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INTRODUCTION

Les antibiotiques sont utilisés dans teelaontre les infections bactériennes
depuis la découverte de pénicilline en 1922 esldimmides en 1935.

Les nouvelles molécules sont d’abor utilisée enionéel puis leur emploi est
étendu a la médecine vétérinaire.

L'utilisation de ces antibiotiques s’accompagn@étuctablement de
I'apparition de résistance acquise par les soudtesgyine humaine ou animale rodant
I'efficacité des thérapeutiques plus aléatoires.

Pour évalue le degré de résistance d’'une bacthffiérents testes de sensibilité
ont été mise en point par test de I'antibiogramme.

L’objectif de cette étude est de faire : un état lteux de niveau de résistance
de S-aureus dans le cas de mammite chez vachesekit



Chapitre X

Purification et
I’identification
de s- aureus



Chapitre I : Purification et identification de S-aureus

|- CARACTERES BACTERIOLOGIQUES :
I.1-CARACTERES CULTURAUX :

Dans les milieux liquides, on observe dagues isolées en diplocoques <<4>> et en tresepurt

chainettes ne dépasse pas 4 bactéries. (Frots} fra
(BAURIAND-R e, 1979)
|.1.1- EN GELOSE NUTRITIVE :

Les staphylocoques aureus forment des msa@rrondies a bord régulier, bombés, luisantes et

pigmentes en 24h, peuvent présentés une colomti@sjaune or « STAPH doré ».

(BAURIAND-R etl, 1979)
| .1.2- EN GELOSE AU SANG :

Les colonies donnent une grande zone d’hémolysst tun des meilleures milieux pour la culture des

staph (aureus ou blanc ou les deux).
[.1.3- EN BOUILLON NUTRITIVE
On observe en 24h un trouble uniforme enhdant puis un dépdt et un viol pelliculaire erfate.
(BAURIAND-R et al, 1979)
[.1.4- MILIEU DE CHAPMAN :
Les colonies s’encoure d’'une enroule jaavex un échat métallique (hydrolyse du mannitol).
(BAURIAND-R etla1979)
[.2- EXAMEN MACROSCOPIQUE :
Les colonies sont caractérisées par lsped, leur forme, leur contour, leur couleur at lkurface.

Les colonies de S .aureus : sont le n&@sg|par le pigment doré caractéristique est ptesse au

centre de la colonie.

(BAURIAND-R et al,979)

ANTIBIORESISTANCE DE STAPH-AUREUS Page 1



Chapitre I : Purification et identification de S-aureus

[.3- EXAMEN MICROSCOPIQUE :

L’étude de la morphologie cellulaire debhctérie et son made d’association ont été égafiar une
coloration au bleu de méthyléne.

Cet examen a été suivi d'une coloratierGdam qui est différentielle ; pour donner unesider le

type de la paroi Gram positive Gram négative.

A I'observation microscopigque on voit amas caractéristique de STAPHYLOCOCCUS aureus qui

ressemble a une petite grappe de raisin, il egistsi des COCCI isolées et en paires.
(R.J.OLDS, 1979)
Il -CARACTERES BIOCHIMIQUES : Identification biochimique de la souche

I.1- APl SYSTEME 20 E (OU L’API STAPH) :

L’API STAPH est un systeme standardigérp’identification des genres STAPHYLOCOCCUS,
MICROCOCCUS ; et KOCURIA ; comprenant des testghimiques miniaturisés ainsi qu’'une base de

donnée.

La galerie APl STAPH comporte 20 mgtabes contenant des substrats déshydratéesicles m
tubes sont inoculés avec une suspension bacténiéaliwée dans APl STAPH medium qui reconstitue les

tests.

Les réactions produites pendant teogé d’incubation se traduisent par des viragésrée

spontanés ou revélés par I'addition de réactifs.

La lecture de ces réactions seafidide du tableau de lecture et I'identificatiest obtenue a

I'aide du catalogue analytique ou d’un logicield#ntification.
(BIOMERIEUX-2002)
[I.2- TEST DE CATALASE :

Le test de catalase est realisé¢gaut d’une goutte d’H20 a une colonie, et I'apiian d’'une

bulle montrant que la bactérie est catalase pasithégatif.
Des bulles gazeuses se forment alors de cas dAFHRLACOCCUS AUREUS.

RERSAY, A, 1984)
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Chapitre I : Purification et identification de S-aureus

[I.3-TEST DE CITRATE :

A partir d'une suspension bactériedaé&STAPHYLOCACCUS AUREUS, I'ensemencement est
réalisé dans un tube contenant un milieu gélodiééappelle : « citrate de Simmons » puis l'indidraa
«37°c pendant 18 a 24 'heure.

RERSAY, A, 1984)
II.4-TEST DE H,Ss.

L’ensemencent de la bactérie sedains un tube qui contient un milieu THREE SHUGESNR-
(T .S .T), et l'incubation est a 37°c pendant IBldeures ; I'apparition de couleur noir est léusa

d’hydrogéne, ainsi que le dégagement duacpartir de la fermentation de glucose.

RERSAY, A, 1984)
[l 5-TEST DE TOLERANCE A 7,5 % DU NA CL :

Ce test réalisé en deux conditionkdwrilture :

En aérobiose par 'ensemencement tadeerie dans une boite de pétrie contenant leuntle

Chapman et incubation a 37°c pendant 18 a 24 seure

En aérobiose par 'ensemencement Badérie dans un tube contenant aussi le milieu de

Chapman ; et les méme conditions d’incubaton.

Le virage de couleur range du milieGlh@pman au jaune traduit que le STAPHYLACACCUS
AUREUS a utilisé le mannitol comme une source abarge par voie oxydative et fermentation.

(Boissonnat. B et al ,1984)
Il .6-TEST DE MANNITOL MOBILITE :

Un tube de mannitol a été repiqué pouttnmen évidence la mobilité bactérienne ; et ical37°c

pendant 18 a 24 heures.

La mobilité bactérienne se traduit pgor@sence au I'absence d’une culture a proximité géqure

centrale montrait la mobilité ou I'immobilité bagenne.

(Boissonnat. B et al ,1984)

ANTIBIORESISTANCE DE STAPH-AUREUS Page 3



Chapitre I : Purification et identification de S-aureus

I1.7-RECHERCHE DE TYPE D’HEMOLYSINE :

Pour mettre en évidence le type d’hémolysimee gélose au sang humain préparée par I'djpgang
humain a la gélose nutritive a été ensemencéan@asuspension bactrienne agée de 24 Henares ;

I'ensemble est mis dans une étuve 37 pendant 24 H

(Boissonnat. B et al ,1984)
lll -POUVOIR PATHOGENE :

[11.1-LA RENCONTRE

La Stoph partagent le méme enviramer@ que I’'homme-ils vivent sur lui et sur viventr des
surfaces m’animeée telles que la literie ; les vé&tets ; les poignets de portes ; etc...... L’homméeest
principal réservoir de S- aureus- Ces germes csgomifrequemment le nez et on les trouve chezamvi
30% des individués normaux- il peut également colaris@eau de fagcon transitaire ; I'oropharynxest |
selles- ils sont sien équipés pour colonisgelau. Car il peut pousser a des Con Centratieve®lde

sels et lipides.

*Saprophyte ubiquitaire : sol ; air ; eau ; peaussie

*Commensal de la peau et des muqueuses (hommesaiedi

*Sites anatomiques : fosses nasales ; aissellesnégé

*Tres abondant dans la flore résidente et tres adafhomme.

eInfection endogéne on infection nosocomiale mantgpo

(Marc Victor Assour — 1999)

11.2-CONTAGIOSITE ET MODE DE TRANSMISSION :

Les staphylococcies diffusent d’'unespae a l'autre, en général par l'inter une dee contacts
manuels ; les peuvent également diffuser a trdesraérosols émis par les patients atteints de
pneumopathie. Les nouveaux nés sont contaminésigp@mps apres leur naissance, par les persqones

sont dans leurs entourages immédiats.

(Marc Victor Assour — 1999)
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Chapitre I : Purification et identification de S-aureus

[11.2.1-TRANSMISSION DIRECT :

A partir de Iésion ouvertes on d’umgie portage a symptomatique chez le sujet sowrite a

inoculation des fosses nasales.

En milieu hospitalises, I'auto infegatintervient peu ; contrairement a ce qui se as®c les

entérobactéries. La transmission est essentiellemanu portée par le personnel soignant.
(Marc Victor Assour — 1999)
[11.2.2-TRANSMISSION INDIRECT :

Par voie aérienne (sécrétion de la sp&RL) par les objets souillés aussi que les iakkctions

alimentaires collectives (T. I.LA.C).

Les spaths aureus, ainsi que la pluestbactéries ne perpétrent pas habituellement artsssus
profonds a moins que la peau et les membranes msgsi@'aient été end nagées on coupées-Cela peut
survenir Lore de brulures ; de blessures accidestgbe la création, de morsure d’insectes, d’'une
intervention chirurgicale, ou de maladie de peamitives ; une plaie, méme minime, une excoriatien,

point de pénétration d’'un cathéter soute des pditedrée potentielles.

(Marc Victor Assour — 1999)
1.3-FACTEURS DE VIRULENCE :
[11.3.1- CONSTITUANTS DE LA PAROI :

Peptidoglycane ; acides techniques- cykinflammatoires ; 'acide tectonique polyméreitgol
et de Glycéro phosphates, qui semble aussi imptigné 'activation de couplement, et peut étre dans

d’adhésion de ces germes aux cellules muqueuses. (Marc Victor Assour 1999)
[1.3.1.1- CAPSULE :

Qui empéché la phagocytose mais probablenanayec la méme efficacité que chez les pneumesoqu

et les méningocoques.

(Marc Victor Assour — 1999)
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Chapitre I : Purification et identification de S-aureus

111.3.1.2- MURINE :

Composant de la paroi de S-aureus activeuplement par la voie alterne, contribuent ainsi Béponse
inflammatoire. En ce sens ; la muréne staphylocpeciessemble a I'endotoxine des bactéries gram

négatif.
(Marc Victor Assour — 1999)
[l .3.1.3- LA PROTEINE A :

Est ainsi un composant de la paroi de Stsuréa une propriété assez inattendue qui egtisarm non
spécifiqgue au fragment FC de presque tous lesstgilg G. Cela empéche les immunoglobulines de
fonctionnes en tout qu’anticorps contre les gerareshisseurs puis que leur partie Fab, normalement

impliqué dans la liaison antigéne — anticorps |ott€ » librement manitentenant a la surface @eséies.
(Marc Victor Assour — 1999)

11.3.2- LES ENZYMES :
[11.3.2.1- COAGULASSE .

Provoque la prise en masse du plasmanilextit le fibrinogene en fibrine, ce qui contribue
probablement a empéchée la phagocytose des gdesmdsucocytes ayant une mauvaise pénétration a

I'intérieur des caillots de fibrine.
(Marc Victor Assour — 1999)
111.3.2.2- CATALASE :

Diminue probablement I'action destructriless phagocytes. Par transformation de peroxyde
d’hydrogéne en eau et pourrait contribuer I'acti@s tractive des polynucléaires neutrophiles quilpisent

des radicaux libéres d’oxygene. (Marc Victor Assour — 1999)

[11.3.2.3- HYALURONIDASE :

Qui hydrolyse la matrice du Tissa conjonctif favorise peut étre la diffusion le long desnglae

clivage tissulaire. (Marc Victor Assour — 1999
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Chapitre I : Purification et identification de S-aureus

[11.3.2.4- LA B- LACTAMES :

A un réle plus clair ; c’est une puissamtyame qui hydrolyse les pénicillines ; on la troebhez 90 %
des souches de S. aureus et elle est responsdbl®dsistance a la pénicilline de genre de cettgree est
porté par un plasmide qui peut étre facilementstiéné. Ce qui probablement a contribué a la difiusi

rapide de cette Resistance parmi les staphylocoques
En plus de ces enzymes ; il ya aussi : BdAgélatinasse ; lipase.
(Marc Victor Assour — 1999)
[11.3.1- LES TOXINES :
1.3.1.1- CYTOLYSINES :
a- STAPHYLOLYSIUE (HEMOLYSINE) :
Qui pourraient contribuer a rendre le fispdnible pour les micro-organismes, en lysanhfanaties.

(Marc Victor Assour — 1999)
b- LEUCOCIDIVE (PANTOUM ET VALENTINE)

Entraine la formation de pores dans la raib des polynucléaires neutrophiles et elle est

probablement responsable de leur destruction.

(Marc Victor Assour — 1999)

[11.3.1.2- LES ENTEROTOXINES :

a- LES ENTEROTOXINE B :

L’enter toxine B produit une intox cale iéalataire, cette toxine garde son activité mémesaavoir
bouilli durant 30 minutes et résiste aux enzymebedéomac et de jéjunum.

Ces toxines agissent directement sur lesptéars neuronaux de systeme gastro-intestimadduisant

aussi a une stimulation des centres du cerveaonsaple de vomi sage et de diarrhée.

