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Introduction

Les staphylocoques, membres de notre écosysteme cutané, ensemble avec les streptocoques et
les pneumocoques font partie d’un groupe d’agents pathogénes a Gram positif opportunistes et
envahissants, connus sous le nom de cocci pyogénes, responsables d’une variété d’infections
humaines [1]. Staphylococcus aureus, I’espéce la plus virulente du genre Staphylococcus, a
émergé comme I’un des agents pathogénes humains les plus importants, et a été au cours des
derniéres décennies, une des principales causes des infections hospitaliéres et communautaires
[2]. S. aureus provoque un large éventail d’infections cliniques, allant des infections courantes
telles que les infections de la peau et des tissus mous a des infections meurtrieres comme la
septicémie, la pneumonie et les toxinoses, telles que le syndrome du choc toxique [3]. L’une
des raisons qui expliquent le succes de ce pathogene humain est son importante variabilité
survenant a différentes périodes et lieux avec divers types de clones et profils de résistance aux

antibiotiques selon les régions et les pays. [4].

Les isolats de S. aureus résistants a la méticilline (SARM) sont résistants a toutes les
pénicillines disponibles et autres B-lactamines. Leur résistance est liée a leur grande plasticité
génomique qui peut étre acquise ou apportée par un plasmide ou d’autres éléments mobiles
(cassette chromosomique staphylococcique, transposons, bactériophages, Séquences
d’insersion) [5]. Les infections liées aux SARM hospitaliers (SARM-H) ont visiblement imposé
un lourd fardeau sur les ressources en soins de santé [6]. En particulier, dans certains pays
africains ou elles ont atteint des taux trés élevés, notamment en Algérie (a Tlemcen) avec un

taux de I’ordre de 52% [7].

Autrefois confinés principalement aux hdpitaux, aux autres milieux spécialisés dans les soins
de santé et aux patients frequentant ces établissements. Cependant, depuis le milieu des années
1990, il y a eu une explosion dans le nombre d'infections a SARM observeé chez des populations
n’ayant pas étaient exposées aux facteurs de risque d’acquisition de SARM-H [8]. Cette

augmentation a été associée a I’identification de nouvelles souches de SARM, appelées SARM
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d'origine communautaire (SARM-C), qui ont été responsables d'une grande proportion de la

charge de morbidité accrue observée durant la derniére décennie.

Apres une premiere étape d’émergence communautaire et de propagation mondiale, le SARM-
C envahi maintenant le milieu hospitalier et est de plus en plus impliqué dans des infections
associées aux soins (IAS) [9]. Les clones de SARM-C ont un potentiel épidémique élevé et
produisent d'importants facteurs de virulence tels que la leucocidine de Panton-Valentine (PVL)
[10], ce qui souleve des préoccupations importantes dans le contexte de diffusion hospitaliere.
Aux Etats-Unis, le clone pandémique de SARM-C USA300 est actuellement en train de
supplanter les lignées historiques de SARM-H au sein des hépitaux [9,11]. En Europe, le bien
connu clone européen SARM-C ST80 SCCmeclV est actuellement le plus prévalent mais sa
prédominance est tres variable d’un pays a un autre [12]. Par exemple, 25% des infections a
SARM-H sont causées par le ST80-1Vc en Gréce [13] alors qu'en France, elles ne représentent

que 3,6% des souches de SARM cliniques [14].

L'épidémiologie moléculaire du SARM-H en Afrique du Nord a été a peine décrite. Toutefois,
les données disponibles suggerent que le clone ST80-SCCmec IVc est également diffusé dans
les hopitaux du Maghreb, y compris en Algérie, ou il représente 75 % des isolats de SARM-H
dans les hdpitaux d’Alger [15-17]. L’objectif de notre étude était d’étudier dans un premier
volet la sensibilité aux antibiotiques, dans un second volet étudier le profil moléculaire du
SARM-H dans le CHU d’Annaba, et dans un dernier volet évaluer la propagation du clone
Européen ST-80 de SARM-C en milieu hospitalier tout en utilisant une variété de méthodes
moléculaires : typage spa, MLST, SCCmec, ainsi que la détection des genes codant la

leucocidine de Panton Valentine.
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Revue de littérature

1. Staphylococcus aureus

1.1. Caractéristiqgues générales

Staphylococcus aureus est un pathogéne humain majeur qui a été mis en évidence en 1881 par
Alexander Ogston [18]. Apres une analyse microscopique d’infections purulentes, Ogston a
découvert des bactéries rondes, groupées en forme de grappes de raisin d’ou I’association des
termes grecs staphyle, grappe de raisin et kokkos, grain. Il est maintenant établit que S. aureus
est une bactérie Gram-positive, aéro-anaérobie facultative qui produit une catalase et une
coagulase, et qui peut tolérer une activité en eau tres réduite (Aw= 0,83). Dans des conditions
optimales, la division cellulaire se produit approximativement tous les 20 min avec un diameétre
de cellule allant de 0,5 a 1,5 um. S. aureus est capable de croitre sur une large gamme de
milieux de culture, sélectifs (p. ex. les géloses Chapman, et Baird Parker), ou non sélectifs (p.
ex. un milieu gélosé enrichi en sang, une gelose nutritive, ou une gélose cceur-cervelle). Sur
une gélose au sang, les souches « typiques » de S. aureus donnent des colonies lisses, convexes
avec des diameétres de 1~3 mm, de couleur jaune dorée due aux caroténoides, et sont souvent

hémolytiques (a-hémolysine) [19].

Spof Magn  Det WDwnIk—"—.:-‘.l_

) KKV31.0  20000xgSE 8.3

Figure 1 : Aspect de S. aureus en microscopie électronique (X 20000)

http://www.futura-sciences.com/fr/news/t/medecine/
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1.2. Portage de Staphylococcus aureus

S. aureus est défini comme un commensal humain normal ayant le potentiel de provoquer des
infections opportunistes. La niche écologique primaire de cette espéce étant les fosses nasales
antérieures ou vestibulum nasi [20]. D’apres des études, on distingue trois modeles de portage
nasal de S. aureus chez les individus sains : porteurs persistants, porteurs intermittents et non-
porteurs [21-23]. D’autres études montrent que pres de 20% (de 10 a 35%) des individus sont
porteurs persistants, environ 30% sont porteurs intermittents (de 20 a 75%), et environ 50% (de

16 a 69%) sont non-porteurs [22,24-26].

Les enfants ont des taux plus élevés de portage persistant que les adultes [21,27]. En effet, les
taux varient considérablement avec I'age, passant denviron 45% durant les 8 premiéres
semaines a 21% en six mois [28]. Plus de 70% des nouveau-nés ont au moins une culture
positive nasale avec S. aureus [28]. Les études montrent que la transition du portage persistant

au portage intermittent ou non portage se produit durant I’adolescence [21,23].

En conséquence, les prélévements a la recherche d’un portage doivent comprendre les fosses
nasales. Cependant, plusieurs travaux suggerent que d’autres sites de portage sont possibles en

absence de portage nasal :

- Selon Acton et al., 2009, I’espece bactérienne S. aureus, y compris le SARM, trouve sa
niche écologique dans le nez humain, mais est également capable de coloniser les
intestins et la région péritonéale [29].

- Apreés avoir effectué un depistage multi sites (nez et gorge) chez 2966 individus pour le
portage de S. aureus, Mertz et al., 2007, ont trouvé un total de 1100 personnes (37,1%)
qui étaient des porteurs nasaux, et 379 personnes (12,8%) qui étaient porteurs de
S. auerus uniquement au niveau de la gorge. Le dépistage de gorge augmente

significativement la sensibilité de détection des porteurs de S. aureus de 25,7% [30].
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1.3. Infections a Staphylococcus aureus

S aureus est typiquement porté de facon asymptomatique par I’nomme et les animaux. Cependant, il est
responsable d’une large gamme d’états pathologiques nécessitant un traitement. La nature et I'étendue de
la maladie dépendent des caractéristiques de la souche infectante, la susceptibilité de I’héte et la voie
dentrée. Les infections les plus courantes sont les infections de la peau et des tissus mous (SSTIs pour
« Skin and soft tissu Infections ») incluant : la folliculite, le furoncle, I’anthrax, I’abces, la cellulite,
I’impétigo, les plaies chirurgicales postopératoires [31], et les ostéomyélites [32]. Les souches portant des
toxines particuliéres peuvent étre associées a des états pathologiques spécifiques, y compris le syndrome
staphylococcique de la peau ébouillantée (SSSS pour « Staphylococcal scalded skin syndrome ») [33], le
syndrome du choque toxique (TSS pour « Toxic shock syndrome ») [34], la toxi-infection alimentaire [35],
et la pneumonie nécrosante [36]. S. aureus peut aussi provoquer une septécimie ou sepsis, lorsque le flux
sanguin est infecté. Entre 1995 et 2002, 20% de septicémie nosocomiales aux Etats-Unis ont été causés
par S. aureus [37]. De plus, les infections a S. aureus aux Etats-Unis causées par le SARM (64% en 2003)
[38], ont été associées statistiquement a une mortalité plus élevée [39], de longs séjours a I'hdpital (7 vs 9
jours p = 0,045), et des codts de traitement plus élevés par rapport au SASM ($19,212 vs $26,424,

p=0.008) [40].
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1.4. Facteurs de virulence et physiopathologie

S. aureus exprime de nombreux facteurs de virulence : protéines de surface qui initialisent la colonisation
des tissus de I'ndte, facteurs inhibant la phagocytose, toxines qui lésent les cellules et provoquent les

syndromes pathologiques (Tableau 1) [41].

14.1. Facteurs intervenant dans la colonisation, I'adhésion, I'invasion, la diffusion

1.4.1.1. Laprotéine A

Elle se lie au fragment Fc des immunoglobulines et inhibe I’opsonophagocytose. Elle peut jouer le réle
d’une adhésine au debut de I’infection intravasculaire [19].

1.4.1.2. La protéine de liaison au collagéne

L attachement au collagene est nécessaire et suffisant pour I’adhésion de S. aureus au cartilage in vitro. Ce
récepteur du collagene pourrait constituer un facteur de virulence important dans les infections osseuses et
articulaires & S. aureus [41].

1.4.1.3. La protéine de liaison a la fibronectine

Les récepteurs pour la fibronectine contribuent a I’adhérence de S. aureus aux caillots plasmatiques et aux
biomatériaux ayant un contact prolongé avec le sang. lls ont ainsi un réle important dans I’initialisation
des infections sur corps étrangers [19].

1.4.1.4. La protéine de liaison au fibrinogéne (clumping factor)

C’est une protéine de surface qui provoque I’agrégation des bactéries en présence de plasma. Elle constitue
un facteur de virulence pour les plaies et les infections sur corps étrangers [42].

1.4.15. Les sidérophores

Le fer est indispensable a la croissance des staphylocoques et I’une des méthodes de défense de I’h6te est
la diminution de la fraction disponible du fer (fixation & la lactoferrine et a la transferrine). S. aureus
s’adapte en sécrétant des sidérophores capables de capter et de transporter le fer dans la bactérie. La
quantité produite dépend de I’origine pathologique des souches. Le niveau de la production de

sidérophores a été corrélé avec la forte expression de certaines protéines. Certaines souches virulentes de
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S. aureus pourraient produire 2 types de sidérophores : un premier dont la production serait limitée par des
genes chromosomiques et un second synthétisé par des plasmides a des quantités beaucoup plus élevées
[43].
1.4.1.6. Lacoagulase

La coagulase est une protéine extracellulaire qui se lie a la prothrombine de I’h6te. La thrombine ainsi
activée transforme le fibrinogéne en fibrine. C’est un marqueur de I’identification de S. aureus (test de la
coagulase en tube). Il n’existe pas d’argument évident indiquant un role de la coagulase dans la virulence
des souches [44].

1.4.1.7. La staphylokinase

La staphylokinase, activateur du plasminogene en plasmine conduit a la dislocation du
thrombus riche en bactéries, et ainsi a la formation de localisations septiques secondaires. Elle
posséde également la propriété de cliver les 1gG, et le fragment C3b du complément qui vont
se fixer a la paroi bactérienne, afin d’empécher la phagocytose [45]. Elle est aussi impliquée
dans la résistance a la réponse innée de I’héte. Lors d’une infection, les neutrophiles sécrétent
des peptides bactéricides appelés a-défensines. La liaison de la staphylokinase a ces peptides
abolit leurs propriétés anti-microbiennes [46].
14.18. LaFAME

Une enzyme modifiant les acides gras (fatty acid modifying enzyme) est exprimée par 80% des souches
de S. aureus. Elle semble constituer un facteur de virulence important dans les abcés par modification des

lipides antibactériens de I’h6te [47].

24



Revue de littérature

Tableau 1: Facteurs de virulence de S. aureus [5].

Toxine/facteur de virulence (géne) Pouvoir pathogene/mécanisme d’action
Protéine A (spa) Invasion des défenses de I'hote.
Collagéne lié a la protéine (cna) Adhésion au collagene.
Fibronectine liée a la protéine A, B Attachement a la fibronectine.
(fnbA, B)
Clumping factor A, B (clf A, B) Adhésion au fibrinogene.
Staphyloferrin A, B (SA, SB) Fixation a la lactoferrine et a la transferrine.
Coagulase (coa) Liaison au fibrinogéne.
Staphylokinase (sak) Invasion des défenses de I'hote.
FAME Modification des lipides antibactériens de I’héte.

Toxine exfoliative A, B, D (eta, etb,  Cause le syndrome de la peau ébouillantée (SSSS),

etd) impétigo bulbeux, syndrome de Ritter chez le
nouveau-ne.
Entérotoxine A-E, H (sea-e, h) Super antigéne (SAg), toxi-infection alimentaire.
a-hémolysine (hla) Forme des pores a travers la membrane des cellules

contaminées.

Hyaluronidase (hysA) Invasion des tissus.

Leucocidine de Panton-Valentine Invasion de I'nbte, lyse des phagocytes de I'hote.
(lukF-PV, lukS-PV)

Staohylococcal superantigen-like  Visent les éléments de la réponse immunitaire innée.
SSL
TSST-1(tst) Invasion des défenses de I’hote avec
des superantigenes responsables de
TSS.
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1.4.2. Larésistance ala phagocytose

1.4.2.1. Les exopolysaccharides capsulaires

La production locale par S. aureus d’expolysaccharides provoque la formation d’un biofilm, engluant les
bactéries et constituant ainsi une forme de résistance au site de colonisation. Des polysaccharides

capsulaires sont retrouvés chez 90% des souches cliniques de S. aureus [46].

1.4.2.2. L’apoptose des cellules épithéliales

Apres avoir adhéré aux protéines de surface d’une cellule épthéliale, S. aureus est ingéré. Dés la premiére
heure suivant I’ingestion, S. aureus est soit logé dans un endosome, soit libre dans le cytoplasme. Aprés
avoir proliféré, S. aureus peut induire I’apoptose des cellules qu’il envahit, mais peut également persister
dans les cellules sous forme de variants qui se caractérisent par une faible activité métabolique et une

moindre virulence [48].

1.4.3. Entérotoxines, TSST-1, et exfoliatines

Ces différentes toxines sont impliquées dans les toxemies staphylococciques : TSST-1 et le SSSS pour les

exfoliatines, et les toxi-infections alimentaires pour les entéroxtoxines [19].

1.4.4. Activité superantigénique

Les superantigénes sont des molécules qui se fixent de maniere non spécifique au complexe majeur
d’histocompatibilité de classe 11, induisant ainsi I’activation polyclonale non spécifique d’un grand nombre
de lymphocytes T, provoquant ainsi une réaction immunitaire trés importante et disproportionnée qui peut
mener a un choc septique. La TSST-1 et plusieurs types d’entérotoxines ont une activité superantigénique

[20].
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1.45. Role du systéme agr dans la réqulation des facteurs de virulence

L’expression coordonnée des facteurs de virulence en fonction des signaux extracellulaires est contrélée
par un régulateur, le systéme agr (pour « accessory gene regulator »). A faible densité bactérienne, le
systéme n’est pas activé, permettant I’expression des facteurs de virulence impliqués dans I’adhésion. La
multiplication bactérienne s’accompagne de I’activation du systeme agr, avec une diminution de
I’expression des facteurs d’adhésion et une stimulation de I’expression des facteurs d’invasion et de
dissémination de I’infection. Ainsi, le systeme agr fonctionnerait comme un quorum sensor, informant la

bactérie sur la densité des staphylocoques dans son environnement [49].

2. Staphylococcus aureus Résistant a la Méticilline

2.1. Emergence du SARM

Le S. aureus résistant a la meéticilline, plus communément appelé SARM, a été une
préoccupation des professionnels de la santé depuis sa découverte initiale au début des années
1960 [50]. L’histoire de SARM a commencé avec le développement des antibiotiques, au début
des années 1940, la pénicilline G était tres active sur les staphylocoques. Cependant, des les
années 1950 des souches résistantes sont apparues : elles étaient en effet capables d’hydrolyser
I’antibiotique en synthétisant une enzyme appelée pénicillinase capable de rompre le cycle B
lactame. Aujourd’hui, la fréquence des souches productrices de pénicillinase atteint 90% au

sein des staphylocoques [19].

Pour déjouer ce mécanisme de résistance, les laboratoires pharmaceutiques ont synthétisé dans
les années 1960 de nouvelles pénicillines, capables de résister a I’action hydrolytique de la
pénicillinase des staphylocoques par I’adjonction d’un radical volumineux sur le cycle B-
lactame. Ce sont les pénicillines semi synthétiques du groupe M (méticilline, qui n’est plus

commercialisable, oxacilline, cloxacilline et dicloxacilline) [51].
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En 1961, un hépital en Angleterre a signalé la déecouverte d’une souche de S. aureus résistante
a la méticilline. Depuis cette date, les SARM se sont diffusés de facon épidémique dans les
hépitaux, pour devenir vers 1980 multi-résistants aux antibiotiques et pandémiques [52]. La
prévalence du SARM a été déterminée dans huit pays africains entre 1996 et 1997, elle était en

dessous de 10% en Algérie et en Tunisie [53].

En 1997, les SARM n’ont plus été limités au secteur hospitalier, mais de nouveaux clones ont
été décrits comme responsables d’infections communautaires, les premiéres acquisitions de
SARM communautaires ont été observées chez des enfants de zones rurales du Minnesota et
du Nord Dakota aux Etats-Unis [54]. Ces nouvelles souches sont hautement épidémiques et

constituent un probleme de santé public émergeant au niveau mondial.

2.2. Caractéristiques moléculaires du SARM

2.2.1. Geéne mecA et cassette chromosomique staphylococcique

La résistance a la méticilline chez les staphylocoques est causée par I’expression de la protéine liant la
pénicilline PLP2a codée par le géne mecA localisé dans un élément génétique mobile dit : cassette
staphylococcique chromosomiqgue (SCC pour « Staphylococcal Cassette Chromosome ») [55]. SCCmec
peut étre considéré comme un Tlot de résistance aux antibiotiques qui transporte le complexe du gene
mecA, codant pour la résistance aux B-lactamines et contient aussi des transposons et des copies de
plasmides qui portent divers génes de résistance a l'encontre d'autres antibiotiques autres que les

[-lactamines [56].
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2.2.2. Composition de la SCCmec

Cette cassette est formée (i) de complexe du géne ccr, (i) de complexe du géne mecA, (iii) d’une région J
dont la variation permet de définir des sous-types de cassettes, (iv) d’une séquence d’insertion IS
permettant I’inclusion dans le chromosome (Figure 2) [57]. La composition de presque tous les éléments
SCCmec de S. aureus identifiés jusqu’a ce jour peut étre présentée comme suit : (orfX) J3-mec-J2-ccr-J1
[58]. L’exception constitue la SCCmecVII et la nouvellement décrite SCCmecl X, avec le complexe du
geéne ccr positionné entre les régions J3 et J2 et le complexe du géne mec entre les régions J2 et J1 [59,60].
Etant donné que les composants structurels mentionnés ci-dessus jouent un réle crucial dans la

classification des éléments SCCmec ils seront présentés ci-dessous plus en détails :

2.2.2.1. Complexe ccr

Il est composé du géne(s) ccr entouré par les orfs. Les genes ccr codent des recombinases site
specifique qui catalysent I’excision et I’intégration de version circulaire des cassettes [47]. Basé
sur la composition des genes ccr, deux complexes ccr distincts ont été signalés a ce jour, I'un

portant deux genes ccr adjacents, ccrA et ccrB, et le second porte le ccrC.

Les genes ccrA et ccrB identifiés a ce jour chez les souches de S. aureus ont été classés respectivement en
quatre et cing allotypes, donnant six types de complexes ccr désignés comme suit : type 1 (ccrA1Bl), de
type 2 (ccrA2B2), le type 3 (ccrA3B3), type 4 (ccrA4B4), type 7 (ccrA1B6) et le type 8 (ccrAlB3)
(Tableau 2 et Figure 2). Toutes les variantes ccrC identifiées jusqu’ici ont montré une haute similitude

nucléotidique et sont affectées a un seul allotype, ccrC1, constituant le type 5 du complexe ccr [58,61]..
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Complexe du gene ccr
tvpe 1 (ccrA1B1)
type 2 (ccrA2B2)
type 3 (ccrA3B3)

type 6 (ccrCl)
tvpe 4 (ccrA4B4)
type 7 (ccrA1Bo6)

type 8 (ccy

11

Complexe mec

Classe A
Classe B
Les régions J Classe C1
Classe C2
Classe D
Classe E
Jf \
12 ’a
Tn554 Ci meciRl A pUB11D

Figure 2: La structure de la cassette SCCmec.
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2.2.2.2. Complexe mec

Deux lignées évolutives différentes de complexe mec ont été décrites
chez S. aureus. La premiére, qui englobe la grande majorité connue et bien caractérisée du
complexe mec, a été observée dans les isolats de SARM d'origine humaine depuis les années
nonante. Le prototype de cette lignée est le complexe mec désigné comme la classe A, composé
d'un opéron mec intacte, d’une région hyper-variable (HVR pour «Hypervariable region ») et
la séquence d'insertion 1S431 [62,63]. L'opéron mec comprend le géne mecA, et en amont de ce
dernier se situe ses génes régulateurs : mecR1 et mecl, codants respectivement pour la
transduction du signal et le répresseur. Les différences entre le complexe mec de classe A et les
autres complexes mec de cette lignée, décrites a ce jour, résultent essentiellement en I’insertion
des IS : 1S1272 ou 1S431, dans la région des génes régulateurs (mecR1 et mecl), qui provoquent
la suppression compléte du mecl et, de taille différente, des délétions partielles du mecR1. Selon
la diversité structurelle de la région mecl-mecR1, cing grandes classes de complexe mec, de la

lignée dite, ont été définies par IGW-SCC (Tableau 2 et Figure2) [61].

Récemment, les données provenant du projet de séquencage du génome de la souche bovine
LGA251 de S. aureus, ont révélé un complexe mec d’une seconde lignée évolutive [64]. Ce
nouveau complexe, décrit comme : blaZ-mecALcazs1-mecR1 cazsi-meclicazs1, constitue la

sixieme classe définie majeure, affecté comme classe E.

2.2.2.3. Les régions J

En dehors des complexes mec et ccr, essentiels pour les fonctions biologiques de la SCCmec,
la cassette comprend également trois « joining regions » (J1-J3), appelées antérieurement
«junkyard regions» (Figure 2) [65]. Les régions J sont disposées dans le méme ordre dans les
différentes SCCmec. La région J1 est située du c6té droit de la cassette, la région J2 entre les

complexes mec et ccr et la région J3 a la jonction chromosomique gauche adjacente a I’orfX
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[61]. Bien que considérées comme moins importantes en termes de fonctions, ces régions sont
épidémiologiquement importantes car elles peuvent servir de cibles pour les plasmides ou les

transposons, portant des génes de résistances aux antibiotiques et aux métaux lourds.

2.2.1. Nomenclature de SCCmec

Depuis que la premiére SCCmec a été caractérisée en 1999, la découverte de nouvelles variantes
est devenue de plus en plus fréquente, ce qui a compliqué la classification des principaux types
et sous-types. Avec un nombre croissant de types, et de sous-types de SCCmec publiés dans la
littérature, il est devenu plus qu’évident que, sans une nomenclature régie par des régles
internationales approuvées, il serait difficile dans un proche avenir a garder en ordre
I'appellation appropriée des nouveaux SCCmec émergeants. Pour répondre au besoin urgent,
« International Working Group on Classification of Staphylococcal Cassette Chromosome

SCC » (IWG-SCC) a été créé en 20009.

Ainsi, selon les lignes directrices publiées par IWG-SCC, la classification des SCCmec en
différents types (SCCmec typing) devrait étre basée sur la combinaison entre le type du
complexe ccr et la classe du complexe mec présent dans la cassette. Tandis que la classification
des variants (SCCmec subtyping) devrait étre définie par les différences dans les régions J,
comme il a été proposé plus tot par le groupe Hiramatsu [58,61]. En conséquence, SCCmec de
type | a été décrit comme 1B, indiquant que ce type de SCCmec porte un complexe ccr de type
1 et un complexe mec de classe A. A ce jour, onze types de SCCmec ont été définis et désignés

comme suit (Tableau 2 et Figure 3) [61].
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Figure 3 : Les différents types de SCCmec [66].
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Tableau 2 : Les différents types SCCmec identifiés a ce jour chez S. aureus [61].

Typesde  Complexes du .
. Complexes du gene mecA Souches
SCCmec gene ccr
la (NCTC10442, COL)
| 1 (A1B1)* B (1S431-mecA-AmecR1-1S1272)
Ib (PL72)
Ila (N315, Mu50, Mus,
MRSA252, JH1)
I1b (JCSC3063)
I 2 (A2B2) A (1S431-mecA-mecRI-mecl)
llc (AR05/0.1345)
I1d (RN7170)
lle (JCSC6833)
Il 3 (A3B3) A (1S431-mecA-mecRI-mecl) 85/2082
IVa (CA05, MW?2,
JCSC4744)
IVb (8/6-3P, JCSC2127)
IVc (81/108, 2314, cmll,
v 2 (A2B2) B (1S431-mecA-AmecR1-1S1272) JCSCA4788)
IVg (M03-68)
IVh (E-MRSA-15)
IVi (JCSC6668)
IVj (JCSC6670), IVK
V (WIS[WBG8318])
V (5C2&5)b (TSGH17,
\Y 5(C1) C2 (1S431-mecA-AmecR1-1S431)
PM1, JCSC5952)
V(5C2&5)c (JCSC6944)
VI 4 (A4B4) B (1S431-mecA-AmecR1-1S1272) HDE288
VI 5(C1) C1 (1S431-mecA-4mecR1-1S431)  JCSC6082
VI 4 (A4B4) A (1S431-mecA-mecRI-mecl) C10682, BK20781
IX 1(A1B1) C2 (1S431-mecA-4mecR1-1S431)  JCSC6943
X 7(A1B6) C1 (1S431-mecA-4mecR1-1S431)  JCSC6945
E (blaZ-mecALGA251-
Xl 8(A1B3) LGA251

mecRLGA251-meclLGA251)

*Le géene(s) ccr composant le complexe du géne ccr est entre parenthése
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2.2.2. Laleucocidine de Panton-Valentine

Les SARM-C peuvent porter une leucocidine trés toxique décrite en 1932 par Panton et
Valentine [67]. La PVL est une toxine synergohyménotrope composée de deux protéines
distinctes, le composé S (LukS-PV) pour « slow » et le composé F (LukF-PV) pour « fast »,
nommeés ainsi en fonction de la vitesse de I’élution en chromatographie, et codés respectivement
par les génes LukS-PV et LukF-PV. Les deux composants sont sécrétés séparément, mais
agissent en synergie sur les membranes cellulaires. La PVL est connue pour causer la formation
de pores dans plusieurs types cellulaires participant aux défenses de I’héte comme les
polynucléaires neutrophiles, les monocytes, et les macrophages, en produisant des cytotoxines

capables de provoquer une nécrose tissulaire sévere et la destruction des globules blancs [20].

Pratiqguement toutes les souches isolées de lésions dermonécrotique primitives et séveres
expriment la PVL. Cela suggere que la PVL est un facteur de virulence important des infections
nécrosantes comme le montrent les 16 cas francais communautaires de pneumonie

staphylococcique nécrosante [68].

Elle a été associée aussi aux SSTIs tels que la cellulite, les abcés cutanés, et les furoncles.
Cependant, le rdle que joue la PVL dans les infections a SARM-C est controversé. Bien qu’elle
puisse étre associée a la virulence potentiellement élevée des SARM-C a provoquer les SSTIs,
il est également possible que la leucotoxine agit comme un marqueur épidémiologique plutét

qu'un facteur de virulence [19].
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2.3.Méthodes de détection de la résistance a la méticilline

Il existe une variété de méthodes de laboratoire utilisées pour I’identification de SARM. Le
processus peut étre indirect ou la premiére étape consiste a déterminer si une colonie suspecte
est S. aureus ou pas, suivie d'un test ultérieur de cette colonie de S. aureus pour la susceptibilité
a la méticilline. D'autres méthodes impliquent I'utilisation de milieux sélectifs développés pour
I'identification présomptive des colonies SARM. Il existe également des méthodes telles que la
réaction en chaine de la polymérase (PCR pour « Polymerase Chain Reaction ») ou I'échantillon

peut étre testé directement pour le SARM.

2.3.1. ldentification de I’espéce S. aureus

La présence de S. aureus dans un prélevement pathologique pourrait d'abord étre suspectée

apres un examen direct a la coloration de Gram et/ou bleu de méthyléne [69].

Le micro-organisme est isolé en ensemencant le prélevement pathologique sur un milieu de
culture solide tel que la gélose au sang frais (GSF) ou cuit (GSC), gélose Trypticase soja (TSA)
ou la gélose nutritive. Les échantillons susceptibles d’étre contaminés par d’autres micro-
organismes peuvent étre ensemencés sur la gélose Chapman, ce qui permet aux staphylocoques
qui sont halotolérantes de pousser. Idéalement, une coloration de Gram d’une colonie doit étre
effectuée, ainsi que les tests catalase et coagulase [19].

Le test catalase consiste a utilisé le peroxyde d’hydrogene (H.02) pour différencier les
staphylocoques des streptocoques qui sont catalase négative. La présence de catalase se
caractérise par la formation immédiate de bulles d’oxygénes [19]. Le test coagulase qui met en
évidence I’aptitude des bactéries a coaguler le plasma est le principal test caractérisant S. aureus
en médecine humaine. En médecine vétérinaire, d’autres espéces du genre Staphylococcus

peuvent avoir une réaction positive telles que S. intermedius [19].
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Un autre test utile pour identifier S. aureus est la production de la désoxyribonucléase
thermostable ayant des propriétés endo- et exonucléasiques. S. aureus peut étre aussi confirmé
par des techniques immunologiques en utilisant des particules de latex sensibilisées avec des
IgG et du fibrinogene qui lient la protéine A et le facteur agglutinant, respectivement, sur la
surface de la cellule bactérienne. Ceux-la sont disponibles dans des kits commerciaux tels que
Staphaurex ou Pastaurex [69].

L’identification de S. aureus peut aussi étre réalisée a I’aide de galeries biochimiques
d’identification miniaturisées, les galeries APl (APl STAPH et ID 32 STAPH). Ces systemes
utilisent des tests d’acidification ou d’assimilation des sucres et des tests enzymatiques [19].
Outre les 2 galeries API, il existe autres systemes automatisés.

