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Introduction

Introduction

L’OMS estime qu’entre 5 et 12 % des patients hospitalisés dans le monde développent une
infection nosocomiale associée aux soins (IAS) dont plus de 60 % sont dues a I’implantation
d’un dispositif médical ou chirurgicale (Ebrey et al.,2004).
Le sondage urinaire est souvent indispensable a la médecine actuelle et durant leurs prise en
charge, la plus part des malades hospitalisés sont exposes a cet acte (Espinasse et al.,2010).
Cependant, I’implantation temporaire de ce dispositif médical est souvent associé a un risque
infectieux non négligeable avec des effets négatifs sur la durée d'hospitalisation, le taux de
mortalité et les colts hospitaliers (Gad et al., 2009).
Les microorganismes les plus fréquemment a 1’originedes infections urinaires sur sonde
restent dans 60 % des cas les entérobactériesde la flore digestive du patient avec
prédominance Escherichia coli [(Mimoz, 2001) ;(Espinasseet al., 2010)].
Les infections urinaires a Escherichia coli diminuent régulierement depuis 10 ans. Cette
décroissance se fait au profit d’autres germes notamment les micro-organismes a Gram-
positifs tel que les staphylocoques (Nicolas et al., 1997).
En effet, I’'importance des staphylocoques comme uropathogénes est trés peu présentée dans
la littérature, certains cliniciens les prennent pour des saprophytes et trés rarement pour des
causes demaladies. Or actuellement ils sont la cause d’infections nosocomiales et de graves
inflammations notamment les uro-infections [(Felmingham et al.,1992) ; (Tokunada et al
.,1995) ;(Aksungur et al., 1998)].
Les staphylocoques constituants normaux de la microflore cutanée et muqueuse sont
fréquemment isolés d’infections urinaires sur sondes. Ces infections contractées a 1’hdpital
impliquent le plus souvent la formation d’un biofilm résistant aux agents antimicrobiens et
aux défenses immunitaires de 1’hote. D’aprés le RAISIN (Réseau d’alerte d’investigation et
de surveillance des infections nosocomiales en France), 65% des infections bactériennes sont
dues a la formation des biofilms qui constituent un véritable probléme de santé publique
(Espinasse et al., 2010).
Dans un souci d’une meilleure connaissance des infections a staphylocoques sur sondes
urinaires dans quelques services du CHU Tlemcen, le but de ce travail est de :

e Rechercher et detecter I’infection urinaire nosocomiale sur sonde urinaire

e ldentifier et caractériser les différents genres bactériens en cause et plus

particulierement les staphylocoques.
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e Connaitre et étudier quelques facteurs de pathogénicite, antibioresistance et génes
toxiniques par une analyse genotypique chez les espéces de Staphylococcus
isolees.

e Evaluer la capacité des souches de Staphylococcus isolées a adhérer et a former un
biofilm sur sondes urinaires.

e Rechercher les génes impliqués dans la formation du biofilm chez les especes de

Staphylococcus isolées.

Ce manuscrit comporte deux parties :

La premiére partie est consacrée a une synthése bibliographique. Le premier chapitre décrit
les sondes urinaires et leurs implications dans les infections chroniques nosocomiales. Un
second chapitre est consacré aux staphylocoques, leurs différents facteurs de virulence et
résistance aux antimicrobiens et le troisiéme chapitre aux biofilms a staphylocoques, ses
différentes étapes de formations et sa résistance aux antibiotiques.

La seconde partie est réservée a la présentation des résultats de nos travaux expérimentaux.
Dans un premier temps, on étudie la répartition des staphylocoques isolés de sondes urinaires
au CHU de Tlemcen et leurs caractéristiqgues. Dans une deuxiéme partie on étudie la
résistance aux antibiotiques des staphylocoques sur sondes et leurs productions de toxines. La
derniere partie porte sur la formation de biofilms par ces souches et les genes impliqués.
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Chapitre I : Sonde urinaire et risque infectieux

1. Définition des infections urinaires associées aux soins

Les infections urinaires nosocomiales (IUN) représentent 40% et occupent le premier rang de
I’ensemble des infections nosocomiales (Ben Arab et al., 2007).

L’infection urinaire est définie par une multiplication microbienne au sein des voies urinaires
associée a une réaction inflammatoire locale (Riegel, 2002), elle résulte d’un déséquilibre
entre les défenses naturelles de 1’héte et le pouvoir pathogéne des agents infecticux (Pavese,
2003).

On estime qu’environ 80 % a 85 % des infections urinaires sont associées a la réalisation d’un
acte de soins thérapeutique ou de diagnostique sur la sphére urogénitale. En effet, on
considére qu’entre 1 et 5 patients admis lors d° un court séjour seront exposes a un sondage
vesical [(Alfandari, 2003) ; (Espinasse et al., 2010)].

2. Définition du sondage urinaire

Le sondage Vvésical est défini par 1’introduction aseptique d’une sonde stérile dans la vessie
par 1’urétre (Zargo-Goni, 2003).

Le sondage est utilisé pour permettre 1’évacuation des urines en cas de rétention chronique,
d’incontinence, ou dans un but thérapeutique (Matillon, 1999).

Il est admis qu’un sondage évacuateur simple est peu infectant, son risque infectieux a été
estimeé & 4% environ. En revanche, une sonde laissée chez un patient se colonise de fagon
systématique en moins de dix jours. En effet, le risque infectieux est évalué de 5 a 10% par
jour de sondage. Ce risque est aggravé par la manipulation de la sonde et il est globalement
réduit de 20% si le systeme de sondage est clos (Lecomte et Lebeau, 1999).

Le systéme est dit clos quand la jonction sonde-ligne de drainage n'est jamais déconnectée.
Pour réaliser une gestion en systeme clos, il est nécessaire d'utiliser un sac collecteur d'urine
possédant les 3 éléments suivants : une vidange (afin de ne pas changer de poche), une valve
anti-reflux (pour éviter les contaminations rétrogrades) et un site ponctionnable (Parneix et
al., 1995). Le sondage clos semble retarder 1’apparition d’une bactériurie mais ne la prévient
pas. La bactériurie est inéluctable en présence d’une sonde a demeure (De Séze et al., 2002).
Par contre, le systeme ouvert est caracterisé par les déconnexions itératives au niveau de la
jonction sonde-poche pour changer ou vider la poche de recueil ou pour prélever de l'urine.
Dans de telles conditions, 100 % des patients ont une bactériurie dés le 4°™ jour du sondage
(Boulard et al., 1992).
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3. Physiopathologie des infections associées au sondage urinaire

La compréhension de la physiopathologie des infections urinaires aide certainement beaucoup
a leurs prises en charge pratique, tant préventive que curative (Caron, 2003).

Chez ’homme, le tractus urinaire est stérile a 1’exception de la partie la plus distale de ['urétre
qui constitue un milieu favorable a la croissance bactérienne (Léone et al., 1999).

La longueur de I’'urétre intervient a I’évidence protégeant 1’homme beaucoup mieux que la
femme. Si cet obstacle se trouve franchit, les caractéristiques physicochimiques de 1’urine
normale (osmolarité, pH, teneur en acides organiques) rendent difficile la croissance de la
plupart des germes colonisant I’urétre (Caron, 2003).

La miction permet d’éliminer presque en totalité les organismes ayant pénétré dans le tractus
urinaire et dépose un film d’urine bactéricide sur les parois de la vessie (Léone et al., 1999).
Le mucus vésical est bactéricide grace a une immunité humorale; les protéines de Tamm-
Horsfall recouvrent 1’épithélium vésical et diminuent I’adhérence bactérienne (Pavese, 2003).
Le sondage vésical ou toute autre manceuvre invasive altére ces mécanismes physiologiques
de défense et facilite la colonisation microbienne, premicre étape du développement d’une
infection urinaire sur sonde (IUSV).

La sonde urinaire perturbe aussi le cycle du fonctionnement normal de la vessie ; celle-ci se
remplie jusqu'a atteindre un volume critique qui déclenche la vidange, l'urétre collabé s'ouvre
alors pour permettre le passage de l'urine. A la fin de la miction, la vessie est vidée et le
collapsus vésical a en lui-méme un effet protecteur contre l'infection. La présence de la sonde
perturbe ce cycle normal en le remplagant par un flux d'urine continu. Ni la vessie ni l'urétre
ne peuvent se collaber du fait de la présence du ballonnet de la sonde dans la vessie et de la
sonde elle-méme dans l'uretre. Celle-ci, par la pression qu'elle exerce sur la paroi urétrale est
responsable de troubles de la vascularisation a l'origine de micro-traumatismes muqueux
urétraux. Au niveau vésical, le ballonnet génere des petites ulcérations de la muqueuse qui
alterent le film protecteur et sont autant de portes d'entrées pour les germes (Butreau-
Lemaire et Botto, 1997).

La sonde permet 1’adhésion et la remontée des micro-organismes dans la vessie. En présence
d’un matériel étranger, 1’épithélium vésical 2 a 4 j avant la bactériurie se modifie favorisant
I’adhésion des bactéries (Berthelot et al., 2002).

Ainsi, I’infection urinaire sur sonde voit coexister deux types de populations bactériennes :

d'une part celle développée au sein de l'urine elle-méme (développement "planktonic™) et
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d'autre part celle développée sur la surface de la sonde (développement sur biofilm)
(Butreau-Lemaire et Botto, 1997).

4. Mécanismes d’acquisition d’une I.U.N en présence de sonde
Trois modes d’acquisition des infections urinaires nosocomiales sur sonde ont été décrits,
pouvant s’associer chez un méme patient avec deux modes nettement prééminents : la voie

endoluminale et la voie extraluminaleou péri-urétrale (Caron, 2003).

4.1 Lors de la mise en place de la sonde
Méme lorsque les mesures d’asepsie sont strictement respectées, les bactéries colonisant le
périnée et I’urétre peuvent étre introduites directement dans la vessie lors du sondage entrainé
par la surface externe de la sonde. De ce fait, Maki qualifie cette voie «d’extraluminale
précoce » (Caron, 2003).

4.2 Par voie endoluminale
Se fait par 1’ascension de germes a partir du sac de drainage. Jadis dominante avec les
« systemes ouverts » elle est possible si il y a violation du systéeme clos (Garnier et al.,
2005).

4.3 Par voie extraluminale ou périurétrale
Depuis I’instauration des systémes clos, cette voie de contamination est largement dominante.
Ce mode de contamination implique des bactéries d’origine digestive qui colonisent le méat
puis migrent progressivement vers 1’urétre et la vessie par capillarité dans le fin film muqueux

contigu a la surface externe de la sonde (Botto ,2003).

5. Facteurs de risquesd’infections associées aux sondages urinaires

Plusieurs études prospectives ont identifiés des facteurs de risques associés a 1’ TUN
(Tableaul). Les deux facteurs ressortant de maniere quasi-constante sont la durée de
cathétérisme et le sexe féminin. Un facteur est retrouvé par plusieurs études, la présence d’une

antibiothérapie systémique pendant la durée du sondage.
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Tableau 1: Facteurs de risques des infections urinaires associés au sondage.

durée de Sondage (Caron, 2003)
Sexe : le risque est deux fois plus élevé chez la (Mchich, 2002)
femme

Age supérieur a 50 ans (Mchich, 2002)
conditions sous-jacentes (traumatisme de la moelle, (Samou, 2005)

vidange vésicale incomplete, sondage vésical itératif,

diarrhée nosocomiale chez les patients sondés).

Le diabete (Butreau-Lemaire et
Botto, 1997)
L’antibiothérapie (Ben Arabet al., 2007)
Etat général du patient (Lobel, 2003)
L'hospitalisation en unité de soins intensifs (USI) (Butreau-Lemaire et

Botto, 1997)
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Chapitre 11 : Les staphylocoques

1. Généralités

Les premiéres déscriptions des staphylocoques (bactéries en forme de coques) isolés a partir
de pus d’abcés datent de 1871 mais ce n’est que quelques années plus tard que ces travaux
permettront de proposer un nom a la bactérie rencontrée. Ainsi en 1878, Robert Koch en
Allemagne et Louis Pasteur en 1880 en France décrivent des grappes de coques dans du pus
d’origine humaine. La méme année, en Ecosse, Alexander Ogston propose le nom
« Staphylococcus » (staphylé : grappe et kokkos : grain) car les bactéries se regroupent en
amas irréguliers ressemblant a une grappe de raisin. Enfin, en 1884, en Allemagne, Anton
Julius Friedrich Rosenbach donne la premiere description du genre Staphylococcus en
cultivant les bactéries sur milieu solide. Il différencie ainsi S. aureus de S. albus par la
coloration des pigments produits par les colonies (Hennekinne, 2009). Plus d’un siécle plus
tard les staphylocoques restent un dangereux pathogene humain (Jidar, 2007).

Les staphylocoques sont des germes ubiquitaires et commensaux (Davido ,2010), ils
représentent pres de 50% des bactéries aérobies isolées sur la téte, les aisselles, les bras, les
jambes et dans les narines. lls jouent un réle important dans 1’équilibre physico-chimique de
la peau et constituent une barriere contre les bactéries de la flore transitaire.

Leurs distributions sur la peau n’est pas uniforme. Il existe des niches préférentielles qui
témoignent d’une adaptation de certaines espéces aux différentes régions de la peau
(Corbiere Morot-Bizot, 2006).

2. Caracteres phénotypiques et culturaux

Le genre Staphylococcus présente des cellules immobiles sphériques de 0,5 a 2,5 um de
diametre, isolées par paires ou en amas. Ces coques a Gram positif possedent des
caractéristiques physiologiques communes. lls sont chimio-organotrophes, aérobies ou
anaérobies facultatifs, possédent une catalase, ils sont immobiles et ne produisent pas de
spores, non exigeant et peuvent donc étre cultivé sur milieux liquides ou solides riches en
NaCl, a des conditions de pH et de température variables (Trouillet, 2011).

Sur gélose Columbia additionnée de sang de mouton (5 %) d’acide nalidixique et de colistine

(ANC), les colonies sont lisses, brillantes, bombées et rondes (Tchougoune, 2007).

Les staphylocoques sont généralement différenciés en deux groupes sur la base de leurs

capacités a produire une coagulase libre, les staphylocoques a coagulase positive
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(Staphylococcus aureus) au pouvoir pathogéne bien démontré du groupe des staphylocoques a
coagulase négative (SCN) considérés comme pas ou peu pathogénes (Aouati, 2009).

3. Transmission et facteurs de risques

Les staphylocoques sont parmi les agents les plus fréquemment isolés d’infections
nosocomiales. Le contact direct reste le mode de transmission principal, il est aussi possible
par le biais d’objets divers (Jidar, 2007).
Les facteurs de risques favorisant le portage et les infections a staphylocoques sont :
e L’immunodépression.
e La présence de dispositifs médicaux tels que les cathéters veineux périphériques et
centraux, les sondes urinaires, les valves cardiaques, les protheses orthoptiques...

e larésistance aux antibiotiques (Arifur, 2011).

® le sexe masculin, le diabéte, I’alcoolisme, I’insuffisance rénale terminale, la dialyse,
certaines dermatoses chroniques (eczéma, psoriasis), 1’obésité et les antécédents

neurovasculaires (Merlet, 2010).

4. Facteurs de virulence

Les facteurs de virulence identifiés sont nombreux chez les staphylocoques. Ils sont codés
par des génes localisés sur le chromosome ou sur les eléments genétiques mobiles (Figurel)
(Fomba, 2006). Ces facteurs codent pour des protéines de surface ou des exoproteines et
permettent a la bactérie de combattre le systéme immunitaire, d’adhérer aux cellules, de se
disséminer dans le corps mais aussi d’utiliser les nutriments et 1’énergie disponible
(Chevalier, 2009).

Les staphylocoques ont aussi des facultés d’adhésion aux structures inertes (corps étrangers,
prothéses) et de production d’un biofilm qui est le principal facteur de virulence de ces

bactéries (Burin Des Rozier, 2002).
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Figurel : Facteurs de virulence chez Staphylococcus aureus (Al alam, 2008).

4.1 Toxines
Les staphylocoques sécretent une quantité impressionnante de toxines et d’enzymes
hydrolysant différents constituants cellulaires. Ces toxines et enzymes extracellulaires
contribuent a la pathogénie des staphylocoques (Bisognano, 2000).

4.1.1 Des toxines a action membranaire ou pore-forming-toxins (PFTs)
Ces toxines sécrétées par la bactérie sous forme de facteurs lipidiques ou protéiques formant
des pores au niveau de la membrane cellulaire de 1’héte infesté (Davido,2010).

e I’alpha-toxine qui est un facteur majeur de virulence agit sur les plaquettes et les
monocytes en provoquant la libération des cytokines et autres médiateurs de
I’inflammation et peut entrainer un choc septique. Elle agit aussi en détruisant les
cellules endothéliales ce qui favorise la dissémination des bactéries et les métastases
infectieuses a distance (Gras, 2006).

o la béta-toxine est synthétiseée chez seulement 18% des souches de S. aureus d’origine
humaine. On ne connait pas réellement son rdle dans les pathologies humaines ou elle
détruit selectivement les monocytes (Walev et al., 1996).

¢ la delta-toxine elle est enzymatique et agit comme un détergeant sur les membranes
biologiques (Aouati, 2009).
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la leucocidine de Panton et Valentine (PVL) présente des activités cytotoxiques au
niveau des leucocytes en induisant la libération progressive de mediateurs
inflammatoires, ce qui conduit a la formation des foyers d’infiltrations et de nécrose
tissulaire [(Davido, 2010) ;(Trouillet, 2011)].

I’hémolysine gamma est synthétisée chez 97% des souches de S. aureus. Elle est

hémolytique et leucotoxique in vitro (Merlet, 2010).

4.1.2 Des toxines agissant a distance du foyer infectieux.
la toxine du syndrome de choc toxique ou TSST-1 : elle appartient aux éxotoxines
super antigéniques, elle entraine un choc toxique staphylococcique (Fomba, 2006)
Les entérotoxines: elles sont au nombre de 18, possédent les mémes propriétés super
antigénique que la TSST-1 et potentiellement responsable du choc toxique
staphylococcique, sept d’entres elles sont résponsables de toxi infections alimentaires
(Hennekinne, 2009).
Les exfoliatines: sont en nombre de trois A, B et C. Ce sont des toxines
épidérmolytiques impliqués dans I’epidérmolyse bulleuse staphylococcique [(Jidar,
2007) ;(Bailey et al., 1995)].

4.2 Les enzymes

Les staphylocoques produisent de nombreuses enzymes comme des protéases, des lipases, des

hyaluronidases qui lysent les tissus et peuvent faciliter 1’extension de I’infection aux tissus

adjacents.

La coagulase : est une protéine extracellulaire qui se lie a la prothrombine de 1’hote et
forme un complexe appelé staphylothrombine. La thrombine activée transforme donc
le fibrinogeéne en fibrine. C’est la base du test de la coagulase en tube. C’est un
marqueur classique de 1’identification de S. aureus. Le Staphylocoque epidermidis est
dépourvu de cette enzyme, il est ainsi qualifié de staphylocoque coagulase négative
(Karam, 2004).

La désoxyribonucléase thermostable est une nucléase ayant des propriétés endo- et
exonucleasiques et active sur les ADN et les ARN. Elle est produite par la plupart des

souches de S. aureus (Rouergue et Tourret, 2003).
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4.3 Les protéines de surface ou facteurs d’adhérence (MSCRAMM).

Les protéines de surface jouent un réle dans la capacité du staphylocoque a coloniser les
tissus en se fixant aux cellules et a la matrice extracellulaire. Ces composés de surface servent
de récepteurs aux protéines du plasma adsorbées a la surface du matériel medical (cathéters,
prothéses...) expliquant ainsi la colonisation par les staphylocoques. La formation de biofilm
se produit aussi lors de I’infection de tissus par 1’adhésion bactérienne aux molécules de la
matrice extracellulaire de I’hote [(Planchon, 2006) ;(Clement, 2009)].

Ces protéines agissent comme des andésines en fixant le collagéne (Cna), la fibronectine
(FnBP A et B), le fibrinogéne (clumping factor A et B) et 1’élastine (Ebps). Elles portent
de maniére plus général le nom de « Microbial Surface Component Recognizing
Adhesive Matrix Molecules » (MSCRAMM), elles sont solidement ancrées au

peptidoglycane (Figure2) (Jidar, 2007).

{(a) FnBPA LE;TG

s A ele c plololp| w M|

(b} Cna

() CIfA

(& Spa
s erw-; M|

b
LPXTE

Figure 2 : Organisation structurale des protéines de surfaces de S.aureus.
S: séquence signal ; R: répétition du péptideSer-Asp; W : région traversant la paroi
bactérienne ; M : région d’ancrage a la membrane et contenant des résidus chargés
postivement ; A et C : domaines uniques, B et D : domaine répétés, les astérisques indiquent
les domaines peptidiques de liaison au récepteur.
e Laprotéine A (Spa)

La protéine A est la protéine de surface bactérienne la mieux caractérisée. Elle est capable de
se lier aux immunoglobulines, inhibant I’opsonisation des bactéries par les polynucléaires

neutrophiles. Le Staphylocoque epidermidis ne contient pas de protéine A (Karam, 2004).

11
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e La proteéine de liaison au collagéne (Cna)
Les protéines du collagéne étant des constituants majeurs de la matrice extra-cellulaire, elles
représentent un site de choix pour I’ancrage de S. aureus aux tissus. L’attachement au
collagene est d’ailleurs nécessaire et suffisant pour 1’adhérence de S. aureus au cartilage in
vitro (Gras, 2006).

e Les protéines de liaison a la fibronectine (FNBPA et FNnBPB)
Les recepteurs pour la fibronectine contribuent a l'adhérence de S. aureus aux caillots
plasmatiques et aux biomatériaux ayant un contact prolongé avec le sang. Ils ont ainsi un réle
important dans Il'initialisation des infections sur corps étrangers (Eveillard, 2007).
Il existe deux : les protéines de liaison a la fibronectine A et les protéines de liaison a la
fibronectine B (Al alam, 2008).

e La protéine de liaison au fibrinogene (CIf)
C'est une protéine de surface qui provoque l'agrégation des bactéries en présence de plasma.
Elle constitue un facteur de virulence pour les plaies et les infections sur corps étrangers
(Eveillard, 2007).

e La protéine de liaison a I’élastine (EbpS)
Contrairement aux autres protéines de surface, EbpS n’est pas ancrée au peptidoglycane.
C’est une protéine transmembranaire qui se lie a la région NH2 terminal libre de 1’élastine
(Clement, 2009).

5. Résistance des staphylocoques aux antibiotiques

S. aureus a développé des résistances a quasiment tous les antibiotiques mis sur le marché.
Les mécanismes impliqués comprennent la synthése d’enzymes inactivatrices, la modification
de la cible des antibiotiques et des systémes d’efflux qui diminuent la concentration de
I’antibiotique dans la bactérie (Tableau2) (Corne, 2004).