Vit bien dans les produits lais brefs. Daasas ci c’est la toxine qui est don genreus®ieta
bactérie. (Marc Victor Assour — 1999)
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b- LES ALPHA-TOXINES :

Cette toxine cause la lyse des érythrocygles leucocytes et des plaquettes agées ei@imslans la
double couche de PHOSPHOGLY CEROLIPIDES de la brane cellulaire ; formant aussi des pores
(trous) transmembranaire qui laissent sortir tassttuants vitaux de la cellule. (Mort de la ckdjwn peu
comme le complément a long terme et & grande échedicrose des tissus)

(Marc Victor Assour — 1999)
[11.3.1.3-TSST-1(TOXINE RESPONSABLE DU CHOC TOXINE) :
Cette toxine ressemble un peu a I'actiofiadgha-toxine mais est plus virulente
a-CHOC :

Dilatation des vaisseaux qui entrainent lb@isse de pression et un manque du Sang dangjéses
vitaux. Agit au ci de la membrane mais agit commeuwper antigene qui déclenche les mécanismes de

'immunité.
(Marc Victor Assour — 1999)
b- SUPER ANTIGENE :

Capable d'attachez directement ensemblergptexe majeur d’histocompatibilité (C M H) du
macrophage et le récepteur de lymphocyte en demteard’extérieure du complexe.

Il en résulte une stimulation massive dééys immunitaire puisque ce n’est plus le macropag
contrle la présentation des antigénes. Cette Koo entraine une libération phénoménale dekiyes

qui font délatte les vaisseaux partout (baisse dtigue de la tension artérielle).

Le syndrome du choc toxique peut étre €gas le porté prolongé d’'un tampon chez les femmass

peut aussi frapper n’in port quel porteur de lacbeude S-aureus pouvant produire la toxine TSST-1

(Marc Victor Assour — 1999)
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[11.4- LES INFECTIONS STAPHYLOCOQUES:

l11.4.1- LES INFECTIONS CAUSEES PAR LES STAPHYLOCOQUES LUI MEME :
[11.4.1.1- INFECTION DE LA PEAU ET DES TISSUS MOUS :

a- FURONCLES (GROS BOUTON) :

Couramment appelé «clou» emplis de pus.dstrdction des cellules de I'organisme entraine la

formation de pus (Saures est le type méme du gpyogene).

Staphylococcies cutanée-muqueuses : ce soptus fréquentes : les infections des plaises

traumatiques et chirurgicales.
(J.L.F : sthylocoques- 2007)
b- IMPETIGO :
Infection de la peau caractérisé par decutess dont le contenu forme des criates jaunatres
(J.L.F : staphylocoques- 2007)

c- LA BACTERIEMIES A STAPHYLOCOQUE

Ce soute les bactéries les plus fréquentés (ésditéviations) le point d’enté est souvent céitamais
il peut étre G R L, dentaire, vinaire ou intériefles peuvent étre aligné ou subaiglie et entrainer

endocardite infectieuse.
(J.L.F : sthylocoques- 2007)

[11.4.1.3- ENDOCARDITES :

Se produit surtout chez des patients déjadesl dont le systéeme immunitaire est affaibli.

(J.L.Ftaphylocoques- 2007)

ANTIBIORESISTANCE DE STAPH-AUREUS Page 9



Chapitre I : Purification et identification de S-aureus

[11.4.1.4- MUSCLES ET SQUELETTE :

a-OSTEOMYELITE ET MYOSITES INFECTIEUSE :

Se produit surtout chez des patients déjéadea, dont le systeme immunitaire est affaibli.

Inflammation de I'OS et de la moelle Osseuse statticulations (artérites).
(J.L.Ftaphylocoques- 2007)

111.4.1.5- STAPHYLOCOCCIES VISCERALES :

Pleuro-pulmonaires avec ou sans micro ablessbcés métastasiques) ; pleurésie purulente ;

pyélonéphrite aigue.
(J.L.F :aggthylocoques- 2007)

111.4.1.6-TRACTUS URO-GENITALE :

Les abcés roman ou prostatiques, les imflestile tractus urinaire inferieur.
(J.L.F :aggthylocoques- 2007)
111.4.1.7- DES INFECTIONS DE TRACTUS SYSTEME NERVEUX CENTRAL :
Atteinte neuro-méningées ; abces cérébnaoixt de départ sauvant ORL).
Abces épidural, les méningites sont trésstare
(J.L.F : staphylocoques- 2007)
l11.4.2- LES INFECTIONS CAUSEES PAR LES TOXINES DU STAPHYLOCOQUE :
[11.4.2.1-SYNDROME DU CHOC TOXIQUE :
Causé par la toxine TSST-1, syndrome piiigrnent mortel.

Caractérise par une fievre importante ; des ssements, diarrhées, un rash cuterie, hypoterdsn,

fonctionnement des plusieurs systémes essentiels seche et des douleurs musculaires.

En quatre-huit heures, ce ci peut devenir urt gdwere accompagné de dommages rénaux et hégatique

ANTIBIORESISTANCE DE STAPH-AUREUS Page 10



Chapitre I : Purification et identification de S-aureus

La maladie est associe a I'utilisions de tangmenstruels tres absorbants ; qui apparemment

favoriseraient la croissance des grenés.
Le syndrome du choc toxique n’est pas limité porte d’entrée vaginale.

Il peut faire suite a des interventions chircatges, ou a des infections cutanées a staphylesoget peut

atteindre I’'hnomme aussi bien que la femme.

La toxine implique ne peut étre étudies adasilement que I'exfoliative car elle ne provoquespous les

symptémes de la maladie chez les animaux de labm@st

Elle provoque de la fievre par le méme mécaaigoe I'endotoxine des entérobactéries c'est-aedire

stimulant la formation d’interleukine-1(IL-1) qusieun pyrogene endogene.
(J.L.F : sthylocoques- 2007)

[11.4.2.2-INTOXICATIONS ALIMENTAIRES

Toxi-infections alimentaires collectives (RIC) causé par I'entérotoxine B, il ne S’agit pasne
infection mais bien d’'une intoxication caracténieé des vomissements et me diarrhée environ 1+4efeu

apres l'ingestion de nourriture contaminé. La ré&rapon est généralement rapide.

Elle est provoque par la réputer de la chirfeid.
(J.L.F : sthplocoques- 2007)

[11.4.2.3-SYNDROME DE LYELL

C’est le syndrome de la peau ébouillantéest ctealadie grave qui met en jeu le pronostic vtk
atteinte les nouveaux nées et les enfants de sndeid ans surtout. Et prou que un décollementdatede
la peau ; formation des érythémes, cloques ; desgiian au niveau de visage et de la région axallair

premier, puis gagne le reste du corps.

Cette maladie est due pas : la toxine épidejtigole ou exfoliative (A et B)

(J.L.F : staphylocoques- 2007)
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IV- DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE :
IV.1-BACTERIOLOGIQUE :
Attention aux espéces commensal es peuveniemdpathogene : sauvant contaminant.
IV.1.1- ISOLEMENT : Examen direct et la mise en culture.
Culture sur milieu classique de type gélossang ou sur milieu spéciale comme le milieu de pGian

(Solution hyper salée avec mannitol). La présemtétihelle du germe dans de nombreux territoires,
notamment sur la peau et les muqueuses, faitfquilétre a la fois scrupuleux dans la réalisadies

prélévements et critique quant a leur interprétatio
(J.L.F : staphylocoques- 2007)
IV.1.2- IDENTIFICATION
Par les tests suivants : -Coagulasse : réaction
-Testes d’adglation (Ag de surface).
-Marqueursdiiomiques (tres rare).
(J.L.F : sthplocoques- 2007)

IV.1.3- ANTIBIOGRAMME :

Test prédictif pour détermine le pro# sensibilité d’'une bactérie a un panel d’antibjiogis et pour

étudie l'activité bactériostatique des antibiotigue

Etablit un lien avec les concentrationsaquies qui déterminent les classes S.I.R (Disquetithitique,

une bactérie, un diamétre d’inhibition).
(J.L.F : staphylocoques- 2007)
IV.1.3.1- LES CONDITIONS DE L’ANTIBIOGRAMME :

a- MILIEU DE CULTURE :

La gélose de Mueller- Hinton est Idieai de culture de référence et se commercialise fmme

des hydratée. La teneur en cations bivalents,gnitte et le pH doivent étre controlés.
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Pour I'étude de la résistance d’un staptytjue vis & vis de la METICILLINE ou L’OXACILLINE,

on devra supplémenter le milieu avec 2% de Na ClI.
(J.L.F : sthplocoques- 2007)
b- BACTERIE :
Inoculum bactérien calibré disposé suidace d’'une gélose (milieu standardisé Mullertétn).
(J.L.F : sthylocoques- 2007)

C- ANTIBIOTIQUE

Disque papier imprégné charge d’antibiagjiformation d’'un gradient de concentration authur

disque.
La Quantité d’antibiotique dans les disgesisstandardisée de maniére a obtenir une |efetcite.

L’inoculum doit étre standardisé pour obtedes colonies juste confluentes on peut utiliser

photometre ou la technique de comparaison au niiiec Far land. (0,5 Mac Far land).

L’ensemencement est possible par flottagpasiecouvillonnage. On procede ensuite au dégsdt d
disques d’antibiotiques soit manuellement soitcawue distributeur automatique. Le temps d’incubagst

de 18-24 h dans une étuve a atmosphére normalgd=87 °C.
(J.L.F : sthylocoques- 2007)

IV.1.3.2-LA LECTURE :

On mesure apres incubation le diametrghddition avec une regle graduée ou un pied aisseil Des

appareils automatisés ont été également développés faire cette mesure.
Grace ades abaques, on interpréete tealia obtenu en trois catégories.

Le bactériologiste peut modifier 'antigramme initial et faire des commentaires, par exempe
résistance a la METICILLINE de la part d’'un staiogque doit faire étendre la résistance a touges le
B-LACTAMINES ou encore une résistance croisée RAANAMYCINE et a la néomycine implique une

résistance a I'AMIKACINE etc. c’est la lecture inpeétative de I'antibiogramme.

(J.L.F : sthylocoques- 2007)
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IV.2- SEROLOGIQUES : peu utilisées en routine.

Les ANTISTAPHYLOLYSINES alpha et gammaéws dans les staphylococcies chroniques.

Les anticorps antiacide TEICHOIQUE : utiles dangaires endocardites & hémocultures négatives.
(J.L.F : sthylocoques- 2007)

IV.3- TYPAGE ANTIGENIQUE ET ETUDE LYSOTYPIQUE
Uniguement pour les enquétes épidémiolagqu
(J.L.F :agthylocoques- 2007)

IV.4- PCR:

Identification du type de staphylocoquesen éventuelle résistance aux antibiotiques duwéi

certaines régions génomiques particuliéres

Nom réalisé en routine. (J.L.F : staphylocoques- 2007)
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Chapitre II: Staph et les antibiotiques

|- LA RESISTANCE BACTERIENNE AUX ANTIBIOTIQUES :

La résistance des bactéries aux antibietigast connue depuis fort longtemps et son impaetan
clinique survient trés peu de temps apres le débliantibiothérapie.

Elle fait I'objet de publications et de weg nombreuses qui rendent compte de sa constentgien.
Ses mécanismes sont mieux connus grace aux pigitasonnaissance de la morphologie et du
métabolisme bactériens.

(MONTARIUS, 2002)

l.1- RESISTANCE NATURELLE :

La résistance naturelle ou intrinsequesspond a la capacité de résister a la préseunce d'
antibiotique pour toutes les souches d'une espgdain genre bactérien. La Société Francaise de
Microbiologie (SFM) définit la résistance natureti@mme la caractéristique d’'une espéce bactériguine
se traduit par des concentrations minimales inigles (CMI) supérieures a la concentration critique
supérieure des tests de sensibilité pour I'aniidpiet concerné (la définition de ces termes seraldppée
dans le chapitre des tests de sensibilité).

Habituellement le support de cette résistast chromosomique. Les mécanismes sont nombteux e
décrits pour des cas patrticuliers par la suite.

Quelques exemples de résistance natw@tierassemblés dans le tableau A.1 pour les peles
bactéries du cheval.

(MONTASTRUS, 2002)
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TABLEAU N : 1 PRINCIPALES RESISTANCES NATURELLE S:

Coques gram+
-STAPHYLOCOCCUS SPP MECILLINAM : AZTREONAM :

-STAPHYLOCOCCUS SPP QUINOLONES CLASSIQUES ;
COLISTINE ; POLYMYXINE B.
idem+ aminosides (bas niveau)

Bacilles Gram+ STREPTOGRAMINES ; MECILLINAM ;
-RHODOCOCCUS EQUI AZTREONAM ;
QUINOLONES CLASSIQUES ;
COLISTINE ; POLYMYXINE B.

Bacilles Gram - OXACILLINE ; ACIDE FUSIDIQUE ;
-tous VANCOMYCINE
-ENTEROBACTERIES PENICILLINE G : OXACILLINE :

MACROLIDES ; LINCOSAMIDES ;
STREPTOGRAMINES ; ACIDE
FUSIDIQUE ; VANCOMYCINE.

Bacilles Gram- non fermentaires | AMINOPENICILLINES :
-PSEUDOMONAS AERUGINOSA CEPHALOSPORINES DE 1ERE ET 2EME
GENERATIONS ;TETRACYCLINES ;
CHLORAMPHENICOL
TRIMETHOPRIME .

