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Résumé

Staphylococcus aureus est un pathogéne opportuniste qui peut causer diverses maladies
chez I’humain et I’animal, allant des infections qui évoluent spontanément vers la guérison a
des pathologies mortelles. L’objectif principal de notre étude est d’estimer la prévalence de
S.aureus en portage nasal chez le poulet de chair et d’étudier la résistance des isolats aux

antibiotiques, dans le but de prévoir la présence des souches SARM.

Afin de réaliser cette étude, 170 prélevements nasaux chez le poulet de chair ont été

effectués au niveau de deux abattoirs de la wilaya de Tizi Ouzou.

Au total, 27 souches de S.aureus ont éeté isolées a partir de 12 échantillons positifs, avec
une prévalence de 7.06%. Des taux élevés de resistance ont été enregistrés vis-a-vis de la
pénicilline (85.18%), de I’érythromycine (40.74%). Par ailleurs, de faibles résistances ont été
enregistrées vis-a-vis les autres antibiotiques, a savoir : le trimethoprime/sulfamethoxazole
(22.22%), la néomycine (11.11%), 1’ofloxacine (11.11%) et la tétracycline (3.70%). Aucune

résistance n’a été enregistrée vis-a-vis le chloramphénicol, la gentamycine et la céfoxitine.

Le caractére pathogéne de S.aureus, sa virulence et son potentiel de diffusion au sein de la
chaine de production révelent le risque sanitaire associé a la présence de ce germe chez le
poulet de chair. Ainsi, I’application des mesures de biosécurité et les bonnes pratiques
d’hygiéne pourraient limiter et prévenir la diffusion des S.aureus au niveau de la chaine de

production.

Mots clés : Portage nasal, S. aureus, Poulet de chair, SARM, résistance aux antibiotiques.
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Introduction

Staphylococcus aureus est a la fois un commensal et un agent pathogéne chez I'hnomme et
chez de nombreuses especes animales, il est généralement présent sur la peau et les
muqueuses (Muyiwa et al, 2015). Il est ubiquitaire et résiste pendant longtemps dans le milieu
environnemental. Le staphylocoque peut causer diverses maladies allant de maladies mineures
qui sont des infections cutanées a des infections graves et potentiellement mortelles comme
I’endocardite, la pneumonie et la septicémie chez I’homme. Chez ’animal, S. aureus est un
germe habituel responsable de la maladie du pied bourdon chez la volaille et des mammites
chez le bovin laitier (Gavin et al, 2014). Certaines souches sont également responsables de
I’intoxication alimentaire humaine lorsqu’ils produisent des entérotoxines dans les denrées

alimentaires (Morandi et al, 2010).

Les pathologies causées par le S. aureus sont responsables de pertes économiques qui
obligent les ¢éleveurs et les vétérinaires d’instaurer des mesures prophylactiques et
thérapeutiques pour limiter ces pertes. Cependant, le recours aux mesures médicales n’est pas
sans inconvénients car 1’utilisation abusive d’antibiotiques pourrait générer des souches multi-

résistantes.

Au cours des derniéres années, ce germe s’est imposé comme une bactérie multi-résistante
aux antibiotiques, en particulier a la méticilline et a la vancomycine qui peuvent causer des
infections nosocomiales ou communautaires. S.aureus résistant a la méticilline (SARM) est
I’une principale cause d'infections nosocomiales (HA-MRSA: hospital-acquired-MRSA) et
communautaires (CA-MRSA: community-acquired-MRSA) (Muyiwa et al, 2015).
Dernierement, d'autres souches de SARM, associées aux elevages (LA-MRSA : livestock-
acquired-MRSA) ont émergé dans différents pays du monde, elles circulent principalement
chez les porcs, les bovins et les chevaux et elles sont capables de coloniser et de provoquer

des infections graves chez I'nomme en contact étroit avec ces animaux (Caruso et al, 2015).

Le succés de S. aureus en tant qu’agent pathogéne est en partie attribuable a la gamme
diversifiee de facteurs de virulence produits (Gordon et Lowy, 2008 ), impliqués dans les
différentes étapes nécessaires a 1’infection staphylococcique et lutter contre les mécanismes
de défense immunitaire de I'hote (Myles et Datta, 2012). lIs facilitent aussi I'acquisition de
nutriments et la dissémination des bactéries dans le tissu de I'néte (Ferry et al, 2005 ; Haveri

et al, 2008 ). Parmi ces facteurs de virulence, on trouve de nombreuses enzymes et


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5382207/#B22
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5382207/#B15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5382207/#B30

cytotoxines, telles que la coagulase, les toxines, les hemolysines, la hyaluronidase, les lipases,

les nucléases et la staphylokinase (Smeltzer et al, 2009 ).

La présente étude a pour objectif d’estimer le portage nasal chez le poulet de chair,
d’évaluer la sensibilité des souches isolées vis-a-vis de quelques molécules d’antibiotiques,

dans le but de prévoir la présence des SARM.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5382207/#B68
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Chapitre I : Généralités sur le Staphylococcus aureus
I.1. Historique

En 1878, Koch a noté pour la premiere fois que différentes maladies ont été causées par des
cocci a Gram positif selon qu'ils formaient des paires, des chaines ou groupes (Subhankari et
al, 2012).

Les staphylocoques du grec "staphyle" ont été initialement identifiés comme des bactéries
en forme de grappe de raisin aprés coloration de Gram, isolées du pus des abcés humains en
1880 par Alexander Ogston, chirurgien Ecossais en présentant ces travaux établissant le role
causal des bactéries dans l'infection des plaies et la septicémie subséquente. Ogston avait
observé du pus de 88 abces humains sous son microscope et noté des «microcoques»
sphériques a Gram positif en s’appuyant sur les enseignements de Louis Pasteur et Joseph
Lister (Myles et Datta, 2012).

En 1884, le médecin allemand Friedrich Julius Rosenbach a pu cultiver les organismes en
culture pure et différencia les espéces de staphylocoques en se basant sur la couleur du
pigment. Le Staphylococcus aureus, causant la maladie, a produit un pigment jaune, alors que
la souche qui ne cause pas de maladie était généralement blanche, Staphylococcus epidermidis
(Subhankari et al, 2012).

La pénicilline, un antibiotique découvert en 1928 par Alexander Fleming dans
une moisissure environnementale a été utilisé pour la premiere fois en 1941 pour traiter un

patient atteint d’une septicémie a staphylocoque (Mohammad, 2017).

S.aureus est un pathogéne redoutable qui a su développer des résistances a chaque nouvel
antibiotique et des mécanismes de régulation. Ainsi, dés 1941 sont apparus les staphylocoques

résistants a la pénicilline (Tomasz, 2002).

En 1959, I’introduction de la méticilline pour le traitement des infections staphylococciques
a soulevé un grand espoir, mais un an plus tard, les premieres souches hospitalieres de

S.aureus résistantes a la méticilline sont apparues (Tomasz, 2002).
I.2. Taxonomie et classification

Le genre Staphylococcus appartenait a la famille des Micrococaceae qui comprenait trois
autres genres : Micrococcus, Planococcus et Stromatococcus. Ces derniers partageaient un

certain nombre de caracteres généraux (cogue a Gram positif, non sporulés...), mais des



études ont démontre que la composition chimique de la paroi et le pourcentage en guanine et
cytosine (G + C %) du génome entre ces quatre genres sont trés éloignés, donc leur
regroupement dans une méme famille n’est plus justifié. Cependant, la composition des
séquences d’ARNr 16S a confirmé la nécessité d’un profond remaniement de cette famille

(Federighi, 2005).