La résistance des staphylocoques a coagulase négative est comparable a celle observée chez
Staphylococcus aureus. Leurs fréquences de résistances peuvent méme parfois étre plus
élevées notamment chez S.epidermidis et S.haemolyticus, fréquemment résponsables

d’infections nosocomiales (Jidar, 2007).

12
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Tableau2 : Mécanismes de résistance des staphylocoques aux antibiotiques.

Les Beta lactamines

Les Glycopeptides

Les Aminosides

Les Macrolides,

Lincomycines,

Streptogramines (MLYS)

Les Tetracyclines

Les Fluoroquinolones

une production d’enzymes
(pénicillinases) ou  par
modification de la cible PLP
épaississement de la paroi
piége
dans

bactérienne qui les

glycopeptides les
couches superficielles en les
empéchant d’atteindre la

membrane cytoplasmique ou

le peptidoglycane est
synthétisé
production  d’enzymes a

partir d’un plasmide R. Ces

enzymes sont de trois
catégories les phospho
transférases, les

adenyltransférases et les
acetyltransférases

modification de la cible

sécrétion d’une protéine qui
empéche la  pénétration
intrabactérienne de
I’antibiotique

une modification de la cible

[(Leclercq,2002) ;
2004) ; (Eveillard, 2007)].

(Corne,

[(Fauchere et Avril ,2002) ;

(Corne, 2004)].

(Tchougoune, 2007)

(Merlet, 2010)

(Tchougoune, 2007)

(Quincampoix et Mainardi
,2001)
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Chapitre 111 : Les Biofilms

1. Découverte et définition des biofilms a staphylocoque

La découverte du biofilm remonte au début des années 40 depuis les travaux de Henrici et
Zobell [(Henrici, 1933) ; (Zobell, 1943)].

Les biofilms sont un ensemble de micro colonies, entourées d’une matrice hautement
hydratée, anionique et constituée d’exopolysaccharides (EPS). C’est une structure tres
organisée avec de nombreuses communications intercellulaires pour assurer un équilibre et un
mode de vie coopératif [(Characklis, 1989) ;( Bourion, 1995) ;(Bosgiraud, 2003);
(Boutaleb, 2007) ; (Salaun, 2009)].

Christensen et ses collaborateurs (1982) ont été les premiers a observer la formation d’un
biofilm chez une souche de S. epidermidis isolée d’un cathéter. Ils ont noté la formation d’un
film gluant, filamenteux sur des tubes de cultures, puis ils ont visualisé cette substance
extracellulaire par une coloration au bleu alcian en microscopie électronique a balayage. Ces
auteurs ont noté que la plupart des souches avaient une production variable de cette substance
qui dépendait du milieu et de la supplémentations en glucose. lls ont suggéré que la formation
de biofilm était un facteur critique dans la pathogénese de S. epidermidis. Ces faits ont été
confirmés la méme année par Peters et al. (1982) qui ont montré une corrélation entre la
capacité de colonisation du matériel médical par S. epidermidis et les infections nosocomiales
(Planchon, 2006).

2. Architecture et mécanisme de la formation du biofilm a staphylocoque

Les staphylocoques sont responsables de la grande majorité des infections causées par les
biofilms. Ceci est di au fait que ces germes sont présents en grand nombre dans la flore
commensale de la peau et des muqueuses de I’homme et de 1’animal. Les biofilms a S. aureus
sont a ’origine d’infections chroniques et nosocomiales, le plus souvent en rapport avec
I’utilisation des implants médicaux (Figure 3). Ces infections sont plus difficiles a traiter et

nécessitent un remplacement plus fréquent des implants médicaux (Liesse lyamba, 2012).
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Figure3:Visualisation par microscope confocale de Staphylococcus spp sur un implant

médical (Liesse lyamba, 2012).

2.1 Etapes de formation de biofilm chez les staphylocoques
Mack et al. (1994) ont proposé un modeéle de formation de biofilm en deux phases chez les
staphylocoques I’attachement initial et I’accumulation. Ils ont montré que ces deux phases
peuvent étre génétiquement séparées. Le détachement de cellules du biofilm mature permet la
dissémination des bactéries et la colonisation de nouveaux sites d’infection chez 1’homme

(Figure4) (Otto, 2008).

Detac hement
@ ooo @
Attachement a
une surface ahiotigue
Adhésion et
@ @ Prolifération

Attachement a Maturation

une surface hio tique

Figure 4: Etapes de formation de biofilm chez les staphylocoques (Otto, 2012).
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2.1.1 Attachement initial
2.1.1.1 L’attachement a une surface abiotique

L’adhésion des staphylocoques aux dispositifs médicaux peut survenir au début apres
I'implantation, ou a des instants ultérieurs, voire plusieurs mois aprés implantation (Rohde et
al., 2010). L'adhérence microbienne aux biomatériaux dépend largement des caractéristiques
de la surface des cellules bactériennes et de la nature des polyméres des matériaux utilisés
(Von Eiff et al., 2002). L’adhésion initiale nécessite des interactions physico-chimiques non
covalentes de type interactions hydrophobes, les forces de Van-Der-Waals et de possible
interactions électrostatiques (Otto, 2004). Parmi les molécules impliquées dans 1’adhésion
directe in vitro aux surfaces abiotiques on retrouve :

e [’autolisine Atl E (Planchon, 2006).

e [’acide téchoiques (Otto, 2004).

e Les protéines de surface SSP-1 (280 kDa) et SSP-2 (250 kDa)

e La protéine Biofilm Associated Protein (BAP) contribue a la formation de biofilm de S.

aureus (Cucarella et al, 2001).

2.1.1.2 L’attachement a une surface biotique
L’attachement des staphylocoques a une surface biotique que ca soit aux tissus hotes
(épithélium, peau...), ou a la surface de dispositifs médicaux recouvert des protéines de la
matrice extracellulaire se fait par les protéines connues sous le nom de MSCRAMMs
(Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules) (Foster et Ho0K,
1998).
2.1.2 Accumulation

Apres I’attachement a la surface, les bactéries vont se multiplier et s’accumuler. Cette phase
est caractérisée par 1’agrégation intercellulaire pouvant s’accomplir par une variété¢ de
molécules telles que les protéines d’adhésion ou le plus souvent par les exopolymeres
polysaccharidiques et par la structuration conduisant a 1’obtention d’une communauté mature,
multicouche sous forme de champignon et contenant des canaux qui permettent le passage des

nutriments pour les bactéries présentes a I’intérieur du biofilm (Otto, 2008).

16



Synthese Bibliographique

2.1.2.1 Le Polysaccharide intercellulaire adhésine (PI1A)

Le PIA est un polysaccharide découvert chez S. epidermidis par Mack et al. (1992). Il est
principalement localisé a la surface de la cellule. 1l joue un rdle important dans 1’adhésion
intercellulaire et de ce fait, a été reconnu comme un facteur crucial dans la colonisation de
matériel médical par S. epidermidis mais également par S. aureus (Planchon, 2006).

Le PIA est constitué de deux fractions polysacharide | et polysacharide Il (Figure 5) (Mack
et al., 1994). La fraction | (80%) est un polymére de N-acétyl-glucosamine dont les unités
sont liées entre elles par des ponts glycosidiques B (1-6). C’est une chaine moyenne de 130
résidus de 2-desoxy-2-amino-D glucopyranosyl. Cette fraction contient 15 a 20% de résidus
partiellement déacétylés distribués au hasard le long de la molécule la rendant ainsi
positivement chargée (Rohde et al., 2010).

La fraction 1l (20%) structuralement proche de la fraction I, décrite comme modérément
anionique mais ayant une proportion plus faible de résidus D-glucosaminyl non acétylés et
contenant des groupes phosphate et succinate. D’aprés sa composition, le PIA est a la fois
positivement et négativement chargé et donc peut étre lié via des forces ioniques au

peptidoglycane ou aux acides teichoiques (Mack et al., 1996).

HO RO /1

L dm AcHN HO

GloNH - K AcHN RO

L GIcNAc J0 H,N
+
GIcNH

Figure5: Structure de 1’adhésine polysaccharidique intercellulaire (PIA)

(Mack et al., 1996).
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2.1.2.2 Les bases génétiques de la synthése du PIA
La synthése du PIA est codée par le locus ica pour « Inter Cellular Adhesion » chez les
staphylocoques. L’opéron ica comprend le gene régulateur ica R en amont et les 4 genes icaA,
icaD, icaB et icaC (Figure6) (Vuong et al., 2004).
Les protéines icaA, icaD et icaC sont des protéines de membrane intégrales. La protéine icaA
contient quatre hélices transmembranaires. Elle possede une activité N acetylglucosaminyl
transférase augmentée en présence de la protéine icaD qui agirait comme une protéine
chaperonne dirigeant le repliement et 1’insertion d’icaA dans la membrane en outre, elle
pourrait agir comme un lien entre I'icaA et I'icaC. Le polymeére produit par I’activité de ces 2
protéines ica A et icaD est composé de 20 résidus d’UDP-N-acétylglucosamine. La protéine
icaC permet de former de plus longues chaines d’oligomeéres. Elle agit sur la translocation du
polysaccharide a travers la membrane cytoplasmique. Les trois génes icaA, icaC et icaD sont
indispensables pour la synthese du PIA (Mack ,1999).
La protéine icaB est exportée et attachée a la surface bactérienne de fagcon non covalente mais
n'est pas secrétée dans le milieu de culture, elle joue un réle dans la modification du PIA
mature en agissant comme un catalyseur de la réaction de déacétylation (Gotz, 2002).
La deacétylation du polysaccharide conduit a des résidus N-acétylglucosamine positivement
chargés et essentielle pour la localisation du PIA & la surface des staphylocoques. La
déacétylation du PIA est aussi indispensable a la formation de biofilm sur des surfaces
abiotiques, a I’adhésion aux cellules épithéliales, a la virulence dans un modele animal et
également pour échapper au systeme immunitaire chez S. epidermidis [(Vuong et al., 2004) ;
(Planchon , 2006)].
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Figure 6 : Synthese de 1’adhésine polysaccharidique PIA (Liesse lyamba, 2012).

La synthése de biofilm est un processus variable sur le plan phénotypique et génotypique
(facteurs de régulation, variation de phase, réarrangements chromosomiques, mutations...).
L’un des mécanismes de variation de phase les plus décrits est I’insertion et 1’excision
alternative d’une séquence d’insertion 1S256 (élément génétique mobile des cocci Gram
positif localis¢ a D’extrémité du transposon Tn4001 porteur de la résistance aux
aminoglycosides) inactivant les genes ica. Cette insertion se produit le plus souvent au
niveau de icaC, rarement icaA ou icaB. C’est un élément hautement actif, responsable d’une
variété d’aberrations génétiques: inactivation reéversible, réarrangement d’ADN, délétions
chromosomiques affectant 1’expression de certains génes de virulence ou de résistance aux

antibiotiques (Touati, 2007).

2.1.3 Détachement du biofilm
La dispersion du biofilm joue un réle trés important dans les infections associées aux
biofilms. Le principal mécanisme de détachement du biofilm utilisé par S. aureus est la
production d’enzymes extracellulaires ou des surfactants qui dégradent et solubilisent les
différents composants de la matrice du biofilm. Ainsi, les principaux facteurs de détachement
sont les protéases, les DNases et les surfactants PSM (Phenol-soluble modulins). A ceux-ci, il
faut ajouter le systeme de quorum sensing agr qui contrdle la production de ces enzymes et
des PSM dégradant la matrice du biofilm et certaines conditions environnementales, telles que

la carence en glucose dans le milieu de culture ( Liesse lyamba, 2012).
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2.2 La régulation moléculaire en biofilm chez les staphylocoques
La différentiation des cellules planctoniques en biofilm et la production d’exopolysaccharides
sont dépendantes de 1’activation de réseaux régulateurs complexes en réponse aux signaux du
quorum-sensing et/ou aux facteurs de stress environnementaux.
Chez les staphylocoques Les systémes régulateurs sont gouvernés principalement par deux
loci : I’opéron « accessory gene regulator » (agr) et I’opéron « staphylococcal accessory
regulator » (sar) (Pratten et al., 2001).
Ces systémes sont dit « accessoires » car ils ne sont pasessentiels a la croissance mais ils sont
activés a certaines phases de la croissance cellulaire ou lors de certaines conditions
environnementales. Des régulateurs additionnels permettent aux microorganismes de répondre
aux signaux environnementaux, ce sont des systemes a deux composantes qui sont au nombre
de 17 chez S. aureus (Toledo-Arana et al., 2005).

2.2.1 Lesysteme “Accessory Gene Regulator” (AGR)
L’opéron agr est un régulateur globale exprimé en fin de phase de croissance qui controle
I’expréssion de plus de 100 facteurs de virulence. En plus de codé pour un systéme a deux
composants, 1’opéron agr a la particularité d’exprimer un systéme de resencement de la
population. Les deux systemes fonctionnent de maniere coordonnée et pérmettent a I’opéron
agr de sonder a tout moment la densité cellulaire par un mécanisme appelé « quorum
sensing » . Ce mécanisme établit une communication entre les cellule et chez les S. aureus
détérmine le passage entre la phase de colonisation et la phase de dissémination ( Chevalier ,
2009).
Chez S. aureus et S. epidermidis, dans la phase initiale de la colonisation ou la densité
cellulaire est faible, le systéme agr est quasi inactif et les protéines de surfaces principalement
des adhésines sont exprimées permettant la colonisation.
Quand la densité cellulaire augmente, le systéme agr devient actif et réprime 1’expression des
protéines de surface. Il active la production des enzymes de dégradation extracellulaire dont
certaines sont nécessaires pour 1’acquisition nutritionnelle in vivo.
Il active aussi la synthése d’exotoxines permettant aux staphylocoques de s’échapper du site
de I’infection et de s’étendre a de nouveaux sites (Planchon, 2006).
Le systéme agr intervient également dans le processus de dispersion des biofilms en activant
I’expression de petits peptides tensio-actifs (phenol-soluble modulins ou PSM) responsables
de la dislocation du biofilm (DadiOubeka, 2012).
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2.2.2 Le systeme Sar « Staphylococcal AccessorygeneRegulator »

Un deuxieme systéme de régulation indépendant du systéme agr, désigné sar pour«
Staphylococcal Accessory gene Regulator », a été identifié par des expériences de mutagénese
(Cheung et al., 1994). Le systéme régulateur sar comporte au minimum trois promoteurs
différents (P1, P2 et P3) conduisant a la synthése de trois transcrits désignés respectivement
sarA, sarB et sarC. Les transcrits sarA et sarB sont principalement exprimés en phase
exponentielle de croissance et le transcrit sarC est principalement exprimé en phase post-
exponentielle de croissance (Bayer et al., 1996). Les mutants sar- présentent un déficit
marqué de leur fixation a la fibronectine alors que le systeme agr n’a pas d’influence sur cette
derniére (Gras, 2006).

SarA est activée a un stade précoce de la formation des biofilms pour exprimer les genes
codants pour des protéines de surface chez S. aureus impliquées dans 1’étape d’adhésion
cellulaire et d’agrégation intercellulaire. SarA contréle 1’expression d’environ 120 génes, y
compris le systeme agr. On notera que des mutations au niveau du régulateur sarA réduisent
significativement la formation des biofilms de S. aureus illustrant le rdle majeur de ce
régulateur [(Valle et al.,2003) ; (Beenken et al., 2003)].

3. Résistance des biofilms aux antibiotiques
3.1 Présentation de la résistance

Les bactéries au sein du biofilm résistent a des concentrations en antibiotiques plus élevées
que les bacteries planctoniques. Pour Dupont (2000), cette augmentation de résistance peut
étre d’un facteur 1500. Pour Rediske et al., (1999) il faut multiplier de 50 a 500 fois la dose
thérapeutique normale pour éliminer les jeunes biofilm (moins de 24h) et par 5000 cette dose
dans le cas des biofilms matures (Burin des roziers, 2002).

La notion de «résistance» des biofilms aux antibiotiques mérite d’étre clarifiée. En effet, une
souche bactérienne est définie comme étant résistante si sa croissance n’est pas inhibée a une
concentration critique (CMI) d’antibiotique généralement observée pour la majorité des
souches de I’espece considérée. Les cellules d’un biofilm sont quant a elles décrites comme

résistantes par comparaison avec leurs homologues planctoniques (Daddi Oubeka, 2012).
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3.2 Mécanismes de résistance des biofilms aux antibiotiques
Trois hypothéses principales sont avancées afin d’expliquer les mécanismes de résistance des
biofilms aux antibiotique. La premiere repose sur une notion de barriere physique qui
expliquerait la pénétration lente et incomplete de certains antibiotiques, la seconde hypothése
est liée a I’environnement spécifique du biofilm dont les zones les plus profondes, riches en
résidus acides, pauvres en oxygéne et en nutriments, pourraient géner I’action de
I’antibiotique et enfin la derniére hypothése s’appuie sur les modifications phénotypiques
observées dans certains biofilms dont les micro-organismes constituants pourraient présenter
des formes plus résistantes (Figure 7) (Stewart and Costerton 2001).
Ces trois hypotheses reposent sur la nature communautaire et multi-cellulaire du biofilm. La
plupart des spectres antibiotiques ont été étudiés sur des formes planctoniques et doivent
maintenant étre étudiés sur des modeles de biofilms plus complexes. Ainsi, de nouvelles
concentrations minimales d’inhibition et de nouvelles associations médicamenteuses doivent
étre envisagees. Les recherches actuelles essayent d’envisager des molécules capables de
rompre ou d’empécher la formation de la matrice polysaccharidique, voire d’agir sur les

signaux de différentiation du « quorum sensing » (Etienne, 2004).
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—>  Pénétration en profondeur
%d' La matrice exopolysaccharidique géne la

z ‘ diffusion du peptide en profondeur.

Phénotype résistant

<@ \ Certaines bactéries expriment un phénotype
résistant lorsqu’elles sont dans le biofilm

Les zones les plus profondes sont un
environnement en anaérobie et riche en
déchets.

Figure7 : Les trois mécanismes de résistance du biofilm aux antibiotiques.
(Stewart, 1996).

23



Matériel et Méthodes

Matériel et méthodes
1. Lieu d’étude

Notre étude a été menée au laboratoire de Microbiologie Appliquée a I'’Agroalimentaire, au
Biomédical et a I’Environnement (LAMAABE) de Tlemcen. Les techniques moléculaires ont

¢été réalisées au laboratoire de Bactériologie Moléculaire de 1’Institut Pasteur du Maroc.

2. Prélevements
De Mai 2010 a Novembre 2011, sondes et urines de patients adultes et hospitalisés plus de
48h ont été préleve dans trois services a risque du Centre Hospitalo Universitaire (CHU) de

Tlemcen : service de Réanimation, service d’Urologie, et service de Neurologie.

2.1 Prélévement des urines

Le préléevement d’urine est effectué dans de strictes conditions d’asepsie. Apres désinfection
de la tubulure, le recueil se fait en clampant le tuyau d’excrétion pendant 15 a 20 min, ’urine
s’accumule en amont et une ponction de celle-ci est ainsi réalisée (Figure8).

5 a 10 mL d’urines sont recueillis dans des tubes stériles et sont directement acheminées dans
une glaciére au laboratoire pour étre analysées. La culture débute dans les 2 heures suivant le
prélevement. En aucun cas les urines n’ont été prélevees directement du sac collecteur vu la
multiplication microbienne importante.

Chaque prélévement est accompagné d’une fiche de renseignement comportant le sexe, 1’age,

nature de la pathologie ayant motivé le sondage, le type de sonde et la durée de sondage.
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Figure 8 : Schéma indiquant le site de prélévement d’urine de la sonde urinaire

2.2 Prélevement des sondes urinaires
Apreés retrait de la sonde, un segment de 10 cm de son extrémité intra vésical est coupé et de
suite mis dans une boite de pétri stérile et acheminé au laboratoire dans une glaciéere pour étre

analyser.

3. Dénombrement et ensemencement

3.1 Analyse des urines
Chaque échantillon urinaire a fait I’objet d’'un ECBU (étude cytobactériologiques des urines)
comportant les éléments suivant :

e Un examen direct (macroscopique) : permet d’apprécier 1’aspect, la couleur et le pH
urinaire.

e Une uroculture avec dénombrement de germe (Bactériurie) , celle-ci est réalisée en
déposant simultanément 0,5 mL d’urine qu’on étale en rateau a la surface d’un milieu
gélosé non sélectif gélose nutritif (GN) et sur un milieu sélectif de Chapman pour
isoler les cocci a Gram positif.

Le dénombrement se fait apres incubation des milieux a 37°pendant 24 a 48h.
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3.1.1 Critéres de définition d'une infection urinaire nosocomiale
Les criteres retenus pour definir une infection urinaire nosocomiale sur sonde ont été ceux
donnés par le Conseil Supérieur de I'Hygiene Publique de France, a savoir : infection ni
présente ni en incubation a ’entrée de I’hopital, émergence de l'infection plus de 48 h apreés

I'nospitalisation (Perrin et al., 1998).

5
Le diagnostic d’infection urinaire a porté sur la présence d’une uroculture positive > 10 UFC/

3
mL (Unity forming colony) ou d’une uroculture positive > 10 UFC / mL avec leucocyturie
4

>10 /mL sans qu’il y ait plus de 2 germes différents isolés (Botto,2002).

3.1.2 Bandelette urinaire
Dans une étude récente, il a été démontré que la bandelette urinaire n’est pas un test
recommandé pour dépister I’infection urinaire nosocomiale en urologie (70% des faux positifs
et 21% des faux négatifs) et que I’ECBU reste I’examen de référence (Masrar et al.,2000).
L’utilisation des bandelettes urinaires de type « Siemens» nous ont aidés a apprécier

quelques facteurs tels que la glycémie, la leucocyturie et le pH.

3.2 Analyse des sondes urinaires
Pour I’analyse microbiologique des sondes urinaires nous nous sommes référées a la
technique de « Brun-Buisson » utilisée pour les cathéters qu’on a adaptés et appliqués aux
sondes urinaires. A cet effet, les 10 cm de ’extrémité de la sonde urinaire sont mises dans 2
mL de sérum physiologique, agités au vortex pendant 1 minute et mises en culture sur un
milieu gélosé Chapman, celui-ci permettra la sélection des staphylocoques et sur un milieu

Mac Conkey afin d’isoler une flore multi microbienne & Gram négatif.

