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Introduction

Introduction:

Considérés comme une des révolutions médicales du XXe siecle, les antibiotiques
ont apporté un immense bénéfice a I’humanité, en permettant de soigner de nombreuses
infections bactériennes (Khouider et Noumeri, 2020).

Les antibiotiques, qui ont sauvé tant de vies humaines et amélioré 1’espérance de vie,
risquent de devenir inefficaces en raison d’une inquiétante augmentation de la résistance des
bactéries (Rogeaux, 2014).

La résistance des bactéries aux antibiotiques reste aujourd’hui un probléme majeur
de santé publique, comme D’attestent de nombreux rapports publiés tant en France qu’a
I’étranger (Pechére ef Frottier, 1995; Wise et al., 1998). La situation apparait
particulierement préoccupante en milieu hospitalier, ou les staphylocoques et certains
bacilles a Gram négatif, parmi les entérobactéries, Pseudomonas et Acinetobacter, sont
souvent responsables d’infections dues a des souches multi résistantes. La pression de
sélection exercée par I’utilisation importante de 1’antibiothérapie et la diffusion épidémique
des souches résistantes sont les deux facteurs principaux conditionnant cette évolution. Mais
d’autres espéces bactériennes longtemps épargnées par le phénomene et responsables
d’infections communautaires (streptocoques et pneumocoques, Haemophilus, Neisseria,
entérobactéries communautaires) ont a leur tour évolué dans le sens de la résistance (Soussy,
1997).

Staphylococcus aureus, I'espéce la plus virulente du genre Staphylococcus, a émergé
comme l'un des agents pathogénes humains les plus importants, et a ét¢ au cours des
derniéres décennies, une des principales causes des infections hospitalicres et
communautaires (Lyon et Skurray, 1987).

Suite a I’introduction de la méthicilline (béta-lactamine de la classe des pénicillines)
en médecine humaine dans les années 60, des résistances envers cet antibiotique ont émergé
chez certaines souches de S. aureus (Xia et al., 2013).

Ainsi, des échecs thérapeutiques surviennent déja pour des infections pourtant
banales, mais causées par des bactéries multi résistantes aux antibiotiques (BMR), voire
résistantes a tous les antibiotiques. Ces échecs vont se multiplier, avec un risque de déces.
Les antibiotiques sont des médicaments uniques car leurs cibles (les bactéries) sont des étres
vivants, capables de s’adapter en acquérant des mécanismes de résistance aux antibiotiques

(mutations, acquisition de génes de résistance) (Rogeaux, 2014).



Introduction

Les bactéries pathogénes pour I'nomme et les animaux ont atteint des niveaux alarmants de
résistance a de nombreux antibiotiques, ce qui a conduit a la découverte de nombreuses
stratégies de résistance bactérienne. C'est pourquoi, dans ce contenu, nous aborderons les
principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques chez les staphylocoques qui ont été
rapportés jusqu'a présent. La 1°¢ partie du document décrit les différentes familles
d'antibiotiques et leurs modes d'action sur les bactéries de manicre générale. La 2°™° partie
du document abordera les caracteres bactériologiques et biochimiques de S.aureus. La 3™
et la 4°™ partie du document présente respectivement les différents mécanismes de résistance
développées par les bactéries en générale et par S.aureus en particulier afin de neutraliser

I’action des agents antibactériens entre autres a la méthicilline.
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1. Historique

Pour certains, on ne peut parler d'antibiotique sans évoquer Sir Alexander Fleming,
mais pour d'autres on se doit de rappeler 1'étymologie du mot, car elle nous vient d'un
mycologue nancéen, Jean-Paul Vuillemin, qui en 1889, introduit le terme "antibiose" (du
grec anti : "contre" et bios : " la vie") ; une idée selon laquelle l'interaction biologique entre
deux ou plusieurs organismes porte préjudice au moins a I'un d'entre eux (AK. Jean-Paul
Vuillemin, 2011).

L'histoire est célébre, Alexander Fleming, biologiste écossais (fig. 1), laisse faute de
place dans le bain antiseptique, une boite de culture sur sa table de travail durant ses vacances
en 1928. A son retour, il découvre que ses cultures de staphylocoques ont été¢ contaminées
pendant son absence par le champignon Penicillium notatum, 11 constate alors qu'autour des
moisissures, la bactérie ne s'est pas développée et fait I'hypothese que ces derniéres secrétent
une substance qui bloque le développement de la bactérie, qu'il nomme pénicilline (Lucie,

2016).

Figure 1: Portrait d’ Alexander Fleming (Nobel foundation, Alexander Fleming 1945).
D’authentiques antibiotiques existent depuis des si¢cles dans la médecine populaire
: il y a plus de 2500 ans que les Chinois soignent certaines infections superficielles avec une
pate moisie confectionnée avec de I’extrait de soja, ou la moisissure constitue 1’agent anti-
infectieux (Encyclopaedia, 1968). 50 ans avant FLEMING, Pasteur et Joubert constataient

que l'injection de bactéries du charbon (Bacillus anthracis) chez les animaux empéchait le

. : - € iy
développement de maladies bactériennes. A la fin du XIX" siécle, Ernest Duchesne,
médecin frangais, avait déja remarqué que certaines moisissures pouvaient stopper la
prolifération bactérienne mais cette découverte resta inappliquée jusqu'aux travaux de

Fleming (Lucie, 2016).
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En 1930, Gerhard Domagk, médecin et chimiste allemand, directeur de recherche
dans une industrie pour le textile, rechercha une activité antibactérienne dans les colorants
fabriqués et trouva que l'un d'entre eux guérissait des souris infectées par un streptocoque. 1l
s'agit du sulfamydochrysoitine (Rubiazol), premiere molécule de la famille des sulfamides
(Michel-Briand et Chabert, 2009). Durant la méme année, le biologiste francais René
Dubos, découvre une molécule produite par les bactéries du sol capable d'inhiber le
pneumocoque. Mais l'arrivée massive des sulfamides a cette méme période retarde ses
travaux et ce n'est qu'en 1939 qu'il parvient a isoler la gramicidine, premier antibiotique
naturel (Lucie, 2016).

L'équipe constituée de Fleming, Florey et Chain a recgu le prix Nobel de Médecine pour
leur découverte en 1945 (Lucie, 2016).

2. Définition

Un antibiotique, du grec anti : < contre >>, et bios: < la vie >, d’apres le Dictionnaire
de Biologie de Jacques Berthet, est une molécule naturelle ou semi-synthétique qui détruit
ou bloque la croissance des bactéries (Berthet ef al., 2015).

Actuellement le terme « Antibiotique » désigne toute substance naturelle d'origine
biologique élaborée par un organisme vivant (champignon ou bactérie) ou substance
chimique produite par synthése ou substance semi synthétique obtenue par modification
chimique d'une molécule de base naturelle et ayant les propriétés suivantes (Mouhammedi,
2013) :

— activité antibactérienne

— activité en milieu organique

— bonne absorption et bonne diffusion dans I'organisme

Les antibiotiques sont utilisés en médecine pour lutter contre des infections
bactériennes et doivent étre choisis en fonction de leur efficacité sur la bactérie responsable
de I’'infection. Il en existe de trés nombreux, répartis en différentes familles. Ils sont trés
efficaces contre les infections bactériennes, mais n’ont aucun effet sur les infections virales.
Ces molécules ont la propriété de tuer les bactéries (antibiotiques bactéricides) ou d’en
limiter la multiplication (antibiotiques bactériostatiques). Malheureusement, leur utilisation
inadaptée a conduit a une émergence trés inquiétante de bactéries de plus en plus résistantes,

il est donc essentiel de prévenir cette résistance (Pascale, 2014).
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3. Famille des antibiotiques

La classification des antibiotiques peut se faire selon:

— L’origine : ¢élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthése (synthétique
ou sem synthétique).

— Le mode d’action : paroi, membrane cytoplasmique, synthése des protéines,
synthese des acides nucléiques.

— Le spectre d’activité : liste des especes sur lesquelles les antibiotiques sont actifs
(spectre étroit ou large).

— La nature chimique : trés variable, elle est basée souvent sur une structure de base
(ex cycle béta-lactame) sur laquelle il y a ensuite hémi synthése. La classification
selon la nature chimique permet de classer les antibiotiques en familles (beta-
lactamines, aminosides, tétracyclines...etc.) (Taha, 2012).

3.1.Les béta-lactamines

Les béta-lactamines constituent la famille d'antibiotiques la plus importante, aussi bien
par le nombre et la diversité des molécules utilisables que par leurs indications en
thérapeutique et en prophylaxie des infections bactériennes. Cette famille, qui regroupe les
pénicillines, les céphalosporines, les carbapénémes et les Monobactames, est caractérisée
par la présence constante du cycle bétalactamine associé a des cycles et des chaines latérales
variables qui expliquent les propriétés pharmacocinétiques et le spectre d'activité des
différents produits. La grande variété de leurs modes d'administration, leur large spectre
d'activité antibactérien associé a une action bactéricide, une bonne diffusion tissulaire, une
bonne tolérance et un faible nombre d'interactions médicamenteuses expliquent leur
popularité et I'importance de leur utilisation, seules ou en associations (Cavallo et al., 2004).
3.1.1. Classification des B-Lactamines
3.1.1.1.Pénames

Cette classe regroupe les antibiotiques suivants : Pénicilline G, pénicillines M,

pénicilline A, pénicilline V, carboxy-pénicilline et uréido-pénicillines (Caillon, 2007).
a) Pénicilline G (ou benzylpénicilline)

C'est une molécule qui est produite par Penicillium notatum. La lettre G correspond a
l'appellation "Gold standard" qu'on lui donne et qui veut dire qu'elle constitue la référence
dans 1'étude des pénicillines, Elle est trés active sur la plupart des streptocoques, les bacilles

Gram positif, les spirochétes et certaines neisseria. Son spectre d'action est assez étroit.
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position 6 (fig. 2).

Elle est administrée uniquement par voie parentérale (injections) car elle est détruite dans
l'estomac. Elle est sensible aux pénicillinases (1) et posséde un acide phénylacétique en

§
OY \_r‘s
CgH 4 e
o 0/ NH_“\}//{/

Noyau
Blactame

Noyau
thiazolidine

Figure 2 : structure de la pénicilline G (Hagop, 2006).
La modification de cette chaine latérale en 6 par une liaison oxygene aboutit a des

composés plus stables: les Phénoxyméthylpénicilline (pénicillines V) qui peuvent étre
utilisés par voie orale (2) (Fig. 3).

