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RESUME

Notre étude a été réalisée au laboratoire de bactériologie de I’hopital Koléa (Tipaza) sur des
prélevements purulents, urinaires et ceux destinés a 1’hémoculture, provenant d’infections
hospitalieres ou communautaires, en vue de déterminer la fréquence des staphylocoques isolés et
d’évaluer leur profil de résistance aux antibiotiques (ATB).

Sur 1403 prélévements obtenus, 61 répondaient aux critéres d’infection liée aux staphylocoques
(4.34%). Le sex-ratio F/H est de 0.79. Les isolats staphylococciques sont retrouvées essentiellement
dans les prélevements purulents (60.65 %) de toutes origines, suivis des prélevements urinaires
(24.59 %) et des hémocultures (14.75 %).

L’espéce S. aureus domine le profil épidémiologique pour les infections communautaires avec un
taux de 61.53% alors que la souche S. epidermidis a été retrouvée prédominante chez les patients
hospitalisés (68.57%). La fréquence de la résistance globale des S. aureus, hospitalieres et
communautaires, a la pénicilline G (80.6%) et la gentamycine (61.53%) demeure élevée. Les
vancomycine et pristinamycine (100%) ainsi que les phénicolés (96.23%) conservent une bonne
activité.

La multi-résistance des staphylocoques est devenu remarquablement répandue dans les
prélévements humains, d’ou la nécessité de la mise en ceuvre d’une stratégie active et efficace

garantissant une sécurité microbiologique afin d’éviter la propagation de cette résistance.

Mots-clés : Staphylocoques ; Staphylococcus aureus; Staphylococcus epidermidis ; Résistance
d’antibiotiques ; Antibiogramme.



ABSTRACT

Our study was conducted at the Bacteriology Laboratory of Kolea (Tipaza) Hospital. The
aim of this study was to determine the prevalence of staphylococci in clinical purulent, sepsis and
urinary samples, and to test the sensitivity of the selected strains against a various antibiotic (ATB)
discs.

Among 1403 clinical samples obtained, only 61 was related to staphylococci infections (4.34%).
The sex ratio W/M was 0.79. Staphylococcus strains were found mainly in the purulent samples
(60.65%), followed by urinary samples (24.59%) and blood cultures (14.75%).

S. aureus was found to be the mainly isolated strains with a rate of 61.53% while the S. epidermidis
strain was found predominantly in hospitalized patients (68.57%). The frequency of the overall
resistance of S. aureus against penicillin G (80.6%) and gentamicin (61.53%) remains high.
However, the vancomycin and pristinamycin (100%) and chloramphenicol (96.23%) keep a good
activity.

The multi-resistant Staphylococcus has become extremely widespread in the human infections,
hence the need for the accomplishment of an active and effective strategy ensuring microbiological
safety to prevent the spread of this resistance.

Keywords: Staphylococci; Staphylococcus aureus; Staphylococcus epidermidis; Antibiotic
resistance; Disc diffusion method.
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Liste des abréviations

ATB Antibiotique PLP Protéine Liant les Peénicillines
DA Clindamycine SRIS syndrome de réponse
inflammatoire systémique

ATCC American Type Culture Collection SXT Cotrimoxazole

BLSE B-Lactamase a spectre Elargie Tétra Teétracycline

C Chloramphénicol TNF Facteur de Nécrose Tumorale

CA-SFM  Comité d’Antibiogramme de la TSI Triple Sugar Iron
Société Francaise de
Microbiologie

CMmI Concentration Minimale TSST-1  Syndrome du choc Toxique
d’Inhibition Toxine-1

CNR Centre National de Référence \% Vancomycine

E Erythromycine

GM Gentamicine

GN Gelose Nutritive

HoS Sulfure d’hydrogéne

U Infection Urinaire

K Knamycine

LDH Lactate Déshydrogénase

MH Muller-Hinton

N1 Nitrite 1

N2 Nitrite 2

OoDC Ornithine Décarboxylase

OoMS Organisation Mondiale de Santé

OXA Oxacilline

P Peénicilline

PT Pristinamycine

SARM Staphylococcus aureus Résistant a
la Méticilline

SPS Poly anéthol Sulfonates de odium
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Glossaire

Cystite : inflammation de la vessie.
Urétrite : inflammation de 1’urétre.
Prostatite : inflammation de la prostate.

Pyélonéphrite : infection urinaire qui touche le parenchyme de rein et les parties sous-

jacentes.

Incision : c’est une petite coupure faite par un chirurgien avec un bistouri.
Abrasion : frottement ou grattement superficiel de certains tissus de la peau.
Lacération : lésion résultant d’une déchirure de la peau sous-cutanée.

Plaie contuse : altération par un choc, un objet contondant.

Pleurésie : inflammation de la plévre.

Furoncle : inflammation aigue d’un pilo-sébacé.

Scarlatine staphylococcique : maladie infectieuse de la peau due a la bactérie de

staphylocoque.

Sepsis sévere : un syndrome d’infection générale et grave de ’organisme par des germes

pathogeénes.

Opsonisation : un processus biochimique par lequel une molécule dite opsonine recouvre la

membrane cellulaire.

Moyen d’immun-sérum : le serum de sujet est immunisé naturellement ou artificiellement,

contenant des anticorps.



INTRODUCTION

Les bactéries pathogenes sont responsables de plusieurs maladies épidémiques et
pandémiques. Dés lors, la quéte de nouvelles substances anti-infectieuses est devenue un intérét de
santé publique. A partir d’une succession d’observations et de travaux de nombreux chercheurs dont
Pasteur, Joubert, Duchesne puis Fleming, cette quéte a abouti a la découverte des antibiotiques
(ATB) (Rosset, 2003 ; Trémoléres, 2013).

L’avénement de ces nouvelles molécules, au lendemain de la seconde guerre mondiale, fut un
avantage important pour 1’homme dans cette lutte contre les maladies infectieuses. Ainsi
I’introduction des ATB en thérapeutique a fait progresser 1’espérance de vie de I’homme, sans doute
plus qu’aucun autre traitement médical (McDermott et Rogers, 1982). Aprés moins d’un demi-
siécle d’existence, ce brillant tableau affiché par ces anti-infectieux s’assombri progressivement.
Durant ces 30 derniéres années, les infections microbiennes sont devenues récurrentes du fait de
I’apparition progressive des bactéries pathogénes résistantes aux ATB. La surconsommation des
ATB a aidé ces bactéries, dotées d’un incroyable pouvoir d’adaptation, a prendre progressivement
le dessus (Martinez, 2009 ; Kempf et Zeitouni, 2012 ; Batard et al., 2012).

L’évolution rapide de la résistance bactérienne aux ATB est un phénomene actuellement
préoccupant dans les pays en voie de développement ou les pathogenes résistants aux ATB peuvent
avoir une plus forte prévalence dans certains pays africains. L’Algérie est un pays du nord de
I’Afrique ou les récentes données de résistance aux ATB indiquent une situation inquiétante. En
effet, ces dix derniéres années ont été marquées par 1’émergence et la dissémination de nouveaux

genes de résistance notamment dans le nord du pays (Baba Ahmed-Kazi Tani et Arlet, 2014).

Les espéces du genre Staphylococcus figurent parmi ces germes qui ont un fort pouvoir
adaptatif et ont développé différents mécanismes de résistance aux ATB. Plus de 90% des souches
produisent une pénicillinase. L'oxacilline reste active contre ces souches, mais des staphylocoques
hospitaliers, et plus récemment communautaires (présents hors de I'hdpital), ont développé une
résistance croisée entre les pénicillines M (méticilline, oxacilline) et les autres B-lactamines par la
production d'une Protéine Liant les Penicillines (PLP) et ayant une faible affinité pour ces composes
(Fernandez-Gerlinger et Mainardi, 2014). De plus, la pathogénéicité des staphylocoques pose
peu de probléme en ce qui concerne Staphylococcus aureus (SA), mais elle est plus discutée pour

les staphylocoques a coagulase négative (SCN) (Michel et Pharm, 2013).



Les staphylocoques sont des bactéries impliquées dans des pathologies variées et sont souvent
responsables d'infections contractées dans les hopitaux. Leur habitat naturel est constitué par les
flores cutanées et les muqueuses humaines et animales. lls sont également retrouvés dans
I'environnement. S. aureus est a I’origine de pathologies extrémement variées, qui peuvent étre des
infections suppuratives, localisées ou systémiques, mais aussi des syndromes liés a ’action de
toxines. Ces infections relevent d’un véritable probléme de santé publique tant par la virulence de la
bactérie que par 1’émergence de souches multirésistantes aux ATB. Selon les services hospitaliers,
ces derniéres représentent entre 20 et 50% des souches (Nuemi et al., 2013). Les premiers cas
rapportés d’infection a S. aureus résistant a la méticilline (SARM) datent de plus de trente ans et
revétaient un caractére nosocomial, I’acquisition de SARM étant liée a I’hospitalisation récente ou a
I’exposition prolongée et récurrente aux ATB. Néanmoins, depuis les années 1990, les infections
liées aux staphylocoques se sont multipliées chez les adultes et les enfants n’ayant aucun des
facteurs de risque d’acquisition de SARM habituellement décrits (Del Giudice et al., 2012 ; Michel
et Pharm, 2013).

Face a cette préoccupation mondiale - qui est I’émergence des staphylocoques multi-
résistants -, il est primordial de conduire des études épidémiologiques afin de comprendre et de

contrdler la diffusion et I’augmentation de la résistance des staphylocoques aux ATB.

C’est dans ce contexte que nous avons orienté notre étude qui a été réalisée au niveau du
laboratoire de bactériologie de I’hopital Koléa (Tipaza). Notre travail s’est axé principalement sur le
diagnostic bactériologique des prélévements purulents, urinaires et sanguins (destinés a
I’hémoculture), provenant de patients hospitalisés ou des consultations externes, en vue de
déterminer la fréquence des especes du genre Staphylococcus isolées et d’évaluer ainsi leur profil de

résistance aux ATB, afin de mieux définir les stratégies thérapeutiques et préventives.
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Chapitre 1 : Synthése Bibliographique

Chapitre 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Généralités sur quelques infections humaines

1.1.1. Infections urinaires :

Etude de l’infection urinaire (IU) en présence d’un germe pathogéne dans l’urine et
I’existence d’une symptomatologie compatible. Les IU peuvent étre localisées dans les voies
urinaires basses (cystite, urétrite, prostatite ou épididymite) ou hautes (pyélonéphrite ou pyélite).
Les IU sont fréquentes tant en milieu hospitalier qu’en milieu communautaire. Elles se rencontrent
chez ’enfant, 1’adulte et le vieillard, dans les deux sexes. Parmi les infections nosocomiales, les U
ont une place non négligeable (Donigolo, 2004). Parmi les bactéries responsables on peut citer les
entérobacteries (Escherichia coli, Klebsiella sp. et Enterobacter sp.), des bacilles & Gram négatif
n’appartenant pas aux entérobactéries (Pseudomonas aeruginosa), et les cocci Gram positif

(Streptococcus sp. et Staphylococcus sp.) (Doroz, 2002 ; Clerc, 1012).