Bactéries anaérobies strictes AMINOSIDES : TRIMETHOPRIME

-toutes QUINOLONES.
-BACTEROIDES FRAGILIS IDEM + AMINOPENICILLINES ;
-CLOSTRIDIUM DIFFICILE CEPHALOSPORINE DE 1ERE

GENERATION ; COLISTINE ;

(MONTASTRUS, 2002)
.2- RESISTANCE ACQUISE :

On oppose a la résistance naturelle, pktdod'espece ou de genre, la résistance acquise
qui est une propriété de souche. Cette dernieresqmrnd a la capacité de supporter une
concentration d'antibiotique beaucoup plus élewéeaglle supportée par les autres souches de l& mém
espece.

Elle peut s'acquérir soit par mutation amosomique, soit par acquisition de matériel génétiq
exogene.

(MONTASTRUS, 2002)

1.2.1- RESISTANCE PAR MUTATION CHROMOSOMIQUE :

Ce phénomene spontané est rare et n‘eepljg'une faible partie des résistances
rencontrées en clinique. L'antibiotique n'induis pamutation mais si celle-ci survient
I'antibiotique favorise la souche résistante quiaés's sélectionnée. La diffusion de ce tygjeerésistance est liee a
la diffusion de la souche mutante.

Généralement, 'augmentation de résistaadaisprogressivement, par paliers.
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Cependant, on peut rencontrer des cas o8aule mutation chromosomique aboutit a une
élévation de résistance tres importante ; par elegppCMI vis a vis de la streptomycine peut étre
multipliée par 1000 par une unique mutation chrasnugue.

La fréquence d’apparition des mutationd@sttion de I'antibiotique. On observe les pluargies
fréequences de mutation pour la streptomycine gfdepicine.
Elle est due a des mutations et peut nepkisieurs aspects :

-a un ou deux échelons, c'est-a-dire qu’'une seutatmon donne un mutant de taux trés éléve, oweer d
mutation donnant d’abord un mutant de taux intereigEE(STREPTOMYCINE, POLY MYXINE).

-a deux échelon@VACROLIDES, NOVOBIOCINE

-a plusieurs échelon*ENICILLINE, NEOMYCINE, PARMOMYCINE, KANAMYCINE,
TETRACYCLINE, CHLORAMPHENICOL.

(MONTASTRUS, 2002)

1.2.2- RESISTANCE PAR ACQUISITION DE MATERIEL GENETIQUE EXOGENE :

Dit aussi la résistance extra-chromosomujest la résistance la plus fréquemment renco@teetype
de résistance procede de I'acquisition de geneégigtance par l'intermédiaire d'un plasmide ou de
transposons a la faveur de 3 mécanismes d'échasgibles : conjugaison, transformation ou
transposition.

Généralement, on observe une augmentati@gbeude résistance plutdt qu’une augmentation par
paliers du niveau de résistance.

Elle est liée a la production d’'une enzymahiitice c’est ainsi qu’un grand nombre de bac&rgarmi
les quelled ES STAPHYLOCOQUES, LES COLIBACILLESPEOTEUSLE PSEUDOMONAS
peuvent hydrolyser le cycRE B-LACTAMINE DE PENICILLINEStDES CEPHALOSPORINESI'aide
d'un B-LACTAMINE

(MONTASTRUS, 2002)
a- CONJUGAISON :

Dans le phénomeéne de conjugaison, une bactérnineuse transmet a une bactérie receveuse piee co
de son plasmide porteur de géne de résistancelégppemide R ou facteur R).

Ce mécanisme peut s’effectuer entre bactdada méme espéce, au sein d’'un méme genre ougparfo
entre bactéries de genres différents d’ou sonafii€. Par exemplSTAPHYLOCOCCUS AURE8ut
échanger du matériel génétique akzeCOLL

Un plasmide peut contenir différents génesédéstance. L'utilisation d’un seul des antibiotiguentre
lesquels le plasmide est efficace permet alorglegtion et son maintien dans son intégralité.

(MONTASTRUS, 2002)
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b- TRANSFORMATION :

La transformation est le résultat d’'un réagement de séquences d’ADN échangées entre 2 lascteri
On peut alors obtenir de nouveaux genes de résest@e processus se fait généralement entre lesctii
genre proche car il doit y avoir une forte analagiére les séquences nucléotidiques pour perntattre
recombinaison.

(MONTASTRUS, 2002)

c-TRANSDUCTION (TRANSDUCTION) :

Dans la transduction, un virus bactériophageripore une séquence d’ADN d’une bactérie et la
transmet a une autre bactérie. Du fait de la sipééifles bactériophages, ce phénomeéne n’a lieypque
les bactéries de la méme espece.

(MONTASTRUS, 2002)

[.2.3- RESISTANCE MIXTE :

LES STAPHYLOCOQUESLES ENTEROBACTERIACES particulier peuvent résistants par les
deux mécanismes.

|.2.4- RESISTANCE CROISEE :
Un germe devenu résistant a un antibiotique gevenir résistant a un autre antibiotique, les

résistances chromosomiques ne seulement existen qatibiotique possédant une structure chimique
voisine.

Les résistances extra chromosomiques sontbkasia 'intérieur d’'une méme classe, on peut alors
observer soit une résistance récit provoque (ald@éns), soit une résistance unilatérale (a ssiasie)).

(MONTASTRUS, 2002)

[I- MECANISMES DE RESISTANCE :
[1.1- EN FONCTION DE LA STRUCTURE ANTIGENIQUE :

1.1.1- RESIS'TANCE PAR DIMINUTION DE LA PENETRATION OU PAR AUGMENTATION
DE L'EXCRETION D’'UN ANTIBIOTIQUE :

La diminution de la pénétration de libitdtique peut étre la conséquence de différesteatégies
bactériennes. Certaines bactéries sont capsiéEBSIELLASPP. STREPTOCOQUES) ou peuvent
sécréter une zooglée qui les protege de l'actieradgbiotiques par effet de barriere ou par modifon
de leur charge externe. Les antibiotiques tréeplhfes, tels que les macrolides, ont beaucoup d&ama
traverser la membrane externe des bactéries Gaarause de la présence protectrice de LPS.

Quant aux molécules hydrophiles, elleselai passer la couche de LPS a traverP@RINE Plus
ou moins spécifiques. La diminution ou le caractere fonctionnel de cdBORINESpar exemple apres
mutation chromosomique) rendent la bactérie begquomins sensible par une diminution de la diffusion
Si plusieurs antibiotiques utilisentPDRINEen cause, alors I'efficacité de tous ces antipiess s'en
trouve altérée (on parle alors de résistanceséms)sCe mécanisme se retrouve essentiellementeshez
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entérobactéries et IBSEUDOMONASEN(in, le passage de la membrane cytoplasmigoessée parfois
des enzymes appelées perméagddERGIEDEPENDANTES Si le potentiel de membrane et/ou le
transfert d’électron sont trop faibles alors cesmgmses ne sont pas fonctionnelles et I'antibietiog peut
pas pénétrer dans la bactérie. Ce phénomeéne egjpdigésistance naturelle des bactéries anaérabias
vis des aminosides.

Des protéines membranaires peuvent induiecaugmentation de I'excrétion de I'antibiotiqDe.
rencontre ce mécanisme chez certaines entérolesctésistantes aux tétracyclines. La résistance
s’explique par une concentration intracellulairsuffisante de cette famille d’antibiotiques. Un rmadisme
similaire est décrit pour IESLUOROQUINOLONES.

(MONTASTRUS, 2002)

1.1.2- RESISTANCE PAR MODIFICATION DE LA CIBLE :

Une mutation peut induire une modificatdmla cible de I'antibiotique utilisé. A causend’u
moindre affinité, I'efficacité sera réduite. Orroetve ce phénomeéne pour de nombreuses familles
d'antibiotiques METICILLINE et nouvelles PLP (protéines de liaisons des pénés), macrolides et
METHYLATIONde I'ARN, rifampicines et mutation de I'ARN polyrage ADN-dépendante.

Ce mécanisme de résistance est frequentigoquinolones : la bactérie résistante synthétre
ADN GYRASHnoins sensible.

(MONTASTRUS, 2002)

[1.2- LA RESISTANCE EN FONCTION DES REACTIONS BIOCH IMIQUES :
1.2.1- RESISTANCE PAR INACTIVATION ENZYMATIQUE DE L'ANTIBIOTIQUE :

La synthése de certaines enzymes peutreéduiannuler I'efficacité d'un antibiotique.
Ce mécanisme est décrit contreBeEACTAMINESIes aminosides et le chloramphénicol.

Dans le cas d8LACTAMINESoOnN peut distinguer des pénicillinases, ayantuppsrt génétique
essentiellemerPLASMIDIQUEet donc trés répandues, et @8sPHALOSPORINASEg:néralement
chromosomiques et spécifiques d'especes.

(MONTASTRUS, 2002)

1.2.2- RESISTANCE PAR MODIFICATION DU METABOLISME

Ce mécanisme explique la résistance baciéei aux TMS. Les sulfamidesléf TRIMETHOPRIME
(ou équivalent) bloquent la voie de synthése desdaucléigues en inhibant certaines enzymes. En
augmentant la synthese des précurseurs, des enpyneesfabriquant des enzymes moins sensibles, la
bactérie peut devenir résistante.
(MONTASTRUS, 2002)

lll- EVALUATION DE L’ANTIBIORESISTANCE :

Considérant que la résistance des bastaue antibiotiques est trés variable et semble en
augmentation, l'isolement et l'identification néfisent souvent plus aux vétérinaires pour metireszivre
une antibiothérapie efficace. Le vétérinaire péoitsafaire appel aux laboratoires de bactériolggiar
réaliser des tests de sensibilité.

(MONTASTRUS, 2002)
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ll.L1- LES TESTS DE SENSIBILITE :

Les tests de sensibilité bactérienng@lies répandus ont pour but d'étudier I'effet bauséatique des
antibiotiques. Pour chaque souche bactériennegondgfinir une concentration minimale inhibitrice
(CMI) qui correspond a la concentration minimakntibiotique qui inhibe la croissance visible dunge.
Elle est donc associée a un phénoméne macroscopigei explique sa relative facilité d'obtent&in
son universalité.

C’est une information intéressante etipente pour le praticien puisque dans la majatég cas on
recherche essentiellement une inhibition de croissdactérienne pour permettre aux défenses
immunitaires de combattre I'infection plus efficagent. La CMI est une valeur pour une souche
bactérienne donnée, on peut aussi définir uneseB% des souches ont une CMI inférieure a la5MI
et une CMdo(90% des souches ont une CMI inférieure a la SMI

En paralléle, on peut chercher a évdkiearactére bactéricide d'un antibiotique. On @oalors
déterminer une CMB (concentration minimale de bagtie) qui correspond a la concentration minimale
en antibiotique pour obtenir la destruction de 9%3des bactéries en 18 heures. Cependant, étamé don
que la détermination de la CMB est peu courantesdisation de cette technique ne sera pas dgutop
Son intérét est malgré tout certain pour les ptiarsysteme immunitaire déprimé ou déficient (par
exemple, poulain n’ayant pas bu de colostrum).

Il existe 2 grandes familles de tests gaudier I'effet bactériostatique :

-ceux utilisant une méthode quantitative aboutisaam résultat chiffré correspondant a une CMbktd
par dilution,
-ceux utilisant une méthode qualitative permettintlasser les bactéries en sensible(S), interiméd)ja
ou résistante(R) : tests par diffusion.
Toutes ces méthodes doivent suivre ddeg@lg standardisation rigoureuses pour pouvar étr
reproductibles, interprétables et comparables audselaboratoire, du pays ou entre les Etats.
(MONTASTRUS, 2002)

l11.L1.1- METHODE PAR DILUTION :

Le Comité de I'Antibiogramme de la SagiEtancaise de Microbiologie (CA-SFM)[10] défirat |
CMI comme étant la plus faible concentration d'gamme de dilution d'antibiotique de demi en denni qu
inhibe la croissance visible du germe.

L'avantage des méthodes par dilutioteestrelative souplesse d'utilisation puisqu'ontpeu
supplémenter le milieu de culture pour des germassain particulier et utiliser n'importe quel
antibiotique pourvu qu'il soit disponible sous ferae poudre. De plus, les résultats peuvent étreé$o
sous forme de CMI et/ou sous forme de classificaBi/R.

Ces techniques de dilution, sur milielidgoou en milieu liquide, sont les méthodes dénefice.

(MONTASTRUS, 2002)

a- METHODE PAR DILUTIONS SUCCESSIVES EN MILIEU SOLIDE

Cette méthode consiste en I'ensemencedeegéloses contenant des concentrations décrtiéssan
en antibiotique. On recherche la plus faible cotragion pour laquelle il y a inhibition macroscope&yde
la pousse bactérienne.

Les solvants et les diluants utilisaldent définis dans les documents de la SFM pderdace ou
dans ceux du NCCLS pour 'Amérique de Nord.

La gélose de Mueller-Hinton est le milide culture de référence et se commercialisefeaug
déshydratée. La teneur en cations bivalents, emnitteyet le pH doivent étre contrélés. Pour |'étdds
Streptocoques on rajoute parfois 5% de sang deatbevde mouton. Si I'on recherche la résistange d'
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staphylocoque vis a vis deNMETICILLINE ou IOXACILLINE on devra supplémenter le milieu avec 2%
de Na Cl.

L’inoculum bactérien doit étre standaédi on cherche a obteniraXDFU par spot sur la gélose.
Pour cela, on peut ajuster la turbidité de I'éalantavec le miliedRC FARLAND.