Pénicilline G )—— CH,CONH T’ . CH,
o ) ’*.yl CH3
COOH
—S_ cH
Pénicilline V OCHZCONHT’ . 3
O ” -~ “ CH3
OO
Figure 3 : Structure de la pénicilline G et V (2).
b) Pénicilline V (ou Phénoxyméthylpénicilline)

Son spectre d'action est trés proche de celui de la pénicilline G, elle est acido-résistante

séveres (fig. 4) (1).

et peut donc étre administrée per os (c'est-a-dire par voie orale) mais son absorption est
incompléte. Elle est sensible aussi aux pénicillinases. On la réserve pour des affections moins
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Figure 4 : Structure de la pénicilline V (1).

¢) Pénicillines M

Les pénicillines du groupe M sont des antibiotiques bactéricides de la famille des Béta
lactamines. Contrairement aux pénicillines du groupe G et V, les pénicillines du groupe M
sont résistantes aux pénicillinases des staphylocoques. Les bactéries ont développé des
mécanismes de défense comme les pénicillinases qui rendent les antibiotiques inefficaces.
Cet antibiotique se présente sous forme de comprimés, de gélules et de flacons injectables
par voie intramusculaire ou en perfusion intraveineuse (3). Le noyau de base est: I’acide 6-
amino-pénicillanique (A6AP). La chaine latérale crée un encombrement stérique qui rend

I’ATB moins accessible aux pénicillinases du S. aureus (fig. 5) (Florence, 2011).

Rl
N
0 -
o / \/\‘.”
HO

Figure 5 : Structure de la pénicilline M (1).

d) Pénicillines A

Les pénicillines du groupe A sont des antibiotiques bactéricides de la famille des
lactamines, ayant par rapport a la pénicilline G, un spectre d’action élargi aux entérocoques
et a certains bacilles gram négatifs. Les amino pénicillines se présentent sous forme de
comprimés, de gélules, de sachets et de flacons injectables par voie intramusculaire et
intraveineuse (4). La premicére des amino-pénicillines, 1’ampicilline (ou amino
benzylpénicilline) a été obtenue en modifiant la benzylpénicilline par le branchement d’un

radical aminé (NH2) sur sa chaine latérale en position 6 (2).
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Figure 6 : Structure de la pénicilline A (Van Bambeke et Tulkens, 2008).

e) Carboxy-pénicilline

Elles se différencient des amino pénicillines, par un spectre d’action plus étendu,
notamment sur les pseudomonasaéruginosa, bactéroidesfragilis et les entérobactéries
productrices de céphalosporinases. Les Carboxypénicillines se présentent sous forme de
flacons injectables par voie intraveineuse, en perfusion intraveineuse et par voie
intramusculaire (5). Les Carboxy-pénicillines présentent le squelette béta-lactame de toutes
les pénicillines, mais présentent ¢galement un groupe acide carboxylique ou ester d'acide
carboxylique dans la chaine latérale variable. Ce groupe d’antibiotique comprend les

membres carbénicilline et ticarcilline (6).

COONa 0

COONa
CHCONH
Ticarcilline / |
S COONa O CH3
COONa

Figure 7 : Structure de la carbénicilline et de la ticarcilline (2).
f) uréido-pénicillines
Les Uréidopénicillines sont actives contre les bacilles & Gram négatif acquis non
producteurs de pénicillinase et moins actives contre les souches de pénicillinase acquises
productrices de la méme espece (Soussy et Cluzel, 1986). Dans les uréido-pénicillines, le
carbone benzylique de la pénicilline G est substitué par un reste uréide NH-CO-N-CO dont
la partie N-CO terminale est engagée dans un cycle comportant d'autres groupements

fonctionnels (7).
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Figure 8 : Structure chimique de la Pipéracilline (Van Bambeke et Tulkens, 2008).
Ils sont actifs sur Pseudomonas aeruginosa (pyocyanique), ProteusetEnterobacter.

Ils sont présentés seulement sous forme injectable par voie intraveineuse et sont utilisés en
milieu hospitalier (8).
3.1.1.2.Céphémes

Cette classe regroupe les antibiotiques suivants: les céphamycines et les
céphalosporines.
a) Les céphamycines

Les principales molécules sont la céfoxitine et le céfotétan qui sont rattachées, du fait de
leurs propriétés, aux céphalosporines de deuxiéme génération. Elles sont caractérisées par
un radical a-méthoxy en position 7. Ce radical protége le noyau B-lactame de I’hydrolyse par
les B- lactamases, mais est responsable d’un effet inducteur intense sur les céphalosporinases
chromosomiques (Cavallo et al., 2004).
b) Les céphalosporines

Les céphalosporines ont pour noyau commun [’acide 7 amino céphalosporinique. Leur
classification repose sur leur spectre d’activité de plus en plus large que sur leur structure
chimique commune (Toure, 2004).

e (Céphalosporines de premicre génération

11 existait plus d'une dizaine céphalosporines dites de premicre génération mais certaines
ne sont plus commercialisées. Exemple : Céfaclor, Céfadroxil, Céfalexine, Céfalotine,
Céfatrizine, Céfazoline, Céfradine (Liazid, 2012).

e (Céphalosporines de deuxiéme génération

Les céphalosporines de deuxiéme génération comprennent la céfuroxime, le

céfamandole et la céfoxitine.
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Elles sont caractérisées par une meilleure résistance aux B-lactamases et un spectre d'action
plus large, une activité a faible concentration, une bonne diffusion tissulaire (Allain, 2008).
e (Céphalosporines de troisiéme génération
Leur résistance aux béta-lactamases, et donc leur activité antibactérienne est encore
améliorée vis a vis des bacilles Gram négatif par rapport aux C2G. Elles posseédent en plus
des CMI trés basses vis a vis des entérobactéries (Khalid, 1995).
Exemple : Céfotaxime - ceftazidime — ceftriaxone — céfopérazone (Toure, 2004).
e (Céphalosporines de quatriéme génération
Restent actives chez les entérobactéries ayant acquis une résistance aux C3G par
hyperproduction d'une céphalosporinase, inactives en cas de béta-lactamases a spectre
étendu.
Exemple : Cefepime, Cefpirome (Hincky, 2008).
3.1.1.3.Carbapénémes
Les carbapénemes sont des P-lactamines qui présentent un trés large spectre
d’activité et une grande stabilité vis-a-vis de la plupart des p-lactamases. L’imipénéme et le
méropénéme ont été les deux premiers représentants disponibles en clinique. Une troisiéme
molécule s’est ajoutée, I’ertapéneme (Zhanel et al., 2005). Parmi les nouvelles
carbapénémes, le doripénéme garde une meilleure activité sur les bacilles & Gram négatif et
particulierement sur les aérobies stricts (Zahar et al., 2010).
3.1.1.4.Monobactames
Leur noyau se caractérise par la présence d’ un noyau monocyclique, azétidine, limité
au cycle B-lactame. Exemple : Aztreonam (Cavallo et al., 2004).
3.1.1.5.Inhibiteurs des B-lactamases
Les inhibiteurs des P-lactamases possédent une faible activité antibactérienne
intrinséque. En se liant a la bétalactamine, ils permettent ’activité de la bétalactamine a
laquelle ils sont associés. Il en résulte une action synergique et une augmentation de 1 activité
de la bétalactamine. Actuellement, sont disponibles 1’association (fig. 9) (Andre et al.,
1998) :
* Amoxicilline acide clavulanique (Augmentin).
» pipéracilline-tazobactam (Tazocillin).
= Sulbactam: En plus de son effet inhibiteur irréversible sur les B-lactamases. le
Sulbactam a une activité antibiotique intrinséque sur quelques germes, mais il est
toujours utilisé en association avec les antibiotiques détruits par les -lactamases.

= Sulbactam+ampicilline estérifiée: Unacim (Allain, 2008).
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Figure 9 : Diversité des antibiotiques de type beta-lactames : principaux cycles et

antibiotiques représentatifs (Tulkens e Spinewine, 2002).

3.2.Les aminosides

Les aminoglycosides sont des molécules polaires et poly cationiques. Leur structure de

base commune comporte un aminocyclitol (cycle a 6 chainons avec des groupements

amines), auquel se lient par des ponts glycosidiques 2 (ou exceptionnellement 3 dans la

néomycine) hexoses (Fig. 10) (Tulkens et al., 2002).

H N NH
\* Y

0L O ‘OR;
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\\\ ’l,
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Figurel0: Noyau de base des aminosides (Van Bambeke et Tulkens ,2008).
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3.2.1. Classification des aminosides
Dans cette famille, on distingue des sous-groupes en fonction de la substitution sur
I’aminocyclitol (génine). sont divisé€s en trois classes :

e Les déoxystreptamines bisusbstituées 4-5 qui comprennent : Néomycine B ou C,
Paromomycine, Lividomycine A ou B, Ribostamycine, Framycétine.

e Les déoxystreptamines bisubstituées 4-6 qui comprennent : Kanamycines A, B, C et
dérivés, Amikacine, Tobramycine, Diﬁkacine, Gentamicine, Sisomycine,
Netilmicine.

e Les autres: Streptomycine, Streptidine, Spectinomycine (Ezaitouni et al., 1999).

3.3.Les quinolones

Les quinolones sont des molécules obtenues par synthése chimique, qui dérivent d’acides

carboxyliques hétérocycliques diversement substitués. Toutes les quinolones actuelles
présentent une structure bi cyclique, avec un azote en position 1, un carboxylate en position
3 et un carbonyle en position 4. Les fluoroquinolones, ainsi appelées car contenant un atome

de fluor en position 6, dérivent de la quinoléine (fig. 11) (Thomas, 2001).

ll? R

N R

HO

O O R

Figurell: Noyau de base des fluoroquinolones (Van Bambeke et Tulkens, 2008).
3.3.1. Classification des quinolones
Les quinolones sont classées en générations en fonction de leur spectre d’activité et
de leur date de mise sur le marché (Cattoir, 2012) On distingue :

e Les quinolones de premiére génération : comprennent des molécules a spectre étroit,
utilisées dans le traitement des infections urinaires dues aux entérobactéries
(Andriole, 2005). Exemples : acide nalidixique, acide oxolinique, acide
pipémidique.

e Les quinolones de deuxiéme génération ou fluoroquinolones: présentent un spectre

¢largi a d’autres bacilles a Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa),
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a certains coccis a Gram positif (Staphylococcus aureus) et aux bactéries
intracellulaires. Exemples : norfloxacine, ofloxacine, péfloxacine, ciprofloxacine.

e Les quinolones de troisiéme génération ou fluoroquinolones anti-pneumococciques:
ont été développées pour étendre le spectre a Streptococcus pneumoniae. Exemples:
sparfloxacine, 1évofloxacine, moxifloxacine.

e Les quinolones de quatriéme génération: présentent un spectre d’activité étendu aux
bactéries anaérobies strictes. Exemples: trovafloxacine, gatifloxacine (Cattoir,
2012).

