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Introduction

Staphylococcus aureus est un germe ubiquitaire responsable de nombreux types d’infections chez
I’Homme et compte parmi les agents pathogenes les plus souvent isolés des infections hospitaliéres et
communautaires, son équipement biochimique complexe lui permet d'exercer ses effets pathogéniques
et d'exprimer sa virulence, a travers de multiples localisations cutanées, osseuses, meningeées,

endocardiques ( Wertheim et al., 2005).

La plasticité de son génome a s’adapter a différentes conditions environnementales lui permet
d’acquérir des geénes de résistance aux antibiotiques et de développer des mécanismes de régulation
pour s’adapter a des concentrations croissantes d’antibiotiques. Les infections staphylococciques
relévent d’un véritable probléme de santé publique tant par la virulence de la bactérie que par
I’émergence des souches multi résistantes aux antibiotiques ( Mccormick, Schlievert and Yarwood,
2001).

Depuis I'introduction de la pénicilline au cours des années quarante du siécle passé, un grand nombre
d’agents antibactériens ont été développés et parallélement, on a remarqué I’émergence de la résistance a
ces antibiotiques. La plupart des souches bactériennes de S. aureus résistantes a la méticilline (SARM)
peuvent également produire une leucotoxine appelé Leucocidine Panton-Valentine (PVL) ( Bhatta
DR et al., 2016).

La leucocidine de Panton-Valentine (PVL) est incriminée comme facteur de virulence majeur de
Staphylococcus aureus. En effet, des souches de SARM sécrétant cette toxine ont émergé a travers le
monde et ont été responsables d’infections cutanées primitives, de pneumopathies nécrosantes et
d’ostéomyélites séveres, d’ou la nécessité de surveiller de fagon active 1’épidémiologie de ces souches

a fort potentiel pathogene ( Tristan et al., 2007).

Dans ce travail nous visons les objectifs suivants :

v Isolement des souches S. aureus porteuses du gene pvl qui code pour la Leucocidine Panton-
Valentine (PVL).

v Identification du profil de résistance des isolats de S. aureus.




REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Généralités sur le genre Staphylococcus

1.1. Dénomination

Le terme « staphylocoque » a été synthétise a partir du mot grec « staphylé » ce qui signifie grappe de
raisin, pour leur capacité a former des grappes microscopiques de raisin, et le terme « coccus » signifie

les grains ou les baies ( Dufour et al., 2002).




1.2. Classification

Le genre Staphylococcus appartient a la famille des Micrococcaceae. Parmi les nombreuses espéces
et sous espéces des staphylocoques, seules dix-huit espéces ont été retrouvées chez ’homme dont
certaines sont associées a des infections. La majorité n’est retrouvée que chez I’animal ( Fleurette,
1982).

Les especes du genre Staphylococcus sont classées en deux groupes selon qu’elles produisent ou non
une coagulase libre active sur le plasma oxalaté du lapin :

e Les staphylocoques a coagulase positive : S. aureus, S. intermedius, S. hyiucus. On note pour
I’espéce S. aureus la production d’un pigment caroténoide jaune doré, d’ou la dénomination de
staphylocoque dor¢ et la présence dans la paroi d’une protéine A antigénique.

e Les staphylocoques a coagulase négative. On distingue quelques espéces d’origine humaine
différenciables par leur biotype et sérotype : S. epidermidis, S. saprophyticus, S. cohnii,

S .xylosus, S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S. capitis, S. simulans.

1.3. Habitat

S. aureus est un germe ubiquitaire habituellement retrouvé dans 1’environnement et chez les animaux
a sang chaud. Cependant, éliminées dans le milieu extérieur, ces bactéries trés résistantes sont
fréquemment retrouvées dans I’environnement. L’Homme représente 1’une des niches écologiques les
plus favorisees pour ces germes qui vivent a 1’état commensal. Le site de colonisation préférentielle
de S. aureus chez ’Homme est la muqueuse nasale. Il colonise les territoires cutanés, en particulier les
zones humides (le périnée, le vagin et le pharynx) et les mains. La densité de colonisation est plus
importante au niveau des zones humides comme la partie antérieure des narines, les creux axillaires et
le périnée (Durand, 2009).
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Figure 1 : Prévalence du portage a S. aureus selon les sites anatomiques ( Durand, 2009).

1.4. Caracteéres bactériologiques

1.4.1. Morphologie

A T’examen microscopique, les staphylocoques se présentent sous ’aspect isolé ou groupé en
diplocoque, en courtes chainettes ou en amas, Ce sont des cocci a Gram positif ayant la forme de

grappe de raisin, immobiles, non sporulés mais parfois encapsulés. Ils mesurent 0,8 a 1 um de diamétre

( Chibi, 2015).

1.4.2. Caractéres culturaux.

Les staphylocoques sont peu exigeants sur le plan nutritif, aéro-anaérobies facultatifs, ils se
développent en aérobiose et en anaérobiose a 37°C sur les milieux usuels simple, de méme que sur la
plupart des milieux qui favorisent la croissance des bactéries a gram positif. Certaines souches

nécessitent cependant une forte pression en CO> pour une croissance optimale & 37°C, et le pH varie

entre 4,8 a 9,4 avec un optimum a 7,5 ( Chibi, 2015).

En bouillon, la culture est rapide, en quelques heures un trouble homogéne puis un dépdt sont observes,

il n'y a pas de production de pigment en milieu liquide.




Aprés culture de 24 heures sur gélose au sang, les colonies qui se produisent sont de plus grand
diametre que celles produites sur gélose nutritive, et I’hémolyse qui apparaisse autour des colonies
peut étre de type béta (hémolyse totale), alpha (hémolyse partielle) ou gamma (absence d’hémolyse).
Le milieu Chapman est particulierement utilisé, il ne laisse croitre au bout de 24 a 48 heures que les
germes halophiles qui tolerent des concentrations élevées de NaCl (les staphylocoques). Ce milieu
sélectif est rendu différentiel par I'addition de Mannitol & 1% et d'un indicateur d'acidité, le rouge de
phénol. Il permet d'isoler les souches de S. aureus par fermentation du mannitol et par la coloration

jaune ou doré des colonies.