Une fois l'inoculum absorbé par la gélésg milieux sont incubés a 35°C pendant 16 as20ds a
atmosphére normale. Pour certaines bactéries, wmgaugmenter la teneur en £0

On recherche enfin la plus faible concaran pour laguelle la pousse est inhibée
macroscopiquement : on obtient alors la CMI.

C'est une méthode de référence du fainddasdardisation et qui permet d'évaluer les pedaoces
des autres tests mais sa mise en ceuvre nécessiteglens en temps et en personnels qui limitent son
champ d’application.

(MONTASTRUS, 2002)

b- METHODES PAR DILUTIONS SUCCESSIVES EN MILIEU LIQUID E:

Le principe est le méme que pour le milielide sauf que I'on travaille en milieu liquide. Paut
faire une distinction entre des méthode$/deCRODILUTIONet des méthodes délCRODILUTION
Ces derniéres sont plus utilisées car des kitsgmnmercialisés et le travail est automatisable.

(MONTASTRUS, 2002)

l11.1.2- METHODE PAR DIFFUSION :
a- PRINCIPE :

Ce test consiste en 'application de disggségnés d'antibiotiques sur une gélose préalagiem
ensemencée par des bactéries. L'antibiotique fizsdifdans la gélose avec une concentration déardes
vers la périphérie. Dans la zone ou la concentrast inhibitrice, on n‘observera pas de pousse
bactérienne. Avec la mesure du diamétre de la dimigbition et grace a des abaques, on pourraetda
bactérie en sensible(S), intermédiaire(l) ou rast&(R). L'analyse de l'efficacité de différentsaatiques
sur une souche bactérienne donne un antibiogramme.

(MONTASTRUS, 2002)

b- ETABLISSEMENT DE LA COURBE DE CORR2LATION ET DE DEFINITION DES
CATEGORIES :

Pour un grand nombre de souche (au moins 8@Q)et en relation le diamétre d’inhibition avac |
CMI obtenue par une des méthodes de dilution ociemtoin nuage de points dans un graphique
représentant le diametre en fonction du log2 deNi. On peut calculer alors une courbe de régressio
appelée courbe de concordance, qui met en rel@iGMI avec le diamétre de la zone d’inhibition de
croissance bactérienne.

Dans son communiqué 2000-2001, le comitéatdgibiogramme de la SFM définit les trois catégorie
de souches bactériennes:

& Les souches sensibles sont celles pour lesqualfEsbabilité de succes thérapeutique est fons da
le cas d’un traitement par voie systémique avgoilogie recommandée.

@ Les souches résistantes sont celles pour lesquletbeéste une forte probabilité d'échec thérappugi
quel que soit le type de traitement.
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@& Les souches intermédiaires sont celles pour lelsgulel succes est imprévisible. Ces souches
forment un ensemble hétérogéne pour lequel la salder de la CMI n’est pas prédictive de succes
thérapeutique :

*Elles peuvent présenter un mécanisme de résistimtd’expressiorin vitro est faible, pouvant
entrainer leur classement dans la catégorie S.ndapgin vivo, une partie de ces souches apparaissent
résistantes a la thérapeutique ;

*Elles peuvent présenter un mécanisme de résistlamtd’expression n’est pas suffisante pour justifi
un classement dans la catégorie R, mais qui favBapparition de résistanae vivoen cours de
traitement ;

*La catégorie intermédiaire est aussi une zone targpotient compte des incertitudes techniques et
biologiques.»

Pour classer les bactéries, on compare la CMI dgswaleurs critiques (valeur critique infériewagur
critiqgue supérieure) qui dépendent de nombreuwetast: concentration tissulaire et sérique avec un
traitement a posologie habituelle, résultats clies distribution des CMI pour les populations gees et
résistantes, variabilité statistique...

(MONTASTRUS, 2002)

TABLEAU N : 2 CRITERES DE CLASSEMENT DES SOUCHES POUR LES TESTS
QUALITATIFS :

Données Interprétation
CMI < Valeur critique inférieure Sensible
V. c. inférieure < CMI < V. c. supérieure Intermabioe
CMI> valeur critiqgue supérieure Résistant

Ces valeurs critiques sont établies sema jour régulierement par le NCCLS ou la SFquia
ces derniers temps, les normes calculées pouitiatitérapie humaine étaient utilisées pour
I'antibiothérapie vétérinaire sans véritable vdiioia. Récemment le NCCLS a édité un certain nordbre
valeurs établies pour les animaux.

L’annexe | présente quelques valeurgjaes en vigueur au laboratoire de bactériologreqtie de
I'HVE a la date du 15 septembre 2000. Certaineswalsont adaptées selon I'espéce animale surlaque
a éte pratiqué le prélevement.

(MONTASTRUS, 2002)

c- MISE EN (EUVRE :

La quantité d'antibiotique dans les desjest standardisée de maniére a obtenir uneddeitite,
i.e. une zone d'inhibition <10 mm pour les bactéréssstantes ou >30 mm pour les sensibles si possible
Les parametres de stockage sont définis par legfzdont.

Le milieu de culture recommandé en Fraatan Amérique du Nord est la gélose de Mueller-
Hinton. Les milieux utilisés dans les autres pay# slécrits dans le tableau 2.
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Les méthodes sont tres similaires endeaah aux USA et peuvent étre considérées comme
équivalentes. La supplémentassions de ce miliedédistate car elle peut modifier les paramétres de
diffusion et donc les CMI obtenues.

L’inoculum doit étre standardisé pourestit des colonies justes confluentes. On peusatilun
photometre ou la technique de comparaison au niRC FARLAND.

L’ensemencement est possible par flettagpar écouvillonnage. On procéde ensuite aut dkgsd
disques d’antibiotiques soit manuellement soit awedistributeur automatique. Le temps d'incubaéisin
de 18 a 24h dans une étuve a atmosphére norneaf@se87 °C.

On mesure aprés incubation le diametnditition avec une régle graduée ou un pied aissell
Des appareils automatisés ont été également dépédquour faire cette mesure.

Grace a des abaques, on interprete le diamétrawbtetrois catégories. Le bactériologiste peutifiend
I'antibiogramme initial et faire des commentair@ar exemple une résistance METICILLINE de la part
d’un staphylocoque doit faire étendre la résistantmutes le8-LACTAMINESOuU encore une résistance
croisée a l[KANAMYCINEet a la néomycine implique une résistancAMIKACINE etc. C’est la lecture
interprétative de I'antibiogramme.

(MONTASTRUS, 2002)

d- AVANTAGES ET INCONVENIENTS :

L'avantage essentiel de la méthode iffaistbn est sa facilité de mise en ceuvre aveclecteire
facile des résultats. Mais ce test n’est pas agapiéles bactéries a pousse lente ou qui nécesaite
supplémentassions car les abaques de décisioméodtiaonnés pour des bactéries a pousse rapide et
gélose non supplémentée. De plus certains typessgdance ne s'expriment pas pleinement avec cette
méthode.

(MONTASTRUS, 2002)

IV- LES ANTIBIOTIQUES A TESTES ET LEURS MODES D’AC TION: :
IV.1- LES ANTIS STAPHYLOCOCCIQUES :

Des antis staphylococciques existent démstes les familles d’antibiotiques (hormis les
POLYMYXINESet lesIMIDAZOLES. Les ANTISTAPHYLOCOCCIQUERS plus utilisés appartiennent
aux familles suivantes : [BETA-LACTAMINESI' OXACILLINE du groupe de®ENICILLINESN), les
GLYCOPEPTIDESVANCOMYCINEou TEICOPLANINE en cas de résistance ou d’'intolérance a cette
premiere classe, |IeSMINOSIDES(GENTAMICINB, qui permettent d’obtenir une bactéricide rapéte
association a I'une des deux classes précédertéss ELUOROQUINOLONESD autres antibiotiques
sont également utilisés : IeSTREPTOGRAMINESPRISTINAMYCINE les MACROLIDES la
CLINDAMYCINE le COTRIMOXAZOLE la RIFAMPICINE [I'ACIDE FUSIDIQUE et Ila
FOSFOMYCINECes trois derniéres molécules sont données egiasen du fait des fréquences élevées
de mutations. Plus récemment, de nouveaux antjpiesi sont venus renforcer I'arsenal thérapeutigune :
OXAZOLIDINONE,le LINEZOLIDE, un LIPOPEPTIDE,la DAPTOMYCINEet uneGLYCYLCYCLINE
la TIGECYCLINE Les conditions techniques générales pour les adéthde dilution et de diffusion en
milieu gélosé sont référencées dans les recommandaiiu Comité de I'antibiogramme de la Société
francaise de microbiologie.

(ROLAND LECLECQ 2008)
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IV.2- LES BETA-LACTAMINES :

LES BETA-LACTAMINESNt pour cibles différentes enzymes (« protéiras les pénicillines » ou
PLP) impliquées dans la formation du peptidoglycdree fixation desBETALACTAMINESA ces cibles
entraine l'absence de polymérisation du peptidagigcet secondairement la synthese par la bactérie
d’auto lysines conduisant & sa mort. B&TA-LACTAMINESont donc bactéricides.

La sensibilité des souches & aureussauvages auBETALACTAMINESvarie selon la molécule.

Actuellement, 80 % a 95 % des soucheSdaureuproduisent une pénicillinase qui inactive la péhing

G et 'ampicilline, rendant leurs indications oletek dans le cadre d’'une infectio8.aaureusCependant,

ces deuxBETA-LACTAMINESsont trés actives sur les souches non productritegpénicillinase

[concentrations minimales inhibitrices (CMI) modalespectivement égales a 0,03 mg/L et 0,06 mg/L].

L’ OXACILLINE et laCLOXACILLINE (qui ont remplacé IMETICILLINE) sont peu sensibles a I'action

des pénicillinases acquises, avec des CMI généeaiedygales a 0,25 mg/L. Les céphalosporines ne sont

pas plus actives, celles de 3e génération sonemetit moins actives (par exemple la CMI du

CEFOTAXIME égale a 2 mg/L). IMIPENEME a une activité comparable & celleld®XACILLINE.
(ROLAND LECLECQ 2008)

a- ARETENIR :
L’ OXACILLINE et laCLOXACILLINErestent leBETA-LACTAMINESIe référence pou8. aureusen
I'absence de résistance acquise.
(ROLAND LECLECQ 2008)

IV.2.1- MECANISMES DE RESISTANCE :

Deux mécanismes principaux de résistance samitsl, la production de pénicillinase et la maxition
de la cible deBETA-LACTAMINES

IV.2.1.1- RESISTANCE A LA PENICILLINE PAR PROD UCTION DE PENICILLINASE :

L’expression de I®ENICILLINASE PLASMIDIQUEest inductible par leBETA-LACTAMINES:t se
traduit par une large dispersion des CMI de la @iine G et de IAMOXICILLINE L'interprétation de
I'antibiogramme peut ainsi étre difficile pour d€#/l limites. Par la méthode de diffusion en géldse,
détection de cette résistance se fait en utilisardisque de pénicilline G chargé adg

Les souches sensibles a la pénicilline G ontiamétre largement > 29 mm, et la zone d’intobiti
présente une bordure floue faites de colonies siamant et devenant transparentes, réalisant wo@ex
fantdme ».

Les souches résistantes a la pénicilline Quardiametre variable (souvent < 25 mm). La zomébiae
est remplacée par des colonies opaques de graiide tdalisant une bordure nette avec parfois des
colonies « squatters » occupant la zone d’inhibiti€et aspect est caractéristique de la présence d’
pénicillinase sans gu’aucun test additionnel né s@tessaire. La présence de pénicillinase pouétadt
vérifiée par un test a INITROCEFINE(méthode enzymatique) en prenant les coloniesiteslpar une
pénicilline (colonies en bordure de disque). Ledommates testent des concentrations critiques de
pénicilline G. Certains incluent un test pénicdlge. Cependant, il existe des faux-négatifs
(particulierement pour les staphylocoques a coagut@gative) et il est nécessaire de controleékdtats
négatifs par un test & MITROCEFINE Le comité européen de 'TEUCAST considére quesdes pays a
forte prévalence d&. aureugproducteurs de pénicillinase, il est possible gpoater toutes les souches
comme résistantes a la pénicilline G, a 'ampidliet TAMOXICILLINE du fait de la difficulté de
détection et du risque de faux négatifs. R@LAND LECLECQ 2008)
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a- INTERPRETATION DE L’ANTIBIOGRAMME ET REPONSE AU  CLINICIEN :

Si une résistance aPENICILLINE Gest détectée, IBETALACTAMINESuivantes seront inactives :
PENICILLINE G, AMPICILLINE, AMOXICILLINE, TICARCIINE, PIPERACILLINE En revanche,
I'association a des inhibiteurs de pénicillina8€(DE CLAVULANIQUE, SULBACTAM, TAZOBACTAM
restaure une sensibilité pour ces antibiotiques.dgphalosporines et 'imipeneme ne sont pas hyskel
par la pénicillinase.