1.1.2. Plaies infectées :

Une plaie se définit par une solution de continuité de la peau ou d’'une muqueuse. Elle se
caractérise par une effraction du revétement épithélial a la différence d’une contusion ou le
revétement demeure intact.

Seront traitées ici les plaies accidentelles d’origines traumatiques physiques ou chimiques
concernant les surfaces cutanées ou muqueuses (en communication avec 1’environnement extérieur
: muqueuses oculaire, génitale, buccale, cesophagienne, rectale) (Traore, 2004). Les plaies peuvent

étre classées et nommées en fonction de leur origine ou des lésions observées.

v' Origine
Les plaies peuvent étre :
- Accidentelles : incisions, déchirures, brilures (thermique, chimique ou électrique) ;
- Secondaires : a une augmentation de pression, de tension sous-cutanée ou a une
Fragilisation de la peau ;
- Chirurgicales ;
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v’ Lésions visibles

- Certaines formes lésionnelles de plaies ont des dénominations spécifiques: piqdres,
abrasions, incisions, avulsions (caractérisées par un arrachement tissulaire).

- Des adjectifs spécifiques permettent d’indiquer les tissus altérés et I’étendu : plaie simple ou
superficielle, plaie profonde, plaie compliquée (envenimée, urticante) et plaie pénétrante ou

perforante (elle atteint une cavité naturelle) (Dellaras, 2007).

1.1.3. Bactériemie :

La bactériémie est définit par la présence d'une bactérie dans le sang circulant, authentifiée
par des hémocultures positives. Cette présence peut étre éphémeére ou chronique et peut étre
accompagneée de signes cliniques ou pas. Elle peut étre le point de départ d'un syndrome de réponse
inflammatoire systémique (SRIS), d'un sepsis sévere ou non, voire dans les cas les plus graves
d'un choc septique et elle peut étre d'origine iatrogéne, aprés une extraction dentaire, une
endoscopie, une intervention chirurgicale ou la manipulation d'un foyer infectieux. Les germes

passent alors la barriere des vaisseaux et pénetrent dans la circulation sanguine (Hota et al., 2007).

1.2. Caractéristiques des staphylocoques

1.2.1. Définition :

Les staphylocoques sont des coques Gram positifs, en amas, trés répandus dans la nature,
responsables d’un trés grand nombre d’infection chez I’homme et ’animal. Ce sont des bactéries
résistantes aux conditions hostiles de I’environnement (chaleur, secheresse et salinité). Ce sont des
bactéries ubiquitaires et saprophytes qui peuvent, occasionnellement, coloniser la peau et les
muqueuses de I’homme et ’animal. Parmi les 27 especes du genre actuellement répertoriées, les

principales sont Staphylococcus aureus, S. epidermidis et S. saprophyticus (Denis et al., 2007).

1.2.2. Condense historique :

En 1878, Louis Pasteur (1822-1895), travaillant avec Emile Roux et Chamberland sur les
germes des maladies, observa au microscope, dans le pus de furoncle et d'ostéomyélite, des
formations en « amas de grains » qu'il appelle staphylocoque (Karthik, 2007). En 1880, Alexander
Ogston (1844-1929), un écossais, isola le premier les staphylocoques a partir d'abces et d'autres
Iésions cutanées et les cultiva in vitro, reconnaissant leur réle dans I'inflammation et la suppuration.
Il décrivit en 1881 la premiére espece connue de staphylocoque : Staphylococcus aureus ou

staphylocoque doré en raison de la couleur des colonies bactériennes obtenues en culture.


http://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9moculture
http://fr.wikipedia.org/wiki/Syndrome_de_r%C3%A9ponse_inflammatoire_syst%C3%A9mique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Syndrome_de_r%C3%A9ponse_inflammatoire_syst%C3%A9mique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Sepsis
http://fr.wikipedia.org/wiki/Choc_septique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Iatrog%C3%A8ne
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Plus tard, une autre variété de staphylocoques, donnant des colonies bactériennes non pigmentées,
sera nommée tout naturellement staphylocoque blanc (Kock et al., 2009). En 1953, est isolée pour
la premiére fois, au Canada, une souche de Staphylococcus aureus résistante a la pénicilline qui
était a l'origine de lésions de la peau, de pneumonies chez les enfants ou de septicémies. L'arrivée
d'un autre ATB, la méticilline, dans les années 60, a mis fin a cette épidémie. La résistance a la
méticilline de souches de S. aureus isolées en pathologie humaine n'a pas mis longtemps & survenir
et a été décrite des 1961 au Royaume-Uni. Et a partir des années 1970, les souches de
Staphylococcus aureus Résistantes a la Méticilline (SARM) sont devenues I'une des premieres
causes des infections acquises a I'hopital (infections nosocomiales) avec une dissémination
mondiale (Cleef et al., 2010).

1.2.3. Classification taxonomique :
La classification actuelle des staphylocoques (Ariznabarreta et al., 2002) est la suivante :
Régne : Bacteria
Classe : Cocci
Ordre : Micrococcale / Staphylococcale
Famille : Micrococacceae / Staphylococcaceae
Genre : Staphylococcus
Espece : aureus ; epidermidis.

1.2.4. Staphylocoque doré :

Les souches de S. aureus sont connues pour provoquer des infections de la peau : furoncles,
folliculites, panaris, impétigo, abcés mammaires chez les femmes qui allaitent. La moindre Iésion
cutanée peut leur donner l'occasion de proliférer (Wulf et al., 2008). Les infections des muqueuses
sont également fréquentes. Au niveau génital, un déséquilibre de la flore naturelle peut laisser aux
staphylocoques I'occasion de proliférer. lls peuvent aussi atteindre les yeux (conjonctivites), les
oreilles (otites) ou les voies respiratoires (pneumonies, pleurésies). Toutes ces infections sont
susceptibles de se compliquer et d'aboutir a des bactériémies. L'évolution peut alors étre fulminante,
aigué et associée a des localisations secondaires multiples et variées (valves cardiaques, 0s,
articulations, rein et cerveau) (Todar, 2005).

Le choc toxique staphylococcique (trés rare mais potentiellement mortel), avec sa forme mineure, la
scarlatine staphylococcique, sont dus a des souches productrices de toxines qu'on appelle
entérotoxines. Le syndrome d'exfoliation généralisée, et sa forme mineure localisée, I'impétigo

bulleux, sont dus a des souches productrices d'exfoliatines (Nehal et al., 2010).
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S. aureus partage avec la bactérie Escherichia coli le premier rang des germes responsables
d'infections nosocomiales. L'élévation de I'incidence des infections staphylococciques est en rapport
avec le nombre croissant de malades immunodéprimés mais aussi avec la multiplication des
procédures invasives qui lésent la barriére cutanéo-muqueuse (interventions chirurgicales, pose de
cathéters ou de sondes, implantation de prothéses). De telles procédures favorisent la pénétration
dans l'organisme de souches véhiculées par les patients ou par les membres de I'équipe soignante

(transmission manuportée) (Thomas et al., 2007).
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Figure 1.1 : Principales infections humaines causées par les staphylocoques (Wulf et al., 2008)

1.2.5. Staphylocoques blancs :

A la différence de S. aureus, les staphylocoques « blancs », principalement S. epidermidis,
font naturellement partie des flores cutaneo-muqueuses de I'nomme (Wright et al., 2005). Ces
staphylocoques sont potentiellement pathogénes essentiellement dans certaines circonstances :
implantation de corps étrangers (protheses osseuses ou cardiaques, sondes, cathéters) et/ou déficit
immunitaire (SIDA, radiothérapie, chimiothérapie, prématurité). Le matériel implanté peut étre
contaminé par des souches de la flore cutanéo-muqueuse du patient ou du personnel soignant
(Rohde et al., 2007). Ces bactéries, des lors considérées comme opportunistes, sont a l'origine
d'infections graves (septicémies, endocardites, pyélonéphrites, méningites, ostéomyélites), dont la
majorité est des infections nosocomiales.

De la méme fagon que les souches de S. aureus, les espéces de staphylocoques blancs, isolées en

milieu hospitalier, sont fréquemment multirésistantes aux ATB (Arciola et al., 2001).
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1.2.6. Facteurs de virulence de physiopathologie :

1.2.6.1. Composants de la paroi :

Les composants de la paroi comme le peptidoglycane, les acides teichoiques et
lipoteichoiques possédent des effets biologiques démontrés in vitro, notamment la sécrétion de
cytokines par les cellules lymphomonocytaires (Schijfellen et al., 2010). Alors que le
peptidoglycane est peu immunogeéne, les acides teichoiques (polymeéres linéaires du ribitol
phosphate) donnent naissance a des anticorps que I'on trouve dans le sérum de malades atteints
d'infection récente. Ces acides teichoiques sont les récepteurs de bactériophages (lysotypie des
staphylocoques) (Jensen et Lyon, 2009).

Des polysaccharides capsulaires sont trouves chez la majorité des souches (Loeza et al., 2004).
Cette capsule permet une meilleure résistance des souches a l'opsonisation et a la phagocytose.
Certaines produisent un exopolysaccharide (glycocalix) qui entraine la formation d'un biofilm
engluant les bactéries et leur permettant d'adhérer aux surfaces extérieures (Lozano et al., 2011).
Certaines protéines ou glycoprotéines sont responsables de la spécificité de type. Il existe 14

sérotypes mis en évidence par réaction d'agglutination (Zmantar et al., 2011).