1.4.3. Caracteres biochimiques.

L'étude des différents caracteres biochimiques des souches de staphylocoques a permis le
développement des galeries d'identification rapides et efficaces, permettant de définir les différents
profils biochimiques des bactéries appartenant a une méme espece.

S. aureus a un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif. Il est catalase positive, Il est
toutefois capable de fermenter le glucose a la différence des microcoques. Il est habituellement capable
de fermenter le mannitol ; ce caractére est souvent, mais pas obligatoirement, associé a la pathogénicité.
Il est utilisé dans le milieu Chapman. La fermentation se traduit par le virage au jaune du milieu de

culture.

2. ROle de S. aureus dans les infections humaines

2.1. Mode de transmission

Chez ’Homme, le mode principale de transmission des staphylocoques est le contact direct : ils
peuvent se transmettre d’un individu a I’autre notamment en cas d’infection de la peau et les
mugqueuses, mais aussi par contact indirect a partir des objets contaminés comme les serviettes, les
taies des oreillettes et le téléphone, ce mode de transmission est aussi fréquent en milieu hospitalier
notamment & partir du matériel médical, de la poussiére, et de I’air.

La contagion peut également avoir lieu par absorption de toxine préformée dans les aliments

contamineés par staphylocoque producteur d’entérotoxines.




2.2. Les différentes infections causees par Staphylococcus aureus

S. aureus continue a jouer un rdle important dans la pathologie infectieuse humaine et compte parmi

les agents pathogénes les plus souvent isolés des infections hospitaliéres et communautaires, sans

oublier les intoxications alimentaires. Parmi ces infections nous citons :

Les infections cutanéo-muqueuses : sont les atteintes des furoncles (folliculite), du panaris
(doigt), d’anthrax (fusion), de cellulite, des sinusites et des otites. Il s'agit le plus souvent
d'auto-infestation. Parmi les syndromes des infections cutanéo-muqueuses, on trouve le
syndréme de Lyell (peau ébouillantée) : érythrodermie et décollement bulleux de I'épiderme.
Septicémies : A partir d'un foyer infectieux primitif ou suite & une exploration instrumentale.
Localisations secondaires possibles : 0s, poumons, méninges...

Endocardites infectieuses : Essentiellement sur prothése. Primitive ou suite a une
hospitalisation.

Infections osseuses

- Ostéomyélites aigués ou chroniques souvent sur prothése articulaire ou fixateurs
interne/externe

- Arthrites septiques suite a des injections répétées (corticoides...)

Toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) : Ingestion d'aliments qui ont été en contact
a la Staphylocoqgue aureus produisant les entérotoxines. Ces toxines sont donc retrouvées dans
les aliments qu'ils soient crus ou cuits (ces entérotoxines sont thermostables).

Syndrome de choc toxique staphylococcique (SCTS): Comme le choc médié par
I'endotoxine, le TSS est considéré comme un syndrome de fuite capillaire caractérisé par
I'hypotension, I'hypoalbuminémie et l'cedéme généralisé sans piqires (Gordon et Lowy,
2008) .

3. Facteurs de virulence de Staphylococcus aureus et leurs physiopathologies

Staphylococcus aureus produit de nombreux facteurs de virulence, la plupart d’entre eux agissent de

maniére synergique et coordonnée ( Joubert et al., 2006). Le pouvoir pathogene de la bactérie est lié

a I’expression de ces facteurs de virulence au cours des différentes phases de I’infection. La phase de

colonisation fait intervenir la protéine A alors que les phases d’invasion et de dissémination font

intervenir des exoprotéines comme les hémolysines, les protéases et les entérotoxines qui permettent

in vivo I’extension du foyer infectieux (Figure 2).
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Figure 2 : Facteurs de virulence de S. aureus (Reiser et al., 1981).

3.1. Les substances élaborées par S. aureus

S. aureus libére des protéines diffusibles douées soit d’activité toxique, soit d’activité enzymatique.

3.1.1. Les toxines

S. aureus sécrete de nombreuses toxines ayant pour objet de détourner ou de neutraliser la réponse

immune de I’hote infecté. Cing principales toxines sont décrites :

e Les enterotoxines staphylococciques sont classées sur la base de leurs réactions avec des
anticorps spécifiques ( Sawai et al., 1997). Il existe 7 sérotypes différents : A, B, C1, C2, C3, D, F, ce
sont des protéines thermostables, insensibles aux enzymes protéolytiques du sac digestif et ils sont

responsables d’intoxications alimentaires (diarrhée, vomissements, douleurs abdominales).

e L’exfoliatine est une protéine thermostable responsable des 1ésions d’érythrodermie bulleuse et
au cours de I’impetigo. Ces exfoliatines se fixent sur certaines protéines intracellulaires cutanées telles
que le profilagrine et le filagrine. Elles provoquent une épidermolyse : decollement intra-épidermiques
entre le stratum granulosum et le stratum spinosum (Figure 3). Il y a une rupture entre les cellules
adjacentes suivie de celle des ponts inter-cytoplasmiques (desmosomes) ce qui entraine des lésions
bulleuses. La majorité des sujets adultes ont des anticorps protecteurs, seule les gents a immunité faible

peuvent étre sujet de 1’infection.
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Figure 3 : Action des exfoliatines sur 1’épiderme humain
a : avant I’action des exfoliatines sur la peau
b : aprés I’action des exfoliatines (Clivage entre le stratum granulosum et le stratum spinosum)

(https://www.nku.edu/~dempseyd/SKIN.htm)

e La Leucocidine de Panton Valentine (LPV), cette toxine est formée de deux protéines
différentes, une protéine de classe S (LukS-PV) et une protéine de classe F (LukF-PV) agissant en
synergie, chacune des sous-unités se fixe sur la membrane de la cellule cible par liaison avec des
récepteurs spécifiques (Figure 4). Elle cause la destruction des leucocyte par la formation de pores
sur la membrane cellulaire ( Reiser et al., 1981). Quand la concentration membranaire des pores est
élevée, la cellule entre en apoptose via la voie mitochondriale. La PVL a un role dans la nécrose

cutanée, pulmonaire et est impliquée comme facteur de virulence du staphylocoque.