(ROLANLECLECQ 2008)

b- ARETENIR:
La plupart des souches Sleaureuproduisent une pénicillinase.
Tester la pénicilline G par la méthode des disqueemet de détecter la résistance par pénicillinase.
Les souches productrices de pénicillinase restensilles a I'associatiodMOXICILLINE-ACIDE
CLAVULANIQUEet aux céphalosporines (en I'absenc®/M& ICILLINO- résistance).
(ROLANLECLECQ 2008)

IV.2.1.2- METICILLINO-RESISTANCE PAR MODIFICATION DE CIBLE:

Cette résistance est due cBeaureuset chez les staphylocoques a coagulase négataveradiuction
d’'une PLP additionnelle, la PLP2a, qui se surajaute PLP « normales » d& aureusEn présence de
BETA-LACTAMINES (PENICILLINES, CEPHALOSPORINES, BAYENEMES les PLP sont inhibées,
sauf la PLP2a. Cette protéine est codée par le @jerpression inductiblene®@. Ce géne est porté par un
élément génétique mobile particulier, une cass#ttemosomique appelée S@Ecinsérée dans un locus
spécifique. L'expression de la résistance est bhaian fonction des souches. Elle peut étre homegén
dans ce cas, pour la souche considérée, la totdétéla population exprime la résistance a la
METICILLINE. Elle peut étre hétérogéne, et dans ce cas seal&action de la population bactérienne va
exprimer la résistance. Le niveau d’hétérogéné@deyv Certaines souches sont tres hétérogenes avec
seulement 1/106 bactéries exprimant la résistabDete résistance est donc trés difficile a détealens
gue ces souches doivent impérativement étre caggisi€@omme résistantes. L'expression hétérogéte de
résistance est aujourd’hui majoritaire chez lescBes deS. aureusrésistantes a IMETICILLINE
(SARM). Le diagnostic de certitude deNHEETICILLINO-résistance repose sur la détection du gieeA
Malheureusement, ce test ne peut étre effectué [postant facilement en routine. L'expression deun
PLP2a peut aussi étre recherchée a l'aide dedadistex commercialisés. Selon les recommandatans
CA-SFM, la détection de la résistance nécessitagdlei de conditions particulieres. Il faut modifilers
conditions du test en utilisant un fort inoculunuatmilieu Mueller-Hinton hyper salé incubé a 37 (%D
un milieu Mueller-Hinton incubé a 30°C). On peutssiutester dans les conditions standardisées de la
méthode des disques dBETA-LACTAMINESCEPHAMYCINES pour lesquelles I'expression de la
résistance est plus franche, GEFOXITINE ou LE MOXALACTAM En pratique, la simplicité et la
meilleure sensibilité du test de GEFOXITINEIle font recommander. Les critéres d’interprétatidisque
30 pg) sont :> 27 mm, sensible aOXACILLINE; < 25 mm, résistant aOXACILLINE Un diametre
inférieur a 25 mm est bien corrélé avec la présencgenane®. Pour des diametres de 25 ou 26 mm, le
résultat est incertain. Il est alors nécessaireedeercher la PLP2a par un test au latex (dansolegitions
indiquées par le fournisseur) aprés induction (aut disque dEEFOXITINEou deMOXALACTAM ou
le géneme par PCR. Certains automates proposent le testraiisé de I&EFOXITINEen sus du test
deL’OXACILLINE.

(ROLANLCECLECQ 2008)
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a- INTERPRETATION DE L'ANTIBIOGRAMME ET REPONS E AU CLINICIEN :

Du fait du mécanisme de modification de eib résistance est croisée entre les différeBEEBA-
LACTAMINES :

Il s’agit d’'une résistance a la famille ené. Cependant, des céphalosporines en développemen
CEFTOBIPROLEet CEFTAROLINE conservent une certaine activité vitro contre les SARM. La
démonstration clinique reste a faire.

Il faut rappeler aussi que BEFOTAXIMEpeut étre utilisé en association ave&@SFOMY CINEpour
les méningitePOSTCHIRURGICALES SARM sensible a BOSFOMYCINE
(ROIND LECLECQ 2008)

b- A RETENIR :

Le test de |aCEFOXITINE permet de détecter de facon fiable et spécifiquerdsistance a la
METICILLINE chezS. aureus
La résistance a IaMETICILLINE est croisée entre toutes I&ETA-LACTAMINESactuellement
commercialisées.
(ROLAND LECECQ 2008)

IV.2.1.3- RESISTANCE « BORDERLINE » :

Les souches « borderline » BORSA (borderDXACILLIN résistantS. aureus montrent une
activité diminuée de OXACILLINE (ou une résistance de bas niveau) non due a temé du géne
med\. Elles ont une CMI de OXACILLINE égale a 2 mg/L (sensible mais limite). Cette dirtion de
sensibilité est liée a I'hyperproduction de la pélmnase touchant OXACILLINE sans que I'on puisse la
classer résistante.

Des CMI « borderline » deJXACILLINE se voient aussi en cas de modification des PLReptés
normalement ched. aureugsurtout la PLP4). Ces souches sont alors app®BEH3SA. Ces résistances
sont difficiles a détecter avec le disqueOXACILLINE et les disques deCEFOXITINE ou de
MOXALACTAM La signification clinique de cette diminution skensibilité n’est pas connue.

(ROLAND LECLECQ 2008)

IV.2.1.4- LES AMINOSIDES :

Les aminosides inhibent la synthése prattigen se fixant sur la sous-unit¢é 30S du ribosome
bactérien. lls exercent une activité bactéricidpida qui justifie leur association aux antibiotique
inhibiteurs de la synthése de la pa@XACILLINEet VANCOMYCINE)our le traitement des infections
graves.

La résistance acquise des staphylocoques aux an@sosst surtout due a la production d’enzymes
inactivatrices.

Les enzymes sont divisées en trois classes seltéadtion catalysée :
*AminosideN-ACETYLTRANSFERASE (AAC) : acétylation d’un groupemt -NH2 ;
*AminosideO-PHOSPHOTRANSFERAS$EPH) : phosphorylation d’'un groupement -OH ;
*AminosideNUCLEOTIDYLTRANSFERASENT) : NUCLEOTIDYLATIONS’un groupement -OH.
Chacune de ces classes peut étre divisée en smseslen fonction de la position du carbone queper
groupement aminé ou hydroxyle modifié (chiffre apbCertaines enzymes d’'une méme sous-classe
peuvent différer par leur profil de substrats, o s traduit par plusieurs formes isozymiquesfifehi
romain).
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Chaque enzyme va modifier un certain nombaenshosides différents, ce qui va se traduire par u
phénotype de résistance spécifique de I'enzymez &sestaphylocoques, trois enzymes sont connues :

L’APH (3')-1ll confere une résistance a haut niveaulktABAMY CINEet a la néomycine (phénotype K)
Cette enzyme phosphoryle lentemeAMIKACINE, qui conserve une activité bactériostatigue mais
perd son activité bactéricide et la synergie alV@XACILLINEet laVANCOMY CINE

L’ANT (4") (47)-1 confére une résistance a haut niveau KANAMYCINEet & laTOBRAMYCINE
(phénotype KT)
@QRAND LECLECQ 2008)

TABLEAU 3: ENZYMES INACTIVATRICES DES AMINOSIDES E T PHENOTYPES DE
RESISTANCE.

Acronyme Conséquences sur [a
Phénotype 1 du Enzyme synergie A
phénotype avec les BETA-

LACTAMINES ou les
GLYCOPEPTIDES

KANAMYCINE K AMINOSIDE Pas de synergie avec
PHOSPHOTRANSFERASE | KANAMYCINE et
3type Il [APH (3)-111] AMIKACINE

KANAMYCINE-TOBRAMYCINEKT AMINOSIDE Pas de synergie avec

NUCLEOTIDYLTRANSFERASEKANAMYCINE,
4—4"typel [ANT(4")-(4")-1] TOBRAMYCINE et
AMIKACINE

KANAMY CINE- KTG AMINOSIDE ) Pas de synergie avec
TOBRAMYCINEGENTAMICINI ACETYLTRANSFERASE 6'KANAMYCINE,
PHOSPHOTRANSFERASE” | GENTAMICINE,

[AAC (6') APH (2] NETILMICINE,
TOBRAMYCINE,
AMIKACINE
1 Seuls les antibiotiques
fortement inactives sont
indiqués.

RQLAND LECLECQ 2008)

L’AMIKACINE est également substrat pour cette enzyme avemémses conséquences que pour
I'enzyme précédente.

Certaines souches produisant a niveau modéte& enzyme peuvent apparaitre résistantes seul@men
la TOBRAMYCINELes CMI de laKANAMYCINEsont en fait augmentées, mais insuffisamment pour
catégoriser la souche comme résistante. Il fausidérer ces souches comme ayant un phénotype KT ;
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L’APH (27)-AAC (6’) : cette enzyme qui posseéde deux fonctions confeéeeésistance a haut niveau a la
KANAMYCINE a laTOBRAMYCINEet a la gentamicine (phénotype KT@Gpbleau 3).

L’activité enzymatique modifie fortement KKANAMYCINE la gentamicineLA TOBRAMY CINEet
modérément IANETILMICINE et TAMIKACINE (& noter que la streptomycine n’est pas affectgecette
enzyme). La encore, ces deux dernieres molécutgsnitebactériostatiques mais leur activité badtiiet
la synergie avec les inhibiteurs de synthése gailai sont supprimées. En pratique, aucun des D
usuels n’est utilisable.

(RAND LECLECQ 2008)

a- DETECTION ET LECTURE INTERPRETATIVE :

En pratique, il suffit de tester les aminosidgui sont les meilleurs substrats pour les enzymes
inactivatrices, [KANAMYCINE laTOBRAMYCINEet la gentamicine.

Il nest pas utile de testerAMIKACINE et la NETILMICINE qui risquent d’induire des réponses
faussement sensibles. En cas de résistanck ANAMY CINE I’ AMIKACINE est aussi considérée comme
inactive du fait de la perte des synergies. En dmgésistance a la gentamicineAMIKACINE et la
NETILMICINE sont inactives. La résistance al@BRAMY CINEépond pour elle-méme.

(RAND LECLECQ 2008)

b- A RETENIR :

Trois enzymes sont responsables des trois paénotypes de résistance connus (K, KT et KTG).
Le test de IKANAMYCINE de laTOBRAMY CINEet de la gentamicine est suffisant.
La réponse pour AMIKACINE se déduit du test de KANAMY CINEet celle pour I&NETILMICINE du
test de la gentamicine.
(RAND LECLECQ 2008)

IV.2.1.5- LES GLYCOPEPTIDES

DeuxGLYCOPEPTIDESont commercialisés, MANCOMY CINEet laTEICOPLANINE lls agissent
sur la synthése du peptidoglycane. lIs utiliser caractéristique dgsécurseurs du peptidoglycane qui
est de comporter URCYL-D-ALANYL-D-ALANINE leur extrémité. LeSLYCOPEPTIDESe lient aux
D-ALA-D-ALAterminaux des précurseurs a la surface de lafmetéec une haute affinité, bloquant ainsi
I'addition des précurseurs a la chaine du peptidagie naissant et prévenant les étapes ultéridares
polymérisation.

Ces molécules sont lentement bactéricides.
La découverte de souches de sensibilité diminuéé a I'origine de controverses toujours actuedles
leur définition et les méthodes de détection.
(ROLAND LECLECQ 2008)

a- MECANISMES ET DEFINITIONS DE LA RESISTANCE :

Différents termes et acronymes, VISA, GISAiéh@VISA, ont été utilisés pour définir les sousiue
S. aureusde sensibilité diminuée au®LYCOPEPTIDESet plus récemment VRSA pour les souches
résistantes.
(ROLAND LECLECQ 2008)
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b- SOUCHES DE SENSIBILITE DIMINUEE AUX GLYCOPEPTIDES :

Ces souches ont une paroi épaissie résuttame réorganisation complexe du meétabolisme du
peptidoglycane liée probablement a des mutations da multiples génes. Ces réorganisations poutraie
empécher l'acces de I¥ANCOMYCINEa sa cible. Une autre hypothése non exclusive tserai
I'hyperproduction de précurseurs du peptidoglycamgssant comme autant de leurres pour les
GLYCOPEPTIDES.Les souches de sensibilité diminuée @kYCOPEPTIDESsont isolées a des
fréquences faibles dans le monde entier et setegtressentiellement parmi les SARM.

(ROLAND LECLECQ 2008)
& VISA et GISA :

Les termes de VISAVANCOMYCIN INTERMEDIATE S. AUREU& de GISA GLYCOPEPTIDE
INTERMEDIATE S. AUREUS®egroupent des souches intermédiaires (CMI = B )rau résistantes
(CMI > 8 mg/L) a laTEICOPLANINEet sensibles (CM& 4 mg/L) ou intermédiaires (CMI = 8 mg/L) a la
VANCOMYCINE Le terme de GISA est préférable car il englobed@anble des souches de sensibilité
diminuée a I'un ou l'autre déSLYCOPEPTIDES.

(ROLAND LECLECQ 2008)
& Hétéro-VISA :

Ces souches d& aureusinitialement isolées au Japon, sont sensiblesVlANCOMY CINE(CMI 2-4
mg/L) mais présentent des sous-populations inteairéd a laVANCOMYCINE(CMI 6-8 mg/L). Les
sous-populations sont présentes a des fréqueribbssfale I'ordre de 10-5 a 10-7, et ne peuvert @lises
en évidence a I'antibiogramme standard. Ces sowsar@spour leurs grandes majorités intermédiairkes a
TEICOPLANINE(CMI 8 mg/L), voire résistantes.

La définition des souches hétéro-VISA souffre dabsence d’une technique génétique servant de
référence. De plus, leur signification clinique es$cutée. Cependant, beaucoup considérent que les
souches hétéro-VISA constituent le réservoir desclses GISA, I'ensemble ne constituant qu’un
continuum de souches de diverses sensibilité GAMCOPEPTIDES.