2.3.2. Spectrométrie de masse de type MALDI-TOF

L’identification des micro-organismes cliniquement importants est I’une des taches-clés du
laboratoire de microbiologie. Jusqu’a présent, la technique standard restait encore toujours
basée sur les galeries ‘multicolores’ développées par Pasteur et Koch. L’introduction récente
de la spectrométrie de masse MALDI-TOF dans les laboratoires de bactériologie médicale a
profondément bouleversé la maniére d’identifier les micro-organismes isolés d’échantillons
biologiques et environnementaux.

La spectrométrie de masse MALDI-TOF repose sur une technique d’ionisation, mise au point
dans les années 80 par [70], et conduisant a I’identification des bactéries par I’analyse de leurs
protéines totales (protéines ribosomales et protéines associées aux membranes), il s’agit d’une
désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI ) [71,72].

Le principal avantage de cette technique est le gain de temps significatif pour I’identification
des bactéries puisqu’il suffit de quelques minutes a partir du prélévement d’une colonie isolée
sur un milieu de culture solide pour obtenir une identification sécurisée au niveau de I’espeéce,

Ia ou vingt-quatre heures supplémentaires sont nécessaires avec les techniques d’identification
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phénotypiques. De plus, le spectrométre permet un diagnostic d’urgence, notamment en période
de garde et I’analyse rapide des flores polymicrobiennes avec mise en route des antibiogrammes
adaptés. Autre avantage de taille en faveur de I’utilisation de la spectrométrie de masse
MALDI-TOF pour I’identification des micro-organismes : le codt. C’est une technique ne
nécessitant presque pas de matériel de consommation, ce qui est important aprés un
investissement initial important [73].

Parallelement a son utilisation en routine pour I’identification des microorganismes, la
détection de mécanismes de résistance aux antibiotiques représente un intérét particulier.
Quelques études ont montré la capacité de la spectrométrie de masse MALDI-TOF a distinguer
les SARM des SASM [74,75].

L’identification des bactéries par spectrométrie de masse dépend étroitement de la richesse et
de la qualité de la base de données constituée des spectres de référence. Quelques autres
limitations diagnostiques demeurent : la technique de spectrometrie de masse MALDI-TOF ne
permet pas de distinguer Shigella de Escherichia coli et ne semble pas, comme d’ailleurs
I’analyse des séquences des genes de I’ARNTr 16S [76], étre un outil adapté a I’identification de
ces bactéries de grande importance médicale. De méme I’identification des mycobactéries,

notamment a croissance lente, reste inconstante [73].

Une fois qu’une souche a été identifiée comme étant S. aureus, d'autres tests peuvent étre
effectués pour déterminer si la bactérie est résistante a la meticilline et devrait étre classée
comme un SARM. Le diagnostic de certitude de la méticillino-résistance repose sur la détection
du géne mecA. Malheureusement, ce test ne peut étre effectué pour I’instant facilement en

routine.
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2.3.3. Test céfoxitine

Selon les recommandations du Comité de I’antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CA-SFM) [77], la détection de la résistance des staphylocoques aux pénicillines
M (oxacilline, cloxacilline) est recherchée a I’aide d’un disque de céfoxitine (30 pg) et de
moxalactam (30 pg) dans les conditions standards de I’antibiogramme des staphylocoques (en
milieu de Mueller- Hinton avec un inoculum ~ 10® UFC/ml et incubation 18-24 h). En pratique,
la simplicité et la meilleure sensibilité du test de la céfoxitine le font recommander. Les souches
présentant un diameétre supérieur ou égal a 27 mm (céfoxitine) ou 24 mm (moxalactam) sont
sensibles aux isoxazolyl-pénicillines. Les souches présentant un diameétre inférieur a 25 mm
(céfoxitine) ou 23 mm (moxalactam) sont résistantes. Pour les souches présentant un diametre
compris entre ces bornes, il est nécessaire de rechercher la PLP2a par un test au latex (dans les
conditions indiquées par le fournisseur) aprés induction (autour du disque de céfoxitine ou de

moxalactam) ou le géne mecA par PCR.

2.3.4. Screning test a I’oxacilline

Devant tout probleme d’interprétation du diameétre d’inhibition de la céfoxitine on effectue un
Screening test a I’oxacilline. Cette technique est réalisée selon les recommandations du NCCLS
a I’aide d’un ensemenseur avec un inoculum de 0,5 Mc Farland sur gélose Mueller-Hinton
additionnée de 4 % de NaCl et de 6 ug/ml d’oxacilline. Aprés une incubation allant de 24 a 48h,
la culture de plus d’une colonie de la souche test suffit pour une résistance a I’oxacilline

impliquant une résistance a toutes les f-lactamines [78].
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2.3.5. Détection du géne mecA par PCR

Développée par Mullis et al., 1986, la technique PCR permet I’amplification de I’ADN dont
I’objectif est d’avoir une quantité suffisamment importante de I’ADN cible afin de permettre
son analyse. Elle repose sur I’hybridation de deux amorces oligonucléotidiques situées aux deux
extrémités du fragment de I’ADN chromosomique, parfaitement complémentaires des régions
cibles. Ces amorces oligonucléotidiques comportent de fagon idéale 20 bases nucléotidiques, il
s’agit de réactifs de laboratoire achetés aupres de différents fournisseurs. La séquence de ces
amorces est déterminée a partir de la séquence ADN cible déposée dans les banques

informatiques de données [79].

L’utilisation des amorces spécifiques permet l'identification de séquences de génes spécifiques
a certaines espéces bactériennes, ainsi la PCR peut étre utilisée pour différencier les souches
d’une méme espece. Par exemple, tous les SARM ont le géne mecA, ainsi I’utilisation
d’amorces spécifiques a ce gene permet la différentiation entre les SARM et les SASM. La
PCR classique peut donner des résultats en 2-3 heures, en moins d’une heure pour d’autres PCR
et peuvent étre réalisées directement a partir de prélévements cliniques, ce qui est utile lorsque
le dépistage rapide de SARM est nécessaire [80].

2.3.6. Détection rapide des SARM

Le dépistage conventionnel des SARM repose généralement sur des techniques a base de
culture en milieu solide ou liquide permettant de mettre en évidence la résistance a la méticilline
a partir de I’antibiogramme. Dans ce cas, avec un prélévement réalisé a JO, les résultats de
I’antibiogramme ne seront disponibles qu’a J2, parfois J3. L’idéal serait de pouvoir disposer de
techniques de biologie moléculaire ou autres techniques permettant la détection de la

méticillino-résistance a partir des isolements primaires ou directement sur le prélévement.
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Pour la détection rapide des SARM dans les cultures primaires, plusieurs nouvelles méthodes
ont été développées au cours des derniéres années, en tout premier lieu les milieux
chromogenes, le test dagglutination au latex de la PLP2a, et la PCR mecA qui utilise des
colonies prélevées sur la premiere culture. Généralement, ces méthodes peuvent accélérer
I'identification de SARM, mais elles ne peuvent pas raccourcir I’étape d'incubation (24-48h)
nécessaire apres I’arrivé de I'échantillon au laboratoire.

Ainsi, les procédés mentionnés ci-dessus sont utiles en ce qui concerne l'accélération du
diagnostic, mais I’économie maximale dans le temps ne dépasse pas 1 jour et par conséquent
I'ensemble des avantages de ces méthodes demeure limité. En conséquence, d’autres méthodes
de détection rapide ont été développés ou la culture primaire n’est plus nécessaire (PCR a partir
du prélévement) et ou le temps d'incubation est beaucoup plus court (environ 5 h). Les
principales méthodes utilisées pour la détection rapide des SARM sont montré dans le tableau
3.

2.3.7. La résistance a la méticilline due au variant mecALcazs1

La récente découverte du variant mecALcazs1, avec seulement 70% d'homologie nucléotidique
du gene conventionnel mecA a remis les tests de routine pour la détection du mecA et donc la
confirmation d’un SARM en question [81]. En effet, la détection de cet homologue mecALcazs1
présente un intérét clinique certain car il représente environ 6% des SARM [82]. Les nouvelles
recommandations pour la détection des SARM devraient prendre en compte la détection de
I’homologue mecAicazs: afin d’augmenter la fiabilité du diagnostic pour la détection des

Staphylococcus aureus résistant a la méticilline.
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Test Distributeur Concept ,Te,mm ) Coqt/ Ecouvillon de [ref] JOTMEES &
d’exécution | écouvillon performance
I- Méthodes non-moléculaires
. 0 . .
MRSASelect Bio-Rad 18-24h 5.81€ Narines, plaies [83] Sens : 95’7&’ Spec:
Narines, ) o - )
Spectra MRSA Remel . , 18-24h 5.62€ hémocultures [84] Sens: 954? ; Spec:
Clivage d’un substrat ositives 99.7%
chromogene b Sens : 94% ; Spec :
ChromID MRSA bioMérieux 18-24h / Narines [85] ' 96030’ pec -
BBL CHROMagar Becton ) . Sens : 87% ; Spec:
MRSAII Dickinson 20-26h 4.87€ Narines [86] 98.6%
. s 10€ (96
Test rapide 3aM™ Mesure de I’activité de , . . . Sens : 94.6% ; Spec :
BacLite™ 3M compagny I’adenylate kinase (AK) 5 echz]}gﬂ:;ons/ Narines, veine [87] 96,9%
Clearview Exact . . Isolements Sens : 96,1% ; Spec :
PBP2a Alere Immuno-chromatographie 5min 8€ orimaires [88] 100%
- Méthodes moléculaires
Smartcycler-Cartouches
. contenant des billes
Xpert MRSA kit gy . 0004 - .
avec plateforme Cepheid ,Iyophllllsees avec tp us les 58min 25-35€ Narines [89] Sens - 90% ; Spec :
réactifs nécessaires a la PCR 97%
GeneXpert ) -
en temps réel ayant pour cible
la SCCmec
Smartcycler- PCR en temps
BD GeneOhm Becton , : . Sens : 98,7% ; Spec :
MRSA Dickinson réel ayant pour cible la <2h 20€ Narines [90] 95.4%
SCCmec
Lightcycler PCR multi-locus ayant pour . ) . 090/ - ]
Staphylococcus/ Dis?lf)hsiics cible mecA et la région ITS <2h 15-20€ Ecous\/lélé)i?isé)(non [91] Sens 992831 Spec:
MRSA kit g entre 165 et 235 P °
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2.4. Typage moléculaire de SARM

Le typage bactérien est devenu un outil clinique important pour établir avec certitude la source
d’une épidémie, la présence éventuelle d’une chaine de transmission et son mécanisme. De
nombreuses techniques sont disponibles pour différencier les isolats de S. aureus, et
spécifiqguement les SARM. Historiguement, les souches étaient distinguées par des méthodes
phénotypiques telles que I’antibiogramme et la lysotypie. Cependant, ces deux méthodes ont
leurs limites, comme par exemple les isolats non liés génétiqguement ont souvent le méme

antibiogramme, et de nombreuses souches de S. aureus sont non-typables par la lysotypie [92].

Avec le progrés de la biologie moléculaire, de nouvelles méthodes basées sur I’analyse de
I’ADN se sont trés vite imposées du fait de leur supériorité en reproductibilité et en pouvoir
discriminant, on parle alors de méthodes de typage moléculaire, et lorsqu’on utilise une telle
méthode pour étudier I’épidémiologie de maladies infectieuses, on parle d’épidémiologie

moléculaire [20].

Une panoplie de méthodes a été développée pour le typage moléculaire de SARM et la liste ne
cesse de s’allonger. D’une fagon générale, on distingue des méthodes de typage basées sur la
restriction de I’ADN sur I’amplification d’ADN par PCR ou sur I’analyse de séquence(s)

d’ADN [20].

24.1. Profil de macro restriction génomique par électrophorése en champs pulsé (pulsotype

ou analyse PEGE)

Parmi les méthodes basees sur la restriction de I’ADN, la PFGE est probablement la plus
répandue. Cette technique est fondée sur la restriction de I’ADN génomique extrait avec
précaution dans une matrice d’agarose par une enzyme dont la fréquence de coupure est rare.

L’enzyme Smal, qui reconnait la séquence CCCGGG, est généralement utilisée pour S. aureus.

43



Revue de littérature

Ainsi, on obtient un nombre restreint (entre 5 et 20) de taille variant de 10 et 800 kbs qui ne

peuvent étre séparés que par une électrophorese en champs pulsés [93].

La PFGE s’est révélée étre la méthode la plus discriminante lorsqu’elle était comparée a
d’autres méthodes de typage génotypiques ou phénotypiques [94,95]. C’est pourquoi elle est
considérée actuellement comme la référence pour le typage de I’espéce S. aureus et a été utilisée
dans des centaines d’études. Malgré le fait que la méthode est trés reproductive dans un méme
laboratoire, la comparaison de données provenant de différents laboratoires n’est pas toujours
aisée. Toutefois, cet inconvénient est de moins en moins important avec I’augmentation de
I'utilisation du logiciel BioNumerics (Applied Maths, Kortrijk, Belgique). Ce dernier mesure le
niveau de concordance entre les pulsotypes des différents échantillons. Cela signifie que les
pulsotypes peuvent étre rapidement comparés a l'aide d'un ordinateur, ce qui élimine la

subjectivité qui était inhérente a la methode [96].

2.4.2. Techniques basées sur laPCR

Parmi les méthodes de typage utilisant la PCR on trouve :

24.2.1. LaPCR multiplex

La PCR multiplex est I"'amplification simultanée de plusieurs séquences cibles dans un méme tube
réactionnel. Elle a I’avantage de permettre un gain de temps par rapport a une PCR qui utilise un seul
couple d’amorces. Néanmoins, la difficulté réside dans I’obtention d’une bonne combinaison d’amorces
et d’un mélange réactionnel adapté, afin d’obtenir les produits d’amplification voulus. Du fait de
phénomeénes de compétition, cette technique est limitée par le nombre de couples d’amorces et on peut
actuellement, utiliser cing voir six couples maximum dans une méme réaction. A titre d’exemple, Yao et
al., 2010, ont utilisé cette méthode pour la détection des génes codant pour la PVL et la détermination des

genotypes de la SCCmec [97].
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2422 La PCR en temps réel (Real time PCR ou RT-PCR)

La PCR, qu’elle soit appliquée en simplex (utilisation d’un seul couple d’amorces) ou en
multiplex (de deux a six couples) est une technique fiable et sensible, mais elle reste
globalement qualitative. La PCR quantitative permet d’allier la simplicité et la rapidité de la
PCR qualitative avec possibilité de quantifier des produits d’amplification obtenus non pas au
final mais tout au long de la réaction donc en temps reel d’ou le nom de «PCR en temps réel».
A chaque cycle d’amplification, la quantité d’ADN est mesurée grace a un marqueur fluorescent
dont I’émission est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons produits. Ceci permet
d’obtenir une cinétique de la réaction et donc la quantification d’ADN alors que la PCR

classique ne donne que la mesure finale [98].

La PCR en temps réel a été utilisé pour différenciation entre S. aureus et les staphylocoques a
coagulase négative (SCN), et la détection de la résistance a la méticilline dans les hémocultures

en 90min [99].

2.4.2.3. La Rep PCR (Repetitive Palindromic Extragenic Elements PCR)

Cette technique utilise des amorces spécifiques d’éléments répétés tout au long du génome. Les
différences entre les tailles des bandes refletent le polymorphisme des distances entre les
différents éléments répétés le long du génome. Différents éléments répétés ont été utiliseés pour
le typage de S. aureus : RepMP3, interlS256, Tn916. C’est une technique simple peu codteuse
mais qui a un pouvoir discriminant inférieur a celui du PFGE et un manque de reproductibilité

entre laboratoire [100].
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2.4.2.4. La RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)

La techniqgue RAPD, également appelée AP-PCR est basée sur I’amplification aléatoire de
séquences d’ADN bactérien soit en utilisant de petites amorces pour le RAPD (10-12
nucléotides) soit en utilisant une température non-stringente (basse température, forte
concentration de sel) d’hybridation de I’amorce pour I’AP-PCR. Les avantages de ces deux
méthodes sont la rapidité et un co(t relativement modique. Cependant, des probléemes de
reproductibilité ont souvent été rencontrés : notamment le changement du thermocycler du lot
Taq polymérase, la qualité de I’ADN extrait peuvent influencer I’amplification des segments

d’ADN et donner des résultats différents [101,102].

2.4.3. Techniques basés sur le séquencage

2.4.3.1. Multilocus sequence typing (MLST)

Cette méthode combine la séquence de plusieurs génes structuraux (housekeeping) dans une
approche similaire a I’analyse des iso-enzymes [103]. L’amplification et le séquencage de 450-
500 bps des sept genes arcC, arokE, glpF, gmk, pta, tpi et ygiL, ont été retenus pour S. aureus
[104]. Chaque isolat peut ainsi étre défini par le profil allélique de ces sept loci. Ce profil
allélique est appelé sequence type (ST). Par exemple, les isolats ayant le profil allélique 1-4-1-

4-12-1-10 appartiennent au ST8.

Cette technique a un pouvoir discriminant trés élevé et une trés bonne reproductibilité. Une
banque de donnée contenant les types de séquence de plus d’un millier de souches est accessible
sur Internet permettant des comparaisons rapides entre les souches ( ). De
nos jours, elle est considérée comme la méthode de référence pour le typage de nombreux

pathogenes bactériens. L’inconvénient de MLST, est bien sdr, son codt élevé [19].
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2.4.3.2. Typage du géne spa

La méthode, développée par Frénay et al., 1996, détermine la variation de la séquence de la
région polymorphe X de la protéine A de S. aureus (spa) [105]. La diversité du gene spa,
composé principalement d'un nombre de répétitions de 24 bp de longueur, est attribuée a des
mutations ponctuelles ainsi qu’a des délétions et duplications de ces répétitions [106].
L'existence de régions conservées de part et d'autre de la région variable du géne spa permet
I'utilisation d'amorces d'amplification et de séquengage pour l'analyse de cette région. Ainsi,
une valeur est donnée a chaque unité répétitive différente ; un type, ou un profil spa, est identifié
par une succession de valeurs identifiant chaque répétition composant la région X. L’analyse
n’étant pas aisée, un programme informatique ainsi qu’une base de données internationale ont
été  élaborés pour une identification standardisée de ces  profils

(http://www.ridom.de/staphtype/). Le pouvoir discriminant de cette méthode reste cependant

inférieur a celui de la PFGE [20].
2.4.4. Puce a ADN

La technologie des sondes, associée a celle de la PCR ont permis I’émergence d’une nouvelle
méthode : Les puces a ADN (DNA microarray). La puce a ADN est constituée d’un réseau
dense et régulier de micro-surfaces gravées sur un support plan (substance chimiquement inerte
comme le polypropyléne, le nylon, le verre ou le silicium) d’une dimension de 1 cm? a 3 cm?.
Chacune de ces micro-surfaces a une localisation déterminée et sur chacune d’elle est greffée
des dizaines de milliers de sondes oligonucléotidiques dont les séquences sont quelcongues ou
correspondent au géne recherché [107].

L’introduction de ce type de technologie a haute densité est trés intéressante pour scanner
rapidement la diversité génétique d’un pathogéne car elle détecte simultanément plusieurs

centaines de genes. Par exemple, une puce a ADN adaptée au typage par MLST de S. aureus
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montre des résultats reproductibles, échangeables entre laboratoires et complétement
concordants avec I’analyse MLST conventionnelle [108].

Une autre puce a ADN a été développée pour identifier et typer les souches de S. aureus et
contient 465 sondes codant pour différentes protéines i) spécifiques de I’espéce S. aureus, ii)
impliquées dans la résistance aux antibiotiques et aux facteurs régulant leur expression, iii) de
virulence potentielle et des facteurs controlant leur expression, et iv) produites par des éléments
mobiles. Cette puce plus discriminante que I’analyse combinée de différents marqueurs offre
I’avantage de procurer des informations sur des genes impliqués dans la virulence et dans le
potentiel pathogene de S. aureus [109]. Ces puces a ADN offrent I’avantage de fournir un
typage définitif mais présentent un prix élevé. En effet la fabrication et I’analyse de ces puces

ADN nécessitent I’utilisation de matériel et de lecteur robotisé trés codteux.
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3. Epidémiologie du SARM

3.1. Epidémiologie du SARM-H

Deux ans aprés I’introduction de la méticilline dans la pratique clinique, et I’apparition du
premier SARM en Angleterre [50], ce dernier s’est propagé aux autres pays européens, puis
s’est diffusé un peu partout dans le monde, tel que I’ Australie, le Japon et les Etats-Unis, durant
les années 1970. Aujourd'hui, le SARM provoque la majorité des infections nosocomiales dans

le monde entier [110].

Bien que les données épidémiologiques provenant des différentes études sont souvent pas
comparables en raison des différences dans la conception et les populations échantillonnées, les
taux les plus élevés (> 50%) sont reportés en Amérique du Nord et du Sud [111,112], en Asie
(en particulier, Sri Lanka (86,5%), la Corée du Sud (77,6%), le Vietnam (74,1%), Taiwan
(65%), Thailande (57%), et Hong Kong (56,8%)) [6]. Des taux intermédiaires (25-50%) sont
signalés en Chine, en Australie, en Afrique et dans certains pays européens (par exemple,
Portugal (49%), Grece (40%), ltalie (37%) et Roumanie (34%)). Dans les autres pays
européens, et plus particulierement la Scandinavie, la prévalence des SARM-H ne dépasse pas
1% [111,113]. En ce qui concerne I’Algérie, le taux de SARM-H a atteint des taux alarmants,
47,4% (65/137 souches) a Alger, 52% (165/220 souches) a Tlemcen, et 71,4% (85/119 souches)

4 Annaba [15,7,114].

3.2. Principaux clones mondiaux de SARM-H

Les études en génétique des populations basées sur le MLST ont montré que les clones majeurs de SARM-
H ont émergé de cing complexes clonaux (CC) : CC5, CC8, CC22, CC30, et CC45 ; un complexe clonal
est un groupe de souches avec des ST differentes mais qui sont suffisamment proches (identiques au moins

en 5 génes) pour qu’une origine commune (ST Founder) leur soit attribuée [62,115,116]. Tandis que
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I'électrophorése en champ pulsé a identifié cing clones pandémiques majeurs de SARM-H, qui sont : le
clone ibérique (ST247-SCCmeclA), le clone brésilien (ST239-SCCmeclllA), le clone hongrois (ST239-
SCCmeclll), le clone New York / Japon (ST5-SCCmecll), et le clone pédiatrique (ST5-SCCmeclV).
Trois autres clones doivent étre ajoutés a cette liste restreinte pour couvrir les pays de I’Europe du nord :

EMRSA-15 (ST22-SCCmeclV), EMRSA-16 (ST36-SCCmecll) et Berlin (ST45-SCCmeclV) [55].

3.3. Epidémiologie du SARM communautaires

3.3.1. Origine du SARM-C

Le SARM fut pendant longtemps la bactérie hospitaliere qui ne cessait de roder dans les
services et que I’on n’arrivait pas a éradiquer, jusqu’a ce qu’il n’a plus été limité au secteur
hospitalier. En 1993, I’attention fut brutalement attirée lorsqu’une épidémie de SARM a été
signalée au sein de la population aborigéne d’Australie sans lien retrouvé avec des souches
hospitalieres : les patients touchés n’avaient pas eu de contact récent avec le systeme de soins
et la souche présentait des caractéristiques génétiques non décrites auparavant chez les SARM.
Il faudra cependant attendre la survenue de 4 déces entre 1997 et 1999 chez des enfants aux
Etats-Unis dans les zones rurales du Minnesota et du Nord Dakota, & la suite d’infections a
SARM d’évolution foudroyante, en I’absence de tout facteur de risque classique d’infection a
SARM, pour que les premiers vrais cas d’infections communautaires a SARM soient décrites

[54].

Les origines du SARM-C sont toujours mal comprises. Initialement, on pensait que c’était des
souches de SARM-H qui se sont propagées au sein de la communauté. Cependant, la sensibilité
paradoxale du SARM-C aux antimicrobiens non-B-lactamines et les syndromes cliniques
associés plus typiques du SASM ont fortement suggérer que les souches de SARM-C sont

distinctes de celles du secteur hospitalier. La découverte des différences genotypiques qui
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distinguent les SARM-C des SARM-H a conduit a l'acceptation générale de l'idée que le

SARM-C a évolué a partir des souches de SASM endémique dans la communauté [10].

3.3.2. Définition du SARM-C

Selon les CDC américains, le SARM est considéré comme étant communautaire lorsqu’il
répond a tous les criteres suivants :

- diagnostic d’une infection 8 SARM chez un patient en soins ambulatoires ou culture
positive pour le SARM dans les premiéres 48 heures de I’admission du patient dans un
centre hospitalier ;

- absence d’antécédents d’infection ou de colonisation au SARM ;

- absence de chacune de ces particularités dans I’année précédant I’infection :
hospitalisation ; admission dans une unité de soin de longue durée ; dialyse ; chirurgie ;

cathéters permanents ou d’autres appareils médicaux traversant la peau.

3.3.3. Laprévalence du SARM-C

3.3.3.1. Lasituation aux Etats-Unis : la souche USA300

Depuis le début des années 2000, un groupe clonal appelé USA300 d’aprés la nomenclature
proposée par les Centers for Disease Control and Prevention (CDC), basée sur le profil des
souches sur I’électrophorése en champ pulsé, a connu un essor spectaculaire en Amérique du
Nord [117]. Inconnu jusqu’en 2000, ce clone est devenu, en 2008, endémique dans 38 états aux
Etats-Unis, au Canada et a été signalé dans 10 pays européens [118]. Une étude effectuée
pendant I’été 2004 dans les services d’urgences hospitaliéres de 11 grandes villes réparties sur
I’ensemble du territoire des Etats-Unis, a révélé que du SARM était isolé dans 57% des
infections a S. aureus de la peau et des tissus mous et que USA300 représentait 97% de ces

SARM [119]. Les raisons du succes de la dissémination de ce groupe clonal ne sont pas
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parfaitement élucidées, mais il présente la particularité d’héberger a la foi les genes codant la
PVL, comme la quasi-totalité des SARM-C, mais aussi I’élément génétique mobile intitulé

ACME tres rare dans les autres groupes clonaux de SARM Communautaires [120].

3.3.3.2. Les SARM communautaires en Europe

La situation épidémiologique des infections a SARM en Europe est nettement différente : méme
si les SARM-C y ont été décrits trés précocement, dés la fin des années 1990, la situation n’a
pas évolué vers I’état d’endémie documenté dans la majeure partie de I’Amérique du Nord.
Bien que I'isolement du clone USA300 a été signalé dans un certain nombre de pays européens,
tels que le Danemark [121], I’ Allemagne [122], I’ Italie [123], le Portugal [124], et le Royaume-
Uni [125], les preuves disponibles indiquent que lI'ampleur du probléme de ce SARM-C est
inférieur & celui observé aux Etats-Unis. D'autres clones internationaux communs tels que ST1-
IV (USA400), ST30-IV (sud-ouest du Pacifique), et ST59-V ont également été signalés en

Europe [126].

Le SARM-C européen le plus couramment isolé est le ST80-1V (PVL positif) le clone dit :
Européen [12]. Ce clone pourrait avoir émergé a l'origine de la Méditerranée, Moyen-Orient,
ou I'Afrique du Nord parce que beaucoup des premiers patients infectés par ce clone en Europe
avaient fait des voyages vers ces régions-la dans leurs antécédents [127]. Plusieurs autres clones
semblent avoir émergé en Europe tels que ST398-V, ST152-V, ST150, ST45, ST1, et ST377-
V [12]. Plusieurs de ces clones, comme le clone européen et, de plus en plus, le ST398-V (le
clone associé au porc), se sont répandues dans le monde entier, alors que d'autres restent

localisées au sein de I'Europe [128].
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3.3.3.3. La situation en Algérie

En Algérie, le taux de SARM-C est de 40.5% a Alger, avec le clone Européen ST80-IV comme clone
prédominant [15].

3.3.4. Infections 8 SARM-C

Si la prédominance des infections de la peau et des tissus mous parmi les tableaux cliniques causés par les
SARM Communautaires a été confirmée a de nombreuses reprises [129,130], des infections invasives
séveres ont également été rapportées avec des tableaux bien individualisés. Parmi ces derniers, on peut
citer : les fasciites nécrosantes [131], les pneumopathies nécrosantes [132], le syndrome de Waterhouse-
Friderichsen [133], les empyemes [134], les thrombophlébites septiques [135], les pyomyosites [136], les
infections ostéo-articulaires [137], y compris sur prothése [138], les bactériémies [139], et les endocardites
[140]. Le lourd tribut payé a I’émergence de ces SARM-C aux USA, venus s’ajouter aux souches de
SARM-H, restées endémiques dans la plupart des hopitaux américains, a été évalué par une étude
multicentrigque réalisée en 2005. Selon cette derniére, les infections invasives a SARM provoqueraient pres
de 20 000 déces par an aux USA, soit plus que le cumul du nombre de déces attribué au virus de
I'immunodéficience humaine (VIH), aux hépatites virales et a la tuberculose dans ce méme pays [141].

3.3.5. Emergence du SARM-C comme cause d’infections associées aux soins

Avec I’évolution de I’épidémie mondiale, des types de souches de SARM-C ont commencé a émerger
comme cause d’épidémies nosocomiales aux Etats-Unis en particulier, mais aussi dans d’autres [9]. Pire
que ¢a, des rapports récents suggerent que les clones de SARM-C commencent a supplanté les clones de
SARM-H comme cause d’infections nosocomiales endémiques [142].

Aux Etats-Unis, le clone USA300 a été rapporté comme cause d’épidémies chez les nouveau-nés et
d’infections sur protheses articulaires dans un premier temps [143,144]. Par la suite, il a été rapporté
comme cause d’une proportion significative de bactériémies nosocomiales [145,146]. Une étude menée

a Chicago, llinois, a montré que le taux des bactériémies causées par des SARM de génotype
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communautaire a augmenté de 24 a 49% entre 2000 et 2006, contrairement a celui du génotype hospitalier
qui a diminué [142].

Bien que I’émergence du SARM-C comme cause d’infections associées aux soins a été beaucoup plus
documentée aux Etats-Unis, les autres continents non pas été épargné non plus. En Grece, le SARM-C
représentait 45% des infections liées aux soins dans plusieurs hopitaux entre 2001 et 2003 [13]. En
Uruguay, c’est le clone ST30-1V (sud-ouest du Pacifique) qui est entrain de remplacer le SARM-H au sien
de I’hépital [147]. En Corée, 24% des bactériémies nosocomiales en 2007 étaient causées par le clone
prédominant ST72-1V [148]. Bien que les rapports de I'Afrique soient rares, le clone européen (ST80-1V)
semble représenter la majorité des SARM-H en Tunisie et en Algérie [15,17].

3.3.6. Implications de I’émergence du SARM-C comme pathogéne hospitalier

Les raisons de I'émergence des souches de SARM-C comme une cause des IAS sont toujours inconnus.
Les études de modélisation suggérent que la croissante du réservoir communautaire a atteint un point ou
suffisamment de souches de SARM-C sont introduites dans les hépitaux pour commencer une
transmission [149].

L'afflux de SARM-C porté sur les patients, les visiteurs et les travailleurs de la santé dans les hdpitaux
présente plusieurs défis. Tout d’abord, le SARM-C a la capacité de provoquer des infections chez des
individus préalablement sains. Cela met un groupe plus large de patients hospitalisés, travailleurs de la
santé et de leurs contacts dans la communauté potentiellement a risque, démontré par des infections a
SARM-C chez les patients pediatriques et obstétriques, formation dabces et occasionnellement des
infections séveres chez les travailleurs de la santé, ainsi que des infections de la peau et des tissus mous
chez les contacts familiaux [150-152].