Core protéique e—b Stem

Fixation séquentiele des
monomeéres LukS-PV puis LukF-
PV au récepteur membranaire
Insertion du pore transmembranaire
=insertion du domaine Stem
Oligomérisation K-
Ouverture d'un

& > Canal calcique £7 So> il

canal
Calcique

AT Ethidi_urﬁ
- Na

Transduction intracellulaire du signal 27

Sécrétion du contenu des granules 4

(IL-6, IL-8, IL-12, LTB4, histamine) Lyse cellulaire = libération de nutriments

Figure 4 : Mode d’action des leucotoxines de S. aureus

(http://www.hse.ie/eng/health/az/S/Staphylococcal-infections/)




e La toxine responsable du choc toxique staphylococcique (TSST-1), est une protéine
antigénique déclenchant les mécanismes de I’immunité grace a son activité super-antigénique, qui
entraine 1’activation simultanée des sous populations lymphocytaires, ce qui induit la libération de

plusieurs médiateurs de 1’inflammation ( Faye, 1997).

e Les Hémolysines ont une action cytotoxique sur de nombreuses cellules eucaryotes. Cette
cytotoxicité est due a la destruction des hématies et des plaquettes a cause de la perméabilité
membranaire en entrainant une fuite osmotique du contenu cellulaire aboutissant a la mort des cellules.
la réaction inflammatoire engendre le choc septique des infections sévéres a S. aureus par

I’intermédiaire des cytokines et d’autres médiateurs de la réaction inflammatoire libérés suite a la

cytolyse.

3.1.2. Les enzymes non toxiques :

Le staphylocoque est capable de produire de nombreuses enzymes comme les protéases, les lipases et
les hyaluronidases, qui lysent les tissus et peuvent faciliter ’extension de I’infection aux tissus

adjacents.

Coagulase libre : S. aureus fabrique une exo enzyme capable de coaguler en quelques heures le
plasma humain (ou de lapin). La coagulase est une protéine extracellulaire qui se lie a la prothrombine
de I’hdte et forme un complexe appelé staphylothrombine. La thrombine activée transforme donc le
fibrinogene en fibrine. C’est un marqueur classique de 1’identification de S. aureus ( Lowy, 1998).
Fibrinolyse : C’est une enzyme qui active le plasminogeéne en plasmine. Elle agit sur le plasma de
I’homme, du chien, du cobaye et du lapin. Cette substance thermolabile et antigénique, caractérise les
souches pathogenes humaines, et est sécrétée par les germes ayant colonisé le caillot, elle contribue a
sa dislocation et peut jouer un réle dans la formation de micro embols suppurés responsables des
métastases septiques.

catalase : Elle inhibe la bactéricidie intra leucocytaire en empéchant la formation, par les globules
blancs, de radicaux oxygénes toxiques pour la bactérie ( Clarke et Foster, 2006).

p-lactamases : Elles inactivent les B-lactamines et jouent un réle important dans la résistance des

souches de staphylocoques a ces antibiotiques.




3.2. Facteurs d’adhésion et d’invasion

S. aureus colonise 1’hdte en adhérant aux cellules composantes de la matrice extracellulaire.
L’adhésion bactérienne est également une étape indispensable pour I’infection en prévenant
I’élimination de la bactérie par des phénoménes mécaniques et en permettant 1’action ultérieure des

toxines ( Toure, 1992).

S. aureus se fixe aux cellules par I’intermédiaire des protéines de surface, les adhésines ou
MSCRAMMs (microbial surface component recognizing adhesive matrix molecules) qui sont ancrées
dans la paroi cellulaire grace aux peptidoglycanes, d’autres sont secrétées dans le milieu

extracellulaire. Cing protéines ont été caracterisées :

e La protéine A est un facteur de virulence pléiotropique, elle adhere au facteur de Von
Willebrand ( Courvalin, 2008). Elle intervient dans I’inhibition de 1’opsonisation en fixant le
fragement Fc.

e La protéine de liaison au collagéne permet 1’adhésion de S. aureus au cartilage.

e La protéine de liaison a la fibronectine permet 1’adhésion de S. aureus aux caillots
plasmatiques mais aussi aux biomatériaux comme les protheses et les cathéters.

e La protéine de liaison au fibrinogene qui provoque 1’agrégation de bactéries en présence de
plasma permettant de transformer directement le fibrinogéne en fibrine.

e La protéine de liaison a I’élastine.

3.3. Les composants de la paroi cellulaire

Les composants de la paroi cellulaire comme les peptidoglycanes, les acides téichoiques et
lipoteichoiques possedent des effets biologiques démontrés in vitro. Les peptidoglycanes stimulent la
libération des cytokines par les macrophages, 1’activation du systeme complément et 1’agrégation des
plaquettes ( Lowy., 1998).

Les acides téichoiques sont les récepteurs des bactériophages « lysotypie des staphylocoques », ils

donnent naissance a des anticorps que 1’on retrouve dans le sérum du malade.




4. La résistance bactérienne aux antibiotiques

4.1. Définition

La résistance d'une souche bactérienne a un antibiotique se définit comme étant la capacité de cette
souche a se développer dans un milieu ou la concentration en antibiotique est notablement plus élevee
que celle qui inhibe habituellement la plupart des souches de la méme espéce ( Wertheim, 2005).

A partir de 13, on évoque deux types de résistance :

4.1.1. Résistance acquise

La résistance acquise ne se trouve que chez certaines souches de la méme espéce bactérienne. Cette
résistance est due a la modification du patrimoine génétique de la bactérie qui lui permet de tolérer une

concentration d’antibiotique plus élevée que celle qui inhibe les souches sensibles de la méme espeéce.

4.1.2. Résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinséque est présente chez toutes les bactéries de la méme espéce ou du
méme genre bactérien. Elle délimite le spectre d’action des antibiotiques. Par exemple, chez les
bacilles a Gram négatif, la présence d’une membrane externe entraine la résistance a diverses classes

de molécules par imperméabilité ( Quincampoix, 2001).