(ROLAND LECLECQ 2008)

& VRSA:

Plus récemment, de rares soucheS. @aireusésistantes a MANCOMYCINEet a la
TEICOPLANINE CMI de laVANCOMYCINE> 16 mg/L) ayant acquis I'opéron de résistante a
VANCOMYCINE/anAont été rapportées aux Etats-Unis.

L’'opéronvanAporté par des plasmides provient de souches daugues résistantes aux
GLYCOPEPTIDESJusqu’a maintenant, les VRSA n’ont pas été isetégurope.

(ROLAND LECLECQ 2008)

c- DETECTION:

La détection des souches qui ne préseqteéah niveau modéré de résistance @Y COPEPTIDES
est importante.

En effet, I'utilisation de [*FANCOMY CINEou de laTEICOPLANINEdans les cas d’infections dues
aux souches catégorisées intermédiaires (ou dqtasraison résistantes) &LYCOPEPTIDH.tilisé
conduit frequemment a des échecs.

Un certain nombre de difficultés sont irdrdes a I'étude de I'activitié vitro desGLYCOPEPTIDES.
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La méthode de diffusion en gélose convient mal peaGLYCOPEPTIDES ces grosses molécules
diffusent médiocrement dans la gélose.

Les méthodes rapides automatisées ne conviennghpéexpression de la résistance nécessite un
temps prolongé d’incubation.

L’effet inoculum important pour IAREICOPLANINEpeut amener a surestimer les résistances.

Les difficultés du test d&LYCOPEPTIDESontre les staphylocoques ont conduit a une déraarch
présentée dans les recommandations du CA-SFM. idniewtion de sensibilité auLYCOPEPTIDES
peut étre suspectée lorsque I'on utilise les méthald routine en prétant attention a certainsreste
d’alerte ou par un criblage spécifique. Une foiditainution de sensibilité suspectée, la catégooisa
clinique (S/I/R) des souches se fait par déterrmonades CMI de§&SLYCOPEPTIDESIans les conditions
standardisées. Parfois, certains tests peuvermétessaires en complément. Un arbre décisionnel es
présenté.

(ROLANLECLECQ 2008)

& TEST DES GLYCOPEPTIDES :

Malgré ses performances médiocres, la odé&tlde diffusion reste utilisée pour tester les
GLYCOPEPTIDESAprés une incubation qui doit étre de 24 h pleinescertain nombre de criteres
doivent alerter sur la possibilité d’'une sensiéitiiminuée auxGLYCOPEPTIDES

*Un diametre < 17 mm pour WYWANCOMY CINEou laTEICOPLANINE;

*Un diametre d’inhibition de [REICOPLANINEiInférieur ou égal d’au moins 3 mm a celui de la
VANCOMYCINE;

*La présence de colonies dans la zone d’inhibitian GLYCOPEPTIDE.

Avec les automates, un résultat interméeliai résistant pour MANCOMYCINEou la
TEICOPLANINEdoit faire confirmer le résultat.

Les méthodes de routine pouvant étre emudi@our la détection des GISA et ne détectantgsas
hétéro-VISA, certaines équipes utilisent une dethates suivantes de criblage.

* Le CA-SFM recommande l'utilisation d’une géloseMeeller-Hinton supplémentée par 5 mg/L de
TEICOPLANINE ensemenceée avec D d’une suspension de turbidMCFARLAND?2, incubée a
35 °C-37 °C pendant 24 et 48 h ; le test est gasitcas de présence d’au moins 4 colonies.

Cette méthode a I'avantage d'étre tres bdaTEICOPLANINEEtant le meilleur marqueur de la
résistance, mais elle manque de spécificite.

* Par la méthode E-test® : il faut ensemencer pauéltonnage une gélose cceur-cerveau avecp200
d’'une suspension lourde (turbidMCFARLAND?2). La lecture est faite a 24 h et confirmée &48i les
concentrations inhibitrices de YAANCOMYCINEet de |laTEICOPLANINEsont supérieure ou égales a 8
mg/L (ne pas convertir un résultat de 6 mg/L en @Lnou bien si la concentration inhibitrice de la
TEICOPLANINEseule est supérieure ou égale a 12 mg/L, la soesheraisemblablement de sensibilité
diminuée auGLYCOPEPTIDESAttention, ce test est un test de criblage gupernet pas de déterminer
la CMI : celle-ci doit étre réalisée dans les ctinds standardisées.
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D’autres criteres incitent également a vérifierndbdée la sensibilité ausLYCOPEPTIDESau moins
dans les infections séveres. Ainsi, une attentgirrequise envers les souches de SARM résistaries a
gentamicine et a la rifampicine. C’est en effeeagmupe de souches.
Qu’appartiennent la plupart des VISA/GISAlésoen France.
(ROLANLECLECQ 2008)

@ CONFIRMATION DE LA RESISTANCE ET CATEGORISATION DE S SOUCHES :

*Mesure des CMI :

La mesure de la CMI s’effectue par une méthade référence ou par la technique E-test® en gélos
Mueller- Hinton avec une suspension de turbiditaivealente aMCFARLANDO,5. Les lectures doivent
étre effectuées aprés 24 h pleines d’'incubatidesetéponses rendues selon les critéres de catatjoni
clinique.

(ROLANDECLECQ 2008)

*Cas des hétéro-VISA :

Ces souches apparaissent sensible¥ ANBCOMY CINEet I'hétéro-résistance a\GANCOMY CINEne
peut pas étre mise en évidence par déterminatida @I, par définition, puisque I'inoculum baciéni
testé est d’environ 104 bactéries et que la fréceiede la sous-population intermédiaire a la
VANCOMYCINEest inférieure a ce seuil.

Il faut suspecter un hétéro-VISA devant :

- une CMI de l&/ANCOMYCINEegale a 4 mg/L avec la méthode E-test® ;

- une réponse intermeédiaire (CMI = 8 mg/L) pour TEICOPLANINE avec sensibilité a la
VANCOMYCINEHCMI = 2 ou 4 mg/L) avec la méthode E-test® ;

- une positivité a un des tests de criblage.

La technique de référence pour identifier eételo-VISAest I'analyse de population. Cette technique
consiste &taler différentes dilutions d’un inoculum fort ldesouchesur des milieux gélosés contenant des
concentrationgroissantes d¥ ANCOMYCINE Les colonies ayant poussar ces milieux sont comptées
aprés 48 h d'incubatioret I'on calcule le pourcentage de bactéries quispent aux différentes
concentrations. Un résultat typique @sésenté Comme cette technique est difficilentéatisable en
pratique, certains se contentent dethodes de criblage utilisant la méthode E-test®@milieu Mueller-
Hinton avec 5 mg/L d@ EICOPLANINEenremplacement, mais avec une spécificité et undlskigsqui
se situent un peu au dela de 80 % Ces méthuelegent étre utilisées en routine d’emblée ou eprsie
intention.

(ROLANLCECLECQ 2008)

*Réponse au clinicien
Pour les souches hétéro-VISA, I'attention du clancdoit étre attirée sur la sensibilité diminuédéaa
VANCOMYCINEqui n’interdit pas son usage mais incite a umeesllance étroite du traitement.

*A retenir

Les méthodes de routine peuvent étre prisefudpour détecter les résistances mais peuverieal
sur une possible diminution de la sensibilité @Y COPEPTIDES.
Celle-ci doit étre confirmée par la mesure des @Mlest la méthode de référence.

Une CMI de lavANCOMYCINEEgale a 4 mg/L ou une réponse intermédiaire UEICOPLANINE
avec sensibilité a IFANCOMY CINEdoit faire suspecter un hétéro-VISA. La méthodeasfirmation de
référence est I'analyse de population.

(ROLANLECLECQ 2008)
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IV.2.1.6- LES MACROLIDES-LINCOSAMIDES STREPTOGRAMINES :

Les macrolides,.INCOSAMIDESet STREPTOGRAMINE@MVILS) appartiennent au méme groupe du
fait d’'un mode d’action proche (inhibition de lanslyese protéique par fixation sur 'ARN 23S dedas
unité 50S du ribosome bactérien) et d'une résistaintéquemment croisée entre ces antibiotiques.
Cependant, ces antibiotiques sont a considéreseclpar classe. Les macrolides présentent unestuct
chimique commune constituée d’un macrocycle avedalections lactones comprenant un ensemble de 14
(ERYTHROMYCINE, CLARITHROMYCINE, ROXITHROMYCINE.5),(AZITHROMYCINE) OU 16
ATOMES (JOSAMYCINEPIRAMYCINE LesLINCOSAMIDESsont composés de IANCOMY CINEet
de laCLINDAMYCINE LesSTREPTOGRAMINESont une association des deux composeés, le composé
(PRISTINAMYCINE IA ou DALFOPRISTINE et le composé B RRISTINAMYCINE IIA ou
QUINUPRISTINE. Leur place dans l'arsenal thérapeutigd¢TISTAPHYLOCOCCIQUEst d’autant plus
importante qu’ils sont une alternative en cas digie aux pénicillines. Contrairement aux
STREPTOGRAMINE $s macrolides et lId<dNCOSAMIDEShe sont pas bactéricides p&iraureus

(ROLANLECLECQ 2008)

a- MECANISMES DE RESISTANCE :
@ METHYLATION RIBOSOMALE (PHENOTYPE MLSB):

Ce meécanisme de résistance est le plus finéglieest lié a la modification du ribosome dudaa
METHYLATIONde I'adénine 2058 de I'ARN ribosomal 23S. Ce gempnt méthyle empéche alors toute
fixation de l'antibiotique sur sa cible. Cette ba@@ant un site de fixation commun aux macrolides,
LINCOSAMIDESet STREPTOGRAMINES, la résistance affectera ces trois groupes.dée®es codant
une METHYLASEsont nommégrm (ERYTHROMYCIN RIBOSOME METHYLASEhezS. aureusles
deux principaux genes identifiés santn(A) et erm(C). L'expression des génesm peut étre inductible ou
constitutive. Dans le premier casMic THY LASE’est synthétisée qu’en présence d’un inducteur.

Seuls les macrolides a 14 et 15 atomes sdatiaurs et sont inactifs. En revanche, les matzsla 16
atomes, le&£INCOSAMIDESet lesSTREPTOGRAMINESe sont pas des inducteurs et restent donc actifs.
Ce mécanisme de résistance peut étre identifi@iffasion en milieu gélosé. En effet, lorsqu‘un glis
d’érythromycine (inducteur) est placé a coté d'usqde de clindamycine, deINCOMYCINE de
SPIRAMYCINEou deJOSAMYCINEKnNon inducteurs), un aplatissement de la zonéhibition autour du
disque contenant l'antibiotique non inducteur dstesvé en regard du disque d’érythromycine, formant
une zone en forme deorsque I'expression des gérasnest constitutive, IMETHYLASEest synthétisée
en permanence. Les macrolidésNCOSAMIDESet STREPTOGRAMINES ne sont donc pas actifs.
Cependant, la synergie entre les facteurs A et BSIREPTOGRAMINES®st conservée, expliquant
I'activité de [aPRISTINAMYCINELes CMI des souches d’expression constitutiveam¢ gaugmentées que
d’une dilution au maximum par rapport a celles si@gches sensibles. En revanche, l'activité baatéric
précoce est supprimeée.

(ROLAND LECLECQ 2008)

& EFFLUX (PHENOTYPE MSB) :

C'est le deuxieme mécanisme de résistancenaanrolides le plus important che&x aureus La
présence d'une pompe ATP-dépendante codée paerle RLASMIDIQUE msrA va conférer une
résistance par efflux aux macrolides a 14 et 1%natoainsi quauxXSTREPTOGRAMINES (sans
conséquence sur I'activité deRRISTINAMYCINE La résistance isolée a I'érythromycine et I'altsede
zone en forme de D entre un disque d'érythromy@hein disque déINCOMYCINE permettent de
reconnaitre ce phénotype. (ROLAND LECLECQ 2008)
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@ INACTIVATION DES LINCOSAMIDES (PHENOTYPEL):

Ce phénotype est di a l'acquisition duegkm(A). La production d’'une enzyme inactivant les
LINCOSAMIDESse traduit par une diminution franche de I'acévite laLINCOMYCINE alors que la
diminution de l'activité de la clindamycine restedérée.

@QRAND LECLECQ 2008
@ PHENOTYPE LSA:

Le mécanisme de ce phénotype n'est paspledbement élucidé. Les souches résistantes aux
LINCOSAMIDES:t auxSTREPTOGRAMINES possédent parfois les genes d’efflux du facteng&A)
et vgaAg). Les LINCOSAMIDES (LINCOMYCINEet clindamycine) sont souvent catégorisés
intermédiaires.

En revanche, la CMI de ISTREPTOGRAMINE Aest élevée. L’activité de I'association
STREPTOGRAMINE At STREPTOGRAMINE Bst diminuée avec une augmentation modérée des CMI
(catégorisation sensible ou intermédiaire).

(ROLAND LECLECQ 2008)

@ RESISTANCE A LA PRISTINAMYCINE (PHENOTYPE SAB) :

La résistance isolée a la PRISTINAMYCINERipse rencontrer. Elle est due a l'acquisition deeas
conférant la résistance au facteur A (gérmsodant des ACETYLASES OU VGA codant une protéine de
pompe a efflux) associés ou non a des génes cobhféraesistance au facteur B (génes VGi8lant des
lyases). La résistance a la PRISTINAMYCINE est smiassociée a la résistance MLSB constitutive.