A ce jour, plus de 50 espéces et sous-espéces de staphylocoques ont été décrites en fonction
de leur potentiel a produire de la coagulase. Leur classification distingue ainsi les souches
productrices de coagulase, désignées comme staphylocoques a coagulase positive (CPS)
(Hennekine et al, 2012), dont le chef de file est Staphylococcus aureus , mais qui comprend
aussi d’autre espéces comme S.hyicus ou S.intermedius et les souches non productrices de
coagulase, appelées staphylocoques a coagulase négative (SNC), qui regroupent une vingtaine
d’especes (Hama, 20006).

Selon la deuxiéme édition de Bergey‘s Manuel of Systematic Bacteriology, la classification

phylogénétique du genre Staphylococcus est la suivante :

REGNE: . e iiiiniieiieeneerinreneneens Bacteria
Phylum:.ceeiiiiiiieiiiiniinnnnnes Firmicutes
ClasSe:.euieereenienrnnriecnecnrnnsens Bacili

(0] (0| (- Bacillales
Familles.oeeerneieiiniiiiiiieennns Staphylococaccae
GENME fieieeneenrenrnnceecnccnsannes Staphylococcus
ESPECE terniniininieinrinecnnnennn Staphylococcus aureus

I1.3. Habitat et épidémiologie

Staphylococcus aureus est un germe opportuniste commensal, ubiquitaire, trés résistant
dans le milieu extérieur, son habitat naturel est 1’épithélium squameux humides des narines
antérieurs. Environ 20% de la population humaine sont porteurs de S. aureus en permanence
dans leur nez et 60% des individus sont des porteurs intermittents. La capacité de S.aureus a
coloniser [I'épithélium nasal est en partie due a I'expression de certains  facteurs
d'agglutination des protéines de surface ainsi que certains déterminants de surface qui

favorisent I'adhésion aux cellules épithéliales desquamées présentes dans la partie antérieure



du vestibule nasal. Toutefois, d’autres composants de la surface cellulaire pourraient

également y contribuer (Corigan et al, 2009).

S.aureus peut également coloniser d’autres sites tels que le tractus gastro-intestinal, le
pharynx, les aisselles ; elle est aussi retrouvée dans I’environnement (air, eau, sol), ainsi que

les produits alimentaires (Kluytman et al, 1997).
1.3.1. Chez les étres vivants

A la différence des autres especes de Staphylocoques qui ont un héte préférentiel, S. aureus
semble capable de coloniser tous les mammiferes. Chez I’homme, il est principalement
présent au niveau du tractus respiratoire supérieur, en particulier dans les fosses nasales
(Kloos et al, 1976), mais aussi au niveau du cuir chevelu et les mains (Harvey et Gilmour,
2000 ; Watson et al, 2006), la bouche, les dents et le périnée (Smith et al, 2001).

1.3.2. Dans ’environnement

Le S.aureus posséde des capacités d’adaptation au stress qui lui conférent la survie dans un
large éventail d’habitats environnementaux. Dans le milieu hospitalier, il est considéré 1’un
des principaux germes responsables d’infections nosocomiales persistantes notamment au
niveau des protheses, les infections osseuses ou cardiaques. Il serait aussi capable de survivre

dans I’eau pendant plusieurs mois ainsi que les sols, I’air et les surfaces (Dworkin et al, 2006).
1.3.3. Dans les produits alimentaires

La présence de S. aureus dans les aliments constitue un risque pour la santé humaine parce
que certaines souches sont capables de produire des entérotoxines, qui sont de petites
protéines thermostables dont 1’ingestion provoque une intoxination. Les symptomes que peut
provoquer cette derniere sont généralement des nausees, douleurs abdominales, vomissements
violents souvent accompagnés de diarrhée. L’aliment ne devient toxique que s’il est
contaminé par des souches productrices d’entérotoxines et si des conditions favorables a une

multiplication bactérienne importante se trouvent réunies (Soares et al, 1997).
1.3.4. Transmission de S.aureus

En raison de la localisation de S.aureus, c’est principalement le mode de transmission
manuportée qui est a ’origine des infections. Sa transmission peut étre due soit a un portage
direct par I’individu lui-méme, soit par une contamination transitoire par un autre réservoir

(Verdier et al, 2000). Bien que S.aureus soit capable de survivre plusieurs mois dans



I’environnement en état de dormance, la contamination par une source environnementale reste
relativement rare, sauf en milieu hospitalier ou elle est fréquente. En effet, la contamination
peut se faire par plusieurs entrées; soit entre individus ou bien par le matériel chirurgical
(Soares et al, 1997).

I.4.Critéres d’identification de S.aureus
I.4.1.Caractéres morphologiques

Apres coloration de Gram, les Staphylococcus aureus apparaissent comme des cocci a
Gram positif, avec un diamétre de 0,8 a 1um, isolés ou groupé en diplocoques ou le plus
souvent en amas en grappes de raisins. 1ls sont immobiles et non sporulés. La grande majorité
des souches de S.aureus sont capsulées, mais elles peuvent perdre leur capsule apres culture
(Le Loir et Gautier, 2010).

Figure 1 : Observation de S. aureus aprés coloration de Gram sous microscope optique au G
x1500 (Prescott et al, 2002).

1.4.2.Caracteres culturaux

S. aureus se cultive facilement sur un milieu ordinaire en aérobiose comme en anaérobiose
(S.aureus subsp anaerobius est anaérobie stricte) ; sur gélose ordinaire, les colonies de
S.aureus sont lisses, rondes, d’un diamétre de 1 a 3mm, arrondies, bombées, opaques, plus ou
moins pigmentées en jaune ou orange d’ou I’appellation de staphylocoque doré. En gélose
profonde, la croissance est observée sur toute la hauteur du tube signant le caractére aéro-
anaérobie facultatif. En bouillon, la culture de S.aureus forme un trouble uniforme abondant,

parfois un dépodt et un voile en surface (Le Loir et Gautier, 2010).

Il est capable de croitre dans une large gamme de températures allant de 7° C a 48,5 ° C,
avec un optimum de 30 a 37 ° C, un pH de 4,2 a 9,3 avec un optimum de 7 a 7,5 et les
concentrations de chlorure de sodium (jusqu'a 15% de NaCl). Ce caractere est mis a profit

dans un milieu de culture sélectif hyper-salé de Chapman pour isoler le Staphylocoque d’un



prélevement contenant une variété de germes. Ces caractéristiques permettent a S. aureus de

se développer dans une grande variété d'aliments (Le Loir et al, 2003).
I.4.3.Caractéres biochimiques

Toutes les souches de S. aureus ont un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie
facultatif, produisent une coagulase, une nucléase thermostable et une catalase, mais pas
d’oxydase (Ananthanarayan et Paniker, 2006). S. aureus est indole (-), acétone (+), Uréase
(+), VP (+), MR (+), réduisant le téllurite de potassium et les nitrates en nitrites, et produisent
de I’ammoniaque a partir de 1’arginine (Le Minor et Verron, 1990 ; Freney et al, 1999). La
plupart des souches sont lipolytiques produisant une zone opaque lorsqu’elles sont cultivées
dans des milieux contenant le jaune d’ceuf (Ananthanarayan et Paniker, 2006). S. aureus est
capable de dégrader de nombreux substrats glucidiques, protéiques et lipidiques grace a son
équipement enzymatique (Ferron, 1984). La plupart des sucres sont fermentés (glucose,
saccharose, lactose et mannitol), le glucose est utilisé en anaérobiose et aérobiose ainsi que le
mannitol (Couture, 1990 ; Guiraud et Rosec, 2004).

Globalement, I'espéce S. aureus peut étre différenciée des autres staphylocoques par la
présence simultanée d'une coagulase libre et d'une DNase thermostable (Couture, 1990;
Fauchere et Avril, 2002).

Pour I’identification de 1’espece, il est nécessaire de passer par certains tests biochimiques

résumeés dans le Tableau 1 (Le Loir et Gautier, 2010).