4. lIsolement et identification des souches de staphylocoques isolées de

sondes urinaires
L’identification bactérienne a concerné uniquement le genre Staphylococcus
e Morphologie des colonies: Le milieu Chapman est un milieu sélectif pour les
staphylocoques, sa teneur élevée en chlorure de sodium limite le développement de
certains germes autres que Staphylococcus. Les micro-organismes fermentant le
mannitol donnent des colonies jaunes. Ce caractére est un critére d’orientation pour

I’identification de Staphylococcus aureus (Leyral et Vierling ,2007).
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e Coloration de Gram : La coloration de Gram est effectuée a partir de colonies cultivees
sur milieu de Chapman, pour confirmer le mode de regroupement en diplocoques et en
grappes de raisin.

e Production de catalase : la catalase est une enzyme contenant du Fer, qui catalyse la
décomposition de peroxyde d’oxygéne (H20;) en H,O. Ce test permet de différencier
les staphylocoques des streptocoques.

e Test de coagulase : La production d’une coagulase et d’un pigment jaune caractérisent
le S.aureus.

e Le systeme API 20 STAPH (BioMérieux®) : Le principe consiste a inoculer dans les
microtubes a 1’aide d’une pipette pasteur une suspension bactérienne homogéne qui
reconstitue les milieux déshydratés. Les réactions produites pendant la période
d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par 1’addition
de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a 1’aide du tableau de lecture permettant

une identification de I’espéce bactérienne et la détermination du biotype.

5. Purification et conservation des souches isolées

La conservation des souches bactériennes est réalisée sur gélose de conservation (gélose
nutritive) et dans du glycérol a -20°C.

Nous rappelons que seules les souches de staphylocoques ont été retenues tout le long de
cette étude.
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6. Etude de I’antibiorésistance

L’¢tude de la sensibilité aux antibiotiques a été réalisée par la méthode de diffusion sur milieu
gélosé Mueller-Hinton selon les normes et les recommandations du comité de
I’antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (CA-SFM, 2012).
L’antibiogramme par diffusion est réalis€¢ avec une suspension contenant 108 UFC/mL, les

disques d’antibiotiques (Bioanalyse R) suivant ont été testés :

Peniciline(10pg),  Oxacilline  (5ug), Cefoxitine(30uQ), Gentamicine  (10ug),
Tobramycine(10ug) , Amikacine(30ug), Vancomycine (30ug),Rifampime(30ug),
Fosfomycine(50ug), Acide Fusidic(10pg), Clindamycine (2upg), Pristinamycine (15ug),
Erythromycine (15ug), Ofloxacine(5ug), Tetracycline(30pg), Chloramphenicol(30ug),

Triméthoprime /sulfaméthoxazole(25uQ).

7. Caractérisation du pouvoir Toxinogéne des souches staphylococciques
Cette technique a été réalisée au  laboratoire de Bactériologie Moléculaire de 1’Institut
Pasteur du Maroc.

Dans le but de confirmer la pathogeénicité des souches de staphylocoques isolées de sondes
urinaires, les genes codant pour les toxines présentes chez les staphylocoques et plus
particulierement chez les S.aureus ont été recherche.

Bien que sensible et spécifique, la technique de polymérisation en chaine (PCR) permet la
mise en évidence des génes codants pour les toxines Staphylococciques. Cette derniére
nécessite tout d’abord une étape d’extraction d’ADN qui sera suivi d’une caractérisation et

quantification des différents types de toxines.

7.1 Extraction d’ADN bactérien
L’extraction de I’ADN bactérien a été effectuée par la technique de choc thermique. A partir
d’une culture jeune de 18 a 24 heures a 37°C sur gélose ordinaire, quelques colonies sont
mises en suspension dans 500 puL d’eau ultra-pure (eau de biologie moléculaire, dépourvue de
DNase et ARNase) et portées a ébullition pendant 10 min puis transférées directement dans la
glace (0°C) pendant 5 min.  Aprées une centrifugation de 14500 trs/min pendant 10 min,

300uL du surnageant sont recupérés. L’ ADN est conservé a -20 °C.
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7.2 Génes toxiniques recherchés
Les genes toxiniques recherchés sont les suivant: Les genes des entérotoxines
staphylococciques (SE) A, B, C, D, H et R (sea, seb, sec, sed, seh, et selr), des entérotoxines
statphylococciques like (SIE) K, L, M, O, P, et Q (selk, sell, selm, selo, selp et selq), de la
toxine TSST-1 (tst), des toxines inhibitrices de la différenciation des cellules épidermiques
(EDIN) A, B et C (edin A, edinB et edinC), des exfoliatines ou épidermolysines A, B et C
(eta, atb et etd), des leucotoxines M et de Panton-Valentine (lukM et lukPV) et de
I’hémolysine béta (hlb) ont été recherchés par des PCR multiplex.
La détermination du profil des génes toxiniques des souches a été effectuée suite a six
réactions de PCR multiplex (Tableau3).

Tableau 3 : Les génes toxiniques recherchés.

lukM/seh/selm/tst PCR multiplex souches de S. aureus du laboratoire de
N°1 bactériologie de I’'IPM : la souche SA61
(slem/tst/lukM), SA26 (seh).

etb/sed/selr/sec/eta PCR multiplex souches de S. aureus du laboratoire de
N°2 bactériologie posseédant les génes etb, sed, selr,

sec et le gene eta.

sea/luk-PV/hlb/selp PCR multiplex souches de S. aureus du laboratoire de

N°3 bactériologie positives pour les différents genes.
seb/selq PCR multiplex de S. aureus du laboratoire de bactériologie,

N°4 positives pour chaque géne recherché

etd/sell/selo PCR multiplex souches de S. aureus du laboratoire de
N°5 bactériologie positives pour les génes recherchés.

edinA/edinB/edinC/selk PCR multiplex souches de S. aureus du laboratoire de
N°6 bactériologie positives pour les différents genes.
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7.3 Melanges réactionnels pour les differentes PCR multiplex
Le mélange d’amplification est spécifique pour chacune des six PCR multiplex. La
concentration des différents constituants était variable d’une PCR a ’autre :
Pour les PCR multiplex N°1, N°5 et N°6, les mélanges réactionnels ont été réalisés dans un
volume final de 40 pL. Mais en concentration finale, les réactifs nécessaires étaient différents:

e 1X du tampon Taq PCR ; 5mM de MgCl; ; 0,125mM de dNTP ; 2 Unités de Tag DNA
polymérase (Invitrogen) ; 0,187uM de chaque amorce et 2 pL d’ADN bactérien extrait
par choc thermique, pour la PCR multiplex N°1.

e 2X du tampon Taq PCR ; 3,75mM de MgCl,; 0,125mM de dNTP ; 1,5 Unités de Taq
DNA polymérase (Invitrogen) ; 0,187uM de chaque amorce et 2 uL d’ADN bactérien
extrait par choc thermique, pour la PCR multiplex N°5.

e 1X du tampon Tag PCR ; 5mM de MgCl,; 0,125mM de dNTP ; 2 Unités de Taqg DNA
polymérase (Invitrogen) ; 0,075uM de chaque amorce et 2 pL d’ADN bactérien extrait
par choc thermique, pour la PCR multiplex N°6.

Alors que pour les PCR N°2, N°3 et N°4, les mélanges réactionnels ont été réalisés dans un
volume final de 50 pl. Mais en concentration finale, les différents réactifs étaient différents :

e 1X du tampon Taq PCR ; 5mM de MgCl; ; 0,125mM de dNTP ; 2 Unités de Taqg DNA
polymérase (Invitrogen) ; 0,15uM de chaque amorce et 2 uL. d’ADN bactérien extrait
par choc thermique, pour la PCR multiplex N°2.

e 2X du tampon Taq PCR ; 4 mM de MgCl; ; 0,1mM de dNTP ; 2 Unités de Tag DNA
polymérase (Invitrogen) ; 0,15uM de chaque amorce et 2 ul d’ADN bactérien extrait par
choc thermique, pour la PCR multiplex N°3.

e 2X du tampon Taq PCR ; 3mM de MgCl; ; 0,1mM de dNTP ; 2 Unités de Tag DNA
polymérase (Invitrogen) ; 0,15uM de chaque amorce et 2 uL. d’ADN bactérien extrait

par choc thermique, pour la PCR multiplex N°4.

7.4 Les amorces utilisées pour les différentes PCR multiplex
différentes amorces ont eté utilisés pour la détection des genes toxiniques, tous ont déja eté
décrite par Jarraud et al.,( 2002) et Holtfreter et al.,( 2007) et utilisées par le centre national de
référence (CNR) des staphylocoques de Lyon en France (Tableau 4).
Pour chaque réaction de PCR multiplex, ’ADN des souches de contrdle est inclus comme
témoin positif. Pour les témoins négatifs des réactions, I’ADN est remplacé par I’eau de

biologie moléculaire (eau ultra pure, dépourvue de DNase et de RNase).
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Tableau4 :Séquences de certains génes toxiniques recherchés.

Sea GAAAAAAGTCTGAATTGCAGGGAACA 560
CAAATAAATCGTAATTAACCGAAGGTTC
Seb ATTCTATTAAGGACACTAAGTTAGGGA 404
ATCCCGTTTCATAAGGCGAGT

sec GTAAAGTTACAGGTGGCAAAACTTG 297
CATATCATACCAAAAAGTATTGCCGT

sed GAATTAAGTAGTACCGCGCTAAATAATATG 492

GCTGTATTTTTCCTCCGAGAGT
seh CAATCACATCATATGCGAAAGCAG 376
CATCTACCCAAACATTAGCACC
sel GCGATGTAGGTCCAGGAAAC 234
CATATATAGTACGA
tst TTCACTATTTGTAAAAGTGTCAGACCCACT 180
TACTAATGAATTTTTTTATCGTAAGCCCTT
eta ACTGTAGGAGCTAGTGCATTTGT 190
TGGATACTTTTGTCTATCTTTTTCATCAAC
etb CAGATAAAGAGCTTTATACACACATTAC 612
AGTGAACTTATCTTTCTATTGAAAAACACTC
hib GTGCACTTACTGACAATAGTGC 309
GTTGATGAGTAGCTACCTTCAGT

edin GAAGTATCTAATACTTCTTTAGCAGC 625
TCATTTGACAATTCTACACTTCCAAC

lukM TGGATGTTACCTATGCAACCTAC 780
GTTCGTTTCCATATAATGAATCACTAC

luk-PV ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 433

GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC
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7.5 Programme d’amplification des différentes PCR multiplex
Le programme de PCR était le méme pour les six PCR multiplex. Les conditions

d’amplification sont résumees dans le tableau 5.

Tableau 5 : Conditions d’amplification des génes toxiniques.

N° PCR multiplex Nombre de cycle Température Durée
en°C

PCR MTX1 1 94 5mn
PCR MTX2 25

PCR MTX3 94 30 secs
PCR MTX4 55 30 secs
PCR MTX5 72 1 mn
PCR MTX6 1 72 10 mn

Les produits d’amplification ont été séparés par électrophorese sur gel d’agarose a 1,5% avec
du bromure d’éthidium (0 ,5pug/mL). Le voltage de la migration était de 120V/45min. Les

photos des gels ont été prises sous UV par I’appareil « Gel Doc ».

8. Détection du biofilm

8.1 Etude de la formation du biofilm par la méthode in vitro de coloration au

cristal violet sur microplaques (TCP).

Les microplaques utilisées étaient en polystyréne comportant 96 puits sur lesquelles les
bactéries vont adhérer et former un biofilm.
La détermination quantitative de la formation de biofilm dans les microplaques a 96 puits a
été réalisée selon les recommandations de Christensen et al. (1985) avec une durée
d’incubation prolongée a 48h.
Les bactéries ont été cultivées en milieu BHIB et incubées toute une nuit a 37°C. Chaque
culture jeune est ajustée pour obtention de 103UFC/mL et diluée au 1/100°™ dans le méme
milieu (BHIB). Chaque puits de la plaque est rempli avec 0,2mL de cette dilution. Les
microplaques sont recouvertes, scellées stérilement et incubées pendant 48h a 37°C.
Aprés incubation, les puits des microplaques sont vides, rincées 3 fois avec de 200uL d'eau
distillée, séchees en position inversée et colorées avec 200pL de cristal violet a 0,5% (p: v).

Aprés 30min d’incubation, 1’excés du cristal violet est éliminé par 5 lavages successifs avec
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300 puL d’eau distillée stérile. Le colorant incorporé par les cellules ayant adhéré ou ayant
formé un biofilm est solubilisé avec 200 pL d'éthanol a 95% (v/v). La quantité de cristal violet
solubilisé est mesurée par la lecture de la DO a 570nm dans un lecteur ELISA AutoReader.
Nous nous somme référées a la classification de Mathur et al., (2006) basée sur les valeurs de
la DO (Tableau 6).
Tableau 6 : Classificationdel'adhérence bactérienne par la technique TCP selon Mathur et
al., (2006) .

Valeurs DO Adhérence Formation de biofilm
<0,120 non adhérente Non formatrice
0,120 - 0,240 faiblement adhérente Faiblement formatrice

> 0.240 fortement adheére Fortement formatrice

8.2 Effet du glucose et du saccharose sur la formation de biofilm par la technique

TCP
Suite aux nombreuses études rapportant 1’effet de la composition du milieu de croissance sur
la production du biofilm, il nous a semblé utile d’étudier la formation de biofilm par la
technique TCP décrite précédemment en utilisant le milieu BHIB supplémenté de 2% de

saccharose et de 1% de glucose.

8.3 Méthode du rouge Congo agar (RCA)
La caractérisation phénotypique de la production de biofilm par production de slime a été
réalisée par culture des isolats staphylococciques sur le milieu RCA. Cette technique proposée
par Freeman et al.,(1989) requiert l'utilisation d'un milieu solide préparé d’un bouillon coeur
cervelle (BHIB) additionné de 5% de saccharose et de rouge Congo.
Le milieu est composé de BHIB (37 g/L) de saccharose (50 g/L) d’agar agar (10 gr/L) et de
rouge congo (0,8 g/L).
Le Rouge Congo a été préparé séparément en solution agqueuse concentrée et autoclavée a
121°C pendant 15 minutes. Cette solution est ajoutée ensuite aux autres constituants du milieu
(en surfusion a 55°C).
Le milieu ainsi préparé est ensuite ensemencé avec une anse d’une suspension de la souche

bactérienne et incubé a 37° 24h a 48h.
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Le colorant rouge Congo interagit directement avec certains polysaccharides bactériens
formant un slime et donnant des colonies noires sur milieu CRA contrairement aux colonies

non productrices qui restent rouge.

8.4 Méthode en tube

C’est une technique décrite en 1982 par Christensen et al., qui permet une évaluation
qualitative de la formation du biofilm.

A partir d’une culture jeune de 24h, une colonie est ensemencée dans 10mL de bouillon
BHIB supplémenté de 2% de saccharose. Apres incubation a 37°C pendant 24h les tubes sont
lavés avec du PBS (pH 7,3) puis séchés. Chaque tube est ensuite coloré avec du cristal violet
(0,1%) pendant 5 minutes. Une fois le colorant supprimé, les tubes sont lavés avec de I'eau
distillée et laissés sécher. La formation du biofilm est considérée positive quand un film
visible double la paroi et le fond du tube. La formation d’un anneau a l'interface liquide n'est

pas indicative de la formation du biofilm (Mathur et al., 2006).

9. Détection des genes codant ica A /icaD impliqués dans la formation de
biofilm
Les réactions de PCR ont été effectuées en vue de détecter les genes ica A et icaD codant les

protéines responsables de la formation de biofilm. Cette technique a été également réalisée au

laboratoire de Bactériologie Moléculaire de I’Institut Pasteur du Maroc.

9.1 Extraction de ’ADN bactérien
D’extraction de I’ADN bactérien est faite par la technique de choc thermique cité
précédemment : Aprés une nuit d’incubation sur milieu gélose Luria Bertani quelques
colonies sont mises en suspension dans 500 puL d’eau ultra-pure (eau de biologie moléculaire,
dépourvue de DNase et ARNase) et portées a 1’ébullition pendant 10 min puis centrifugé a
15000 trs /min pendant 5 minutes. Une fraction de 2 pL du surnageant a été utilisée comme
ADN pour la PCR.

9.2 Amoreces utilisees
La détection des genes ica A et ica D a été faite par PCR en utilisant les amorces sens et anti-
sens. Pour ica A I’amorce sens (correspondant aux nucléotides1337-1356) a la séquence
suivante : 5’-TCT CTT GCA GGA GCA ATC AA-3’; et I’amorce anti-sens (correspondant
aux nucléotides1505-1524) a la séquence suivante : 5°-TCA GGC ACT AAC ATC CAG CA-
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3’. Les séquences des amorces pour ica D sont : sens (nucléotides 1963-1982), 5°-ATG GTC
AAG CCC AGA CAG AG- 3’; et anti-sens (nucléotides 2138-2160), 5°-CGT GTT TTC AAC
ATT TAATGC AA-3°.

9.3 Technique de la PCR
L’amplification par PCR a été effectuée selon les paramétrés décris par Arciola et al.,( 2005).
Chaque réaction de PCR en fonction du géne recherché a été effectuée dans un volume final
de 25pL. Chaque mélange réactionnel comprenait 1ImM de chaque amorce sens et antisens
pour le gene ica A et icaD. A ces amorces ont été ajoutés 150ng ADN bactérien, 100 mM de
chacun des 4 dNTPs de 1U de Tag ADN polymérase et un tampon (10 mM Tris-HCI [pH
9.0], 50 mMKCI 0,1% Triton X-100, et 2,5 mM MgCl,)
Les séquences ont été amplifiées dans un thermo cycler en utilisant le programme suivant :
une dénaturation initiale a 94°C pendant 5 min suivie de 50 cycles de dénaturation (30 sec a
94°C), hybridation (30 sec a 55,5°C), extension (30 sec a 72°C) et une extension finale a 72°C
pendant 1 min. Les produits d’amplification ont été séparés et révélés par électrophorése sur
un gel d’agarose (Sigma) a 2 %. Les gels sont ensuite colorés, puis visualisés sous lumiére

UV, la taille des fragments amplifiés est estimée en comparaison avec un marqueur de 100pb.

10.Etat de résistance aux antibiotiques des souches de staphylocoques sous

forme Biofilm
10.1 Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (C.M.I)

La CMI est par définition la plus faible concentration d’antibiotique qui inhibe la croissance
bactérienne. Les CMI vis-a-vis de I’oxacilline, gentamicine et ofloxacine chez quelques
souches de staphylocoques isolées de sondes urinaires ont été déterminées.

Dans les cupules des colonnes 1 a 12 de la microplaque a 96 puits, on introduit a 1’aide d’une
micropipette 50pL de bouillon BHIB, on ajoute ensuite 50uL de la solution d’antibiotique a
la concentration de 256pg/mL dans la cupule 1. Reporter de cupule en cupule de 1 a 12 a
I’aide d’une micropipette 50uL du mélange ; des dilutions sont ainsi possibles et les
concentrations finales obtenues vont étre de 128 a 0,0625ug/mL, puis on ajoute 50uL
d’inoculum dans toutes les cupules de la microplaque.

Apres incubation a 37°C pendant 24h, la lecture de la CMI est fondée sur I’appréciation
visuelle du dépdt de culture observé sur le fond de la cupule. Dans des conditions

standardisées, elle est exprimée en mg/L ou pg/mL (Archambaud, 2000).
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10.2 Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice du Biofilm (CMIB)
Aprés formation d’un biofilm jeune de 48 h par la technique TCP (décrite précédemment),
les microplaques de 96 puits sont  rincées 3 fois avec du PBS avant 1’ajout du BHIB
additionné d’antibiotiques a des concentrations allant de 8192ug/mL a 0,0625 pg/mL.

Aprés 24h a 37°C, les puits de la microplaque sont soigneusement rincés, séchés et colorés
avec du cristal violet suivant la technique standard. La DO est mesuré a 590 nm par le lecteur
ELISA. Aprés incubation, la DO du puits témoin sans antibiotiques est comparée a celle des
différentes concentrations d’antibiotiques.

L’¢limination de la formation du biofilm par les agents antimicrobiens se traduit par une
densité optique inférieure a celle de la DO initiale. Par conséquent, la valeur CMIB
représente la plus faible dilution a laquelle les bactéries sessiles ne parviennent pas a

repousser.
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Résultats et discussion

1. Résultats des prélevements
De Mai 2010 & Novembre 2011, 250 sondes urinaires et 250 échantillons urinaires ont été
recueillis chez 250 patients hospitalises depuis 48h dans trois services a risque, le service de

réanimation, d’urologie et de neurologie du CHU de Tlemcen.

1.1 Résultats des analyses urinaires
Parmi les principales caractéristiques biologiques étudiées, la couleur des urines de ces
patients sondés variait du jaune pale, orange, jusqu’au noir avec un aspect généralement
trouble.
La moyenne du pH urinaire se situé entre 6 et 7 atteignant chez quelques patients une valeur
de 8.
Suite aux bandelettes urinaires réalisées pour tous les patients, la glycosurie était positive chez
8,8 % et une leucocyturie était détecté chez 70% des patients. Un nombre élevé de cristaux
était également remarqué chez 1’ensemble des patients ce qui est probablement di a la stase
des urines dans la vessie et de la durée de sondage.
Par ailleurs, tous les patients avaient un ECBU positif le jour du préléevement avec un
dénombrement et une bactériurie largement supérieur & 10° UFC/mL pouvant atteindre les
10°UFC/mL (Tableau 7).

Tableau 7: Résultats de I’analyse bactériologique des urines des 250 patients sondés.

73 >10° - 10°
79 >10° -10’
69 >10'

37



Résultats et discussion

Les 250 ECBU réalisés confirment I’infection urinaire nosocomiale, car non seulement elle
n’était pas présente chez les patients a leur admission mais également par la présence de
bacilles a Gram négatif (BGN) dans tous les prélévements urinaires. Les Staphylocoques spp
était egalement présent chez 80 % de I’ensemble des patients. Des bactériuries multi
microbiennes (plus de deux types) ont été également retrouvees (Figure 9).

Les bacilles a gram négatif notamment les entérobactéries sont les plus fréqguemment isolées
d’infections urinaires, cela est en rapport avec la physiopathologie de 1’IU qui est en générale
ascendante mais de plus par D’existence d’une forte colonisation du périnée par les
entérobactéries d’origine digestive et en particulier E. coli (Sekhsokh et al., 2008).

L’étude bactériologique a révélé que les staphylocoques sont fréqguemment isolés des urines
de patients sondés dans les différents services étudiés.

En effet, ces derniéres années plusieurs auteurs ont remarqué une augmentation de la
fréquence des uro infection a staphylocoques, ils considerent que la principale cause est la
cathétérisation urétrale, surtout aprés une thérapie antibactérienne standard. De plus ils
rapportent que la transmission de 1’infection entre patients est souvent assurée par les mains
du personnel lors de la pose de la sonde urinaire (Guirguitzova et al., 2002).