1.2.6.2. Facteurs d’invasion et d’adhésion :

D’aprés Gomez-Sanz et al. (2010), S. aureus colonise la peau et les muqueuses en adhérant
aux cellules et aux composants de la matrice extracellulaire. Il se fixe aux cellules par
I'intermédiaire de protéines de surface, les andésines, qui sont ancrées dans le peptidoglycane
(Figure 1.2). Cinq protéines ont été caractérisées :

v La protéine A, élaborée uniquement par les souches d'origine humaine, se lie au fragment
des immunoglobulines. Elle intervient dans I'opsonisation et la phagocytose.

v’ La protéine de liaison au collagene permet I'adhésion de S. aureus au cartilage.

v' La protéine de liaison a la fibronectine permet l'adhésion de S. aureus aux caillots
plasmatiques mais aussi aux biomatériaux (cathéters, prothéses).

v’ La protéine de liaison au fibrinogéne qui provoque I'agrégation de bactéries en présence de
plasma permettant de transformer directement le fibrinogéne en fibrine.

v' La protéine de liaison a I'élastine.
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1.2.6.3. Substance élaboreées par Staphylococcus aureus :

Staphylococcus aureus élabore des protéines diffusibles douées soit d'activité toxique, soit

d'activite seulement enzymatique (Fessler et al., 2010).

v  Toxines : Selon Mc Dougall et al. (2010), cing principales toxines sont décrites chez

Staphylococcus aureus :

Les hémolysines ont une action cytotoxique sur de nombreuses cellules eucaryotes,
notamment les globules rouges et les plaquettes. L'hémolysine a, secrétée par la quasi-
totalité des souches de S. aureus, est mise en évidence avec des hématies de mouton. La
perméabilisation membranaire entraine une fuite osmotique du contenu cellulaire
aboutissant a la mort des cellules. La cytolyse de plaquettes et de monocytes libere des
cytokines et d'autres médiateurs de la réaction inflammatoire expliquant le choc septique des
infections severes a S. aureus.

La leucocidine agit sur les polynucléaires et les macrophages chez lesquels elle provoque la
perte de mobilité, la dégranulation, la destruction nucléaire et la lyse cellulaire. Cette

protéine a r6le important dans la formation du pus.

L’exfoliatine est une protéine thermostable responsable des lésions d'érythrodermie
bulleuse que I'on observe parfois au cours des septicémies a staphylocoques et au cours de
I'impétigo.

Les entérotoxines, dont il existe 7 sérotypes différents, sont des protéines thermostables
responsables d'intoxications alimentaires qui apparaissent 1 a 6 heures apres l'ingestion. Des
souches de S. aureus produisent une entérotoxine. Il s'agit d'une protéine thermostable,
insensible aux enzymes protéolytiques du suc digestif.

La toxine responsable du choc toxique staphylococcique (TSST-1): cette protéine
antigenique entraine la formation d'anticorps protecteurs. Cette toxine a un effet pyrogéne et
entraine l'activation simultanée de plusieurs sous-populations lymphocytaires, ce qui
entraine la libération de plusieurs médiateurs responsables de la symptomatologie du choc

staphylococcique.

v Enzymes non toxiques :

La coagulase-libre est une exo-enzyme coagulant le plasma d'homme ou de lapin. C'est une
protéine thermostable, toujours produite par les souches de S. aureus et non produite par

S.epidermidis et S. saprophyticus. Elle active la prothrombine en thrombine. La thrombine
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ainsi activée agit sur le fibrinogéne gu'elle transforme en fibrine. C'est un facteur primordial
dans le pouvoir pathogéne en coagulant le plasma autour des coques et en les protégeant de
la phagocytose ; elle est a I'origine des thrombophlébites suppurees.

La fibrinolysine est caractéristique des souches pathogenes humaines. En activant le
plasminogéne en plasmine, elle provoque la dislocation des caillots endoveineux qui libére
des micro-embols septiques, facteurs de septicémie et de localisations septiques secondaires.
La désoxyribonucléase (ou DNAses) sont des facteurs de destruction des noyaux
cellulaires. La DNAse thermostable est spécifique de S. aureus.

L’hyaluronidase est une enzyme thermolabile hydrolysant I'acide hyaluronique, substance
fondamentale du tissu conjonctif : elle favorise ainsi la diffusion des staphylocoques dans le
tissu conjonctif.

La lipase : la majorité des souches produisent cette enzyme qui semble constituer un facteur
de virulence dans les abces ou en modifiant les lipides bactériens, elles favorisent la survie

des staphylocoques (Monecke et al., 2007).
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1.3. Antibiotiques
1.3.1. Définition :

Un antibiotique (ATB) est une substance naturelle ou synthétique, d’origine microbienne ou
dérivée chimiquement, utilisée pour guérir les infections causées par des bactéries. Le mode
d’action des ATB permet de tuer les bactéries sensibles (bactéricides) ou d’inhiber leurs
développements (bactériostatiques). Il existe des ATB a spectre étroit ou a large spectre, ¢’est-a-dire
qui ciblent une clientéle précise de bactéries ou une large gamme d’espéces (Martinez et al., 2007).
L’avantage de ces derniers est d’offrir une sécurité au médecin clinicien qui ignore la nature précise
de I’agent infectieux. Par contre, les inconvénients principaux sont les cotits plus éleves et le risque
de voir apparaitre une panoplie de souches résistantes a ces ATB, méme chez la flore normale de
I’hote (Baquero, 2009).

1.3.2. Historique :

Les ATB existent depuis déja plusieurs décennies. Selon certaines sources, I’origine des
ATB remonterait a 1877. Louis Pasteur et Joubert avaient constaté que la présence de certains
contaminants bactériens nuisait a la croissance d’autres espéces bactériennes. C’est ce qui a
déclenché I’intérét des microbiologistes a étudier la compétition entre bactéries. Les ATB seraient
donc des substances produites initialement par les micro-organismes eux-mémes afin de se protéger
les uns des autres (Fajardo et al., 2009).
En fait, un médecin britannique, Alexander Fleming, a découvert en 1928 que la moisissure
Penicillium exercgait un effet bactéricide sur les bactéries pathogénes, qui ne pouvaient se multiplier
en sa présence. Grace a cette observation importante, la pénicilline fut découverte.
Bien que les sulfamides aient été démontrés bactéricides dés 1935, c’est I'utilisation de la
pénicilline, lors de la 2™ Guerre mondiale, qui a véritablement lancé I’ére des ATB (Bruce et al.,
2009). La découverte de la pénicilline a longtemps été considérée comme un miracle de la médecine
moderne parce qu’elle a contribué a contrdler de nombreuses maladies d'origine bactérienne. Apres
plusieurs années d'utilisation des ATB, le Chirurgien Chef des Etats Unis sonnait en 1969 le glas

des maladies infectieuses en affirmant que celles-ci étaient choses du passé.

Force est de constater qu’au début du 3™ millénaire, les maladies infectieuses sont de plus en plus
présentes et que 1I’émergence de la résistance antibactérienne contribue aux faillites de traitement
ainsi qu'a I'escalade des codts de santé. Le phénoméne de la résistance bactérienne est certes un des
plus grands defis que la médecine moderne devra surmonter, sinon nous risquons de retourner a
I’ére pré-antibiotique. Fleming avait déja prévu I’apparition de la résistance des bactéries a la

pénicilline. Depuis son époque, plusieurs recherches ont été entreprises afin d’accroitre le nombre
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de nouveaux ATB et de diversifier les cibles bactériennes visées par ces produits. Entre 1945 et
1980, plusieurs catégories d’ATB ont vu le jour, chacun de ces produits s’avérant tres efficace. La
création de nouveaux ATB s’est par contre arrétée entre 1980 et 1990 puisque des centaines de ces

produits existaient (Gaudy et Buxeraud, 2005).

1.3.3. Différentes familles :
Les principales familles d’ATB, mécanisme d’action et leur mode de résistance sont

rapportés en Annexe 1 (Petignat, 2005).

1.3.4. Résistance bactérienne aux antibiotiques

Pour étre efficace, un ATB doit pénétrer dans la bactérie, sans étre détruit ni é&tre modifié, se
fixer sur une cible et perturber la physiologie bactérienne. Un ATB peut étre caractérisé par son
spectre d’action (Jehl et al., 2003). Depuis 1’émergence de nouvelles molécules d’ATB dans la
thérapeutique, on constate que beaucoup de bactéries, appartenant au spectre d’action d’un ATB, ne

sont plus sensibles a ce dernier (Baquero, 2009).

1.3.4.1. Types de résistance :

v’ Les résistances naturelles : leur mécanisme sur le génome bactérien est constant dans un
taxon et est généralement chromosomique. Elles correspondent a la résistance de toutes les
souches d’une méme espéce bactérienne a un ATB. Elles sont dues soit & une absence de
cible soit a une impermeabilité de la paroi a cet ATB.

v' Les résistances acquises : dues a des modifications génétiques, chromosomiques ou
plasmidiques. Elles ne concernent que quelques souches, d’une méme espece, normalement

sensibles a un ATB donné (Davis et al., 2007).

1.3.4.2. Mécanisme d’apparition des résistances :
Il existe deux mécanismes :
= La transmission verticale : lorsque les conditions de vie deviennent désagréables, la
bactérie peut muter et transmettre a sa descendance la résistance.
= La transmission horizontale : les bactéries peuvent étre parasitées par des virus dont
I’ADN code une multirésistance aux ATB. Elle est responsable de la majorité des
résistances (AFSSA, 2006).

11
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1.3.4.3. Résistances mutationnelles ou mutations chromosomiques :
Elles sont dues aux mutations de génes existants :
v Spontanées : elles existent avant 1’utilisation d’ATB et ne sont donc pas provoquées par sa
présence.
v’ Stables : elles se transmettent verticalement dans le clone bactérien.
v’ Spécifiques : elles ne concernent qu’un seul ATB ou qu’une famille d’antibiotiques. Dans
ce cas, la résistance a un ATB peut aboutir a une résistance croisée pour des ATB

appartenant a une méme famille (Giguere et al., 2007).

1.3.4.4. Evolution de la résistance :

Le développement des résistances est progressif. En dehors du transfert génétique direct qui
peut donner rapidement un haut niveau de résistance, le développement de la résistance passe par un
remodélement des bactéries qui s’effectue de maniére étalée dans le temps (Neely et Holder, 1999).
Une bactérie résistante a un ATB devient souvent résistante a plusieurs. Deux phénoménes

contribuent a la multi-résistance aux ATB : la résistance croisée et la co-résistance.

Les auteurs définissent la résistance croisée comme un phénomene par lequel une bactérie, qui a
développé une résistance a I’un des ATB d’une classe, devient aussi résistante aux autres membres
de la méme classe. Cela méme si elle n’a jamais été exposée a ces molécules. C’est cette résistance
croisée qui permet aux B-lactamases a spectre étendu (BLSE), présentes chez les bactéries Gram
négatifs, d’avoir une résistance si étendue (B-lactamines et céphalosporines) a tel point qu’elles

deviennent un véritable enjeu en santé humaine.

La co-résistance est liée au fait que les génes de résistance a différentes classes d’ ATB sont souvent
portés par le méme plasmide. Par exemple, pour E. coli, un seul plasmide régule la sensibilité aux
céphalosporines, pénicillines, tétracycline et fluoroquinolones. Ainsi, I’acquisition d’une résistance

a I’une de ces molécules, entraine une résistance aux autres familles (Giguere et al., 2007).