Tableau 1 : Principaux caracteres permettant de differencier les especes et sous especes du
genre Staphylococcus (Le Loir et Gautier, 2010).

Caractére o "
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Pigmentation de la colonie | + - - - - - -
Croissance anaérobie + (+) (+) + (+) + +
Croissance aérobie + 0 + + + + +
Staphylcoagulase + + + d + + -
Thermo nucléase + + - + + 0 +
Hémolyse + + + - d + (+)
Catalase + - + + + + +
Uréase d ND + d + + -
Oxydase - - - - - - -
Arginine dihydrolase + ND + + d - +
Production d’acétone + - - - - - +
Réduction du nitrate + - + + + + +
Clumping factor + - - - d - +
D-Mannitol + ND (+) - (d) d -
D-Mannose + - + + + + +
D-xylose - - - - - + -
Maltose + + + - 0 + -
Saccharose + + + + + ND -

Légende: +, au moins 90% de souches positives; -, au moins 90% de souches négatives ;(),

réaction positive retardée; d, 11-89% de souches positives ; ND, non déterminé.



Chapitre 11 : Facteurs de virulence de S.aureus

S.aureus est solidement armé pour annihiler un bon nombre de défenses que son hote
pourrait lui opposer (anticorps, phagocytose ou cytotoxicité) (Fanny et al, 2008), sa
pathogénie est liée a la synthése de nombreux facteurs de virulence. La diversité de ces
facteurs de virulence staphylococciques peut s’expliquer par la grande plasticité du génome
de S.aureus. Treize génomes complets sont aujourd’hui disponibles et révélent une grande
variabilité dans la distribution des éléments génétiques mobiles tels que les transposons, les
bactériophages et les ilots de pathogénicité. Ces éléments codent notamment pour des
protéines de surface, des exotoxines et des enzymes extra-cellulaires. Ces facteurs sont
impliqués dans les différentes étapes nécessaires a I’infection par le staphylocoque :
I’adhésion, 1’échappement aux défenses de I’hote, la pénétration et la diffusion dans les tissus.
En effet, deux caractéristiques remarquables des staphylocoques sont qu'un facteur de
virulence peut avoir plusieurs fonctions dans la pathogenese et d’autres peuvent remplir la

méme fonction (Gordon et Lowy, 2008).

Protéines de surface Protéines sécrétées
(phase exponentielle) (phase stationnaire)
|
Coagulase | Entérotoxine
S | 4 st ; .

Protéine A “a A - '/z Toxines Fegipoie: apeii
Protéine 4 . &~ exfoliatives

liant

I"élastine v
Protéine

liant le<_
collagéne\* » Cross-inking
peplides

Protéine liant membrond +~ Lipoteichoic
la acid
ﬁbronectine\a
Facteur

d’aglutination

Domaime Répétitions ~ Domaine
accrochant ligand
la parot

Figure 2 : Facteurs de virulence de S. aureus (Gordon et al, 2008).
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I1.1. Protéines de surface
I1.1.1. Facteurs d’adhésion

L’adhésion constitue la premiére étape d’une infection. S.aureus est capable de se fixer sur
les protéines de la matrice extra-cellulaire de 1’hote selon deux mécanismes. Un premier, non
specifique est medié par des forces physico-chimiques incluant des liaisons hydrophobes
(Carruthers et Kabat, 1983). Un second mécanisme, spécifique, met en jeu des adhésines
parmi lesquelles on distingue les adhésines associées au peptidoglycane de la bactérie par des
liaisons covalentes, regroupées sous le terme de MSCRAMM et les adhésines secrétées,
appelées SERAM (Chavakis et al, 2005).

11.1.1.1. MSCRAMM

Les MSCRAMM pour Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix
Molecules sont associées au peptidoglycane par des liaisons covalentes et ont des
caractéristiques communes (Foster et Hook, 1998). Les MSCRAMM les plus étudiées sont les
protéines de liaison a la fibronectine (FNBPA et FnBPB), la protéine de liaison au collagene
(Cna) et les protéines de liaison au fibrinogene (CIfA et CIfB). La fibronectine et le
fibrinogéne sont des glycoprotéines présentes sous forme soluble dans le plasma et insoluble
dans la matrice extracellulaire. Les FnBP et les CIf jouent un role dans I’adhésion des cellules

bactériennes aux cellules de ’hote mais également sur les biomatériaux (Menzies, 2003).
11.1.1.2. SERAM

Les SERAM pour Secretable Expanded Repertoire Adhesive Matrix Molecules regroupent
les Eap (Extracellular adherence protein), Emp (Extracellular matrix binding protein), Efb
(Extracellular fibrinogen binding protein) ainsi que la coagulase. Celles-ci se fixent par des
liaisons non covalentes aux protéines de la matrice extracellulaire comme le fibrinogéne, la
fibronectine, la prothrombine, le collagéne, 1’¢élastine, la laminine...etc. Ces liaisons seraient
de type hydrophobe dans le cas de I’interaction avec les acides lipoteichoiques ou de type
électrostatique. En plus de leurs fonctions d’adhésines, ces molécules possédent des propriétés
immunomodulatrices. Elles sont impliquées dans la pathogenése des maladies endo et extra-

vasculaires aigues ou chroniques (Chavakis et al, 2005).
11.1.2. Protéine A

La protéine A est I’une des protéines de surface majeure chez S.aureus que 1’on qualifie de

facteur de virulence pléiotropique, de part ses roles multiples dans 1’interaction avec 1’hote
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lors d’une infection. C’est une exoprotéine de 42KDa, qui existe a la fois sous forme sécrétée
ou associée a la paroi. Elle est constituée de cing domaines homologues extracellulaires
désignés E, D, A, B et C. (Shopsin et al, 1999; Ruppitsch et al, 2006). L’interaction de la
protéine A avec les immunoglobulines G (IgG) empéche I’opsonisation dont le role est de

faciliter la phagocytose par les polynucléaires neutrophiles (Foster, 2005).
11.2. Composants de la paroi
11.2.1. Peptidoglycane

La paroi cellulaire de S. aureus est composée de 50 a 60% en poids de peptidoglycane,
celui-ci a une structure rigide et est fait de chaines polysaccharidiques constituées de motifs
répétitifs de N — acétylglucosamine et d’acide N - acétyl-muramique, qui sont liés a
des résidus d’acides aminés (Mattsson et al, 2002). Le peptidoglycane sert de barriére
protectrice, ainsi que d'échafaudage pour la fixation des protéines de surface et des matrices
extracellulaires, nécessaires a la morphogenése cellulaire, a la division cellulaire et a la
pathogenese (Sharif et al, 2009).

11.2.2. Acide teichoique

Les acides teichoiques (TA) sont des glycopolymeres découverts chez les bactéries a Gram
positif en 1958 et représentent environ la moitié du poids total sec de la paroi (Neuhaus et
Baddiley, 2003). lls possedent des fonctions cruciales en controlant la rigidité et la porosité de
la paroi et en jouant un réle dans la morphogénése et la division cellulaire. lls contribuent
aussi a ’homéostasie des cations, a 1’interaction avec le systéme immunitaire, a la protection
contre les peptides antimicrobiens et les antibiotiques, ce qui leur confére un réle important

dans la virulence (Julie, 2017).

Deux types de TA ont été identifiés : les acides lipotéichoiques (LTA, lipoteichoicacid)
sont liés & la membrane plasmique via un Glc-diacylglycérol glycolipide, et les WTA (wall
teichoic acid) sont covalemment attachés au peptidoglycane (Neuhaus et Baddiley, 2003).