De méme, Rakotoarivony et al.,(2009) estiment que la grande fréquence et les taux tres élevés
de staphylocoques dans les urines sont due essentiellement au manque d’hygiéne du patient et

du personnel lors des soins.

300 - Bacille a Gram
négatif (250)

250 - Staphylococcus spp
(200)

Nombre de bacterie
[E=Y
ul
o

50 -

1 genres bactériens isolés des urines 2

Figure 9 :Nombre des genres bactériens isolés des urines de patients sondés.
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L’infection urinaire poly bactérienne chez tous les patients et due certainement a la présence
de sondes urinaires de type drainages ouverts.
En effet, ce systtme de drainage reste un grand pourvoyeur d’infections urinaires
nosocomiales [(Boulard et al., 1992); (Parneix et al.,1995) ;(Butreau-Lemaire et Botto
,1997) ; (Botto,2002); (Pavese,2003)].
Il est caractérisé par les déconnexions itératives au niveau de la jonction sonde-poche pour
changer ou vider la poche de recueil ou pour prélever de l'urine. Selon Boulard et al.,(1992)
dans de telles conditions, tous les patients ont une bactériurie >10°UFC/mL  dés le 4*™jour
du sondage malgré que I''UN survenant au cours du sondage & demeure est souvent
asymptomatique et il n'existe presque jamais de signes locaux.
D’autres facteurs de risques peuvent également étre a ’origine de cette contamination a
savoir :
La durée de sondage : elle reste le facteur de risque principal. Chaque jour de sondage
multiplie le risque de développer une infection urinaire sur sonde. Dans notre étude la duree
de sondage moyenne était dell jours chez les patients analysés (Tableau8). Elle était de 4
jours seulement chez 21 malades et malheureusement de 14 jours chez 87 autres malades
(Annexel).

Tableau 8 :Nombre de patients infectés en fonction de la durée de sondage urinaire

<4 21 8%
4-7 63 25%
8-14 79 32%
>14 87 35%

La durée du sondage intervient de facon déterminante dans I'apparition d'une bactériurie De
Seze et ses collaborateurs (2002) rapportent que la probabilité de progression d’une
bactériurie jusqu’au taux de 10°UFC /mL était de 90 & 100% en 3 j. Cette hypothése a déja été
confirmé par notre étude de 2011 (Kara terki et al., 2011).

La durée du sondage intervient dans I'apparition d'une bactériurie a deux niveaux, d'une part

au niveau de l'urétre d'autre part au niveau de l'urine (Butreau-Lemaire et Botto, 1997).
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L’Age : I’age moyen de nos patients était de 54 ans avec des extrémes de 15 et 90 ans.
Les patients plus de 60 ans représentaient 36% des sujets analysés et infectés (Tableau 9).

Tableau 9 :Nombre de patients infectés en fonction de 1’age.

15-30 12 4.8
31-45 66 26.4
46-60 82 32.8
61-75 71 28.4
76-90 19 7.6
Total 250 100%

Effectivement, la fréquence des IUN est en augmentation progressive avec I'dage (Mchich,
2002), ces observations seraient certainement liées aux principales affections qui sont les
troubles de la motricité vésicale (effet des médicaments, alitement...), la déshydratation, le
défaut d'hygiene, la baisse des défenses immunitaires et que souvent ces patients sont porteurs
de sonde urétrale (Gonthier, 2000).

Le sexe: notre étude confirme une notion classique, les infections urinaires sont plus
frégquentes chez les femmes que chez les hommes. Dans notre échantillon, 143 femmes et 107
hommes ont eu une infection urinaire nosocomiale, un taux de 57,2% en faveur des femmes.
Mchich en  (2002) rapporte que l'urétre féminin est court (3-4 centimetres) et
topographiquement proche du vagin et du périnée qui sont régulierement colonisés par des
bactéries d’origine fécale, par opposition, I’urétre masculin est long de 20 centimétres environ
et moins exposé aux infections (Elkharrat et al ., 2007).

Hospitalisation dans un service de soin intensif : sur les 250 prélévements effectués
(sondes urinaires+ urines) plus de la moitié proviennent du service de réanimation (168
/250) (Figure 10).

40



Résultats et discussion

Neurologie
(31)

Urologie (51)

Réanimation
(168)

Figure 10 :Répartition des infections urinaires en fonction des services.

Celui-ci est considéré comme un écosystéme particulier au sein de 1’hopital, les infections
nosocomiales y sont plus fréquentes de facon générale : les taux sont 5 a 10 fois plus élevés
que dans les autres services hospitaliers (Butreau-Lemaire et Botto, 1997).

C’est un lieu d’échange entre les secteurs de soins aigus médico-chirurgicaux, les blocs
opératoires et les centres de rééducation. C’est le secteur de I’hopital ou la pression de
sélection antibiotique est la plus forte a cause de I’utilisation d’antibiotiques a trés large
spectre, le risque de transmission croisée de germes est élevé en raison de la multiplicité des
soins. Les patients sont particulierement exposés aux risques infectieux du fait de la gravité de
la pathologie les amenant en réanimation, d’un état d’immunodépression quasi constant et
des multiples techniques invasives pratiquées (intubation, ventilation mécanique, cathéters
centraux, sondage vésical) (Corne, 2004).

Aussi I’hospitalisation en service de soins intensifs ou de réanimation reste une situation a
risque car elle associe la dépendance totale du malade, I’existence d'effractions vésicales
pérennisées, le catabolisme important et I'altération des mécanismes de défense immunitaire
(Parneix et al., 1995).

De méme un service de réanimation a un rdle central dans I’acquisition et la dissémination
des bactéries multirésistantes, particulierement les staphylocoques(Corne, 2004).

Le diabéte : les urines contenant de petites quantités de sucre représentent un excellent milieu
de culture pour les bactéries, c’est un des facteurs expliquant les complications infectieuses

urinaires chez les diabétiques.
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Selon les fiches des patients étudiés et les résultats des bandelettes urinaires, le diabete a été
un facteur favorisant chez 8,8% soit 22/250 patients (Tableau 10).

Celui-ci  est régulierement incriminé et pourrait favoriser les infections urinaires par
différents mécanismes soit par altération de la vidange vésicale ou par modification de la
composition de l'urine permettant une plus grande croissance microbienne (Butreau-Lemaire
et Botto,1997).

Etat général du patient : sur les 250 patients étudiés au CHU de Tlemcen 62 présentent des
troubles urologiques, 42 sont des immunodéprimés, 31 sont en dénutritions et les autres
patients présentent des pathologies toutes aussi lourdes (Tableaul0).

En effet, I’état général du patient est en relation directe avec le risque infectieux puisque
certains facteurs de risques sont bien connus comme 1’état nutritionnel (amaigrissement ou
obésité), les patients neutropéniques, immunodéprimés (greffe d’organe), les patients

diabétiques et la femme enceinte pour favoriser I’'TUN (Lobel, 2003).

Tableau 10 : Caractéristiques générales des patients étudiés.

Troubles urologique 62
Diabete 22
dénutritions 31
Insuffisance rénale 15
Immunodépression 42
Autres 78
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1.2 Résultats de I’analyse bactériologique des sondes urinaires.
En I’espace de 19 mois, sur les 250 sondes urinaires analysées, 600 souches bactériennes
étaient identifiées.
Dans tous ces dispositifs, les espéces majoritairement isolées sont Klebsiella pneumonie,
Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Acinitobacter baumanii avec predominance
d’Escherichia coli.
Les staphylocoques Gram+ sont largement présents ou 200/250 sondes étaient contaminées
par au moins un genre de staphylocoque.
Vu leurs importances et leurs fréquences sur les sondes urinaires, seules les espéces de
staphylocoques ont été retenues pour toute la suite de notre étude.

1.2.1 Caracteres phénotypiques des staphylocoques isolés

Sur le milieu de Chapman, les colonies présentant 1’aspect macroscopique caractéristiques du
genre Staphylococcus ont été prélevées, le développement bactérien sur le milieu de Chapman
ne constitue qu’une indication, d’autres bactéries (enterocoques) peuvent y cultiver. Sur ce
milieu, les colonies de Staphylococcus apparaissent souvent pigmentées et entourées d’une
auréole jaune dans le cas ou le mannitol est fermenté, si non les colonies sont de couleur
blanche. Les colonies sont arrondies a bords régulier de 1 @ 2 mm de diametre aprés 48h
d’incubation a 37° (Figurell).

Figurell : Photo de Staphylococcus aureus isolé de sondes urinaires.
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La totalité des souches de Staphylococcus spp isolées répondent aux caractéristiques macros
et microscopique du genre Staphylococcus.

Nous notons que sur les 600 souches isolées, 200 appartiennent au genre Staphylococcus, soit
une fréquence de 30%. Ce taux élevé démontre 1I’importance de 1’infection par ce germe sur

ce dispositif.

1.2.2 Répartition des souches
Sur les 200 souches appartenant au genre Staphylococcus, 44 (22%) souches pures non
redondantes ont été identifiées a ’espéce S.aureus par la mise en évidence d’une coagulase
libre. Le reste des souches 156(78%) appartient aux especes a coagulase négative (SCN)
(Figurel?2).

S.aureus
(22%0)

S.coagulase
négative
(78%)

Figurel?2 : Distribution des bactéries isolées de sondes urinaire.

Considérés depuis des années comme des germes commensaux cutaneés, les staphylocoques a
coagulase négative (SCN) sont actuellement reconnus comme des agents majeurs d’infections
nosocomiales. Des facteurs dus a 1’hdte (statut immunitaire) ainsi que la multiplication des
portes d’entrée (présence d’un matériel étranger) ont contribué¢ a 1’augmentation de ces
infections nosocomiales.

L’importance du role des SCN en IUN est due a leurs grandes capacités a coloniser les

sondes ainsi que 1’organisation particuliére de ces bactéries en biofilm qui est source
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d’infections (Herad et al., 1998).Nos résultats sont en accord avec ceux retrouvés en 2009
par Bose et al.,qui confirment la dominance des SCN par rapport aux S.aureus dans
I’infection urinaire .

La repartition en types des staphylocoques est présentée dans la figure 13 et le tableau 11, ou
on constate que le type le plus fréquemment isolé chez les patients participants a cette étude
est le Staphylococcus epidermidis 28% avec prédominance du biotype 6606113 devant
I’espéce Staphylococcus aureus 22% et le biotype 6736153et en troisieme position
Staphylococcus saprophyticus 20% avec dominance du biotype 6630153.

Ces biotypes dominants ont été également retrouvés dans d’autres travaux au CHU de
Tlemcen (Rébiahi, 2011a) et (Khadir, 2013), cette propagation des biotypes dans les
différents services étudiés peut probablement étre due, soit au manuportage entre le personnel
soignant, par des contaminations entre patients ou a I’écologie des services.

La répartition de nos souches va dans le méme sens que celle retrouvée en 2002 par
Guirguitzova et ses collaborateurs qui montrent que parmi les 266 souches de staphylocoques
isolées d’urine, 13,5 % appartiennent auS. aureus et 86,5 % sont des staphylocoques a
coagulase-négative.

Parmi nos espéces de staphylocoques a coagulase négative les plus retrouves, 1’espéce
Staphylococcus epidermidis est connue comme agent pathogéne opportuniste car il provoque
des infections prédominantes chez les individus immunodéprimés.

Selon plusieurs études, Staphylococcus epidermidis est I'espéce bactérienne la plus
fréquemment isolée des infections nosocomiales et est I’agent causal le plus répandu dans les
infections sur dispositifs médicaux implantables. Staphylococcus epidermidis constitue une
part importante de la flore bactérienne commensale de la peau humaine et des muqueuses, il
est probablement facilement introduit en tant que contaminant lors de I'implantation
chirurgicale d’un dispositif médical tel que les sondes urinaires [(Von Eiff et al., 2002) ;
(Ott0,2012)].

Les infections de S. epidermidis sur dispositifs médicaux sont trés souvent caractérisées par
la formation de biofilm qui est considéré comme principal facteur de virulence chez cette
espece (Otto, 2008).

S. aureusse classe en deuxiéme position dans notre étude, c’est aussi un agent commensal de
la peau et des muqueuses de ’homme. Il présente le potentiel de pathogénicité le plus
important de toutes les especes du genre Staphylococcus. Ce germe est responsable
d’infections aigués et chroniques dont la plupart sont dues & sa capacité a adhérer a des

dispositifs médicaux et a former un biofilm (Liesselyamba, 2012).
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S.warneri (3%)
S.sciuri

(3%)
_\

S.xylosus (1%)

/_ S.epidermidis
[ (28%)

S.cohnii (6%)

S.hominis (7%)

S.haemolyticus
(10%)

S.saprophyticus S.aureus (22%)

(20%)

Figure 13 :Répartition des especesdestaphylocoques isolées de sondes urinaires.

Tableaull :Les différents biotypes des Staphylocoque Spp isolés de sondes urinaires.

S.epidermidis 56 6606113 21

6606153 12

6606013 9

6616013 6

6616113 4

6616053 3

6616153 1

S.aureus 44 6736153 22

6736053 11

6736113 6

6636153 3

6636112 1

6736110 1

S.saprophyticus 41 6630153 29
6630113
6230153

S.haemolyticus 21 6632151 13

6712010 8

S.warnerie 5 6232123 5

S.hominis 15 6212053 9
6212153

S.cohnii 11 6310100 11
S.sciuri 6 6332410

S.xylosus 1 6776613 1
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La pathogénicité des infections a S. aureus est liée a sa capacité a coloniser les tissus de
I’hote, a proliférer et a contourner le systéme de défense immunitaire grace a des facteurs de
virulence spécifiques tel que les facteurs d’adhésion, la production d’enzymes et de toxines
(Lowyet al., 1998).

Quant aux Staphylococcus saprophyticus, ils représentent la deuxiéme cause d’infection
urinaire de la femme jeune. Cette espece est responsable de 42,3% des bactériuries
communautaires chez les femmes entre 16 et 25 ans, elle peut étre également isolée chez
I’homme de plus de 50 ans (Herard et al.,1998).

Sur les 41 souches de S.saprophyticus, 32 sont isolées chez des patientes sondées et 9
seulement chez des hommes sondés.

D’apres Guirguitzova et ses collaborateurs (2002), le réservoir de S. saprophyticus n’est pas
encore déterminé parce que ce type peut étre découvert en petites quantités dans le rectum,
I’urétre et le col utérin chez certaines patientes.

Enfin, Six (6) souches de Staphylococcus sciuri présentant le méme biotype sont isolées de
sondes urinaires dans différents services. Celle-ci est principalement une espece animale, mais
peut coloniser les humains. S. sciuri a été associée a des infections graves chez I'hnomme,
telles les endocardite, les péritonite, le choc septique, les infections de plaies et méme a
partir de l'urine (Stepanovicet al.,2003).

La premiere partie de notre travail nous a permis d’évaluer I’incidence des staphylocoques
isolés de sondes urinaires dans trois services du CHU de Tlemcen et de confirmer leurs
importances dans les infections urinaires nosocomiales sur sondes tout en mettant I’accent
sur certains facteurs de risques ayant un impact sur ces infections.

Dans une seconde étape il nous a paru nécessaire d’approfondir nos recherches sur ces germes
et d’entamer une mise en évidence de la multirésistance, de la production de toxines ainsi que
leurs capacités d’adhésion et de la formation de biofilm sur surface abiotique telle que les
sondes urinaires tout en essayant d’explorer un support génétique pouvant étre a 1’origine de

ces deux derniers phénomenes.

47



Résultats et discussion

2. Niveau de sensibilité des souches des staphylocoques isolées de sondes

urinaires.
Pendant les années 1960,il a été constaté que le nombre des isolats de staphylocoques se
manifestaient résistants aux semi-synthétiques béta lactame méticilline, cloxacilline,
flucloxacilline et suite a cela ils étaient nommeés méticilline résistants staphylocoques
(SARM). Les choses sont devenues encore plus compliquées quand de nombreuses études ont
prouvéque ces souches sont résistantes a tous les antibiotiques bétalactame y compris les
céphalosporines (Guirguitzovaet al., 2009).
L’utilisation extensive et fréquemment abusive des antibiotiques couplée a un désequilibre
dans I’hygi¢ne hospitaliére permet a ces infections une évolution fulgurante traduisant ainsi
plusieurs épidémies. Ce mal ne semble pas épargner 1’Algérie qui enregistre une fréquence
grandissante des staphylocoques résistant aux antibiotiques, ce qui engendre untaux de
mortalité élevé et un surco(t tout aussi important (Rebiahi, 2011a).
Les tests d’évaluation de la résistance de toutes nos souches de staphylocoques aux
antibiotiques selon la méthode des disques présentent des résistances associées. Les souches
sont majoritairement résistantes a la peniciline93%, a I’oxacilline 84% et a la céfoxitine
83,5%, avec une prédominance chez les Staphylococcus aureus et de leur résistance a
I’oxacilline et la céfoxitine pouvant les caractériser comme des SARM (Staphylococcus
aureus resistant a la méticiline).
68,5% des souches de staphylocoques résistent a la gentamicine et 69% a 1’amikacine et
tobramycine (famille des aminosides), cette résistance est plus importante chez les souches
de Staphylococcus aureus.
Pour la famille des macrolides, 71,5% de nos souches sont résistantes a 1’erythromycine et
62,5% sont résistantes a 1’ofloxacinenon seulement pour les Staphylococcus aureus mais
également pour et les staphylocoques a coagulase négative.
Quant aux autres antibiotiques, les taux sont variables, ils sont de 15% pour la rifampim(RA),
12,5% pour la fosfomycine, 28% pour la triméthoprime / sulfaméthoxazole (SXT).
43% des souches de staphylocoques sont résistantes a 1’acide fusidique (FA) et 48% a la
tétracycline. Cette résistance concerne notamment les Staphylococcus aureus avec des taux
de résistance beaucoup plus élevés a ceux retrouvés chez les staphylocoques a coagulase

négative avec respectivement 70,5% et 75% contre 35% et 40,5%.
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En revanche, les antibiotiques clindamycine (DA), pristinamycine (PT), chloramphenicol (C)

sont plus au moins actifs sur I’ensemble des staphylocoques isolés de sondes urinaires avec

respectivement 6%, 4% et 6% de souches résistantes (Figures 14, 15, 16 et Tableaul?2).

Nombre de souche résistante

Figure 14 :
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P OX FOX CN Tob AK VA RA FF FA DA PT E OFX TE C SXT
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Profil de résistances aux antibiotiques des souches de staphylocoques isolées de

sondes urinaire au CHU de Tlemcen.

M résistance des S.aureus

M résistance des SCN

P OX FOX CN TOB AK VA RA FF FA DA PT E OFX TE C SXT
Antibiotiques

Figurel5 : Comparaison des profils de résistances de souches de S.aureus et de

staphylocoque a coagulase négatives (SCN) isolées de sondes urinaires.
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(A)

(B)

Figure 16 : Photos de I’antibiogramme

A :Staphylococcus epidermidis, B : Staphylococcus aureus.

50



Résultats et discussion

Tableau 12 : Taux de résistance des staphylocoques isolés de sondes urinaires

Antibiotiques Nombre de Nombre de SCN Nombre de
S.aureus résistantes  résistantes n=156 souches
n=44 résistantes
Nombre % Nombre % Nombre %

Penicilin(P) 43 98% 143 91.5% 186 93%
Oxacillin (OX) 37 84% 131 84% 168 84%
Cefoxitin(Fox) 37 84% 131 84% 167 83.5%
Gentamicin (CN) 33 75% 104 66.5% 137 68.5%
Tobramycin (Tob) 34 7% 104 66.5% 138 69%
Amikacine (AK) 34 771% 104 66.5% 138 69%
Vancomycine (VA) 0 0% 0 0% 0 0%
Rifampim(RA) 3 7% 28 18% 31 15.5%
Fosfomycin(FF), 4 9% 21 13.5% 25 12.5%
Fusidic Acid(FA) 31 70.5% 55 35% 86 43%
Clindamycin(DA) 4 9% 8 5% 12 6%
Pristinamycin (PT) 1 2% 7 4.5% 8 4%
Erythromycin(E) 31 70.5% 112 72% 143 71.5%
Ofloxacin(OFX) 33 75% 92 59% 125 62.5%
Tetracycline(TE) 33 75% 63 40.5% 96 48%
Chloramphenicol (C) 2 4.5% 10 6.5% 12 6%
Triméthoprime / 14 32% 42 27% 56 28%

sulfaméthoxazole
(SXT).
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La fréquence élevée de la résistance aux antibiotiques des staphylocoques (coagulase- et
coagulase+) est inquiétante. Ces résultats sont en accords avec ceux de Touati et ses
collaborateurs en 2007 qui ont annoncés que 76,8% des souches de staphylocoques
responsables d’infections sur cathéters sont résistantes a 1’oxacilline, 46,4% a la gentamicine
et 75% a I’ofloxacine.

Cette multi résistance complique la prise en charge thérapeutique des bactériémies
responsables d’infections urinaires nosocomiales sur sonde et expliquerait en partie le
caractére nosocomial de cette espéce. Cette situation est la conséquence de la pression de
sélection due au large usage des antibiotiques. De plus, ces résistances acquises du fait de leur
déterminisme plasmidique ont un grand pouvoir de dissémination (C.A.S.F.M, 2012).

En effet, les staphylocoques sont des pathogénes commensaux des mammiferes, ils sont
donc naturellement présents a la surface de la peau. C’est cette propriété qui confere au
staphylocoque une exposition aux substances antibiotiques quasi permanente au sein des
hoépitaux. Lors d’administration d’antibiotiques & un individu il a été montré qu’une partie
est excrétée par la sueur a la surface de la peau, ce qui provoque une exposition des bactéries
a de basses concentrations (Maltezou, 2006). Les staphylocoques ne sont pas tués par ces
concentrations et sont alors amené a établir des résistances. L’utilisation excessive et
inadaptée des antibiotiques est la principal responsable de 1’émergence des résistances. De
méme, au sein des structures hospitaliéres, la présence d’agents antibactériens est quasi
permanente. Les patients qui sont plus ou moins en bonne santé font office de réservoir et le
personnel saint de vecteur. Les bactéries sont alors dans des conditions idéales pour se
multiplier et se disséminer. Leur cohabitation permanente avec les antibiotiques leur donne
I’opportunité de développer des résistances ou d’acquérir de nouveaux facteurs de résistance
aupres d’autres populations bactériennes présentes (Collomb, 2011).

Aucune souche résistante a la vancomycine n’a été détecté dans notre étude, ce résultat est
comparable a celui obtenu par Abdallah et al., en (2011) qui avait également trouvé que la
vancomycine était I’antibiotique le plus efficace sur les staphylocoques uropathogéne.

La vancomycine constitue la molécule de choix dans le traitement des infections graves a
staphylocoques, ceci incite a une surveillance continue de la sensibilité de ces bactéries aux
glycopeptides puisque 1’émergence de souches résistantes a la vancomycine a été déja décrite
au CHU de Tlemcen (Rebiahi et al., 2011b).