Néanmoins, une fois la résistance apparue, il est difficile de s’en débarrasser car le pouvoir de
diffusion est important. En effet, les genes de résistance sont conservés et évoluent dans la
population bactérienne leur permettant une adaptation rapide a un nouvel héte. De plus, les

mutations de ces genes peuvent les conduire a devenir encore plus résistant (Perrin, 2012).
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Chapitre 2 : MATERIEL ET METHODES

Notre étude a ét¢ effectué au niveau du laboratoire de Bactériologie de 1’Etablissement
Public Hospitalier (EPH) de Kolea (wilaya de Tipaza), durant une période de 04 mois (Mai-Ao(t
2014). L’objectif de notre travail consiste a rechercher et identifier les espéces appartenant au genre
Staphylococcus isolées principalement des prélévements purulents, urinaires ou encore ceux
destinés a I’hémoculture. Ces prélévements ont été diagnostiqués dans les différents services de
I’EPH Koléa : services de médecine interne, de pédiatrie et de chirurgie. Aussi, des prélévements de

patients auscultés a titre externe ont été obtenus.

En fonction des résultats de la coloration de Gram, le prélévement a été ensemencé sur un milieu
Chapman. L’identification de ’espéce a été faite en se basant sur les caractéres morphologiques,
culturaux et biochimiques. Par la suite, un antibiogramme, par la méthode de diffusion de disque sur
gélose Mueller-Hinton (MH), a été réalisé sur chaque espece bactérienne. Les disques utilisés
proviennent du laboratoire bio-Mérieux (France). La lecture et ’interprétation des résultats ont été
faites selon les régles et les recommandations du Comité d’Antibiogramme de la Société Francaise
de Microbiologie (CA-SFM) (Bonnet et al., 2012). L’objectif principal de cette étude était

d’estimer la prévalence des staphylocoques ainsi que leur profil d’antibiorésistance.

2.1. Matériel :

2.1.1. Matériel non biologique et appareillage :

La liste de tous les instruments et appareillages utilisés a été rapportée en Annexe 2.

2.1.2. Milieux de culture et solutions de coloration :

Plusieurs milieux de culture ont été utilisés lors de notre étude. Nous citerons la gélose
nutritive (GN), gélose Muller-Hinton (MH) ou encore le milieu Chapman. Tous ces milieux de
culture proviennent de I’Institut Pasteur d’Alger (IPA). La composition chimique de ces milieux de
culture a éte détaillée en Annexe 2.

Concernant les solutions de colorations utilisées, nous citerons le violet de gentiane, lugol, fuchsine
et alcool (70°). Toutes ces solutions ont été utilisées pour la réalisation de la coloration de Gram des

bactéries isolées.
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2.2. Méthodes :
2.2.1. Technique de prélévement :
2.2.1.1. Prélévement des urines pour I’examen cytobactériologique des urines :

Lors des prélevements urinaires, nous avons utilisé des tubes en verre stériles et fermés
hermétiquement. Ces flacons ont été fournis par le laboratoire de bactériologie de 1’h6pital. De plus
et pour chaque prélevement, une fiche de renseignement a été remplie. Dans cette derniére, les
informations concernant le nom du patient et son age, la date et I'heure du prélevement ainsi qu’une
éventuelle prise de traitements (antibiotiques, corticoides, immunodépresseurs ou autres) ont été
notés. Tous les prélevements urinaires se font selon les recommandations émises par Grinfeld
(1999). A titre d’exemple, chez I'adulte, aprés une désinfection trés soigneuse du méat urinaire, les
urines du matin ont été recueillies, de préférence, en éliminant la premiere partie de miction. Par

contre et chez le petit enfant, une poche collectrice a été appliquée .

2.2.1.2. Prélevement de pus a partir de plaies infectées :

La procédure utilisée pour ce genre de prélevement était celle décrite par Williams et al.
(2004). La facon de procéder depend de la nature et de la localisation de suppuration.
Dans le cas d’un prélévement d’un pus Sur peau saine et non suintante ou une plaie aigue chronique,
la plaie et la peau doivent étre désinfectés a 1’alcool iodé. Tous les exsudats doivent étre éliminés a
I’aide d’une compresse stérile et de sérum physiologique stérile. Ensuite nous imbibons la partie
cotonnée de 1’écouvillon, de sérum physiologique, qui sera appliqué en effectuant plusieurs
rotations au niveau de la suppuration sans toucher la peau saine. Enfin, nous capuchonnons
I’écouvillon qui sera transporter par la suite au laboratoire. Au total, deux écouvillons seront utilisés
lors de ce prélevement. L’un servira pour 1’examen microscopique (coloration de Gram et état frais)
alors que le second sera exploité pour I’ensemencement de plusieurs milieux géloses, y compris le
milieu Chapman.
Lorsqu’il s’agit d’un abcés superficiel fermé ou d’une plaie profonde, le prélevement a été fait a
I’aide d’une seringue dont I’aiguille sera introduite dans le foyer infectieux pour aspirer le pus a
travers la peau. Si le volume du prélevement est faible, nous ajoutons quelques gouttes de serum

physiologique stérile a 1’aiguille et nous déchargeons le contenu de la seringue dans un tube a essai.
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2.2.1.3. Prélevement du sang destiné a I’hémoculture :

Le choix du moment du prélévement se fait en cas de pic fébrile ou d’hypothermie ou encore
apres une fenétre thérapeutique de 24 heures a 72 heures.
apres chaque prélevement destiné a I’hémoculture, de préparer un flacon pour I’incuber en
aérobiose. Le bouillon de ce dernier est composé d’un poly anéthol sulfonates de sodium (SPS).
Le flacon d’hémoculture sera rempli avec 8 a 10 ml de sang pour un adulte, ou avec 2 a 5 ml pour
un enfant. Une fois le remplissage terminé, les flacons seront agités par retournement et seront

acheminés au laboratoire dans un délai ne dépassant pas 2 heures.

2.2.2. Examen macroscopique :
Cet examen donne des informations importantes. Il consiste a observer a I’ceil nu:
- Couleur : du pus ou de I’urine va du jaune foncé au rouge brun. Une couleur rouge est due a
un mélange avec le sang ou de I’hémoglobine.
- Consistance : elle peut aller d’un liquide trouble pour I’urine et I’hémoculture, une matiere

tres épaisse et collante pour le pus.

2.2.3. Examen microscopique :

C’est un examen cytologique direct (Figure 2.1) qui permet de détecter la morphologie et la
mobilité des bactéries. Les techniques utilisées sont :
v Etat frais :
* Principe : Elle permet I’observation des bactéries vivantes en absence de toute fixation ou
coloration. L’examen a pour but de déterminer la morphologie des bactéries, leur mode de

regroupement et de savoir si elles sont mobiles ou non (Diensaert, 2005).

échantillon

L
.

' x =
lamelle / \

lame goutte d’eau

C

Figure 2.1. Examen cytobactériologique direct (Diensaert, 2005).

= Technique : Une fois la suspension bactérienne a été préparée, nous déposons une goutte de
celle-ci sur une lame de verre et la recouvrons avec une lamelle couvre objet. L’observation se fera
au microscope au grossissement x40.

= Lecture : Nous pouvons observer sous microscope photonique les éléments suivants :
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- Leucocytes : la pénétration des germes dans le corps stimule le systéme immunitaire d’ou
I’intervention des leucocytes.

- Hématies : la présence des hématies signifie une mauvaise condition de prélévement.

2.2.4. Recherche et isolement des staphylocoques :

Cette recherche a été effectuée selon le protocole décrit par Leyral et al. (2003) (Figure 2.2).

Colonie suspecte sur
milieu d’isolement

!

Coloration de Gram

Recherche de Catalase

\

Coques Gram +
Catalase +

!

Couleur des colonies

Y N\

Couleur blanc porcelaine Couleur jaune d’or:
S.aureus

l

La coagulase

—  \

Autres bactéries

Négatif Positif
Staphylocoques Staphylococcus
blancs aureus

Figure 2.2. Organigramme résumant les étapes de la recherche et 1’identification des

Staphylocoques (Leyral et al., 2003).
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2.2.4.1. Mise en culture :

Aprés I’examen microscopique, chaque prélévement est mis en culture sur milieu gelosé approprie.

2.2.4.1.1. Examen bactériologique des urines :

» Principe : Permet la mise en culture, 1’énumération et 1’isolement des staphylocoques présents
dans I’urine.

= Technique : Pour I’examen bactériologique des urines, nous avons utilis¢é la méthode de
Kass modifiée. Pour cela, nous prenons 10ul d’urine fraiche grace a la micropipette et la plongeons
dans un tube contenant 100ul d’eau distillée stérile puis nous homogénéisons a I’aide d’un agitateur
avec la densité 0.5 Mac Ferland. Par la suite, nous prenons une goutte de mélange et la déposons sur
la boite de Pétri qui contient une GN. L’ensemencement se fait par un rateau et I’incubation se fera
437 "C pendant 18h & 24 h.

= Lecture: la culture est considérée positives’il y a présence de plus de 100 colonies

morphologiguement semblables.

2.2.4.1.2. Examen bactériologique du pus :

* Principe : Permet la mise en culture et I’isolement des staphylocoques présents dans les pus.

» Technique : La mise en culture consiste a mettre 1’eau distillée dans le couvre de 1’écouvillon
pour I’humidier. Aprés homogénéisation du mélange, une goutte sera déposée sur le milieu gélosé,
en ’occurrence le milieu Chapman. L’ensemencement se fait en stries serrées par pipette Pasteur
alors que ’incubation de la boite sera réalisée dans I’étuve 4 37 C pendant 18h & 24h.

= Lecture : Si la culture est positive, nous procédons a I’isolement, I’identification et la réalisation

de I’antibiogramme de la souche isolée.

2.2.4.1.3. Hémoculture :

= Principe : La mise en culture des germes présents dans le sang.

» Technique : agiter bien le mélange d’hémoculture, nous prenons une quantité¢ de ce dernier a
I’aide d’une seringue et mettre deux gouttes dans le milieu Chapman puis, nous ensemencons par

des stries, 1’incubation sera fait a 37 C pendant 18h & 24h.

2.2.4.2. ldentification des espéces du genre Staphylococcus :
Apres 24h  d’incubation sur milieu Chapman, des colonies individuelles et
morphologiquement semblables, issues des cultures bactériennes positives, feront 1’objet d’une

identification par des tests de coloration et des tests biochimiques.
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2.2.4.2.1. 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.

= Technique : la méthodologie utilisée était celle adoptée par Ganter et Jolles (1970). Les étapes

suivies dans cette technique se résument a :

- lére étape : préparation de frottis : sur une lame, nous déposons une goutte d’ecau stérile ou

directement le prélévement s’il est liquide. Ensuite nous ajoutons une goutte de la colonie isolée

qui sera étalée et fixée a la chaleur.