11.2.3.Capsule

Pour résister a la clairance phagocytaire, S. aureus a développé plusieurs moyens pour
protéger sa surface de la reconnaissance par le systeme immunitaire de I'h6te. Le premier
mécanisme de protection est représenté par la formation d'une capsule, une structure
polysaccharidique entourant la paroi cellulaire et qui masque efficacement la surface

bactérienne et les protéines associees a la surface telles que les opsonines, contre la
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reconnaissance par les cellules phagocytaires. Les deux principaux sérotypes produits par
les souches cliniques de S.aureus sont le sérotype constitué du polysaccharide capsulaire 5
(CP5) et du polysaccharide capsulaire 8 (CP8), représentant environs 75% de tous les isolats

cliniques, dont les souches CP8 sont les plus répandues (Annemarie et al, 2016).
11.3. Substances élaborées par S.aureus

S. aureus synthétise des protéines extracellulaires qui peuvent étres subdivisées en deux
types, celles qui ont une activité enzymatique, et celles qui ont une activité toxique, mais le
caractére extracellulaire de ces substances n'est pas toujours respecte, certaines d'entre elles

restent fixées a la membrane cytoplasmique (Le Minor et al, 1990).
11.3.1. Enzymes staphylococciques
11.3.1.1.Coagulase libre

La présence de cette enzyme définit I'espéce Staphylococcus aureus (EL Kouri et al, 1998).
C'est une enzyme extracellulaire, thermostable, capable de coaguler en quelques heures le
plasma humain ou de lapin. Cette protéine est d'origine chromosomique et codée par le gene
coa, elle est produite pendant la phase exponentielle de croissance du germe, son poids
moléculaire (PM) varie selon les souches de 31 a 58 KDa (Le Minor et Veron, 1990). Cette
enzyme posséde un domaine de liaison avec la prothrombine. La formation du complexe
coagulase-prothrombine, appelé staphylothrombine, entraine la polymérisation du fibrinogéne
en fibrine. Les thrombus formés contribuent probablement & empécher la phagocytose (Tally,
1993 ; Pancholi, 2002).

11.3.1.2. Catalase

C’est une enzyme qui empéche la formation, par les globules blancs, de radicaux oxygénés
toxiques pour la bactérie (EL Kouri et al, 1998) et permet la transformation du H,O, en H, O
et O, La catalase donne une protection pour ce germe a I’intérieur des cellules phagocytaires,

lui permettant d’échapper au systéme immunitaire (Tally, 1993 ; Pancholi, 2002).
11.3.1.3. Hyaluronidase

C'est une enzyme thermolabile (80 KDa), agissant a pH acide, qui hydrolyse l'acide
hyaluronique présent dans la matrice du tissu conjonctif, ce qui a pour effet de permettre la
diffusion des staphylocoques dans les tissus (EL Kouri et al, 1998; Avril et al, 2003).
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11.3.1.4. Lipases

S.aureus est capable de produire des lipases capables de métaboliser les graisses cutanées et
jouent un réle dans la dissémination de I'infection (Le Minor et Veron, 1990 ; EL Kouri et al,
1998).

11.3.1.5. Béta-lactamase

C’est une enzyme située dans la membrane cytoplasmique et responsable de 1’inactivation
des B-lactamines et joue le rble dans la résistance vis-a-vis de cette famille d’antibiotiques
(Collomb, 2011).

11.3.1.6. Nucléases

Ce sont des enzymes capables d'hydrolyser I’ADN et ’ARN des cellules de I’héte; leur
action s'exerce & pH alcalin en présence de calcium (EL Kouri et al, 1998). La
désoxyribonucléase thermostable c’est une endonucléase résistante aux températures ¢levées

(100°C/15mn) et responsable de la destruction de I’ADN (Guiraud et Rosec, 2004).
11.3.1.7. Protéases

Il existe trois types connus de protéases chez S.aureus; serine-protéase, cystéine protéase et
métalloprotéase (Boisset et Vandenesch, 2010). Les sérines protéases attaquent les chaines
lourdes des immunoglobulines G, ce qui peut affaiblir les défenses de 1’hdte (Vincenot et al,
2008). Les cystéines-protéases possédent une forte activité sur 1’élastine (Pancholi, 2002) et

les métalloprotéases détruisent les inhibiteurs de protéases (Vincennot et al, 2008).
11.3.1.8. Staphylokinases (fibrinolysines)

La staphylokinase est une enzyme impliquée dans [’activation du plasminogéne en
plasmine, conduisant a la dislocation du thrombus en de petits fragments contenant des
bactéries. Elle est généralement produite par les souches d'origine humaine. Du point de vue
génétique, elle peut étre soit d'origine chromosomique, soit d'origine phagique (Le Minor et
Veron, 1990). Cette enzyme possede la propriété de cliver les 1gG et le fragment C3b du
complément qui vont se fixer a la paroi bactérienne et empécher par la suite la phagocytose
(Foster, 2005).
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11.3.1.9. Lysozyme

S. aureus produit un lysozyme capable de lyser la paroi des cellules bactériennes (Le Minor
et Veron, 1990).

11.3.2. Toxines
11.3.2.1. Toxines a tropisme membranaire

S.aureus produit des toxines ayant pour cible les membranes cellulaires. Ces toxines
provoquent soit la formation de canaux membranaires dans les cellules cibles laissant passer
des ions, soit une déstabilisation de structure membranaires par action enzymatique. Elles sont

en quatre classes les hémolysines alpha, béta, delta et gamma (Le Loir et Gautier, 2010).

% Hémolysine alpha ou la toxine alpha
La toxine alpha ou hémolysine alpha, codée par le géne hla représente I’archétype de ces
toxines. Elle est secrétée sous forme de monomeére qui se regroupe en un heptameére lytique
dans la membrane plasmique des cellules cibles, telles que les érythrocytes, les plaquettes, les
kératinocytes et fibroblastes humains. Les érythrocytes de lapin sont particulierement

sensibles a I’hémolysine alpha (Song et al. 1996).

% Hémolysine béta

L’hémolysine béta provoque une hémolyse partielle sur gélose au sang de mouton a 37°C.
Cependant, ce halo d’hémolyse augmente considérablement a 4°C, d’ou la dénomination
d’hémolyse « chaud-froid ». C’est une phospholipase qui possede plus particuliérement une
activité de sphingomyélinase, elle est donc plus ou moins active sur les hématies des
différentes espéces en fonction de la teneur en sphingomyéline de leur membrane.
L hémolysine béta est hautement active sur les érythrocytes de mouton mais inactive sur ceux
de lapin. Cette toxine est plus frequemment produite par les souches de S.aureus d’origine
animale. In vitro, elle est produite en phase post-exponentielle de croissance (Dinges et al,
2000).

% Hémolysine delta
L’hémolysine delta est un petit peptide de 26 acides aminés, qui se présente sous la forme
d’une hélice alpha avec des domaines hydrophobes (Janzon et al, 1989). Grace a cette
caractéristique structurale, elle crée des cylindres hydrophobes dans les membranes cellulaires

et perméabilise ainsi les cellules. Elle agit comme un surfactant au niveau de la membrane

15



cellulaire. Produite par 97% des souches de S.aureus, 1’hémolysine delta a pour cible
différents types cellulaires (Le Loir et Gautier, 2010).

% Hémolysine gamma
Elle est antigénique chez I’homme, formée de deux sous unites, agissant en synergie dont le
cholestérol inhibe leur action, elle est produite par 30% des souches hospitaliéres de S.aureus.
Cette toxine possede un spectre d’activité assez large de par son action sur les lymphocytes T,

les polynucléaires neutrophiles, les monocytes, les macrophages (prévost et al, 2004).
11.3.2.2. Leucocidine de Panton Valentine (LPV)

La LPV est impliquée dans les furonculoses chroniques et dans la pneumonie nécrosante
(Gilet et al, 2002). Cette toxine se compose des protéines LUkS-PV et LUkF-PV. Il existe 20 a
27% d’homologie de séquence entre les deux composés. Les deux composants sont sécrétés
séparément, puis s’assemblent en octaedre a la surface des cellules cibles. La formation d’un
pore dans la membrane cellulaire requiert la présence des deux composants de la toxine
(Prevost et al, 1995). In vitro, la LPV induit la lyse de plusieurs types cellulaires participant
aux défenses de I’hdte comme le polynucléaire neutrophile, les monocytes et les
macrophages. La LPV, a forte concentration induit la nécrose cellulaire des polynucléaires par
activation des canaux calciques et fuite osmotique du cytosol. A faible concentration, la

formation de pore dans la membrane mitochondriale induit 1’apoptose (Genestier et al, 2005).