La surveillance de la résistance des souches aux antibiotiques doit étre continue et
systématique, basée sur une politique de prescription des antibiotiques de chaque service, la

prévention des infections nosocomiales et des études epidémiologiques prospectives.
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Dans ce domaine, plus pratiquement, la coopération permanente entre cliniciens et
microbiologistes est nécessaire pour un double objectif : thérapeutique et prophylactique
(Sekhsokh et al., 2008).

3. Recherche des toxines staphylococciques

Alors que la plus part des staphylocoques sont des commensaux et trés fréquents de notre
flore normale, certains SCN et S.aureus sont trés souvent rencontrés en pathologie humaine et
a ’origine d’une grande diversité d’infection dont I’IU sur sonde. L’expression clinique de
ces infections dépend de nombreux facteurs de virulence que ces staphylocoques sont
capables de produire.

Les staphylocoques notamment Staphylococcus aureus produisent une variété de toxines
importantes telles que les hémolysines a, B, d, et v, la leucocidine et les toxines formant des
pores qui peuvent lyser les membranes cytoplasmiques des cellules immunitaires, favorisent
la multiplication et lapropagation du pouvoir pathogéne (Mehrotra et al., 2000) .

Compte tenu dunombre de personnes exposées a ces germes, de leurs résistances importante
vis-a-vis de différent antibiotiques et de la violence de la symptomatologie associée a la
production de toxines, il nous a semblé nécessaire de détecter la présence de certains genes
toxiniques chez les souches de staphylocoques isolées de sondes urinaires et responsable
d’infections urinaires nosocomiales.

L’ADN de 44 souches de Staphylococcus Spp toutes especes confondues choisie en fonction
de la dominance de leurs biotypes était analysé par PCR pour la révélation de 22 genes
sélectionnés codant pour les toxines staphylococciques (Figure 17 et 18).

Parmi les 22 génes toxiniques recherchés, 13 genes ont été retrouvé (sed, selo, selk, tst, selq,
sea, etd, lukm, selm, seb, edin ABC) leur répartition en fonction des espéces de
staphylocoques est donnée dans les tableaux 13 et 14.

Les souches cliniques degenre Staphylococcus isolées de sondes urinaires produisent une
variété de toxines extracellulaires qui contribuent a la pathogénese de ces microorganismes.
Sur les 44 souches testées, 13 sont productrices d’au moins un geéne toxinique dont 7 souches
de S.aureus, 4 S.saprophyticus, 1 S.epidermidis et 1 S.hominis.

Sur les 21 S.epidermidis, 1 seule souche résistante a 9 antibiotiques, présente le géne selo des
entérotoxines staphylococciques like. Les S.epidermidis sont des commensaux de la peau et

leur pouvoir pathogéne et peu démontre.
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etd 358 pb

Sell 235 pb

selo 180pb

Figure 17: Révélation aprés migration sur gel d’agarose 1,5%) des génes toxiniques amplifiés

par PCR multiplex 5 : genes recherchés, etd, sell et selo.

MP : Marqueur de poids moléculaire (100 pb DNA ladder, Invitrogen)

S57, S99, S89 et 104 : souches positives pour le gene selo

S57et S99 : souches positives pour le gene etd

S61 : ADN d’une souche positive pour les genes etd, sell et selo : contrdle positif

T(-) : contrble négatif.

589 S58 5100 S57

lukM (780pb)
Seh (376 pb)

selm (300pb)
tst (180)pb

Figure 18 : Révélation apres migration sur gel d’agarose (1,5%) des génes toxiniques
amplifiés par PCR multiplex 1: génes recherchés, lukM, seh, selm et tst.
MP : Marqueur de poids moléculaire (100 pb DNA ladder, Invitrogen) ;
S65 : souches positives pour le géne lukM
S89, S100 et 104 : souches positives pour le géne tst
S100 et S57 : souches positives pour le géne selm
S61 : ADN d’une souche positive pour les génes lukM,selm et tst : contrble positif ;SA26 :

ADN d’une souche positive pour le géne seh : contréle positif ;T(-) : contrdle négatif.
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Sur les 11 souches de Staphylococcus aureus isolées de sondes urinaires et résistantes a 7
antibiotiques ou plus (a I’exception de deux souches S65, S100), 7 d’entre eux présentent
aumoins 1 gene toxinique. En effet, S. aureus présente le potentiel de pathogenicité le plus
important de toutes les especes du genre Staphylococcus (Liesse lyamba,2012).

Sur I’ensemble des souches de S.saprophyticus isolées des sondes urinaires 1/3 d’entre elle

présente au moins un gene toxinique.

Tableau 13 : Les différents genes toxiniques retrouvés chez les staphylocoques etudiés.

entérotoxines staphylococciques sea
(SE) seb
sec
sed
seh
selr
Entérotoxinesstatphylococciqueslike selk
sell
selm
selp
selq
selo
TSST-1 tst
toxines inhibitrices de la edin A
différenciation des cellules edinB
épidermiques (EDIN) edinC
exfoliatines ou épidermolysines A, eta
BetC atb
etd
leucotoxines M et de Panton- lukM
Valentine lukPV
I’hémolysine béta hlb
selg/selk
tst/selo
Combinaison selk/selq/sed
tst/selo/sea/etd/sed
tst/selo/selq
selm/selo/etd/seb/edinABC
tst/selm/selo

P P RPPRPPFPPFPWOORFRPRNOORFRPRREFPEPPAHDNOIONOOUIOO WO K-
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Souches
S106
$107
S110
5104

S60
S84
S78
S86
S66
S52
S1
S105
S89
S62
S80
S65
S54
S79
S77
S57

S100
S83
S108
S109
S103
S91
S92
S95
S94
S7
S96
S74
S51
S59
S87
S72
S58
S69
S73
S64
S68
s71
S90
S99

Résultats et discussion

Tableau 14: Nombre de génes isolés chez les différents genres de Staphylococcus Spp.

espéces
S.saprophyticus
S.saprophyticus
S.saprophyticus
S.saprophyticus
S.saprophyticus
S.saprophyticus
S.saprophyticus
S.saprophyticus
S.saprophyticus
S.saprophyticus
S.saprophyticus
S.aureus
S.aureus
S.aureus
S.aureus
S.aureus
S.aureus
S.aureus
S.aureus
S.aureus

S.aureus
S.aureus
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.hominis

genes toxiniques

sed
selqg/selk
tst/selo
selk

selk/selg/sed
tst/selo/selq

selk/selq
lukM

selm/selo/etd/seb/edin

ABC
tst/selm/selo

selk/selq

selo

tst/selo/sea/etd/sed

Biotype
6630153
6630153
6630153
6630153
6630153
6630153
6630153
6630153
6630153
6630153
6630153
6736153
6736153
6736153
6736153
6736153
6736153
6736153
6736153
6736153

6736153
6736153
6606113
6606113
6606113
6606113
6606113
6606113
6606113
6606113
6606113
6606113
6606113
6606113
6606113
6606113
6606113
6606113
6606113
6606113
6606113
6606113
6606113
6212053
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Antibiotype

P, OX, FOX, CN, TOB, AK, RA, FA, E,OFX, TE, SXT

P, OX, FOX, CN, TOB, AK, E, OFX, SXT

P, OX, FOX, CN, TOB, AK, RA, FA, E, OFX, TE, SXT

P,OX,FOX,CN,TOB,AK, E,OFX,C,SXT
P, OX, FOX, CN, TOB, AK, E, OFX, TE, SXT
P, OX, FOX, CN, TOB, AK, E, OFX, SXT
OFX
P,OX,FOX,CN,TOB,AK E,OFX,TE, SXT
P, OX, FOX, CN, TOB, AKE, OFX, TE,

P, OX, FOX, CN, TOB, AK, RA, FA, E, OFX, TE,
P, OX, FOX, CN, TOB, AK,

P, OX, FOX, CN, TOB, AK, FA, E, OFX,

P, RA.

P, OX, FOX, FA, OFX, TE,

P, OX, FOX, CN, TOB, AK, E, OFX, TE, SXT
P
P, OX, FOX, TOB, AK, E, OFX, TE,
P,OX,FOX,CN,TOB,AK FA, E,OFX,TE, SXT
P, OX, FOX, CN, TOB, AK, E, OFX, TE, SXT
P,CN, TOB, AK, TE

o)
P, OX, FOX, CN, TOB, AK, FAE, OFX, TE
P,OX,FOX,CN,TOB,AK, E,OFX,TE,SXT
P, OX, FOX, CN, TOB, AK, E, OFX,SXT
P
p
P,OX,FOX,CN,TOB,AK,FF, E,OFX,TE,
P,OX,FOX,CN,TOB,AK, E,OFX, SXT
P, OX, FOX, CN, TOB, AK,E, OFX, C, SXT
FF, FA, DAE,

P, OX, FOX, CN, TOB, AK PT, E, OFX, SXT
P, OX, FOX, CN, TOB, AK,FA E, OFX
P, OX, FOX, CN, TOB, AK,OFX,

P, TE,

P, OX, FOX, FAE, TE,

P, OX, FOX, TE
P, OX, FOX, CN, TOB, AK, FA, DAE, OFX,
P, OX, FOX, CN, TOB, AK, E, OFX,

P, OX, FOX, CN, TOB, AK, E, OFX, TE,
P, OX, FOX, CN, TOB, AK, E, OFX, TE
P, OX, FOX, CN, TOB, AK, FA E
P,FA,C
P, OX, CN, TOB, AK, DA, E, TE.
P,OX,FOX,CN,TOB,AK,
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Ces résultats vont dans le méme sens que ceux obtenus par Ando et al.,(2004) ou ils ont
détecté que les staphylocoques isolés d’infections urinaires sur sonde produisaient un
ensemble de facteurs de virulence dont les toxines tst, hla, hlb, sea, seb, sec.

L’étude de Demir et al., (2011)réalisée a I’hopital Mustafa Kemal en Turquie montre que
65,8% des staphylocoques isolés de diverses origines possédent au moins un géne toxinique.
Les genes codants pour les toxines staphylococciques ont des supports génétiques divers
dont la caractéristique commune est d’appartenir a un élément génétique mobile. Ils peuvent
étre portés par des plasmides (seb,sed, sej, ser, ses, set), par des phages (tempéré pour sea ou
défectif pour see) par des Tlots génomiques (seb, sec, seg, seh, sei, sek,sel, sem, sen, seo, sep
et seq)(Hennekine, 2009).

Ces régions chromosomiques mobiles rendent le génome trés dynamique en favorisant les
transferts horizontaux entre les différentes souches bactériennes. Ainsi, ces derniéres années
le séquencage de différents génomes a montré que des souches considérées jusqu’a présent
comme peu pathogenes avaient acquis des génes de virulences par transfert d’ilots de
pathogénie. C’est le cas d’une souche de S.epidermidis qui avait acquis des génes de
virulences de S.aureus, ces régions fournissent un systéme complémentaire a la conjugaison
des plasmides et permettent un échange de génes spécifiques a la virulence

(Chevalier ,2009).

4. Détection et évaluation de la formation du biofilm

Staphylococcus aureus et les staphylocoques a coagulase négative sont les germes les plus
fréquemment responsables d’infection sur corps étrangers tel que les cathéters, les valves
cardiaques et les sondes urinaires. Leurs facteurs de virulence majeur est la capacité a
produire une matrice extracellulaire et constituer un biofilm; ce qui rend extrémement
difficile le traitement clinique (Fitzpatrick et al ., 2002).

Le mécanisme de formation de biofilm sur une sonde urinaire est simple. Une fois la sonde
posée, un film protéique va se déposer a sa surface et favoriser la fixation de micro-
organismes et par conséquent entrainer la formation d’un biofilm. Une fois que les bactéries
ont colonisé la sonde et 1’uro-épithélium, elles s’adaptent au nouvel environnement formé et
se procurent des nutriments. La production bactérienne de toxines et d’enzymes dans
I’environnement entraine une dégradation des tissus avoisinants et une libération de

nutriments (Jacobsen, 2008).
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Ainsi, ce biofilm microbien s’installe en 24 a 72 heures apres la pose de la sonde. Si certains
staphylocoques dotés d’une uréase (S.saprophyticus) sont présents dans le biofilm, elles
hydrolysent 1’urée en ammoniac libre induisant une augmentation du pH urinaire et la
précipitation de minéraux sous forme de cristaux de struvite ou d’hydroxyapatite qui
s’incrustent sur la sonde. L’incrustation qui siége autour du ballon et dans la lumiére de la
sonde entraine une réduction du canal de drainage et une stagnation des urines, favorisant
ainsi la survenue de bactériurie. C’est une particularité du biofilm des sondes vésicales
(Tunney ,1999).

La détection précoce des biofilm a staphylocoques peut étre l'une des étapes essentielles
pour la prévention et la gestion des infections urinaires nosocomiales sur sondes (Martin-
Lépez et al., 2002).

Compte tenu des durées de sondage tres élevées chez la majorité de nos patients (11 jours en
moyenne), des infections a staphylocoques multirésistantes et a leurs pouvoirs toxiques, il
nous a paru important de conaitre si toutes nos souches de staphylocoques étaient capables
de former un biofilm pouvant contribuer a I’installation de I’infection sur sonde.

Des méthodes classiques de la détection de la production de biofilms in vitro ont été établis, la
méthode semi quantitative en tube, la méthode quantitative des microplaques 96 puits et la
méthode qualitative du rouge congo.

4.1 Résultats de la technique RCA
La recherche de la production de slime sur milieu rouge Congo a révélé que 111 souches sur
200 isolées de sondes urinaires sont productrices de slime (Figurel9), soit 56,8% des souches
de Staphylococcus aureus, 53,5% des souches de Staphylococcus epidermidis et 63.4% des
souches de Staphylococcus saprophyticus (Tableau 15).
Nos résultats concordent avec ceux retrouvés par Arciola et al.,(2001) ou la production de
slime est beaucoup plus importante chez les S.aureus(60,8%) par rapport au SCN(48,5%).
Thomas et al.,(1992) trouvent que 11% des souches Staphylococcus saprophyticus
uropathogénessont productrices de slime.
De méme Chaieb et al.,(2005) rapportent que 50% des Staphylococcus epidermidis isolés

d’une unité de dialyse produisaient un slime bactérien.
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ahal Y N

Figure 19 :Production de slime chez les staphylocoques isolés sur milieu rouge congo

(B)

A : formatrice de slime, B : non formatrice de slime

Tableau 15 : Résultats de la formation du biofilm selon les especes de staphylococcus spp.,

par la technique RCA .

'S. epidermidis 56 30 53.5%
S.aureus 44 25 56.8%
S.saprophyticus 41 26 63.4%
S.heamolyticus 21 13 62%
S.hominis 15 7 46.5%
S.cohnii 11 5 45.5%
S.sciuri 6 2 33.3%
S.warneri 5 1 20%
S.xylosus 1 1 100%
Total 200 111 55.5%
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4.2 Résultat de la TCP
La détermination quantitative de la formation de biofilm chez toutes nos souches a été réalisée
par la technique sur microplaques TCP (Figure20).
En utilisant le milieu de croissance BHIB non additionné de supplément, seulement 60/200
(30%) des souches sont productrices de biofilm avec un taux de 48% chez les souches de
S.epidermidis et 40,5% chez S.aureus (Tableaul6).
Deux souches dont 1 S.aureus et 1 S.saprophyticus étaient classées comme fortement
productrice de biofilm, 58 moderées et 140/200 sont non formatrices de biofilm(Tableau 17).
Les résultats obtenus par la technique TCP sont en accord avec les observations d'autres
auteurs qui montrent que peu de souches sont formatrices de biofilms dans un milieu de
croissance sans supplément (sucre, antibiotiques ou Nacl) [(Cho et al., 2002); ( Johannes et
al., 2002) ; (Mathur et al., 2006)] .
Johannes et al.,(2002) ont montré dans leurs étude qu’en utilisant un milieu de base, 4
souches seulement des 128 S.aureus isolées formaient un biofilm. De méme Mathur et al.,
(2006) dans les mémes conditions trouvent 7 souches formatrices de biofilm sur un total de
152.
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Figure 20 :Formation de biofilm par la technique TCP
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Tableau 16 : Résultats de la formation du biofilm selon les espéces de Staphylococcus spp.,

par la technique TCP.

S. epidermidis 56 27 48% 40 71.5%
S.aureus 44 18 40.5% 29 66%
S.saprophyticus 41 10 24.5% 15 36.5%
S.heamolyticus 21 3 7.5% 7 33%
S.hominis 15 1 6.5% 3 20%
S.cohnii 11 1 9% 2 18%
S.sciuri 6 0 0% 1 16%
S.warneri 5 0 0% 2 40%
S.xylosus 1 0 0% 0 0%
Total 200 60 0% 99 49.5%

Tableaul7 : Classification du biofilm formé par Staphylocoques., spp isolées de sondes

urinaires par la techniques TCP

BHIB

BHI B1%qu BHI Bz%sac

Fort 2 18 39
Modéré 58 81 60
Absente 140 101 101
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4.3 Effet du glucose et du saccharose sur la formation de biofilm par la technique
TCP

Pour évaluer I'impact des conditions environnementales sur la formation de biofilm pour les
isolats cliniques, nous avons détecté la formation de biofilm en utilisant le milieu de
croissance (BHIB) additionné de 1% de glucose ou 2% de saccharose. Il en résulte une
augmentation en nombre de souches capables de former un biofilm par la technique TCP
avec 49.5% (99 /200) des souches produisant un biofilm en présence d'un de ces
suppléments. Ainsi, le taux global de souches formatrices de biofilm a augmenté de 30 % a
49.5% apres ’ajout de 1’un des sucres (Figure 21). Le saccharose semble stimuler plus la
formation du biofilm ou 39 sont de bonnes productrices et 60 forment modérément le
biofilm. En présence du glucose, seules 18 souches sont fortement productrices de biofilm
et 81 sont modérées (Tableau 16).
I’étude de Rasha et ses collaborateurs (2012) ainsi que celle d’Agarwal, et Jain en 2013 ont
montré une augmentation significative de la production de biofilm par des isolats cliniques de
Staphylococcus lorsqu'ils sont exposés a des concentrations de glucose différentes .
Cho et al.,(2002) dans leurs étude sur les sondes urinaires montrent que le taux de
S.epidermidis formatrices de biofilm passait de 27% a 39% aprés 1’ajout d’un stimulateur.
Ces observations suggérent une forte dépendance entre les conditions de croissance et la
formation de biofilm chez les staphylocoques et que l'utilisation de diverses supplémentations
de sucre est essentielle a sa formation (Mathur et al , 2006).
D’autre part Vuong et Otto., (2002) expliquent que I’addition de grandes quantités de sucre
au milieu de croissance des staphylocoques induit un état de stress qui a son tour stimule une
fermentation, ce qui augmente la production de PIA et par conséquent la production de
biofilm.
Cette hypothése pourrait expliquer la formation importante de biofilm  chez les

staphylocoques isolés des sondes urinaires de patients diabétiques (Figure 22).
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Figure2l :Formation de biofilm par Staphylococcus spp par la technique TCP dans les

différents milieux.
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Figure 22 :Formation de biofilm par la technique TCP chez les staphylocoques isolés de

patients diabétiques au CHU de Tlemcen.
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4.4 Résultats de la technique TM
Les résultats obtenus par la techniques TM (Tableaul8) différent de ceux obtenus par la
technique TCP. 17/200 souches sont productrices de biofilm par cette technique dont 7
S.epidermidis, 5 S.aureus, 4 S.saprophyticis et 1 S.haemolyticus. 2 souches étaient classées
comme fortement productrices, 15 souches modérées et 183 non formatrices.
Olivera et al.,(2010) ont trouvé dans leurs étude que sur les 100 souches isolées, 82
produisaient un biofilm par la technique TM et que cette dérniere était plus sensible et

spécifique que latechnique TCP.

Tableau 18 : Résultats de la formation du biofilm selon les espéces de staphylococcus spp.,

par la technique TM.

S. epidermidis 56 7 12.5%
S.aureus 44 5 11%
S.saprophyticus 41 4 9.7%
S.heamolyticus 21 1 4.7%
S.hominis 15 0 0
S.cohnii 11 0 0
S.sciuri 6 0 0
S.warneri 5 0 0
S.xylosus 1 0 0
Total 200 17 8.5%

Dans notre étude, la technique en tube présentait une bonne corrélation avec la technique
TCP pour les souches fortement productrices de biofilm (Tableaul9). Par conséquent, une
grande variabilité a été observée quant a la classification en biofilm positif et négatif par la
méthode en tube. De méme, il était difficile de différencier entre les souches faiblement

productrices de biofilm et non productrice. Nous confirmons I’hypothése déja formulée par
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plusieurs auteurs dont Mathur et al., (2006) que la technique en tube ne peut pas étre

recommandée en routine.

Tableaul9 : Classification du biofilm formé par Staphylocoques., spp isolées de sondes
urinaires par les techniques TCP et TM.

BHIB BHIB1ogu  BHIB2ggsac
Fort 2 18 39

Modéré 58 81 60 15
Absente 140 101 101 183

Par conséquence, la technique TCP est la plus largement utilisée et est considérée comme un
test standard pour la détection de la formation de biofilm. Cette méthode a été rapportée
comme étant la plus sensible, précise et reproductible pour la détermination de la formation
de biofilm a staphylocoques. Elle permet une détermination quantitative pour comparer
I'adhésion des différentes souches et aussi examiner un grand nombre d'isolats simultanément
(Rashaetal ., 2012).

C’est une technique quantitative pratique et économique pour l'identification des facteurs et
des conditions de cultures optimales pour la formation de biofilm. Cependant, elle peut étre
moins précise pour déterminer la capacité des souches a sécréter le slime bactérien (Castro
Melo etal., 2013).

Pour cette raison Rasha et ses collaborateurs en 2012 ont proposé la méthode de culture sur
RCA comme une alternative a la méthode TCP pour le dépistage de la formation de biofilm
par les staphylocoques étant plutdt facile a réaliser, elle prend moins de temps , elle est

sensible et spécifique.
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5. Détection des genes ica A etica D.

A partir des années 90, de nombreux auteurs ont entrepris 1’étude de la composition de la
substance extracellulaire des staphylocoques et de justifier sa localisation comme une pseudo-
capsule. Cette substance a été diversement nommée et correspondait a [’adhésine
intercellulaire polysaccharidique, ou PIA pour « Polysaccharide Intercellular Adhesin »
[(Tojoet al., 1988) ; (Muller et al., 1993) ; (McKenneyet al., 1998)].