4.2. Les mécanismes de résistance

S. aureus posséde un fort pouvoir adaptatif, il a pu développer différents mécanismes de résistance

vis-a-vis a un grand nombre d’antibiotiques mis sur le marché (Figure 5).
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Figure 5 : Utilisation des antibiotiques et acquisition de résistance par S. aureus chez I’homme
( Clarke et Foster, 2006).

Les mécanismes impliqués de la défense contre 1’action des antibiotiques sont basés sur différents
criteres (génétiques, biochimiques, microbiologiques et cliniques). La figure suivante illustre les

différents mécanismes de résistance aux antibiotiques chez les bactéries Gram positif.
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(1) Diminution de la pénétration de I"antibiotique dans la bactérie.
(2) antibiotique peut étre inactivé par l'action d’une enzyme.
(3) La modification de la cible empéche la fixation de I"antibiotique.

(4) La protection de la cible empéche la fixation de I’antibiotique.
(5) Les systémes d’efflux provoquent une élimination de Iantibiotique hors de la cellule.

Figure 6 : Les mécanismes de résistance aux antibiotiques chez les bactéries Gram positive
(http://m.20-bal.com/other/11941/index.html)

4.2.1. L’inactivation des enzymes de 1’antibiotique

C’est le mécanisme le plus répandu de telle sorte que I’enzyme produite par les bactéries, inactivent
les molécules antimicrobiennes en modifiant le noyau actif par clivage ou par addition d’un composant
chimique qui inhibe la fixation de I’antibiotique sur le cible et provoque une perte de I’intégrité
fonctionnelle du médicament. L’inactivation enzymatique de 1’antibiotique représente le principal
mécanisme de résistance des béta-lactames, des aminoglycosides et des phénicolés.

On décrit également ce type de résistance pour le groupe MLS (macrolides, lincosamides,
streptogramines), pour les tétracyclines, la fosfomycine et plus récemment pour les fluoroquinolones.
S. aureus possede une enzyme appelée béta-lactamase ou penicillinase qui hydrolyse le cycle béta-
lactame des pénicillines, les rendant inactives. Ce mode de résistance est présent chez 90 % des isolats

cliniques de S. aureus ( Mainil et Muylaert, 2012).




4.2.2. Modification de la cible de I’antibiotique.

Ce meécanisme implique la capacité de la bactérie a modifier le site cible sur la bactérie de telle sorte
que le composé antibactérien ne puisse plus s'y fixer et exercer son activité au niveau de la bactérie,
Ce mécanisme de résistance concerne presque tous les antibiotiques, il est particulierement répandu
pour les résistances aux pénicillines, aux glycopeptides et aux molécules du groupe MLS chez les
bactéries Gram positives, et pour les résistances aux quinolones chez les bactéries Gram positives et
Gram négatives.

Le remplacement de la cible de I’antibiotique est, quant a lui, un mécanisme décrit pour les sulfamidés,
les diaminopyrimidines (triméethoprime) et les bétalactames dont les SARM.

Ce type de résistance résulte d’une mutation au niveau de la séquence nucléotidique de la cible. C’est
un phénomene rare, aléatoirement pouvant affecter un certain nombre de caracteres bactériens. Une
mutation peut étre une délétion, une substitution ou une addition, on aura alors un décalage dans la
lecture du code génétique. Cela donne un mutant qui résiste aux antibiotiques. Cette mutation peut se
transmettre a d'autres bactéries. Elle se produise toutes les 10° a 10'° divisions mais comme il y a
beaucoup de bactéries dans un milieu infectieux, il ne faut pas négliger la probabilité qu’une bactérie

résistante se développe ( Wertheim, 2005).

4.2.3. L’efflux actif

L’efflux actif, médié par des protéines transmembranaires connues sous le nom de pompes a efflux ou
transporteurs actifs, est un mécanisme nécessitant de 1’énergie et utilisé par les bactéries pour expulser
a ’extérieur des métabolites et des composés toxiques étrangers tels que les antibiotiques et d’autres
médicaments. La résistance par efflux actif provient de la réduction de concentration en antimicrobien
dans le cytoplasme de la bactérie, ce qui prévient et limite I’accés de I’antibiotique a son cible
( Bertrand, Costa et Pina, 2005).

4.2.4. La réduction de la perméabilité membranaire

La bactérie "ferme" les pores par lesquels l'antibiotique pénétre dans la cellule. Ces pores sont
normalement constitués par des protéines qui forment des canaux et que I'on appelle les porines. Les

bacteéries résistantes réduisent leur nombre de porines.

4.3. La résistante a la Méticilline

Dés 1961, les premiéres souches cliniques de SARM sont observées. Apres plusieurs années de 1’utilisation des

antibiotiques, I’émergence et la dissémination de la résistance bactérienne ont constitué un probleme de santé




publique ( Dumitrescu et al., 2010). Pour cela deux hopitaux universitaires a Rabat réalisent une étude
prospective durant deux années ( EIhamzaoui et al., 2009). Pour montrer que le taux de résistance de S.
aureus a la méticilline était de 19,3 % au Maroc. Les premiers cas d’infection a SARM ont été rapportés il y a
plus de trente ans et revétaient un caractére nosocomial, 1’acquisition de SARM étant liée a une hospitalisation

récente ou a I’exposition prolongée et récurrente aux antibiotiques ( Mccormick et al., 2001).

4.3.1. Support de la résistance a la méticilline : Le géne mecA

Le temps zéro de 1’évolution des SARM est 1’acquisition du gene mecA, fragment d’ADN de 2,1 kb,
codant une protéine liant la penicilline additionnelle (PLP2a), Cette transpeptidase PLP2a a moins
d’affinité pour les bétalactamines. Les souches de S. aureus possédant le géne mecA sont donc
résistantes a toute la famille des bétalactamines, notamment a la meticilline ou 1’oxacilline ( Teruyoet
Keiichi, 1998).