2°™ étape : nous réalisons la coloration du frottis. D’abord, nous effectuons une coloration par le
violet de gentiane et laissons agir pendant 2 min. ensuite nous ringcons a l'eau courante et
recouvrons le frottis par la solution de lugol et laissons agir pendant 30 secondes. Une
décoloration a I’alcool sera faite rapidement (15 secondes) suivie par un ringage. Enfin, une
recoloration a la fushine sera effectuée pour une durée d’une minute suivie par un ringage a 1’eau
et sechage de la lame. L’observation se fait a I’aide d’une goutte d’huile a immersion (Gx10 puis
Gx40).

= | ecture : la présence de bactérie en violet (Gram+), ou en rose fuchsine (Gram-).

= 2.2.4.2.2. Tests biochimique :

2.2.4.2.2.1. Recherche de la catalase :

= Principe : Cette enzyme est produite en abondance par les bactéries a métabolisme respiratoire

qui peuvent détruire les peroxydes H,O, dont I’accumulation a un effet 1étal pour les bactéries. La

catalase a la propriété de décomposer le peroxyde d’hydrogeéne (H,0;) avec dégagement d’O, sous

forme gazeuse (Tabak, 2007) selon la réaction suivante :

2H202 — 2H20+02

= Technique : A partir d’un milieu solide et aérobie, nous avons prélevé une quantité suffisante de
culture et la mettons en suspension dans une goutte d’eau oxygénée déposée sur une lame.

= Lecture : La présence de catalase est marquée par la formation immédiate des bulles d’O,.

2.2.4.2.2.2. Test de Staphaurex :

* Principe : C’est un test d’agglutination sur lame permettant 1’identification rapide des souches
de S. aureus, prét a I’emploi et fiable a interpréter avec des résultats en une minute. Des particules
de latex rouge sont sensibilisées par des protéines : fibrogene et Ig G humaines (Dupouy-Camet,
2002).

= Technique : Sur le papier Staphaurex , nous rajoutons une goutte de latex rouge en prenant une

colonie bactérienne et la deposer sur la solution du latex rouge et nous mélangeons .
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= Lecture: Apres une minute, si la solution s’agglutine, nous pouvons déduire qu’il s’agir de

S.aureus.

2.2.4.2.2.3. Identification biochimique par Mini-galerie classique :
Afin de mener une identification biochimique de 1’espece staphylococcique, nous avons

utilisé plusieurs tests biochimiques ainsi que plusieurs milieux de culture (Annexe 2).

- Milieu Tri Sugar Iron (TSI) :

» Principe : La gélose TSI permet I’identification des staphylocoques par la mise en évidence
rapide de la fermentation du lactose, du glucose (avec ou sans production de gaz), du saccharose et
de la production de sulfure d’hydrogéne (Medouakh et al., 2006).

= Technique : A partir d’une colonie suspecte prélevée sur un milieu d’isolement sélectif, nous
ensemencons le culot par piqlre centrale et la surface inclinée par des stries serrées. L’incubation se
fait a 37°C pendant de 18h a 24 heures.

= Lecture: La gélose TSI fournit quatre renseignements principaux. La fermentation de glucose si
le culot vire au jaune. La fermentation du lactose et du saccharose si la pente inclinée devient jaune.
S’il y a production de gaz dans le culot nous déduisons que la bactérie est gazogéne. Enfin, la
formation de I’anhydride sulfureux se traduit par la formation d’une coloration noire entre le culot

et la pente ou le long de la pigdre.

- Recherche du nitrate réductase :

» Principe : Cette technique se fait a 1’aide d’un bouillon nitraté permettant la recherche de
I'utilisation de I'ion nitrate par certains micro-organismes, notamment par respiration nitrate
(Dellaras, 2007).

= Technique : Le test consiste a rajouter une goutte de suspension bactérienne, de densité de 0.5
Mac Ferland, au milieu de nitrate réductase. L’incubation se fait a 37°C pendant de 18h a 24
heures.

= Lecture : Apres avoir Vérifié la présence de culture, les réactifs Nitrites 1 et 2 seront rajoutés.

Une coloration rouge signe la présence de nitrites : bactérie nitrate réductase + (stade nitrites).

- En cas de milieu incolore, nous ajoutons du zinc (réducteur des nitrates) et attendons quelques
minutes. Une coloration rouge montre la présence de nitrites : la bactérie est Nitrate Réductase -.
Par contre une absence de coloration montre I'absence de nitrates : la bactérie les a réduit en azote
(il n'y en a plus dans le milieu pour que le zinc les réduisent), la bactérie est Nitrate Réductase+,
stade diazote (N2).
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- Recherche de la fermentation du Mannitol :
» Principe : Le Mannitol-Mobilité est un milieu de culture caractérisé par I'utilisation de mannitol
et permet la mise en évidence ou pas de la mobilité bactérienne (Padron et Dockstader, 1972).
= Technique : Une colonie caractéristique du milieu Chapman sera ensemencée par pigdre
centrale, sur milieu Mannitol-mobilité, a 1’aide de pipette Pasteur. L’incubation du milieu se fait a
37°C pendant de 18h a 24 heures.
= Lecture : elle s’effectue comme suit :
- Pas de dégradation du mannitol : pas de virage de couleur ;
- Dégradation du mannitol : virage de milieu en jaune ;
- Bactérie non mobile : colonies au lieu de I'ensemencement ;

- Bactérie mobile : apparition des colonies dans le milieu.

- Recherche des enzymes de dégradation des acides aminés (LDC, ODC, ADH) :
= Technique : Trois de ces enzymes ont un grand intérét pour I'identification bactérienne. Ce test
se fait en rajoutant une colonie caractéristique du milieu Chapman et la déposer dans les 3 milieux
Falkow. Par la suite, une quantité d’huile de vaseline sera rajoutée pour créer une atmosphere
d’anaérobiose. L’incubation se fait a 37°C pendant de 18h a 24 heures.
= Lecture : Résultat positif : la couleur rester violet (le germe dégrade au début le glucose qui fait
virer le milieu au jaune, ensuite il y aura dégradation des acides aminés ce qui fait virer la couleur a

nouveau vers le violet).

- Recherche de ’enzyme Staphylocoagulase :

* Principe : La propriété de Staphylococcus aureus de provoquer la coagulation d’un plasma
recueilli sur anticoagulant est un critere important de son identification. Elle est due a la sécrétion
d’une enzyme thermostable ; la staphylocoagulase ou coagulase. Cette derniere agit en liaison avec
la prothrombine et en absence de calcium (Fang et al., 2003).

= Technique : Nous prenons trois tubes secs en rajoutant du plasma humain. Dans un tube nous
rajoutons une colonie bactérienne de la souche isolée, dans le second tube nous rajoutons une
colonie bactérienne de la souche S.aureus ATCC 25923 (témoin positif) alors que dans le dernier
tube aucune souche ne sera rajoutée (témoin négatif). L’incubation se fait & 37°C pendant de 18h a
24 heures alors que I’observation sera toutes les heures jusqu’a 4 heures.

= Lecture : Si le résultat est positif, il y aura alors une coagulation du plasma.
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2.2.4.2.3. Antibiogramme :

= Technique : Une suspension bactérienne sera preéparée en prélevant des colonies pures et les
déposer dans 1’eau distillée stérile. Apres agitation, le tube sera mis dans un densitométre afin
d’obtenir une suspension de densité 0.5 Mac Ferland. Un écouvillon stérile sera trempé dans la
suspension bactérienne et 1’exces sera enlevé par pression sur les bords du tube. Cet écouvillon sera
ensemencé régulierement sur un milieu gélose de MH, en prenant soin de tourner la boite Pétri
de 60 °jusqu'a ensemencement de la totalité de la surface. Par la suite, les disques d’ATB (Tableau
2.1) seront déposes sur le fond de la boite, en prenant soin de les éloigner, au minimum, de 1 cm du
bord. L’incubation se fait a 37°C pendant de 18h a 24 heures (Figure 2.3).

Boite Pétri

Souche microbienne ensemencée
Milieu de culture gélosé (MH)

Disque d’Antibiotique

Zone d’inhibition

Croissance microbienne

Figure 2.3 : Technique de I’antibiogramme (Zaika, 1989).

= Lecture : se fait en mesurant les diameétres des zones d'inhibition a 1’aide de pied a coulisse. Les
résultats obtenus seront comparés a ceux des valeurs critiques établies par le Comité

d’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM).

Boite de Pétri
Fas d'inhibition

du
développerr]e_nl O Développemeant
- la bacterie bactérien surla
est FES.ISFEII'_ItE a gélose nutritive
cet antibiotique O
Fastilles
O d'antibiotiques
Réaction
intermédiaire &
I'antibiotique O @)
Bactérie \ [
sensible &
I'antibiotigue

Un antibiogramme ©Georges Dolisi

Figure 2.4. Lecture de I’antibiogramme (CA-SFM, 2003)
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Tableau 2.1 : La liste des antibiotiques testés pour les staphylocoques.

Antibiotiques Abréviations  Doses (1)
Pénicilline P 6
Oxacilline OXA 5
Vancomycine VvV 30
Clindamycine DE 2
Chloramphénicol C 30
Gentamycine GM 10
Erythromycine E 15
Kanamycine K 30
Pristinamycine PT 15
Cotrimoxazole SXT 15
Tetracycline Tétra 30

- Recherche de la béta-Lactamase par le test de tréfle :
La recherche de la B-Lactamase pour toute souche présentant un diamétre a la pénicilline <28 mm
(OMS., 2005).
» Technique : La souche de S. aureus ATCC 25923 sensible a la pénicilline (ttmoin négatif) est
ensemencée sur gélose MH. Ensuite, un disque de pénicilline G sera déposé au centre du milieu
gélosé. Encore une fois, cette méme souche sera ensemencee, par des stries radiales centrales, sur
cette méme boite allant du centre vers la périphérie. De la méme maniére sera ensemencee la
souche S. aureus ATCC 43300 résistante de la pénicilline (témoin positif) et la souche a tester.
L’incubation se fait a 37°C pendant de 18h a 24 heures (Dagnara et al., 2004).
= Lecture: La production de la B-lactamase (pénicillinase) par la souche a étudier et la souche
témoin positif induit la culture de la souche témoin négatif (sensible a la pénicilline) jusqu’au

contact du disque de pénicilline.

22



Chapitre 3 : Résultats et Discussion

Chapitre 3 : RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Analyses microbiologiques des prélévements

Lors de notre étude, trois types de prélevement ont été analysés, a savoir les préléevements
urinaires, purulents et ceux destinés a I’hémoculture. L’analyse bactériologique de tous ces
prélévements s’est axée sur la recherche, ’isolement ainsi que [I’identification des souches
appartenant au genre Staphylococcus. Cette démarche du diagnostic bactériologique a été menée en

suivant plusieurs étapes (examens macro et microscopique, identification biochimique).