(ROLAND LECLECQ 2008)

b- DETECTION ET LECTURE INTERPRETATIVE :

Le test de I'érythromycine, de lINCOMYCINEet de [aPRISTINAMY CINBEbermet de reconnaitre
les phénotypes et d’interpréter les résultats. listadce entre les disques d’érythromycine et de
LINCOMYCINE, habituellement égale a 24 mm de bord a bord, &@strglement suffisante pour observer
les interactions ; il peut étre nécessaire de mgy@r davantage les disques.

(ROLAND LECLECQ 2008)

& RESISTANCE ISOLEE A L'ERYTHROMYCINE :

S'’il s’agit d’un phénotype MLSB inductibledne en forme de D), des mutants constitutifs pauve
étre sélectionnés en présence de macrolide ouIdEOSAMIDE non inducteur a partir de souches
inductibles a la fréquence de 10-7. Des cas clesgliéchec par mutation ont été rapportés. Biensqune
importance ne soit pas connue, ce risque devraitsiggnalé au clinicien. Les macrolides a 16 atoress
LINCOSAMIDESet la STREPTOGRAMINE Bont actifs mais risquent de sélectionner des mimita
résistants.

S'’il s’agit d’'un phénotype d’efflux, il n"g pas lieu de réinterpréter la sensibilité auxrolaes a 16
atomes, autINCOSAMIDESet auxSTREPTOGRAMINE& es méthodes automatisées en milieu liquide
ne permettent pas encore de distinguer ce phéndtypeécédent.

(ROLAND LECLECQ 2008)
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@ RESISTANCE A L'ERYTHROMYCINE ET A LA LINCOMYCINE ( PHENOTYPE MLSB
CONSTITUTIF) :

Seule [PRISTINAMYCINEest active mais la modification de I'activité kixatide fait discuter son
utilisation. Lors d’une infection sévére comme paemple une infection osseuse, la prudence s'impose
dans l'utilisation de cette molécule et il fautrs’gééférer aux recommandations de bonne pratique. Le
méthodes automatisées détectent bien ce phénotype.

(ROLAND LECLECQ 2008)

& RESISTANCE ISOLEE A LA LINCOMYCINE :

Il semble nécessaire de modifier le résudtatsible en intermédiaire pour la clindamycinetteCe
résistance n’affecte pas les autres antibiotiquegrdupe MLS.

IV.2.1.7- LES QUINOLONES :

Les quinolones ont pour cible des enzymesemtielles a la survie bactérienne, les
TOPOISOMERASESe type Il incluant 1&5YRASHcomposée de deux sous unit@¥,RAet GYRB et la
TOPOISOMERASE/ (composée de deux sous unit@gRCet PARE)

Ces enzymes sont responsables du surenrentata la molécule d’ADNGYRASIE, nécessaire a son
stockage sous forme compacte ou, inversement, sendeéevétrérent s’opérant lors de la traduction en
ARN m. (TOPOISOMERASE IV).a liaison des quinolones a leurs cibles entrézmeét de la réplication
et de la transcription de I’ADN bactérien. LlISUOROQUINOLONESont rapidement bactéricides.

S. aureust naturellement résistant aux quinolones de grengénérationACIDE NALIDIXIQUE,
ACIDE OXOLINIQUE ET FLUMEQUINE mais sensible auxLUOROQUINOLONESystémiques
(CIPROFLOXACINE, LEVOFLOXACINE, MOXIFLOXACINE, OFL@XNE ET PEFLOXACINEou
urinaire(NORFLOXACINE

(ROLAND LECLECQ 2008)

a- MECANISMES DE RESISTANCE ;

@ MODIFICATION DE CIBLE

Le principal mécanisme de résistance estltHpparition de mutations ponctuelles dans la aucibles
des quinolonesRYRASEt TOPOISOMERASE )VCes mutations siégent le plus souvent dans oumeec
région conservée appelée QRDR (quinolone résis@eteemining région). Les quinolones n’arriventralo
plus a se fixer a leurs cibles. Ch®z aureusune premiére mutation sur une cible (en généaat)Pva
conférer un niveau de résistance de bas niveaus Dardeuxieme temps, une deuxieme mutation sur la
deuxieme cible (ParC, ParE ou GyrA) va conférer rgsstance de haut niveau. Les souches de haut
niveau auront alors une résistance croisée PHEEFLOXACINE a la CIPROFLOXACINE a la
LEVOFLOXACINEet & laMOXIFLOXACINE.

(ROLAND LECLECQ 2008)
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e EFFLUX:

Des pompes vont diminuer la concentratibdifRACYTOPLASMIQUEde certaines quinolones
spécifiques : I&CIPROFLOXACINEET LA NORFLOXACINE La surexpression d’'une pompe inductible
de la famille«c MAJOR FACILITATOR SUPERFAMIL¥entraine la résistance qui est alors associé& A
résistance aGHLORAMPHENICOLLEfflux peut s’associer au mécanisme précédent.

(ROLAND LECLECQ 2008)

@ DETECTION ET LECTURE INTERPRETATIVE :

Il suffit de tester unELUOROQUINOLONE de préférence parmi les moins actiieEFLOXACINE,
OFLOXACINE OU NORFLOXACINEbLa réponse vaut pour I'ensemble de la classe.

(ROLAND LECLECQ 2008)

IV.1.2.8- LES AUTRES ANTIBIOTIQUES :
a- SULFAMIDES ET TRIMETHOPRIME

Les acides foliques sont impliqués dansytalese des acides nucléiques. En raison de |¢ivitéc
anti-folique, les sulfamides et IERIMETHOPRIMEinterférent avec la synthése des acides nucléigues
des protéines. L'association de ces deux moléasdesynergique. Cette synergie est maintenue edecas
résistance isolée aux sulfamides, mais pas enecassibtance isolée ARIMETHOPRIME.

ChezS. aureusla résistance aux sulfamides est frequente (B0 & des souches d& aureus
sensibles a IMETICILLINE et 80 & 95 % des SARM), souvent par modificatierladcible. La résistance
auTRIMETHOPRIMEest elle aussi due & une modification de la cible.

(ROLAND LECLECQ 2008)

b- ACIDE FUSIDIQUE :

L’acideFUSIDIQUE, représentant unique de sa famille, inhibe lats3sg protéique en interférant
avec une GTPase (facteur d’élongation G (EF-G)péahant la progression de la chaine polypeptidique
au niveau du ribosome. Il existe deux mécanismeagsistance a cet antibiotique cl&zaureus mutation
dans le généusA.codant le facteur d’élongation G ou diminution dgpkrméabilité. Les mutants pour le
premier type de résistance sont obtenus a unednégelevée, de I'ordre de 10-6 a 10-8.

(ROLAND LECLECQ 2008)

C- RIFAMPICINE :

La rifampicine inhibe 'ARN polymérase, bleant ainsi la transcription. Elle est bactéricibes
mutations au sein du gempoB codant la chaine béta de 'ARN polymérase sontaomsgbles du
phénotype de résistance a cet antibiotique. Lagptuges souches présentent un haut niveau dearésast
(CMI > 32 mg/L), d’autres sont catégorisées intadiaiges (CMI = 1 mg/L). Ces deux types présentest d
mutations différentes.

(ROLAND LECLECQ 2008)
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d- OXAZOLIDINONES :

Le LINEZOLIDE est le seul représentant de cette famille. C’estinhibiteur de la synthése
protéique. Il interagit au niveau de la sous-udi@S du ribosome et bloque une étape précoce de la
synthese protéigue. C’'est un antibiotique bactéatmpie tres actif sUs. aureusincluant les SARM.

La détection de la résistance s’effectuerséés méthodes standardisées. Parfois, les métiimle
diffusion peuvent surestimer la résistance. Leslt&@s intermédiaires ou résistants doivent étrdigs par
la détermination de la CMI (méthode de référenceEeest®). Il existe de rares souchesSleaureus
résistantes aUINEZOLIDE

(ROLANDECLECQ 2008)

e-LIPOPEPTIDE :

La DAPTOMYCINE est le seul représentant dstec famille. Le mécanisme d'action de cet
antibiotique n’est pas encore completement éluci®gn insertion dans la membrane cytoplasmique
(mécanisme calcium dépendant) crée une dépolarsdéi la membrane et une fuite d’ions potassium.

La bactérie arréte alors toute synthese MARI'ARN et de protéines. C'est un antibiotique
bactéricide. Cependant, des mutants résistants isoléis in vivo. Les CMI de |laDAPTOMYCINE
augmentent parallelement a celles d& NCOMYCINE En effet, I'épaississement de la paroi observé
chez les VISA génerait 'acces deDAPTOMY CINEa la membrane cytoplasmique.

(RAND LECLECQ 2008)

f- GLYCYLCYCLINE :

LA TIGECYCLINE est le seul représentant de cette sous-classeédédes tétracyclines. Cet
antibiotique a spectre large est actif contre lescBes de staphylocoques hébergeant les classiques
mécanismes de résistance aux tétracyclines paegiiart du ribosome ou efflux actif. Les souches de
staphylocoques résistantes sont exceptionnelles.

@QRAND LECLECQ 2008)

g- LES PHENOTYPES ASSOCIES DE RESISTANCE :

Les phénotypes associés de résistanceea gortout chez les SARM. La résistance a la
METICILLINE chezS. aureusst longtemps restée strictement hospitaliérelteég de la diffusion
mondiale de 5 principaux clones. Pour ces clohesjste une résistance associée a de multiples
antibiotiques FLUOROQUINOLONES, MACROLIDES, AMINOSIDEp

Les combinaisons de résistance ont beaucarig dans le passé. Actuellement, la résistaae a
METICILLINE est associée dans environ 90 % des cas a laaréssaturLUOROQUINOLONESt au
phénotype de résistance aux aminosides KT. Lataésis MLSB constitutive est présente chez plus de
50 % des souches. La frequence de la résistaacgeatamicine, a la rifampicine, aHOSFOMY CINE
ou a 'ACIDE FUSIDIQUEest proche de 10 %.

Par ailleurs, depuis quelgues années, omabsapparition de souches communautaires de SARM
[CA-MRSA (COMMUNITY-ACQUIRED MRSA)].

Elles sont rares en France bien qu’en frégeienoissante. Ces staphylocoques sont surtogsisblez
I'enfant ou bien au sein de certaines collectivi&gipes de sport collectif, prisonniers).
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Dans presque tous les cas, ils possedegétess codant REUCOCIDINEdePANTON VALENTINE
qui leur confere un pouvoir pathogene particul@s souches sont responsables d'infections sédéres
peau et des tissus mous.

Les SARM communautaires sont résistantseauteMETICILLINE, a laKANAMYCINE aL’ACIDE
FUSIDIQUE (intermédiaire) et souvent aux tétracyclines.

(ROLANLECLECQ 2008)

TABLEAU.4 PRINCIPAUX PHENOTYPES DE RESISTANCE AUX M LS CHEZ LES

STAPHYLOCOQUES.
Mécanisme Classe de génes| Phénotype Phénotype dastance
14-,15-M 16-M L S
METHYLATION| erm(A), erm(C) | MLSB R Sa Sa S
RIBOSOMALE inductible
MLSB R R R Sb
constitutif

Efflux msi(A) MSB R S S S
Modification Inu(A) L S S Rc S
enzymatique
Efflux ? vgaA), vgaAv), | LSA S S I S

Isa(B),

déterminants

inconnus
Modification vat(A), vat(B), SoulLSd S S Sould R
enzymatique vat(C), vgaA),
des facteurs A | vga(Av), vgaB),
ou B +/- vgh(A), vgh(B) en
efflux du facteur diverses
A combinaisons

a -Risque de sélection de mutant résistant.

b- Activité bactéricide réduite.

c- Résistance a lANCOMY CINEet sensibilité a la clindamycine (interpréter 1).

d -Possibilité de résistance aLLlINCOMYCINEet a la clindamycine en cas de présence des Y&hAEA)
ouVGA(AV).

(ROLANLECLECQ 2008)
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TABLEAU 5 : MECANISME DE RESISTANCE DES BACTERIES A UX ANTIBIOTIQUES :

Antibiotiques Mécanisme de résistance Groupe bactérien
B.LACTAMINE Staphylocoques/
entérobactéries
B-LACTAMINE Modification des PLP ciblent Pneumocoque, SARM,

NEISSERIA,
HAEMOPHILUS,
PSEUDOMONAS

CHLORANPHENICOL

acétylation

Gram+ et Gram-

Modification des protéines
ribosomales

Streptocoques

AMINOSIDES
Enzymes d’inactivation Entérobactéries,
Staphylocoques
MACROLIDES METHYLATIONde TARN r | Gram+

LINCOSAMINES
STREPTOSAMINES

QUINOLONES Modification de 'ARN Gram+ et Gram-
gyraze
RIMANPICINES Mutation de 'ARN Gram+ et Gram-

polymérase

(ROLAND LE.ECQ 2008)
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PARTIE EXPERIMENTALE

Cette étude a déroulé pendant la période quird’8ARS AVRIL 2011 a la ferme d’état
commune MAZEGHRAN wilaya de MOSTAGANEM.