Le géne mecA est inclus dans un élément génétique mobile : la cassette staphylococcique (SCCmec,

staphylococcal cassette chromosome mec). La régulation du géne mec A est principalement sous la
dépendance de deux génes : le géne mecl (répresseur du géne mecA) et mecR (antirépresseur)
(Figure?).
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Figure 7 : La structure de SCCmec ( Hiramatsu K et al., 2014)
Abréviations: IR, répétition inversée; DR, répetition directe.

4 .3.2. Mécanisme

La meticilline, I’oxacilline et la cloxacilline, sont des pénicillines M non hydrolysés par les
pénicillinases. La résistance a la méthicilline est principalement due a la production d’une nouvelle
PLP, la PLP2a ayant une affinité diminuée pour les bétalactamines. Cette PLP2a est une transpeptidase
qui peut catalyser a elle seule I’assemblage du peptidoglycane lorsque les autres PLP sont saturees par

les bétalactamines.




4.4. Relation entre la résistance a la méthicilline et la présence du géne pvl

La prévalence de la pvl parmi les isolats de SARM a été trouvee relativement élevée. La présence de
ce géne chez les bactéries multi résistantes comme les SARM peuvent étre impliquées dans la virulence,

ce qui augmente les défis pour les cliniciens ( Bhatta et al., 2016).

Cependant, des résultats suggérent qu'une combinaison entre le PVL (qui code pour un facteur de
virulence impliqué dans les infections primaires de la peau et la pneumonie) et le gene mecA (qui
confére la résistance aux antibiotiques) peut conduire a 1I’apparition de souches hautement pathogenes.
Les résultats de cette étude sont inquiétants, car toutes les souches de SARM isolées des patients ayant

des infections acquises hébergeaient le géne pvl ( Dufour et al., 2002).

Par contre, d’autres résultats montrent que la prévalence du gene pvl est faible pour les souches de
SARM, et qu'il n'y a pas d'association entre la présence du gene pvl et le géne mecA ( Motamedi et
al., 2015).

5. Traitement pour lutter contre les infections des S. aureus
Certaines infections cutanées dues a des staphylocoques se traitent par une bonne hygiene locale, des
antiseptiques ou des antibiotiques locaux.

Certaines infections cutanées nécessitent parfois un drainage. Le médecin insére une aiguille ou
pratique une incision dans la plaie pour faire sortir le pus qui s’y est accumulé. Cela permet de réduire
la quantité de bactéries et de toxines présentes, ce qui accélere la guérison.

Le traitement contre les staphylocoques se base sur la réalisation d’un antibiogramme qui permet
d’adapter I'antibiothérapie suivant la résistance et la sensibilité de la souche. Les staphylocoques dorés
les plus fréquemment rencontrés sont, en général, sensibles a la pénicilline M (meticilline, oxacilline),
’antibiotique de choix en premicre intention. Elles sont également le plus souvent sensibles aux

macrolides, aminoglycosides, fluoroquinolones et synergistines.




Matériel & Méthodes




1. prélevement
Des prélévements ont été réalisés a partir de différentes infections pour rechercher S. aureus et la
présence du gene pvl dans les souches cliniques. Les analyses microbiologiques et moléculaires sont
réalisées au laboratoire de Microbiologie et Biologie moléculaire au sein de la faculté de médecine et de
pharmacie de Fés.
2. Isolement

Les échantillons sont tout d’abord enrichis avec le BHI (Brain Heart Infusion) (annexe). Pour
I’isolement des souches S. aureus, 1’ensemencement a été realisé sur des boites contenant le milieu
Chapman (annexe) et qui ont été incubées a 37°C pendant 24h.

L’ensemencement a été également réalisé sur gélose au sang et puis les boites ont été incubées a 37°C
pendant 24 h. Les colonies de staphylococcus sur gélose au sang ont un aspect jaunatre présentant des
colonies béta-hémolytique (hémolyse totale).
3. Test d’identification
Ces test permettent 1’identification de caractéres morphologiques et métaboliques et de déterminer le

type des bactéries.

3.1. 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 distinguer et classifier les bactéries. Son avantage est de donner une information
rapide. Elle permet ainsi, avec la reconnaissance de la morphologie et le mode de groupement des
bactéries, de renseigner sur l'ordre dont fait partie les bactéries étudiées.
. Protocole
Réalisation de frottis :
Elle nécessite d'avoir un frottis fixé, classiquement en effectuant une fixation simple a I'eau : sur une
lame, on dépose une goutte d'eau distillée, on ajoute a I'anse une colonie puis on étale en faisant des
rotations, et finalement on fixe par la chaleur en passant la lame dans la flamme du bec Bunsen.
Réalisation de la coloration :
La coloration s’effectue selon la démarche suivante : on ajoute 2 a 3 gouttes du cristal violet, on laisse
agir pendant 2 minutes et rincer a ’eau. Ensuite, on plonge la lame dans le lugol et on laisse agir 1
minute puis on rince par I’eau de robinet. On proceéde a une décoloration par ’alcool en versant deux

gouttes sur la lame jusqu'a la décoloration (2 a 6 secondes). Enfin on colore par la fushine, on laisse agir



https://fr.wikipedia.org/wiki/Paroi_bact%C3%A9rienne

pendant 1 minute, on rince doucement a I’ecau. Finalement, on séche la lame et on observe avec une

goutte d’huile a immersion.

Figure 8 : Aspect du staphylocoque, grossissement (X100)

Apreés coloration de Gram, les staphylocoques sont des cocci a Gram positif. 1ls peuvent étre isolés, en
diplocoques ou en amas. Les amas sont les plus caractéristiques du genre staphylocoque.

3.2. Test catalase.
. Principe

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d'hydrogéne (H-0z), produit toxique
du métabolisme aérobie de nombreuses bactéries, en H20 et 1/2 O,. Suivant la réaction :

H202 —» H20 +1/2 O2
La recherche de la catalase est un test fondamental pour I'identification des bactéries a Gram positif.
. Protocole
Sur une lame on ajoute une goutte d’eau oxygénée, on dépose ensuite a 1’aide d’une anse, une colonie
isolée de la souche a tester.
Le dégagement gazeux refléte la production d’O2 provenant de la dégradation d’H20> : Souche catalase
+.
L’absence de dégagement gazeux refléte 1’absence de production d’O2 provenant de la dégradation

d’H20> : Souche catalase —.