LukF-PV LukS-PV

Leucocidine de
Panton-Valentine

LukF-PV LukS-PV

Figure 03 : Mécanisme d’assemblage des deux protéines lukF-PV et lukS-PV pour former un

pore octaédrique (Miles et al, 2006).
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11.3.2.3. Groupe des toxines a deux composants

La leucocidine de Panton Valentine (LPV) et I’hémolysine gamma sont des toxines
composées de deux protéines distinctes, le composé « S » pour « slow » et le composé F pour
« fast ». Nommés ainsi en fonction de leur vitesse d’élution en chromatographie. Elles
agissent de facon synergique sur les membranes cellulaires. Les composés S se fixent en
premier a la surface des cellules cibles puis 1’interaction secondaire des composés F aboutit a
la perméabilisation membranaire (Miles et al, 2006). L’hémolysine gamma est produite par
toutes les souches de S.aureus alors que la LPV n’est produite que par 2 a 3 % des souches.
Une autre toxine a deux composants nommée LUkDE a été caractérisée, elle possede une
activité dermonécrotique et des propriétés leucotoxiques moindre que la LPV et elle n’est pas

active sur les érythrocytes (Gravet et al, 1998).
11.3.2.4. Exfoliatines

Les exfoliatines sont a I’origine du syndrome d’exfoliation généralisée et de 1’impétigo
bulleux staphylococcique. Actuellement quatre exfoliatines ont été décrites : ETA, ETB, ETC
et ETD. En pathologie humaine, on retrouve principalement ETA et ETB et moins
fréquemment ETD (Yamasaki et al, 2005). Le mécanisme d’action de ces toxines protéiques
au niveau de 1’épiderme n’est pas complétement €élucidé. Ces toxines a tropisme membranaire
agissent par clivage intra-épidermique de la desmogleine entre le stratum spinosum (couche
épineuse) et le stratum granulosum (couche granuleuse) des kératinocytes, provoquant

’apparition de Iésion bulleuses (Bukowski et al, 2010).
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Figure 4: Représentation schématique de la distribution de la desmogléine dans une peau

saine (A) et une peau exposée a la toxine exfoliative (B) (Bukowski et al, 2010).
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Au niveau de toutes les strates, a I'exception du stratum granulosum, I'nydrolyse mediée par
la toxine exfoliative de la desmogléine 1 (Dsg-1) est compensée par la desmogléine 3 (Dsg-
3). La Dsg-3 est absente dans le stratum granulosum, ce qui explique le détachement
cellulaire et la division des couches épidermiques lors de I'nydrolyse du Dsg-1 (Bukowski et
al, 2010).

11.3.2.5. Entérotoxines

Les entérotoxines staphylococciques sont des petites protéines d’un poids moléculaire
compris entre 22.000 et 29.600 Da (Gustafson et al, 2015). Les études sur les entérotoxines
staphylococciques ont débuté par 1’analyse des souches de S. aureus impliquées dans les toxi-
infections alimentaires. Elles sont thermostables, résistantes aux enzymes protéolytiques et
assez stables sur une large gamme de pH (Bendahou et al, 2009 ; Digiannatal et al, 2011). La
production d’entérotoxines staphylococciques peut débuter a partir d’une faible concentration
bactérienne (10%) aprés une incubation de 2h a 37 C°, chez I’humain I’infection se manifeste
aprés ingestion d’une petite quantité de toxine (0.5 ng/ ml) (Le Loir et al, 2003 ; Digiannatal
etal, 2011).

Plus de neuf types antigénique majeurs d’entérotoxines ont été reconnus et designés SEA,
SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEJ, SEQ, SEK (Zhang et al, 2011), toutes ces
toxines présentent une activité super antigénique en interagissant avec les cellules
présentatrices d’antigéne et stimulent la prolifération non spécifique des cellules T (Nehal et

al, 2010).
11.3.2.6.Toxine du syndrome du choc toxique

La toxine TSST-1 a été reconnue comme la cause majeure du syndrome du choc toxique
staphylococcique TSS , caractérisée par une fiévre, hypotension , desquamation, la TSST-1
est une protéine extracellulaire a unique chaine appartenant a la grande famille des exotoxines
pyrogeénes produites par plusieurs souches de Staphylococcus aureus (Nagase et al, 2001). La

TSST-1 est la seule a pouvoir traverser les membranes muqueuses (Zhang et al, 2011).

L’effet pyrogene et superantigéne des TSST induit ’activation simultanée de plusieurs
populations lymphocytaires, ce qui entraine la libération de plusieurs médiateurs
(interleukine, interféron gamma, TNF alpha et béta) responsables de la symptomatologie du
choc staphylococcique (fiévre, desquamation, hypotension... ect) (Hirsh et Biberstein, 2004),

illustré en dessous en figure 5.
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Figure 05: Mécanisme d’action des superantigenes de S. aureus. (Macias et al, 2011).
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Chapitre 111 : Résistance de S. aureus aux antibiotiques
I11.1. Introduction

La plasticitt du génome de S.aureus lui confére la capacité de s’adapter a toutes les
conditions environnementales, et notamment d’acquérir des geénes de résistance aux
antibiotiques et de développer des mécanismes de régulation pour s’adapter a des
concentrations croissantes d’antibiotiques. Le secret de ce pouvoir d’adaptation est li¢ au
génome de S. aureus qui est formé de deux domaines fonctionnels distincts. La majeure partie
du chromosome contient les génes qui assurent la maintenance de la bactérie. La deuxieme
partie du génome est constituée d’éléments génétiques accessoires et mobiles comme des
plasmides, transposons, prophages ou des flots de pathogénicité portant la plupart des génes
associés a des facteurs de virulence et a la résistance aux antibiotiques (Dumitrescu et al,
2010).

I11.2. Les antibiotiques
111.2.1. Définition

Par opposition au phénomeéne de symbiose, le mot antibiotique dérive du terme « antibiose
» créé en 1889 par VUILLEMIN pour désigner les phénomenes d’antagonisme entre les
micro-organismes vivants. En 1942, WAKSMAN défini les antibiotiques comme « des
substances chimiques naturelles produites par des microorganismes qui ont le pouvoir
d’inhiber d’autres micro-organismes » (Joly, 1989). Le mot antibiotique est maintenant
employé dans un sens plus large qui inclut, en outre, toute substance synthétique ou semi
synthétique dotée de ces propriétés (Singleton, 2005).

Selon Joly (1989) et Yala et al (2001), les antibiotiques sont définis par leur :

» Activité antibactérienne (certains antibiotiques agissent contre les champignons
unicellulaires, ils sont donc appelés antibiotiques antifongiques) ;

» Bonne absorption et diffusion dans 1’organisme ;

A\

Activité en milieu organique ; dans le sang ou les tissus ;
» Toxicité sélective grace a un mécanisme d’action spécifique. Les antiseptiques et les
désinfectants qui sont trop toxiques pour étre administrés par voie générale sont exclus

de cette définition.
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111.2.2. Classification des antibiotiques

Selon Kezzal (1993), les antibiotiques sont classés d’apres plusieurs critéres: nature

chimique, origine, le site d’action, spectre d’action et 1’effet antibactérien.