Deuxiémement, une prévalence accrue de souches de SARM-C productrices de PVL dans les hopitaux
peut augmenter la virulence des infections nosocomiales &8 SARM. Néanmoins, les nouvelles données
indiquent que les souches de SARM-C au sein des hpitaux se comportent d’avantage comme des souches

de SARM-H [153].
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Enfin, I'exposition des SARM-C a la pression de sélection nosocomiale des antibiotiques encouragera
I'émergence d'une résistance multiple. Tout comme les souches de SARM-C dans les environnements de
soins de santé se comportent beaucoup plus comme des SARM-H, elles peuvent aussi venir a ressembler
aux souches SARM-H en termes de leurs phénotypes de multi-résistance aux antibiotiques, rendant les

définitions de SARM-H et SARM-C de plus en plus confus [154].

3.4. Facteurs de risques d’acquisition de SARM

Les facteurs de risque d'acquisition des SARM sont multifactoriels. En plus des facteurs de
risque liés aux soins cités précedemment (voir 3.3.2. Définition du SARM-C), le manu-portage
par le personnel médical et paramédical est le vecteur essentiel de dissémination du SARM
[155]. La colonisation par SARM peut persister plusieurs mois, voire plusieurs années [156].
L’acquisition communautaire de SARM, en dehors de ces facteurs de risque liés aux soins, bien
que décrite, semble rare. Mais la dissémination a partir de personnes colonisées peut survenir
de la méme fagon qu’a I’hdpital, par manu-portage ou par contact direct au sein d’un groupe

[156].

3.5. Un nouveau clone de SARM émergeant : ST398

L’émergence dans cette derniére décennie du LA-MRSA (LA pour « Livestock-Associated ») qui
peuvent causer des maladies zoonotiques chez I’lhnomme a été une préoccupation majeure de la
santé [157]. Les premiéres souches de ce type de SARM ont été isolées aux Pays-Bas chez les
porcs des février 2003 et aussi en France a la méme période chez I’homme [158,159]. La
prévalence de ces souches aux Pays-Bas originellement dénommées NT (non-typable), puis
identifiées comme appartenant au nouveau complexe clonal ST398 a crl de 0% en 2002 a plus
de 21% en juillet 2006 [160]. Depuis, le SARM ST398 a été isolé dans de nombreux pays

européens (Allemagne, Autriche, Belgique, Danemark, Espagne, France, lItalie, Pays-Bas,
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suisse, suede) ou encore au Canada, aux USA, en Chine, voire a Singapour, chez le porc, et
d’autres réservoirs d’animaux tels que les bovins et les ovins [161]. Plus important encore, les
infections a SARM ST398, incluant des infections séveres chez les éleveurs de porcs et les
membres de leurs familles, sont en nette augmentation [162]. Sachant que des études ont montré
que le ST398 a un faible niveau d’épidémicité pour I'nomme [163], de fagon inquiétante,
plusieurs publications récentes ont rapporté I’apparition d'infections a ST398 sensibles a la
méticilline chez I’homme sans exposition récente a des élevages de porcs, ce qui implique qu'il

existe des sous-types de ST398 qui circulent dans les populations humaines [64].
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4. Antibiotiques anti-staphylococciques

4.1. Introduction
Déja en 1928, le staphylocoque a joué un réle dans la découverte des antibiotiques. En effet,
I’observation fortuite d’Alexander Fleming sur des colonies de Penicillium a conduit a
I’ameélioration de la santé mondiale. 1l a remarqué que le champignon Penicillium (qui avait
contaminé les boites de cultures accidentellement) avait inhibé la croissance d’une culture
bactérienne qui se trouve étre une souche de staphylocoque. De cette observation découle la
purification et la production du premier antibiotique utilisé en thérapeutique : la pénicilline G

[164].

Les antibiotiques ont principalement deux actions possibles sur les bactéries : bactériostatiques
ou bactéricides. Un antibiotique bactériostatique est une molécule qui a dose thérapeutique est
capable d’inhiber seulement la croissance bactérienne sans perte de viabilité. Le pouvoir
bactériostatique est mesuré en déterminant la concentration minimale inhibitrice (CMI), la CMI
étant la concentration la plus faible d’antibiotique qui est capable d’inhiber la croissance visible
des bactéries. L’autre possibilité étant que I’antibiotique soit bactéricide, c'est-a-dire une
molécule qui a dose thérapeutique est capable de provoquer la mort de la cellule bactérienne.
Elle est mesurée en déterminant la concentration minimale bactéricide (CMB) qui est la plus
faible concentration d’antibiotique entrainant la destruction de 99,99 % d’un inoculum
bactérien. Il faut préciser qu’un antibiotique bactériostatique peut étre bactéricide, mais a des
concentrations trop élevées pour étre administrées a I’étre humain.

Chaque famille d’antibiotiques posséde un mécanisme d’action qui lui est propre mais on peut
résumer leurs actions en trois grandes catégories spécifiques qui sont : action sur la paroi
bactérienne, action sur les processus de synthese d’acides nucléiques et de protéines, action sur

les voies métaboliques [19].
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Face a I’arsenal thérapeutique, les bactéries ont su opposer des stratégies de défense et sont
donc devenues résistantes aux antibiotiques. L’OMS définit une souche résistante aux
antibiotiqgues comme « une souche qui supporte une concentration d’antibiotiques notamment
plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des souches de la méme espéce
» OU « une souche qui supporte une concentration notablement plus élevée que la concentration
qu’il est possible d’atteindre in vivo » [165].

S. aureus est une espéce bactérienne qui présente une grande capacité d’adaptation vis-a-vis
de la contrainte antibiotique. Les mécanismes de résistance de S. aureus sont différents selon
la classe des antibiotiques [65]. Il est naturellement résistant aux monobactames (aztréonam),
aux quinolones de lere géneration (acide nalidixique) et aux peptides cycliques (polymixine
B). Les autres antibiotiques ont tous une action potentielle sur le S. aureus (sauf en cas de
développement de résistances acquises) [166].

Dans ce titre, les molécules de chaque classe d’antibiotiques seront présentées ainsi que leur
mécanisme d’action puis les mécanismes de résistance de S. aureus seront détaillés (Tableau

4).
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4.2. Acide pseudomonique

La mupirocine est la représentante des acides pseudomoniques, elle est issue du Pseudomonas
fluorescens. La particularité de cette molécule est qu’on ne peut pas I’utiliser par voie orale
puisqu’elle serait trés vite dégradée par I’organisme, elle est donc utilisée en thérapeutique par
voie locale (nasale) avec le but de décoloniser les patients porteurs de SARM ou plus
globalement de S. aureus avant certaines interventions chirurgicales [167].

4.2.1. Mécanisme d’action de la mupirocine

La mupirocine inhibe la synthése protéique en se liant de fagon réversible et spécifique a
I’isoleucyl-ARNt synthétase des bactéries, ce qui entraine une compétition sélective entre la
mupirocine et I’isoleucine, cette derniere constituant le substrat de I’isoleucyl-ARNt synthétase.

Cette fixation stoppe I’élongation peptidique. La molécule a un effet bactéricide lent [168].

4.2.2. Mécanisme de résistance

Selon les souches de S. aureus, deux types de résistances a la mupirocine sont recensés. Une
est dite de bas niveau et I’autre de haut niveau. La résistance de bas niveau (CMI allant de 8 a
256 mg/L) est liée a une mutation du géne ileS qui code I’isoleucyl-ARNt synthétase. La
mutation du gene implique que I’antibiotique ne peut plus se fixer sur I’enzyme. La résistance
de haut niveau (CMI = 512 mg/L) nécessite I’acquisition d’un plasmide ayant le géne mupA

(Tableau 4). Ce déterminant modifie également I’isoleucyl-ARNt synthétase [168].
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4.3. Aminoglycosides ou Aminosides

Les premiers aminosides découverts I’ont été en tant que molécules naturelles, produites par
des souches de Streptomyces (molécules se terminant par —mycine : streptomycine, néomycine,
kanamycine, tobramycine) ou d’Actinomyces (molécules se terminant par —micine

gentamicine). Il faut préciser que quelques aminosides, découverts dans les années 70, sont
hémi-synthétiques (amikacine et netilmicine), ces composés se sont avérés moins toxiques que

les composés de base [167].

Ils possédent un spectre d’activité antibactérien large justifiant que certaines molécules soient
réservées a I’hdpital pour combattre les infections bactériennes sévéres. Les principaux

inconvénients de cette classe d’antibiotiques sont leur ototoxicité et leur néphrotoxicité [166].

4.3.1. Mécanisme d’action des aminosides

Les aminoglycosides sont des antibiotiques qui inhibent la synthese protéique, suite a leur
fixation sur la sous-unité 30S du ribosome bactérien. Les aminosides sont des antibiotiques
bactéricides rapides et puissants et présentent un effet post-antibiotique (c'est-a-dire que la

durée d’activité est beaucoup plus importante que le temps d’exposition) [169].

4.3.2. Mécanisme de résistance

La résistance acquise des staphylocoques aux aminosides est surtout due a la production
d’enzymes inactivatrices. La synthése des enzymes est gouvernée par des genes plasmidiques
ou transposables. Il existe trois classes d’enzymes en fonction de la réaction catalysée (Tableau

4):

- aminoside N-acetyltransferase (AAC) : acétylation d’un groupement -NH2 ;
- aminoside O-phosphotransferase (APH) : phosphorylation d’un groupement -OH ;

- aminoside nucleotidyltransferase (ANT) : nucleotidylation d’un groupement -OH.
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Chaque enzyme va modifier un certain nombre d’aminosides différents, ce qui va se traduire

par un phénotype de résistance spécifique de I’enzyme [166].

4 4. Antibiotiques phosphonigues

C’est dans les années 60, que la fosfomycine a été découverte et isolée. Cette molécule naturelle

est issue de certaines especes de Stretomyces mais aussi par Pseudomonas syringae [167].

4.4.1. Mécanisme d’acion des antibiotigues phosphoniques

La fosfomycine est un antibiotique agissant sur la paroi bactérienne. Apres avoir pénétré dans
la cellule cible par des voies de transports transmembranaires, elle va inhiber précocement la
synthese du peptidoglycane en rendant inapte I’enzyme énolpyruvyl-transférase. Les

antibiotiques phosphoniques sont bactéricides envers S. aureus [170] .

4.4.2. Mécanisme de résistance

La résistance est consécutive a la production d’une protéine FosB qui hydrolyse la fosfomycine
en ouvrant le noyau époxyde. La résistance est apportée par des plasmides ayant le géne de
FosB (Tableau 4) [170]. En monothérapie, la sélection de mutants résistants est rapide. Ces
antibiotiques doivent donc étre utilisés en association, sauf exception (dose unique dans le
traitement des infections urinaires basses) [166] .
45. g-Lactamines

Les B-lactamines ont été les premiers antibiotiques découverts. Elles ont été isolées a partir d’un
Penicillium. Les p-lactamines regroupent plusieurs familles d’antibiotiques car leurs structures
moléculaires sont proches : les pénicillines, les céphalosporines, les carbapénémes ainsi que les
monobactames, ces derniers ne seront pas évoqués car ils ne sont pas actifs puisque S. aureus

est naturellement résistant [19].
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45.1. Mécanisme d’action des B-lactamines

Les B-lactamines agissent sur la paroi bactérienne, plus précisément sur les protéines liant la
pénicilline (PLP). Les PLP sont des protéines a activité enzymatique (essentiellement des
transpeptidases) impliquées dans la synthéese de la paroi. Elles sont situées sur la face externe
de la membrane cytoplasmique. Cette fixation covalente entre les PLP et les B-lactamines induit
un blocage des réactions de transglycosylation et transpeptidation consécutif a I’acylation des
PLP par la B-lactamines, ainsi qu’une stimulation de I’activité des auto-lysines (enzymes
impliquées dans le renouvellement de la paroi) [166]. Les souches de S. auerus possédent 4

PLP : PLP1, PLP2, PLP3 (essentielles a la survie) et PLP4 (accessoires) [171].

45.2. Mécanisme de résistance

45.2.1. Résistance aux B-lactamines par production de B-lactamases

La pénicillinase plasmidique est une protéine enzymatique capable d’hydrolyser le cycle 3-
lactame et donc de rendre inapte I’antibiotique. Ces enzymes ne sont pas capables d’inactiver
les pénicillines M et les céphalosporines. De plus, il existe des inhibiteurs de p-lactamases
(acide clavulanique, sulbactam, tazobactam) qui restaurent I’activité des antibiotiques qui leur
sont associés. La pénicillinase staphylococcique est le produit d’expression du géne blaZ qui
est porté par un plasmide ou un transposon (Tableau 4) [166].

4.5.2.2. Résistance a la méticilline

Il s’agit d’une résistance acquise par modification de la cible principale de nombreuses [3-
lactamines, la PLP2. La nouvelle PLP2a produite a une faible affinité vis-a-vis des f-
lactamines. Cette résistance est a considérer comme croisée pour I’ensemble des pB-lactamines
mais son expression peut étre hétérogene au sein d’une méme souche. Ils existent quatre classes
d’expression (classes I, II, Ill et 1V). La PLP2a posséde la capacité de catalyser seule
I’assemblage du peptidoglycane lorsque les autres PLP sont inactivées par les B-lactamines

[172].
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D’un point de vue génétique, la PLP2a est codée par le gene mecA se trouvant sur un fragment
d’ADN additionnel présent chez les SARM et absent chez les SASM (Tableau 4) [20].

4.5.2.3. Autres mécanisme de résistance a la méticilline

Ces résistances sont de bas niveau et sont nommés BORSA (bordeline Staphylococcus aureus)
et MODSA (modified Staphylococcus aureus). Les souches BORSA et MODSA ne possédent
pas le géne mecA. Pour les souches BORSA, le mécanisme impliqué est une hyperproduction
de la pénicillinase staphylococcique. Tandis que pour les souches MODSA, une modification
des PLP endogenes (PLP1, 2 ou 4) entraine une résistance sans production de pénicillinase
[172].

4.6. Fluoroguinolones

Les fluoroquinolones constituent la 2eme génération de quinolones et ont la particularité de
posséder un fluor dans leur structure moléculaire. La 1lere quinolone, découverte en 1962, est
I’acide nalidixique. Ces premieres quinolones présentaient peu d’intérét car elles avaient
quelques défauts d’un point de vue pharmacocinétique et antibactérien (spectre étroit).
L’apparition des quinolones de 2eme génération, en 1985, a totalement comblé les lacunes des
premiéres quinolones [173].

4.6.1. Mécanisme d’action des fluoroguinolones

Ces antibiotiques ont comme cible la synthése des acides nucléiques. Ils agissent sur une
enzyme qui permet de déplier I’ADN qui est « surenroulé », ces enzymes sont appelées
topoisomérases ou ADN gyrases. Les fluoroquinolones vont interagir avec les complexes
ADN/topoisomérases et inhibent cette activité indispensable a la réplication et a la survie de la

bactérie [173].
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4.6.2. Mécanisme de résistance

Il existe deux mécanismes de résistance de type chromosomique exclusivement. La résistance
aux fluoroquinolones est liée, soit a des mutations ponctuelles dans I’une et/ou I’autre des deux
cibles qui sont la gyrase et la topoisomérase IV, soit a un efflux actif. Chez S. aureus, la
premiére étape vers la résistance consiste en la modification d’une seule cible, la cible
preférentielle, qui confére une résistance de bas niveau et affecte plus ou moins I’activité de
diverses fluoroguinolones. L’étape suivante, qui consiste en la modification de la seconde cible
confeére une résistance de plus haut niveau. Les mutations siégent en général dans une région
restreinte appelée QRDR (pour « Quinolone Resistance-Determining region ») [174].
4.7. Eusidanines

L’acide fusidique est le seul représentant des antibiotiques stéroidiques ou fusidanines. La
molécule est d’origine naturelle car elle est produite par un micromycete, le Fusidium
coccineum [167].

4.7.1. Mécanisme d’action des fusidanines

Les fusidanines vont former un complexe stable avec le facteur d’élongation EF-G qui est une
GTPase. Ce complexe empéche la synthése protéique puisque I’élongation de la chaine
peptidique est bloquée. L antibiotique a une activité bactéricide rapide envers S. aureus [175].

4.7.2. Mécanisme de résistance

La résistance a cet antibiotique est la conséquence d’une diminution de I’affinité entre le facteur
d’élongation et I’antibiotique (résistance de type chromosomique, mutation du géne fusA codant
le facteur EF-G) ou un défaut de pénétration dans la bactérie (résistance de type plasmidique,

géne fusB ou fusC) (Tableau 4) [175].
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4.8. Glycopéptides

Les deux antibiotiques présents dans la famille des glycopeptides sont la vancomycine et la
teicoplanine. La premiére molécule commercialisée est la vancomycine en 1956 et elle est
d’origine naturelle car elle est produite par un champignon, Amycolatopsis orientalis. La
teicoplanine a été commercialisée a I’époque des léres souches de SARM, elle est isolée
d’Actinoplanes teichomyceticus. Il faut préciser que la préparation antibiotique de teicoplanine
est un mélange de 6 composés glycopeptidiques qui est différent au niveau de la chaine latérale
d’acides gras [166].

4.8.1. Mécanisme d’action des glycopeptides

Ces deux molécules agissent sur le peptidoglycane des bactéries. En effet, elles se lient avec le
dimére D-alanyl-D-alanine qui est en position terminale de la chaine pentapeptidique du
peptidoglycane. Cette fixation masque les sites d’action des transpeptidases et empéche la
réaction de transglycolisation lors de la synthese du peptidoglycane. La bactérie ne peut donc
plus renouveler son peptidoglycane, se diviser et elle finit par mourir. Ces antibiotiques sont
bactéricides temps-dépendants vis-a-vis de S. aureus et d’action lente (environ 1 a 2 jours)
[176].

4.8.2. Mécanisme de résistance

La résistance du S. aureus est liée a une diminution de la pénétration des glycopeptides dans la
bactérie. Le D-alanyl-D-alanine se retrouve en abondance dans la paroi du staphylocoque et est
capable de piéger et d’immobiliser les molécules d’antibiotiques lors de la phase de pénétration.
Cette résistance est due a une anomalie de la biosynthese du peptidoglycane et est connue chez
les souches glycopeptide-intermediate S. aureus (GISA) ou vancomycine-intermediate S.
aureus (VISA). En 2002, la premiere souche pleinement résistante a la vancomycine a été
décrite, caractérisée par une CMI élevée (> 32mg/L) et associe au gene vanA, résultant

probablement d’un transfert horizontal d’Enterococcus spp (Tableau 4) [177]. Ce type de
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résistance reste exceptionnel, et n’a été détecté que sur une dizaine d’isolats cliniques dans le
monde, pour la plupart aux Etats-Unis [176].

4.9. Lipopeptides
La daptomycine est I’unique représentante de la famille des lipopeptides cycliques. Elle a été
isolée a partir de Streptomyces roseosporus dans les années 1980. Des myopathies peuvent se
développer quelques semaines ou quelques mois apres l'instauration d'un traitement combiné
ou apres une augmentation de la posologie ainsi qu'apres un effort musculaire intense. [178] .

4.9.1. Mécanisme d’action des lipopeptides

La molécule agit sur la paroi bactérienne. Elle s’insére dans la membrane cytoplasmique en
présence de cation Ca2+, puis elle entraine par polymérisation la formation de pores
transmembranaires et la mort cellulaire par fuite ionique (principalement le K+ intracellulaire).
L’ antibiotique a une action bactéricide concentration-dépendante sur les S. aureus [178] .

4.9.2. Mécanisme de résistance

Des souches de S. aureus résistants a la daptomycine, ont été décrites dans la littérature. Mais
leur mécanisme d’action est encore peu connu a ce jour. La fixation de I’antibiotique sur la
membrane cytoplasmique serait réduite a cause de la perte d’une protéine membranaire [179].

410. Macrolides, Lincosamides et Synerqystines (MLS)

Cette famille d’antibiotiques regroupe les macrolides et les macrolides apparentés
(lincosamides et synergystines) sous le terme MLS. D’un point de vue moléculaire, les MLS
sont différents et hétéroclites structurellement parlant mais ils sont regroupés dans la méme
famille, car leurs mécanismes d’action ainsi que leurs spectres antibactériens sont similaires
[172].

> Macrolides

Le chef de file des macrolides a été découvert en 1952 et isolé d’une souche de Streptomyces

erythreus qui a donné le nom a la molécule érythromycine. Mais la 1ere molécule découverte
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a été la pikromycine en 1942 par Gardner. Les effets secondaires des macrolides sont
généralement peu nombreux mais on peut retrouver des effets digestifs, des céphalées et des
vertiges [180].

> Lincosamides

Les lincosamides ont été isolées a partir de Streptomyces lincolnensis. Leur structure
moléculaire est différente des macrolides mais leurs actions sont similaires. On les regroupe
dans les MLS ou les macrolides apparentés avec les streptogramines. Elles peuvent provoquer
des colites pseudomembraneuses comme effet secondaire (comme beaucoup d’autres
antibiotiques). Enfin, il n’y a pas d’intérét a les associer avec les macrolides puisque leurs effets
sont équivalents [166,180].

> Synergystines ou strptogramines

Ils ont été isolés en 1955 par une bactérie Streptomyces pristinaespiralis. Actuellement, il
n’existe que la pristinamycine dans cette famille. Cette famille est plutét bien tolérée si on

respecte les conseils de prises, c'est-a-dire de les prendre pendant les repas [167].

4.10.1. Mécanisme d’action des macrolides, lincosamides et synergystines

Ces antibiotiques se fixent sur la sous-unité 50S des ribosomes et inhibent ainsi la synthése
protéique. Cette interaction induit un blocage du complexe aminoacyl-ARNt et les acides
aminés apportés par I’ARN de transfert ne s’incorporent plus aux chaines polypeptidiques. La
synthése protéique ne pouvant plus se réaliser, la survie de la bactérie est compromise.

Les MLS sont des antibiotiques bactériostatiques, sauf les synergystines qui sont bactéricides

vis-a-vis des S. aureus [172].

4.10.2. Mécanisme de résistance

Le mécanisme de résistance le plus connu est une modification de la cible ribosomale. La partie
ribosomale est modifiée par une attaque enzymatique, I’adénine en position 2058 de I’ARNr

23S se retrouve alors méthylée. Les enzymes en cause sont des méthylases codées par des genes
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de la famille erm (erythromycin resistance methylase) (Tableau 4). La méthylation empéche la
fixation du MLS et son action. Cette résistance peut étre inductible (induite en présence de
macrolides) ou constitutive (exprimée en permanence). Cependnat, cette méthylation touche
pas les streptogramines A, c’est pourquoi la pristinamycine reste active, méme en cas de
résistance constitutive [181].

411. Oxazolidinones
L’unique représentante de la classe des oxazolidinones est la molécule linézolide. Elle a été
synthétisée en 1984. Les manifestations hématologiques sont les effets indésirables les plus
préoccupants (thrombopénie, anémie ou leucopénie par exemple). La durée d’utilisation est
limitée & 4 semaines [182].

4.11.1. Mécanisme d’action des oxazolidinones

En amont de la synthese peptidique, la molécule va interagir avec la sous-unité 50S du ribosome
et plus précisément avec le fragment 23S [166]. Cette interaction va induire un blocage puisque
la sous-unité 30S du ribosome ne va pas réussir a se fixer avec la sous-unité 50S. Il se produit
donc une mauvaise élongation et les protéines sont altérées. La linézolide agit précocement par
rapport aux autres antibiotiques agissant sur la traduction des ARNm et la synthese des
protéines comme les macrolides, les aminoglycosides, les cyclines. Vis-a-vis du S. aureus,
I’antibiotique présente une action bactériostatique temps-dépendant et posséde un effet post-

antibiotique compris entre 1 & 2 heures [182].

4.11.2. Mécanisme de résistance

La résistance du S. aureus aux oxazolidinones est due a une modification de la cible ribosomale.
La mutation survient sur les génes codant la partie protéique de I’ARN 23S et plus
particuliérement la zone d’action de I’antibiotique. Cette résistance est rare car la bactérie

présente plusieurs copies des genes codant la partie protéique de I’ARN 23S et il faudrait que
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la mutation touche plusieurs de ces copies. En pratique, la résistance a été retrouvée uniguement
chez des patients recevant un traitement prolongé [182].
4.12. Phénicolés

La téte de liste des phénicolés est le chloramphénicol, il a été isolé a partir de Streptomyces
venezuale. Depuis 1996, le chloramphénicol n’est plus commercialisé en France mais on peut
le retrouver dans d’autres pays émergents. Son retrait du marché est consécutif a des effets
secondaires importants dont I’aplasie médullaire touchant 1 cas sur 20000 traitements.
Maintenant, il ne reste que le thiamphénicol qui est mieux toléré que le chloramphénicol, car il
n’est pas inhibiteur enzymatique et ne provoque pas d’aplasie médullaire [183].

4.12.1. Mécanismes d’action des phénicolés

Comme les macrolides et les lincosamides, les phénicolés se fixent a la sous-unité 50 S des
ribosomes bactériens. lls inhibent la synthése des protéines en empéchant la liaison du
complexe amino-acyl-ARNTt a son site de fixation, et donc la réaction de transpeptidation. Le
thiamphénicol est une molécule bactériostatique sur les souches de S. aureus [183].

4.12.2. Mécanisme de résistance

Les phénicolés sont sujets aux mécanismes d’efflux multiple avec le gene norA qui augmente
la CMI. Une autre résistance a été décrite, elle est due au géne cat codé sur un plasmide. Ce
géne code pour une chloramphénicol acétyltransferase qui neutralise I’antibiotique [183].
4.13. Rifamycines

Les antibiotiques de la famille de rifamycine font partie de la famille des ansamycines et ils ont
été isolés de Streptomyces mediterranei (actuellement renommé Amycolatopsis rifamycinica)
en 1957 [167]. Cet antibiotique est un fort inducteur enzymatique : il accélére la dégradation
des autres médicaments. De ce fait, les associations médicamenteuses sont contre-indiquées,

déconseillées ou a utiliser avec précaution. De plus, pour éviter d’inquiéter les patients, il est
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recommandé de préciser que la prise de ces antibiotiques entraine systématiquement la

coloration en orange des urines, des selles et des larmes [184].

4.13.1. Mécanisme d’action des rifampycines

La rifampicine inhibe I'ARN polymérase bactérienne, enzyme responsible de la transcription.

Les antibiotiques sont des agents bactéricides sur les souches sensibles de S. aureus [172].

4.13.2. Mécanisme de résistance

Des mutations sur le géne rpoB qui code la sous-unité 3 de I’ ARN polymérase-ADN dépendante
entrainent le mécanisme de résistance. Ces mutations altérent la structure de I’ARN polymérase
sur laquelle I’antibiotique ne pourra plus agir (Tableau 4) [172].

414, Sulfamides et Triméthoprime

L’association sulfamides triméthoprime ou cotrimoxazole utilisée pres de cinquante ans a été
I’antibiotique le plus prescrit dans le monde, jusqu’a I’avenement des fluoroquinolones. Ce
succes planétaire est lié a un spectre trés étendu comportant non seulement la quasi-totalité des
bactéries pathogenes mais aussi quelques champignons, et des parasites des plus petits aux plus
gros (Plasmodium, Toxoplasma, et...les poux), a d’excellents résultats cliniques et aussi a un

co(t tres bas [166].

4.14.1. Mécanisme d’action des sulfamides en association ou non avec le

triméthoprime

Ces différentes molécules sont impliquées directement dans la synthése des folates (processus
important dans le métabolisme bactérien). Les sulfamides sont des analogues structuraux de
I’acide para-aminobenzoique (PAB) : ils entrent en compétition avec le PAB dans la synthese
de I’acide dihydroptéroique qui représente la premiere étape de la synthése de I’acide
dihydrofolique (DHF). Les sulfamides remplacent le PAB en se fixant sur la dihydroptéroate
synthétase (DHPS) qui catalyse cette réaction a partir de PAB et de ptéridine. Cette compétition

va enrayer I’action de la dihydroptéroate synthétase (DHPS) et ainsi la synthese est bloguée. Le
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triméthoprime exécute son intervention en aval des sulfamides, il neutralise la dihydrofolate
réductase (DHFR) et stoppe la synthese des folates. Les sulfamides sont des antibiotiques
bactériostatiques mais leur association avec le triméthoprime rend leur activité bactéricide, les

deux molécules agissant en synergie [166].

4.14.2. Mécanisme de résistance

La résistance a cette classe antibiotique peut trouver sa cause dans divers mécanismes. Une
imperméabilité aux antibiotiques d’origine chromosomique ou plasmidique, une augmentation
significative de DHPS ou de DHFR par hyperproduction, enfin la présence de DHPS ou de
DHFR distincts (acquis par un géne plasmidique ou par suite de mutation génique) ne subissant
pas I’action des antibiotiques [166].

4.15. Tétracyclines et Glycilcyclines

Ces molécules font partie d’un groupe homogene structurellement. Elles ont comme point
commun d’avoir quatre cycles (tétracyclines) dans leurs structures moléculaires formant un
noyau naphtacene. En 1948, M. Duggar isole d’un Streptomyces aureofaciens la lere
tétracycline : la chlorotétracycline. Seule la tigécycline fait partie de la famille des
glycilcyclines, elle dérive de la minocycline et est hémi-synthétique. Les effets secondaires
retrouves sont la photosensibilisation et une coloration en jaune de I’émail dentaire. De plus,
les tétracyclines ont une contre-indication absolue avec les rétinoides qui peut étre mortelle car

cela entraine des hypertensions intracraniennes [166].

4.15.1. Mécanisme d’action des tétracyclines et des glycilcyclines

Ces antibiotiques agissent au niveau de la sous-unité 30S du ribosome en inhibant I’élongation

peptidique. Ils ont une action bactériostatique envers le S. aureus [166].

4.15.2. Mécanisme de résistance

Il existe deux types de résistance aux tétracyclines. La premiére est liée a un plasmide (le plus

connu est pT181), elle entraine un efflux actif des tétracyclines grace a des protéines Tet situées
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dans la membrane interne. La seconde résistance entraine une protection des sites actifs du
ribosome par d’autres protéines Tet. La protéine Tet(K) est une des protéines qui entraine
I’expulsion des tétracyclines et les protéines Tet(O) ou Tet(M) vont elles, protéger les sites actifs

ribosomaux (Tableau 4) [166].
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EGM Géne de résistance Antibiotique/ métal lourd Meécanisme de résistance Référence
Plasmide aadD Néomycine, kanamycine, et Aminoglycoside adenyltransferase [185]

tobramycine

ant4’ Tobramycine Aminoglycoside nucleotidyltransferase [186]

blaz, blal, blaR1 Penicilline (B-lactame) Hydrolyse du cycle p-lactame [187]

ble Bléomycine Protéine liant la bléomycine [188]

cat Chloramphenicol Chloramphénicol acetyltransferase [189]

cfr Chloramphenicol,  florfenicol, et Methylation de la sous-unité 23S [190]
clindamycine

dfrA, dfrK Trimethoprime Dihydrofolate reductase [191]

ermB,C MLSB (macrolides : erythromycin, Meéthylation de I’ARN 23S de la sous unité [192]
lincosamides : clindamycine, 50S
streptogramine B)

fusB Acide fusidique Mécanisme de protéction ribosomale [193]

ileS-2 Résistance de haut niveau a la Isoleucyl RNA synthetase [194]
mupirocine

mphBM Macrolides Phosphorylase putative [195]

msrA Macrolides Efflux actif [195]

mupA Résistance de haut niveau a la Nouvel isoleucyl RNA synthetase [196]
mupirocine

str Streptomycine Streptomycin adenyltransferase [197]

tetK, tetL Tetracyclines Efflux actif [198]
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vat

vga

vgb

Transposon  aacA-aphD

blaz, blal, blaR1

ermA,B

fexA

tetM
vanRSHAXYZ?