3.4.Macrolides

Il existe deux catégories de macrolides : les macrolides vrais et les macrolides
Apparentés. Les macrolides vrais sont classés par leur nombre d’atome de carbone au niveau
de leur noyau (Feki ef coll., 2006) :

— 14 atomes de carbone : érythromycine, roxithromycine, clarithromycine.

— 15 atomes de carbone : azithromycine.

— 16 atomes de carbone : josamycine, midécamycine, spiramycine.

Les macrolides apparentés se répartissent en trois catégories :

— Les streptogramines ou synergistines : pristinamycine.

— Les lincosamides : clindamycine, lincomycine.

— Les kétolides : télithromycine.

Cladinose
o :
\ OH R
Erythromycin H
Clarithromycin CHg

\ OH

Azithromycin Telithromycin

Figurel2: Structure des antibiotiques macrolides. La fléche bleue indique le site de

phosphorylation par les enzymes Mph. La position C3 est mise en évidence par une ligne

bleue (9).
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4. Activité d’antibiotique

Selon leur structure, leur cible d'action et leurs propriétés pharmacocinétiques, les

antibiotiques sont actifs sur les bactéries 2 Gram positif ou & Gram négatif (spectre étroit) ou

sur les deux a la fois (spectre large). Les antibiotiques ont une action bactériostatique ou

bactéricide, et leur action est dépendante de la durée pendant laquelle la concentration

sérique est supérieure & la CMI (temps-dépendants) ou de la concentration sérique au pic

(concentration-dépendants). Ces différentes notions permettent de définir le spectre

d'activité des antibiotiques ainsi que les profils de sensibilité des bactéries (souches

résistantes, sensibles ou intermédiaires).

v" Notions essentielles CMI, CMB et catégorisation clinique (S, I, R) des souches

bactériennes

L'activité antibactérienne est caractérisée in vitro par :

la concentration minimale inhibitrice (CMI) : Elle est la concentration minimale
d'antibiotique pour laquelle aucune croissance bactérienne n'est visible aprés 18
heures d'incubation a 35 °C.

la concentration minimale bactéricide(CMB) : Elle est la concentration minimale
d'antibiotique qui élimine 99,99 % des Bactéries d'un inoculum standardisé a 10°—
10%bactéries/ml, aprés 18 heures d'incubation a 35 °C. Le rapport CMB/CMI permet
de caractériser le type d'activité d'un antibiotique donné :

e CMB/CMI <2 : antibiotique bactéricide.

e CMB/CMI 4 a 16 : antibiotique bactériostatique.

Ces notions ne sont pas suffisantes pour définir la sensibilit¢ d'une bactérie a un

antibiotique donné. La détermination des catégories cliniques nécessite aussi la

définition de deux concentrations critiques : la concentration critique basse « c », et la

concentration critique haute « C », auxquelles correspondent des diamétres critiques «

d » et « D », respectivement (tableau 1). Les valeurs de «c», «C», «d» et «D» sont

¢tablies en tenant compte de plusieurs parametres :

la distribution des CMI pour des populations de souches définies et appartenant a
chacune des espéces bactériennes impliquées en pathologie humaine.

les concentrations sériques et tissulaires qui sont obtenues avec les posologies
recommandées par le résumé des caractéristiques du produit (RCP).

la confrontation des résultats obtenus in vitro et in vivo (essais cliniques).
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la variabilité statistique des méthode sutilisées pour déterminer les CMI et les diamétres

des zones d'inhibition. Les catégories S/I/R, ainsi que les diamétres et concentrations

critiques, sont définies en France par le Comité de I'Antibiogramme de la Société Francaise

de Microbiologie (CASFM), en Europe par I'European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing (EUCAST) et aux Etats-Unis par le Clinical Laboratory Standard

Institute (CLSI) (demoré, 2018).

Tableau 1 : Critéres de catégorisation selon les valeurs critiques (CA-SFM).

Catégorie CMI (mg/L) Diamétre (0) (mm)
Sensible CMI<c D=0
Intermédiaire c<CMI<C d<0<D
Résistant C<CMI o<d

Trois catégories cliniques ont ainsi éte retenues pour l'interprétation des tests de

sensibilité in vitro : sensible (S), intermédiaire (I), résistant (R), bien que les

populations bactériennes ne soient pas toujours homogenes (fig. 13).

e Souches sensibles : les souches catégorisées (S) sont celles pour lesquelles la

probabilité de succés thérapeutique est forte dans le cadre d'un traitement par voie

systémique, avec la posologie recommandée dans le RCP.

o Souches intermédiaires: les souches catégorisées (I) sont celles pour lesquelles le

succes thérapeutique est imprévisible. Ces souches forment un ensemble hétérogeéne

pour lequel les résultats obtenus in vitro ne sont pas prédictifs d'un succes

thérapeutique. En effet, ces souches peuvent présenter :

e Souches résistantes: les souches catégorisées (R) sont celles pour lesquelles il existe

une forte probabilité d'échec thérapeutique pour l'antibiotique considéré quelles que

soient la dose et la voie d'administration utilisées (demoré, 2018).
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Un antibiogramme © Gearges Dolisi

Figurel3 : Schéma représentant un antibiogramme (Haute garonne.gouv, Visite
sanitaire, 2019).
5. Mode d’action des antibiotiques
Les antibiotiques peuvent étre classés en fonction de leur mode d'action sur les bactéries.
Les bactéries sont des organismes parmi les plus simples du monde vivant, ils sont
unicellulaires et dénués de noyau (« procaryotes »). Le cytoplasme est le milieu interne a la
cellule, il contient le patrimoine génétique (ADN circulaire) et les ¢éléments de la synthése
protéique. Il est séparé de l'extérieur par une membrane plasmique et une paroi cellulaire

(Hagop, 2006).

Les antibiotiques agissent généralement sur un des éléments de la structure bactérienne
(Fig. 14).

Inhibition de la synthése

@ Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne

de la membrane cytoplasmique

Inhibition de la A\
synthése protéique @ Inhibition de la
synthése de I'ADN

@ Autres mécanismes

Figure 14: Mode d'action des antibiotiques (Khouider e Noumeri, 2020).
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Les antibiotiques peuvent agir sur différentes cibles de la bactérie (fig. 15) entre autres sur :

La paroi bactérienne : Bacitracine, Pénicilline et Céphalosporines agissent sur les
germes en croissance inhibent la derniere étape de la biosynthése du peptidoglycane
(muréine composant essentiel de la paroi bactérienne, qui confére a la bactérie sa
forme et sa rigidité, ce qui lui permet de résister a la forte pression osmotique intra
cytoplasmique) au cours de la multiplication cellulaire. La nouvelle bactérie n'est plus
protégée entrainant ainsi une lyse bactérienne (Zeba, 2005).

La membrane cellulaire : en désorganisant sa structure et son fonctionnement, ce
qui produit des graves troubles d'échanges €lectrolytiques avec le milieu extérieur.
L’ADN : Certaines familles d'antibiotiques empéchent la réplication d'ADN en
bloquant la progression de I’ADN polymérase. L'actinomycine bloque la progression
de I'ARN polymérase. Les sulfamides provoquent une inhibition de la synthése des
bases nucléiques et la cellule meurt par carence en bases nucléiques (Flandrois et al.,
1997), les quinolones et fluoroquinolones inhibent ' ADN gyrase (Chopra, 1998).
Le ribosome bactérien : Leur action sur les ribosomes entraine l'arrét de la
biosynthése des protéines ou la formation de protéines anormales. Les
aminoglycosides ou aminosides (streptomycine, gentamycine, amikacine),
empéchent la traduction de I'ARNm en se fixant sur la petite sous - unité des
ribosomes (Hermann, 2005). Les phénicols (chloramphenicol, thiamphenicol)
bloquent la formation de la liaison peptidique sur la grosse sous - unité du ribosome
bactérien. Les cyclines ( tétracycline , doxycycline ) bloquent I'¢longation de la chaine
peptidique en se fixant sur la petite sous - unit¢ (Flandrois et al., 1997), les
macrolides et les kétolides ( erythromycine , azithromycine ) bloquent I'élongation de
la chaine peptidique (Nilius ez Ma, 2002). La puromycine copie l'extrémité d'un
ARNTL, prend sa place dans le ribosome et bloque I'élongation de la chaine peptidique.
Autres : Certains antibiotiques agissent entant qu'anti-métabolites bactériens (c'est a

dire au niveau des étapes du métabolisme intermédiaire des bactéries).
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Figure 15 : Mode d’action des antibiotiques (Madigan et al., 2000).
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1. Historique

Les staphylocoques furent observés pour la premiére fois a la fin des années 1800 par
Robert Koch et Louis Pasteur. C’est a la méme période que Rosenbach isolat en culture pure
pour la premiére fois Staphylococcus aureus (Corne, 2004). S. aureus est une bactérie a la
fois commensale et pathogeéne opportuniste (Gordon et Lowy, 2008). Chez I’humain, on
peut retrouver S. aureus au niveau du nez, des aisselles ou encore dans le systéme gastro-
intestinal (Wertheim ef al., 2005). Le nez est la principale région anatomique colonisée chez
I’humain. Le portage de la bactérie peut étre temporaire ou permanent (Wertheim et al.,
2005). Le portage permanent de la bactérie peut aller jusqu’a 50% de la population et le
portage temporaire jusqu’a 60% de la population ou la durée du portage ne dépasse
généralement pas une semaine (Wertheim et al., 2005, Lister et Horswill, 2014). S. aureus
est le staphylocoque le plus virulent en raison de ses nombreux facteurs de virulence
(Gordon et Lowy, 2008, Sevin ef al., 1999). Lorsque I’opportunité se présente, cette espece
de staphylocoque peut causer diverses infections telles des endocardites, ostéomyélites,
infections de la peau, pneumonies, et intoxications alimentaires (Gordon et Lowy, 2008).
Le S. aureus a permis la découverte du premier antibiotique. C’est en 1928, qu’Alexander
Fleming, biologiste britannique, revint de voyage a son laboratoire pour découvrir des
cultures de S.aureus contaminés par un champignon (Penicillium notatum), ayant inhibé la
croissance de la bactérie. C’est ainsi qu’il découvrit la pénicilline (Ligon, 2004).
2. Définition