3.1.1. Fréquence des prélevements apres culture :

Sur un total de 1403 prélevements analysés au laboratoire, une grande majorité (74.83%) a
été déclarée exempte de toutes contaminations microbiennes (Figure 3.1). Par ailleurs, les cultures
retrouvées positives représentent une fréquence de 22.73% alors qu’un faible taux (2.42%) a été
enregistré comme étant des cultures contaminées. Ce faible nombre témoigne du respect des

conditions d’asepsie lors de 1’analyse bactériologique.

om0
cultures négatives cultures positives  |cultures contaminées
|Série1 74,83% 22,73% 2,42%

Figure 3.1. Fréquence des prélévements selon la positivité de la culture.

3.1.2. Répartition des cultures positives selon le prélevement :

Au total, 319 prélevements ont été déclarés comme présentant une croissance microbienne.
La majorité sont issus de prélévements urinaires (Figure 3.2), soit un nombre de 119 ce qui
représente un taux de 62.38%, suivi par les prélevements purulents avec un taux de 31.03% et,

enfin, les prélevements sanguins qui ne représentaient que 21 cas soit un taux de 06.58%.
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62.38%

urine pus hémoculture

Figure 3.2. Répartition des cultures positives selon le type de prélevement.

3.1.3. Prévalence des staphylocoques dans les prélevements urinaires :

Lors de notre étude concernant les prélévements urinaires (Figure 3.3), nous avons noté que
les espéces du genre Staphylococcus occupent la 3eme position en termes de prévalence avec un taux
de 7.53%, juste apres les streptocoques (10.05%) et les entérocoques qui dominent largement avec
82.41%. Ces taux ont été calculés uniquement pour les cocci a Gram + et catalase +. Les autres

germes n’ont pas été inclus dans cette étude.

streptocoques
10.05%

staphylocoques
7.53%

entérocoques
82.41%

Figures 3.3 : Prévalence des staphylocoques dans les prélévements urinaires.

3.1.4. Prévalence des staphylocoques dans les prélévements purulents :
Concernant 1I’examen cytobactériologique du pus, nous avons noté que les staphylocoques
sont incriminés dans les infections humaines avec une fréquence de 37.37% (Figure 3.4). Les

entérocoques arrivent en premiére position car ils ont été isolés dans 44.44% de cas.
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® Entérocoque
m Staphylocoque

= Streptocoque

Figure 3.4. Prévalence des staphylocoques dans les prélevements purulents.

3.1.5. Prévalence des staphylocoques dans les prélévements sanguins :

Au cours de notre étude, des préléevements sanguins ont été effectués pour hémoculture afin
de confirmer la présence d’une septicémie et la nature du germe & incriminer. Les résultats de cette
analyse bactériologique révelent que les espéces staphylococciques sont prédominantes du moment
qu’elles ont été¢ incriminées dans 42.85% des cas, suivies par les entérocoques et les streptocoques
(Figure 3.5). A noter que dans notre étude, nous avons tenu en considération uniquement les cocci
a Gram + et catalase +. Les bacilles a Gram — et les anaérobies n’ont pas été inclus car ne faisant

pas I’objet de notre travail.

® Entérocoque
m Staphylocoque

= Streptocoque

Figure 3.5 : Prévalence des staphylocoques dans les prélévements sanguins.

3.1.6. Fréquence des staphylocoques dans tous les prélévements :

Aprés avoir effectués les examens cytobactériologique des pus et des urines ainsi que les
hémocultures, il en ressort que les souches staphylococciques ont été incriminées dans 61 de cas des
infections humaines. Ces souches ont été trouvées prédominantes dans les prélevements purulents
des plaies (superficielles ou profondes) avec un taux de 60.65%, suivis par les prélevements
urinaires et enfin ceux destinés a I’hémoculture (Figure 3.6).
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m Urine
H Divers

m Bactériémie

Figure 3.6 : Fréquence des staphylocogues dans tous les prélevements.

3.1.7. Répartition des staphylocoques selon le sexe :

Nous rapportons, dans la Figure 3.7, les résultats de la répartition des staphylocoques isolés
selon le sexe du patient. Il en ressort de ces résultats que le nombre des staphylocoques isolés des
prélevements analysés est presque similaire chez les deux sexes, avec néanmoins une légere

prédominance masculine (55.73%). Le sex-ratio est de 0.79.

55.73-%

a44./6 7%

Femme Homme

Figure 3.7 : Répartition des staphylocoques isolés selon le sexe.

3.1.8. Répartition des staphylocoques selon I’espéce isolée :

Une fois les colonies présumées de staphylocoques ont été isolées sur milieu Chapman, une
identification morphologique et biochimique s’en ait alors suivie afin de déterminer 1’espéce
bactérienne incriminée. Les résultats de cette analyse bactériologique sont rapportés dans la Figure
3.8. Il apparait clairement que les isolats de Staphylococcus epidermidis sont ceux qui ont été le
plus souvent isolés avec un taux de 57.37%, alors que les staphylocoques pathogenes, représentés

par la souche de S. aureus, ont été incriminées dans 42.62% des cas.
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57.37%

42.62%

S. epidermidis S. aureus

Figure 3.8 : Répartition des staphylocoques selon 1’espéce isolée.

En effet, I’espece de S. aureus a pour capacité de dégrader le mannitol du milieu Chapman
(Figure 3.9) et la réduction du nitrate. Elle se caractérise par la fermentation de glucose, de lactose
et de saccharose. Elle a aussi un caractere pathogéne qui permet de coaguler le sérum humain. Par
ailleurs, S. epidermidis se caractérise par 1’absence de la coagulase et la non dégradation du

mannitol (Tableau 3.1).

Tableau 3.1 : Principaux caracteres biochimiques des staphylocoques isolés.

Espéce TSI Nitrate réductase = Mannitol ADH Coagulase
S. aureus + + + + +
S. epidermidis + + - - -

TSI : Tri Sugar Iron ; ADH : Arginine Dihydrolase ; (+) Réaction positive ; (-) réaction négative.

Staphylococcus epidermidis Staphylococcus aureus

Figure 3.9. Isolement des souches staphylococciques sur milieu Chapman (Originale, 2014).
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3.1.9. Répartition des espéces de staphylocoques selon les services :

Eu égards des résultats rapportés dans le (Tableau 3.2), il apparait clairement les
staphylocoques pathogenes ont été les plus incriminés dans les infections communautaires du
moment que 16 préléevements positifs ont été enregistrés. En revanche et concernant les
prélévements provenant de patients hospitalisés, ¢’est principalement les Staphylocoques Coagulase
Négative (SCN) (S. epidermidis) qui ont été retrouvés avec une fréquence élevée (24 cas). Ceci
pourra étre expliqué par le fait que certains patients ont été déja soumis a une antibiothérapie,
notamment pour les prélevements des patients présentant une septicémie. Cette antibiothérapie est a
I’origine de la réduction des isolats staphylococciques pathogenes; uniquement les germes

saprophytes pourront alors étre cultivés.

Tableau 3.2. Répartition des espéces de staphylocoques selon le type d’infection.

S.aureus S. epidermidis

Patient non hospitalisés 16 11
Patients hospitalisés 10 24
Total 26 35

S aureus S epidermidis

M patients non hospitalisés M patients hospitalisés

Figure 3.10. Répartition des especes staphylococciques selon la provenance des prélévements.

3.2. Antibiorésistance des souches staphylococciques isolées

Une fois les étapes d’isolement et d’identification des souches staphylococciques ont été
terminées, une étude du profil d’antibiorésistance de ces isolats a été effectuée en utilisant la
technique de diffusion a partir de disque selon les recommandations émises par le Comite

d’Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (CA-SFM).
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3.2.1. Profil de résistance des Staphylococcus aureus :

Toutes les souches de S. aureus ont été soumises & un antibiogramme pour vérifier leur
résistance vis-a-vis de 11 ATB appartenant a différentes familles. Les résultats de cette analyse sont
rapportés dans la Figure 3.11. Les résultats obtenus montrent une grande résistance des S. aureus
vis-a-vis de la penicilline avec un taux de 84.61%, suivie de la gentamycine (61.53%) et la
kanamycine (57.92%). En revanche la vancomycine et la pristinamycine restent parmi les ATB les

plus efficaces car aucune résistance n’a été notée pour les souches staphylococciques pathogenes.

84,61
61,53 57,92
38,46 34,61 34,61 3076
’ 26,92
3,84
|
P GM K OXA E SXT DA C \%

Tétra PT

Figure 3.11. Profil de résistance des Staphylococcus aureus.

3.2.2. Profil de résistance des Staphylococcus epidermidis :

Concernant les souches SCN, nous avons effectué aussi un antibiogramme pour chaque
isolat identifié. Le profil de cette antibiorésistance est rapporté dans la Figure 3.12. Dans le méme
sillage que celui des S. aureus, les souches de S. epidermidis sont résistantes a la pénicilline avec un
taux tres élevé (82.85%), suivies par le cotrimoxazole (68.57%). En revanche, aucune résistance n’a

été enregistree pour le chloramphénicol et la pristinamycine.

82,85

68,57

51,42 48,57
40

28,57

14,28
857 571

’

P SXT E K OXA DA GM Tétra V c PT

Figure 3.12. Profil de résistance des Staphylococcus epidermidis isolés.

P: Pénicilline (6ug); OXA : Oxacilline (5ug); V: Vancomycine (30ug); Tétra: Tétracycline (30ug); DA:
Clindamycine (2ug) ; GM : Gentamycine (10ug); C: Chloramphénicol (30ug); E: Erythromycine (15ug); K:
Kanamycine (30ug) ; PT : Pristinamycine (15pg) ; SXT : Cotrimoxazole (15ug) .
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DISCUSSION GENERALE

Notre travail s’est axé principalement sur le diagnostic bactériologique des prélévements
purulents, urinaires et ceux destinés a I’hémoculture, en vue de déterminer la fréquence des espéces
du genre Staphylococcus isolées et d’évaluer ainsi leur profil de résistance aux ATB, afin de mieux

définir les stratégies thérapeutiques et préventives.