SCCuys farl

Streptogramine A

Streptogramine A, lincosamides, et
pleuromutilines

Streptogramine B

Gentamycine, kanamycine, et

tobramycine

B-lactame
MLSB

Florfenicol, chloramphénicol

Tétracycline, minocycline

Vancomycine

Acide fusidique

Acétylation de I’antibiotique
Efflux

Inactivation par la lyase virginiamycine B
Aminoglycoside acetyltransferase et

phosphotransferase

Hydrolyse le cycle p-lactame

Méthylation de I’ARN 23S de la sous unité
50S

Efflux

Protection du site A du ribosome

Production de précurseurs avec une faible
affinité aux peptidoglycanes

/

[199]
[200]

[201]

[202]

[203]

[204]

[190]

[205]
[166]

[206]

a : Le géne de résistance a la vancomycine est porté sur le transposon Tn1546 mais transféré par plasmide conjugatif
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5. Mesures et control des infections a SARM

5.1. Dépistages des patients

Bien que les patients colonises et infectés représentent le plus important réservoir de SARM au
sein des établissements de santé [207], 35 a 84% des patients colonisés ne sont pas détectés par
les cultures demandées par les médecins pour des raisons cliniques [207-209].

Aux Pays-Bas et dans certaines parties de la Scandinavie, ou la prévalence du SARM-H est
inférieure a 1-3%, le dépistage des patients et des travailleurs de la santé exposés est une partie
intégrante de la stratégie « recherche et éradication » que la plupart des hépitaux utilisent

[210,211].

5.2. Dépistage du personnel

Les travailleurs de santé qui sont porteurs nasaux peuvent servir comme source de transmission
de SARM, méme s’ils ne sont pas un réservoir aussi important que les patients colonisés ou
infectés [212]. Parce que la colonisation nasale des travailleurs de la santé peut étre transitoire,
I’isolement d'une souche épidémique ou endémique d'un travailleur de la santé a un moment
donné ne fournit pas de preuve convaincante qu'ils ont transmis le micro-organisme aux patients
[207]. Tel mentionné précédemment, y a des pays ou le personnel de santé ainsi que les patients
sont systématiquement dépistés, et y a d’autres pays ou le dépistage des travailleurs de la santé
est souvent réserve a des situations dans lesquelles aucun indice apparent n’est identifié chez
les patients et dans lesquels la transmission se poursuit en dépit de l'utilisation de l'isolement et

de précautions barriére [213].

5.3. Isolement et précaution barriére

Les patients colonisés ou infectés par le SARM devraient, autant que possible étre placés dans
une chambre privée, ou logés avec d'autres patients porteurs de SARM [214]. L'efficacité de

cette politique largement acceptée n'a pas été prouvée dans des essais randomisés. Néanmoins,
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dans une étude systématique, [215] a conclu que l'isolement des patients, combiné avec d'autres

mesures de contrble pourrait réduire la propagation du SARM.

5.4. Hyqgiéne des mains

La contamination transitoire des mains des travailleurs de la santé a été documentée a maintes
reprises, et est largement considérée comme la principale méthode par laquelle le SARM est
transmis aux patients [207,216]. Les gens atteints de dermatites, colonisés par le SARM sont

particulierement susceptibles d'étre des sources de transmission aux patients [217,218].

Plusieurs études ont montré que I'amélioration des pratiques de I’hygiéne des mains, lorsqu'elle
est associée aux cultures de surveillance et aux précautions de contact, a considérablement
réduit la transmission du SARM [219,220]. Le niveau de conformité de I'hygiene des mains
nécessaire pour arréter la transmission du SARM est inconnu, mais une étude dans les unités
de soins intensives ou le niveau de conformité était de 59%, a prédit qu'une augmentation de

12% de la conformité aurait pu étre suffisante pour prévenir la transmission [216].

5.5. Décontamination environnementale

Quelle est I'importance des surfaces environnementales contaminées comme réservoir de
SARM ? La fréquence rapportée des surfaces environnementales contaminées a varié de

quelques pourcents dans la plupart des études a plus de 64-74% dans d'autres [221,222].

Les directives d’isolement des CDC recommandent que les hopitaux disposent de procédures
adéquates pour les soins de routine, nettoyage, désinfection des surfaces environnementales,

lits, ridelles, équipements de chevet, et autres surfaces touchées fréqguemment [223]
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1. Plan de I’étude

Nous avons effectué une étude moléeculaire prospective des isolats de S. aureus causant des
infections dans le CHU d’Annaba entre Février et Octobre 2010. Les souches étudiées ont été
isolées a partir de différents échantillons pathologiques a visée diagnostic. Une premiere
identification phénotypique des souches a éte réalisee au moyen de méthodes conventionnelles,
et confirmée ultérieurement par la spectrométrie de masse MALDI TOF. La sensibilité aux
antibiotiques a été déterminée pour 18 antibiotiques avec la méthode de diffusion en milieu
gélosé de Mueller-Hinton, avec I’utilisation de I’automate SIRscan (12a) pour la lecture
numérique des antibiogrammes. Par la suite, une deuxieme identification moléculaire au moyen
d’une triplex PCR en temps réel, a été realisée pour toute souche de S. aureus non-dupliquéee
susceptible d’étre un SARM, c.-a-d. ayant un phénotype R (résistant) ou I (intermédiaire) a la
cefoxitine. La caractérisation moléculaire des souches de SARM a été étudiée en utilisant une
variété de méthodes moléculaires : typage spa, MLST, SCCmec, ainsi que la détection des

génes codant la leucocidine de Panton Valentine.
2. Lieu et période de I’étude

Cette étude a été menée au sein du centre hospitalo-universitaire d’Annaba. L'hopital
universitaire de cette quatrieme plus grande région métropolitaine en Algérie est un hépital de
soins tertiaires de 1087-lits. Il est constitué d’une clinique ophtalmologique et des quatre

hopitaux suivants :
() Dorban : maladies infectieuses, pneumologie, dermatologie, ORL, et hématologie ;

(i) Ibn Sina : médecine interne, cardiologie, réanimation médicale, grand-brdlés,
endocrinologie-diabétologie, gastrologie, néphrologie dialyse, neurologie, et

urgences médicales ;
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@iii)  1bn Rochd : gynécologie-obstétrique, néonatalogie, traumatologie, urologie,
chirurgie générale, urgences chirurgicales, anesthésie réanimation, et neuro-

chirurgie ;

(iv)  Ste Thérese : pédiatrie, et réanimation pediatrique.

L’étude s’est déroulée sur une période de 9mois : du ler Février 2010 au 31 Octobre 2010.

3. Procédure de I’étude

3.2.  Critéeres d’inclusion et de non-inclusion

Sont inclus dans I’étude :

- Tous les patients hospitalisés ayant eu une culture positive au S. aureus ont été inclus

dans l'étude ;

- Chez les patients qui ont eu plusieurs épisodes d’infections a S. aureus au cours de leur

séjour a I'nbpital, seul le premier épisode a été retenu ;

- Nous avons considéré comme positifs, les prélevements qui, aprés culture sur les
différents milieux sélectifs, présentent des germes susceptibles de causer une infection
vraie accompagnés de signes biologiques liés a l'inflammation avec I'éventuelle

présence de leucocytes, notamment de polynucléaires (coloration bleu de méthylene).

Ne sont pas inclus dans I’étude :

- Les patients traités en consultaion externe ou admission en hopital de jour ;

- Les prélevements vaginaux et spermocultures ;

- Les souches dupliquées (doublons) définies comme des souches isolées chez le méme

patient et appartenant a la méme espéce bactérienne avec un modele de sensibilité aux
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antibiotiques identique (résistante ou intermédiaire ont été considérées comme

identiques) ont été exclus ;
- Un prélévement est déclaré contaminer si nous isolons 03 germes et plus [19].

3.3. Données des patients

- Les informations recueillies sur chaque patient, y compris : le sexe, I'dge, la date
d'admission, date de prélevement, type d'échantillon et le type de service, ont été
recueillis et enregistrées dans le logiciel WHONET (Brigham and Women's Hospital),

puis transférées et traitées avec Excel (Microsoft 2013) ;

- Aux fins de déclaration statistique, un délai de 48 h apres admission a été utilisé pour

déterminer si un isolat était d’acquisition hospitaliere ou communautaire.

3.4. Etude bactériologique

3.4.1. Prélevement et transport

Au total, 7620 prélevements pathologiques a visée diagnostic (excepté la sérologie et la
recherche de BK) provenant des trois hépitaux : Dorban, Ibn Sina, Ste Thereése, ainsi que le
service néonatologie de I’hdpital 1bn Rochd et la clinique ophtalmologique, ont été recueilli au
niveau du laboratoire central de microbiologie au sein de I’hépital Dorban durant la période
d’étude. Vous trouveriez dans le tableau 25 (annexe 1) les différents types de prélévements

regus, ainsi que leurs conditions de transport et de conservation.

3.4.2. Protocol de recherche de S. aureus dans les produits pathologiques

Apreés réception des prélevements au sein du laboratoire central de microbiologie — Hopital

Dorban, Annaba, Algérie (Tableau 25) ;
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Fxamen direct Prélevement | Mise en culture ||~J 1

Coloration de Gélose au sang cuit
Gram = bleu
de méthyléne

Gélose Chapman

Isolement et
Identification

Bacille

Coloration de | MESIEWRIS
Gram

Test de la catalase Non

Staphylococcus

Test de la coagulase libre
Test de la Dnase
Staphaurex
APl 20 STAPH

Positives > Staphvlococcus aureus | + Antibiogramme

Négatives > SCN

Figure 4 : Schéma du protocole de confirmation des colonies de S. aureus.
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J1 : A partir du prélévement, on réalise :

=» un examen direct en faisant soit une coloration de Gram ou au bleu de

méthyléne (annexe 2) :

- Si apres la coloration de Gram, on observe des cocci ronds, Gram +, groupés en amas

-> possibilité de staphylocoques.

- Si apres la coloration au bleu de méthylene, on observe des cocci ronds isolés en bleu

-> possibilité de staphylocoques.

=>» une mise en culture sur milieu enrichi (GSC ou GSF) et sur milieu sélectif (Gélose de

Chapman) — incubation a 37°C.

J2 : Identification des colonies isolées :

=>» refaire une coloration de Gram.

=> rechercher la catalase (annexe2)

» Si on observe des cocci en amas Gram (+), catalase (+) —> suspicion de

staphylococcus

> I’observation de colonies pigmentées en jaune et mannitol + (entourées d’une

auréole jaune) - forte suspicion de S. aureus

=> effectuer alors les tests suivants : test de la coagulase libre, test de la DNase, test
d’agglutination (Staphaurex) afin de faire la différentiation entre S. aureus et SCN

(annexe 2).

=> Due a des rares faux négatifs ou positifs occurrent lors des tests précédents, une

confirmation des résultats a été réalisée au moyen d’API 20 STAPH (annexe 2).
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3.4.3. Antibiogramme

La sensibilité antimicrobienne a été déterminée pour 18 antibiotiques en utilisant la méthode de
diffusion en milieu gélosé de Muller-Hinton (méthode de Kirby-Bauer), et interprété selon les
recommandations du comité de I’antibiogramme de la société francaise de microbiologie [77]
pour les antibiotiques suivants. : pénicilline G (6ug), oxacilline (5ug), cefoxitine (30ug),
kanamycine (30Ul), tobramycine (10upg), gentamicine (15ug), érythromycine (15Ul),
clindamycine (2Ul), vancomycine (30ug), teicoplanine (30ug), tétracycline (30Ul), ofloxacine
(5n0), fosfomycine (50ug), trimethoprim/sulfamethoxazole (1.25/23.75ug), chloramphénicol
(30pQ), rifampicine (30ug), pristinamycine (15uQ), et I’acide fusidique (10pg) (annexe 3).

NB : Un disque de nitrofurantoine (300ug) a été déposé pour différencier le genre

Staphylococcus (sensible >15) du genre Micrococcus (<15 résistant).

3.4.4. Recherche de la résistance de Staphylococcus aureus a |I’oxacilline

3.4.4.1. Test de diffusion du disque de céfoxitine

La résistance de S. aureus aux pénicilline M (oxacilline) est recherchée a I’aide d’un disque de
céfoxitine (30 pg), en plus du disque d’oxacilline lui-méme dans les conditions standard [77].
Les criteres d’interprétation sont : > 27 mm, sensible a ’oxacilline ; < 25 mm, résistant a

I’oxacilline.

Un test de confirmation par la technique du screening a I’oxacilline est réalisé [78].

3.4.4.2. Test de screening a I’oxacilline

- Dans 10 ml d’eau distillée stérile, 6 mg d’oxacilline sont dissous, une dilution au

dixiéme dans de I’eau distillée est réalisée ;
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- La solution obtenue est répartie a raison de 2 ml par tube. Ainsi conditionnées, ces
solutions peuvent étre conservees a -20°C pendant une semaine, au bout de laquelle
elles doivent étre renouvelées ;

- Dans une boite de Pétri stérile, 2 ml de cette dilution sont déposes, 18 ml de gélose
Mueller-Hinton additionnée de 4% de NaCl y sont ajoutés, le contenu est mélangé par
des mouvements rotatoires. L’inoculum est réalisé de la méme maniére que celui de
I’antibiogramme ;

- Laboite de Pétri est divisée en quatre cadrans : I’un est ensemencé par la souche a tester,
les deux autres par les souches de références : S. aureus ATCC 25923 souche sensible
a I’oxacilline et S. aureus ATCC 43300 souche résistante a I’oxacilline, alors que le
quatriéme cadrant est non ensemencé ;

- Laboite est ensuite incubée durant 24 heures & 37°C en atmosphere normale. La culture
de plus d’une colonie suffit pour indiquer une résistance a I’oxacilline, impliquant une

résistance a toute les B-lactamines (ensemencement en masse) (Figure 5).

Souche a fester

ATCC 25923

Figure 5 : Test de la recherche de la résistance a I’oxacilline chez S. aureus.
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3.4.5. Conservation des souches

Toutes les souches avec un phénotype R ou | a la céfoxitine ont été repiquées dans des tubes

gélosés de conservation (en pigdre centrale), puis conservées a température ambiante.

Afin d’effectuer une analyse moléculaire de ces derniéres, un stage pratique de 5 mois a été

effectué au sein du service de bactériologie de I’hdpital Bichat Claude-Bernard a Paris, France.

En premier lieu, deux repiquages consécutifs ont été effectués pour chaque souche : le premier
consistait a inoculer les souches dans de BHIB liquide et incubées pendant 24 h a 37°C. Le
deuxiéme repiquage est effectué sur milieu solide (gélose TSA). L'ensemble a été incubé a 37°C
pendant 18 h pour avoir des cellules bactériennes a leur phase exponentielle de croissance.
Ensuite, une identification par spectrométrie de masse MALDI-TOF ainsi qu’un deuxieme

antibiogramme ont été performes afin de confirmer les résultats préalablement obtenus.

3.4.6. ldentification par spectrométrie de masse MALDI-TOF

3.4.6.1. Principe

Dans le processus MALDI-TOF, la bactérie a identifier est incluse dans une matrice, et
immobilisée sous forme de cristaux sur une lame. Le dép6t (ou spot) formé est appelé cible. La
cible est par la suite bombardée par un faisceau laser émettant dans la zone d’absorption de la
matrice. Les ions genérés dans la chambre d’ionisation sont accélérés dans un champ électrique
qui les dirige vers I’analyseur. Ce dernier permet de séparer et de classer les ions accélérés selon
leur temps de vol (TOF) La vitesse de chaque particule dépend du rapport masse/charge. Les
plus grandes molécules mettront plus de temps a atteindre le détecteur, tandis que les plus
petites molécules arriveront plus vite. Une fois I’ion arrivé au détecteur, le signal est amplifié
et envoyé a un ordinateur qui traite les données et donne les résultats sous forme d’une série de

spectres de masse (pics) [224]. Un spectre de masse est une sorte d’empreinte digitale
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spécifique et unique de la composition en protéines du microorganisme analysé, qui peut étre

comparé a une banque de données de spectres [71] (Figure 6).

" Détecteur | ) > : protéines
= = : matrice
= tube de vol » —» -'f“
!y
Laser OO
L]
Sl oy 1) Désorption
B 2) lonisation
de DD 3) Séparation
—

—— — « temps de vol »
Echantillon / cible

1 - l o
e Staphylococcus aureus

Figure 6 : Principe de la spectrométrie de masse [224].

3.4.6.2. Préparation de la matrice IVD HCCA

- Ajoutez 250 uL de solvant standard (acétonitrile 50%, eau 47,5% et acide
trifluoroacétique 2,5%) au contenu du tube avec bouchon a vis IVD HCCA
[concentration finale : 10 mg IVD HCCA/mL (Acide a-cyano-4-hydroxycinnamique)]
et refermez le tube ;

- Agitez le tube avec bouchon a vis et utilisez le Vortex pour dissoudre entierement I’1\VVD
HCCA a température ambiante ;

- Centrifuger 5 min a 13000 rpm ;

- Transférer le surnageant dans un tube propre, la matrice est préte a utilisée.
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3.4.6.3. Préparation des échantillons

La premiére étape de préparation des échantillons est celle de la mise en place du plan de dép6t
qui se fait a partir du Sirweb. C’est un logiciel servant a introduire les différentes données des
échantillons (renseignements cliniques du patient, isolats, résultats d’antibiogramme, ainsi que

la constitution du plan de dép6t pour MALDI-TOF) (Figure 7).

- Transférez une seule colonie sous forme de fine pellicule a I’aide d’un embout (0.1-10

ul), directement sur une cible MALD (1 spot sur la lame) ;

- Recouvrez I’échantillon avec 1ul IVD HCCA de solution ;

- Laisser séchez I’échantillon recouvert de matrice a température ambiante pendant 5
min ;

- Introduisez la lame dans le MALDI-TOF et lancez I’analyse.

3.4.6.4. Validation des résultats

- Les résultats d’identification sont donnés par le germe associé a un scorede 0 a 3 ;
- Onvalide I’identification lorsqu’un score est supérieur a 1,9 ;
- Sile score est inférieur a 1.9 - on ne note pas d’Id.

NB : Un deuxieme antibiogramme selon les recommandations de CA-SFM a été realisé pour
les souches S. aureus confirmées par MALDI TOF [77]. L’automate SIRscan (l2a) a utilisé

pour la lecture numérique des antibiogrammes.
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Dépdt sur la cible métallique

o Ajout de 1 pL de matrice
S - [acide a-cyano-4-hydrowycinnamigua)
Prélévement d'une colonie puis séchage (2 minutes)

+ étape d'extraction das protéines
intracallulaires a I'ethancl absolu
et a I'acide formiguea 70 %%

Dépdt des autires colonies
{un morphotype par dépit)

|

LA

[ B B S TR SR Y B R

_ —_ —_ -

Spectre ot interprétation sont obtenus en moins de 2 minutes par dépdt Intreduction de la cible dans I"appareail

Figure 7 : Séquence d’identification par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF a partir d’une colonie bactérienne.
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3.5. Etude moléculaire

3.5.1. Préparation du tampon de lyse

Pour 10 mL ;

Dans un tube conique de 15 mL, on ajoute :

- 10mM TRIS-HCL (1M) pH=8 100pL
(GibcoBRL ; Life technologie)

-1mM EDTA (0,5M) pH=8 20pL
(Gibco ; Invitrogen Corporation)

- TRITON X-100 100uL
(Sigma; molecular biology)

- 100mM Nacl 1M imL

(Coopération pharmaceutique francaise)

(Préparation 50mL=pesé 2,422g, qsp 50mL avec eau distillée)

- Eau distillée gsp 10mL 8.78mL

3.5.2. Extraction de I’ADN

L'ADN a été extrait directement de cultures jeunes de 18 a 24h. Brievement, quatre colonies
uniques de chaque souche ont été ajoutées dans des tubes Eppendorf contenants 50 pl de billes
de verre et de 150 pl du tampon de lyse. Les suspensions ont été agitées vigoureusement au
vortex pendant 5 min, puis centrifugées a 13 000 rpm pendant 20sec. Ensuite, 400 pl d’eau de
qualité biologie moléculaire (eau BM) [RNase / DNase free water (Sigma-Aldrich, Saint
Quentin Fallavier, France)] a été ajouté a chaque tube. Apres une deuxiéme centrifugation, le
surnageant contenant I'ADN bactérien a été transféré dans des nouveaux tubes bien annotés et
conservés a -80°C, préts a étre utiliser pour les différentes PCR. NB : Une dilution au 1/10°™

est nécessaire pour la PCR en temps réel.
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3.5.3. ldentification moléculaire des souches de S. aureus et détection du géne

mecA

L’identification moléculaire des souches de S. aureus, ainsi que détection de la résistance a la
méticilline ont été réalisées en utilisant une triplex RT-PCR sur toutes les souches S. aureus
non-dupliquée ayant un phénotype R (diamétre d’inhibition < 25mm) ou | (entre 25-26mm) a
la céfoxitine. Cette technique permet de détecter 3 génes dans une seule et méme PCR en une
durée de 90min. Les 3 génes ciblés sont : (i) le gene mecA codant la résistance a la méticilline,
(ii) le geéne rrs, signature du genre Staphylococcus, et (iii) le géne femA, spécifique a I’espece

S. aureus.

3.5.3.1. Principe

Comme pour la PCR, on utilise deux amorces (une amorce sens qui se fixe sur le brin négatif
et une amorce antisens qui se fixe sur le brin positif) nécessaires a I'amplification du produit.
Pour la PCR en temps réel, on ajoute un oligonucléotide en méme temps que les amorces. Cet
oligonucléotide est complémentaire d'une séquence interne du fragment d'/ADN a amplifier
située entre les deux amorces (appariement de l'oligonucléotide et des deux amorces au cours
de I'étape d'hybridation). A son extrémité 5' se trouve un fluorochrome (reporter) et a son
extrémité 3' se trouve un groupement quencher. Lorsque le fluorochrome et le quencher sont

proches, la fluorescence est absorbée par le quencher.

Durant I'étape d'élongation de la PCR, il y aura séparation du fluorochrome de la sonde suite a
l'activité 5'-3' exonucléase de la polymérase thermostable. Il y aura alors émission de la
fluorescence car le fluorochrome s'éloignera du groupement quencher. L'intensité de la
fluorescence est directement proportionnelle a la quantité d'ADN amplifié au cours de la
réaction de PCR. On peut suivre ainsi I'amplification de la séquence cible aprés chaque cycle,

d'ou le terme de "PCR en temps réel". Toutefois, le Tagman ne permet pas "vraiment" de suivre
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I'amplification a chaque cycle : il faut attendre que la réaction de PCR soit totalement réalisée

pour obtenir les résultats.

3.5.3.2. Produits de biologie moléculaire

- 3 couples d’Amorces nucléotidiques (Tableau 6) ;

- 3 sondes d’hybridation (probs, tableau 6) ;

- RNase / DNase free water (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France);

- PCR Master Mix prés a I’emploi [(Tag polymerase, dNTPs, MgCl2, reaction buffers)
(Promega)].

3.5.3.3. Souches de contrdle

- SARM ATCC 43300 : contr6le positif pour les génes mecA, rrs et femA.
- SASM ATCC 25923 : contrdle négatif pour le géne mecA, rrs mais positif pour fem.
- Témoin eau : contrdle négatif pour tous les genes.

3.5.34. Mode opératoire

- Réserver I’appareil de PCR en temps réel [ABI Prism 7000 Sequence Detection System
(Applera, Courtaboeuf, France)] et un créneau ;
- Sortir les ADN extraits préalablement dilués du congélateur pour leur donner le temps de

décongeler ;

- Préparer le plan de plaque et configurer le programme de PCR [ABI Prism 7000 SDS
software (Applera, Courtaboeuf, France)] pour faire une triplex RT-PCR pour les génes
(mecA, rrs, femA), indiquer I’emplacement des puits utilisés sur la plaque puis leur nom

(ou numéro). Régler le volume choisi a 25uL ;
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- Programmer le cycle de température :

Tableau 5 : Protocole d’amplification d’une triplex RT-PCR [99,225].

Température Durée Phase Nombre de cycles
50°C 2min - 1x
95°C 10 min Dénaturation 1x
95°C 15s Dénaturation
40x
60°C 60s Hybridation
60 --> 95°C - Dissociation (courbe) 1x

Etape 1: 2 minutes a 50°C en présence de I'UDG pour empécher I'amplification des produits

PCR contaminants. L'UDG sera inactivée lors de I'étape de denaturation a 95°C.

Etape 2: 10 minutes a 95°C pour détacher I'anticorps de I'enzyme, ce qui permet l'activation

enzymatique.

Etape 3: 15 secondes a 95°C qui correspond a I'étape de dénaturation de I'ADN.

Etape 4: 1 minute a 60°C qui correspond a I'étape d’hybridation des amorces et de la sonde a

I'ADN.

Etape 5 : La courbe de dissociation permet de vérifier qu'il n'y a qu'un seul produit de PCR
amplifié. Elle est réalisée en soumettant les amplicons a une température progressant de 60°C

a 95°C par palier de 0,5°C et en mesurant l'intensité de fluorescence en continu.

- Sauvegarder le fichier puis éteindre le programme ;

- Dans la piece pré-PCR, préparer le mix PCR :
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Mix pour 1 1 tube en pl

Amorces + sondes 9 (1l de chaque amorce/sonde de 0.2 UM de concentration)
PCR Master Mix 2.5

H20 gsp 23 11.5

- Dans la piece d’extraction, sous une hotte, procéder aux manipulations suivantes :
Déposer 23uL du mix PCR dans chacun des puits (plaque 96 puits) utilisés ;
Déposer 2uL d’ ADN de chaque échantillon dans les puits selon le plan de plaque ;
Recouvrir la plaque d’un film optique (Applied biosystems) ;

- Mettre la plaque dans I’ABI Prism 7000 SDS ;

- Rouvrir le programme préalablement sauvegardé et lancer la PCR ;

- Durée de la PCR : environ 90min.

93



Tableau 6 : Amorces et sondes fluorogéniques utilisées pour la premiere triplex RT-PCR [99].

Matériels et Méthodes

Geéne cible / Sonde

Séquence (5’>3’) Reporter (5")

Concentrations (uM)

mecA
mecA For
mecA Rev
mecA probe
femA
femA For
femA Rev
femA probe
Signature des staphylocoques dans le gene rrs
rrs For
rrs Rev

rrs probe

5-GAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAA-3’
5-GATGCCTATCTCATATGCTGTTC-3'

5-GACCGAAACAATGTGGAATTGGCCA-3' Yakima yellow

5-TGCTGGTGGTACATCAAA-3’
5-ACGGTCAATGCCATGATTTAA-3’

5-ATTTTGCCGGAAGTTATGCAGTGCAATG-3’ Fluorescein FAM

5-ACTGCTGCCTCCCGTAGG-3'

5'-AGCCGACCTGAGAGGGTGA-3'

5'-CCACACTGGAACTGAGACACGGTCC-3' Dragonﬂy orange

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

For : brin sens, Rev : brin anti-sens
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3.5.3.5. Mesure de la fluorescence

Il existe plusieurs types de fluorochromes (Figure 8), par exemple :
- FAM : fixé en 5' de la sonde, a son pic d'absorption vers 530 nm (courbe bleue).

Grace a 96 fibres optiques situées sous chaque puits, on peut mesurer la fluorescence. La
lumiére passe devant une caméra qui recoit la somme de la fluorescence émise par les différents

fluorochromes. Suivant la longueur d'onde d'absorption, on identifie le fluorochrome.

Comme on le voit sur ce graphique, l'intensité de fluorescence du FAM augmente au cours des

cycles.

Figure 8 : Exemple de quelques fluochromes.
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3.5.3.6.  Résultats
Voici le type de graphique que I'on obtient lorsque la réaction de PCR est terminée (Figure 9).

Ce graphique représente en abcisse le nombre de cycle et en ordonnée la quantité d'ADN

amplifié.

Figure 9 : Graphique des produits d'une RT-PCR.

3.5.4. Détection de la leucocidine de Panton-valentine (PVL)

La détection de la PVL a été réalisée sur toutes les souches identifiées comme SARM, en
utilisant une deuxiéme tiplex RT-PCR qui permet de détecter les 3 génes suivants : (i) mecA,

(ii) nuc spécifique a I’espece S. aureus, et (iii) PVL codant la toxine de Panton-Valentine.
Pour les souches contrdle, on a utilise :

- SARM ATCC 49775 comme contrdle positif pour les génes mecA, nuc et PVL ;
- SARM ATCC 43300 comme contrdle négatif pour le géne PVL ;

- Témoin eau comme control négatif pour tous les genes.
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Tableau 7 : Amorces et sondes fluorogéniques utilisées pour la deuxieme triplex RT-PCR [225].

Matériels et Méthodes

Geéne cible / Sonde

Séquence (5’>3’)

Reporter (5) Concentrations (uM)

mecA
mecA For
mecA Rev
mecA probe
Nuc
nuc For
nuc Rev
nuc probe
PVL
PVL For
PVL Rev

PVL probe

5-GGCAATATTACCGCACCTCA-3'

5-GTCTGCCACTTTCTCCTTGT-3'

5-AGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCC -3'

5-CAAAGCATCAAAAAGGTGTAGAGA-3'

5-TTCAATTTTCTTTGCATTTTCTACCA-3'

S-TTTTCGTAAATGCACTTGCTTCAGGACCA-3'

5-ACACACTATGGCAATAGTTATTT-3'

5-AAAGCAATGCAATTGATGTA-3'

5-ATTTGTAAACAGAAATTACACAGTTAAATATGA-3'

0.3
0.3

FAM 0.1

0.05
0.05

VIC 0.05

0.3
0.3

Cy5 0.1

For : brin sens, Rev : brin anti-sens
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3.5.5. Typage du géne spa

Le protocole opératoire de cette technique de typage moléculaire spécifique a I’espece S. aureus
se résume a faire une PCR classique, et a purifier le produits de PCR de tout composé résiduel.
Pour contréler la qualité de la PCR, les produits d’amplification sont soumis a une
électrophorese sur gel d’agarose. On réalise ensuite une réaction de séquence ainsi que sa
purification sur gel sepahdex et enfin on la fait passer a un séquenceur d’ADN afin de

déterminer la séquence de la région polymorphe X du géne spa.

3.5.5.1. La PCR

a- Produits de biologie moléculaire

- Préparation des ANTP a 4 mM (annexe 4) ;

- Préparation des amorces :

1095 F (sens) : 5’ AGACGATCCTTCGGTGAGC3’

1517 R (anti-sens) : 5’GCTTTTGCAATGTCATTTACTG-3’
a 20 pmol/ul (voir annexe n°4 pour dilution des amorces) ;

- Tampon Taq DNA pol 10x contenant du MgCl (25mM) ;
- Taq DNA polymerase (5U/ul).

b- Préparation du mix

Mix pour 1 1 tube en pl
Amorce spa 1095F (20pmol/ul) 4

Amorce spa 1517R (20pmol/ul) 4

dNTP (4mM) 3

Tp Taq 10x 5
TagDNApol (5U/ul) 0,5

H>O gsp 50 28,5

- On ajoute 5ul d’ADN a 10ng/pl.
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c- Protocole d’amplification

Tableau 8: Protocole d’amplification d’une PCR classique pour typage du géne spa [226].