Figure 9 : Résultat test catalase (+ : positif, - : négatif)

3.3. Test coagulase
. Principe

La coagulase libre est une enzyme capable de coaguler le plasma de lapin. En effet seule I'espece
S. aureus peut posséder cette enzyme qui joue un réle important dans le pouvoir pathogene de la bactérie.
o Protocole

On ensemence quelques colonies dans 500 ul de bouillon BHI et puis on incube a 37°c pendant 24 h.
Aprés 24 h, on ajoute 300 pl du plasma de lapin, et on incube a 37°c pendant 24 h. Si le fibrinogene,

soluble dans le plasma, se transforme en fibrine solide, un caillot se formera au fond du tube (figure10).

Figure 10 : coagulase négatif (-), coagulase (+)

3.4. Galerie API
Une galerie API est un ensemble de petits tubes préts a I’emploi permettant l'identification de

microorganismes par la réalisation rapide et facile de tests biochimiques miniaturisés. La galerie API
STAPH a éte utilisée pour identifier les Staphylocoques. Un inoculum a été préparé a partir d’une culture

jeune (18-24 heures), puis il a été ensemencé sur la galerie selon les recommandations du fabricant. La




lecture a été effectuée apres incubation de 24 heures a 37°C, puis le code obtenu a été dechiffre en se

référant au catalogue (Figure 11).
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Figure 11 : Api STAPH avant et aprés 24h d’incubation avec la suspension bactérienne.

4. L’antibiogramme
. Principe

Un antibiogramme est une technique de laboratoire permettant a tester la sensibilité d'une souche
bactérienne vis-a-vis d'un ou plusieurs antibiotiques.

Le principe consiste a placer la culture de bactéries en présence d’un ou plusieurs antibiotiques et a observer
les conséquences sur le développement et la survie de celle-ci. On peut par exemple placer plusieurs pastilles
imbibées d'antibiotiques sur une souche bactérienne déposée dans une boite de Petri.

I existe trois types d'interprétation selon le diamétre du cercle qui entoure le disque d'antibiotique : souche
ou bactérie sensible, intermédiaire ou résistante.
o Protocole
Préparation de I’inoculum :
A partir d’une culture fraiche sur milieu TSA, on prépare une suspension en solution de 1’eau physiologique
stérile.
Dans des conditions stériles. On ajoute 4 ml de 1’eau physiologique dans un tube a hémolyse.
On préléve des colonies pures et on les met en suspension jusqu’a obtenir une opacité de 0,5 sur le Mac

Farland.

Ensemencement :
La solution est ensemencée en stries sur toute la surface d’une gélose Mueller-Hinton, et apres on dépose des
disques d’antibiotiques (Tableau 4) a 1’aide d’une pince stérile, on appui doucement sur chaque disque pour
assurer un contact uniforme avec le milieu. Les centres des disques doivent étre éloignés les uns aux autres

d’au moins 30 mm pour empécher le chevauchement des zones d’inhibition. La lecture est réalisée aprés une

incubation a 37°C pendant 18 a 24 heures, selon les recommandations du CA-SFM 2018.
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Tableau 1 : Tableau des antibiotiques utilisés

Liste standard Liste complémentaire
Antibiotiques Abréviation Antibiotiques Abréviation
Pénicilline G P Spéramycine SP
Céfoxitine FOX Teicoplanine TEC
Gentamycine CN Chloramphénicol CP
Erythromycine E Acide nalidixique NA
Clindamycine CLI amikacine AK
Quinupristine Q Ertapéneme ETP
Norfloxacine NOR Cotrimoxazole SXT
Fluoroquinolones Lev

Acide Fusidique FD

Cotrimoxazole CoT

Rifampicine RD

5. Etude génotypique

La PCR réalise une succession de réactions de réplication d'une matrice simple brin d’/ADN. La séquence
cible est multipliée par syntheses successives a I’aide d’amorces oligonucléotidiques et d’une ADN
polymérase thermostable. Chaque cycle de PCR est constitué de 3 étapes : dénaturation, hybridation des
amorces et polymérisation. La séquence cible étant doublée a chaque cycle, le taux d’amplification

(théorique) est de 2 n (n = nombre de cycles).

5.1. Extraction d’ADN

L’extraction de I’ADN bactérien a été faite par la technique de choc thermique : a partir d’une culture jeune
de 18 a 24 heures a 37°C sur le gélose nutritive (TSA), quelques colonies sont mises en suspension dans 500
ul de I’eau distillée stérile (eau de biologie moléculaire, dépourvue de DNase et ARNase) et portées a 100°C
pendant 10 min puis transférées directement dans la glace (0°C) pendant 2 min. 300 pl du surnageant sont
ensuite récupérés apres une centrifugation de 14000rpm pendant 10 min. Le surnageant contenant I’ADN a

été conservé a -20 °C.




5.2. Amplification génique ou PCR

Les réactions de PCR sont réalisées dans un volume réactionnel d'amplification de 25 pl contenant 2ul de
I’ADN des souches, des amorces sens et antisens, de 1’eau ultra pure, des déoxynucléosides triphosphates
(dTTP, dCTP, dGTP, dATP), de la Tag ADN polymérase, du MgClI2 et du tampon de la réaction.

Tableau 2 : Les amorces utilisées pour la détection des genes luk-PV ( Terry Alli et al., 2012).

Géne Nom Séquence (5° —»3’) Taille Taille
amorce d’amorce | fragment
(pb)
pvl-1 (ATC ATT AGG TAA AAT CGT TGG ACA
LukS/F-PV TGA TCCA) 31N
433
pvl-2 (GCA TCA AGT GTA GTA TTG AGC AAA
AGC) 27N

Pour confirmer les résultats de I’amplification génique, nous avons utilisé deux témoins :
Un témoin négatif qui est constitué¢ de tous les composants de la réaction sauf I’ ADN.

Un témoin positif qui contient, en plus des composants de la réaction, le géne pvl.