Chaque institution doit réaliser une évaluation peériodique de la sensibilité des isolats
staphylococciques aux ATB actuellement utilisés. Notre étude répond a cet objectif par I’analyse de
I’activité, in vitro, de plusieurs ATB contre 26 souches de S. aureus et 35 de S. epidermidis
provenant des préléevements sus-indiqués au niveau de 1’hopital de Koléa (Tipaza). En effet, la
connaissance et la surveillance du profil de sensibilité des staphylocoques sont primordiales dans la
prise en charge des infections générées par ces especes bactériennes, ainsi que la maitrise de leur
diffusion clonale. On les rencontre dans les prélevements d’origine diverse, mais particuliérement
dans les prélevements septicémiques, destinés a 1’hémoculture, qui constituent une part tres
importante des activités du laboratoire de Bactériologie. Ceci a été le cas, lors de notre étude, ou

nous avons noté que 2/3 des prélévements comportant la présence des souches staphylococciques.

Les prélevements urinaires occupent aussi une place privilégiée ou les staphylocoques ont
été incriminés dans pres de ¥ de cas. Le pourcentage des uro-infections & staphylocoques dans cette
étude (4.59 %) peut étre tres difficilement comparé, du fait d’un manque de données dans la
littérature. Une plus grande fréquence de staphylocoques est isolée en Allemagne : 20.6 % des
malades hospitalisés et ils prennent la troisieme place des uropathogénes apres les entérocoques
(29 %) etE. coli (22 %), d’aprés les résultats d’une étude pendant la période de 1990-1991
(Guirguitzova et al., 2002). 1l y a une différence dans les proportions entre S. aureus et SCN. Chez
les malades étudiés qui souffraient d'uro-infections compliquées ou nosocomiales, S. aureus existe
chez 31 % et les SCN—chez 69 %, tandis que le pourcentage de ces derniers chez lui est
considérablement plus grand : 86,5 % CNS et 13,5 % S. aureus (Guirguitzova et al., 2002).

Malgre le fait que le type S. aureus est plus rarement isolé dans les uro-infections, son
importance comme agresseur des papilles rénales est tres connue. On accepte que la colonisation
préceéde I’infection staphylococccique, comme Archer (1998), qui nous signale qu’a peu pres 30 %
des personnes saines sont colonisées au S. aureus. La porte d'entrée est avant tout nasale, mais aussi
vaginale et péri-anale (Archer, 1998 ; Fabre et al., 2013).

SCN compte plus de 25 types, représentants de la flore cutanée normale chez I’homme qui étaient

considérés comme non virulents. Pendant les dix derniéres années on a prouvé que le nombre des
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uro-infections causées par CNS augmente et on travaille sur 1’éclaircissement et la précision de leur
importance comme pathogénes (Orrett et Shurland, 1998 ; Gilbert et al., 2013 ; Becker et al.,
2014).

La plupart des auteurs considérant que la cause de plus en plus fréquente des uro-infections a
staphylocoques est la cathétérisation urétrale surtout aprées une thérapie antibactérienne standard. La
transmission de l’infection entre les patients est souvent assurée par les mains du personnel

(Archer, 1998 ; Conlan et al., 2012 ; Gilbert et al., 2013).

Le diagnostic microbiologique et le traitement de ces infections imposent 1’identification
correcte de I’agent étiologique en vue d’une bonne prise en charge thérapeutique. Selon Bes et al.
(1990), I’identification des staphylocoques commence par la détermination de la famille, ensuite du
genre (oxydase) et enfin des différentes especes par la galerie biochimique, classique ou
miniaturisée. Pour notre étude, nous avons suivi ce méme mode opératoire afin d’identifier toutes

les espéces staphylococciques incriminées.

La souche S. aureus a été retrouvée prédominante dans les prélevements des infections
communautaires avec une fréquence de 61.53% (16 isolats) comparativement aux prélévements
provenant de patients hospitalisés ou un taux de 38.46% a été enregistré. Cette tendance a été
inversée concernant les SCN ou 24 isolats ont été isolés représentant un taux de 68.57%. Nos
résultats ont été corroborés par les données de la littérature. Les infections a staphylocoques sont
ubiquitaires et peuvent se présenter sous forme d'infections communautaires ou surtout sous forme
d'infections nosocomiales. L'épidémiologie des infections a staphylocoques évolue, au cours de la
vie, et passe quasi-obligatoirement par un portage essentiellement nasal antérieur. Le personnel
hospitalier médical et paramédical présente un taux de portage nasal plus important que la
population générale. Certains patients ont un risque plus élevé de colonisation nasale a
staphylocoque : diabétiques insulinodépendants, dialysés chroniques, toxicomanes par voie
veineuse, patients porteurs du VIH ou sida déclaré, patients agés en maison de retraite médicalisée
(Halablab et al., 2010 ; Stone et al., 2012).

L’information pour la prévalence des SCN des urines, par d’autres auteurs (Guirguitzova
et al., 2002) a éte confirmée sur nos isolats. La haute frequence des SCN est liée avant tout a
I'nospitalisation. On accuse le réle du milieu hospitalier pour la dissémination de telles souches
(Huebner et Goldmann, 1999 ; Otto, 2013). Des auteurs américains constatent une différence
importante pour la fréquence des staphylocoques, entre les préléevements sur des patients
hospitalisés et ceux qui ne sont pas hospitalisés, 39,70 % et 16,76 % respectivement (Aksungur et
Yaman, 1998).
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Les staphylocoques constituent les agents étiologiques les plus fréguemment décrits dans les
infections communautaires. Les espéces de cette famille ont été, depuis une vingtaine d’années,
largement exposées a une utilisation extensive des ATB. Revers de la médaille, elles n’ont pas été
épargnées par la résistance croissante aux molécules les plus fréquemment utilisées. De nombreuses
¢tudes multicentriques I’ont attesté tant a I’hdpital qu’en ville. Certaines d’entre elles ont méme
décrit certains facteurs de risque de la résistance, parmi ceux-ci on trouvait les antécédents

d’antibiothérapie, un séjour préalable a 1’hopital et un age supérieur a 60—65 ans.

Staphylococcus aureus a un fort pouvoir adaptatif et a développé différents mécanismes de
résistance aux antistaphylococciques. Plus de 90% des souches produisent une pénicillinase.
L'oxacilline reste active contre ces souches, mais des staphylocogques hospitaliers, et plus
récemment communautaires (présents hors de I'ndpital), ont développé une résistance croisée entre
les pénicillines M (méticilline, oxacilline) et les autres B-lactamines par la production d'une protéine
liant les pénicillines (PLP) et ayant une faible affinité pour ces composés (Fernandez-Gerlinger et
Mainardi, 2014). Ces résultats ont été confirmés lors de notre étude ou nous avons noté que les
isolats staphylococciques, pathogenes ou non, demeurent tres résistants aux ATB de la famille des
B-lactamines, en particulier la pénicilline. La fréquence de la résistance globale des S. aureus,
hospitalieres et communautaires, a la pénicilline G (80.6%) et gentamycine (61.53%) demeure
élevée. Des résultats similaires aux nétres ont été rapportés par Lowy et al. (2003) et Elhamzaoui
et al. (2009) qui indiquent qu’actuellement plus de 90 % des souches de S. aureus sont résistantes a
la pénicilline G par production de pénicillinase. Le support génétique de cette résistance a été décrit
par Pinho et al. (2001). Le géne de la pénicillinase appartient a un transposon, localisé le plus
souvent sur un large plasmide, qui peut porter également des génes de résistance a d’autres ATB
(aminosides, macrolides), a des antiseptiques ou a des métaux lourds. Il peut également s’intégrer
dans le chromosome Elhamzaoui et al. (2009).

Dans notre étude, la Pénicilline G reste 1’antibiotique le moins actif vis-a-vis des souches
pathogénes ou non. Cette tendance a été confirmée en différents points du monde par plusieurs
études antérieures (De Sousa et al., 2003 ; Van Duijkeren et al., 2004).

Par ailleurs et eu égards des résultats obtenus lors de notre étude, il a été constaté que le taux
de résistance a 1’oxacilline chez S. aureus est de 38.46 %, taux plus élevée que celui trouve dans les
cing principaux hdpitaux du district de Thessalie (Grece centrale) puisque 14.8 % des isolats étaient
résistants (De Sousa et al., 2003) et plus élevé encore que dans les pays nordiques (Suede,
Danemark) ou le pourcentage de S. aureus résistant a 1’oxacilline est resté tres bas (<2 %)
(Elhamzaoui et al., 2009). En outre, nous retrouvons dans notre étude les mémes résultats que ceux

obtenus par Lelievre et al. (1999), montrant une plus grande sensibilité parmi les souches sensibles
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a la gentamicine, a la rifampicine et au cotrimoxazole. Par I’intermédiaire de ces souches, la
résistance a 1’oxacilline diffuse méme dans le monde animal, pire encore, il est prouvé maintenant
qu’il y a une transmission horizontale de la résistance entre les SCN et les souches de S. aureus, ce

qui ne laisse augurer rien de bon pour I’avenir (Wielders et al., 2002 ; Van Duijkeren et al., 2004).

Par ailleurs, vancomycine et pristinamycine demeurent les ATB les plus actives sur la
totalité des souches S. aureus (100%), contrairement & Garnier et al. (2002), qui a retrouvé une
plus grande résistance dans un centre pédiatrique de la région parisienne. La méme constatation a
été faite par Ravaoarinoro et Therrien (1996) qui ont démontré que la teicoplanine et la
vancomycine sont deux a huit fois plus actives que les autres ATB testés contre la majorité des
staphylocoques, en particulier les SARM. Rappelant que la vancomycine a été sur le marché depuis
30 ans et est le médicament de choix pour le traitement des infections graves causées par les
bactéries a Gram positif dans de nombreux hdpitaux, toutefois, son utilisation abusive a aboutit ces
derni¢res années, a I’apparition de résistance trés élevée chez les staphylocoques a coagulase
négative (de 65 a 80 %) méme dans les pays nordiques (de 30 a 40 %) (Gosbell, 2004 ;
Elhamzaoui et al., 2009 ; David et Daum, 2010).

Le gentamycine est un produit, qui est proposé par certains auteurs pour le traitement des
infections a staphylocoques (Garnier et al., 2002), mais nos résultats ont prouvé que pour ce
produit existent des différences importante concernant la sensibilité entre les souches S. aureus et
les souches S.epidermidis. Les SCN réagissent bien a gentamycine avec un taux de 85.71 %, tandis
qu’avec les souches pathogenes, cet ATB est actif uniquement sur 38.46%. Un effet
considérablement meilleur & été constaté avec un autre ATB de la méme famille (aminosides), en
I’occurrence la kanamycine, ou parmi les SCN, 51.42% des isolats se sont manifestés sensibles.