Température Durée Phase Nombre de cycles
94°C Smin Dénaturation Initiale 1x
94°C 30sec Dénaturation
60°C 30sec Hybridation 30x
79°C 45sec Elongation
72°C 10min 1x
15°C 0

Durée de PCR environ 2 heures.

Etape 1 : 94°C pendant 5min est une étape de chauffage qui permet d’homogénéiser le milieu
réactionnel par agitation thermique, de déshybrider les ADN double brin, d’activer les
polymérases de type « Hot Start », et de dénaturer d’autres enzymes qui pourraient étre dans la
solution.

Etape 2 : 94°C pendant 30sec permet de dénaturer I’ADN, de décrocher les polymérases qui
seraient encore liées a une matrice.

Etape 3 : 60°C pendant 30sec permet aux amorces sens et anti-sens de s’hybrider aux ADN
matrice.

Etape 4 :72°C pendant 45sec permet aux polymérases de synthétiser le brin complémentaire de

leur ADN matrice.
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Etape 5 : 72°C pendant 10 min pour permettre aux élongations de se terminer, puis le
thermocycler retombe a 15°C ce qui va permettre de stopper la réaction puisque plus aucune
enzyme n’est activée a cette température.

d- Purification des produits de PCR

- Déposer les produits PCR dans chacun des 96 puits de la MultiScreen MANU 03050
PCR non utilisé ;

- Disposer la plague MultiScreen MANU 03050 PCR (en cours) sur le systéme
d’aspiration ;

- Déclencher la pompe d’aspiration ;

- Appuyer sur la plaque pour faire le vide ;

- Régler le manometre (a 15 bars maximum) ;

- Attendre 5min ;

- Eteindre la pompe et retirer la plague de son support. Essuyer le fond avec une feuille
de papier ;

- Déposer 50 ul RNase / DNase free water dans chacun des puits,

- Disposer la plaque sur le support de plaque approprié pour le vortex ;

- Agiter pendant 10 minutes a la plus faible vitesse pour resuspendre le produit PCR ;

- Récupérer la totalité de produits de PCR dans une nouvelle plaque de 96 puits ;

- Marquer une croix sur le puits utilisé de la plague MultiScreen Manu 03050 PCR.

e- Quantification de produits de PCR purifiés (Migration de produits PCR sur gel

d’agarose)

La préparation du gel d’agarose 1.7% se fait comme suit :
- Peser 1,7 g d’agarose dans un flacon en verre ;
- Ajouter 100 ml de TAE 0,5x (950ml d’eau distillée + 50 ml de TAE 10x) ;

- Agiter pour homogénéiser ;
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Faire chauffer, sans bouillir au micro-onde pour dissoudre complétement et obtenir une
solution limpide ;

Ajouter 10 ul de SYBR Safe dans le gel qui est revenu a une température de 40°C ;
Couler le gel dans une grande cuve ou 2 moyennes cuves (cuves préalablement
nettoyées au savon puis rincées a I’eau distillée et sécher) ;

La cuve est placée dans son support, y joindre le peigne (préalablement nettoyé comme
la cuve) ;

Placer ce montage sur une table en vérifiant le niveau ;

Mettre le gel a I’obscurité pour qu’il durcisse ;

Remplir le bac a électrophorése avec du TAE 0,5x ;

Placer le gel avec le support ;

Attention : Le gel doit étre bien recouvert avec la solution TAE 0,5x pour que
I’électricité puisse passer ;

Déposer 5 pul PM (PM = DNA Ladder, Low range), 1 pl de bleu de bromophénol et 5 pl
d’ADN purifié ;

Migration : 100 volts pendant 30 min ;

Faire I’électrophorese a I’abri de la lumiére ;

Déposer le gel sous une lumiere UV. Attention : Porter lunettes et masque ;

Prendre la photo (Utilisation appareil Photo) et I’enregistrée dans une carte mémoire ;
Placer la carte meémoire dans un ordinateur et I’analyser avec le programme Nikon

(Figure 10).
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Figure 10 : Migration sur gel d’agarose des produits de PCR purifiées

3.5.5.2. Réaction de séquence

a- Produits de biologie moléculaire

- Coffret Big Dye (5 x sequencing Buffer);
- Amorces a 3,2 pmol : 1095F et 1517R (annexe 1) ;
- Dnase/Rnase free water (eau BM) ;

b- Preparation du mix

Mix pour 1 1tube en pl
Mix Big Dye Terminator 1

Tampon 5 x Buffer 1,5
Amorces 3,2 (pmol/ul) 1,5
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- On ajoute 2 pl d’ADN purifié a 10ng/ul
- On ajoute de I’eau tel que :
4 ul du mix + 2 pl d’ADN + Y pl d’eau = 20 pl au total.

c- Protocole amplification (thermocycler : « programme séquence »)

96°C 10 sec.

50°C 05 sec. 25 cycles
60°C 04 min.

04°C 0

Durée environ 2 heures.

3.5.5.3. Purification par Sephadex

a- But
Purification des produits de séquengage a travers une membrane en SEPHADEX G50
SUPERFINE afin d’éliminer les ddNTP, et dNTP résiduels.

b- Mode opératoire pour gel sephadex

- Poser une plague Multiscreen 96 puits (N.MAHVN 4510 Millipore) pour sephadex
[Poudre 100 g sephadex ™ G.50 Superfire (Amersham Pharmacia)] sur un papier
propre ;

- Recouvrir la plaque noire 96 puits [Plaque Multiscreen column Loader 45 ul (MACL
09645 Millipore)] de poudre SEPHADEX (pour les puits a utiliser) ;

- Al’aide d’une raclette en verre, boucher les trous de poudre. Le trop plein est éliminé
et récupéré dans la boite d’origine ;

- Laplague MAHVN 4510 est adaptée a I’envers sur la plaque noire contenant la poudre ;

- Apreés retournement, tapoter pour faire descendre I’intégralité de la poudre dans chaque

puits ;
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Déposer 300 ul de Dnase Free water dans chaque puits avec une pipette
multicanaux avec cones a filtres 100 pl-300ul ;

Attendre 3 heures avant I’utilisation a température ambiante ;

On peut garder la plague + le gel de sephadex 3 a 4 jours au réfrigérateur, bien
enveloppés dans du parafilm ;

Mode opératoire pour purification sur gel sephadex

Aprés 3h d’attente, récupérer la plague contenant le sephadex ;

Enlever I’excés d’eau par centrifugation (ne pas oublier de mettre une plagque dessous
pour récupérer I’eau) ;

Centrifuger a 2700T pendant 5 min ;

Jeter I’exces d’eau ;

Déposer la totalité des produits de séquence (20 ul) sur la plaque sephadex sans
oublier la nouvelle plaque de recueil ;

Centrifuger a 2700T pendant 5 min ;

Récupérer la plaque de recueil des produits de séquence purifiés, ajouter 10 pl d’eau
BM ;

Couvrir avec une feuille autocollante (choisir les feuilles ABgene) ;

Noter le nom de la plaque sur le cété, BAC + Date du Jour, ex. : Bac 070306.

Enregistrement informatique

Préparer un plan de plaque avec le logiciel Excel, puis I’enregistré sous format .text
dans le serveur de biochimie ;

Remplir la feuille de route (nome de plaque, nom de fichier, plan de plaque) ;

Déposer la plague accompagnée de son plan ainsi que de la feuille de route au

laboratoire de biochimie la ou y a un séquenceur pour effectuer le séquencage.
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3.5.5.4. Détermination du Spa type : Alighement des séquences avec

Bioedit
Récupérer les résultats de séquencage sous forme de 4 fichier pour chaque souche (2
chromatographes et 2 séquences brutes) ;
Ouvrir le fichier séparation en répétition Spa (ficgier word) (annexe 5) ;
Ouvrir le fichier séquences type Spa (fichier Excel) (annexe 5) ;
Ouvrir Bioedit ;
Importer les 2 séquences 1095F (brin sens) et 1517R (brin antisens) : file>open->
format .abi ;
Reverser et complémenter la séquence 1517R ;
Aligner les 2 séquences ;
Prendre 1 séquence au choix : la copier et la coller dans le fichier word (répétition SPA)
en bas de la feuille ;
Repérer la séquence AAAGAA puis faire entrée avant chaque séquence AAAGAA ;
Copier la séquence coupée et la coller dans le tableau excel ;
Numéroter tous les fragments du numérola ... ;
Apres traitement des différents fragments avec le tableau Excel (fichier séquences type
Spa), on les réécrit sous forme de suite horizontalement (exemple 07-23-12-21-17-34-
34-34) ;
Copier la suite et rechercher la dans la feuille Excel Spa type ;

Le spa type sera sous forme t + numéro (exemple : t004).
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3.5.6. Multilocus sequence typing (MLST)

Multiclocus sequence typing est une autre technique de typage moléculaire ayant un protocole
opératoire semblable au typage du géne spa, sauf que pour le MLST, chacun des 7 genes
structuraux spécifiques a S. aureus a savoir : arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi et ygiL sont

amplifiés et séquencés.

3.5.6.1. La PCR

a- Produits de biologie moléculaire

- Préparation des ANTP a 4 mM (annexe 4) ;

- Préparation des amorces a 20 pmol/ul (Tableau 9, et annexe 4 pour dilution des
amorces) ;

- Tampon Taq DNA pol 10x contenant du MgCl (25mM) ;

- Taq DNA polymerase (5U/ul).

b- Préparation du mix

Mix pour 1 1 tube en pl
Amorce 1 up (20 pmol/ul) 2

Amorce 1 down (20 pmol/ul) 2

DNTP (4mM) 3

Tp TagDNApol 10X 5

TagDNA pol (5U/ul) 0,5

H20 qsp50 pl 30,5

- Répartir 45 pl de mix par tube ;

- Ajouter 5 ul d’ADN a 10ng/ul.
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Tableau 9 : séquences d’amorces utilisées pour MLST [227].

Amorces Séquences
arcC-Up 5’-TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC-3’
arcC-Dn 5-AGGTATCTGCTTCAATCAGCG-3’
arokE-Up 5’-ATCGGAAATCCTATTTCACATTC-3’
arok-Dn 5’-GGTGTTGTATTAATAACGATATC-3’
glpF-Up 5'-CTAGGAACTGCAATCTTAATCC-3’
glpF-Dn 5-TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC-3’
gmk-Up 5-ATCGTTTTATCGGGACCATC-3’
gmk-Dn 5-TCATTAACTACAACGTAATCGTA-3’
pta-Up 5’-GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG-3’
pta-Dn 5’-GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA-3’
tpi-Up 5’-GCATTAGCAGATTTAGGCGTTA-3’
tpi-Dn 5’-TGCACCTTCTAACAATTGTACGA-3’
yqiL-Up 5’-CAGCATACAGGACACCTATTGGC-3’
yqiL-Dn 5 -CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC-3’

Up : brin sens, Dn : brin anti-sens
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c- Protocole d’amplification

Tableau 10 : Protocole d’amplification d’une PCR classique pour MLST [104].

Température Dureée Phase Nombre de cycles
94°C 4.30min Dénaturation Initiale 1x
94°C 30sec Dénaturation
50°C 1min Hybridation 30x
72°C 30sec Elongation
72°C 10min Elongation finale 1x
15°C ©

Durée de PCR 2 heures.

d- Purification de produits de PCR

Méme méthode utilisée pour le typage du géne spa.

e- Quantification de produits de PCR purifiés (migration sur gel d’agarose)

Méme méthode utilisée pour le typage du géne spa.

3.5.6.2. Réaction de séquence

a- Préparation du mix

Méme réactifs et matériels que le typage du géne spa, a I’exception des amorces (Tableau 9).
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b- Protocole amplification (thermocycler : « programme séguence »

96°c 30s
50°C 15s 30 cycles
60°C 4 min

0°C

Durée environ 2 heures.

3.5.6.3. Purification par sephadex

La purification des produits de la réaction de séquence, ainsi que I’enregistrement informatique

sont identiques a ceux du typage du géne spa.

3.5.6.4. Détermination du Sequence Type (ST)

La séguence nucléotidique obtenue pour un géne d'une souche donnée est appelée un allele. Un
chiffre arbitraire est ensuite attribué a chacun des differents alléles identifiés. Cependant, les
souches partageant la méme séquence nucléotidique se voient attribuer le méme numeéro
dalléle. Les alléles de chaque géne sont ensuite regroupés pour former la séquence type (ST)
correspondante [228]. Les ST obtenues permettent une étude phylogénétique de la population
de S. aureus étudiée et peuvent aussi étre comparées a d’autres dans une banque de données

web, contenant plus d’un millier de souches ( ).
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3.5.7. Typage SCCmec

Cette technique consiste a réaliser 2 multiplex PCRs (M-PCRs) : M-PCR avec un premier set
d’amorces (M-PCR1) pour I’identification des cing types du complexe ccr, et une M-PCR2

pour identifier les classes A a C du complexe mec.

3.5.7.1. M-PCR 1 (complexe ccr)

a- Produits de biologie moléculaire

Préparation des dNTP a 0,2 mM ;

Préparation des amorces a 0,1uM (Tableau 11, et annexe 4 pour dilution des amorces) ;

>
>
» Tampon Tag DNA pol 10x a 1mM ;
» MgCl,al5mM;

>

Taq DNA polymerase a 0,1 U/ul.

b- Préparation du mix

Mix amorces : 10 pL de chaque amorce soit une dilution au 1/10éme (V£ : 100ul).

Mix pour 1 1tube en pl
Amorces 0,5

dNTP 2,5
TagDNApol 0,5

Tp Taqg 10x )

MgCl> 2

H20 gsp50 375

» On ajoute 2ul d’ADN a 10ng/ul
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Tableau 11 : Séquences d'amorces utilisées pour le typage des SCCmec [66].

Geéne SUCIIEE Geéne(s) ou allele(s) détectes s
Amorces pour PCR Séquence 5'-->3' : de . attendue
cible . (pair d'amorces)
référence (pb)
M-PCR 1 (amplification des
types du complexe ccr avec
mecA)
mAl TGCTATCCACCCTCAAACAGG mecA Contréle mecA (mMA1-mA2) 286
mA2 AACGTTGTAACCACCCCAAGA mecA
al AACCTATATCATCAATCAGTACGT ccrAl Type | ccrAl-ccr Bl (ccrABI1) (al, Be) 695
a2 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT ccrA2 Type Il ccrAl-cer B2 (ccrAB2) (02, Be) 937
a3 AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT ccrA3 Type Il ccrAl-cer B3 (ccrAB3) (03, fc) 1791
ccrB1,
Bc ATTGCCTTGATAATAGCCITCT B2, B3
ccrA4-ccrB4 (ccrAB4) (B4U,
a4U GCGACGAATCAAATGTCCTTACTG ccrA4 Type IV 04U) 1287
B4U ATCGCTCCAGTGTCTATACTTCGC ccrB4
ccrCUl TTACCTTTGACCAATATCACATC ccrC TypeV  ccrCl (cerCUL, vF) 518
vF CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT ccrC
M-PCR 2 (amplification des
classes du complexe mec)
Type 11,
ml6 CATAACTTCCCATTCTGCAGATG mecl i mA7-ml6 (mec classe A) 1963
Type I,
IS7 ATGCTTAATGATAGCATCCGAATG 1S1272 v mMA7-1S7 (mec classe B) 2827
IS2 TGAGGTTATTCAGATATTTCGATGT 15431 Type V. mA7-1S2 (mec classe C) 804
mA7 ATATACCAAACCCGACAACTACA mecA

111



Matériels et Méthodes

c- Protocole d’amplification

Tableau 12 : Protocole d’amplification de M-PCR1 et M-PCR 2 [66].

Température Durée Phase Nombre de cycles
94°C 4min Dénaturation Initiale 1x
94°C 30sec Dénaturation
60°C 1min Hybridation 30x
72°C 2min Elongation
72°C Amin Elongation finale 1x
15°C o0

Durée environ : 2 heures.

d- Migration sur gel d’agarose (voir typage spa)

Méme méthode utilisée pour le typage du géne spa.

3.5.7.2. M-PCR 2 (complex mec)

La M-PCR 2 est identique a la M-PCR 1 a I’exception des amorces (Tableau 11), et le mix

d’amorces.

Mix amorces : 100 puL de mix amorces = 10 pL de chacune des 5 amorces (10puM) + 50 pL

d’eau BM.
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3.5.7.3. Interprétation SCCmec

a- Souches SARM utilisées comme référence pour les M-PCRs

Les souches SARM de référence utilisées comme témoins étaient :

COL (SCCmec 1), BK2464 (SCCmec 11), HU25 (SCCmec 111), WCH100 (SCCmec V), and

HDE288 (SCCmec VI) (Hopital Bichat Claude-Bernard).

b- Détermination du type SCCmec

Une fois que la migration sur gel d’agarose des produits de PCR des deux M-PCRs soit finie,
on compare la taille des bandes d’ADN des complexes ccr et mec obtenues avec celles
mentionnées dans le tableau 11 et avec celles des souches de controle (Figures 11 & 12). Une
fois identifiées, la combinaison entre le type du complexe ccr et la classe du complexe mec

permet de déterminer le type de SCCmec (Tableau 2).
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2000
1650
1000

100

SCCmec SCCmec SCCmec SCCmec SCCmec
PM | (coL) 1l (Bk2464) Il (HU25)IV(HDE288) V (WCH100)

AB3 : SCCmec type II 1791bp
AB4 : SCCmec type V 1287bp
AB2 : SCCmec type Il et IV 937bp
AB1: SCCmec type I 695bp
C1: SCCmec type V et III 518bp

Figure 11 : M-PCR 1 SCCmec locus ccr

SCCmes  S0Cmec SCCme: SCCmec SCCmec
FM | (coly 11 (Bk2484) 1 (HU25IVIHDE238) \ (WCH100)

kb
2.0
1.5
1.0
0.5

Mec classe A : SCCmec I III 1963bp
Mec class B: SCCmecI. VIet IV 2827bp
Mec classe C: SCCmecV 804bp

Figure 12 : M-PCR 2 SCCmec locus mec
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3.2.  Analyse statistique

Les données ont été saisies sur une base de données Microsoft access et analysées avec
Microsoft Excel (Microsoft 2013).

3.2.1. Statistiques descriptives

Dans notre étude :

» Prévalence = le nombre de personnes atteintes de la maladie a un moment donné / le
nombre de personnes a risque :

- On parle de prévalence sur un temps donné (mois, année,...) lorsqu'on mesure cette
prévalence sur toute la période et non plus a un moment précis de la période.

- On parle de prévalence instantanée si la mesure est effectuée a un temps donné.

» Incidence = nombre de nouveaux cas pendant une période donnée / le nombre de
personnes a risque.

» Calcul du taux de densité d’incidence des infections a S. aureus :

Nombre de patients infecté par

. L S. aureus durant la période ) .
Ti des infections a S. aureus = - x 1000 patients-jours
Nombre de jours-

patients

Ou bien :
Nombre de patients infecté par

S. aureus durant la période

Ti des infections & S. aureus = x 100 admissions

Nombre d’admissions
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3.2.2. Statistigues analytiques

Etude de la liaison entre les différentes variables :

- Le test Chi2 d’indépendance a pour but de contrdler I’indépendance statistique de deux ou
plusieurs criteres de classification quantitatifs. Le test exact de Fisher a été utilisé pour des

faibles effectifs < 5.

Nous avons employé, comme test statistique, le chi-2 a 1 degre de liberté avec un seuil de

significativité reconnu pour p <0,05
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1. Présentation des prélevements

7620 prélevements

Patients hospitalisés Patients traités en consultation externe

Apres
culture

2690 Prélevements positifs

Soit un taux de 35%

Staphylococcus
710 souches

Soit un taux de 26,4%

Figure 13 : Prélevements analysés au laboratoire de microbiologie du CHU d'Annaba

Les prélevements positifs sont principalement de type pus (n= 1214, 45,1%), ECBU (n= 702,

26,1%), hémocultures (n= 360, 13,4%), et réspiratoire (n= 198, 7,4%) (Tableau 13).
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Tableau 13 : Répartition des prélevements positifs selon leur nature.

Résultats

Types de prélévements N %
PUs 1214 45,1
ECBU 702 26,1
Hémocultures 360 13,4
Voies réspiratoires 198 7,4
Ponctions 67 2,5
Catetéres intravasculaires 25 0,9
Voies génitales 22 0,8
ORL 42 1,6
DPCA 22 0,8
Autres 38 14
Total 2690 100
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2. S. aureus : données epidémiologiques et cliniques

2.1. Identification de I’espéce S. aureus

Staphylococcus
710 souches

Apreés tests de » S. aureus
239 souches 471 souches

différenciation

S. aureus
158 souches

Apres critéres »
d'inclusion

S. aureus

148 souches 10 souches

Apres Identification
MALDI TOF »

Figure 14 : Nombre de souches de S. aureus inclues dans notre étude.

Au final, 148 souches de S. aureus ont été incluses durant la période d’étude

2.2. Taux de densité d’incidence des infections a S. aureus

Une infection a S. aureus a été documentée chez 148 patients hospitalisés sur une période
d’étude de 9 mois, ce qui représente un Taux de densité d’incidence (Ti) de 0,59 pour 1000
patients-jours ou 0,19 pour 100 admissions, sachant que le nombre de patients admis a I’hopital
pendant plus de 24 heures durant notre étude est d’environ 75 266 et que le nombre de patients-

jours est de 249 800.
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2.3.Caractéristiques démographiques des patients

35% 30,8 3L6%

30% 26.3% 28,6%
25%
20% 16,59 18,7% 19,3%
M
15% 10.59% 12,3%
10% 5 5ot
5%

0%
5a<i15 15a <45 45 a <65

Pourcentage

Tranches d'age

Figure 15 : Répartition des patients selon les tranches d’age et le sexe

Notre population d’étude est composé de 91 (61.5 %) hommes et de 57 (38.5 %) femmes, avec
un sexe ratio : 1.59. L’age moyen des patients était de 38,8 ans, 42,7 ans pour les hommes et

44,5 ans pour les femmes.

Une prédominance du sexe masculin a été observé dans la tranche d’age 15 a <45 ans, 28,6%
versus 12,3% (p<0,05). On note cependant une prédominance significative du sexe féminin en
comptant les 2 premieres tranches d’age comme catégorie enfant (<15 ans), 36,8% versus 22%
(p<0,05). Aucune différence significative n’a été observée au sein des catégories adultes (15 a

<65 ans) et personnes agées (65+).

Sur les 148 patients hospitalisés, 41 (27,7%) étaient de la catégorie enfant, 79 (53,4%) adulte,

et 28 (18,9%) personnes agées.
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2.4 Répartition des patients selon les hdpitaux

23% 23,6%

§2,7%

m|bnSina mDorban = Sainte Thérese m Clinique ophtalmologique  ®1lbn Rochd

Figure 16 : Répartition des patients au sein des hopitaux du CHU d’Annaba

L hépital Ibn Sina prédomine avec un taux d’infection a S. auerus de 50,7% (n=75), suivi par
les hépitaux Sainte Thérése et Dorban , avec 23,6% (n=35) et 23% (n=34), respectivement.

(Figure 16).

2.5.Répartition des patients selon le type de service

La figure 17, montre que la majorité des prélévements positifs & S. aureus proviennent du
service endocrinologie-diabetologie (47,3%, n=70), suivi par la pédiatrie (20,9%, n=31), les
maladies infectieuses (10,1%, n=15), ORL (6,8%, n=10), les unités de soins intensifs (4,1%,

n=6), la dermatologie (3,4%, n=5), et (7,4%, n=11) pour les services restants.
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Type de service

Hématologie
Réanimation médicale
Ohphtalmologie
Néonatologie
Pneumologie
Néphrologie dialyse
Réanimation pédiatrique
Dermatologie

ORL

Maladies infectieuses

Pédiatrie

Endocrinologie-diabétologie

B or% @

B 1%

B 1%

B 1%

B 2.0% (3)

B 2.0% (3)

B 2% (4)

B 3.2% (5)
B 6 5% (10)

I 0% (9
T e
3 (70

0% 5% 10%

Figure 17 : Répartition des patients en fonction des services

15%

20% 25%

Pourcentage

30%

35%
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2.6. Les différentes infections causées par S. aureus

m SSTI
m Bactériémie
1,4%
mIRH
1,4% ® Pneumonie
m Méningite

Infection urinaire

DPCA

m [nfection oculaire

Figure 18 : Répartition des différentes infections a S. aureus isolées chez les patients

Les infections cutanées et des tissus mous représentaient la majorité (n = 109, 73,6%) des
infections a S. aureus, répartis entre les SSTIs liées au diabéte (n = 70, 47,3%) et les lésions
cutanées non liées au diabete (n = 39, 26,4%). Les infections réstantes étaient des bactériémies
(n=13, 8,8%), des infections réspiratoires hautes (n=9, 6,1%), des pneumonies (n=7, 4,7%) et

autres (n=10, 6,8%). (Figure 18).

2.7.Répartition des infections a S. aureus selon les tranches d’age

La figure 19 montre que le taux des SSTIs chez la tranche d’age 45 a <65 ans (95,6%, n=44)
est significativement tres élevée que chez les autres tranches d’age (p<0,001). Aussi, la
proportion des SSTls est significativement élevée chez la tranche d’age 65+ (78,6%, n=22) que

chez <5ans (53,3%, n=16) et de 5 a <15 ans (45,45%, n=5) (p<0,05).
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65+

45 a <65
(5]
o
«T
©

2 15a<45
(&)
c
S
|_

5a<15

<5

| 22

| 44

| 22

| 16

o

5 10 15 20 25 30 35 40

Nombre de cas

@ Infection oculaire  @DPCA  mInfection urinaire  1Méningite ®Pneumonie = IRH m Bactériémie

Figure 19 : Répartition des infections a S. aureus en fonction des tranches d’age.
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On note aussi que le taux des bactériémies chez les moins 5 ans (30%, n=9) est

siginificativement supérieurs que chez la tranche d’age (5 a <15 ans) (9%, n=1) et (15 a 50 ans)

(8,1%, n=3) (p<0,05).

2.8.Répartition des infections a S. aureus selon I’origine de I’acquisition

Tableau 14 : Répartition des infections a S. aureus selon I’origine d’acquisition et les

services pédiatrie/adultes.

Types d'infections

Infections

Hospitaliéres

Infections

communautaires

(n=119) (n=29)
N % N %
Services adultes
SSTIs 85 71,4 5} 17,2
Pneumonie 3 2,5 1 3,4
IRH 7 59 2 6,9
Bactériémie 3 2,5 0 0
Autres 3 2,5 4 13,8
Service pédiatrie
SSTls 9 7,6 10 34,5
Pneumonie 1 0,8 2 6,9
Bactériémie 5 4,2 5 17,2
Méningites 3 2,5 0 0
Total 119 100 29 100
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Sur 148 souches de S. aureus, 119 (80,4%) étaient nosocomiales et 29 (19,6%) étaient d’origine
communautaire. Le tableau 14 nous indique que le taux des SSTIs d’origine nosocomiale est
significativement supérieur que celui des SSTIs communautaire que ce soit au sein des services

adultes ou pédiatrie.

3. SARM et SASM : données épidémiologiques et cliniques

3.1. Fréqguence des SARM

En ce qui concerne les SARM, 94 souches de S. aureus se sont avérees résistantes

phenotypiquement a la méticilline (ou a I’oxacilline), soit un taux de 63,5%.

L’utilisation de la RT-PCR au niveau de I’hépital Bichat Claude-Bernard en France, pour
I’identification moléculaire et la détection du géne mecA, ont permis de détecter 92 SARM, soit
2 (1,35%) de moins que les méthodes phénotypiques. Les 2 souches se sont avérees sensibles a

la méticilline. Ainsi la fréquence des SARM dans la region d’Annaba est de 62,2%.

3.2. Taux de densité d’incidence des infections &8 SARM

Un total de 92 infections & SARM a été documenté chez 148 patients hospitalisés sur période
d’étude de 9 mois, ce qui represente un Ti de 0,36 pour 1000 patients-jours ou 0,12 pour 100

admissions.

Les 92 infections a SARM étaient hospitalieres dans 92.4% (n=85) des cas, et d’origine
communautaire dans 7,6% (n=7) des cas. Ce qui donne un Ti des infections a SARM-H de 0,34

pour 1000-patients-jours ou 0,11 pour 100 admissions.
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3.3. Répartition des SARM et SASM selon le sexe et les tranches d’age des patients

5a<15 15 a <45 45 a <65
Tranches d'age

Nombre de souches

M SARM Homme ®SARM Femme @ SASM Homme ®SASmM Femme

Figure 20 : Distribution des souches SARM et/ou SASM selon le sexe et les tranches d’age

des patients.

Sur les 148 souches de S. aureus, on a isolé 92 SARM et 56 SASM, soit un pourcentage de

62,2% et 37,8%, respectivement.

En comparant les infections a SARM et SASM en fonction des tranches d’age, on note :

> Les patients avec des isolats de SARM étaient beaucoup plus adultes (>15 ans) (78,26%,
n=72) que les patients avec des isolats de SASM (62,5%, n=35) (p<0,05). Alors que les
infections & SASM étaient beaucoup plus isolées chez les enfants (37,5%, n=21) que les
infections a SARM (21,7%, n=20) (p<0,05).

> Une prédominance significative des infections a SASM chez les moins 5 ans (p<0,05)

avec un taux de 30,4% (n=17) versus 14,1% (n=13) de SARM.
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> Une prédominance siginificative des infections 8 SARM chez (45 a moins 65 ans)

avec un taux de 36,9% (n=34) versus 21,4% (n=12) de SASM (p<0,05).

Aucune prédominance des infections a SARM n’a été observée entre les hommes et les femmes.
Cependant, le taux des souches SASM chez les hommes est siginificativement supérieur que

celui trouvé chez les femmes de 15 a moins 45 ans (37,9%, n=11 versus 7,4%, n=2) (p<0,05).

3.4. Répartition des SARM et SASM selon le type de service

En étudiant la répartition des souches SARM/SASM au sein des différents services, on observe
deux différences significatives. La premiere concerne le taux des SARM tres significativement
supérieur a celui des SASM au niveau de I’endocrinologie-diabétologie (64,1%, n=59 versus
19,6%, n=11) (p<0,001). En outre, le taux des SASM au niveau du service maladies infectieuses
est significativement élevé que celui des SARM (19,6%, n=11 versus 4,3%, n=4) (p<0,05).

(Figure 21).
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1,8% (1)
Hématologie F
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Figure 21 : Distribution des souches SARM et SASM selon le type de service
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3.5. Répartition des infections a S. aureus en fonction des souches SARM et SASM

En comparant le taux des SSTIs causées par les souches SARM par rapport a celles causées
par les souches SASM, on remarque une nette prédominance en faveur des souches SARM
avec un taux de 84,8% (n=78) versus 55,4% (n=31) (p<0,001). Cependant, on note un taux
supérieurement siginificatievemnt des bactériémies causées par les SASM que celles causées

par les SARM (17 ,9%, n=10 versus 3,3% n=3) (p<0,05) (Figure 22).

On note aussi, un taux siginificatievemnt élevé des pneumonies causées par les SASM (11%,

n=6) que celles causées par les SARM (1,1%, n=1) (p<0,05).
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Type d'infectioin

0,
Infections oculaires F3'6 % (2)

DPCA b 2,2% (2)

, - 1,8% (1)
Infections urinaires 1,1% (1)

0,

Méningites E%Sé)/o )
. 10,7% (6) " SASM
Pneumonies 1,1% (1) 1 SARM

|

IRH 6,5% (7)
0,
Bactériémies 3,3% (3) 17,9% (10)
55,4% (31)
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Pourcentage

Figure 22 : Pourcentage des infections causées par les SARM et/ou SASM
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3.6.Répartition des infections & S. aureus selon la résistance a la méticilline et I’origine

d’acquisition

75,9%
71,4%

[¢D)
(@))
8
= 0
§ l .28 ] ] l
; -
o
o
SARM SASM SARM SASM
Nosocomiale Communautaire

Origine d'acquisition

Figure 23 : Distribution des infections 8 SARM et/ou SASM en fonction de leur origine

d’acquisition

Sur les 119 infections nosocomiales, 71,4% (n=85) sont causées par les SARM, et 28,6%(n=34)
par les SASM. Alors que sur les 29 infections communautaires, 75,9% (n=22) sont causées par

les SASM, et 24,1% (n=7) par les SARM (Figure 23).