S.aureus est une bactérie de la famille des Staphylococcaceae (division des Firmicutes)
qui regroupe cinq genres : Jeotgalicoccus, Macrococcus, Nosocomiicoccus, Salinicoccus et
Staphylococcus (Freney et al., 2007). S.aureus est un agent pathogéne virulent qui est
actuellement la cause la plus fréquente d'infections chez les patients hospitalisés. L'infection
a S. aureus peut impliquer n'importe quel systéme organique. Le succes de S.aureus en tant
qu'agent pathogeéne et sa capacité a provoquer un si large éventail d'infections qui sont le
résultat de ses nombreux facteurs de virulence. L'augmentation de la résistance de ce
pathogéne virulent aux agents antibactériens, couplée a sa prévalence croissante en tant que
pathogeéne nosocomial, est une préoccupation majeure. Le phénotype de résistance de base
qui semble étre le plus associé a la persistance de S. aureus a 1'hdpital est la résistance a la
méthicilline.
La résistance a la méthicilline dans les isolats nosocomiaux de S.aureus a considérablement
augmenté dans les hopitaux américains et est également associée a la résistance a d'autres

composés anti-staphylococciques utiles. Les moyens possibles de réduire 1'incidence des

19



Chapitre 2 Généralité sur Staphylococcus aureus

infections nosocomiales a S.aureus comprennent l'instauration d'un contrdle plus efficace
des infections, la diminution de la colonisation nasale, le développement de vaccins et le
développement d'antimicrobiens nouveaux ou améliorés (Gordon et Archer, 1998).
3. Caracteres bactériologiques
3.1. Morphologie

S. aureus est une bactérie en forme de coque (sphérique) immobile qui peut étre
isolée ou groupée en diplocoques ou, le plus souvent, en amas évoquant la forme dite en
grappe de raisins. Le diametre des cellules varie entre 0,5 et 1 um (fig. 16). A la coloration
de Gram, la paroi épaisse et riche en peptidoglycanes fait apparaitre les cellules de S. aureus

en violet, les classant ainsi dans le groupe des bactéries a Gram positif (Foster, 1996).

Figure 16: S.aureus vu au microscope ¢lectronique a balayage (Denis et al., 2016).

3.2. Morphologie des colonies des S.aureus

Le S. aureus est une bactérie a croissance aéro-anaérobie facultative, et sa croissance
sur milieu ordinaire est facile entre 10 et 45 °C. Apres 24h d’incubation, S.aureus peut se
développé sur gélose strypticase-soja supplémentées ou non en sang. Les colonies observées
sont alors lisses, opaques, convexes et rondes (a bord net). Leur diamétre est compris entre
1 et 3 mm et elles peuvent étre pigmentées (Fig. 17).
Cette coloration a d’ailleurs donné le nom d’ « aureus » a S.aureus car la pigmentation est

souvent de couleur or (jaune a jaune orangée) (Robert, 2013).
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Figure 17: Culture de S.aureus sur gélose au sang (9).

Il faut préciser que le S.aureus peut €également croitre en milieu hostile comme sur une gélose
Chapman (milieu sélectif hyper salé), ce qui est un avantage pour isoler la souche. Enfin, les
colonies cultivant sur gélose au sang peuvent étre f-hémolytiques (Robert, 2013).
3.3. Habitats

Les réservoirs naturels de S.aureus sont les mammiféres, dont ’Homme, certains
animaux a sang chaud ainsi que les oiseaux (Le Loir et al, 2010). C’est une bactérie a
laquelle nous sommes quotidiennement exposés mais seulement certaines personnes sont
porteuses sur de longues périodes. S.aureus colonise la surface et les glandes de la peau ainsi
que les muqueuses et on le retrouve préférentiellement au niveau de 1’épithélium malpighien
humide des fosses nasales antérieures (Sollid et al., 2014). Dans la population générale
adulte, on peut retrouver S. aureus au niveau des aisselles (8%), de la poitrine / abdomen
(15%), du périnée (22%), de I’intestin (17-31%) ou du vagin (5%) (Fig. 18) (Sollid et al.,
2014).

La présence de staphylocoques au niveau nasal permet une dissémination plus facile
par aérosol notamment lors d’éternuements. Ajouter a cela de fortes capacités d’adaptation
et de résistance aux stress (osmotique, carences nutritives, thermique) lui permettant de
survivre dans de nombreux écosystémes, explique pourquoi S.aureus est ubiquitaire et

retrouvé partout dans 1’environnement (Le Loir et al., 2010).
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Figure 18 : Principaux sites de portages de S.aureus chez I’Homme (réalisée sur le site
Biorender.com).

4. Caractéres biochimiques
4.1. La différence avec les autres especes staphylococciques

La différenciation des espéces staphylococciques repose sur I’hybridation des acides
nucléiques et particulierement sur 1’analyse des séquences de I’ARNr 16S et d’autres
techniques de biologie moléculaire. Les S. aureus peuvent se distinguer des autres especes
de staphylocoques par rapport a plusieurs critéres distinctifs. Les S. aureus possédent une
coagulase, une désoxyribonucléase (DNase), une activité catalase positive et peuvent
fermenter le mannitol (Robert, 2013).
4.1.1. La coagulase ou staphylocoagulase
La staphylocoagulase libre est le produit du génecoa. Ce geéne induit la production d’une
protéine extracellulaire et non d’une enzyme. Elle fait partie des SERAM (secretable
expanded repertoire adhesive molecules) qui sont des nouvelles adhésines (Boden et flock,
1989).
La coagulase est une protéine de 60kDa qui se fixe avec la prothrombine sur un site de liaison
situé en N-terminal. Elle forme avec la prothrombine un complexe nommé staphylo-
thrombine. Ce complexe va induire une polymeérisation du fibrinogeéne en fibrine et ainsi la
formation d'un thrombus (Kawabata et al., 1985).0On utilise le test de la coagulas en tube
comme marqueur de I’identification de S.aureus en routine dans les services de biologie. Ce
test consiste & incuber & 37°C, un mélange de la souche a tester (0,5 ml) et du plasma de
lapin (0,5 ml) pendant 4h puis 24h. Si la bactérie posséde une coagulase, alors on voit

apparaitre un caillot en inclinant le tube. Le plasma de lapin reste pris en masse au fond du
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tube (Fig. 19) (Verdier et al., 2012). Des chercheurs ont mis en évidence que la virulence
n’était pas forcément liée au role de la coagulase (Baddour ef al, 1994), néanmoins la
recherche de coagulase permet de différencier les souches potentiellement pathogénes. Enfin
on peut considérer que le role de la coagulase permet aux S.aureus de résister aux anticorps

et a la phagocytose par les leucocytes lorsqu'ils sont localisés dans un caillot.

Coagulase +

Coagulase-

Figure 19: Test de la coagulase en tube (Robert, 2013).

4.1.2. LaDNase thermostable

La DNase thermostable est le produit du geéne nuc. On la nomme aussi la
thermonucléase et c’est une endonucléase. Cette enzyme coupe les acides
désoxyribonucléiques (ADN) en nucléotides ou polynucléotides en hydrolysant les liaisons
phosphodiesters. La thermo nucléase est caractéristique des souches de S.aureus (ainsi que
deux autres staphylocoques a coagulase positive: S.intermeuis et S.hyicus) et elle n’est pas
détruite a des températures élevées (15 minutes a 100°). La recherche de cette enzyme se fait
sur un milieu ADN-bleu de toluidine et les souches qui détiennent une DNase thermostable

forment une zone de couleur rose supérieure a 1 mm, ce qu’on obtient avec S.aureus (Fig.

20) (Delarras, 2007).

S. aureus

Figure 20: Mise en évidence de souche S.aureus grace a la DNase thermostable (Robert,

2013).
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4.1.3. La catalase

Le S.aureus posséde une activité catalase positive comme tous les staphylocoques.
Cette activité enzymatique permet la dégradation du peroxyde d’oxygéne en eau et
dioxygene. Pour réaliser ce test, il suffit de prélever quelques colonies de bactéries et de les
mettre en présence de peroxyde d’oxygene (ou eau oxygénée). La présence de bulles de
dioxygéne confirme ’activité enzymatique de la bactérie (Fig. 21). La catalase est trés utile

en pratique pour différencier les bactéries a Gram + (Robert, 2013).

S. aureus

Figure 21: Test de la catalase avec présence de S.aureus (Robert, 2013).

4.1.4. La fermentation du mannitol

Le S.aureus est capable de fermenter le mannitol. Générale menton détecte la
fermentation du mannitol par un changement de couleur du milieu de culture. Par exemple
pour le milieu BD Mannitol Salt Agar, le milieu passe de la couleur rouge a la couleur jaune
s’il y a fermentation du mannitol (Fig. 22). Ce changement de couleur se produit grice a un
indicateur coloré, dans cet exemple, I’indicateur est le rouge de phénol. Cependant, certaines
souches de staphylocoques a coagulase négative fermentent également le mannitol (Robert,

2013).

Figure 22: Fermentation du mannitol par des souches de S.aureus (Robert, 2013).
4.2. Facteurs de virulence

S.aureus produit de nombreux facteurs de virulence : protéines de surface ou des exo
protéines permettant a la bactérie de combattre le systétme immunitaire, d’adhérer aux

cellules et de disséminer dans 1’hote (Caby et al, 2010). Les principaux facteurs de



Chapitre 2 Généralité sur Staphylococcus aureus

virulences exprimées par S.aureus sont résumés dans la Fig 23. Parmi les facteurs de

virulence, nous citons :

Protéines de surface Protéines sécrétées
Adhésion Toxines
CIfA, CIfB, FnBPs, a-toxine, LPV, Enterotoxines, TSS-1, Ets
Cna
Invasion Enzymes
FnBP, IsdB Protéase, nucléase, lipase,
Evasion immunitaire hyaluronidase
Protéine A Coagulase, staphylokinase

Polysaccharides de surface

Evasion immunitaire: capsule
Biofilm

Figure 23 : Facteurs de virulence de Staphylococcus aureus (Foster et Geoghegan, 2015).
4.2.1. Acide teichoique

Il est li¢ au peptidoglycane (Wall Teichoic Acid WTA) ou bien a la membrane
cytoplasmique (Lipo Teichoic Acid LTA). Les AT contribuent a I'adhésion et a la colonisation
des staphylocoques, et jouent un role dans la division cellulaire et la formation de biofilms.
De plus, les résidus de D-alanine sur les AT contribuent a la résistance aux peptides
antimicrobiens cationiques tels que les défensines ou les cathélicidines, et aux antibiotiques
glycopeptidiques tels que la vancomycine ou la teicoplanine (Mistretta et al., 2019).
4.2.2. Capsule

Les polysaccharides capsulaires ont permis la classification de S.aureus en 11
stéréotypes. Les stéréotypes 5 et 8 sont les principaux rencontrés en pathologie humaine.
Elle inhibe la phagocytose et aide a I’adhérence (Becker, 2018).
4.2.3. Les protéines de surface
4.2.3.1. ProtéineA

Elle se lie au fragment FC des immunoglobulines et inhibe 1’opsonophagocytose.
Elle peut jouer le role d’une adhésine au début de I’infection intra vasculaire (Freney, 2007).
4.2.3.2. La protéine de liaison au collagene

L’attachement au collagéne est nécessaire et suffisant pour 1’adhésion de S. aureus
au cartilage in vitro. Ce récepteur du collagéne pourrait constituer un facteur de virulence
important dans les infections osseuses et articulaires S.aureus (Buckingham et al., 2004).