Pendant les années 1960, les chercheurs ont constaté que nombre des staphylocoques se
manifestent résistants aux semi-synthétiques bétalactame et, suite a cela, ils étaient nommeés
méticilline résistants staphylocoques. Les choses sont devenues plus compliquées quand des
différentes études ont prouvé que ces souches sont résistantes a tous les bétalactame, y compris les

céphalosporines. Cela a posé des difficultés de guérison des infections causees par eux-mémes.
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CONCLUSION

Le diagnostic bactériologique des infections humaines revét une importance particuliére. Il
permet une surveillance épidémiologique et guide l'antibiothérapie, a I'heure de résistances
bactériennes toujours plus fréquentes. Les infections humaines dues aux staphylocoques occupent
une place importante en pathologie infectieuse en raison de leur fréquence et de leur gravité, tant au

niveau de 1’hopital qu’au sein des populations.

Notre étude a été réalisée au laboratoire de bactériologie de 1’hopital Koléa (Tipaza) sur des
prélévements purulents, urinaires et ceux destinés a I’hémoculture, provenant d’infections
hospitalieres ou communautaires, en vue de déterminer la fréquence des staphylocoques isolés et

d’évaluer leur profil de résistance aux ATB.

Sur 1403 prélevements obtenus, 61 répondaient aux critéeres d’infection liée aux
staphylocoques. Les isolats staphylococciques dominent principalement les prélevements purulents,
suivis des prélévements urinaires et des hémocultures. L’espéce S. aureus domine le profil
épidémiologique pour les infections communautaires alors que les staphylocoques coagulase
négative (S. epidermidis) ont été retrouvés predominants chez les patients hospitalisés. La fréquence
de la résistance globale des S. aureus, hospitalieres et communautaires, a la pénicilline G demeure
tres élevée. En revanche, la vancomycine et la pristinamycine ainsi que le chloramphénicol
conservent une bonne activité inhibitrice vis-a-vis des isolats pathogéniques. La multi-résistance des
staphylocoques est devenu remarquablement répandue dans les prélévements humains, d’ou la
nécessité de la mise en ceuvre d’une stratégie active et efficace garantissant une sécurité

microbiologique afin d’éviter la propagation de cette résistance.

Les conséquences médicales (majoration de la mortalité) et économiques (durées de séjours
plus longues, codts des traitements) généerées par les infections bactériennes ont déja été largement
évaluées. Cet état de fait justifie dans les établissements sanitaires la mise en place de moyens
adaptés de prévention de transmission par application des précautions standards ou
complémentaires de contact, de détection de ces résistances bactériennes, de connaissance
approfondie de I’écologie locale et une implication particuliere pluridisciplinaire dans la lutte contre

les infections liées aux SARM.
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Le diagnostic microbiologique et le traitement de ces infections imposent 1’identification
correcte de I’agent étiologique en cause pour une bonne prise en charge thérapeutique. La détection
classique du staphylocoque par culture sur gélose nécessite 24 heures et les recommandations
consistent a compléter cette culture par une identification et par un antibiogramme, ce qui requiert
24 heures de plus. Comme perspectives, I'amélioration du diagnostic étiologique passe aussi par
I'utilisation plus large des techniques d'identification génétique, comme I'amplification génomique
par PCR ou la recherche d'antigénes dans le liquide purulents. L’analyse moléculaire des clones
détectés localement parait indispensable, a terme, pour une compréhension et une réaction adaptées
a I’émergence des multirésistants. Ces tests sont utiles chez tous les patients de réanimation, en
raison de leurs facteurs de risque, ainsi que chez les patients a risque en orthopédie, pour ajuster la

prophylaxie.

En outre, il nous semble raisonnable de recommander le dépistage des patients transférés
d’un autre hopital ou d’une unité de long-séjour, les patients provenant de pays a haute endémie ou
encore les patients suivis pour une pathologie chronique. Le respect des précautions standards et
I’application des recommandations des Comité de Lutte contre les Infections Nosocomiales locaux
permettront de limiter la dissémination des souches en milieu hospitalier. Ces faits semblent
amplement suffisants pour mettre en place une stratégie de prévention méme de lutter contre la
diffusion de ces infections. Cette derniére se faisant essentiellement par transmission croisée ou
manuportée. La stratégie de maitrise reposera, en tout premier lieu, sur l'interruption de la

transmission horizontale par I'application stricte de mesures d'hygiéne simples.

La multi-résistance des S. aureus reste un probléme d’actualité et un sujet de préoccupation
Iégitime. La tenue rigoureuse de statistiques locales constamment remises a jour est indispensable
pour établir les protocoles de traitement probabiliste. Le monitoring de la sensibilité antibactérienne

des types staphylocoques isolés a une grande importance et devrait étre continué.
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Annexe 1 : Synthése Bibliographique

Tableau 1.1 : Activité, mécanisme d’action et mode de résistance (Petignat, 2005).

Antibiotiques

Activité

Mécanismes d’action

Meécanismes de résistance

b-lactames
pénicillines
céphalosporines
carbapénémes

Glycopeptides

Aminoglycosidases
(aminosides)
Tétracyclines

Macrolides
Lincosamide
Quinolones

Rifamycines

Triméthoprim

Sulfonamides

Gram+

Gram -

Gram +

Gram -

Gram +
Gram -
Gram +
Gram -
Gram +
Gram -

Gram +

Gram +

Gram -

Inhibition de la synthése de la

paroi bactérienne

Inhibition de la synthése de la
paroi bactérienne
Inhibition de la synthése des
protéines, ribosomes
Inhibition de la synthése des
protéines, ribosomes
Inhibition de la synthése des
protéines, ribosomes
Inhibition de la réplication de
I’ADN, ADN gyrase
Inhibition de la synthése de
I’ARN, ARN polymérases
Inhibition de la synthése des

acides nucleiques, enzymes

-Modification de la cible

-Production de b-lactamase

Modification de la cible

-Modification de la cible
-production d’un inhibiteur
-Modification de la cible
-Mécanismes de reflux

-Modification de la cible

-Imperméabilité de la paroi gram -

Modification de la cible

Modification de la cible

Modification de la cible




Annexe Il : Matériels

MATERIEL NON BIOLOGIQUE :

Verreries et appareillage :

Ecouvillon Pince métallique Portoir Tube a essali

B

aaanARAAAS |
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e et

N\ o

o

Boite de pétri Lames Lamelles Tube & hémolyse

Poire Agitateur Bec benzéne




Annexe Il : Matériels

Microscope optique

Etuve Réfrigérateur

g

Disques d’antibiotiques

Micropipette

Pied a coulisse

Tableau 2.2. Origine et caractéristiques des souches de références utilisées (CNR, 2004).

Origine

Souches de références

Caractéristiques et utilisations

Institut pasteur d’ Alger

Staphylococcus aureus
ATCC 25923
Staphylococcus aureus
ATCC 43300

Sensible a la pénicilline

Résistante a pénicilline et oxacilline
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Tableau 2.3: Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour
staphylocoques (Philippon, 2006)

Charge | Diamétres critiques (mm) | CMI critiques (pg/ml)
Antibiotiques testés des
Penicilline
10U 28 29 0,25 | - 012
Oxacilline (S.aureus) 1Hg 10 | 11-12 13 4 | - 2
Oxacilline (5. lugdunensis) | 1 g 4 |- 2
Cefoxitine (S.aureus
0p - | 22 | B |-
et S.lugdunensis) Ha | 2 22| 8 4
Oxacilline (5.C.N. sauf - -
S.lugdunensis) TH 05 | == 0.25
Cefoxitine (S.C.N.sauf -
S.lugdunensis) 0pg |24 - 25
Gentamicine 10 pg 12 [ 13-14 15 16| 8 4
Kanamycine 30 pg 13 | 14-17 18 64 | 32 16
Amikacine 30 pg 14 | 15-16 17 64 | 32 16
Erythromycine 15 pg 13 | 14-22 23 g8 | 14 0.5
Clindamycine 240 14 | 15-20| 21 4 |12 0.5
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Tableau 2.3: Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour

staphylocoques (Philippon, 2006)

Antibiotiques | Charge des | Diametres critiques (mm) CMI critiques (pg/ml) i
testes disques R | g R | g
Vancomycine cMmi 32 8-16 4
Teicoplanine 30pg 10 | 11-13 14 32 16 B
Ofloxacine B)ig 14 | 15-17 18 4 2 1
Triméthoprime-+
ufamethoxazole 125237500 | 10 | 11-15 16 46 | e 213
Rifampicine 5HQ 16 | 17-19 20 4 2 1
Tetracycline 30ug 14 | 15-18 19 16 8 4
Chloramphenicol 30ug 12 | 13-1 18 32 16 8
Pristinamycine 15g <19 | 19-21 | =222 52 <
Acide fusidique* 10)g <2 224 »1 <1
Fosfomycina® 50 g <14 =14 » 32 <32
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Compositions des milieux de cultures :

Gélose Mueller -Hinton : formule g/L
- infusion de viande de beeuf déshydrate :

300 g
-Peptone de caséine ...................... 17,59
-Amidondemais ..........coooviiinnn, 1,5¢ J
SAGAT 17¢ \
-L’eau physiologie ..................... 1L :
pH=74

Mueller Hinton Agar Plate

Gélose Nutritif : formule g /L

-Extraitde viande ........................ 1,0g/L

-Extrait de levure......................... 2.5g/L
-Peptone ... 5,0g/L
-Chlorure de sodium ...................... 5,0g/L
SAZAT. 15,0g/L
-pH=7,0

Gélosé Chapman : formule g/L

-Peptone......ccceiieiii 119
-Extrait de viande de beeuf................... 19
-Chlorure de sodium ...........ccccevveeveennens 75¢
-Mannitol ... 10¢g
-Rouge de phénol ............ccccuene. 0,025¢g
SAQAr-AQar ..o 159
-Eau distillée @........cooveeiiie 1L

pH=7,4
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Milieu TSI :

-Peptone caseine:..........cccoevvvereannnns 15 g/L
-Peptone de viande :..........ccoocevierinnen. 59/L
-Extraits de viande.............c..cceeneee. 3g/L
-Peptones de levure............ccceuenneee. 3g/L
SNaCl..oet 59/
-LaCtOSE. ... e 10 g/L
-SacCharose.........ccccevveet voveveiieceenn, 10 g/L
-GlUCOSE. ... 1g/L
-Citrate ammoniacal de Fer................ 0.5g/L
-Thiosulfate de sodium..................... 0.5g/L
-Rouge de phénol..............cccceeennn. 0.024 g/L

Bouillon Nitrate :

- Infusion cceur-cervelle............ 250¢g
- Nitrate de sodium................. 10,0 g
-EBaudistillée ........... ...l 1 L

Milieu de mannitol mobilité:

-Hydrolysat trypsiquede caséine........... 10,09
-Mannitol..........ccccoevveiiiiciee, 750
-Rouge dephénol............c.ccooeenene. 0,4mg
AGAriiiie e 3509



http://fr.wikipedia.org/wiki/Nitrate
http://fr.wikipedia.org/wiki/Eau
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