3.7.Répartition des infections & SARM selon le type d’infection et I’origine d’acquisition

La figure 24 nous indique que le taux des SSTIs d’origine nosocomiale causées par les SARM
(60,5%, n=72) est siginificativement supérieur que celui des SSTIs causées par les SASM

(18,5%, n=22) (p<0,05).
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Figure 24 : Distribution des souches SARM et/ou SASM selon le type d’infection et I’origine d’acquisition.
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Le tableau 15 illustre les données épidémiologiques et cliniques des 148 souches de S. aureus
isolées au niveau des hépitaux universitaires d’Annaba durant toute la période d’étude.

Tableau 15 : Les infections associées aux soins et les infections d’acquisition

communautaire dues au SARM et au SASM.

Infections
Infections nosocomiales
communautaires

Types d’infections (n=119)
(n=29)

SARM SASM SARM SASM
Caractéristiques
démocraphiques
Age médiane (ans) 55 475 8 4.5
Sex ratio (M/F) 2.03(28/57) 1 (17/17) 2.5(52) 1.2 (12/10)
Services adultes
SSTIs 64 (53.8) 21 (17.6) 0 5(17.2)
Pneumonie 1(0.8) 2 (1.6) 0 1(3.4)
IRH 6 (5.0) 1(0.8) 0 2(6.7)
Bactériémie 1(0.8) 2 (1.6) 0 0
Autres 2 (1.6) 1(0.8) 1(3.4) 3(10.3)
Service pédiatrie
SSTIs 8(6.7) 1(0.8) 6 (20.7) 4 (13.8)
Pneumonie 0 1(0.8) 0 2 (6.7)
Bactériémie 2 (1.6) 3(2.4) 0 5(17.2)
Méningites 1(0.8) 2 (1.6) 0 0
Total 85 (71.4) 34 (28.6) 7(41)  22(75.9)
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4. Résistance des Staphylocoques aux antibiotiques

4.1. Résistance des SARM aux antibiotiques

4.1.1. Fréquence de la résistance

Les 92 souches SARM présentaient une résistance associée a d’autres familles d’antibiotiques.
Le tableau 16 montre la fréquence de ces résistances associées. La pristinamycine, la
vancomycine, la fosfomycine et la rifampicine ont été constamment actifs et peuvent étre de

bonnes alternatives thérapeutiques.

La résistance a la méthicilline (oxacilline) des 92 souches du S. aureus est croisée avec celle de

toutes les bétalactamines.

La totalité des souches SARM était résistante a la kanamycine. La résistance a la tobramycine
et a la gentamicine était de I’ordre de 82,6% et de 80,4%, respectivement. Néannmoins, aucune

des souches SARM-C n’était résistante a ces 2 derniers.

Pour les macrolides, et les lincosamides, 64,1% des SARM était résistant a I’érythromycine et

a la clindamycine, 53 (57,6%) souches étaient du phénotype MLSg inductible.

Nous notons, que 77 souches (83,7%) sont résistantes a I’ofloxacine. Par ailleur, aucune des

souches SARM-C n’était résistante aux fluoroquinolones.

Pour les autres antibiotiques, les taux étaient de 82,6% pour la tétracycline, 58,7% pour le
cotrimoxazole, et 57,6% a I’acide fusidique. Nous notons, qu’aucune des souches SARM-C

n’est résistante a I’acide fusidique ou le cotrimoxazole.

Une seule souche était résistante a la fosfomycine et avait une origine hospitaliére.
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Tableau 16 : Fréquence de la résistance des SARM aux antibiotiques.

SARM-H SARM-C Total
Types d'antibiotiques (n=85) (n=7) (n=92)
R* R R
N % N % p N %
Penicilline 85 100 7 100 >0,10 92 100
Kanamycine 84 98,8 7 100 >0,10 92 100
Tobramycine 76 89,4 0 0 <0,001 76 82,6
Gentamicine 74 87,1 0 0 <0,001 74 804
Erythromycine 57 67,1 2 28,6 0,09 59 64,1
Clindamycine S7 67,1 2 28,6 0,09 59 64,1
Pristinamycine 0 0 0 0 0 0
Vancomycine 0 0 0 0 0 0
Teicoplanine 0 0 0 0 0 0
Ofloxacine 77 90,6 0 0 <0,001 77 83,7
Tetracycline 74 87,1 2 28,6 0,001 76 82,6
Fusidic acide 53 62,4 0 0 <0,001 53 57,6
Cotrimoxazol 54 63,5 0 0 <0,001 54 58,7
Fosfomycine 1 1,2 0 0 1 1,1
Rifampicine 0 0 0 0 0 0

R= R+l
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4.1.2. Profil de résistance des SARM

Résultats

Tableau 17 : Phénotypes de résistance des souches SARM aux antibiotiques.

SARM-H SARM-C Total

Profils de résistance des souches SARM

(n=85) (n=7) (n=92)

KAN, TOB, GEN, ERY, LIN, OFX, TET, SXT, FA 43 0 43

KAN, TOB, GEN, ERY, LIN, OFX, TET, SXT
KAN, TET, GEN, ERY, LIN, OFX, SXT, FA
KAN, TOB, GEN, ERY, LIN, OFX, FA

KAN, TOB, ERY, LIN, OFX, TET, FA

KAN, TOB, GEN, OFX, TET
KAN, TOB, GEN, OFX, FA
KAN, ERY, LIN, TET, FA
KAN, TOB, OFX, TET
KAN, TET, FA

KAN, ERY, LIN

KAN, TET

OFX, TET

KAN

FOS

10 0 10
1 0 1
1 0 1
1 0 1

15 0 15
4 0 4
1 0 1
1 0 1
2 0 2
0 2 2
0 2 2
1 0 1
4 3 7
1 0 1

KAN, kanamycine ; TOB, tobramycine ; GEN, gentamicine ; ERY, erythromycine ; LIN,

lincomycine ; OFX, ofloxacine ; TET, tétracycline ; SXT, cotrimoxazole ; FA, acide fusidique ;

FOS, fosfomycine.
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Nous remarquons une prédominance des profils de résistance KAN, TOB, GEN, ERY, LIN,
OFX, TET, SXT, FA ; KAN, TOB, GEN, ERY, LIN, OFX, TET, SXT, et KAN, TOB, GEN,
OFX, TET chez les souches nosocomiales, ces profils semblent endémiques dans le service
d’endocrinologie. Une étude génétique a été faite afin de déterminer la clonalité des souches
SARM isolées.

4.2. Résistance des SASM aux antibiotiques

4.2.1. Fréquence de la résistance

Malgré la sensibilité a I’oxacilline, nous notons que le SASM peut étre résistant a d’autres
antibiotiques (Tableau 18). Ainsi, 49 (87,5%) souches étaient résistantes a la pénicilline, 16
souches (28,6%) étaient résistantes a kanamicine, 7 (12,5%) a la tobramycine, 6 (10,7%) a la
gentamicine, 10 (17,9%) a I’ofloxacine, 5 (14,3%) a I’érythromycine, 6 (16,1%) a la
clindamycine, 15 (30,4%) a I’acide fusidique, 14 (26,8%) a la tétracycline, et uniquement une

souche résistante au cotrimoxazole. Les autres antibiotiques ont gardé leur activité.

Par ailleur, on observe un taux de résistance significativement bas des SASM-C aux
antibiotiques suivants : kanamycine, tobramycine, gentamicine, ofloxacine, tétracycline, et

acide fusidique (p<0,001).

En outre, I’étude comparative de I’antibiorésistance entre les SARM et les SASM (Figure 25)
a montré des taux de résistance significatievement supérieur a presque tous les antibiotiques

mis a part la pénicilline (p<0,001).
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Tableau 18 Fréquence de la résistance des SASM aux antibiotiques.

Résultats

SASM-H SASM-C Total
Types d'antibiotiques (n=34) (n=22) (n=56)
R R R
N % N % P N %
Penicilline 32 94,1 17 77,3 0,09 49 875
Kanamycine 16 47,1 0 0 <0,001 16 28,6
Tobramycine 7 20,6 0 0 <0,001 7 12,5
Gentamicine 6 17,6 0 0 <0,001 6 10,7
Erythromycine 5 14,7 3 13,6 >0,10 8 14,3
Clindamycine 6 17,6 3 13,6 >0,10 9 16,1
Pristinamycine 0 0 0 0 0 0
Vancomycine 0 0 0 0 0 0
Teicoplanine 0 0 0 0 0 0
Ofloxacine 10 29,4 0 0 <0,001 10 17,9
Tetracycline 14 41,2 1 4,5 <0,001 15 26,8
Fusidic acide 15 44,1 2 9,1 <0,001 17 304
Cotrimoxazol 1 2,9 0 0 >0,10 1 18
Fosfomycine 0 0 0 0 0 0
Rifampicine 0 0 0 0 0 0
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Figure 25 : Comparaison de la résistance aux antibiotiques entre SASM et SARM
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5. Caractéristiques moléculaire des SARM

5.1.Typage du géne spa

5.1.1. Séquences du géne spa

5.1.1.1. spa t037

Séquence

GAGGAAGACAACAACAAGCCTGGC
AAAGAAGACAACAACAAGCCTGGT
AAAGAAGACGGCAACAAACCTGGT
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGC
AAAGAAGATGGCAACAAACCTGGT
AAAGAAGACGGCAACAAGCCTGGT
AAAGAAGATGGCAACAAGCCTGGT

5.1.1.2. spat932

Séquence

AAAGAAGACAACAACAAGCCTGGT
AAAGAAGACGGCAACAAACCTGGT
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGC
AAAGAAGATGGCAACAAACCTGGT
AAAGAAGACGGCAACAAGCCTGGT
AAAGAAGATGGCAACAAGCCTGGT

5.1.1.3. spa t044

Séquence
GAGGAAGACAACAACAAACCTGGT
AAAGAAGACGGCAACAAACCTGGC
AAAGAAGACAACAACAAGCCTGGT
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGT
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGT
AAAGAAGATGGCAACAAGCCTGGC
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGT

Répétition
15
12
16
02
25
17
24

Répétition
12
16
02
25
17
24

Répétition
07
23
12
34
34
33
34

Résultats
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5.1.1.4. spa t376

Séquence
GAGGAAGACAACAACAAACCTGGT
AAAGAAGACGGCAACAAACCTGGC
AAAGAAGACAACAACAAGCCTGGT
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGT
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGT
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGT
AAAGAAGATGGCAACAAGCCTGGC
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGT

5.1.1.5. spa 1247

Séquence
GAGGAAGACAACAACAAACCTGGT
AAAGAAGACGGCAACAAACCTGGC
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGT
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGT
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGT
AAAGAAGATGGCAACAAGCCTGGC
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGT

5.1.1.6. spa t005

Séquence

GAGGAAGACAACAAAAAACCTGGT
AAAGAAGACGGCAACAAACCTGGC
AAAGAAGACAACAACAAACCTGGT
AAAGAAGACGGCAACAAACCTGGC
AAAGAAGATGGCAACAAACCTGGC
AAAGAAGACAACAAAAAGCCTGGC
AAAGAAGACGGCAACAAGCCTGGT
AAAGAAGATGGCAACAAACCTGGT
AAAGAAGACGGCAACAAGCCTGGT
AAAGAAGATGGCAACAAACCTGGT
AAAGAAGACGGCAACAAACCTGGT
AAAGAAGATGGTAACAAACCTGGC

Répétition
07
23
12
34
34
34
33
34

Répétition
07
23
34
34
34
33
34

Répétition
26
23
13
23
31
5
17
25
17
25
16
28

Résultats
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5.1.2. Répartition des souches SARM en fonction du type spa

Le tableau 19 ci-dessous reprend les résultats de I’analyse par PCR des répétitions présentes
dans la séquence codant pour la protéine A de S. aureus dans lequel sont également introduits
les résultats de PCR des fragments de génes codant pour une nucléase et I’ARN 16S (rrs) de

S. aureus.

Tableau 19 : Types spa des souches SARM

Typage du gene spa Genes SARM

Profil spa Typedespa mecA nuc ARNr16S N %
15-12-16-02-25-17-24 t037 + + + 40 43,5
12-16-02-25-17-24 1932 + + + 32 34,8
7-23-12-34-34-33-34 t044 + + + 17 18,5
7-23-12-34-34-34-33-34 t376 + + + 1 11
7-23-34-34-33-34 t1247 + + + 1 11

26-23-13-23-31-05-17-25-17-25-16-28 t005

+
+
+

1 11

Les résultats présentés dans ce tableau montrent 6 types spa différents, dont 3 génotypes
majeurs, (t037, t932 and t044) représentant 96.73% (n=89) des isolats.

La seule différence entre les types de spa t037 et t932 qui est la délétion de la répétition 15 au
sein du ce dernier, fait de t932 un sous-type du spa type t037. Il résulte de ce qui précéde un

taux de 78,26% (n=72) du spa type t037.
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Deux souches appartenaient aux sous-types t1247 et t376, qui différent du spa type majeur t044
par la délétion de la répétition 12 et I’addition de la répétition 34, respectivement. Il en résulte
spa t044 avec un taux de 20,65% (n=19).

Le géne ARNr 16S a été amplifié chez toutes les souches confirmant ainsi I’appartenance de
ces derniéres au genre Staphylococcus. Toutes les souches sont positives pour nuc confirmant

leur appartenance a I’espece S. aureus.

5.1.3. Répartition des SARM-H et/ou SARM-C selon le spa type

0
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0
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o
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Figure 26 : Distribition des SARM-H et/ou SARM-C selon le spa type

D’apres le graphique ci-dessus, on note que sur les 85 SARM-H, 40,78% (n=40) appartenait
au spa t037, 37,64% (n=32) au spa t932 (lié au spa type t037), 14,63% (n=12) (incluant les
sous-types t1247, t376) au spa t044, et une souche au spa t005.

La totalité des SARM-C (n=7) appartenaient au spa t044.
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5.1.4. Profil de résistance aux antibiotiques des différents spa types

Tableau 20 : Profils de résistance des différents spa types isolés.

Spa type Profils de résistance aux non g-lactamines

Nombre de souches

t037

1932

t044

t005

KAN, TOB, GEN, ERY, LIN, OFX, TET, SXT, FA

KAN, TOB, GEN, ERY, LIN, OFX, TET, SXT
KAN, TOB, ERY, LIN, OFX, TET, FA

KAN, TOB, GEN, OFX, TET

KAN, TOB, OFX, TET

OFX, TET

KAN, TOB, GEN, ERY, LIN, OFX, TET, SXT, FA

KAN, TOB, GEN, ERY, LIN, OFX, TET, SXT
KAN, TET, GEN, ERY, LIN, OFX, SXT, FA
KAN, TOB, GEN, OFX, TET, C

KAN, TOB, GEN, OFX, TET

KAN, TOB, GEN, ERY, LIN, OFX, FA
KAN, ERY, LIN, TET, FA

KAN, TOB, GEN, OFX, FA

KAN, TET, FA

KAN, ERY, LIN

KAN, TET

KAN

FOS

25

4
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Le tableau 20 nous indique que sur les 72 souches appartenant au spa t037 (incluant spa t932),
43 (59,7%) étaient résistantes a plus de 9 non-B-lactamines et 69 (95,8%) avaient le phénotype

KTG.

D’aprés le méme tableau, on remarque que le taux de résistance aux fluoroquinolones des
souches spa t044 (26.3%, n=5), est significativement plus faible (p<0,001) que celui des

souches spa type t037 et t932 qui sont toutes résistantes aux fluorogquinolones.

On observe aussi un taux de phénotypes KTG (26,3%, n=5) des souches spa t044
siginificativement plus faible (p<0,001) que celui des souches spa t037 (incluant spa t932)

(95,8%, n=69).

Le seul SARM appartenant au spa t005 était I’unique souche de S. aureus résistante a la

fosfomycine. Etonnement, cette souche hospitaliére était sensible aux autres non B-lactamines.
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5.2.Typage SCCmec

5.2.1. Résultats de la M-PCR 1 (complexe ccr)

Figure 27 : Résultats de I'amplification du locus ccr de la SCCmec de quelques souches

SARM.

5.2.2. Résultats de la M-PCR 2 (complexe mec)

Figure 28 : Résultats de I'amplification du locus mecA de la SCCmec de quelques souches
SARM
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5.2.3. Répartition des souches SARM en fonction de la cassette chromosomique

staphylococcique

m SCCmec I
m SCCmec IVc

Figure 29 : Répartition des SARM en selon le type SCCmec

La figure 29 montre que 78% (n=72) des SARM appartient au type SCCmec I11, alors que

22% (n=20) appartient au type SCCmec IVc.
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5.2.4. Répartition des SARM-H et/ou SARM-C selon le type SCCmec

I o
D 15,3% (13)

SCCmeclVc

Type de SCCmec

SCCmeclll
I 5 7% (72

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%
Pourcentage

® SARM-C = SARM-H

Figure 30 : Distribution des SARM-H et/ou SARM-C selon le type SCCmec

Comme I’indique le graphique en barres ci-dessus, 72 (84,7%) des SARM-H étaient du type

SCCmec Il1, alors que 13 (15,3%) étaient du type SCCmec IVc.

Tous les SARM-C (n=7) avaient des SCCmec type IVc.
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5.3. MLST et identification des différents clones isolés

mST239
uST22
©ST80

Figure 31 : Pourcentage des STs isolés.

Trois sequence type (ST) ont été détectés. Un premier ST majeur incluant 72 souches de SARM
(78,3%), était ST239 et appartenait au complexe clonal CC8. Parmi les 72 souches de ST239,
40 (55,6%) étaient du spa t037, tandis que 32 (44,4%) étaient spa t932 (lié au spa t037). Toutes
les souches de ce ST portées le SCCmec Ill et étaient d’origine hospitaliére. Toutes ces

caractéristiques moléculaires sont celles d’un principal clone hospitalier : le clone Brésilien.

Le deuxiéme ST incluant 19 souches de SARM (20,65%) avait les caractéristiques suivantes :
ST80, spa t044, et porté le SCCmec IVc. Sur les 19 souches, 12 (13%) étaient des SARM-H et
7 (7,6%) etaient des SARM-C. Ces caractéristiques moléculaires sont ceux du fameux clone

Européen ST80.
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Figure 32 : Distribution des SARM-H et/ou SARM-C selon le Sequence Type

Le dernier clone appartenant au complexe clonal CC22 était ST22. Ce clone connu sous le
nom : Lyon et représentant qu’un seul isolat sporadique portait la cassette SCCmec de type 1V,

et un spa t005.

5.4. La toxine de Panton-Valentine

5.4.1. Fréquence de la PVL

Sur les 92 infections & SARM isolées notre étude, 19 sont secondaires & un SARM possédant

le géne de la toxine de Panton et Valentine, soit 20,65%.

5.4.2. Distribution de la PVL selon les clones isolés

L analyse génétique révele donc que les 19 souches proviennent d’un seul et unique clone : le

clone Européen ST80-SARM-SCCmec IV. Les deux autres clones étaient PVL négative.

5.4.3. Caractéristiques des infections &8 SARM PVL +

Au total 19 infection a SARM étaient PVL+ ;
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Les infections se répartissent ainsi :

> 18/78 SSTls soit 23%

» 1/2 infections urinaires soit 50%

La moyenne d’age était de 39,7 ans, la médiane a 45,5 ans avec des extrémes de 3 mois a 71

ans ; 6 patients avaient moins de 15 ans soit 31,6%.

L’acquisition était liée aux soins chez 12 patients soit 63,15%.

L’acquisition était communautaire dans 7 cas soit 36,85%.

5.4.4. Comparaison entre infections a SARM PVL+ et SARM PVL-

45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

<5

Figure 33

42,1%
35,6%
23,3%
15,8% 15,89
5a<15 15a <45 45 a <65
Tranches d'age
mPVL+ mPVL-

21,9%

14
65+

: Reépartition des patients PVL+ et PVL- selon les tranches d’age

Cette étude a recueilli 19 cas d’infections a SARM PV L+ et 73 cas d’infections 8 SARM PV L-

La différence entre I’age médian des patients atteints d’une infection a SARM PVL+ et celui

des patients atteints d’une infection 8 SARM PVL- : n’est pas siginificative 47,5 ans versus 50

ans (p>0,10).
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Le taux des infections a SARM PVL+ dans la tranche d’age 5 a <15 ans est significativement

élevé que les infections 8 SARM PVL-, 15,8% versus 5,5% (p<0,05).

5.45. Résistance aux antibiotiques des SARM PVL+ versus SARM PVL-

Tableau 21 : Comparison de la résistance aux antibiotiques entre les Souches SARM PV L+

et SARM PVL

PVL- PVL+

Type d’antibiotiques p
N % N %

Kanamycine 72 98,6 19 100 0,6
Tobramycine 71 97,3 5 26,3 <0,001
Gentamicine 69 94,5 5 26,3 <0,001
Ofloxacine 72 98,6 5 26,3 <0,001
Erythromycine 55 75,3 4 21,1 <0,001
Clindamycine 55 75,3 4 21,1 <0,001
Acide fusidique 54 74,0 8 42 0,008
Cotrimoxazole 54 74,0 0 0 <0,001
Tétracycline 71 97,3 5 26,3
Vancomycine 0 0 0 0
Teicoplanine 0 0 0 0
Pristinamycine 0 0 0 0
Fosfomycine 1 14 0 0
Rifampicine 0 0 0 0
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Selon le Tableau 21, on observe une résistance presque quasi-totale a la kanamycine des
souches SARM PVL+ et PVL-. Le tableau nous indique aussi que les taux de résistance des
antibiotiques suivants : tobramycine, gentamicine, ofloxacine, erythromycine, clindamycine,
acide fusidique et cotrimoxazole sont significativement supérieur chez les SARM PVL- que les

SARM PVL- (p<0,001).

5.4.6. Résistance des SARM PVL + selon I’origine d’acquisition

Tableau 22 : profils de résistance des souches ST80 selon l'origine d'acquisition.

Origine d'acquisition

Hospitalier Communautaire

KAN, TOB, GEN, ERY, LIN, OFX, FA (1) KAN, ERY, LIN (2)

KAN, ERY, LIN, TET, FA (1) KAN, TET (2)

Profil de
KAN, TOB, GEN, OFX, FA (4) KAN (3)
résistance

KAN, TET, FA (2)

KAN (4)

Les souches ST80 SARM PVL+ hospitaliéres ont exprimé plusieurs résistances aux non-f-
lactamines que les isolats communautaires, avec 8 sur les 12 isolats (66,6%) hospitaliers
présentant des profils de multi-résistance (y compris 5 isolats (41,6%) montrant a la fois une

résistance a la gentamicine et aux fluoroquinolones) (Tableau 22).

Aucune des 7 souches SARM-C PVL+ n’était résistante aux fluoroquinolone, alors que 5

(41.6%) des 12 isolats de SARM-H PV L+ ont montré une résistance aux fluoroquinolones.
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Tableau 23 : Profil de résistance aux antibiotiques des 5 souches SARM PV L+ résistantes

aux fluoroquinolones (FQR) et des 14 souches SARM PVL+ sensibles aux fluoroquinolones

(FQR).
Souches FQS  Souches FQR
Résistance aux antibiotiques P
N % N %

Kanamycine 14 100 0 <0,001
Kanamycine-Tobramycine 0 0 0
Kanamycine-Tobramycine-Gentamicine 0 0 100 <0,001
Tétracycline 5 35,7 0 012
Erythromycine 3 21,4 20 1
Cotrimoxazole 0 0 0
Rifampicine 0 0 0
Fosfomycine 0 0 0
Acide fusidique 2 14,3 100 <0,001

Par ailleur, les souches SARM PVL+ FQR étaient toutes résistantes a l'acide fusidique et avait

un profil de résistance aux aminosides specifique : elles avaient le phénotype KTG, alors que

.....

tobramycine et a la gentamicine, et étaient plus résistantes a la tétracycline que les souches

résistantes aux fluoroquinolones (Tableau 23).

Le tableau 24 illustre toutes les caractéristiques moléculaires et phénotypiques des 92 isolats

de SARM inclus dans notre étude
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Tableau 24 : Caractéristiques moléculaires et phénotypiques des isolats de SARM.

Isolats de SARM ST (CC) spatype SCCmectype PVL N (%) Profil de résistance aux non g-lactamines (N)
SARM-H ST239 (CC8) t037 i - 40 (47.1) KAN, TOB, GEN, ERY, LIN, OFX, TET, SXT, FA (25)
(n=85) KAN, TOB, GEN, ERY, LIN, OFX, TET, SXT (4)

KAN, TOB, GEN, OFX, TET (8)
KAN, TOB, ERY, LIN, OFX, TET, FA (1)
KAN, TOB, OFX, TET (1)
OFX, TET (1)

ST239 (CC8) 1932 1 - 32(37.6) KAN, TOB, GEN, ERY, LIN, OFX, TET, SXT, FA (18)
KAN, TOB, GEN, ERY, LIN, OFX, TET, SXT (6)
KAN, TET, GEN, ERY, LIN, OFX, SXT, FA (1)
KAN, TOB, GEN, OFX, TET (6)
KAN, TOB, GEN, OFX, TET, C (1)

ST22 (CC22) 005 Ve - 1(12) FOS(1)

ST80 (CC80) t044 Ve +  12(14.1) KAN, TOB, GEN, ERY, LIN, OFX, FA (1)
KAN, ERY, LIN, TET, FA (1)
KAN, TOB, GEN, OFX, FA (4)
KAN, TET, FA (2)

KAN (4)
SARM-C ST80 (CC80) 1044 Ve +  7(100) KAN, ERY, LIN (2)
(n=7) KAN, TET (2)
KAN (3)
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Discussion

Les infections nosocomiales, désormais partie d'un ensemble plus vaste appelé infections
associées aux soins, constituent un enjeu majeur de santé publique dans le monde entier & cause
de leur fréquence élevée et de la résistance bactérienne souvent tres importante, celle-ci aggrave
de facon significative la morbidité et la mortalité hospitalieres [229]. Elles sont souvent
favorisées par la situation medicale du patient, et par les actes invasifs nécessaires au traitement

de la pathologie.

Ce qui est particulierement préoccupant dans les établissements de soins, sont les infections a
SARM, vu que ce dernier est généralement multi-résistant. En effet, selon le Réseau Européen
de Surveillance de la Résistance Antimicrobienne, le SARM est la cause la plus importante

d’1AS résistantes aux antibiotiques a travers le monde [230].

Depuis sa découverte en 1961 au Royaume-Uni [50], le SARM-H a été un pathogene
nosocomial sérieux et courant dans les milieux hospitaliers, ainsi que les établissements de
soins a long terme dans le monde entier [231]. Cependant, depuis le milieu des années 1990, il
y a eu une explosion du nombre d'infections a SARM en raison d'un nouveau SARM tres
virulent qui affecte les patients sans contact préalable avec les établissements de santé, appelé

SARM communautaire [150].
1. Lasituation épidémiologique

A notre connaissance, cette étude est la premiere étude multicentrique prospective a décrire le
profil moléculaire des SARM-H dans les hdpitaux algériens, ainsi que le premier rapport sur le
taux d’incidence d'infections a SARM en Algérie et méme dans les pays d'Afrique du Nord. A
notre grande surprise, ce taux était relativement faible, de I’ordre de 0,36 pour 1000 patients-
jours. Cependant, nous avons constaté une forte proportion de SARM, soit 62,2% des isolats.
Le taux le plus élevé a été observé au sein de I'népital Ibn Sina et plus particulierement au

niveau du service diabéte-endocrinologie. Le deuxiéme point intéressant de cette étude, est
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I'émergence du clone européen SARM ST80 (un clone communautaire) a I'népital causant

14,1% des infections a SARM-H.

1.1. Incidence et fréguence du SARM en milieu hospitalier

Il 'y a étonnamment peu d'études publiées qui présentent des données sur le taux de densité
d’incidence des infections (Ti) a S. aureus de tout type chez les patients hospitalisés pour
comparer notre résultat. La plupart des études épidémiologiques de S. aureus ont été porté

exclusivement sur les isolats de SARM, et/ou dans des populations particuliéres [232].

Parmi les rares études, on trouve celle menée en Nouvelle-Zélande par Williamson et al., 2013,
ou ils ont rapporté un Ti de 412 cas/100 000 habitants par année (2001 a 2011) [233], ou celle
menée par Jacobssen et al., 2007, qui rapportent dans une enquéte performée en Suede entre
2003 et 2005, un Ti de 33,9 cas /100 000 habitants par année dont 83% des cas était des
bactériémies [234]. Cependant, en raison de la différence de dénominateur utilisé pour calculer

le taux d’incidence, notre résultat ne peut &tre comparé a ces études-la.

Contrairement & ce qui était attendu, notre étude a montré un Ti trés faible des infections a
SARM chez les patients hospitalisés. Ce taux est inférieur a ceux rapportés en Europe et dans
le monde, tels que, I’Ecosse avec 7,5 pour 1000 patients-jours en 2009, la Malaisie en 2007,
avec 1,39 pour 1000 patients-jours, I’Egypte en 2010, avec 8,3 pour 1000 patients-jours ; ainsi
que la France et les Etats-Unis en 2010, avec 0,4 pour 1000 patients-jours, et 0,62 pour 1000
patients-jours, respectivement [235-239]. Neanmoins, ce chiffre reste supérieur a ceux
rapportés par certains pays, tels que, la Hongrie entre 2006 et 2010 avec un Ti de 0,06 pour
1000 patients-jours, I’Espagne entre 2001 et 2008 avec un Ti moyen de 0,07 pour 1000 patients-
jours, I’Allemagne en 2009 avec 0,08 pour patients-jours, I’ Australie en 2013 avec 0,095 pour
1000 patients-jours, le Taiwan en 2009 avec 0,233 pour 1000 patients-jours, et le Canada avec

0,309 pour 1000 patients-jours en 2010 et 2,79 en 2011 [240-245].
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Dire qu’il y a de véritables différences dans I’incidence est difficile & établir ; les différences
dans la fréquence de [I'échantillonnage microbiologique, la disponibilité des services
microbiologiques, la structure des systemes de surveillance et la conformité des rapports

peuvent également jouer un réle important.

Bien que notre Ti des infections a SARM chez les patients hospitalisés soit relativement faible,
nous avons noté des proportions de SARM atteignant un niveau alarmant, avec (85/119) soit
un taux de 71,42% pour les souches SARM-H, et (7/29) soit un taux de 24,10 % pour les
souches SARM-C. En Algérie, la proportion des isolats de SARM chez S. aureus a connu une
augmentation alarmante au cours des deux dernieres décennies, passant de 4,8% en 1996-1997
a52% en 2007-2009 [7,53]. Dans la présente étude, la fréquence des isolats de SARM était plus
élevée que le résultat obtenu précédemment a Tlemcen (Nord-Ouest de I'Algérie) [7], et
significativement supérieur par rapport a ce qu’a rapporté le Réseau Algérien de Surveillance
de la Résistance des Bactéries aux Antibiotiques, soit un taux de 32.67% en 2012 [246]; ainsi
que les autres pays Maghrébins, comme le Maroc et la Tunisie, avec respectivement 18,5%, et

40,5% [247,248].