» Classification selon la nature chimique
Selon Barzic et loan (2015) et Archambaud (2009), cette classification permet de distinguer
les antibiotiques en familles, groupes, générations.
» Classification selon I’origine
Les antibiotiques naturels (produits par les micro-organismes principalement par les
champignons et les bactéries) ; les antibiotiques synthétiques (Produits obtenus entiérement
par voie chimique); Les antibiotiques semi-synthétiques (lls sont obtenus a partir de
composés naturels chimiquement modifiés). Les antibiotiques naturels sont souvent plus

toxiques que les antibiotiques synthétiques.

» Classification selon le site d’action
Les cibles principales des antibiotiques chez les bactéries sont : la paroi cellulaire, la

membrane cytoplasmique, la synthése protéique, la réplication d’ADN et la transcription.

Les antibiotiques agissant sur la paroi cellulaire

« Béta-lactamines
» Glycopeptides
» Fosfomycine

Les antibiotiques agissant sur les membranes

* Polymyxines
» Lipopeptides

Les antibiotiques inhibant la synthese protéigue

« Aminosides

« Tétracyclines

« Macrolides, Lincosamides et synergystines
» Acide fusidique

» Oxazolidinones

+ Ketolides

» Phénicolés
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Les antibiotiques agissant sur les acides nucléigues

* Quinolones
« Rifamycines
« Nitroimidazolés

« Sulfamides

Synthese de la paroi DNA gyrase Elongation de I'ARN ADN, ARN polymérase dirigée

Cyclosérine i Acide nalidixique Actinomycine ifampi
Vancomycine Ruinokcres Ciprofloxacine ’ gfraemtpolcjr' in
Bacitracine Novobiocine D
Pénicillines
Céphalosoprines Synthe i
ynthese protéique
Monobgcl‘ames (inhibition du 50S)
Carbapénémes

Erythromycine (macrolides)
Chloramphénicol
Clindamycine

Lincomycine

Métabolisme
Trimethroprime
Sulfonamides

Synthese protéique
(inhibition du 30S)

Tétracyclines
Spectinomycine
Streptomycine

Structure de la membrane Gentamicine
cytoplasmique Kanamycine
) Amikacine
DP°|Ym)’X'(‘95 Nitrofuranes
aptomycine .

PABA Membrane
cytoplamique

Paroi cellulaire A
Mupiracine

Puromycine

Figure 6: Modes d’action des antibiotiques sur les bactéries (Madigan et Matinko, 2007).

» Classification selon le spectre d’activité

Il existe deux grandes catégories d’antibiotiques :

Les antibiotiques a spectre étroit : ils ne tuent qu’un nombre limité de bactéries. Ils peuvent

cibler et tuer les bactéries a 1’origine de la maladie tout en laissant en vie les autres bactéries,
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qui peuvent étre bénéfiques. Ces antibiotiques sont habituellement prescrits lorsque la bactérie

a I’origine de I’infection est exactement connue (Pascale, 2014).

Les antibiotiques a spectre large : ils sont efficaces contre de nombreuses bactéries, y
compris certaines bactéries résistantes aux antibiotiqgues a spectre étroit. Ce type
d’antibiotique est prescrit lorsque 1’on ne connait pas exactement quelle est la bactérie a
I’origine de I’infection ou lorsque la maladie est causee par plusieurs bactéries différentes
(Pascale, 2014).

» Classification selon I’effet antibactérien

Les antibiotiques peuvent étre, soit bactéricides, soit bactériostatiques (Singleton, 2005).
Un antibiotique bactériostatique arréte la croissance des bactéries, un antibiotique bactéricide
tue les bactéries. La distinction entre les deux types d'activité peut se faire en comparant in
vitro la CMI (concentration minimale inhibitrice) et la CMB (concentration minimale
bactéricide). Un antibiotique peut étre considéré comme bactéricide lorsque sa CMB est
sensiblement égale a sa CMI. Un antibiotique dont la CMB est trés supérieure a la CMI, de
telle sorte que sa concentration au site d'infection in vivo ne permet pas d'atteindre la valeur de

la CMB, sera considéré comme bactériostatique (Pascale, 2014).
I11.3. Mécanismes de résistance
111.3.1.Définition de la résistance bactérienne

Un micro-organisme est considéré « résistant » lorsque sa concentration minimale
inhibitrice (CMI) est plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des
autres souches de la méme espéce. En effet, une souche est dite « résistante » lorsque la
concentration d’antibiotique qu’elle est capable de supporter est plus ¢levée que la

concentration que 1I’on peut atteindre in vivo a la suite d’un traitement (Carle, 2009).

Cette definition bactériologique de la résistance doit étre complétée par deux autres; une
clinique et une génétique. La définition clinique associe la notion de succes et d’échec
clinique. En premiere approximation, une bactérie résistante est une bactérie qui échappe au
traitement, ce qui peut se manifester par un échec clinique. La définition génétique correspond
a la présence de génes de résistance au sein de la bactérie, détectés par des techniques
biophysiques et ou génétiques (Guillot, 1988).

Parfois, la résistance a un antibiotique confere de la résistance a un autre antibiotique, et

c’est ce que 1’on appelle la résistance croisée. Les bactéries sont dites multi-résistantes
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lorsqu’a la suite d’une accumulation de résistances naturelles et acquises, elles ne sont
sensibles qu’a un petit nombre d’antibiotiques. Elles sont alors résistantes a plusieurs

antibiotiques ou classes pharmacologiques d’antibiotiques (Carle, 2009).
111.3.2. Support génétique de la résistance bacterienne

La résistance bactérienne & un antibiotique est d’origine génétique. Les génes de résistance
se trouvent soit dans le chromosome (résistance chromosomique), soit dans un élément
mobile, comme les plasmides, les éléments transposables ou les intégrons (résistance extra-

chromosomique). La résistance peut étre soit naturelle ou acquise (Carle, 2009)
111.3.2.1. Résistance naturelle ou intrinséque

Les genes de résistance font partie du patrimoine genétique de la bactérie. La résistance
naturelle est un caractére présent chez toutes les souches appartenant a la méme espéce. Cette
résistance peut étre due a 1’inaccessibilité de la cible pour I’antibiotique, a une faible affinité
de la cible pour I’antibiotique ou encore a I’absence de la cible. La résistance bactérienne
naturelle est permanente et d’origine chromosomique, elle est stable, transmise a la
descendance (transmission verticale) lors de la division cellulaire, mais elle n’est

généralement pas transférable d’une bactérie a 1’autre (transmission horizontale) (Carle,
2009).

111.3.2.2. Résistance acquise

Les bactéries peuvent développer de la résistance a un antibiotique préalablement sensible,
ce qui implique des changements génétiques. Cette résistance est souvent instable. Ces
changements peuvent étre de deux types : soit une mutation spontanée, soit 1’acquisition de

genes par un autre micro-organisme (Carle, 2009).

a. Mutation chromosomique spontanée

Les genes de résistance se situent dans le chromosome de la bactérie. Une mutation
n’affecte qu’un caractére et la résistance ne concerne généralement qu’un antibiotique ou
qu’une famille d’antibiotiques ayant le méme mécanisme d’action (Tenover, 2006). La
résistance due a une mutation, se transmet seulement verticalement (d’une bactérie a sa
descendance) ; elle ne se transmet pas horizontalement (d’une bactérie a une autre)
(Andremont et al, 1997).
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b. Acquisition de génes de résistance
La résistance bactérienne par acquisition d’information génétique exogeéne peut se faire soit
par échange direct de matériel chromosomique, soit par échange d’éléments mobiles tels que
les plasmides. Comme les mutations chromosomiques, les genes de résistances plasmidiques
se transmettent verticalement comme ils peuvent aussi se transmettre horizontalement (d’une
bactérie a sa voisine) qu’elle soit ou non de la méme espece. Les genes de résistance peuvent

s’acquérir par transformation, transduction ou par conjugaison (Carle, 2009)
111.3.3. Principaux modes de résistance des bactéries

Selon Le Loir et Gautier (2010), il existe quatre mécanismes principaux par lesquels les

micro-organismes développent de la résistance, y compris S.aureus, il s’agit de :
-Inactivation enzymatique ;

-Modification ou remplacement de la cible de I’antibiotique ;

-Réduction de la perméabilité cellulaire ;

-Phénomeéne d’efflux.