Décrite la premiere fois chez S. epidermidis par Mack et al. (1992) la PIA est principalement
localisée a la surface de la cellule [(Heilmann et al., 1996a) ; (Heilmann et al.,1996b)]. Elle
est codée par le locus ica et joue un role important dans 1’adhésion intercellulaire et de ce fait
a été reconnue comme un facteur crucial dans la colonisation de matériel médical par les
staphylocoques [(Mack et al., 1996) ; (Gerkeet al., 1998) ; (Cramtonet al., 1999) ;(Martin-
L6pezetal., 2002)].

Les génes icaA et icaD ont eté recherchés par la technique PCR et appliqués a 44 souches de
staphylocoques (Tableau20, Figure 23).

Les génes icaA et ica D ont été détectés ensemble chez 17 d’entre elles (38,5%) soit chez 5
S.aureus, 5S.saprophyticus, 6 S.epidermidis et 1 S. hominis. Deux autres souches de S.aureus
présentaient seulement le gene ica D. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par
Cafiso et al.,(2004) ou certains isolats portaient les genes ica A et icaD ensemble

contrairement a d’autres qui ne portaient que le géne icaD seul.

Tableau 20 :Répartition des genes icaA et icaD chez les souches de Staphylocoques Spp

étudiées.
__ Souches  MNombre  caA  icaD
21 6 6
11 5 7
11 5 5
1 1 1
44 17 19
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123 45678910 11121314 1516 17 1819 20

(4)
250 bp

1 23 4 56 789 10

(B)
250 bp

Figure 23 : Résultat de la PCR pour les génes ica A eticaD.

A :Puits 1 : marqueur 250 bp,Puits 2 : icaD positif, Puits 3 : icaD négatif, Puits 4 : S51,
Puits 5 : S54, Puits 6 : S59,Puits 7 : S60,Puits 8 : S62,Puits 9 : S64,Puits 10 : S69, Puits
11 : S73,Puits 12 : S77, Puits 13 : S79, Puits 14 : S80,Puits 15 : S84,Puits 16 : S58, Puits
17 : S89, Puits 18 : S91, Puits 19 : S94, Puits 20 : contrble négatif de la PCR.

B : Puits 1 : marqueur 250 pb, Puits 2 : S96, Puits 3 : S104, Puits 4 : S105, Puits 5 : S106,
Puits 6 : S107, Puits 7 : S108, Puits 8 : S109, Puits 9 : S110, Puits 10 : contrble négatif
dela PCR



Résultats et discussion

6. Relation entre la présence des genes ica A et ica D et la formation de
biofilm par les techniques TCP et RCA

La formation du biofilm implique la production d’un polysaccharide extracellulaire ou PIA
responsable de 1’établissement du contact interbactérien et de 1’accumulation de ces bactéries
en couches superposées. La synthese de ce polysaccharide dépend de 1’expression de I’opéron
chromosomique ica (Rachid et al., 2000).

Dans cette partic nous essayons de discuter la relation entre 1’expression des genes ica
AlicaD la formation de biofilm par TCP et la production de slime bactérien.

Selon le tableau 21 nous constatons que parmi les 17 souches icaA+ /icaD+, 8 souches
formaient un biofilm par la technique TCP en utilisant le milieu BHIB. Quand celui-ci est
additionné de glucose ou de saccharose le nombre de souches ica A+/icaD+ formatrice de
biofilm augmente de 8 a 15. Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Cho et al., en
(2002) qui démontre qu’aprés stimulation par un stress externe ou un antibiotiques il yavait

une formation de biofilm pour des isolats cliniques biofilms négatifs et ica A+/icaD+.
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Tableau 21: Relation entre la production de biofilm et la présence des genes ica A et icaD.

BHIB BHIB 100y BHIB 2065ac

5106 S.saprophyticus - - - - icaA- /icaD-
S107 S.saprophyticus + + + + icaA+ /icaD+
S110 S.saprophyticus + + + + icaA+ /icaD+
S104 S.saprophyticus + - - - icaA- /icaD-
S60 S.saprophyticus + - + + icaA+ /icaD+
S84 S.saprophyticus + + + + icaA+ /icaD+
S78 S.saprophyticus - - - - icaA- /icaD-
S86 S.saprophyticus - - - - icaA- /icaD-
S66 S.saprophyticus - - - - icaA- /icaD-
S52 S.saprophyticus - - - - icaA- /icaD-
S1 S.saprophyticus + + + + icaA+ f/icaD+
S105 S.aureus = - - - icaA- /icaD+
S89 S.aureus - - - - icaA- /icaD+
S62 S.aureus = - - - icaA- /icaD-
S80 S.aureus + - + + icaA+ /icaD+
S65 S.aureus + + + + icaA+ /icaD+
S54 S.aureus - - - - icaA- /icaD-
S79 S.aureus - - - - icaA -/icaD-
S77 S.aureus - - - - icaA- /icaD-
S57 S.aureus + - + + icaA+ /icaD+
S100 S.aureus + + + + icaA+ /icaD+
S83 S.aureus T - - - icaA+ /icaD+
S108 S.epidermidis - - - - icaA- /icaD-
S109 S.epidermidis + - + + icaA+ /icaD+
S103 S.epidermidis - - - - icaA- /icaD-
S91 S.epidermidis - - - - icaA- /icaD-
S92 S.epidermidis - - - - icaA- /icaD-
S95 S.epidermidis + - + + icaA+ /icaD+
S94 S.epidermidis + - + + icaA+ /icaD+
S7 S.epidermidis - - - - icaA- /icaD-
S96 S.epidermidis - - - - icaA -/icaD-
S74 S.epidermidis - - - - icaA- /icaD-
S51 S.epidermidis - - - - icaA -/icaD-
S59 S.epidermidis A - - - icaA -/icaD-
S87 S.epidermidis - - - - icaA -/icaD-
S72 S.epidermidis - - - - icaA- /icaD-
S58 S.epidermidis + + + + icaA+ /icaD+
S69 S.epidermidis - - + + icaA+ /icaD+
S73 S.epidermidis + + + + icaA +/icaD+
S64 S.epidermidis - - - - icaA- /icaD-
S68 S.epidermidis - - - - icaA -/icaD-
S71 S.epidermidis - - - - icaA- /icaD-
S90 S.epidermidis - - - - icaA- /icaD-
S99 S.hominis 1 - - - icaA+ /icaD+
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Selon nos résultats et ceux trouvés dans la littérature, I’expression de 1’opéron ica dépend
aussi des conditions environnementales telle que la température, 1’osmolarité, la présence
d’oxygeéne et la composition du milieu de croissance.

Des concentrations sous-inhibitrices en antibiotiques ainsi que des concentrations importantes
en NaCl augmentent la formation de biofilm et induisent 1’expression d’ica chez les
staphylocoques. La présence de cations divalents telsque le calcium et le magnésium accroit
la production de polysaccharides conduisant a une amplification de la formation de biofilms.
Chez les staphylocoques, I’expression des génes ica ADBC peut aussi étre influencée par
d’autres conditions environnementales telles que 1’acide oléique et la limitation en fer
[(Mempel etal., 1994) ; (Ziebuhr etal., 1997) ;(Rachid etal., 2000) ; (Cramton et al., 2001);
(Knobloch et al., 2001) ; (Gotz, 2002) ; (Chaieb etal., 2005)].

Selon les resultas obtenus, deux souches de staphylocoque (S83 et S99) présentent les genes
icaA et icaD mais ne forment pas de biofilm par la technique TCP, selon plusieurs auteurs
ceci pourrait étre di a de nombreuses raisons telles que :

e [linactivation de l'opéron ica par insertion de 1’élément 1S256 dans le géne ica
[(Ziebuhr et al., 1999) ;(Touati et al., 2007)].

e l'action du répresseur icaR qui est un répresseur de transcription de 1’opéron ica chez
les staphylocoques (Conlon et al., 2002), ou la régulation post-transcriptionnelle
(Dobinsky et al., 2003).

Ce variant « biofilm négatif » selon Ziebuhr et al., (1999) est important pour le détachement
des cellules bactériennes du biofilm et pour échapper au systéme immunitaire de 1’hote. Ces
variants contribuent ainsi a la survie bactérienne et a la croissance dans des conditions
environnementales changeantes.

Parmi lesl7souches icaA+/icaD+, 15 étaient productrices de slime par la méthode RCA. Ces
résultats sont en accord avec ceux obtenus par Aricola et al.(2005) et El-Mahallawy et al.
(2009) qui ont trouvé une forte corrélation entre la présence des génes ica et la production de
slime par la culture sur milieu RCA (P <0,001) par rapport a la méthode de TCP.

A T’exception de deux souches de staphylocoques a coagulase négative (S104 et S59) qui
étaient slime+/ biofilm- et icaA-/icaD- de tels résultats ont été également constaté dans 1’étude
de Chokr et al., (2006).

Pour expliquer ces résultats inattendus, des chercheurs ont rapporté la présence des génes
aap(protéine associée a I'accumulation) et bhp(Bap protéine homologue) codant pour la
synthése de protéines chez les staphylocoques ica — et biofilm+. Cependant dans I’etude de

Qin et al.(2007) ces deux génes n’ont pas eté retrouvé pour deux souches de S. epidermidis
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biofilm- positif/ica-négatif. Ainsi, ces auteurs suggérent un nouveau mécanisme moléculaire
médiateur de la formation de biofilms dans ces deux isolats cliniques. Ainsi ces auteurs
supposent gque la souche biofilm-positif /ica-négatif représente une nouvelle sous-population
de souches cliniques émergentes, liees probablement a la sélection par les antibiotiques dans
le milieu nosocomiale, surtout que les données épidémiologiques montrent une tendance a
I'augmentation des proportions de cette sous population dans les infections a staphylocoques
(Rachaetal ., 2012).

A travers nos résultats nous constatons que deux souches de Staphylococcus aureus (S89 et
S105) portent seulement le géne ica D ne forment pas de biofilm par la technique TCP et ne
produient pas de slime sur milieu RCA.

Selon les résultats trouvés dans la littérature, ceci peut étre expliqué par le fait que la
transférase icaA nécessite la présence d’icaD pour une pleine activité. En effet, la co-
expression de icaA avec icaD augmente l'enzyme responsable de I'activité de la N-
acétylglucosaminyl transférase considérablement et par la suite I'expression phénotypique du
polysaccharide capsulaire [(Gerke et al., 1998) ; (Chaieb et al., 2005) ].

Selon le tableau 17 il apparait que 25 souches de staphylocoques isolées de sondes urinaires
ne présentaient aucun géne. Cucarella et al.,(2001) ,Von Eiff et al.,( 2005) et Otto, (2004)
estiment que 1’absence du locus ica chez certaines souches de staphylocoques ne signifie pas
qu’elles ne forment pas de biofilms, d’autres facteurs pourraient étre responsables de ce
mécanisme comme la protéine extracellulaire AAP (Protéine Associée a I’Accumulation) et

la protéine de surface BAP (Biofilm Associated Protein)
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7. Relation entre production de toxines, formation de biofilm et présence

des genes ica AlicaD
La production des facteurs de virulence tel que les toxines chez les staphylocoques est
soigneusement contrblée en réponse a la densité cellulaire, la disponibilité de I'énergie et des
signaux de I'environnement par le systéme régulateur « gene accesory regulator » qui inclus
les systtmes  Agr, Sar, Sae et autres. ces systemes de régulation contrélent aussi les
protéines de surfaces (adhésine) telque les protéines de liaison a la fibronectine (FNBPA et
FnBPB), la protéine de liaison au fibrinogene (CIf) et la protéine de liaison a 1’¢lastine (EbpS)
qui sont responsable de 1’adhérence, la colonisation et la formation de biofilm chez les
staphylocoques. Cependant, aucun mécanisme clair mettant en relation la formation de
biofilm et la production des facteurs de virulence n’a été élucidé pour les staphylocoques
isolés de sondes urinaires (Ando et al.,2004) .
Dans cette partie nous essayons de voir si il y’a une relation entre la production de biofilm, la
présence des genes icaAlicaD et I’expression de certains génes toxiniques chez 44
staphylocoques isolés de sondes urinaires au CHU de Tlemcen.
Selon le tableau 22 sur la totalité des souches portant au moins un gene toxinique 12/13
présentent egalement les génes codant pour ica A/ ica D ou seulement I’icaD, 11 d’entre elles
produisent un slime bactérien et 9 produisent un biofilm par la technique TCP.
Plusieurs études ont montré que la sécrétion de toxines pouvait avoir un réle dans la
formation de biofilm.
Caiazza et al.,(2003) ont montré que Hla (toxine a hémolysine) une protéine de 34 k-Da,
thermostable, antigénique, induisant la formation d'anticorps neutralisants joue un role
primaire dans la formation de biofilm. L’ a-toxine favoriserait la formation de biofilm en
facilitant les interactions bactériennes et par la suite la formation de macro colonies.
Ces méme auteurs étaient au départ surpris de trouver que la sécrétion de toxine pouvait avoir
un impact dramatique sur la formation de biofilm mais plusieurs études se sont rejoint a eux
dont celle de Kachlany et al.,(2000) et Vuong et al.,(2000) ou ils ont montré que les souches
portant un géne Hla muté sont capables de coloniser au départ une surface mais ne peuvent
s’organiser en microcolonies, ce qui indique un défaut dans I’interaction cellule-a-cellule.
Sur ces données les auteurs ont proposé que I'alpha-hémolysine joue un réle principal dans
les interactions cellulaires au cours de la formation de biofilms.
De méme Ando et al.,(2004) annoncent que la formation de biofilm sur sondes urinaires

pouvait étre influencé par les toxines Hla et Hlb .
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Tableau 22: Relation entre production de toxines et présence des genes ica A /icaD.

BHIB BHIB 196y  BHIB 2065ac

S106
S107
S110
S104
S60

S84
S78

S86
S66
S52
Sl
S105
S89
S62
S80
S65

S54
S79

S77
S57

S100
S83
5108
S109
5103
S91
S92
S95
S94
S7
S96
S74
S51
SBY
S87
S72
S58
S69

S73
S64

S68

S71
S90
S99

S.saprophyticus
S.saprophyticus
S.saprophyticus
S.saprophyticus
S.saprophyticus

S.saprophyticus
S.saprophyticus

S.saprophyticus
S.saprophyticus
S.saprophyticus
S.saprophyticus
S.aureus
S.aureus
S.aureus
S.aureus
S.aureus

S.aureus
S.aureus

S.aureus
S.aureus

S.aureus
S.aureus
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.epidermidis
S.hominis

sed
selg/selk
tst/selo
selk

selk/selg/sed
tst/selo/selq

selk/selq
lukM

selm/selo/etd/seb/
edinABC

tst/selm/selo
selk/selq

selo

tst/selo/sea/etd/sed

+

+

icaA- /icaD-
icaA+ /icaD+
icaA+ /icaD+
icaA- /icaD-
icaA+ /icaD+

icaA+ /icaD+
icaA- /icaD-

icaA- /icaD-
icaA- /icaD-
icaA- /icaD-
icaA+ /icaD+
icaA- /icaD+
icaA- /icaD+
icaA- /icaD-
icaA+ /icaD+
icaA+ /icaD+

icaA- /icaD-
icaA -/icaD-

icaA- /icaD-
icaA+ /icaD+
icaA+ /icaD+
icaA+ /icaD+
icaA- /icaD-
icaA+ /icaD+
icaA- /icaD-
icaA- /icaD-
icaA- /icaD-
icaA+ /icaD+
icaA+ /icaD+
icaA- /icaD-
icaA -/icaD-
icaA- /icaD-
icaA -/icaD-
icaA -/icaD-
icaA -/icaD-
icaA- /icaD-
icaA+ /icaD+
icaA+ /icaD+

icaA +/icaD+
icaA- /icaD-
icaA -/icaD-
icaA- /icaD-
icaA- /icaD-
icaA+ /icaD+
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8. Relation entre la production de biofilm et I’antibiorésistance ;

détermination de la CMI et CMIB
Le traitement des infections sur dispositifs médicaux devient de plus en plus compliqué du

fait du developpement de phénomenes de multi-résistances. Par ailleurs, la prise en charge
thérapeutique est aussi souvent mal adaptée du fait que les concentrations d’antibiotiques
utilisées sont dictées par des mesures réalisées a partir de bactéries planctoniques, alors qu’il
est aujourd’hui bien établi que la croissance en biofilm peut induire une adaptation
phénotypique des bactéries qui y sont incluses [(Anderl et al., 2000) ; (Walters et al.,
2003)].

Les résultats de 1’état de résistance des souches planctoniques de Staphylococcus montrent
qu’il y’a une différence entre celles qui synthétisent un biofilm et qui portent les génes
icaA/icaD des souches négatives.

Selon la figure 24 et 25 cette résistance concerne notamment les B-lactamines ou plus de la
moitié des souches résistantes a la penicilline, 1’oxacilline et la céfoxitine sont formatrices de
biofilm par la technique TCP avec des taux avoisinants les 55% contre 43% des souches non
formatrices.

Les souches portantes des génes icaA/icaD sont également plus résistantes aux antibiotiques
que les non portantes, toutes sont résistantes a la penicilline et plus de la moitié a 1’oxacilline,

cefoxitine, gentamicine, tobramicine et amikacine (Tableau 23).
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Figure 24 :Etat de résistance des souches formatrices de biofilm et les non formatrices par la
technique TCP.
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Figure 25 : Etat de résistance des souches productrices de slime et les non productrices sur
milieu RCA.
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Tableau 23 :Relation entre antibiorésistance et présences des génes ica A /ica D.

Positive Positive

17

Negative
27

19

Negative
25

P 98 % 100% 96,2% 100% 96% (24 25
(43/44) 17 /17) (26 /127) (19 /19)
OX 79% 82,3% 77,7% 78,9% 80%
(35/44) (14 /17) (21 /27) (15 /19) (20 /25)
FOX 7% 82,3% 74% 78,9% 76%
(34/44) (14 /17) (20 127) (15/19) (19 /25)
CN 75% 82,3%14 17) 70% (19 127 78,9% 2%
(33/44) (15 /19) (18 /25)
TOB 5% 82,3% 70% 78,9% 2%
(33/44) (14/17) (19 /27) (15/19) (18 /25)
AK 75% 82,3% 70% 78,9% 2%
(33/44) (14 /17) (19 /27) (15/19) (18 /25)
VA 0% 0% 0% 0% 0%
(0/44) 0/17) 0127) (0/19) (0/25)
RA 11% 5,8% 14,8% 10,5% 12% (325
(5/44) @nv) (@ 127) (2/19)
FF 7% 5,8% 7,4% (2 127y 5,26% 8% (2125
(3/44) @anm (119)
FA 36% 17,6% 117 48,1% 21% 48% (12 125)
(16/44) (13 /27) (21 /19)
DA 7% 5,8% n7) 7,4% 5,26% 8%z 125)
(3/44) @127) (1119)
PT 0% 0% 0% 0% 0%
(0/44) (0/17) (0/27) (19 /19) (0 /25)
E 73% 76,4% 70,3% 73,6% 2%
(32/44) (13 /17) (19 /27) (14 /19) (18 /25)
OFX 73% 76,4% 70,3% 73,6% 2%
(32/44) (13 /17) (19 /27) (14 /19) (18 /25)
TE 48% 52,9% 48.1 47,3% 48%
(21/44) (817 %0(139% 127) (919) (12 /25)
C 7% 11,7 % 7,3% (1 127 10,5% 4%
(3/44) (217 (2119) (1/25)
SXT 34% 52,9 9 7) 25,9% 52,6% 20%
(15/44) (7 127) (10/19) (5/25)
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Ces résultats sont comparables a ceux obtenus par Bose et al., en (2009) et Khan et al., (2011)
ou ils annoncent que les souches formatrices de biofilm sont plus résistantes aux antibiotiques
que les non formatrices.

Gilbert et al., (2002) et Seif EI-Din et al.,(2011) rapportent que les souches productrices de
biofilm sont 10 a 1000 fois moins sensibles aux antibiotiques que les souches planctoniques.
En effet, le biofilm empéche la pénétration des antibiotiques et les concentrations nécessaires
pour éradiquer les bactéries productrices de biofilm sont plus élevées que celles requise pour
éliminer les souches qui ne produisent pas de biofilm.

Pour appuyer et confirmer encore cette hypothese des CMI et CMIB ont été recherché sur 44
souches de staphylocoques isolées de sondes urinaires vis-a-vis de trois antibiotiques :
I’oxacilline, la gentamicine et ’ofloxaccine. Les résultats présentés dans le tableau 24 et la
Figure 26 montrent que les staphylocoques formant un biofilm sont jusqu’a 32 fois plus
résistantes a I’oxacilline et la gentamicine (S109 S.epidermidis) et 2 fois plus résistantes a
I’ofloxacine (S.saprophyticus S110, S104, S52 et S.aureus S80) que les staphylocoques sous
forme planctoniques (Figure27).

Nos résultats sont en accord a ceux obtenus par Elbanna et al., (2010) ou ils trouvent que la
CMIB de certaines souches de Staphylococcus aureus était 46 fois plus importante que la
CMI chez ces mémes souches.

Les biofilms constituent un réservoir d'agents pathogenes résistants aux antibiotiques et sont
la cause d'infections chroniques [(Khan et al., 2011) ;(Seif EI-Din et al., 2011)].

En effet, il est maintenant bien établi que les transferts horizontaux de genes et en particulier
ceux relatifs a la résistance aux antibiotiques se font a une fréquence beaucoup plus
importante entre cellules d’un biofilm qu’entre leurs homologues planctoniques, ceci est liée a
la grande probabilit¢é de contact entre les cellules et a D’effet négligeable des forces
hémodynamiques évitant I’interruption de ce contact (Donlan, 2001).