4.2.3.3. La protéine de liaison a la fibronectine
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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. Ils ont ainsi un
role important dans ’initialisation des infections sur corps étrangers (Freney, 2007).
4.2.3.4. 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 (Fraunholz ez Sinha, 2012).

4.2.4. Les substances élaborées par S.aureus
4.2.4.1. Les toxines
Les principales toxines produites par S.aureus sont résumées dans le tableau 2.

Tableau 2 : Toxines sécrétées par S.aureus (Belal et Chergui, 2019).

Toxin Mode d’action / Infection Référence
o hémolysines | Forme des pores a travers la membrane des Pontieri, 2018.
(HLA) cellules hotes et provoque le choc septique
staphylococcique.
Leucocidine de | Protéine ayant des propriétés leucotoxiques et Nawrotek et
Panton- dermonécrotiques a I’origine de pneumonie al., 2018.

Valentine (PVL) | nécrosante.

Entérotoxines A, | Action super antigénique pour les lymphocytes T. Hu et al.,
B,D Intoxication alimentaires collectives. 2018.
TSST-1 Dotée d’une activité super antigénique et Hu et al.,
provoque le choc toxique staphylococcique. 2018.
Exfoliative Responsables d’un clivage intra épidermique, Bukowskietal.,
toxins (Ets) provoque un staphylococcalscalded skin 2018

syndrome (SSSS) de I’enfant.

4.2.4.2. Les enzymes

Les principales enzymes produites par S.aureus sont résumées dans le tableau 3.
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Tableau 3 : Enzymes produites par S.aureus (Belal et Chergui, 2019).

Enzyme Mode d’action Référence

Coagulase libre Conversion du fibrinogene en fibrine Becker, 2018.
entrainant la formation de caillots de fibrine

empéchant la phagocytose.

Fibrinolysine ou Protéine fibrinolytique qui active le
staphylokinase plasminogene en plasmine.
FAME Modification des lipides antibactériens de Malachowa et
I’hoéte, constituer un facteur de virulence Deleo, 2010.

important dans les abces.

Protéases, lipases, Ces enzymes extracellulaires provoquent la | Arumugam et
nucléases, destruction tissulaire et permet al., 2017.
phospholipase C, I’envahissement des tissus

hyaluronidase :

elastase

4.2.4.3. Le biofilm chez S.aureus

Les biofilms de S.aureus sont impliqués dans de multiples infections : ostéomyélites,
infections sur implants médicaux, endocardites, infections oculaires ou encore parodonties
(Archer et al., 2011).Le mode de vie sous forme de biofilm apporte plusieurs avantages a
cette bactérie:

— Protection mécanique d’un certain nombre d’agression comme: le stress, les
antibiotiques et la réponse immunitaire de 1’héte (100 a 1000 fois supérieure que la
bactérie sous la forme planctonique) (Rézalska et Sadowska, 2018).

— Communication entre les cellules: tels que le quorum sensing et le transfert des
¢léments génétiques mobile qui permet I’acquisition de caracteres de résistance et de

facteurs de virulence (Belal et Chergui, 2019).
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I. La résistance bactérienne
I.1. Définition de la résistance bactérienne
Selon la définition microbiologique du terme, une souche est dite résistante lorsqu’elle

secultive en présence de concentration plus élevée en antibiotique comparativement a
d’autres souches qui lui sont phylogénétiquement liées. Par conséquent, la résistance est une
propriété quine peut étreétudiée que par comparaison d’au moins deux souches, dont I’une
de référence souvent appelée souche sauvage et développée en laboratoire a partir
d’individus préléves dans la nature, d’'une méme espéce ou d’un méme genre, cultivées dans
les mémes conditions. Selon la définition clinique, une souche est qualifiée de résistante
lorsqu’elle survit a la thérapie antibiotique mise en place (Guardabassil et al., 2006).
1.2. Type de Résistance bactérienne

La résistance aux antibiotiques peut étre soit naturelle (intrinséque) ou acquise.
1.2.1. Résistance naturelle

Egalement connue sous le nom de la résistance primaire ou innée, elle se définit comme
une insensibilité générale vis-a-vis d’une molécule spécifique d’antibiotique ou a une classe
d’antibiotiques. Cette résistance concerne toutes les souches appartenant a la méme espece
ou au méme genre bactérien (Courvalin, 2008 ; Carle, 2009 ; Muylaert et Mainil, 2013).
La résistance naturelle est une résistance stable, d’origine génétique a transmission verticale,
elle peut étre due a :

— L’absence de la structure cible, par exemple 1’absence de la paroi chez les
mycoplasmes les rendant insensible aux antibiotiques qui agissent sur la synthese de
la paroi bactérienne comme les B-lactamines et les glycopeptides (vancomycine,
Teicoplanine) (Courvalin, 2008 ; Carle, 2009 ; Muylaert et Mainil, 2013 ;
Schwarz, 2018). Ou en encore la résistance a la polymyxine chez les Gram-positives
qui est due a un manque de phosphatidyl-éthanolamine dans leur membrane
cytoplasmique (Boerlin ez White, 2013).

— L’imperméabilit¢ des membranes de certaines bactéries pour diverses calasses
d’antibiotiques. Par exemple la résistance des bactéries Gram négatif aux
glycopeptides, macrolides, lincosamides, streptogramines est due a l'incapacité de ces
antibiotiques a franchir la membrane externe (Courvalin, 2008).

— L’inactivation enzymatique de I’antibiotique comme la production d’AmpC (-

lactamase chez certaines entérobactéries (Schwarz, 2018).
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— L’expulsion de I’antibiotique par des systemes d’efflux actifs ou pompes a efflux, ce

mécanisme permet a la bactérie de rejeter 1’antibiotique a I’extérieur. Par exemple le

systéme AcrAB-TolC (Schwarz, 2018).

Le tableau suivant présente des exemples de la résistance naturelle chez certaines bactéries.

Tableau 4 : Résistance naturelle chez les différentes especes bactériennes (d’apreés

Organismes

Bactéroides (anaérobies)

Tous les Gram positives

Entérocoques

Listeria monocytogenes
Tous les Gram négatives
Escherichia coli
Klebsiella spp.

Serratia marcescens

Pseudomonas aeruginosa

Stenotrophomonas maltophilia

Acinetobacter spp.

1.2.2. Résistance acquise

Reygaert, 2018).

résistance naturelle

aminoglycosides, de nombreux B-lactames,
quinolones

aztréonam

aminoglycosides, céphalosporines,
lincosamides

céphalosporines

glycopeptides, lipopeptides

macrolides

ampicilline

macrolides

sulfamides, ampicilline, céphalosporines
delére et 2¢éme génération, chloramphénicol,
tétracycline.

aminoglycosides, B-lactames, carbapénemes,
quinolones

ampicilline, glycopeptides

Contrairement a la résistance naturelle, la résistance acquise est une propriété

spécifique qui n’est présente que chez certaines souches de la méme espéce ou du méme

genre, mais parfois elle concerne la plupart des souches (90 % des souches de staphylocoque

sont résistants a la pénicilline). La résistance acquise peut étre due a I'acquisition de geénes

de résistance étrangers ou a la modification du génome bactérien par une mutation

chromosomique (Courvalin, 2008, Carle, 2009, Muylaert et Mainil, 2013, Schwarz

2018).
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1.3. Mécanisme de résistance aux ATB

Les bactéries ont développé différents mécanismes afin de neutraliser 1’action des
agents antibactériens, les plus répandus étant I’inactivation enzymatique de I’antibiotique, la
modification ou le remplacement de la cible de 1’antimicrobien, 1’efflux actif ou encore la
pénétration réduite de la molécule. D’autres mécanismes tels que la protection ou la sur-
production de la cible de I’antibiotique sont également décrits (fig. 24). Ils sont, cependant,

plus rares et surtout associés a certaines classes de composés (Guardabassi et Courvalin,

Paroi bactérienne

Modification de
la cible

2006).
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Figure 24 : Principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques mis en place par les
bactéries (adaptée de Muylaert A., ef al., 2012 et réalisée sur Biorender.com).

1.3.1. Inactivation enzymatique de I’antibiotique

L’inactivation enzymatique de I’antibiotique représente le principal mécanisme de
résistance des B-lactames, des aminoglycosides et des phénicolés. On décrit également ce
type de résistance pour le groupe MLS (macrolides, lincosamides, streptogramines), pour
les tétracyclines, pour la fosfomycine et plus récemment pour les fluoroquinolones, bien que
cette inactivation ne représente pas le mécanisme de résistance qui prévaut pour ces
molécules. L’enzyme en modifiant le noyau actif de I’antibiotique par clivage ou par
addition d’un groupement chimique, empéche la fixation de 1’antimicrobien sur sa cible et
provoque une perte d’activité. Parmi les réactions biochimiques catalysées par ces enzymes

bactériennes, on peut citer des hydrolyses, des acétylations, des phosphorylations,
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des nucléotidylations, des est érifications, des réductions et des réactions d’addition d’un

glutathion. Ces enzymes sont généralement associées a des ¢léments génétiques mobiles

(Guardabassi et Courvalin, 2006 ; Alekshun ef Levy, 2007 ; Nikaido, 2009).