Antibiotique
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(1) Diminution de la pénétration de I’antibiotique dans la bactérie.

(2) I'antibiotique peut étre inactivé par l’action d’une enzyme.

(3) La modification de la cible empéche la fixation de I’antibiotique.

(4) La protection de la cible empéche la fixation de I’antibiotique.

(5) Les systémes d’efflux provoquent une élimination de I’antibiotique hors de la cellule.

Figure 7: Représentation schématique des quatre grands types de mécanismes de résistance
des bactéries aux antibiotiques (Pascale, 2014).
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111.3.3.1. Inactivation enzymatique

C’est le mécanisme le plus répandu dans la nature, il se traduit par la perte d’affinité
de I’antibiotique pour sa cible. L’enzyme en modifiant le noyau actif de 1’antibiotique par
clivage ou par addition d’un groupement chimique, empéche la fixation de I’antimicrobien sur

sa cible et provoque une perte d’activité¢ (Muylaert et Mainil, 2012).

Ce mode de résistance est présenté principalement par la production de p-lactamases, qui
sont des enzymes codées par des genes plasmiques ou chromosomiques. Elles constituent un
mécanisme de résistance trés efficace. Elles inactivent les B-lactamines en détruisant le lien
amide sur le cycle PB-lactame (Carle, 2009). Parmi les bactéries & Gram positif, le
Staphylococcus aureus ainsi que I’entérocoque sont les pathogenes les plus susceptibles de
produire des B-lactamases transmises par des plasmides et d’hydrolyser les pénicillines ou les

céphalosporines (Carle, 2009).
I11.3.3.2. Défaut d’affinité

C’est un phénomene engendré par des chromosomes ou des plasmides, ce mécanisme de
résistance produit une baisse de I’affinité de 1’antibiotique pour son site d’action. Ci-dessous

quelques exemples de ce mécanisme de résistance:

1. Altération des protéines de liaison aux pénicillines (PLP) aussi connues sous PBP
(Penicillin Binding Protein). Selon Lozniewski et Rabaud (2010), trois mécanismes peuvent

intervenir;

e Diminution de 1'affinité des PLP pour les B-lactamines, ainsi les B-lactamines ont du
mal a se fixer aux PLP qui restent disponibles pour la synthése du peptidoglycane ;

e Augmentation de la synthese des PLP existantes avec hyper-expression de PLP
possédant naturellement une faible affinité pour les f-lactamines ;

e Synthése d’une ou de plusieurs nouvelles PLP insensibles aux [-lactamines (ex:
Staphylococcus aureus: 1’acquisition et 1’intégration dans le chromosome d’un géne
mecA, d’origine mal connue, induit la synthése d’une nouvelle PLP, la PLP2a qui est
capable d’assurer a elle seule 1’assemblage du peptidoglycane et elle confére une
résistance a toutes les B-lactamines).

2. Altération de I’ADN-gyrase et de la topoisomérase : L’ADN-gyrase est une enzyme

nécessaire a 1’activité des quinolones. Des mutations spontanées d’un seul acide aminé de
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I’ADN-gyrase engendrent de la résistance. Il en est de méme pour les mutations de la
topoisomérase 1V (Carle, 2009).

I11.3.3.3. Phénoméne d’imperméabilité

Contrairement aux bactéries Gram positives, dont la structure enveloppante est assez
simple, composée d’une paroi externe épaisse de peptidoglycane que les antibiotiques
traversent par simple diffusion, les bactéries Gram négatives jouissent quant a elles d’une

enveloppe plus complexe et plus difficilement franchissable.

Ainsi, au sein des bactéries Gram négatives, les antibiotiques hydrophiles pénetrent dans la
bactérie par diffusion passive via des protéines transmembranaires nommeées porines, alors

que les molécules hydrophobes diffusent simplement a travers la couche phospholipidique.

La réduction de la perméabilité cellulaire se produit par des mutations au niveau des génes
qui codent pour les porines et qui conduisent a leur perte, ou a la réduction de leur taille ou
encore a une diminution de leur expression, se traduiront par 1’acquisition de bas niveaux de
résistance vis-a-vis de nombreux antibiotiques. Citons comme exemple, la réduction de
I’expression de la porine OmpF chez E. Coli qui entraine une réduction de sensibilité aux
quinolones, aux béta-lactames, aux tétracyclines et aux chloramphénicols (Muylaert et Mainil,
2012).

111.3.3.4. Résistance par efflux

Le systéme d’efflux est un mécanisme de transport actif membranaire, universellement
répandu chez les organismes vivants. Il a un réle clé dans la physiologie bactérienne par la
préservation de I’équilibre physicochimique du milieu intracellulaire, en s’opposant a
I’accumulation de substances naturelles ou synthétiques toxiques; transport de substances

nutritives et export de substances toxiques (Cattoir, 2009).

L’antibiotique rentre dans la bactérie, mais avant qu’il puisse se fixer sur sa cible, il est pris
en charge par des protéines membranaires et excrété vers 1’extérieur de la bactérie (figure 8).
Ce systeme fonctionne avec une protéine de la membrane cytoplasmique qui est le
transporteur ou pompe, une protéine de la membrane externe qui forme le canal d’excrétion et
une protéine périplasmique chargée d’assurer la liaison entre les précédentes. C’est le cas de
la résistance naturelle des Staphylocoques vis-a-vis des quinolones (Gaudy et Bruxeraud,
2005). ceci est montreé en figure 8.
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Figure 8: Structure des systémes d’efflux actifs ; 1: pompe ; 2: protéine de diffusion ; 3: canal
transmembranaire ; ATB: antibiotique ; ME: membrane externe ; EP: espace périplasmique ;
MC: membrane cytoplasmique (Gaudy, 2011).

111.3.4. Mécanismes de résistance de S.aureus aux antibiotiques
111.3.4.1. Résistance aux béta-lactamines

» Mécanisme d’action des p-lactamines

Les B-lactamines agissent sur la paroi bacterienne, plus précisément sur les protéines liant
la pénicilline (PLP). Les PLP sont des protéines a activité enzymatique (essentiellement des
transpeptidases) impliquées dans la synthése de la paroi. Elles sont situées sur la face externe
de la membrane cytoplasmique. Cette fixation covalente entre les PLP et les -lactamines
induit un blocage des réactions de transglycosylation et de transpeptidation consécutif a
I’acylation des PLP par les B-lactamines, ainsi qu’une stimulation de 1’activité des auto-
lysines (enzymes impliquées dans le renouvellement de la paroi). Les souches de S. aureus
possedent 4 PLP : PLP1, PLP2, PLP3 (essentielles & la survie) et PLP4 (accessoires)
(Chambers, 1997).