Outre ces résistances génétiques, la structure et la composition de la matrice d’exopolymeres
produite par les cellules du biofilm incitent tout naturellement a proposer que cette biomasse
pourrait jouer un role de barriere a la diffusion et étre aussi un facteur responsable de la
résistance aux antibiotiques. Les propriétés visco-¢élastiques de la matrice d’EPS peuvent étre
un frein a la pénétration des antibiotiques, aussi 1’hétérogénéité structurale de la matrice du
biofilm (présence d’amas cellulaires denses, présence de canaux aqueux, etc.) peut induire
une inhomogénéité de son irrigation par I’antibiotique. Ainsi les cellules sont localement
exposées a des concentrations variables d’antibiotiques pouvant étre sub-inibitrices (Daddi

oubeka, 2012)
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Tableau 24 : Valeur de la CMI et CMIB des souches de Staphylococus spp isolés de sondes urinaires

Souches Espéces Oxacilline Gentamicine Ofloxacine
CMI gL CMIBygm  CMIugm.  CMIBygm.  CMIygm.  CMIB g
S106 S.saprophyticus 128 1024 64 64 4 4
S107 S.saprophyticus 128 1024 64 1024 4 4
S110 S.saprophyticus 256 1024 64 1024 8 16
S104 S.saprophyticus 256 1024 64 64 2 4
S60 S.saprophyticus 512 2048 128 1024 2 2
S84 S.saprophyticus 1024 2048 128 1024 2 2
S78 S.saprophyticus 64 256 32 32 4 4
S86 S.saprophyticus 512 1024 128 128 8 8
S66 S.saprophyticus 64 256 128 256 8 4
S52 S.saprophyticus 64 256 64 128 2 4
S1 S.saprophyticus 64 256 64 512 0.25 0.25
S105 S.aureus 256 1024 256 256 16 8
S89 S.aureus 0.125 0.5 0.5 1 0.0625 0.25
S62 S.aureus 256 1024 0.5 0.25 16 16
S80 S.aureus 64 128 256 512 4 8
S65 S.aureus 0.125 0.5 256 256 0.125 0.5
S54 S.aureus 64 128 0.5 0.25 4 4
S79 S.aureus 64 128 64 256 8 8
S77 S.aureus 128 1024 64 128 8 2
S57 S.aureus 0.125 0.5 32 64 0.5 0.25
S100 S.aureus 0.25 025 0.25 0.5 0.25 0.25
S83 S.aureus 128 1024 128 1024 16 8
S108 S.epidermidis 256 2048 32 32 8 16
S109 S.epidermidis 64 2048 32 1024 8 8
S103 S.epidermidis 0.125 0.25 0.125 0.5 0.25 0.25
S91 S.epidermidis 0.125 0.25 0.5 0.5 0.25 1
S92 S.epidermidis 64 128 64 128 8 2
S95 S.epidermidis 256 1024 64 1024 4 4
S94 S.epidermidis 512 2048 64 1024 4 4
S7 S.epidermidis 0.125 32 0.25 0.5 0.125 0.25
S96 S.epidermidis 32 32 64 64 8 16
S74 S.epidermidis 512 1024 128 1024 4 4
S51 S.epidermidis 64 128 128 128 0.5 0.5
S59 S.epidermidis 0.0625 0.5 0.25 1 0.5 0.5
S87 S.epidermidis 64 128 0.25 0.25 8 16
S72 S.epidermidis 128 1024 0.25 0.25 0.125 0.5
S58 S.epidermidis 64 128 16 64 8 8
S69 S.epidermidis 32 512 256 1024 16 16
S73 S.epidermidis 32 512 128 1024 8 8
S64 S.epidermidis 32 256 32 32 4 2
S68 S.epidermidis 32 256 64 64 2 2
S71 S.epidermidis 0.125 128 0.25 0.25 0.5 0.5
S90 S.epidermidis 256 2048 64 1024 0.05 0.25
S99 S.hominis 512 2048 128 1024 8 8
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Conclusion

Conclusion

Les infections bactériennes sont la cause majeure de la morbidité et de la mortalité en milieu
hospitalier dont la majorité peut étre due aux staphylocoques. L’ importance médicale de ces
espéces bactériennes est leurs capacités a provoquer de nombreux types d’infections chez
I’homme et a persister a la surface de dispositifs médicaux. Ces infections aggravees, dues au
développement de biofilms a staphylocoques constituent actuellement un vrai probleme de
santé publique.

En effet, la médecine d’aujourd’hui doit faire face a la prise en charge des infections
impliquant des biofilms qui se forment aussi bien sur les tissus superficiels ou internes de
I’hote que sur des dispositifs invasifs tel que les sondes urinaires. La présence de biofilms lors
d’une infection n’est pas diagnostiquée par les méthodes actuelles d’analyses bactériologiques
et de ce fait toutes les infections (circulantes, biofilms) sont traitées de la méme maniere.
Ainsi, I’objectif de ce travail était de connaitre la place des staphylocoques dans les infections
sur sondes , d’évaluer leurs potentiel de pathogénicité par 1’étude de leur profil toxinique et
d’antibiorésistance et d’évaluer , quantifier et caractériser leur capacité a former des biofilms
par divers techniques.

A la lumiére de cette étude, nous pouvons dire que le sondage expose a I’IUN chez tous les
patients étudiés. Les ECBU pratiqués ont mis en évidence ces infections, se sont toutes des
infections pluri microbiennes a bactéries Gram (-), mais également une grande dominance
des staphylocoques Gram(+).

Durant la période d’étude, 600 souches ont pu étre isolées d’infections sur 250 sondes
étudiées, 1 /3 d’entre elles est représenté par des Staphylococcus spp dont plus de la moitié
provenait de patients hospitalisés au service de réanimation.

Par ordre de fréquence, les Staphylocoques a coagulase négative représentent encore les
germes les plus fréquemment isolés dans les colonisations et infections des sondes urinaires
suivit des Staphylococcus aureus connu pour étre les plus pathogenes des staphylocoques.
L’identification des souches des staphylocoques par les méthodes conventionnelles et la mise
en évidence de leurs résistances aux antibiotiques ont révélé 1’importance de la fréquence des
souches multirésistantes a divers antibiotiques spécifiquement aux B- lactamines (pénicilline,
oxacilline, céfoxitine), aux aminosides, aux macrolides et tétracycline utilisés en

antibiothérapie au CHU Tlemcen.
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Conclusion

Les résultats obtenus ont montre que 84% des S.aureus sont résistantes a 1’oxacilline et
céfoxitine ce qui nous laisse penser a des SAMR, a cause du faible pouvoir de la méthode
utilisée.

Nous espérons pouvoir dans ’avenir utiliser la technique de la PCR pour la recherche du géne
mecA pour la résistance a la meticilline et du gene fem B qui influence le niveau de résistance
a la meticilline.

L’usage des ATB dans les services etudiés exerce une pression de selection qui induit
I’apparition des résistances multiples additionnelles.

De plus, I’étude du potentiel toxinique des souches a mis en évidence la présence de 13 génes
toxiniques parmi les 22 recherchés dont les plus répandus étaient ceux des entérotoxines
staphylococcique like (selo, selk, selq) dont la virulence n’est nullement contestée.

Les études d’adhésion bactérienne et de formation du biofilm ont été réalisées par les
méthodes TM, TCP et celle de coloration au rouge congo. Les résultats de nos expériences
ont montré que la méthode des microplaques était la plus efficiente et la mieux indiquée pour
une ¢évaluation quantitative de 1’adhésion bactérienne sur une surface

Cette méthode de coloration est basée sur une mesure colorimétrique du cristal Violet
incorporeé a la fois par les cellules attachées sur des puits et par la matrice organique formant
le biofilm. Les résultats de nos travaux ont montré que la technique TCP était de faible
sensibilité et nécessite des temps d’incubations plus longs (48h) pour observer une
augmentation significative de 1’absorbance. Malheureusement, le manque de standardisation
de différentes étapes de lavage des puits rend souvent difficile la comparaison des résultats.
Les staphylocoques isolés de sondes urinaires étaient productrices de biofilm avec 49,5 %
formatrice par la technique TCP et 55,5 % produisaient un slime par la technique du RCA.
Nos résultats corroborent également ceux obtenus par Cho et al., (2002) et Johannes et al.,
(2000) ou la capacité des souches cliniques de staphylocoques a former un biofilm dans un
milieu de culture contenant des sucres (glucose ou saccharose) était plus importante.

En vue de confirmer la présence des polysaccharides dans la matrice des biofilms de
staphylocoques, deux génes codant pour 1’opéron ica ont été rechercheé par PCR. Les genes
ica AD était détecté dans 38,5% des souches dont 27,5% des SCN et 11,5% de S.aureus.
Dans notre étude, la présence des génes ica, la variabilité phénotypique de la production de
biofilm, la multirésistance et le pouvoir toxinique ont été majoritairement associées a la

virulence des souches de staphylocoques responsables d’infections sur sondes.
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Conclusion

Tout de méme, la présence des genes ica AD ne sont pas toujours associés a la formation de
biofilm. D’un autre coté, certaines souches forment un biofilm en absence de ica AD d’ou
I’importance a rechercher de nouveaux mécanismes de régulations génétiques
indépendamment du géne ica et qui sont impliqués dans la formation du biofilm chez les
staphylocoques. En effet, la présence du géne icaA et du gene icaD ne sont pas toujours
corrélés avec la formation d’un biofilm in vitro.

Nous concluons pour dire également qu’il est vraiment trés difficile et impossible de détruire
les staphylocoques sous forme sessile en appliquant des concentrations minimales
d’antibiotiques habituelles vus les trés grandes variations avec les CMIB retrouvées.

Chez les staphylocoques en particulier, ’augmentation inquiétante au cours des dernieres
années des résistances aux ATB notamment les SARM et leur implantation sur les dispositifs
médicaux sous forme biofilm pourrait conduire a des problémes thérapeutiques considérables.
Il n’existe pas a ce jour de méthodes phénotypiques simple permettant de prédire la capacité
d’une souche a produire un biofilm, il devient donc essentiel d’améliorer nos connaissances
afin de trouver de nouveaux moyens de prévenir ou de traiter les infections associées aux
biofilms et de de nouveaux matériaux réfractaires a la colonisation par les microorganismes
et & la formation de biofilm.

Dans I’attente d’un progrés dans la lutte contre les biofilms, leurs maitrises passe actuellement
par la prévention des infections sur sondes urinaires comportent l'application stricte des
regles d’asepsie lors du sondage. Un systéeme de drainage stérile et a usage unique, la gestion
du sondage en systeme clos, la remise en question quotidienne de la nécessité de prolonger le
sondage & demeure, mais est aussi le fruit d’une politique générale d’hygiéne hospitaliére
(lavage des mains , respect des régles fondamentales de I’hygiéne) allant de la maitrise de
I’acte infirmier lors du cathétérisme urinaire jusqu’a la gestion rationnelle de 1’antibiothérapie
afin d’éviter le développement de bactéries multirésistantes .

En perspectives de ce travail , il serait intéressant de pouvoir approfondir nos recherches sur
les biofilms en  étudiant d’autres facteurs (NaCl, antibiotiques, antiseptiques...) susceptibles
de promouvoir I’adhésion des staphylocoques sur surfaces abiotiques ,d’expliquer la forte
adheésion des staphylocoques qui pourrait également étre attribuee a la forte hydrophobicité de
leurs membrane par la technique de MATS, montrer s’ il ya une différence d’adhésion entre
les SAMS (S.aureus sensible a la méthiciline) et SAMR (S.aureus résistant a la méthiciline)
et rechercher d’autres supports génétique intervenant dans la formation de biofilm ( le géne
Bap et AAP).
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Annexes

Annexe 1 :caractéristiques des 250 patients inclus dans I’étude

34 72h = 10!

H Réanimation + =
40 H Réanimation 10j + 10°-10/
56 F Réanimation 10j + >10° - 10°
60 F Réanimation 7) + >10° - 10°
60 H Réanimation 15J + >10'
47 H Réanimation 17J + >10’
16 H Réanimation 72h + = 10°
48 H Réanimation 10j + >10° - 10°
62 F Réanimation 10j + >10° - 10°
59 F Réanimation 10j + >10° - 10°
49 F Réanimation 10j + >10° - 10°
36 F Réanimation 72h + = 10°
62 F Réanimation 15j + >10’
48 H Réanimation 20J + >10'
19 H Réanimation 72h + = 10°
48 H Réanimation 17J + >10° - 10°
35 F Réanimation 9j + >10° - 10°
48 F Réanimation 15J + >10° - 10°
25 H Réanimation 8] + >10° - 10°
50 H Réanimation 10j + >10° - 10°
64 H Réanimation >14 ] + >10'
35 H Réanimation 10j + >10° - 10°
28 F Réanimation 72h + = 10°
44 F Réanimation 7] + >10° - 10°
50 H Réanimation 7] + >10° - 10°
34 H Réanimation 7] + >10° - 10°
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50 H Réanimation 7) + >10° - 10°
31 F Réanimation 72h + = 10°

35 F Réanimation 72h + = 10°

50 H Réanimation 15j + >10° - 10°
70 H Réanimation 15j + >10'

50 H Réanimation 15j + >10° -10’
44 H Réanimation 9j + >10° - 10°
46 F Réanimation 9j + >10° - 10°
68 F Réanimation 7] + >10° - 10°
40 F Réanimation 7) + >10° - 10°
70 F Réanimation 7] + >10° - 10°
48 F Réanimation 7 + >10° - 10°
44 H Réanimation 7] + >10° - 10°
70 H Réanimation 7] + >10° - 10°
50 F Réanimation 7) + >10° - 10°
37 F Réanimation 72h + = 10°

65 F Réanimation 15j + >10° -10’
34 F Réanimation 10j + >10° - 10°
63 H Réanimation 15j + >10° -10’
41 H Réanimation 72h + = 10°

45 F Réanimation 15j + >10° - 10°
47 F Réanimation 15j + >10° -10'
69 F Réanimation 15j + >10'

31 F Réanimation 72h + = 10°

59 F Réanimation 15j + >10° -10’
64 F Réanimation 15j + >10'

40 F Réanimation 72h + = 10°

59 F Réanimation 15j + >10° -10’
31 F Réanimation 10j + >10° - 10°
57 F Réanimation 10j + >10° -10'
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39 F Réanimation 10j + >10° - 10°
34 F Réanimation 10j + >10° - 10°
57 F Réanimation 10j + >10° -10’
44 H Réanimation 10j + >10° - 10°
60 H Réanimation 10j + >10° -10'
60 H Réanimation 7] + >10° -10'
57 F Réanimation 7] + >10° - 10°
38 F Réanimation 7 + >10° - 10°
57 H Réanimation 7 + >10° - 10°
60 H Réanimation 15j + >10'

64 H Réanimation 15j + >10"

54 F Réanimation 8] + >10° - 10°
59 F Réanimation 15j + >10° -10’
22 F Réanimation 15j + >10° - 10°
57 F Réanimation 9j + >10° - 10°
57 F Réanimation 9j + >10° - 10°
55 F Réanimation 15j + >10° -10’
44 F Réanimation 8] + >10° - 10°
58 F Réanimation 8] + >10° - 10°
60 F Réanimation 15j + >10'

45 F Réanimation 9j + >10° -10’
55 H Réanimation 15j + >10° -10’
52 H Réanimation 15j + >10° -10°
52 F Réanimation 72h + = 10°

57 F Réanimation >14 ] + >10° -10’
57 H Réanimation 7) + >10° - 10°
44 H Réanimation 7 + >10° - 10°
63 F Réanimation 7 + >10° -10'
63 F Réanimation 7 + >10° -10’
43 F Réanimation 13j + >10° -10'
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60 F Réanimation 13j + >10° -10’
47 F Réanimation 14 + >10° -10’
38 F Réanimation 72h + = 10°

57 F Réanimation 8] + >10° -10’
33 F Réanimation 8] + >10° - 10°
74 F Réanimation 16j + >10'

19 F Réanimation 72h + = 10°

63 F Réanimation 9j + >10° -10'
63 F Réanimation 10j + >10° - 10°
38 F Réanimation 72h + = 10°

70 F Réanimation 15j + >10"

18 F Réanimation 72h + = 10°

51 H Réanimation 10j + >10° -10'
60 H Réanimation 7] + >10° - 10°
63 H Réanimation 7] + >10° - 10°
63 H Réanimation 7] + >10° - 10°
63 F Réanimation 7 + >10° - 10°
78 F Réanimation 7] + >10° - 10°
51 F Réanimation 7] + >10° - 10°
60 F Réanimation 7 + >10° - 10°
34 H Réanimation 7] + >10° - 10°
41 H Réanimation 7 + >10° - 10°
45 H Réanimation 7 + >10° - 10°
60 H Réanimation 10j + >10° - 10°
38 H Réanimation 10j + >10° - 10°
51 H Réanimation 12j + >10° -10’
65 H Réanimation 16j + >10'

51 H Réanimation 6j + = 10°

60 H Réanimation 17j + >10° - 10°
59 H Réanimation 17j + >10'
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68 H Réanimation 11j + >10° - 10°
60 F Réanimation 15j + >10'

17 F Réanimation 72h + = 10°

64 F Réanimation 15j + >10’

59 F Réanimation 15j + >10° -10'
78 F Réanimation 5] + >10° - 10°
63 F Réanimation 15j + >10° -10’
60 F Réanimation 15j + >10° -10'
66 F Réanimation 72h + >10'

53 F Réanimation 15j + >10° -10’
53 F Réanimation 4j + = 10°

41 F Réanimation 15j + >10° -10’
54 F Réanimation 11j + >10° -10'
52 F Réanimation 15j + >10° -10°
52 F Réanimation 8] + >10° -10’
60 F Réanimation 8] + >10° -10’
66 F Réanimation 8] + >10° -10’
55 F Réanimation 8] + >10° - 10°
81 F Réanimation 8] + >10'

60 H Réanimation 10j + >10° -10’
62 H Réanimation 8] + >10° -10’
38 H Réanimation 72h + = 10°

39 F Réanimation 7 + >10° -10°
34 F Réanimation 7] + >10° - 10°
81 F Réanimation 7] + >10° -10’
61 F Réanimation 7) + >10° -10’
67 F Réanimation 7 + >10° -10’
45 F Réanimation 7 + >10° - 10°
60 F Réanimation 72h + = 10°

65 F Réanimation 8] + >10° -10’
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65 F Réanimation 8] + >10° - 10°
66 F Réanimation 8] + >10° -10'
24 F Réanimation 4] + = 10°
59 F Réanimation 16j + >10'
81 F Réanimation 10j + >10'
65 F Réanimation 10j + >10° -10’
65 F Réanimation 10j + >10° -10’
45 F Réanimation 10j + >10° - 10°
67 F Réanimation 10j + >10'
34 F Réanimation 13j + >10° - 10°
59 F Réanimation 13j + >10"
42 F Réanimation 72h + = 10°
65 H Réanimation 8] + >10° -10’
33 H Réanimation 8] + >10° - 10°
38 H Réanimation 4] + = 10°
39 F Réanimation 5] + = 10°
34 F Réanimation 8] + >10° - 10°
42 F Réanimation 8] + >10° -10'
59 F Réanimation 8] + >10° -10’
45 F Réanimation 8] + >10° -10’
63 F Réanimation 8] + >10° -10’
63 F Réanimation 8] + >10° -10’
29 H Urologie 30j + >10'
70 H Urologie >14 ] + >10'
39 F Urologie >14 ] + >10° -10’
34 F Urologie >14 ] + >10° -10°
70 H Urologie >14 ] + >10’
85 H Urologie 7] + >10'
70 H Urologie >14 ] + >10"
63 F Urologie >14 ] + >10’
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33 F Urologie >14 ] + >10'
38 H Urologie >14 ] + >10’
40 H Urologie >14 ] + >10’
57 H Urologie >14 ] + >10° -10’
56 H Urologie 7] + = 10°
63 H Urologie 7] + = 10°
63 H Urologie >14 ] + >10'
78 H Urologie >14 ] + >10’
68 H Urologie >14 ] + >10'
33 H Urologie >14 ] + >10° -10’
70 H Urologie 10j + >10'
58 H Urologie 10j + >10° -10’
66 H Urologie 10j + >10'
71 H Urologie 10j + >10'
42 H Urologie >14 ] + >10'
46 F Urologie 13j + >10° -10’
79 H Urologie 7] + >10° -10’
50 H Urologie 7) + = 10°
46 H Urologie >14 ] + >10'
45 H Urologie 13j + >10'
64 H Urologie >14 ] + >10'
41 H Urologie 7 + >10° - 10°
77 F Urologie >14 ] + >10'
42 F Urologie >14 ] + >10° -10’
48 H Urologie >14 ] + >10'
42 H Urologie >14 ] + >10° -10°
55 H Urologie >14 ] + >10’
60 H Urologie >14 ] + >10’
42 H Urologie >14 ] + >10° -10°
55 H Urologie 7 + >10° - 10°
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50 H Urologie >14 ] + >10° -10’
60 H Urologie >14 ] + >10° -10’
52 H Urologie >14 ] + >10° -10’
49 H Urologie >14 ] + >10° -10’
66 H Urologie >14 ] + >10’
61 F Urologie >14 ) + >10’
69 F Urologie >14 ] + >10'
83 F Urologie >14 ] + >10’
76 F Urologie 7 + >10° -10’
44 F Urologie >14 ] + >10° -10’
70 F Urologie 13j + >10'
64 H Urologie 13j + >10’
67 H Urologie 13j + >10'
44 H Neurologie 7] + >10° -10°
48 H Neurologie 7) + >10° - 10°
38 H Neurologie 7) + >10° -10’
70 H Neurologie 7] + >10° -10’
48 F Neurologie >14 ] + >10'
77 F Neurologie 10j + >10° -10’
72 F Neurologie 10j + >10° -10’
83 F Neurologie >14 ] + >10'
42 F Neurologie 13j + >10° -10'
69 F Neurologie >14 ] + >10'
80 F Neurologie >14 ] + >10'
42 H Neurologie >14 ] + >10'
70 H Neurologie >14 ] + >10"
28 F Neurologie >14 ] + >10° -10'
75 F Neurologie >14 ] + >10’
78 H Neurologie >14 ] + >10"
70 H Neurologie >14 ] + >10’
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77 H Neurologie >14 ] + >10'
42 H Neurologie 7 + >10’
60 H Neurologie 7] + >10° - 10°
26 H Neurologie 7) + = 10°
42 H Neurologie 10j + >10° -10’
53 F Neurologie 10j + >10° -10’
90 F Neurologie 10j + >10'
70 F Neurologie >14 ] + >10’
42 F Neurologie >14 ] + >10’
74 F Neurologie 7) + >10° - 10°
41 H Neurologie 7] + >10° -10°
70 F Neurologie 13j + >10’
84 F Neurologie 10j + >10'
38 F Neurologie 10j + >10° -10°

Annexe2 : Résultat de I’antibiogramme des staphylocoques isolés de sonde urinaire

_ X OX CN TOB AK VA RA FF FA DA PT E OFX TE C SXT

P O F
S106 S.saprophyticus R R R R R R S R S R S S R R R S R
S107 S.saprophyticus R R R R R R S S S S S S R | S S R
S108 S.epidermidis R R R R R R S S S S S S R R R S R
S109 S.epidermidis R R R R R R S S S S S S R R S S R
S110 S.saprophyticus R R R R R R S R S R S S R R R S R
S103 S.epidermidis R S S S S S S S S S S S S S S S S
S104 S.saprophyticus R R R R R R S S S S S S R | S R R
S105 S.aureus R R R R R R S S S R S S R R S S R
S99 S.hominis R R R R R R S S S S S S R R S S R
S89 S.aureus R S S S S S S R S S S S S S S S S
S91 S.epidermidis R S S S S S S S S S S S S S S S S
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R
R
R
S