1.3.2. Modification ou remplacement de la cible de I’antibiotique

La cible de I’antibiotique peut étre structurellement modifiée ou remplacée, de telle
sorte que le composé antibactérien ne puisse plus se lieret exercer son activité au niveau de
la bactérie. La modification de la cible, mécanisme de résistance décrit pour presque tous les
antibiotiques, est particuliecrement importante pour les résistances aux pénicillines, aux
glycopeptides et aux molécules du groupe MLS chez les bactéries Gram positives, et pour
les résistances aux quinolones chez les bactéries Gram positives et Gram négatives. Ce type
de résistance peut étre la conséquence de 1’acquisition de matériel génétique mobile codant
pour une enzyme modifiant la cible de 1’antibiotique, ou peut résulter d’'une mutation au
niveau de la séquence nucléotidique de la cible. Le remplacement de la cible de I’antibiotique
est, quant a lui, un mécanisme décrit pour les sulfamidés, les diaminopyrimidines

(triméthoprime) et lesf-lactames dont les S.aureus résistants a la méthicilline (SARM) ainsi

qu’a toutes les B-lactames d’usage vétérinaire sont un exemple remarquable par la synthese

d’une nouvelle PBP (Penicillin Binding Protein) possédant une affinit¢ moindre pour la

méthicilline (Guardabassi ef Courvalin, 2006 ; Alekshun ez Levy, 2007 ; Nikaido, 2009).

La modification de la cible peut se faire de deux maniéres :

— Modifications quantitatives : par exemple, I’absence de paroi chez les bactéries du
genre Mycoplasma est responsable de leur résistance naturelle aux [-lactamines
(Pascale, 2014).

— Modifications qualitatives : la modification de la structure de la cible peut diminuer
son affinité pour I’antibiotique. C’est un mécanisme fréquent de résistance acquise
(Pascale, 2014).

1.3.3. Pompes a efflux

L’efflux actif, médié par des protéines transmembranaires connues sous le terme de
pompes a efflux ou transporteurs actifs, est un mécanisme nécessitant de 1’énergie et utilisé
par les bactéries, par les cellules eucaryotes dont notamment les protozoaires, pour expulser

a Iextérieur des métabolites et des composés toxiques étrangers tels que des antibiotiques et

d’autres médicaments. Ces pompes a efflux ont généralement une spécificité de substrats

assez large, et seulement certaines d’entre elles conférent une résistance aux antibiotiques.

La résistance provient de la réduction de concentration en antimicrobien dans le cytoplasme

de la bactérie, ce qui prévient et limite 1’acces de 1’antibiotique a sa cible.
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On classe ces pompes a efflux sur la base notamment de leur spécificité de substrats et
de la source d’énergie employée. Certains de ces transporteurs sont tres spécifiques et on les
appelle pompes SDR (pour specific-drug-résistance). Alors que d’autres agissent sur une
multitude de molécules et on les nomme pompes MDR (pour multiple-drug-résistance).

Les pompes SDR, généralement responsables de hauts niveaux de résistance et dont les
genes sont portés par des éléments génétiques mobiles, représentent un important mécanisme
de résistance aux tétracyclines essentiellement parmi les bactéries Gram négatives, aux
composés du groupe MLS et aux phénicolés.

Les pompes MDR (dont notamment MexAB-OprM chez P.aeruginosa, AcrAB-TolC
chez Escherichia coli, Vibrio cholerae, MdrL chez Listeriamonocytogenes et MreA
chezStreptococcus agalactiae) (Poole, 2001 ; Li et Nikaido, 2004 ; Kumaret Schweizer,
2005), sont généralement responsables de bas niveaux de résistance. Leur les geénes sont
fréquemment chromosomiques et sont classée en deux groupes sur la base de la
sourced’énergie utilisée :

— les transporteurs ABC (pour ATP-binding cassette) utilisant ’hydrolyse de I’ATP et

plutdt spécifiques de certains composés comme le groupe MLS.

— et les transporteurs secondaires exploitant le gradient ¢électrochimique
transmembranaire de protons et d’ions sodium pour expulser la molécule a
I’extérieur de la cellule et responsables de résistances multiples aux antibiotiques
(Guardabassiet Courvalin, 2006 ; Alekshun et Levy, 2007 ; Nikaido, 2009).

1.3.4. Perméabilité réduite

Contrairement aux bactéries Gram positives, dont la structure enveloppante est assez
simple, composée d’une paroi externe épaisse de peptidoglycanes que les antibiotiques
traversent par simple diffusion, les bactéries Gram négatives jouissent quant a elles d’une
enveloppe plus complexe et plus difficilement franchissable. Les figs 25a et 25b présentent
la structure des bactéries Gram négatives et Gram positives.

Ainsi, au sein des bactéries Gram négatives, les antibiotiques hydrophiles pénétrent
dans la bactérie via des protéines transmembranaires nommé esporines, alors que les
molécules hydrophobes diffusent simplement a travers la couche phospholipidique. La
membrane externe de certaines bactéries telles que P.aeruginosa est moins perméable que
celle d’autres espéces, ce qui lui confére un niveau moins élevé de sensibilité aux
antimicrobiens. En outre, des mutations au niveau des génes qui codent pour les porines et
qui conduisent a leur perte, ou a la réduction de leur taille ou encore a une diminution de

leur expression, se traduiront par 1’acquisition de bas niveaux de résistance vis-a-vis de

33



Chapitre 3 Meécanisme de résistance bactérienne aux ATB cas S.aureus

nombreux antibiotiques. Citons comme exemple, la réduction de 1’expression de la porine
OmpF chez E.coli qui entraine une réduction de sensibilité aux quinolones, aux B-lactames,
aux tétracyclines et au chloramphénicol. La diminution de la perméabilité¢ est donc un
mécanisme de résistance cliniquement trés important chez les bactéries Gram négatives et

plus précisément chez P.aeruginosa et les Enterobacteriaceae, étant donné le large spectre

d’antibiotiques qu’elle cible.
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Figure 25a : Structure de la paroi des bactéries Gram négatives
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Figure 25b : Structure de la paroi des bactéries Gram positives.
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En outre, on décrit également ce type de phénomene pour expliquer la résistance aux
aminoglycosides parmi les germes anaérobies ainsi que le faible niveau de sensibilité
clinique (résistance intrinséque a bas niveau) observé vis-a-vis de cette famille de composés
parmi les bactéries anaérobies facultatives telles que les entérocoques et les streptocoques.
En effet, cette famille d’antibiotiques pénétre a I’intérieur des cellules bactériennes via un
mécanisme de transport dépendant d’un métabolisme aérobie (Guardabassi et Courvalin,
2006 ; Alekshun ef Levy, 2007 ; Nikaido, 2009).

1.3.5. Protection de la cible de I’antibiotique

La protection de la cible de I’antibiotique est un mode de résistance bien connu pour
la famille des tétracyclines et plus récemment décrit pour les quinolones et les
fluoroquinolones. Ainsi, on ne dénombre pas moins de huit protéines de protection
ribosomiale qui conférent une résistance aux tétracyclines en les déplagant de leur site de
fixation par la création d’un encombrement stérique au niveau du ribosome. Depuis quelques
années, des souches présentant des résistances sub-cliniques dites a bas niveau aux
fluoroquinolones ont été observées. Ces résistances sont notamment dues a la présence de
genes plasmidiques qnr (pour guinolone résistance) dont 5 groupes existent. Ce mécanisme
a ¢été rapporté parmi différentes bactéries Gram négatives a travers le monde, et des
analogues de ces genes ont également été décrits chez des bactéries Gram positives
(Rodriguez-Martinez et al., 2008). Les protéines qnr en se fixant sur les topos isomérases,
cibles des fluoroquinolones, réduisent I’affinité de la famille d’antibiotiques pour leurs
cibles(Robiczek et al., 2006a ; Cavaco et al., 2009 ; Wang et al., 2009).

1.3.6. Piégeage de I’antibiotique

Les bactéries sont capables de piéger un antibiotique en augmentant la production de
sa cible ou en produisant une autre molécule possédant une affinité pour ce dernier. Il en
résulte une diminution de I’antibiotique a 1’état libre au niveau de la cible. Ainsi des
mutations chromosomiques responsables d’une surproduction des cibles des sulfamidés et
dutriméthoprime ont été décrites chez de nombreuses especes bactériennes.

Ce mécanisme est ¢galement impliqué dans des bas niveaux de résistance aux glycopeptides
chez certaines souches de S.aureus, et a la Tobramycine chez E. coli (Guard et Courvalin,
2006).
I1. Résistance Chez Les S.aureus

Staphylococcus aureus (SA) et les staphylocoques a coagulase négative (SCN) occupent

une place importante en pathologie nosocomiale (Mainardi ef al., 1996). Ces micro-
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organismes présentent trés souvent une résistance multiple aux antibiotiques (Quincampoix
et Mainardi, 2001).
I1.1.Résistance aux B-lactamines

La résistance aux B-lactamines chez les staphylocoques repose sur deux grands types de
mécanismes qui sont identiques pour les SA et pour les SCN : un mécanisme de résistance
extrinseque par production d’enzymes inactivant ’antibiotique et un mécanisme de
résistance intrinséque par modification des protéines de liaison a la pénicilline (PLP) ou par
acquisition de nouvelles PLP (Quincampoix, Mainardi, 2001).
I1.1.1. Résistance par production de p- lactamase

Une B-lactamase est une enzyme qui hydrolyse le cycle-lactame des pénicillines, les
rendant inactives. L’existence d’une pénicillinase entraine une résistance a la pénicilline G
et aux pénicillines A (ampicilline, amoxicilline, etc.), aux carboxypénicillines (ticarcilline),
et aux uréidopénicillines (pipéracilline). Ce mode de résistance est présent chez 90 % des
isolats cliniques de SA (Mainardi et al., 1996).
Le gene blaZ codant pour les pénicillinases de staphylocoque peut tre porté soit par un
transposon soit étre chromosomique. La production de B-lactamases peut étre constitutive
ou, le plus souvent, inductible. L’activité des B-lactamines est restaurée en présence d’un
inhibiteur de B-lactamases de type acide clavulanique, tazobactam ou Sulbactam (Mainardi
et al., 1996).
I1.1.2. Résistance par une protéine de liaison a la pénicilline additionnelle : la PLP2a

Les PLP sont des protéines possédant une activité enzymatique (transpeptidases,
carboxypeptidases ou glycosyltransférases) impliquée dans la synthése de la paroi
bactérienne et possédante une affinité pour les f-lactamines. La résistance a la méticilline,
qui entraine une résistance a toutes les f-lactamines, est déterminée par la présence d’un
geéne chromosomique (mecA) qui code pour la PLP2a.

