 1,4 Acidification (MALtose)
LAC b- Lactose 1.4 Acidification (LACtose) Rouge * Jaune
(origine bovine)
TRE D-tréhalose 1,32 Acidification (D-TREhalose)
MAN D-mannitol 1,36 Acidification (D-MANnitol)
XLT Xylitol 1.4 Acidification (XyLiTol)
MEL D-mélibiose 1,32 Acidification (D-MELibiose)
NIT 1 + NIT 2 /10 min
NIT Nitrate de potassium 0,08 Réduction des NITrates en nitrites Incolore-rose péle Rouge
ZYM A +ZYM B/ 10 min
PAL 0,0244 Phosphatase ALcaline Incolore, beige-rosé,| Violet
B-naphtyl phosphate
violet tres pale
VP1+VP2/10min
VP Sodium pyruvate 1,904 Production d'acétyl méthyl-carbinol (Voges Proskauer) | Incolore-rose pale Violet-rose
RAF D-raffinose 1,56 Acidification (RAFfinose)
XYL SAC D-xylose D-saccharose 1,4 Acidification (XYLose) acidification
1,32 (SACcharose) Rouge Jaune
MDG Méthyl-aD- glucopyranoside | 1,28 Acidification (Méthyl-aDGlucopyranoside)
NAG N-acétyl-glucosamine 1,28 Acidification (N-Acétyl-Glucosamine)
ADH L-arginine 1,904 Arginine DiHydrolase Jaune Orange-rouge
URE Urée 0,76 UREase Jaune Rouge-violet
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Annexe 2. Concentrations et diamétres critiques des

antibiotiques utilisés (CA-

SFM, 2023).
Antibiotiques Sigle Charge du| Concentrations Diamétres critiques
disque (ug) | critiques (ng/l) (mm)
S< R> S> R<
Pénicilline G P 1 0.125 0.125 26 26
p-lactamines Oxacilline 0X 1 2 2 NA NA
Céfoxitine FOX 30 NoteA NoteA NoteA NoteA
Glycopeptides Vancomycine 2 2 NoteA NoteA
Teicoplanine 2 2 NoteA NoteA
Norfloxacine GN 10 NA NA 17 NoteA
Quinolones
Levofloxacine LEV 5 0.001 1 50 22
Macrolides Erythromycine ERY 15 1 2 21 18
30 8 8 18 18
KAN
Kanamycine
Aminosides
Gentamycine CN 10 2 2 18 18
Tobramycine TOB 10 2 2 18 18
Tétracycline Tétracycline TET 30 1 1 22 22
Sulfaméthoxazole et | Sulfaméthoxazole et | SXT 25 2 4 17 14
Triméthoprime Triméthoprime
Oxazolidinone Linézolide LNZ 10
Rifampicine Rifampicine RA 5 0.06 0.06 26 26
Lipopeptide Daptomycine DA 1 1 NoteA NoteA
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> Annexe 3. Répartition phénotypes de résistance aux p-lactamines selon les

services
Services UMC Réanimation Chirurgie
Souches
Nombre des 14 (67%) 12 (60%) 6 (67%)

souches SARM
(32 souches :
64%)

Nombre des 7 (33%) 8 (40%) 3 (33%)
souches Pase (18

souches : 36%)

Total (50 21 (100%) 20 (100%) 9 (100%)
souches : 100%)
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Résumé

La dissémination des Staphylococcus aureus résistantes aux antibiotiques en milieu
hospitalier constitue un probléme majeur de santé publique. Entre février et avril 2024, 50
souches de S. aureus sont isolées au CHU de Tlemcen. Les taux de résistance aux antibiotiques
des souches étudiées, déterminés par la méthode de diffusion des disques en milieu gélosé selon
les normes du CA-SFM 2023, étaient les suivants : la pénicilline G (100%), levofloxacine
(100%) I’oxacilline (88%), la kanamycine (72%), la tétracycline (70%), la céfoxitine (64%), la
tobramycine (60%), I’érythromycine (60%), la norfloxacine (60%), la gentamycine (58 %) et la
rifampicine (52%). Les taux de résistance les plus faibles ont été notés avec le
sulfaméthoxazole/triméthoprime (36%) et le linézolide (22%). De plus, La détermination de la
concentration minimale inhibitrice de la vancomycine et teicoplanine révelent 4 souches
résistantes a la teicoplanine dont trois isolées des UMC et une de service de chirurgie. La
résistance aux B-lactamines des Staphylococcus aureus étudiées est associées a la modification
de la cible (SARM :64%) et a la production de pénicillinases (36%).
Mots clés : Staphylococcus aureus, résistance, antibiotiques, SARM, Tlemcen

Abstract

The spread of antibiotic-resistant Staphylococcus aureus in hospitals constitutes a major
public health problem. Between February and April 2024, 50 strains of S. aureus are isolated at the
Tlemcen University Hospital. The antibiotic resistance rates of the strains studied, determined by
the disk diffusion method in agar medium according to the CA-SFM 2023 standards, were as
follows: penicillin G (100%), levofloxacin (100%) oxacillin (88%), kanamycin (72%), tetracycline
(70%), cefoxitin (64%), tobramycin (60%), erythromycin (60%), norfloxacin (60%), gentamycin
(58%) and rifampin (52%). The lowest resistance rates were noted with
sulfamethoxazole/trimethoprim (36%) and linezolid (22%). In addition, the determination of the
minimum inhibitory concentration of vancomycin and teicoplanin revealed 4 strains resistant to
teicoplanin, three of which were isolated from UMCs and one from the surgical department.
Resistance to B-lactams in the Staphylococcus aureus studied is associated with modification of
the target (MRSA: 64%) and the production of penicillinases (36%).
Keywords : Staphylococcus aureus, resistance, antibiotics, MRSA, Tlemcen