Apres dénaturation de I’ADN a 95°C pendant 3 minutes, I’ADN est amplifié grace a 25 cycles. Chaque cycle
est constitué des étapes suivantes :

- Incubation a 94°C pendant 1 minute

- Incubation a 53°C pendant 30 secondes

- Incubation a 72°C pendant 1 minute

Aprés, on réalise une extension finale a 72°C pendant 6 min. Les produits amplifiés ont été visualisés par

électrophoreése sur un gel d'agarose a 1%, coloré au bromure d'éthidium (BET).

5.3. Révélation du produit d’amplification par électrophorese

5.3.1. Préparation du gel d’agarose

- Dans une bouteille ou flacon en verre stérile, mélanger 1g de poudre d'agarose avec 100 ml du Tampon
TBE (Tris-Borate-EDTA) 1X.

- Faire fondre le mélange au four & micro-ondes jusqu'a I'obtention d'un mélange parfaitement transparent.
- Laisser refroidir.




- Ajouter 1pl de la solution de BET et mélanger bien.
- Couler le gel dans le support apres avoir mis les peignes (figurel2).

- Laisser refroidir jusqu'a la solidification de gel.
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Figure 12: Le gel d’agarose dans le support de solidification

5.3.2. Migration sur gel d’agarose

L’électrophorese des échantillons a été effectuée sur gel d’agarose de 1%. Le gel est déposé dans une cuve
d’¢électrophorese et branché a un générateur de courant électrique. La migration d’ADN se fait du pole négatif

au pole positif. Le tampon de migration utilisé est le TBE (annexes).

Afin de suivre la migration, I’ADN est mélangé a une solution de charge avant de le déposer dans les puits
du gel. Cette solution de charge contient un marqueur de mobilité (bleu de bromophénol) et un alourdisseur

(glycérol ou saccharose) pour entrainer I’ADN au fond des puits.

Enfin, la visualisation des ADN sur le gel est réalisée grace a un colorant fluorescent, le bromure d’Ethidium

(BET). Ce colorant & la capacité de s’intercaler entre les paires de bases des acides nucléiques.

La révélation se fait par exposition du gel d’agarose a des radiations UV. Les bandes d’ADN se présentent

sous forme de bandes fluorescentes.

Figure 13 : Dispositif de 1’électrophorése




Résultat et discussion




1. Identification des isolats

Dans notre étude nous avons procédé a la recherche de S. aureus par différentes techniques de microbiologie. Les
isolats qui étaient positif pour la fermentation du mannitol, la coloration de Gram, le test catalase et le test
coagulase ont été retenus comme S. aureus. Parmi 22 isolats d’origine clinique 17 ont été identifiés comme étant

S. aureus.

2. Etude du profil de résistance des souches S. aureus d’origine clinique

Durant deux mois de stage, nous avons isolé et identifie a partir de 22 échantillons, 17 souches de

S. aureus. L’antibiogramme effectué a permis d’étudier la résistance des souches identifiées.

Sur les isolats de S. aureus d’origine clinique, 94.11% ont été résistantes a au moins un antibiotique, les
10 antibiotiques pour lesquels aucune résistance n’a été observée sont : gentamycine (CN), clindamycine
(CLI), norfloxacine (NOR), fluoroquinolones (Lev), cotrimoxazole (COT), rifampicine (RD),
teicoplanine (TEC), amikacine (AK), cotrimoxazole (SXT), ertapeneme (ETP).

Le tableau suivant représente le profil de résistance des souches étudiées.




Tableau 3 : Résistance des souches isolées aux antibiotiques étudiés

Pénicilli
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S1-S17 : Souches étudiées, R : Résistante, S : Sensible

Les souches (S1. S3. S6. S7. S9. S12. S13. S14. S15. S16. S17) sont résistantes uniquement a la

Pénicilline G. La souche S11 est résistante a la Céfoxitine (Méticilline). La souche S4 est résistante a

deux antibiotiques la pénicilline G et la quinupristine Tandis que

la souche S8 est résistante au

chloramphénicol et la pénicilline G. La souche S10 est résistante a quatre antibiotiques, la penicilline

G, la spéramycine, I’erythromycine et 1’acide fusidique.




Le taux de résistance des souches de S. aureus vis-a-vis les antibiotiques utilisés est de 68.18% pour la
Pénicilline G, 4.54% pour I’acide nalidixique, 4.54% pour le quinupristine, 4.54% pour I’erthromycine,
4.54% pour la spéramycine, 4.54% pour ’acide fusidique, 4.54% pour le chloramphénicol et 4.54%
pour le céfoxitine (Figurel3). Nous avons noté une seule résistance a la céfoxitine sur les 17 isolats de
S. aureus, ce qui montre une prévalence faible des SARM parmi nos isolats cliniques. Dans une étude
réalisée dans un hopital & Dakar (Faye, 1997), le taux de résistance a la pénicilline était estimé a 61%,

valeur proche de celle déterminée dans la présente étude.
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Figure 14 : Fréquence de la résistance des isolats de S. aureus d’origine clinique
P : pénicilline G, FD : acide fusidique, SP : spéramycine, E :erythromycine, Q : quinupristine,

NA : acide nalidixique, FOX: cefoxitine.

3. Résultat de la recherche du gene pvl chez les souches de S. aureus isolées

Les 17 souches de S. aureus d’origine clinique, ont fait I’objet d’une étude moléculaire pour rechercher
le géne pvl.
L’électrophorése sur gel d’agarose (1%) des produits d’amplification du gene pvl (433pb) a donné les

profils suivants :




Figure 15 : Résultat de 1’¢électrophorése sur gel d’agarose du produit d’amplification
PM : Marqueur de poids moléculaire, T* : Témoin positif, T~ : Témoin négatif, pvl : Gene codant pour

la Leucidine de Panton Valentine, 1,2, 3......... 17 : Souches étudiées.

Le résultat obtenu (figure 16) montre I’apparition d’une bande de 433 pb pour les souches 15 et 17, cette
bande étant identique a celle observée pour le Témoin positif. Ce qui montre que ces deux souches
possedent le géne pvl alors que les autres souches étudiées en sont dépourvus. Par conséquent, le gene
pvl est présent avec un taux de 11,76% (2/17).