Dans les pays en développement et notamment en Afrique, la fréquence du SARM se trouve a
environ 35,7% , les taux les plus élevés sont observés en Egypte (60 %) et au Sénégal (72 %),

alors qu’on trouve les taux les plus bas a Madagascar (5,8%) et au Nigeria (16 %) [249-252].

Les données récentes sur la charge des infections a SARM-H & I'échelle européenne sont
disponibles a partir de deux systemes de surveillance appuyés par 'ECDC (EARSS, HELICS).
En 2012, la charge annuelle des infections a8 SARM dans les Etats membres de I'Union
européenne (UE), I'lslande et la Norvege a été estimée a 37 495 cas avec un pourcentage moyen

de 17,8%, sachant qu’elle été estimée a 171 200 cas en 2007 [253,254].
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Selon la méme source, les taux de SARM en Europe montrent des différences importantes,
allant de la plus faible proportion de SARM (0,7% de I’ensemble de S. aureus) rapportée en
Suéde en 2012 (le seul pays a avoir un pourcentage inférieur a 1%), a la proportion la plus
élevée (53,9%) rapportée en Romanie en 2012 [253]. Cing pays ont rapporté un pourcentage de
1-5%, dont le Danemark (1,3%), la Norvege (1,3%), les Pays-Bas (1,3%), I’Island (1,7%) et la
Finlande (2,2%). Trois pays ont rapporté un pourcentage de 5-10%, dont I’ Autriche et I’Estonie
avec un pourcentage de 7,7%, 14 pays avec un pourcentage de 10-25%, dont la Bulgarie et
I’Espagne avec 19,8% et 24,2%, respectivement. Cing pays ont un taux de SARM entre 25-

50%, et deux pays supérieur a 50%, a savoir le Portugal et la Romanie [253].

1.2. Contréle du SARM

Selon les CDC, la proportion d'infections nosocomiales a staphylocoques attribués au SARM a
augmenté de facon constante aux Etats-Unis de 2% en unités de soins intensifs en 1974 a 64%
en 2004 [38,255]. En 2012, et selon la méme source, le taux de SARM-H aux Etats-Unis était
de 18,1%, et de 4,8% pour les SARM-C. Globalement, par rapport a I’incidence de base du
calendrier 2007-2008, il y avait une diminution de 30%. En Allemagne, la proportion de SARM
parmi les isolats de S. aureus issus des prélevements a visée diagnostique a été de 1,1% en
1990, a augmente a 17,5% en 2001, et a finalement atteint 20,3% en 2007 [256]. Les données
actuelles issues de la base de données pour la surveillance de la résistance aux antibiotiques de
I'Institut Robert Koch indiquent également un pourcentage relativement stable de cas de SARM
(tous les isolats de S. aureus obtenu de patients hospitalisés) pour un taux de 19,2% en 2008 et

21,9% en 2009 (RKI : https://ars.rki.de, dernier acces 02 Juin, 2014).

La récente diminution des taux de SARM-H aux Etats-Unis et la majorité des pays européens
est encourageante et peut étre liée a la mise en ceuvre des interventions de prévention multi-

facettes (y compris des mesures axées sur le dépistage, les précautions de contact, la
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décolonisation, la gestion des antibiotiques, ou un ensemble de mesures de prévention et de
soins). En Belgique, une diminution de l'incidence des infections 8 SARM-H a été enregistrée
entre 2004 et 2008, mesurable comme une diminution de la proportion moyenne de SARM (30-
25%, sachant qu’elle a atteint 16 ,1% en 2012), et une diminution de l'incidence médiane des
infections nosocomiales a SARM (3,2 a 1,6 pour 100 admissions) [256,253]. Ce succes a été
obtenu par la mise a jour et le renforcement des recommandations nationales de prise en charge
des SARM, I'extension de la surveillance prospective, les activités de dépistage, et les activités

visant a promouvoir l'utilisation prudente des antibiotiques [257].

En France, la proportion de SARM parmi les souches cliniques de S. aureus a diminué de 41%
en 1993 a 26,6% en 2007 [220], et était autour de 20,1% en 2011 [113]. Cette forte diminution
est liée a un ensemble de mesures visant & réduire la transmission croisée y compris le
placement en chambre individuelle, la promotion de I'hygiene des mains, la surveillance active

chez les patients a haut risque, la notification rapide des cas, et des rétroactions [220].

En Angleterre, un programme ayant visé la réduction des bactériémies a SARM de moitié de
2004 a 2008, a été un succes grace a un ensemble de mesures mis en ceuvre successivement
dans les hopitaux anglais, dont la déclaration obligatoire de toutes les bactériémies a SARM,
I'établissement d'une campagne nationale dhygiéne des mains, l'utilisation prudente des
antibiotiques, et I’implantation de ce qu'on appelle des «interventions a fort impact». A savoir
des faisceaux de soins axés sur les procédures cliniques clés qui peuvent augmenter le risque
d'infection s'ils ne sont pas effectués correctement (par exemple, cathéter veineux central).
Apreés cing ans, les données confirment une réduction de 62% de l'incidence des SARM a partir

d'’hémocultures en Angleterre [258].
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1.3. Facteurs de risque

Dans notre étude, le taux d'infection & S. aureus était plus élevé chez les hommes (61,5 %) que
les femmes (38,5%). Ce résultat est similaire a celui trouvé dans une étude précédente effectuée
en Algérie [15]. Plusieurs études cliniques suggérent que le sexe constitue un facteur de risque
d’infection. Dans une étude épidémiologique du sepsis, McGowan et al., ont noté une incidence
plus élevée de la septicémie chez les hommes comparés aux femmes [259]. Bone et al., ont
examiné rétrospectivement quatre études de sepsis séveres et ont noté une prédominance des
patients du sexe masculin (60%-65%) [260]. Dans une autre étude menée par Offner et al., ont
noté que le sexe masculin est associé a un risque considérablement accru d'infections majeures
suivant un traumatisme, un taux équivalent approximativement le double de celui des femmes.
Cet effet est plus significatif apres des blessures de gravité modérée (ISS 16-25) et persiste dans
tous les groupes d'age [261]. Cependant, la raison de la prédominance du sexe féminin dans la

catégorie enfant (<15ans) dans notre étude, demeure inconnue.

Les personnes présentant des facteurs de risque traditionnels, y compris I’hospitalisation, la
chirurgie, la résidence dans les établissements de soins a long terme, hémodialyse ou dialyse
péritonéale, les personnes infectées par le VIH, le diabéte, et les personnes agées sont a risque
accru d'infections a S. aureus [1]. En outre, le diabéte et ses complications augmentent avec
I'dge et peuvent contribuer a I’augmentation de la prévalence des infections a SARM chez les
personnes agées [262]. Ceci explique notre tres fort taux des infections a S. aureus chez la
catégorie adulte (15 a <65 ans), sachant que 65,8% (n=52) de cette catégorie provenait du

service endocrinologie-diabétologie.

Venant appuyer notre taux élevé d’infections a SARM chez les enfants (21,7%), un certain
nombre d'études indiquent une incidence croissante des IAS a SARM chez les enfants atteints

de maladies sous-jacentes prédisposant a l'infection par S. aureus [263]. Aussi, des rapports, en

164



Discussion

particulier en Amérique du Nord, ont indiqué que le SARM peut étre transmis dans la

communauté, méme chez les enfants sans facteurs de risque traditionnels [264,265].

Nos résultats montrent que la majorité des patients ayant une infection nosocomiale (53,4%)
ont une tranche d’age entre 15 et 65 ans, et qu’une proportion non négligeable (18,9%) a un age
supérieur a 65 ans. Ces résultats ne concordent pas avec la littérature qui souligne que I’age est
un facteur de risque infectieux aux deux extrémites de la vie, avant 1 an et apres 75 ans ou ceci

peut aisément s’expliquer par I’importance de la morbidité chez le sujet agé [266].

1.4. Epidémiologie des infections a SARM

Les infections de la peau et des tissus mous sont I’une des raisons les plus communes sollicitant
des soins médicaux. Elles peuvent étre des SSTIs non compliquées incluant des infections
superficielles, telles que la cellulite, les abcés simples, I'impétigo, et les furoncles. Dans la
plupart des cas, ces infections peuvent étre traitées par une incision chirurgicale seule ou, dans
le cas de cellulite, avec uniguement des antibiotiques. Les SSTIs compliquées comprennent les
infections impliquant soit les tissus mous profonds ou nécessitant une intervention chirurgicale
importante, telles que les ulcéres infectés, les brilures et les abces majeurs, soit une infection
chez un patient avec une maladie sous-jacente significative et une comorbidité qui compliquent
la réponse au traitement. Par opposition aux SSTIs non compliquées, les SSTIs compliquées

nécessitent souvent une hospitalisation [267].

Parmi les nombreux agents pathogenes impliqués dans les SSTIs, S. aureus est la bactérie
pathogene la plus communément identifiée et plus particulierement le SARM a la fois chez les
patients hospitalisés ou ambulatoires, adultes ou enfants en bonnes santé [268-271]. Au cours
du Programme de surveillance antimicrobienne SENTRY mené a I’échelle mondiale entre 1998
et 2004 chez les patients hospitalisés, S. aureus était la cause la plus fréquente des SSTIs en

Amérique du Nord, en Europe, et en Amérique Latine avec des taux d’infection de 44,6%,
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37,5%, et 33,5%, respectivement. Le taux le plus élevé de la résistance a la méticilline était

enregistré en Amerique du Nord (35,9%) [272].

Dans notre étude menée au cours de I’année 2010, 73,7% de toutes les infections a S. aureus
étaient des SSTls, répartis entre les SSTIs compliquées liées au diabéte (64,2%) et les lésions
cutanées non liées au diabéte (35,8%). Sachant que le SARM représentait 71,55% (n=78) des
SSTIs causées par S. aureus. Le SARM-H était isolé chez 92,3% des patients atteints d’une
SSTI liée au SARM, ce taux est presque plus élevé que ce qui a été publié dans une étude
précédente réalisée dans le Minnesota, Etats-Unis [273]. Le taux élevé des SSTIs causées par le
SARM-H peut étre lié a l'incidence élevée des patients diabétiques. Selon la littérature
l'augmentation de la prévalence du diabete est susceptible de causer un nombre croissant des
SSTIs liees au diabéte en particulier les infections du pied chez les patients hospitalisés [274].
En effet, au cours de cette étude, 59,3% des échantillons de pus ont été isolés a partir de patients
diabétiques qui ont eu tout type de SSTIs y compris (cellulite, plaie infectée ou une infection du

site opératoire) impliquant le pied.

Comme publié dans d’autres études [274-276], prés des deux tiers de nos patients diabétiques
avec une infection du pied étaient des hommes. Cependant, contrairement a ce qui a été rapporté
dans I’étude de Lipsky et al., 2010, ou 63,7% des SSTIs liées au diabéte étaient causées par le
SASM ou dans d’autres études ou le SARM provoque 20% a 50% des infections du pied
diabétique [119,268,277-280]. Dans notre étude, le SASM n’était responsable que de 15,7%
(n=11) des SSTIs liées au diabete, 84,3% (n=59) étaient causées par le SARM. Notre résultat
est confirmé par une deuxiéme étude menée a Annaba en 2011, ou le SARM a cause 85,9% des

SSTIs liées au diabéte [16].

Quant aux SARM-C, ces dernieres représentent 85,7% des SSTIs causées par les SARM-C.

Effectivement, le SARM-C est principalement associé aux infections de la peau et des tissus

166



Discussion

mous [281]. De plus notre résultat ici présent est conforme a ce qui a été rapporté par Antri et

al., 2010 [15].

Parallelement a la propagation du SARM, une augmentation spectaculaire de la durée
d’hospitalisation, des colts des soins médicaux, de la résistance antimicrobienne, et des
interventions opératoires pour les SSTIs ont été rapportés au cours de la derniére décennie [282—
285]. Engemann et al., 2003, ont rapporté dans une étude menée chez des patients présentant
des infections du site opératoire, des frais médians hospitaliers atteignant $52 791 pour les
patients atteints d’une infection & SASM et de $92 363 pour les patients atteints d'une infection
a SARM ; ces derniers ont également un taux de mortalité postopératoire 3,4 fois plus élevé

[283]

Dans notre étude, la bactériémie constituait environ 9% des infections a S. aureus, soit un taux
d’incidence de 0,052 cas pour 1000 patients-jours, avec un taux de résistance a la méticilline
de I’ordre de 23%, ce qui représente une incidence de I’ordre de 0,012 cas pour 1000 patients-
jours. Soixante et un pourcent des bactériémies a S. aureus était d’origine nosocomiale, soit une
incidence de I’ordre de 0,032 cas pour 1000 patients-jours. Sachant que toutes les bactériémies

a SARM étaient nosocomiales.

Parmi les bactériémies a Gram positif, la bactériémie & S. aureus est I'une des infections les plus
répandues et difficiles a traiter. En effet, selon le programme de surveillance antimicrobienne
SENTRY, qui a examiné plus de 81 000 isolats au cours de la période 1997-2002, S. aureus
était la cause la plus fréquente des bactériémies nosocomiales en Amérique du Nord (26%) et
en Amérique latine (21,6%), et était la deuxieme cause la plus fréquente des bactériémies
nosocomiales en Europe (19,5%) [286]. Elle est associée a une morbidité et une mortalité

importantes, avec des taux de mortalité allant de 20% a 50% [287-289].
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La comparaison de l'incidence des bactériémies a S. aureus entre les différents pays est difficile,
étant donné la variété des définitions des cas et du dénominateur. En Australie, des cas de
bactériémie & S. aureus (survenant aprés le 2™ jour d’admission) ont été recueillies depuis
2003. Cela a une grande similitude avec la définition d’une infection nosocomiale a S. aureus
utilisée dans notre étude. lls rapportent dans leurs données récemment publiées, un taux
d’incidence de bactériémie a S. aureus de I’ordre de 0,064 cas pour 1000 patients-jours, qui est
deux fois plus que le notre, et une incidence de I’ordre 0.018 cas pour 1000 patients-jours pour
les bactériémies a SARM, légerement supérieur a notre résultat [290]. En Angleterre, un rapport
de surveillance national publié en 2013, rapporte une incidence de bactériémies a SARM pareil

au notre, soit de I’ordre de 0,012 cas pour 1000 patients-jours [291].

Nos résultats sont encore plus faibles que ceux qui ont été rapportés en Ecosse, avec une
incidence de 0,50 cas pour 1000 patients-jours pour les bactériémies a S. aureus, et de 0,03 cas

pour 1000 patients-jours pour les bactériémies nosocomiales a SARM [292].

Il n'existe pas de données nationales des Etats-Unis sur l'incidence de bactériémies
nosocomiales a S. aureus ayant le méme dénominateur que le nétre ; cependant, certaines études
donnent un apercu de la situation. Une étude menée par Kallen et al., 2010, a examiné les
infections nosocomiales invasives a SARM dans 9 régions métropolitaines. Chez les patients
présentant une bactériémie nosocomiale invasive a SARM, I’incidence a diminué, passant de
0,88 a 0,62 pour 10 000 personne-année, soit une réduction de I’incidence annuelle de 11,2%

[293].

Concernant la proportion des isolats de SARM causant des bactériémies, selon les données du
réseau européen de surveillance de la résistance bactérienne aux antibiotiques de 2007, notre
résultat est semblable a celui de la Belgique et de la Hongrie soit 23.3%, et inférieur a celui de

I’Israél, I’Italie, I’Angleterre, la Croatie, I’Irlande, la Grece, la Chypre, et le Portugal, avec
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33,5%, 33,7%, 35,6%, 37,6%, 38,1%, 48%, 48,2%, et 48,4%, respectivement. Cependant il
reste supérieur a ceux qui ont été rapporté en Islande, Norvege, Suede, Danemark, Pays-Bas,
Finlande, Autriche, Bulgarie, ou les pourcentages sont presque nuls, avec 0%, 0,1%, 0,5%,

0,8%, 1,4%, 1,6%, 9,2%, 13,2%, respectivement [294].

Au cours de ces 20 derniéres années, les tendances internationales ont montré une nette
croissance des rapports de bactériémies a SARM chez les enfants. En Angleterre et au Pays de
Galles, une vaste étude multicentrique, a rapporté une augmentation de la proportion des
bactériémies 8 SARM de 0,9% en 1990 a 13% en 2000 [295]. Aux Etats-Unis, Wisplinghoff et
al., ont rapporté une augmentation du taux des bactériémies a SARM de 10% en 1995 a 29%
en 2001 dans 49 hopitaux pédiatriques a travers le pays [296], tandis que Burke et al., ont
rapporté une augmentation similaire de 9% en 2001 a 24% en 2006 en Californie[297]. En
Afrique, le seul pays ayant publié des données sur ce sujet est I’ Afrique de sud. La proportion
des bactériémies a SARM chez les enfants dans ce pays a montré une hausse nette de 2% en
1974 2 18% en 1992, a 26% en 2011 [298-300]. Contrairement a ces résultats, dans notre étude,

aucune bactériémie a SARM n’a été observée chez les enfants.

Encore une fois, les différences dans la fréquence de I’échantillonnage microbiologique, la
disponibilité des services microbiologiques et la structure des systémes de surveillance peuvent

influencer significativement nos résultats.
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2. Résistance aux autres antibiotiques

Dans la présente étude, une résistance associée a la gentamicine, a I’érythromycine, a
I’ofloxacine, a la tétracycline, a I’acide fusidique, et au cotrimoxazole, a été retrouvée. Aucune

résistance aux glycopeptides, a la rifampicine, ou a la pristinamycine n’a été retrouvée.

2.1.Glycopeptides

La vancomycine représente toujours 1’un des traitements les plus probants face aux infections
a SARM, mais cette utilisation systématique a conduit a I’émergence de souches GISA évoquant

une crainte de développer un aspect epidémique.

Contrairement a nos résultats, Rebiahi et al., ont rapporté 3 souches de SARM résistantes a la
vancomycine a Tlemcen (ouest d’Algérie), avec des CMI allant de (16 pg/mL, 64 pg/mL, et

128 pg/mL), appuyés par la détection du géne van A [7].

L’augmentation des SARM dans les hopitaux algériens a favorisé I’intégration des
glycopeptides dans les schémas thérapeutiques permettant I’élimination de ces souches, ces
molécules étaient jusqu'a ces derniéres années préservées du phénomene de résistance. D’autres
auteurs ont déclaré que I’augmentation des SARM a accompagné I’utilisation abusive de la

vancomycine [301].

2.2. Aminosides

Pour les aminosides, le taux de SARM résistant a la gentamicine (phénotype KTG) constaté
dans cette étude est de 80,4 %. Cette résistance est plus élevée, comparée a celle observée en

Tunisie (18 %), au Maroc (60,8 %) et en France (6,1 %) [302—-304].

L’ analyse des résultats de la résistance a la gentamicine des SARM en Algérie permet de noter
une nette augmentation de la résistance : elle était de I’ordre de 7 % en 2006 [305], et se situait

a 34% en 2011 [15]. Dans les pays voisins la tendance est également a la hausse, elle était a
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40,2 % au Maroc a la fin des années 90 [306], et a atteint 60,8 % en 2011 [303]. En Tunisie la

résistance des SARM se stabilise autour de 18% [302,307].

Contrairement a cette évolution, en France la fréquence de sensibilité du SARM aux
antibiotiques surveillés (gentamicine, tobramycine, érythromycine et fluoroquinolones) a
augmenté depuis 1998. Par exemple, le taux de sensibilité a la gentamicine est passée de 61 %

en 1998 a preés de 93,1 % en 2009 [304].

La résistance a la kanamycine et la tobramycine est respectivement de 100% et 82,2%. Ces taux
sont plus élevés gue ceux retrouves en Tunisie, ou la résistance est respectivement de 78% et

21% [302].

2.3. Macrolides et lincosamides

Avec un taux de résistance a I’érythromycine de 64,1 %, notre résultat est plus élevé que ce qui
a été rapporté dans une précédente étude algérienne avec un taux de 56% [7], ainsi que certains
pays méditerranéens, tels que : la Libye (47 %), la Tunisie (49%), ou la France (41,8 %), mais
reste inférieur a ce qui a été rapporté au Maroc (89,8%) [302-304,308]. Ceci peut étre expliqué
par le fait que le traitement des infections a Staphylocoques fait appel essentiellement a ces
antibiotiques, avec bien sir la disponibilité de ces médicaments sur le marché algérien et leur

accessibilité sans prescription médicale.

Cependant, notre taux reste légerement inférieur a celui des Etats-Unis (66%) [309], et
beaucoup plus faible au Nigéria (69%), en Ethiopie (74%), en Afrique de Sud (82 %), et en

Tanzanie (92%) [310-313].

Les résultats montrent que la résistance a la Clindamycine (64,1 %) a été associée a celle de
I’erythromycine ce qui nous incite a penser au méme mécanisme de résistance (phénotype

MLSgB) qui confere la résistance aux Macrolides, Lincosamides, et streptogramines B [166].
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On note aussi que notre taux de résistance a la clindamycine est significativement supérieur a
ce qui a été rapporté dans I’Ouest de I’ Algérie par Rebiahi et al., avec 12,2 % [7]. Notre résultat
est identique a celui de la Tanzanie (64%), reste supérieur a celui observé en France (44 %), et

inférieur a celui de I’ Afrique de Sud (82 %) [304,312,313].

2.4. Fluoroguinolones

Dans la présente étude, un pourcentage significativement élevé (83,7 %) des isolats de SARM
a montré une résistance a I’ofloxacine. Ce taux est supérieur a ce qui a été rapporté dans les
autres pays africains, notamment la Tunisie (41%), le Maroc (60%), I’Afrique du Sud (18%),
et le Nigéria (31%) [314,302,313,315]. Néanmoins, ce taux reste inférieur a ce qu’ont rapporté
les différents réseaux d’ONERBA ou le taux de résistance aux fluoroquinolones est de 88%
[304]. Il est aussi inférieur si on le compare a celui de I’Inde ou du Pakistan qui ont des taux de

résistance supérieur a 90% [316].

Les fluoroquinolones sont parmi les classes antimicrobiennes les plus couramment prescrites
dans I'hopital et dans la communauté [317]. Cependant, l'utilisation inappropriée des
fluoroquinolones devrait étre identifiée et réduite. Plusieurs enquétes récentes suggerent que les
fluoroquinolones eux-mémes peuvent effectivement prédisposer les patients a l'infection ou le

portage de SARM [317].

2.5.Autres antibiotiques

Dans notre etude, 41,3% des SARM étaient sensibles au Cotrimoxazole. Ce taux est inférieur a
celui du Maroc (47%), de la Tunisie (87%), du Madagascar (61%), et de I’ Afrique du Sud (71%)
[314,302,318,249]. En France, la sensibilité au cotrimoxazole des souches SARM est trés
importante car on dénombre une proportion entre 95 et 98 % de SARM sensibles en 2009 [304].

En Israél, la susceptibilité des SARM isolés liés aux bactériémies nosocomiales vis-a-vis au
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cotrimoxazole a augmenté de 73% en 1994-1998 a 95 % en 2001-2004 [319]. Les mémes

tendances ont été observées aux Etats-Unis [320].

Cotrimoxazole (triméthoprime/sulfasont inférméthoxazole), est un ancien antibiotique
largement utilisé depuis plusieurs décennies dans les pays a ressources limitées en raison de
son faible co(t, de son profil de toxicité acceptable, son activité bactéricide, et sa disponibilité
dans les deux voies orale et intraveineuse [319]. Ceci peut expliquer les faibles taux de

sensibilité observés en Algérie et dans les pays africains.

La Rifampicine a été efficace contre les souches de SARM isolées, puisque aucune souche n’a
pu résister a cette molécule. En Algérie, son utilisation a été relativement délaissée au profit de
nouvelles molécules ; ce qui pourrait expliquer la restauration de son efficacité. Ces données
sont inférieurs aux taux rapportés en Algeérie (2,3%), en Tunisie (6,7%, 2%), et au Maroc (30%)

[305,307,302,314].

L’efficacité de la fosfomycine a été remarquable, puisque cette molécule a été active sur 98,9%
des SARM. Ce taux est supérieur a celui rapporté par Rebiahi et al., a Tlemcen avec une
sensibilité de I’ordre de 93% [7]. Il reste supérieur aux taux observés au Maroc et au
Madagascar, qui ont trouvé respectivement, 94% et 97% [249,314]. En France, entre 1993 et
2009, la sensibilité des souches SARM envers la fosfomycine est augmentée en passant de 66,7

4 94,9% [304].

Le caractere multirésistant des SARM observé dans la présente etude limite le choix des
antibiotiques pour le traitement. Dans les hopitaux, la vancomycine reste l'antibiotique
approprié pour le traitement des infections a SARM. Cependant, la sélection des souches
résistantes aux glycopeptides est une préoccupation, en particulier avec I'isolement de certaines
souches avec une sensibilité réduite a la vancomycine [321]. Compte tenu de cette situation, il

est intéressant de souligner I'importance de l'introduction et la commercialisation d'autres
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molécules actives contre le SARM en Algérie, tels que la daptomycine, I’inézolide, et la

tigécycline [322].
3. Epidémiologie moleculaire

Historiquement, les infections 8 SARM-H ont été causées par des clones diffuses a I'échelle
internationale. Les clones les plus fréquemment rencontrés sont le clone ibérique (ST247-1A),
le clone brésilien (ST239-111A), le clone Hongrois (ST239 -I111), le clone de New York / Japon
(ST5-11), et le clone pédiatrique (ST5-1V) [55]. Trois autres clones doivent étre ajoutés a cette
liste restreinte pour couvrir les pays de I’Europe du nord : EMRSA-15 (ST22-SCCmecl),

EMRSA- 16 (ST36-SCCmecll) et Berlin (ST45-SCCmeclV) [55].

Des travaux antérieures ont démontré que les clones prédominants dans les hépitaux d’Algérie
sont le clone Européen (ST80-SARM-SCCmec IVc) (cencé étre un clone communautaire),
suivi du clone Brésilien / Hongrois (ST239-MRSA-SCCmec I11) [15,305]. En effet, Antri et al.,
ont indiqué que le clone ST80-SCCmec IVc représente actuellement 75 % des isolats de
SARM-H dans I’hépital universitaire d'Alger [15]. Plus récemment, une étude concernant qu’un
service menée dans un des hopitaux d’Annaba a révelé que ce clone européen représenté 13,7%
des isolats de SARM impliqué dans les ulcéres du pied diabétique, cependant, que ces isolats
étaient communautaires ou hospitaliers n'est pas connu [16]. Dans notre étude, le clone ST80
représentait 14,1% de toutes les infections & SARM- H, représentant ainsi son émergence
actuelle comme un agent pathogéne nosocomial dans cette zone géographique. Les autres
isolats de SARM-H ont presque tous été liés au clone Brésilien / Hongrois (ST239, SCCmec
I11, spa t037) (n= 72, 84.70%), une importante lignée de SARM-H qui est également répandu
dans d'autres hépitaux algériens [15]. D'intérét particulier est le fait que, contrairement a

I'hépital universitaire d'Alger ou le clone européen a réussi a dominer les souches de SARM-
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H, notre étude montre que le clone prédominant a Annaba SARM-H ST239 a su résiste jusqu’a

maintenant & I'invasion du SARM-C ST80 au sein du milieu hospitalier.

Malgré que les SARM-C ne sont pas génotypiquement et phénotypiquement liées aux
ancestraux multi-résistants SARM-H, récemment, ils ont commencé a remplacer ces derniers
autrefois pandémiques (CC5, 8, 22, 36, et 45) dans les établissements de soins [6,323]. Depuis
2003, des épidémies nosocomiales causées par des clones de SARM-C ont été progressivement
signalées en Amérique du Nord, en Allemagne, en Israél, en Suisse, en Grece et au Royaume-
Uni [324]. Ces épidémies sont dues a différents clones de SARM-C PVL positifs tels que ST5,
ST22, ST30, ST80 [325,324,152]. Récemment, une épidémie de SARM-C causée par USA300
a été rapportée dans une pouponniere d’un hopital en Italie [326]. Aux Etats-Unis, ou
I'émergence de SARM-C comme une cause d'infections nosocomiales est le plus documentg,
un modéle mathématique déterministe a prédit que le SARM-C deviendra la souche de SARM
dominante dans les hopitaux et les établissements de santé, en raison de la expansion réservoir

de la communautaire de SARM-C et I’augmentation des personne admises a I’hopital [9].

Les infections a SARM-C ont été dominé par cing majeures lignées : ST1-1V (USA400), ST8-
IV (USA300), ST30-IV (Sud-ouest du pacifique), ST59-1V/V (USA1000, Taiwan), et ST80-
IV (le SARM-C européen), chacune étant limitée géographiquement [327]. Commun a toutes
ces lignées, est le fait qu'ils sont généralement sensibles aux non-B-lactamines, abritent les
SCCmec de petites tailles de types IV/V, et portent la PVL [8]. Cependant, comme plusieurs
lignées sont PVL-négative, cette derniere n’est pas considérée comme un marqueur universel

pour SARM-C [328-330].

Le clone européen ST80-1V (alléle 1-3-1-14-11-51-10) a été identifié au début des années 1990
et se trouve aujourd’hui dans toute I'Europe, le Moyen-Orient et Afrique du Nord [15,331,121].

Les SARM-C ont eté associés principalement avec les infections communautaires,
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essentiellement les SSTIs chez les jeunes [8]. Le fait d’avoir dans notre étude 94,7% des isolats
ST80-1V (12 SARM-H et 7 SARM-C) associé aux SSTIs, vient confirmer la notion que ce clone

est principalement associé aux SSTIs dans le milieu hospitalier et/ou communautaire [332].

La résistance a la tétracycline, a la kanamycine, et la sensibilité réduite a I'acide fusidique sont
les caractéristiques historiques du clone européen de SARM-C ST80 en Europe (Otter and
French, 2010). Cependant, prés de la moitié des isolats de SARM-H ST80 (5/12 ; 41,7%) étaient
résistants a la gentamicine et aux fluoroquinolones, comme dans I'étude d’ Alger [15]. Comparé
aux isolats du clone européen en Europe, nous avons détecté une plus grande sensibilité a la
tétracycline (14/19 ; 73,7%). Ces résultats indiquent que le SARM-C est en mesure de
développer ses profils de résistance dans les milieux hospitaliers ou les volumes de
consommation d’antimicrobiens sont plus élevés que dans la communauté. Ce qui est
inquiétant, des modeles informatiques suggerent que l'acquisition de la résistance aux
fluoroguinolones chez le SARM-C peut constituer un avantage sélectif important et prévoient

leur succeés propagation a I'hdpital [333].

A des concentrations élevées, la PVL provoque la lyse de la cellule héte ; cependant, a des
concentrations plus faibles, la PVL prépare les neutrophiles pour libérer des médiateurs
inflammatoires tels que le leucotriéne B4, et IL-8 [334]. Bien que son réle dans la pathogeénicité
reste controversé, de nombreuses études menées sur des souris montrent le role de PVL dans
I’inactivation mitochondriale et I'apoptose ainsi que son association avec certaines maladies
établies telles que la pneumonie nécrosante et les SSTIs [8,36]. Contrairement aux souches
ST80 PVL-négative qui ont été rapporté en Algérie [335], en France et en Suisse [126], toutes
nos souches ST80 étaient PVL-positive. Ceci correspond a ce qui a été trouve dans I’étude de
Anti et al, [15]. Que ces isolats sont nées des souches PVL-positive en raison de la perte du
phage PVL ou représentent les souches ST80 sauvages qui n’avaient pas encore acquis le phage

PVL est quelque chose qui doit étre encore clarifiée.
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Le type le plus commun du gene spa a ce jour détecté dans les isolats de ST80-SARM-
SCCmeclV est le spa t044 (motif de répétition 07 23 12 34 34 33 34) en Europe [126,336], en

Afrique [17,331,337], et en Asie [338-340]. Cette constatation était en ligne avec notre résultat.