Cette PLP additionnelle a moins d’affinité pour les B-lactamines et en particulier pour la
méticilline (De Jonge ef Tomasz, 1993 ; Ryffel ez al., 1992). Ce mécanisme est présent chez
les S.aureus résistant a la méticilline (SARM) et chez les SCN (Quincampoix ez Mainardi,
2001).

La régulation du géne mecA est principalement sous la dépendance de deux genes :
les génes mecl (répresseur du gene mecA) et mecR (anti répresseur). La résistance conférée
par mecA peut étre homogene (résistance exprimée par toutes les souches) ou hétérogeéne
(résistance exprimée seulement par une proportion des colonies filles issues d’une colonie

mere exprimant la résistance). Chez les souches présentant une résistance hétérogeéne a la
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méticilline, le niveau de résistance n’est pas corrélé avec la quantité de PLP2a, mais semble
étre sous la dépendance de quatre génes fem A, B, C, D (facteurs essentiels a la méticilline-
résistance) chromosomiques impliqués dans la formation du pont inter peptidique penta
glycine du peptidoglycane. A 1’heure actuelle, aucun des génes régulateurs impliqués dans
la résistance aux P-lactamines ne permet d’expliquer le caractére hétérogéne de cette
résistance (De lancastre et al., 1993).
I1.2.Résistance aux aminosides

La résistance peut étre due a des mutations au niveau du ribosome entrainant une
diminution de la fixation des aminosides (Tasse, 2017). Mais le principal mécanisme de
résistance repose sur la production d’enzymes inactivant les aminosides. Les principales
enzymes sont I’ANT(6)-1 (aminosides nucléotidyl transférase), ANT(9)-I, I’APH (3°)-III
(aminosides phosphotransférase), I’ANT-(4")-(4’) et ’AAC (6°)-APH (2’’) (aminosides
acétyltransférase) et sont codés sur des génes plasmidiques ou transposables. Certaines
souches peuvent posséder plusieurs enzymes. En fonction des enzymes présentes, on
distingue plusieurs phénotypes (tableau 5). La majorit¢é des SARM sont résistants a la
gentamicine (80%), alors que moins de 5% des SASM le sont. Si la souche est résistante a
la gentamicine, elle est résistante a I’ensemble des aminosides (Tasse, 2017).

Tableau 5 : Phénotypes de résistance des staphylocoques aux aminosides (Tasse, 2017).

Phénotypes Enzymes Kanamycine Tobramycine Gentamicine
Sauvage - S S S
K APH(3’)-11I R S S
KT ANT-(4°)-(4") R R S
KTG AAC(6°)-APH(2”) R R R

I1.3.Résistance aux macrolides

Les macrolides, lincosamides et streptogramines (MLS), inhibent la synthése protéique
en stimulant la dissociation du ribosome et du complexe ARN de transfert peptide. Cela
entraine une terminaison réversible de 1’élongation protéique (Roberts et al.,1999). Les
macrolides et les lincosamides (lincomycine et clindamycine) n’ont qu’une activité
bactériostatique sur les staphylocoques alors que les streptogramines (pristinamycine,
quinupristine—dalfopristine), qui résultent de I’association de deux composés A et B agissant

en synergie et possédant une activité bactéricide. Trois mécanismes sont impliqués : une



Chapitre 3 Meécanisme de résistance bactérienne aux ATB cas S.aureus

modification de la cible de I’antibiotique, un mécanisme d’efflux et une modification
enzymatique de la drogue(Quincampoix e Mainardi, 2001).
Trois mécanismes sont impliqués : une modification de la cible de I’antibiotique, un
mécanisme d’efflux et une modification enzymatique de la drogue.
I1.3.1. Résistance par modification de la cible de I’antibiotique

Le mécanisme repose sur I’action d’une enzyme (méthylase) réalisant la méthylation
d’une adénine de la sous unité 23s de I’ARN ribosomique. Ces méthylases sont codées par
les génes erm dont il existe au moins 20 variants (Roberts ef al., 1999). Le support des génes
erm peut étre chromosomique ou plasmidique (Quincampoix et Mainardi, 2001).
I1.3.2. Résistance par efflux

Trois génes codant pour des systemes d’efflux ont ét¢ décrits chez les Cocci a Gram
positif. Leur produit forme un transporteur protéique qui diminue 1’accumulation de
I’antibiotique dans la cellule. Les génes msrA et msrB sont responsables d’un phénotype de
résistance de type MS, c’est-a-dire d’une résistance inductible vis-a-vis des macrolides dont
le noyau comporte 14 et 15 carbones (C14 et C15) et au composé B des streptogramines,
aprés induction par 1’érythromycine (Lina et al., 1999). Le géne mef entraine un phénoype
de résistance nommé M, caractérisé par une résistance limitée aux macrolides en C14 et en
CI15 (Lina et al., 1999). 11 est localisé sur des éléments chromosomiques transférables par
conjugaison et n’a jamais été retrouvé sur un plasmide (Roberts et al., 1999). Les geénes vga,
vgaB codent pour des protéines d’efflux du seul composé A des synergistines (Roberts et
al., 1999, Lina et al., 1999). Tous ces geénes sont retrouvés chez différentes especes de SCN
et chez S.aureus.
I1.3.3. Résistance par enzymes inactivatrices

Ces enzymes, qui modifient 1’antibiotique lui-méme, peuvent appartenir a la classe
des hydrolases (génes vgb et vghB pour virginiamycine facteur B hydrolase), des
acétyltransférases (genes /inA et vat) ou des phosphotransférases (géne mphC).
Le support de ces génes est souvent plasmidique (Roberts et al., 1999). L’activit¢ des
macrolides du groupe MLS sur les staphylocoques est rapportée dans le tableau 6.
Tableau 6 : Principaux mécanismes, supports et phénotypes de résistance acquise aux

macrolides et apparentés chez les Cocci a Gram positif (Quincampoix e Mainardi, 2001)
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Q | Strept | Strept | SgA
Mécanisme | SUPOTde g, | Maer Mar | Maor | &SP ST
ésistance S | (Seb) | (Sed) | SeB
— erm . -
LBz inductible | Méthylase R R S S S S S S
Sca
&= 5 erm .
s ™ constitutif | Méthylase R R R R | R R S S/
lin A Acétase S S S R | I/S S S S
Inacti- | Acttae | S | S S S s S | R IR
vation
vgh Hydrolase S S S S S R S R
Vega Pompe S S S S S S R S
Efflux Mef Pompe R R S S S S S S
msr Pompe R R S S S R S S/1

— Macr :macrolides ; C14 : cycle comportant 14 carbones ; C15 : cycle comportant 15
carbones ; C16 : cycle comportant 16 carbones ; Linco : lincomycine ; Clinda :
clindamycine ; Strept B. : streptogramines B ; Strept A : streptogramines A ; SgA+ SgB
: synergistines ; Acétase : acétylase ; S : sensible ; I : intermédiaire ; R : résistant.

I1.4.Résistance aux fluoroquinolones
Les fluoroquinolones inhibent la croissance bactérienne par arrét de la réplication de

I’ADN. Ces molécules ont une action ciblée sur les topo-isomérases. Les topoisomérases

regroupent les topo-isomérases de classe II, les gyrases, constituées de deux sous-unités

GyrA et GyrB (codées par les genes gyrAd et gyrB) et impliquées dans le relachement de

I’ADN, et par les topoisomérases de classe IV (composées de deux sous-unités codées par

les génes griA et griB) qui entrainent un désenchevétrement de ’ADN a la fin de la

réplication (Mainardi ef al., 1996). Trois mécanismes sont impliqués essentiellement :

— la modification de la cible qui implique une mutation au niveau des genes
chromosomique gr/4 ou griB de la topo-isomérase I'V.

— T’altération des sous-unités A ou B de la gyrase par introduction d’une mutation au
sein des geénes gyr4 ou gyrB.

— T’efflux de la drogue grace a une protéine transmembranaire codée par le géne nor4,
chromosomique. Chez les bactéries a Gram positif, la topo-isomérase de classe IV
constitue la cible primaire, et une mutation de cette cible est nécessaire pour entrainer
I’apparition d’un premier niveau de résistance aux fluoroquinolones (Mainardi et
al., 1996). La résistance aux fluoroquinolones est croisée entre les différentes

molécules. Chez les SAMR, le taux de résistance est supérieur a 90 %.
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1. Emergence du SARM

Le S.aureus résistant a la méticilline, plus communément appelé SARM, a été une
préoccupation des professionnels de la santé depuis sa découverte initiale au début des
années 1960 (Jevons, 1961). L’histoire de SARM a commencé avec le développement des
antibiotiques, au début des années 1940, la pénicilline G était trés active sur les
staphylocoques. Cependant, dés les années 1950 des souches résistantes sont apparues : elles
¢taient en effet capables d’hydrolyser 1’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 (Freney, 2007).

Pour déjouer ce mécanisme de résistance, les laboratoires pharmaceutiques ont
synthétis¢ dans les années 1960 de nouvelles pénicillines, capables de résister a 1’action
hydrolytique de la pénicillinase des staphylocoques par D’adjonction d’un radical
volumineux sur le cycle - lactame. Ce sont les pénicillines semi synthétiques du groupe M
(méticilline, qui n’est plus commercialisable, oxacilline, cloxacilline et dicloxacilline)
(Michel-Briand, Chabert, 2009).

En 1961, un hopital en Angleterre a signalé la découverte d’une souche de S.aureus
résistante a la méticilline. Depuis cette date, les SARM se sont diffusés de fagon épidémique
dans les hopitaux, pour devenir vers 1980 multi-résistants aux antibiotiques et pandémiques
(Chang, 2006). 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 (Kesah et al., 2003). 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 (Jama, 1999). Ces nouvelles souches sont hautement
épidémiques et constituent un probléme de santé public émergeant au niveau mondial.