I-LIEU D’ACCES :

Notre travail a était réalisé au aledratoire vétérinaire régional de MOSTAGANEM « LMRyui
était constitué en 1985 a plusieurs services :

-Bactériologie médicale

-Sérologie

-Hygiene alimentaire

-Parasitologie

-Histologie

-Service de brucellose

[I-MATERIELS ET METHODES :

La souche bactérienne a été prélevée a partiitdedaiteux.
[1.L1-PROTOCOLE DE PRELEVEMENT :

-désinfection des tryans de chaque vache a I'adsotlition antiseptique.
-élimination des premiers jets dans un bol.

-la récolte de lait en des tubes vakitinaires «tdbses stériles »

Seuls les prélevements pour recherche de S-aun¢é$éopris en compte.

Les échantillons ont été d’abords cultivésgglose de CHAPMAN MANNITE (qui contient une base
péotonée contenant de mannitol, chlorure, sodiuraugte de phénol) et incubées a@#&t 5% d’humidité
(la bactérie a été ensemence dans une boite de)pendant 24-48 h.

I1.2- PURIFICATION DE GENRE DE S-AUREUS

[1.2.1 COLORATION SIMPLE : A base de bleu de méthyléne

[1.2.2 COLORATION DE GRAM :

Voici les étapes a franchpour accomplir cette coloration.

-préparation un frottis sur une lame de verrexatrfa chaleur.

-en suite, couvrir le frottis avec violet de gamcikisser agir pendant 30 sec.

-en ajoute lugol, laisse 1min, laver avec l'eau.
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-par suite, en ajoute alcool 5-10 sec.

-couvrir le frottis par la Fushine pendant 1 min.

-laver et sécher, examiner le frottis a 'immersion

[I-3- IDENTIFICATION BIOCHIMIQUE DE S-AUREUS :
[1.3.1 TEST DE CATALASE :

Le test de catalase est réalisé par I'ajaute goutte d’'H202 a une colonie, et I'apparitddane bulle
montrant que la bactérie est catalase positif gatife

11.3.2 TEST DE CITRATE :

A partir d’'une suspension bactérienne dauseus I'ensemencement est réalisé dans un tuibenzmt
un milieu gélosé incliné appelle : « citrate de Bioms », puis I'incubation a 37°C pendant 18-24H.

[1.3.3 TEST DE H2S :

L’ensemencement de la bactérie se fai$ dantube qui contient un milistHREE SHUGER IRON
(TSI) et l'incubation est a 37°C pendant 18-24Happarition de couleur noir est le résultat de tanfttion
de sulfure de fer a partir de I'association duatérde fer avec le sulfure d’hydrogene, ainsi gue |
dégagement du CO2 a partir de fermentation de ghkico

[1.3.4 TEST DE MANNITOL DE MOBILITE :

Un tube de mannitol de mobilité a été repiquodir mettre en évidence la mobilité bactériertriecaibé
a 37°C pendant 18-24H.

La mobilité bactérienne se traduit par la enég ou I'absence d’une culture a proximité ddadane
centrale montrant la mobilité bactérienne.

[1.3.5 COSERVATION DE LA BACTERIE :

La souche de S-aureus ainsi purifiée est régigians la gélose nutritive (gélose de conserjation
Les tubes sont ensuite conserve a 4°C pour unsatitin ultérieure.
[I-4- REALISATION D'’ANTIBIOGRAMME :

Lorsque la bactérie identifiee était jugieiquement importante, des antibiogrammes étaislise
selon la méthode de KIRBY BAUER avec les normanddrdisées décrites dans la partie bibliographique

Le milieu de MULLER HINTON(MH) a été couéh boite de pétrie avec une épaisseur d’environ 4
mm, apres solidification on ensemence une suspebsictérienne agée dB-24H a la surface de chaque
boite par inondation, les boites sont mises dags\e a 37°C pendant 10 min pour le séchage.

L’antibiogramme a été effectué dans une zbéele, prés de bec BENZEN. Chaque antibioticgie e
prélevé avec une pince spéciale stérile poséevaaunid’'un appareil spécial pour la dispositiondisgues
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d’antibiotique en respectant mesures de 2cm a mitkid’'un autre en moyenne d’'une quatre antibiatiqu
par boite, une légere pression a été effectuélesulisques pour une bonne adhésion a la gélose.

L’incubation a été réalisée a une température d€ péndant 18-24H.
11.4.1CHOIX DES ANTIBOITIQUES :

Le choix a été basé d’'une part sur |ebiamtiques qui peuvent inhiber S-aureus méme eitege
efficacités, et d’autre part sur la disponibiligsdantibiotiques sur le marché.

Dans notre travail nous avons choisalg#biotiques suivants :
CIPROFLOXACINE de famille FLUOROQUINOLONES
SULPHONAMIDE de famille SULFAMIDES
BACITRACINE de famille POLYPEPTIDES
VANCOMYCINE de famille GLYCOPEPDIDES
ERYTHROMYCINE de famille MACROLIDES
OXYTETRACYCLINE de famille TETRACYCLINES
PENICILLINE G de famille PENICILLINE
STREPTOMYCINE
[ll- LES RESUTATS:

[1.1.PURIFICATION DU GENRE DE S-AUREUS :
[11.1.1 OBSERVATION MACROSCOPIQUE :

Sur la boite de pétrie, les colonies de Smisont petites 0,5-1 mm de diamétre, de coulemeja
jaune doré, de surface lisse a contour réguli¢oaiee ronde.

IV.1.2 OBSERVATION MICROSCOPIQUE :

La coloration par le bleu de méthylene a @le&lprésence de cocci colorées en bleu regro@rées
diplocoques, ou en petites amas (grappes de rgisingn courte chainettes ne groupant jamaisdaus
bactéries.

Par coloration de gram, les mémes assocmétaient observée sauf que leur couleur étaigttote qui
nous a permet de dire qu’elles sont de gram positif

Cette observation nous a indiqué qu’il njaag présence d’'une contamination du fait de
I’'hnomogénéisation du frottis.
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[11.2. IDENTIFICATION BIOCHIMIQUE DE LA SOUCHE :
[11.2.1 TEST DE CATALASE :

Le mélange d’eau oxygénée (H202) avec lpenson bactérienne résulté I'apparition de bulles
d’oxygenes qui se traduit la présence d’'une catglasitive.

L’'H202 est décomposée en eau et oxygene seloadtioé suivante :

2 H202 2 H20 + 02

[Il. 2.2 TEST DE CITRATE :

Dans le milieu de CITRATE DE SIMMONS, leraite doit étre utilisé comme seule source de carbon
la dégradation de citrate est traduite par viragblau de I'indicateur.

S- aureus ne présente pas une citratase 4ctirate négative) car il n'y pas un virage #ulde
I'indicateur.

11.2.3 TEST DE H2S .

Apres incubation du milieu TSI, nous avonsstate que S-aureus n’a produit ni gaz a partitrdes
sucres ni sulfure de fer (Fe S) de couleur noibecda bactérie n’est pas productrice d’H2S.

[11.2.3 TEST DE MANNITOL DE MOBILITE :

La lecture de milieu du mannitol de mobilit@yntre que la culture se présente autour de lagiq
centrale sans modification, donc c’est une souctmdbile.

C’est résultat est confirme par une goutteulgension bactérienne entre lame et lamellesetradition
microscopique, qui montre I'absence de la mobditabsence aussi des flagelles.

Le virage de couleur du milieu au jaune est résdiadégradation du mannitol.
1.3 RESULTAT D’ANTIBIOGRAMME :
Les prélévements sont obtenus a partir de 6 vagpliesnt mammite clinique.

Apres la diffusion de I'antibiotique dansnéieu de culture a partir de disques en créaptaone
d’inhibition circulaire.

La lecture s’effectuée en mesurant le diaeng¢ la zone d’inhibition de chaque disque en mayen
compas appliquer prés en contact.
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TABLEAUN :1 DIAMETRE D’INHIBITION :

PARTIE EXPERIMENTALE

PRELEVEMENT Vache 1 Vache 2 Vache 3 Vache 4 Vache 5 Vache
ERYTROMYCINE 11 0 17 15 41 0
SULPHONAMIDE 26 0 17 11 43 28
STREPTOMYCINE 0 0 0 32 17 22
PENICILLINE 19 0 24 31 25 29
OXYTETRACYCLINE | 8 0 0 11 0 27
VANCOMYCINE 21 0 0 21 19 16
OXACILLINE 23 0 0 16 17 19
BACITRACINE 22 16 0 16 22 0
CIPROFLOXACINE |43 30 33 31 33 0

FIGURE 01 :RESULTAT DES PRELEVAMENT SUR MILIEU D'B .H.I.B

ANTIBIORESISTANCE DE S-AUREUS

Page 43




PARTIE EXPERIMENTALE

Figure 02 : STAPHYLOCOQUES SUR MILIEU DE CHAPMAN

VACHE 01 VALE 02 VACHE 03

VACHE 04 VACHE 05 VACHE 06
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FIGURE 03 : RESULTAT DE L’ANTIBIOGRAMME :

VACH 01 VACH 02 VACH 03

VACH 04 VACBS5 VACH 06
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TABLEAU N : 2 DIAMETRE CRITIQUE EN mm ET LA CHARG E DES DISQUES::

Les antibiotiques a testes

Charge de disque

Diametre critigue mm

Sensibilité| résistance
ERYTHROMYCINE 15 Ul >22 <17
OXACILLINE 30 Ul >20 <20
STREPTOMYCINE 10 UI >19 <17
OXYTETRACYCLINE 30 UI >17 <17
VANCOMYCINE 30 Ul >15 <15
BACITRACINE 30 Ul >29 <29
PENECILLINE G 6 Ug ou 10 Ul | >17 <12
SULPHONAMIDE 200 Ug >25 <22
CIPROFLOXACINE 30 UI >15 <13
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TABLEAU N : 3 : SENSIBILITE ET LA RESISTANCE DE S-A UREUS DE CHAQUE
PRELEVEMENT :

PRELEVEMENT Vachel Vache2 Vache3 Vache4 Vache 5 | Vache 6
ERYTHROMYCINE | R R S R S R
SULPHONAMIDE S R S R S S
STREPTOMYCINE R R R S S S
PENECILLINE G R R R S R S
OXYTETRACYCLINE | R R R R R S
VANCOMYCINE S R R S S R
OXACILLINE S R R R R R
BACITRACINE S S R S S R
CIPROFLOXACINE |S S S S S R

TABLEAU N : 4 POURCENTAGE DE SENSIBILITE ET RESIST ANCE :

Antibiotique S R Antibiotique S R
ERYTROMYCINE 2/6 4/6 VANCOMYCINE 3/6 3/6
20% 80% 50% 50%
SULPHONAMIDE 4/6 4/6 OXACILLINE 1/6 5/6
80% 20% 16 ,7%| 83,3%
STREPTOMYCINE 3/6 3/6 BACITRACINE 4/6 2/6
50% 50% 80% 20%
PENICILLINE 2/6 4/6 CIPROFLOXACINE 5/6 1/6
20% 80% 83,3% | 16,7%
OXYTETRACYCLINE | 1/6 5/6
16,7%| 83,3%
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V. DUSCUSSION :

A partir de notre travail la souche S-aureusessible a BACITRACINE(B), CIPROFLOXACINE(CIP),
SULPHONAMIDE(SP).

Résistance : ERYTHROMYCINE et PENICILLINE & OXYTETRACYCLINE et OXACILLINE.
En distingue une sensibilité variée pour : VANGOCINE, STREPTOMYCINE

Apres la comparaison avec les études de : doB@USQUET MELOU en 1998, professeur CLAIRE
DAUREL en 2008 et docteur MONTASTRUS 2002 ; qualst arrivé a la sensibilité de S-aureus au
ERYTHROMYCINE, STREPTOMYCINE, OXYTETRAMYCINE, VANCM™YCINE, SULPHANAMIDE
et CIPROFLOXACINE.

La résistance au : OXACILLINE et une résistamtermédiaire au PENICILLINE G.

Mais suivant notre étude, on distingue g8-aureus a développer une résistance contre :
ERYTHROMYCINE, OXYTETRACYCLINE et PENICILLINE G.

Concernant le VANCAMYCINE et STREPTOMWE elle a une résistance par le temps.

Pour TOXACILLINE elle a une résistance stable.

VI. RECOMMANDATION :

Lors d’antibiothérapie contre n'importe queliefections bactériennes, il faut réaliser un
antibiogramme dans des conditions standard gpeptsnt tous les parameétres de stérilisationsdadivoir
un antibiotique de choix (antibiotique qui a unicatité tres élevée sur tous les mécanismes bladirie
en cause)

Afin d’éviter développement d’antibisigtance nous devons au moins tous les 3 ans de
changer antibiotique « choisir les antibiotiquesoarce naturel »
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CONCLUSION :

L’'antibiorésistance de la bactérieieitience par facteurs antigénitiques de bactérie
elle-méme ou en fonction des doses de I'antibietigtilise et la fréquence d’utilisation.

Les mécanismes de résistance bactériamn antibiotiques sont nombreux et variés
des tests de sensibilité permettant d’évaluertno Viefficacité de ces molécules le plus
antibiogramme qui donne de résultat sous formeitqtiaé en classant la bactérie connue
sensible, résistante, de sensibilité intermédj@ig chaque antibiotique testé

Les donnés de notre partie expérimemtaintre une évolution significative dans le
temps du pourcentage de souches sensibles a dastaqntes tres utilises tel que
SULPHONAMIDE, CIPROFLOXACINE et BACITRACINE.
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