D’aprés notre étude, les deux souches, possédant le gene pvl, ont été isolées a partir d’une infection
ostéo-articulaire. Ce qui indique que la protéine PVL pourrait jouer un role important dans ce type
d’infection.

En Afrique noire, 60 a 100 % des infections ostéo-articulaires a S. aureus sont pvl positif (Breurec S et
al.,2011). Par ailleurs, en France ou en Nouvelle-Zélande, le gene pvl est retrouvé respectivement dans
23 % et 31 % des infections ostéo-articulaires (Lina et al., 1991, Muttaiyah et al., 2010).

Notre isolat de SARM n’a été pas trouvé positif pour le géne pvl. Les résultats obtenus sont en accord
avec les résultats d'Okon et al. (Okon et al., 2009) et Terry Alli et al. (Terry Alli et al., 2012) qui n'ont
rapporté aucune souche positive de pvl parmi les souches de SARM testées.




Conclusion

Les infections causées par S. aureus constituent un probleme majeur de santé public. En effet, ces
infections atteignent des proportions dangereuses dans toutes les régions du monde (de Silva, Lowy et
Peacock, 2001). Le facteur de virulence particulier qui influe de maniere importante sur la
physiopathologie de I’infection staphylococcique est la PVL, qui réduit les défenses innées de 1’hote et

permet a la bactérie de survivre et de se multiplier plus rapidement.

Notre étude a été menée sur 17 souches de S. aureus, pour lesquelles nous avons réalisé des
antibiogrammes et des recherches moléculaires concernant le géne pvl. Nous avons montré que le taux
de résistance a la pénicilline G est de 68,18%, tandis que pour, le céfoxitine, 1’acide fusidique, la
spéramycine, I’erythromycine, le quinuspristine et pour 1’acide nalidixique, le taux de résistance est de
4,54%.

Les résultats obtenus montrent que la prévalence du géne pvl chez les souches étudiées est de 11,76%.
Toutes les souches, isolées a partir d’une infection ostéo-articulaire, possédent le gene pvl. Ce résultat

suggere que ce géne pourrait avoir un role dans ce genre d’infection.

En perspective, nous proposons les aspects suivants :
Utilisation de la PCR pour le diagnostic de S. aureus
Utilisation de la PCR pour mettre en évidence la présence du gene pvl.
Estimation de la prévalence du géne pvl en utilisant plusieurs échantillons cliniques.
Détermination du réle du gene pvl dans les infections causées par S. aureus.

Etude du déterminisme génétique de la résistance des souches de S. aureus.
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Annexes

Le tampon TBE (Tris, acide borique, EDTA) est une solution tampon de migration utilisee en
électrophorese sur gel d'agarose des acides nucléiques

Préparation

Pour la préparation d'un tampon TBE (1x) pH 8,0 peser :

108 g Trisbase

55 g Acide borique

9,3gEDTA

Mettre dans une fiole jaugée et mettre la quantité suffisante pour 1000 ml d'eau distillée. Agiter, puis

autoclaver pour la sterilisation.

BHI (Brain Heart infusion) : Milieu nutritif tamponné utilisé pour la culture d’une trés grande variété de

micro-organismes aérobies ou anaérobies incluant levures et moisissures

protéose-peptone ....... 10,0

infusion de cervelle de veau ...... 12,5
infusion de coeur de boeuf........... 5,0
glucoSe. ..o 2.0
chlorure de sodium ................ 5,0

hydrogénophosphate de sodium 2,5
pH=74

Chapman : Le milieu de Chapman est un milieu sélectif, surtout utilisé en microbiologie
médicale, permettant la croissance des germes halophiles. Parmi ces germes les bactéries du
genre Staphylococcus.

Peptone ..., 10,09

Extrait de viande de beeuf':.................. 109
Chlorure de sodium :........ccccevvenene. 75,049
Mannitol ©........ccooeevviiiiiiiiies 10,0 ¢

Rouge de phénol :..........ccoceverennene. 0,025¢
Agar-Agar i 15049

Eau distillée i.......ccovvvviiiieieenn gsp 1 Litre

pH=7,4



https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_viande
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mannitol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Rouge_de_ph%C3%A9nol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau_distill%C3%A9e

TSA (gélose trypticase soja) : Milieu de base qui permet la culture des bactéries non exigeantes.

Peptone papainique de soja......... 5
Peptone trypsique de caséine.....15

PN 2 15
pH final = 7,3
Gélose au Sang : Milieu riche qui permet la culture et ’isolement des bactéries exigeantes (sans besoin de

facteurs particuliers). La lecture de I’hémolyse est un critére d’orientation

Mélange spécial de peptones......... 23

Amidon...........oooiiiiii, 1
NaCl....oiiiieeee 5
AGAT. ...t 10
Sang de mouton..................... 5%

pH final = 7,3

MH (gélose Muller Hinton) : La gélose Mueller-Hinton permet la réalisation de 1’antibiogramme standard
(principale utilisation).

Infusion de viande de boeuf....300 ml

Peptone de caséine................... 17,5
Amidonde mais...... ........... 15
AgaT.. ..o, 17

pH final = 7,4




Diamétres d’inhibition acceptable des différents antibiotiques testés sur S. aureus Selon les

recommandations du comité frangais de I’antibiogramme 2018)

Diametres d’inhibition
(mm)
) Limites acceptables
o Charge des disques
Antibiotiques (en mm)
En pg (microgrammes)
Pénicilline (P) 10 26
Erythromycine(E) 15 18-21
Gentamycine (GEN) 10 18
Céfoxitine (FOX) 30 22
Rifampicine (RD) 5 23-26
Acide Fusidique (FD) 10 24
Ciprofloxacine (CIF) 5 21
Tétracycline (TE) 5 19-22
Chloramphénicol (C) 30 18
Norfloxacine (NOR) 10 17
Levofloxacine (Q) 5 24
Quinupristine (Q) 15 18-21