2. Caractéristiques moléculaires du SARM
2.1. Gene mecA et cassette chromosomique staphylococcique
2.1.1. Le géne mecA

Le temps zéro de I’évolution des SARM est 1’acquisition du gene mecA, fragment
d’ADN de 2,1 kb codant une protéine liant la pénicilline additionnelle (PLP2a) (Ito et al.,
2003). Cette transpeptidase PLP2a a une affinité faible vis-a-vis des B-lactamines. Les
souches de S.aureus possédant le géne mecA sont donc résistantes a toute la famille des B-
lactamines, notamment a la méticilline ou a I’oxacilline. Le géne mecA est inclus dans un

¢lément génétique mobile : la cassette staphylococcique (SCCmec, staphylococcal cassette
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chromosome mec). Cette cassette ‘ins€re au niveau d’un site spécifique du chromosome : le
site atBy.. situé a I’extrémité 3’ d’une séquence a cadre de lecture ouvert désignée sous le
nom de orfX dont la fonction demeure inconnue (Hiramatsu ez al., 2001).
2.1.2. Structure de la cassette SCCmec
La cassette SCCmec comporte deux ¢léments essentiels, le complexe du géne mecA

et un complexe de génes codant des recombinasses ccr (cassette chromosome recombinase)
qui assurent les phénomenes d’intégration et d’excision de la cassette. La cassette SCCmec
comporte ¢galement des ¢léments dits accessoires comme des séquences d’insertion, des
transposons ou des copies de plasmide portant des génes de résistance a des métaux lourds
ainsi qu’a des antibiotiques autres que les B-lactamines(Ito ef al., 2003 ; Katayama et al.,
2000).
3. Résistance aux antibiotiques et plasticité génétique de S.aureus

La résistance a la pénicilline, initialement restreinte au milieu hospitalier, a trés vite
diffuse en milieu communautaire et concerne actuellement plus de 90 % des souches de
S.aureus. Pendant les années 1950 sont apparues les souches de S.aureus multi résistantes :
a la résistance a la pénicilline était associée la résistance a la streptomycine, a
I’erythromycine, a la tétracycline, au chloramphenicol ainsi qu’aux sulfamides.
L’introduction en 1959 de la méticilline, dérive semi-synthétique de la pénicilline, pour le
traitement des infections staphylococciques a soulevé un grand espoir. Mais a peine un an
plus tard, les premieres souches hospitaliéres de S.aureus résistantes a la méticilline (SARM)
sont apparues dans un hopital de Grande-Bretagne. Le secret de ce pouvoir d’adaptation a
¢été partiellement perce par le séquencage du génome de S.aureus effectué par les équipes de
Baba et d’Hiramatsu. Le génome de S.aureus est formé de deux domaines fonctionnels
distincts. La majeure partie du chromosome contient les génes qui assurent la maintenance
de la bactérie. La deuxiéme partiec du génome est constituée d’éléments génétiques
accessoires et mobiles comme des plasmides, transposons, prophages ou des ilots de
pathogénie portant la plupart des genes associés a des facteurs de virulence et a la résistance
aux antibiotiques (Fig. 26). Ainsi, en dehors des mutations spontanées, S.aureus diversifie
son génome grace aux échanges de matériel génétique avec d’autres especes bactériennes
par des phénomenes de transfert horizontal de génes. Le phénotype de résistance, comme le
profil pathogénique, semble donc bien étre détermine par les combinaisons de ces éléments

génétiques accessoires portés par le chromosome (Oana et al., 2010).



Chapitre 4 Staphylococcus aureus Résistant a la Méticilline

Tlot de résistance
SCCmec (Tn554mec)

. 3 ;

; " - 3
v I .
1)

.

oo\ [S1181-2

70} ; ;

2 7‘ Transposon conjugatif
f/.,"‘ présomptif Tn 5801

% %, llotde pathogénie

0.5
Staphylococcus
0 aureus N315
2813641 bp

IS1181-7 = = = 151181-2

Tlot de pathogénie = = !

SaPinl/Sapiml o ~ Tlot génomique

Bactériophage A °
N315/Mu50A i 4’\—;"‘\ " L SaGlm
AR &5 o Tno54bl
S1181 6,/,‘% s 1S1181-3
- - - i
i . BAL 'Buctériophage
llot de pathogénie 2 e
SaPin3/Saplm3 ¥ &%
IS1181-5 ¢ A\
IS1181-m1" %
‘g? =, * 1 ". “ -.“7 5.
& =z e

Figure 26 : Génome de S.aureus-souche N315 résistante a la méticilline et souche Mu50 de
sensibilit¢ diminuée a la vancomycine. Les éléments spécifiques ont Mu50 (96 %
d’homologie avec la N315) sont représentés au-dela du cercle extérieur. Les ¢léments
génétiques mobiles sont représentés au niveau du cercle extérieur : la cassette SCCmec, en
jaune ; le transposon Tn554, en bleu clair ; les phages et ilots de pathogénie, en rouge ; les

séquences d’insertion IS1181, en marron (adapte de (Oana et al., 2010)).
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Conclusion

S.aureus est un agent pathogene virulent qui est actuellement la cause la plus fréquente
d'infections chez les patients hospitalisés. L'infection a S.aureus peut impliquer n'importe
quel systéme organique. Le succes de S.aureus en tant qu'agent pathogene et sa capacité a
provoquer un si large éventail d'infections qui sont le résultat de ses nombreux facteurs de
virulence. L'augmentation de la résistance de ce pathogeéne virulent aux agents
antibactériens, couplée a sa prévalence croissante en tant que pathogéne nosocomial, est une
préoccupation majeure. Le phénotype de résistance de base qui semble étre le plus associé a
la persistance de S.aureus a 1'hopital est la résistance a la méthicilline. Selon la définition
microbiologique du terme, une souche est dite résistante lorsqu’elle se cultive en présence
de concentration plus élevée en antibiotique comparativement a d’autres souches qui lui sont
phylogénétiquement liées. Selon la définition clinique, une souche est qualifiée de résistante
lorsqu’elle survit a la thérapie antibiotique mise en place.

La résistance aux antibiotiques peut étre soit naturelle (intrinséque) ou acquise. La
résistance naturelle concerne toutes les souches appartenant a la méme espéce ou au méme
genre bactérien. La résistance naturelle est une résistance stable, d’origine génétique a
transmission verticale. Contrairement a la résistance naturelle, la résistance acquise est une
propriété spécifique qui n’est présente que chez certaines souches de la méme espece ou du
méme genre, mais parfois elle concerne la plupart des souches (90 % des souches de
staphylocoque sont résistants a la pénicilline). La résistance acquise peut étre due a
l'acquisition de genes de résistance étrangers ou a la modification du génome bactérien par
une mutation chromosomique.

Les bactéries ont développé différents mécanismes afin de neutraliser I’action des agents
antibactériens, les plus répandus étant ’inactivation enzymatique de l’antibiotique, la
modification ou le remplacement de la cible de 1’antimicrobien, 1’efflux actif ou encore la
pénétration réduite de la molécule. D’autres mécanismes tels que la protection ou la sur-
production de la cible de 1’antibiotique sont également décrits. Ils sont surtout associés a
certaines classes de composés.

Chez S.aureus la résistance aux [-lactamines repose sur deux grands types de
mécanismes : un mécanisme de résistance extrinséque par production d’enzymes inactivant
I’antibiotique et un mécanisme de résistance intrinseéque par modification des protéines de

liaison a la pénicilline (PLP) ou par acquisition de nouvelles PLP.
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— Dans le 1°" mécanisme, 1’existence d’une pénicillinase entraine une résistance a la
pénicilline G et aux pénicillines A (ampicilline, amoxicilline, etc.), aux carboxypénicillines
(ticarcilline), et aux uréidopénicillines (pipéracilline). En effet, la production d’une (-
lactamase hydrolyse le cycle-lactame des pénicillines, les rendant inactives. Le géne blaZ
codant pour les pénicillinases peut étre porté soit par un transposon soit étre chromosomique.
La production de B-lactamases peut étre constitutive ou, le plus souvent, inductible.

— Dans le 2°™° mécanisme, la résistance a la méticilline, qui entraine une résistance a
toutes les B-lactamines, est déterminée par la présence d’un geéne chromosomique (mecA)
qui code pour la PLP2a. Cette PLP additionnelle a moins d’affinité pour les  -lactamines et
en particulier pour la méticilline. En effet, Les PLP sont des protéines possédant une activité
enzymatique (transpeptidases, carboxypeptidases ou glycosyltransférases) impliquée dans la
synthése de la paroi bactérienne et possédante une affinité pour les P-lactamines. La
résistance conférée par mecA peut étre homogene (résistance exprimée par toutes les
souches) ou hétérogene (résistance exprimée seulement par une proportion des colonies filles
issues d’une colonie mere exprimant la résistance).

L’ensemble des mécanismes de résistance aux antibiotiques mis en jeu par S.aureus a
fait émerger I’espéce comme l'un des agents pathogénes humains les plus importants, et a
¢été au cours des derniéres décennies, une des principales causes des infections hospitalieres
et communautaires. Les moyens possibles de réduire l'incidence des infections nosocomiales
a S.aureus comprennent l'instauration d'un contrdle plus efficace des infections, la
diminution de la colonisation nasale, le développement de vaccins et le développement

d'antimicrobiens nouveaux ou améliorés.
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Résumé

Résumé

’ensemble des mécanismes de résistance aux antibiotiques mis en jeu par S. aureus

a fait émerger ’espéce comme l'un des agents pathogénes humains les plus

importants, et a été au cours des dernic¢res décennies, une des principales causes
des infections hospitalieres et communautaires. Chez S. aureus cette résistance aux
antibiotiques, qui se caractérise par une résistance a la méthicilline (SARM), se présente
sous plusieurs formes : les plus répandus étant I’inactivation enzymatique de 1’antibiotique,
la modification ou le remplacement de la cible de 1’antimicrobien, I’efflux actif ou encore la
pénétration réduite de la molécule. Chez S aureus la résistance aux -lactamines repose sur
deux grands types de mécanismes : Dans le 1¢" mécanisme, la production d’une -lactamase
hydrolyse le cycle-lactame des pénicillines, les rendant inactives. Dans le 2 mécanisme,
la résistance a la méticilline, qui entraine une résistance a toutes les P-lactamines, est
déterminée par la présence d’un geéne chromosomique (mecA) qui code pour la PLP2a. Cette
PLP additionnelle a moins d’affinité pour les P -lactamines et en particulier pour la

méticilline.
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Abstract

Abstract

11 the mechanisms of resistance to antibiotics brought into play by S.aureus has

made the species emerge as one of the most important human pathogens, and has

been in recent decades a leading cause of hospital and community infections. At
the house of S.aureus this resistance to antibiotics, which is characterized by resistance to
methicillin (MRSA), comes in several forms: the most widespread being the enzymatic
inactivation of the antibiotic, the modification or replacement of the target of the
antimicrobial, active efflux or reduced penetration of the molecule. At the house of S.aureus
resistance to B-lactams is based on two major types of mechanisms: In the 1" mechanism,
the production of a B-lactamase hydrolyzes the lactam ring of penicillins, rendering them
inactive. In the 2" mechanism, methicillin resistance, which results in resistance to all -
lactams, is determined by the presence of a chromosomal gene ( guyA) which codes for

PLP2a. This additional PLP has less affinity for f-lactams and in particular for methicillin.
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