S.epidermidis

S92
S95
S94
S7

S.epidermidis

S.epidermidis

S.epidermidis

R
R
R
R
R
R
R

S.epidermidis

S96
S74
S51
S59
S87
S60
S84
S62
S72
S80
S65
S78
S54
S79
S58
S69
S73
S64
S77
S68
S86
S71
S66
S57
S52

S.epidermidis

S.epidermidis

S.epidermidis

S.epidermidis

S.saprophyticus
S.saprophyticus

S.aureus

R

S.epidermidis

S.aureus

S.aureus

S

S.saprophyticus

S.aureus

S.aureus

R
R
R
R

S.epidermidis

S.epidermidis

S.epidermidis

S.epidermidis

S.aureus

R
R
R
R

S.epidermidis

S.saprophyticus
S.epidermidis

S.saprophyticus

S.aureus

R

S.saprophyticus

S.aureus

S100
S90
S83

R

S.epidermidis

S.aureus
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R

S.saprophyticus

S.aureus
S.aureus
S.aureus

S1

R 128

R 27(61)
R 4i2(56)
R 131(97)

R 127

S

s.saprophyticus
s.aureus
s.aureus
s.aureus
s.cohni

R 126

R 1(55)

R 10(76)
U pl(4)

S

s.saprophyticus

s.hominis
s.cohni

N 7p1(6)
N 19p1(2)

N pl

s.cohni

s.warneri

R 147(101)
R 21 (pl)

R 169

s.hominis
s.warneri
s.aureus
s.cohni

R 52(76)
U 16(88)
R 40(81)
R 46(85)
R 60(82)
R 131(97)
R 118(93)
R 41(98)

C2

R

s.haemolyticus

s.aureus
s.cohni

R
R

s.saprophyticus
s.saprophyticus

S.aureus

s.warneri

R

s.epidermidis
s.aureus

R 148(102)
R 34
N1

s.epidermidis

R

s.saprophyticus

S.aureus
S.aureus
S.aureus

R 39

R 157
R21
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S.aureus

R 38

R
R

s.epidermidis

R 165

s.epidermidis
s.aureus

R 156
R 30
N 33

R

s.epidermidis

s.cohni

R 154

S.aureus

R 155

R

s.epidermidis
s.aureus

R 162
R 29

R
R

s.haemolyticus
s.epidermidis

s.aureus
S.aureus

R 160
N 32
R73
U 19

R

s.saprophyticus

s.sciuri

R 164

R 159
R 94

S.aureus

R

s.saprophyticus

S.aureus
s.aureus
s.aureus
s.aureus
s.aureus
S.aureus

R 161

R 164
R 37

R 163(2)

R 165
R163

R 42
R162

R
R
R
R
R
R
R
R
R

s.epidermidis

s.saprophyticus
s.saprophyticus

s.epidermidis

R 158
U36

u12
N 34
N 35

s.saprophyticus
s.epidermidis

s.saprophyticus
s.epidermidis

R 166
R167
u34

s.haemolyticus
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s.warneri

N 22p1(5)
N 36
u21

R
R
R
R

s.saprophyticus
s.epidermidis

s.saprophyticus
s.epidermidis
s.aureus

U 35

R 165
R 81
R 68
R 58

R
R

s.epidermidis

s.epidermidis
s.warneri

U 32
R 83
R 82

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

s.epiderpmidis
s.epidermidis

s.epidermidis

R 102
R 85
R71

s.epidermidis

s.haemolyticus

s.saprophyticus
s.epidermidis

N 21
R 69

s.epidermidis

R171
R 92

s.epidermidis

s.epidermidis

R 170

s.saprophyticus
s.epidermidis

R 172
R 86
R 84
R 70

s.epidermidis

s.saprophyticus
s.epidermidis

R 103
R 90

s.epidermidis

s.epidermidis

R 108

s.epidermidis

R 173

s.epidermidis

R 173
R 175

R1

s.epidermidis

s.haemolyticus
S haemolyticus
S haemolyticus

R3

R5
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R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
S

S haemolyticus
S haemolyticus
S haemolyticus
S haemolyticus
S haemolyticus
S haemolyticus
S haemolyticus
S haemolyticus
S haemolyticus
S haemolyticus

R 10
R11
R 23
R 25

N1

N 10
03

010
u?2

C4

S saprophyticus
S saprophyticus
S saprophyticus
S saprophyticus
S saprophyticus
S saprophyticus
S saprophyticus
S saprophyticus
S saprophyticus
S saprophyticus
S saprophyticus
S saprophyticus
S saprophyticus
S saprophyticus

S aureus

u7

U9

R
S

u10
U13
ul7
u1s8

R
R
R
S

R 16
U 19
R 18
R 27
N 22
N 24

N 2

R
R
R
R
R
R

N 8

R7

S aureus

R9

S aureus

N 20
N21
N3

S aureus

S aureus

S aureus

uils
N19
No5

R
R

S epidérmidis

S epidermidis




Annexes

R

S epidermidis

S sciuri

T2

R2 (2)
R6

S sciuri

S sciuri

R 12
R 17

C1l

S sciuri

S sciuri

S cohnii

M 3

S

S cohnii spp
uralyticum

S cohnii

R 14

H1

S cohnii

H3

S cohnii

U3

S hominis
S hominis
S xylosus

R 18 p1(3)
R 2(1)

05

S hominis
S hominis
S hominis
S hominis
S hominis
S hominis
S hominis
S hominis
S hominis
S hominis

S186

S187

S188

S189

S190

S191

5192

S194

S195

S196

R
R
R
R

S haemolyticus
S haemolyticus
S haemolyticus
S haemolyticus

S197

S198

S199

S200
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Annexe 3 :Résultat de la formation de biofilm par les techniques TCP, TM et RCA pour les 200 staphylocoques étudiés.

BHIB BHIB 1% BHIB 2%
glucose saccharose

S106 S.saprophyticus 0,05666667 0,06933333 0,07466667 - -
S107 S.saprophyticus 0,22666667 0,31333333 0,24366667 + +
S108 S.epidermidis 0,027 0,02733333 0,061 - -
S109 S.epidermidis 0,10333333 0,19633333 0,241 + +
S110 S.saprophyticus 0,16433333 0,26433333 0,189 +
S103 S.epidermidis 0,03233333 0,026 0,07 - -
S104 S.saprophyticus 0,01233333 0,01543333 0,01406667 + -
S105 S.aureus 0,09266667 0,09466667 0,09033333 - -
S99 S.hominis 0,061 0,077 0,07966667 + -
S89 S.aureus 0,09266667 0,10366667 0,09466667 - -
S91 S.epidermidis 0,02033333 0,077 0,05566667 - -
S92 S.epidermidis 0,06133333 0,082 0,07333333 - -
S95 S.epidermidis 0,08933333 0,19366667 0,20466667 + +
S94 S.epidermidis 0,071 0,181 0,19266667 + -

S7 S.epidermidis 0,01066667 0,05333333 0,074 - -
S96 S.epidermidis 0,052 0,046 0,07066667 - -
S74 S.epidermidis 0,14133333 0,186 0,265 - -
S51 S.epidermidis 0,11666667 0,135 0,16233333 - -
S59 S.epidermidis 0,07666667 0,09333333 0,07433333 + -
S87 S.epidermidis 0,035 0,056 0,04933333 - -
S60 S.saprophyticus 0,09266667 0,19166667 0,219 + +
S84 S.saprophyticus 0,123 0,24466667 0,299 + +
S62 S.aureus 0,029 0,02966667 0,04466667 - -
S72 S.epidermidis 0,07666667 0,095 0,10166667 - -
S80 S.aureus 0,063 0,13233333 0,20333333 + -
S65 S.aureus 0,16433333 0,24466667 0,291 + -
S78 S.saprophyticus 0,05933333 0,056 0,06533333 - -
S54 S.aureus 0,03333333 0,08433333 0,07166667 - -




S79 S.aureus 0,13566667 0,23933333 0,24933333 - -
S58 S.epidermidis 0,12166667 0,19333333 0,21733333 + +
S69 S.epidermidis 0,07866667 0,128 0,19 - -
S73 S.epidermidis 0,141 0,244 0,282 + +
S64 S.epidermidis 0,01766667 0,02433333 0,01633333 - -
S77 S.aureus 0,05166667 0,051 0,05733333 - -
S68 S.epidermidis 0,04 0,04166667 0,036 - -
S86 S.saprophyticus 0,038 0,053 0,06533333 - -
S71 S.epidermidis 0,02333333 0,05733333 0,064 - -
S66 S.saprophyticus 0,05366667 0,06933333 0,043 - -
S57 S.aureus 0,07466667 0,15 0,23 + -
S52 S.saprophyticus 0,03533333 0,03233333 0,06133333 - -
S100 S.aureus 0,14966667 0,255 0,21866667 + -
S90 S.epidermidis 0,04466667 0,049 0,05733333 - -
S83 S.aureus 0,05533333 0,051 0,04133333 + -
S1 S.saprophyticus 0,16266667 0,26733333 0,289 + +

R 128 s.aureus 0,249 0,324 0,33333333 + -
R 27(61) s.aureus 0,031 0,07233333 0,092 - -
R 4i2(56) s.aureus 0,16433333 0,24466667 0,289 - -
R 131(97) s.saprophyticus 0,15 0,255 0,299 + -
R 127 s.aureus 0,18033333 0,19933333 0,1994 + -
R 126 s.aureus 0,13433333 0,18833333 0,205 + -
R 1(55) s.aureus 0,146 0,20933333 0,25333333 + -
R 10(76) s.cohni 0,16766667 0,24466667 0,309 -
U pl(4) s.saprophyticus 0,01716667 0,09166667 0,088 + -
N 7p1(6) s.hominis 0,04433333 0,06166667 0,08933333 + -
N 19p1(2) s.cohni 0,024 0,03433333 0,03766667 -
N pl s.cohni 0,03733333 0,14766667 0,18766667 + -

R 147(101) s.warneri 0,027 0,19333333 0,077 -
R 21 (p1) s.hominis 0,12866667 0,19733333 0,23433333 + -
R 169 s.warneri 0,08733333 0,13 0,19666667 + -
R 52(76) s.aureus 0,15433333 0,197 0,27966667 - -
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U 16(88) s.cohni 0,02263333 0,083 0,08466667 -
R 40(81) s.haemolyticus 0,110666 0,19533333 0,23666667 +
R 46(85) s.aureus 0,23366667 0,293 0,312 -
R 60(82) s.cohni 0,09766667 0,115 0,108 -
R 131(97) s.saprophyticus 0,03 0,059 0,07733333 +
R 118(93) s.saprophyticus 0,01246667 0,08466667 0,09733333 +
R 41(98) s.aureus 0,03366667 0,06866667 0,08766667 -
C?2 s.warneri 0,12133333 0,137 0,18733333 -
R 148(102) s.epidermidis 0,177 0,18766667 0,18766667 +
R 34 s.aureus 0,01666667 0,045 0,04233333 +
N1 s.epidermidis 0,01433333 0,02633333 0,02666667 +
R 39 s.saprophyticus 0,12466667 0,16633333 0,21833333 -
U s.aureus 0,046 0,07233333 0,085 -
R 157 s.aureus 0,19266667 0,24433333 0,30733333 -
R 21 s.aureus 0,12733333 0,129 0,19666667 +
R 38 s.aureus 0,16133333 0,182 0,24 +
R 165 s.epidermidis 0,16433333 0,26433333 0,189 +
R 156 s.epidermidis 0,14966667 0,255 0,21866667 +
R 30 s.aureus 0,12866667 0,19733333 0,23433333 -
N 33 s.epidermidis 0,12566667 0,22733333 0,24133333 +
R 154 s.cohni 0,02056667 0,07366667 0,04666667 +
R 155 s.aureus 0,01433333 0,02633333 0,02666667 -
R 162 s.epidermidis 0,134 0,19633333 0,239 -
R 29 s.aureus 0,07466667 0,15 0,23 +
R 160 s.haemolyticus 0,14766667 0,21966667 0,29533333 +
N 32 s.epidermidis 0,134 0,19333333 0,21866667 +
R73 s.aureus 0,149 0,296 0,205 +
U 19 s.aureus 0,10333333 0,19333333 0,16533333 +
R 164 s.saprophyticus 0,13033333 0,20533333 0,26133333 +
R 159 s.sciuri 0,115 0,21866667 0,22166667
R 94 s.aureus 0,009 0,01566667 0,032
R 161 s.saprophyticus 0,02633333 0,07066667 0,09466667 +
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R 164 s.aureus 0,15 0,178 0,19233333 +
R 37 s.aureus 0,12 0,143 0,16466667 +
R 163(2) s.aureus 0,127 0,135 0,14933333 +
R 165 s.aureus 0,09766667 0,12333333 0,17133333 +
R163 s.aureus 0,12266667 0,17066667 0,19133333 -
R 42 s.aureus 0,09766667 0,12333333 0,17133333 -
R162 s.epidermidis 0,10333333 0,19633333 0,241 +
R 158 s.saprophyticus 0,09266667 0,10366667 0,09466667 +
U36 s.saprophyticus 0,029 0,02966667 0,04466667 -
Uil2 s.epidermidis 0,02333333 0,05733333 0,064 +
N 34 s.saprophyticus 0,10333333 0,09333333 0,06533333 -
N 35 s.epidermidis 0,13233333 0,22733333 0,24133333 -
R 166 s.saprophyticus 0,02633333 0,17066667 0,19466667 +
R167 s.epidermidis 0,114 0,133 0,14466667 +
U34 s.haemolyticus 0,07466667 0,15 0,23 -
N 22p1(5) s.warneri 0,02633333 0,07066667 0,09466667 -
N 36 s.saprophyticus 0,10333333 0,09333333 0,06533333 -
u21 s.epidermidis 0,02 0,035 0,04933333 +
U 35 s.saprophyticus 0,01716667 0,18566667 0,19066667 +
R 165 s.epidermidis 0,029 0,02966667 0,04466667 -
R 81 s.aureus 0,09766667 0,12333333 0,17133333 +
R 68 s.epidermidis 0,11566667 0,12733333 0,19333333 +
R 58 s.epidermidis 0,10333333 0,19633333 0,241 -
U 32 s.warneri 0,05666667 0,02733333 0,04133333 -
R 83 s.epiderpmidis 0,09266667 0,12733333 0,19466667 +
R 82 s.epidermidis 0,09766667 0,12333333 0,17133333 +
R 102 s.epidermidis 0,12066667 0,22966667 0,24466667 +
R 85 s.epidermidis 0,134 0,213 0,33333333 +
R71 s.haemolyticus 0,02333333 0,05733333 0,064 +
N 21 s.saprophyticus 0,01716667 0,09166667 0,88 -
R 69 s.epidermidis 0,13 0,259 0,27733333 -
R 171 s.epidermidis 0,12333333 0,24 0,27733333 +
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R 92 s.epidermidis 0,127 0,154 0,18533333 +
R 170 s.epidermidis 0,12733333 0,22966667 0,24466667 -
R 172 s.saprophyticus 0,027 0,19333333 0,077 -
R 86 s.epidermidis 0,12133333 0,137 0,18733333 +
R 84 s.epidermidis 0,13033333 0,20533333 0,26133333 -
R 70 s.saprophyticus 0,02 0,035 0,04933333 -
R 103 s.epidermidis 0,12833333 0,22733333 0,29333333 +
R 90 s.epidermidis 0,124 0,22966667 0,24466667 +
R 108 s.epidermidis 0,10333333 0,19333333 0,22533333 -
R 173 s.epidermidis 0,19266667 0,24433333 0,30733333 +
R 173 s.epidermidis 0,14966667 0,255 0,21866667 -
R 175 s.epidermidis 0,104 0,12633333 0,17233333 +
R1 s.haemolyticus 0,029 0,02966667 0,04466667 +
R3 S .haemolyticus 0,09766667 0,12333333 0,17133333 +
R5 S .haemolyticus 0,09266667 0,10366667 0,09466667 +
R 10 S .haemolyticus 0,029 0,02966667 0,04466667 -
R11 S .haemolyticus 0,02333333 0,05733333 0,064 +
R 23 S .haemolyticus 0,14966667 0,255 0,21866667 +
R 25 S .haemolyticus 0,15433333 0,197 0,27966667 +
N1 S .haemolyticus 0,01433333 0,02633333 0,02666667
N 10 S .haemolyticus 0,03 0,059 0,07733333 +
03 S. haemolyticus 0,05666667 0,02733333 0,04133333 +
010 S. haemolyticus 0,01716667 0,09166667 0,088 -
u?2 S. haemolyticus 0,07466667 0,15 0,23 +
C4 S. haemolyticus 0,03 0,059 0,07733333 -
u7 S. saprophyticus 0,11433333 0,224 0,26 +
U9 S. saprophyticus 0,10333333 0,09333333 0,06533333 +
u10 S .saprophyticus 0,029 0,02966667 0,04466667 -
U13 S .saprophyticus 0,05666667 0,02733333 0,04133333 +
u17 S .saprophyticus 0,029 0,02966667 0,04466667 +
uU18 S .saprophyticus 0,13033333 0,20533333 0,26133333 +
R 16 S .saprophyticus 0,05666667 0,02733333 0,04133333 +
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U 19 S .saprophyticus 0,09766667 0,12333333 0,17133333 +
R 18 S .saprophyticus 0,13033333 0,20533333 0,26133333 +
R 27 S .saprophyticus 0,029 0,02966667 0,04466667 -
N 22 S .saprophyticus 0,06133333 0,082 0,07333333 +
N 24 S .saprophyticus 0,029 0,02966667 0,04466667 -
N 2 S .saprophyticus 0,02333333 0,02633333 0,02666667 +
N 8 S .saprophyticus 0,13033333 0,20533333 0,26133333 +
R7 S .aureus 0,09766667 0,12333333 0,17133333 +
R9 S .aureus 0,02333333 0,02633333 0,02666667 -
N 20 S .aureus 0,11433333 0,12733333 0,13 +
N21 S .aureus 0,14066667 0,235 0,24933333
N3 S .aureus 0,02 0,035 0,04933333 -
uU15 S .aureus 0,11433333 0,12633333 0,18433333 -
N19 S .epidérmidis 0,15433333 0,197 0,27966667 -
No5 S .epidermidis 0,11433333 0,12733333 0,14 +
T2 S .epidermidis 0,12033333 0,23066667 0,26466667 +
R2 (2) S .sciuri 0,029 0,02966667 0,04466667 -
R6 S .sciuri 0,09766667 0,10466667 0,08933333 -
R 12 S .sciuri 0,02 0,035 0,04933333 +
R 17 S .sciuri 0,05433333 0,094 0,02766667 -
C1 S .sciuri 0,02333333 0,02633333 0,02666667 -
M 3 S .cohnii 0,02333333 0,02633333 0,02666667 +
R 14 S .cohnii .spp 0,09766667 0,02333333 0,07133333 +
.uralyticum
H1 S .cohnii 0,02333333 0,02633333 0,02666667 +
H3 S .cohnii 0,02333333 0,02633333 0,02666667 +
U3 S .cohnii 0,02333333 0,02633333 0,02666667
R 18 p1(3) S .hominis 0,029 0,02966667 0,02966667 -
R 2(1) S .hominis 0,02333333 0,05733333 0,05733333 -
05 S .xylosus 0,05666667 0,02733333 0,02733333 +
S186 S .hominis 0,06133333 0,082 0,082 -
S187 S .hominis 0,09766667 0,12333333 0,12333333 +
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S188 .hominis 0,02 0,035 0,035
S189 .hominis 0,029 0,02966667 0,02966667
S190 .hominis 0,02333333 0,02633333 0,02633333
S191 .hominis 0,02333333 0,05733333 0,05733333
S192 .hominis 0,05666667 0,02733333 0,02733333
S194 .hominis 0,05666667 0,02733333 0,02733333
S195 .hominis 0,03 0,059 0,059
S196 .hominis 0,12133333 0,137 0,137
S197 aemolyticus 0,02 0,035 0,035
5198 aemolyticus 0,06133333 0,082 0,082
S199 aemolyticus 0,029 0,02966667 0,02966667
S200 aemolyticus 0,10333333 0,09333333 0,09333333
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Titre :Caractérisation et évaluation de la formation de biofilm de souches de staphylocoques
isolées de sondes urinaires chez des patients hospitalisés au CHU de Tlemcen

Résumé :Les staphylocoques constituant normaux de la microflore cutanée et muqueuse sont les
especes les plus fréquemment isolées d’infections liées aux sondages urinaires. Leurs capacités a
adhérer a la surface des biomatériaux et par la suite la formation de biofilm résistant aux antibiotiques
et au systéme immunitaire sont les principaux facteurs de virulence de ces espéces. 200 souches de
staphylocoques ont été isolées de sondes urinaire au CHU de Tlemcen avec prédominance de ’espéce
Staphylococcus epidermidis28% suivie de Staphylococcus aureus 22%. L’étude de 1’antibiorésistance
a montré une importante résistance auxB-lactamine. Les études d’adhésion bactérienne et de formation
du biofilm ont révélé que plus de la moitié des souches produisaient un slime bactérien par la
technique du rouge congo55.5%,49,5 % d’entre elles etaient fortement formatrice de biofilm par la
technique TCP aditionée de sucre. 8.5% de souches ont formé un biofilm par la technique TM. Parmi
les 44 souches retenues pour 1’étude moléculaire 38% présentaient les génes icaA /ica Dresponsables
de la synthése du polysaccharide(PIA) et 29,5% étaient positives pour un ou plusieurs géenes
toxiniques démontrant ainsi la  virulence des souches de staphylocoques responsables
d’infections sur sondes.

Title: Charaterization and evaluation of biofilm formationinStaphylococcussppisolated
fromurinary cathetersfrom hspitalised patients at theUHCofTlemcen.

Summary: Staphylococcinormalconstituentof the skinand mucosalmicrofloraare thespecies most
frequentlyisolated frominfectionsrelated tourinarycatheter,their capacitiestoadhere to the surfaceof
biomaterialsand laterthe formation ofbiofilmresistantto antibiotics andthe immune systemare the
mainvirulence factors ofthese species. 200 strainsof staphylococciwere isolated fromurinarycatheter at
the University Hospital of Tlemcenwith a predominance ofStaphylococcus epidermidis species (28%)
followed byStaphylococcusaureus22%. The studyof antibiotic resistanceshowed significantresistance
tob-lactam antibiotics. Studiesofbacterial adhesionandbiofilm formationrevealed that themajority of
strainsproduceda bacterialslimeby RCA technique (55.5%), 49, 5% of thestrains formedbiofilm by
theTCPtechnicaland8.5% ofstrains werebiofilmformedby theTMtechnique. Among
thed4strainsselectedfor ~ molecularstudy38%presenticaA/  IcaDgenes  responsible  for  the
synthesisofpolysaccharide (PIA) and29.5% were foundto be positivefortoxin geneswhichdemonstrate
thevirulence ofstaphylococciresponsible forcatheter urinary tract infection.
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