Le clone Brésilien / Hongrois est probablement le clone le plus prédominant dans le monde (70
a 80% des souches SARM), causant la majeur partie des infections nosocomiales a SARM. Les
premiers rapports publiés sur les infections & SARM causées par le clone ST239 sont des
épidémies hospitaliéres, de SARM résistants a la gentamicine, en Australie, au Royaume-Uni,
et aux Etats-Unis, qui a commencé a la fin des années 1970 et au début des années 1980 [341-
343]. Les épidémies hospitalieres causées par ST239 sont documentés partout en Europe et en
Amérique du Sud durant les années 1980 et 1990 [344-352] ; et partout en Asie et au Moyen-
Orient durant les années 1990 et 2000 [353-362]. Actuellement, le clone ST239 est une cause
majeure d'infections a SARM dans les hdpitaux asiatiques ; une étude a suggéré que le ST239
représente 90% des infections nosocomiales & SARM en Asie, une région géographique qui
comprend 60% de la population mondiale [58,363]. Il a été rapporté récemment au Royaume-

Uni comme cause d’épidémies de bactériémies liées aux acces vasculaires [364].

Dans notre étude, 84,7% des SARM-H étaient du type ST239-SARM-I111-t037 (incluant t932
qui est un sous-type du t037), ce résultat est supérieur de ce qui a était rapporté en Chine ou
ST239 était le clone dominant avec un pourcentage de 51,5%. Cependant, Cheng et al.,
rapportent la prédominance du spa type t030 et non pas t037 [365]. ST239-SARM-I11-t037
prévalait avant les années 2000 et a ensuite été remplacé par ST239-SARM-I11-T030, qui
continue a étre le clone le plus prédominant [366]. Cheng et al., suggerent que ST239-MRSA-
111-t030 dispose d'une stratégie de survie plus forte que celle du ST239-SAM-I11-t037 pour une
transmission facile dans les hépitaux chinois [365]. En cartographiant le génome de ce dernier,
Harris et.al, ont trouvé que t037 représentait le spa type ancestrale du ST239-SARM-I11 [367].

Nos résultats suggerent que ce type continue d'étre le clone prévalent de SARM en Algérie. Sa
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predominance dans les hopitaux d’Algérie peut étre due a ses propriétés avantageuses par
rapport aux autres clones, comme une meilleure capacité a former les biofilm et une tendance
aacquérir des genes qui lui conferent une résistance a différentes d’agents antimicrobiens [368].
Dans cette étude, le clone ST239 avait différents profil de multirésistance a différents
antibiotiques dont : kanamycine, tobramycine, gentamicine, érythromycine, clindamycine,
ofloxacine, tétracycline, acide fusidique, et trimethoprim-sulfamethoxazole. Ainsi, 75% (n=54)
des souches SARM-ST239 était résistant a I’SXT. Ceci est en accord avec ce qui a été rapporté
en Inde, Indonésie, Singapour, Sri Lanka, Taiwan, et en Gréce [346,359,369], alors que les
souches rapportées en Chine, Viétnam, et la République tcheque étaient des souches sensibles
a I’SXT [359,369,370]. Ces données, combinées a nos résultats actuels suggerent que la

sensibilité des isolats de SARM-ST239 a I’SXT est différente selon le pays d’isolement.

La souche sporadique SARM PVL négative, caractérisé par t005 et ST22 qu’on a isolé dans
notre étude, est liée a I'un des majors clones de SARM circulant dans les hdpitaux au Royaume-
Uni, ou il a été désigné EMRSA-15 [371]. Bien que ce clone, également connu sous le nom de
ST22-1V, abrite la SCCmec de type IV et est rare aux Etats-Unis [117], est maintenant en train
de s’établir dans plusieurs régions du monde [372,373]. Typiquement EMRSA-15 est sensible

a la gentamicine et résistants a I'érythromycine et la ciprofloxacine [372].

Le groupe clonal ST22 comprend les SARM ainsi que les SASM [55], les deux peuvent contenir
les génes de la PVL. En 2005, une souche SARM ST22 PVL-positive a provoqué une grande
épidémie en Baviere (Allemagne) [151]. La souche qu’on a isolée était sensible a la plupart des
agents antimicrobiens non-p-lactamines, y compris I'érythromycine et la ciprofloxacine. Notre
souche était susceptible a tous les non-B-lactamines a I’exception de la fosfomycine résultant

en un profil de sensibilité trés divergent de celui d’EMRSA-15.
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L'émergence des souches ST80-SARM-SCCmeclV PVL+ dans la communauté souléve la
crainte que ces souches aillent migrer dans le milieu hospitalier [374], et en effet, cette étude
fournit la preuve que c’est déja le cas. Jusqu'a présent, les souches de SARM-C ont été sensibles
aux antibiotiques autres que les B-lactamines, permettant des options de traitement alternatives.
Toutefois, dans le milieu hospitalier, il est probable que des souches multirésistantes
émergeront, et I'apparition des isolats du clone européen ST80 résistants a la ciprofloxacine,
I'érythromycine, a I’acide fusidique, et la tétracycline peut représenter la premiere vague de

multirésistance des SARM-C.

En résumé, les souches de SARM-C sont susceptibles de devenir de plus en plus responsables
d’lAS. Le transfert du SARM-C entre I'hopital et la communauté peut entrainer des infections
a SARM plus fréquentes dans la communauté, des infections a SARM plus graves chez les
patients hospitalisés, la propagation du SARM dans des services auparavant épargnées comme
la pédiatrie et I’obstétrique, des infections a SARM plus fréquentes chez les travailleurs de la
santé, et I'émergence de souches multirésistantes de SARM-C. A I'¢re de du SARM-C comme
une cause des IAS, une terminologie future devrait définir le vrai SARM-C sur la base de ces

caractéristiques microbiologiques et moléculaires [12].

L’autre point, est que, contrairement a I'népital d'Alger ou ST80 est le clone prédominant, nous
avons constaté que le principal clone dans I’hépital d’Annaba (86%) était le clone
Brésilien/Hongrois ST239-111. De ce fait, d’autres études devraient étre mises en ceuvre afin
d’expliquer la différence dans I’épidémiologie du SARM-H en Algérie, de comprendre les
raisons de la résistance du clone ST239-111 a I’invasion du clone européen ST80 a Annaba (Est

Algérien).

Ce qui est particulierement intéressant aussi, est I’isolement dans notre étude de la souche

SARM ST22 SCCmec IVc du spa type t005, atypique par sa sensibilité a tous les non [3-
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lactamines a I’exception de la fosfomycine et I’absence de la toxine PVL, alors qu’elle porte la

SCCmec du type IV.

Le fardeau des infections nosocomiales causées par le SARM-C va probablement continuer a
augmenter dans les années a venir, avec un remplacement progressif des lignées historiques du
SARM-H. L'importation continue de souches hautement épidémiques dans un environnement
qui favorise leur propagation peut étre un déterminant significatif de cette tendance [12].
L'étendue du réservoir communautaire du SARM-C reste mal documentée en Algerie, il
incombe donc aux autorités de santé de développer des systemes de surveillance non seulement
qui sont en mesure de suivre la dynamique des clones de SARM en Algérie, mais aussi a fournir
les ressources pour le dépistage des porteurs de SARM. Le personnel hospitalier a la

responsabilité de mettre en ceuvre, de maintenir et de respecter certaines mesures :

> Dispositions relatives a la prescription des antibiotiques :

» Organisation générale de la prescription des antibiotiques a I’hopital nécessitant la
réactualisation du CLIN et de la commission des médicaments ; ainsi que la mise en
disposition de référents a qui on fera appel pour la validation de la prescription de
certains antibiotiques ;

> Listes d’antibiotiques réservés a certaines indications et délivrés sur justification écrite
(comportant des renseignements cliniques et bactériologiques) ;

» Compagne de sensibilisation au bon usage du médicament, a prendre soin de sa sante,
sans antibiotiques.

> Instauration d’une politique stratégique et efficace pour I’amélioration des conditions
d’hygiéne :

» Assurer la formation et sensibilisation de tous les acteurs de la santé : médecins,

microbiologistes, personnels soignants, et hygiénistes ;
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» Des précautions rigoureuses doivent étre entreprises en vue de réduire les risques de
transmission de ces microorganismes, elles doivent étre appliquées a I’ensemble des
patients, quel que soit le statut infectieux, et lors de tous risque de contact avec
n’importe quel produit biologique. 1l est également impératif de procéder a un isolement

systématique des patients a risque dés I’entrée dans un service ;

> Hygiene des mains demeure la premiére ligne de défense. Ce geste doit étre aussi
efficace que redondant moyennant des solutions hydro-alcooliques avant et apres

chaque soin sur un méme patient.

» Promouvoir la recherche en matiére de caractérisation phénotypique et génotypique de
la résistance par la mise a disposition d’équipements de laboratoire et formation du
personnel. Concernant les SARM, créer une base d’enregistrement de données qui

permettra de suivre la circulation des différents clones.

Les hopitaux doivent rester des lieux ou les citoyens peuvent aspirer a des résultats de santé

positifs avec confiance
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Annexes

Annexe 1
Tableau 25 : Les différents prélevements en vue de diagnostic bactériologique recus au sein du laboratoire central de microbiologie de I’hdpital
Dorban.
Echantillon Conteneur Transport Conservation
Plaie, escarre, brdlure, ulcere, Ecouvillonnage, liquide Poudrier, tube stérile ou <2 heures < 24 heures étuve 35-
abcés ouvert/fermé d’aspiration a I’aiguille écouvillon température ambiante 37°C
san Flacon d’hémoculture <2 heures <24 heures étuve 35-
g température ambiante 37°C
< 1 < 5
Liquide céphalo-rachidien Tube stérile = 15 minutes < 2 heures temperature
température ambiante ambiante
< 1 < 5
Cathéter intravasculaire Poudrier stérile = 15 mmutesﬁ <2 heures t.emp crature
température ambiante ambiante
1 o . - <2 heures o
Prélévements respiratoires (AET, LBA, PDP) Poudrier stérile . . < 24 heures 4°C
température ambiante
<
Urines Poudrier stérile < 2 heures < 24 heures 4°C

température ambiante

Liquides de ponction de cavités normalement stériles (pleural,

Poudrier stérile

< 15 minutes

< 24 heures étuve 35-

température ambiante

péricardique, péritonéal, amniotique, articulaire) température ambiante 37°C
Prélévements oculaires (conjonctive, grattage cornéen, pus Ecouvillon/poudrier <2 heures o
i ) - . . <24 heures 4°C
intraoculaire) stérile température ambiante
. . . . <2 heures
Secrétions cervicales et vaginales Ecouvillon - < 24 heures 4°C

NB : la coproculture n’a pas été incluse dans notre étude du fait que S. aureus ne fait pas partie des bactéries recherchées dans cet exmen.
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Annexe 2

1. Coloration de Gram

- Réalisation d’un frottis bactérien ;

- Séchage puis fixation du frottis en passant plusieurs fois la lame a travers la flamme du

bec Bunsen ;

- Coloration par le violet de gentiane ou cristal violet. Laissez agir de 30 secondes a 1
minute (en fonction de la concentration). Cette étape permet de colorer toutes les

bactéries en violet, puis rincer a I'eau déminéralisée ;

- Mordancage au lugol : étalez le lugol et laissez agir 20sec. Cette étape permet de

stabiliser la coloration violette, rincez a I'eau déminéralisée ;

- Décoloration a I’alcool : verser goutte a goutte l'alcool sur la lame inclinée
obliqguement. Surveiller la décoloration (5 a 10 secondes). Le filet doit étre clair a la fin
de la décoloration. Rincer sous un filet d'eau déminéralisée. L'alcool a travers la paroi
et décolore le cytoplasme des bactéries qui seront dites : Gram négatives (La coloration
au violet de Gentiane disparait). Si I'alcool ne traverse pas la paroi, on est en présence

de bactéries dites Gram positives ;

- Contre coloration avec de la fuchsine: laisser agir de 30 secondes a 1 minute. Laver
doucement a I'eau déminéralisée. Sécher la lame en utilisant un papier buvard. Les

bactéries Gram — seront colorées en rose.

- Observez avec une goutte d'huile a immersion objectif 100 (grossissement x1000), avec

un éclairage important (diaphragme ouvert).
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2. Coloration au bleu de méthyléne

Réaliser un frottis et le fixer ;

Recouvrir le frottis avec du bleu de méthylene et laisser agir 10 min ;

Rincer a I'eau déminéralisée ;

Sécher la lame en utilisant du papier buvard ;

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

important (diaphragme ouvert) ;

3. Test de la catalase

Sur une lame propre et seche déposer une goutte d’eau oxygenée a 10 volumes ;

A I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, ajouter 2-3 colonies identiques ;

Observer immédiatement ;

L apparition de bulles, dégagement gazeux de dioxygene : catalase + ;

Pas de bulles : catalase —

4. Test de la coagulase libre

Ensemencer le plasma de lapin oxalté contenu dans un tube a hémolyse avec quelques
gouttes d’une suspension de la souche a tester ;

Apreés agitation ; placer le tube a hémolyse au bain-marie a 37°C ou a I’étuve a 37°C ;

Observer a partir de 30 min et jusqu’a 24 heures ;

Il est recommandé dinclure un témoin négatif, par exemple Staphylococcus

epidermidis, ainsi qu'un témoin positif, par exemple S. aureus ;
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Une prise en masse du contenu du tube (coagulation du plasma)—> souche coagualse +,

orientation vers S. aureus ;

Dans le cas ou le plasma reste liquid (pas de coagulation) > souche coagulase -,

orientation vers SCN.

5. Test de la DNase

Ensemencer la gélose de test DNase par spot de 3a 5 mm a I’aide de I’anse de platine

chargée de la souche a tester ;

Il est possible d'ensemencer jusqu'a 6 a 8 souches sur une méme boite de Pétri ;

Il est recommandé d'inclure un témoin négatif, par exemple Staphylococcus

epidermidis, ainsi qu'un témoin positif, par exemple S. aureus ;

Incuber les boites de Pétri en conditions aérobies pendant 18 a 24 h entre 35 et 37 °C;

Apres incubation, recouvrir les boites de Pétri avec une quantité suffisante de solution
d'acide chlorhydrique (HCI). Attendre 2 min afin de permettre a I'acide de pénétrer

toute la surface du milieu ;

L’apparition de zones claires d'ADN dépolymérisé entourant les spots = souche

DNase +, orientation vers S. aureus

Les colonies des souches négatives a la DNase ne présentent pas de zones plus claires

en périphérie des colonies - souches DNase -, orientation vers SCN.

6. Test d’agglutination (Staphaurex)

Déposer une goutte de réactif 1 (test latex) dans un des ronds ;

Prélever quelques colonies & I’aide d’un batonnet en bois ;
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Mélanger au réactif en utilisant toute la surface du rond ;
Mélanger doucement en inclinant le carton ;

Le test est positif en cas d’observation d’une agglutination en 40 secondes ou moins -

S. aureus ;

En cas de positivité, faire le contrdle négatif avec le réactif 2 (contrdle latex) selon le

méme mode opératoire.

863 345 T o
Absence d’agglutination Présence d’une agglutination en moins de
=> Test négatif 40 s =>» Test positif

Identification de S. aureus

Figure 34 : Test d'agglutination (Staphaurex).

7. Galerie APl 20 STAPH

a- Technique

Reéunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau distillée
dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide ;

Une suspension bactérienne d’opacité égale a 0.5 McFarland est préparée avec une
ampoule d’API Staph Medium a partir d’une culture pure de 18 heures sur gelose
Columbia au sang ;

A l’aide d’une pipette, remplir les tubes de la galerie avec APl Staph Medium

ensemencé. Ne remplir que les tubes et non les cupules, sans dépasse le niveau du tube ;
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Créer une anaérobiose dans les tests ADH et URE en remplissant leur cupule d’huile de
paraffine pour former un ménisque convexe ;

Renfermer la boite d’incubation et incuber a 37°C pendant 18-24h.

b- Lecture et interprétation

Apreés incubation, lire les réactions conformément au Tableau de Lecture (voir annexe)
en ajoutant 1 goutte de chacun des réactifs suivants :

Test VP : VP 1let VP 2

Attendre 10 minutes. Une couleur rose franche ou violette indique une réaction
positive. Une couleur rose pale ou rose claire obtenue apres 10 minutes doit étre
considérée négative.

Test NIT : NIT Let NIT 2

Attendre 10 minutes. Une coloration rouge indique une réaction positive.

Test PAL : ZYM Aet ZYM B

Attendre 10 minutes. Une coloration violette indique une réaction positive.
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Annexe 3

1. Antibiogramme

- A partir d’une culture pure de 18h sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une anse de

platine 2-3 colonies bien isolées et parfaitement identiques ;

- Décharger I’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9% ;

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0.5

Mc Farland ;

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et I’essorer en le pressant

sur la paroi interne du tube afin de décharger au maximum ;

- Ensemencer la totalité de la surface gélosée (Gélose Mueller Hinton), seche, de haut en

bas, en stries serrées ;

- Répéter I’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant I’écouvillon

sur la périphérie de la gélose ;

- Six disques sont appliqués par boite en utilisant un distributeur automatique, ils sont

espacés de 24 mm, centre a centre, (mettre I’érythromycine a coté de la clindamycine) ;

- Apres incubation de 18 a 24h a 37°C, lire les diametres des zones d’inhibition au

millimétre prés grace a un pied a coulisse.

- Les résultats sont comparés aux valeurs critiques figurant sur la table de lecture, ensuite
la souche est classée dans I’une des catégories : sensible, intermediaire ou resistante

(Tableau 26).
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- La souche de control de qualité est S. aureus ATCC 25923 traitée dans les mémes
conditions que la souche a tester. Ce contréle valide le résultat du test et permet de

contréler les disques d’antibiotiques et la qualité du milieu Mueller-Hinton

Tableau 26 : Valeurs critiques des diametres des zones d’inhibition pour S. aureus

Diametres critiques (mm)

Antibiotiques Charge du disque
S R

Pénicilline G 6 ug (10 UI) >29 <28
Oxacilline 5 Hg >20 <20
Céfoxitine 30 ug >27 <25
Kanamycine 30 Ul >17 <15
Gentamicine 15 ug (10 UI) >20 <20
Tobramycine 10 pg >20 <20
Erythromycine 15 Ul >22 <19
Clindamycine 2 Ul >21 <14
Pristinamycine 15 pg >22 <19
Ofloxacine 5 Hg >22 <22
Tétracycline 30 Ul >23 <21
Rifampicine 30 pug >29 <24
Fosfomycine 50 pg > 14 <14
Acide fusidique 10 ug >24 <24

Teicoplanine 30 ug >17

Vancomycine 30 ug >17
Cotrimoxazole 1,25 + 23,75 ug >16 <13
Nitrofuranes 300 pg >15 <15
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Annexe 4

1. Préparation de dNTP et d’amorces

1.1. dNTP
On a 4 ANTP (ATP, GTP, CTP et GTP) a une concentration de 100 mM chacun soit 10

pmol/100 pl.
Soit:

- dATP (10 pmol/100 pl)
-dGTP (10 umol/100 pl)
-dCTP (10 pmol/100 pl)

-dTTP (10 pmol/100 pl)

Nous voulons un Mix de dNTP a 4 mM final chacun.

[C]initiale |—— CiVi=VfxCf — [C]finale

Volume initial{ Volume final

100 mM x Vi = 4 mM x 100 pl

> (4x100)/100=4pl
On prend donc :

4 pl de dATP (100 mM)
4 ul de dCTP (100 mM)
4 ul de dTTP (100 mM)
4 ul de dGTP (100 mM)

On ajoute 84 ul d’eau de BM pour avoir un volume final de 100 pl.
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1.2. Amorces

Pour obtenir des amorces a 20 pmol/ul, a partir d’amorce a 100 pmol/ul.

Ci x Vi = Cf x Vf
100 pmol/ul x X =20 pmol/ul x 100
Vi = (20 pmol x 100 pl) / 100 pmol = 20 pl
Vi =20 pla100 pmol/ul

On préléve donc :

- 20 pl d’amorce a 100 pmol/ul
- 80 pl d’eau de BM
Pour obtenir 100 pl d’amorce a 20 pmol/ul

Annexes
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Annexe 5

1. Séparation en répétition SPA (Microsoft word)

GCACCAAAA
GAGGAAGACAACAACAAACCTGGT
AAAGAAGACGGCAACAAACCTGGC
AAAGAAGACAACAACAAGCCTGGC
AAAGAAGACGGCAACAAACCTGGT
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGT
AAAGAAGATGGCAACAAGCCTGGC
AAAGAAGACAACAACAAACCTGGT
AAAGAAGACGGCAACGGAGTACAT
GTCGTTAAACCTGGTGATACAGTAAAT-----mnmmnmeen

CAAACGATGCTCAAGCACCAAAA
GAGGAAGACAATAACAAGCCTGGC
AAAGAAGACAACAACAAGCCTGGC
AAAGAAGACAACAACAAGCCTGGT
AAAGAAGACAACAACAAGCCTGGC
AAAGAAGACGGCAACAAGCCTGGT
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGT
AAAGAAGACGGCAACAAGCCTGGC
AAAGAAGATGGCAACAAACCTGGT
AAAGAAGATGGTAACGGAGTACAT
GTCGTTAAACCTGGTGATACAGTAAATGACATTGCAAAAGCA

AAACGATGCTCAAGCACCAAAA
GAGGAAGACAATAACAAGCCTGGC
AAAGAAGACAATAACAAGCCTGGC
AAAGAAGACAACAACAAGCCTGGT
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGT
AAAGAAGATGGCAACAAGCCTGGT
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGT
AAAGAAGATGGCAACAAGCCTGGT
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGT
AAAGAAGACGGCAACAAGCCTGGC
AAAGAAGATGGCAACAAACCTGGT
AAAGAAGATGGTAACGGAGTACATGTCGTTAAACCTGGTGATACAGTAAATGAC
ATTGAAAAGCA
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2. Excel séguence type spa onglet 1

fro1

GAGGAAGACAACAACAAGCCTAGC

r02

AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGC

r03 GAGGAAGACAATAACAAACCTGGT
r04 GAGGAAGACAATAACAAGCCTGGT
r05 AAAGAAGACAACAAAAAGCCTGGC
r06 AAAGAAGACGGCAAAAAACCTGGC
107 GAGGAAGACAACAACAAACCTGGT
r08 GAGGAAGACAACAACAAGCCTGGT
r09 GAGGAAGACGGCAACAAACCTGGT
r10 AAAGAAGACAATAACAAGCCTGGT
r100 AAAGAAGACAACAAAAAACCTGAC
r101 AAATAAGACAACAACAAGCCTGGT
r102 AAAGAAGACAACAACAAACCTGAT
r103 AAAGAAGACGGCAACAAACCTGGG
1104 AAAGAAGGCGGCAACAAACCTGGT
r105 AAAGAAGATAACAAAAAACCTGGT
r106 GAGCAAGACAACAACAAGCCTGGT
r107 AAAGAAGACGGCAACAAACCTGAC
r108 AAAAAAGACAACAACAAACCTGGT
r109 AAAGAAGACGGCAACAAACCTAGC
rll GAGGAAGACAATAACAAGCCTGGC
r110 AAAGAAGACGACAACAAGCCTGGT
rlll AAAGAAGATGGCAACAAACTTGGT
rl12 AAAGAAGATGGAAACAAGCCTGGC
r113 AAAGAAGACAACAAAAAACCCGGT
r114 AAAGAAGACGGTAACAAACCTGGC
r115 AAAGAAGACAACAAAAAGCCTACC
r116 AAATAAGACAATAACAAGCCTGGC
r117 AAAGAAGATGGTAACAAGCCTGGT
rl18 AAAGAAGACGTCAACAAGCCTGGT
rl19 AAATAAGACGGCAACAAGCCTGGT
r12 AAAGAAGACAACAACAAGCCTGGT
r120 AAAGAAGACAACAAAAAACCTGAT
r121 GAGGAAGACAACAAGCCTGGT

r122 GAGGAAGACAACAAAAAACCTGGA
r123 GAGGAAGACAACAACAATCCTGGC
r124 GAGGAAGGCAACAAAAAACCTGGT
r125 GAGGAAGACGGCAACAAACCTGGC
r126 GAGGAAGACAACAAAAAGCCTAGC
r127 AAAGAAGACAACAAAAAACCTGTC
r128 AAAGAAGACAACAACAAGCCTAGT
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3. Excel séguence spa onglet 2

t1008
L1568
L2077 R
190

504

t5271
1876
1877
1878
1679
1636
t163T
1538
1596
L1638
L1680
t1682
1697
11540
11641
11642
11643
11544
11645
1646
11647
11648
1649
LiEsd
11651
t1652
t1653
116554
116855
11665
1687
11568
11559
11660
1661
1662
L1663
L1664
11665
L1666
L1667
L1658
L1655
1670
1571
11572
1673
1574
t1875
t1883
1584

08-16-34-13-17-34

26-17-20-16
04-13-21-12-17-20-17-12-17-17
11-17-34-24-34-22-25
11-17-34-24-34-22-25-75
11-17-34-24-34-22-25-25
15-12-18-02-16-02-25-17-24-24-24-17
11-19-12-12-17-34-24-34-22-25
11-19-12-21-17-34-24-02-22-25
26-23-68-34-17-20-17-12-17-16
14-44-13-12-1717-A7-17-17-17-23-18
14-44-13-12-18
14-54-44-13-12-17-17-17-17-23-18
124-22-34-17-20-17-12-17-16
07-18-34-12-12-23-02-12-23
12147171717
08-02-16-13-17-81-16-81
35-43-34-18-16-02-17-15

OB-02-12-23
15-12-18-02-16-02-25-16-17-24
15-16-02-25-17-24-24
04-g4.54-31-12-16-34-16-12-33-34
08-13-156-34
08-12-18-02-43-34-1616-02-17-16
09-20-18-34-13-17-34-16-34
08-13-18-34-16-34
26-23-28-17-25-17-25-28
15-12-16-02-16-02-25-25-17-24
15-12-16-16-02-18-02-25-17-25
0&-18-02-43-34-16-02-17-18
04-44-44-33-31-12-16-34-16-12-25-22-34
15-12-12-16-02-18-02-25-17
15-12-16-02-18-02-25-17-17-24-24
08-16-02-43-34-16-16-02-17-16
04-21-21-12-41-20-17-12-12-12-17
15-16-02-15-02-25-26-17-24-24
15-12-16-02-16-02-25-25-17-24-24-24
O7-16-12-23-02-02-34
15-12-16=16-16-16-16-02-16-02-25-17-24
04-21-12-41-20-12-12-12-12-17
15-25-17-24-24

08-15-20-13-34
04-33-31-12-16-16-12-33-34
26-23-13-23-3117-17-25-16-28
08-16-02-83-34-13-17-34-83-34
15-34-02-16-02-25-17-24
08-15-24-13-34-13-17-34
08-16-34-02-423-13-16-16-02-17-18
04-44-33-531-12-16-34-12-33-24
04-24-12-41-20-17-12-12-12-1247
15-12-16-02-18-16-02-18-02-25-17-24-24
26-22-17-21-34-34-22-34
15-12-16-02-25-34-24-17
15-21-12-16-02-16-02-25-17-24-24-24
26-17-13-17-20-17-12-17-16
11-12-21-17-34-17
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Abstract

Aims: The aim of the present study was to evaluate the antibiotic susceptibility and to study the
molecular profile of hospital MRSA (HA-MRSA) in the University Hospital of Annaba (eastern
Algeria), and therefore to assess whether an in-hospital spread of the European community-
acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus (CA-MRSA) clone was on-going in

Annaba.

Material & Methods: A total of 148 non-duplicated strains of S. aureus were collected
between February and October 2010, from different pathology samples. Identification of strains
was done by conventional methods and confirmed by using Maldi-tof . Antibiotic susceptibility
testing was determined on Muller-Hinton agar plates using the disk diffusion method.
Molecular characterization of MRSA strains was studied using a variety of molecular methods
including spa typing, MLST, SCCmec typing. The detection of Panton Valentine leucocidin

genes was also performed.

Results: Our study revealed a very low healthcare-associated MRSA infections incidence rate
of 0.34 per 1000 patient-days. However, the proportions of HCA-MRSA strains (85/119) and
CA-MRSA (7/29) among S. aureus strains reached an alarming level. All CA-MRSA strains
and 14.1% (n=12) of HCA-MRSA were found associated with ST80 clone. Skin and soft tissue
infections were found to be the most common infection (83.7%) caused by MRSA, 63 % were
Diabetes related SSTIs.

Conclusion: We found that unlike Algiers’s hospital where ST80 is the predominant clone, the
major clone in Annaba’s hospital (86%) was the Hungarian/Brazilian clone MRSA ST239-I11.
Moreover, the onset of ST-80 clone as a cause of HCA-MRSA infections, thus confirming the
emerging role of CA-MRSA as HCA pathogens in Maghreb.

Key words: Hospital outbreak; methicillin-resistant Staphylococcus aureus; molecular typing;

skin and soft tissue infections; ST80-1VV



Résumé

Obijectifs : Cette étude consiste a évaluer la sensibilité aux antibiotiques, et a étudier le profil
moléculaire du SARM hospitalier (SARM-H) dans le CHU d’ Annaba (Est Algérien), ainsi que
d’évaluer si une propagation du clone Européen ST-80 de SARM d’origine communautaire

(SARM-C) était en cours en milieu hospitalier.

Matériel et méthodes : Dans ce but, 148 souches non-dupliquées de S. aureus ont été isolées
a partir de différents échantillons pathologiques entre Février et Octobre 2010 dans le CHU
d’Annaba. L’identification des souches a été faite par les tests classiques et a été confirmé en
utilisant le MALDI-TOF. La sensibilité aux antibiotiques a été déterminée en utilisant la
méthode de diffusion en milieu gélosé Mueller-Hinton. La caractérisation moléculaire des
souches de SARM a été étudiée en utilisant une variété de méthodes moléculaires : typage spa,

MLST, SCCmec, ainsi que la détection des génes codant la leucocidine de Panton Valentine.

Résultats : Notre étude a révélé un trés faible taux d’incidence des infections liées aux SARM
hospitaliers (SARM-H) de 0,34 pour 1000 patients-jours. Neanmoins, les proportions de
souches SARM-H (85/119) et SARM-C (7/29) parmi les souches de S. aureus sont plus élevées
que celles trouvées en France. Toutes les souches de SARM-C et 14,1% (n = 12) de SARM-H
ont été trouvées associées au clone ST-80. Les infections de peau et des tissus mous ont été
trouvées étant l'infection la plus fréquente (83,7%) causée par le SARM, 63% était liees au
diabéte.

Conclusion : Contrairement a I'hdpital d'Alger ou ST80 est le clone prédominant, le principal
clone dans I’hépital d’Annaba (86%) était le clone Hongrois/Brésilien ST239-11l. Aussi,
I'apparition du clone ST-80 comme cause d'infections liées aux SARM-H, confirme le role

émergent de CA-MRSA comme un pathogene hospitalier au Maghreb.

Mots-clefs : Epidémie nosocomiale ; Staphylococcus aureus resistant a la méticilline ; typage

moléculaire ; infections de la peau et des tissus mous; ST80-1V
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