» Meécanisme de résistances des béta-lactamines
Deux mécanismes principaux de résistance sont décrits, la production de pénicillinase et la

modification de la cible des béta-lactamines.

a) Résistance a la penicilline par production de pénicillinase
La penicillinase est une protéine enzymatique capable d’hydrolyser le cycle B-lactame

présent chez la pénicilline G et toutes les molécules dérivées. Elle est sensible a 1’action des
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inhibiteurs des B-lactamases (acide clavulanique, sulbactam, tazobactam) (Donnio, 2010). La
pénicillinase staphylococcique est le produit d’expression du gene blaZ. Celui-ci est porté par

un plasmide ou un transposons (Lowry, 2003).

b) Meéticillino-resistance par modification de la cible

Cette résistance est observée chez S. aureus et chez les staphylocoques a coagulase
négative, et est due a la production d’une PLP additionnelle, la PLP2a, qui se surajoute aux
PLP « normales » de S. aureus. En présence des béta-lactamines (pénicillines,
céphalosporines, carbapénémes), les PLP sont inhibées, sauf la PLP2a. Cette protéine est
codée par le géne d’expression inductible mecA. Ce géne est porté par un élément génétique
mobile particulier, une cassette chromosomique appelée SCCmec insérée dans un locus
spécifique. L’expression de la résistance est variable en fonction des souches. Elle peut étre
homogeéne et dans ce cas, pour la souche considérée, la totalité de la population exprime la
résistance a la méticilline. Elle peut étre hétérogéne, et dans ce cas seule une fraction de la

population bactérienne va exprimer la résistance (Leclercq et Daurel, 2008).
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Figure 9: schéma représentatif de la résistance de S. aureus aux béta-lactamines (Mainardi,
2015).

111.3.4.2. Résistance aux glycopeptides

Les glycopeptides (la vancomycine et la teicoplanine), sont des antibiotiques exercant un
effet bactéricide lent (Tankovic et al, 1997). Ils agissent sur la synthése du peptidoglycane, En

se liant par des liaisons hydrogene aux D-Ala-D-Ala terminaux des précurseurs
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pentapeptidiques avec une haute affinité bloquant ainsi [’addition des précurseurs par
transglycosylation a la chaine du peptidoglycane naissant et prévenant les étapes ultérieurs de
polymeérisation catalysées par les D,D-transpeptidase, ceci aboutit a 1’accumulation

cytoplasmique de précurseurs (Leclercq, 2012).

Il existe des souches appelées VISA (ou GISA) (Vancomycin intermediate S. aureus), dont
la réticulation du peptidoglycane est incompléte. Dans la paroi trés épaisse, une forte
proportion de pentapeptides L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala reste intacte, sans perte du D-
Ala terminal et sans fixation de ponts pentaglycine. Le dipeptide D-Ala — D-Ala qui est la
cible des glycopeptides est alors présent en abondance dans la paroi du staphylocoque et est
capable de piéger et d’immobiliser les molécules d’antibiotiques lors de la phase de
pénétration (Donnio, 2010). Tandis que chez les VRSA (vancomycin-resistant S. aureus) la
synthése du pentapeptide est anormal (L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Lac). Le D-ala terminal
est remplacé par une molécule de lactate. Les glycopeptides ont une trés faible affinité pour ce
dipeptide anormal (Donnio, 2010).

La résistance aux Glycopeptides chez S. aureus pourrait étre liée a une diversité de
mécanismes moléculaires responsables de la réorganisation de la structure de la paroi
bactérienne. L’épaississement qui en résulte de ces modifications empéche la vancomycine de
traverser la paroi et celle-ci reste bloguée (Joly-Guillou, 2004). Elle est associée
principalement au géne vanA situé sur un transposon localisé sur un plasmide. Cette résistance
étant le résultat d’un changement du D-alanine terminal en D-lactate prévenant ainsi la liaison

de I’antibiotique (Beaudry-Ferland, 2011).

Cellule de Cellule de
S.aureus S.aureus
Sensible Résistante

A la vancomycine A la vancomycine

(Aucun gonflement) (Gonflement)

Figure 10: Comparaison d’une cellule de S.aureus sensible (1) et une autre résistante a la
vancomycine (2). (Image prise par microscope électronique a transmission grossissement : X
30000) (Smith et al, 1999).

30



111.3.4.3. Résistance aux macrolides, lincosamides et synergystines (MLYS)

» Mode d’action
Ces antibiotiques se fixent sur la sous-unité 50S des ribosomes et inhibent ainsi la synthése
protéique. Cette interaction induit un blocage du complexe aminoacyl-ARNt et les acides
aminés apportés par I’ARN de transfert ne s’ incorporent plus aux chaines polypeptidiques. La
synthese protéique ne peut plus se réaliser, la survie de la bactérie est compromise. Les MLS
sont des antibiotiques bactériostatiques, sauf les synergystines qui sont bactéricides vis-a-vis
des S. aureus (Alioua, 2014).

» Meécanisme de résistance
Le mécanisme de résistance le plus connu est une modification de la cible ribosomale. La
partie ribosomale est modifiée par une attaque enzymatique, 1’adénine en position 2058 de
I’ARNr 23S se retrouve alors méthylée. Les enzymes en cause sont des méthylases codées par
des genes de la famille erm (erythromycin resistance methylase). La méthylation empéche la
fixation du MLS et son action. Cette résistance peut étre inductible (induite en présence de
macrolides) ou constitutive (exprimée en permanence) (Leclercq, 2002).

111.3.4.4. Résistance aux fluoroquinolones

» Mode d’action
Ces antibiotiques ont comme cible la synthése des acides nucléiques, ils agissent sur une
enzyme qui permet de déplier ’ADN qui est « surenroulé », ces enzymes sont appelées
topoisomérases ou ADN gyrases. Les fluoroquinolones vont interagir avec les complexes
ADN/topoisomérases et inhibent cette activiteé indispensable a la réplication et a la survie de
la bactérie (Redgrave, 2014).

» Meécanisme de résistance

La résistance aux fluoroquinolones est médiée par des modifications de la cible (ADN
gyrase et / ou topoisomérase V) et / ou une diminution de I'accumulation intracellulaire. Les
genes (gyrA / gyrB / parC / parE) et les protéines de I'ADN topoisomérase IV présentent une
grande similitude, a la fois au niveau des séquences nucléotidiques et d'acides aminés avec
ceux de I'ADN gyrase. Il a été démontré qu'il existe des points chauds, appelés région
déterminant la résistance aux quinolones (QRDR), pour les mutations au sein de gyrA et parC
(Piddock, 1999).

111.3.4.5. Résistance aux rifamycines
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» Mode d’action
Ces antibiotiques se fixent sur la sous-unité f de I’ARN polymérase ADN-dependante
codée par le géne rpoB. Par conséquent, la transcription est bloquée et la bactérie meurt (Floss
et Yu, 2005).

» Meécanisme de résistance
Des mutations sur le géne rpoB qui code la sous-unité p de I’ARN polymérase-ADN
dépendante entrainent le mécanisme de résistance. Ces mutations altérent la structure de

I’ARN polymérase sur laquelle I’antibiotique ne pourra plus agir (Zhou, 2012).
111.3.4.6. Résistance aux tétracyclines

» Mécanisme d’action
Cet antibiotique agit au niveau de la sous-unité 30S du ribosome en inhibant 1’élongation
peptidique. lls ont une action bactériostatique envers le S. aureus (Mohammed, 2014).
» Meécanisme de résistance
Les modes de resistance aux tétracyclines qui ont été observés, soit 1’élimination des
tétracyclines intracellulaires par efflux ou protection du ribosome par modification de la cible
(Beaudry-Ferland, 2011). Le premier est codé par les genes tetL d’origine plasmidiques, le

deuxieme par le géne transposable tetM (Bismuth et Lecercq, 2000).
111.3.4.7. Résistance aux aminosides

» Mode d’action

Les aminosides sont des antibiotiques bactéricides rapides et puissants (Asseray, 2002).
IIs possédent un spectre d’activité antibactérien large justifiant que certaines molécules soient
réservées a I’hopital pour combattre les infections bactériennes séveres (Courvalin,
2006). Les aminosides inhibent la synthése protéique, suite a leur fixation sur la sous-

unité 30S du ribosome bactérien (Asseray, 2002).

» Meécanisme de résistance
Le mécanisme de résistance aux aminosides est di a la production des staphylocoques
d’enzymes inactivatrices. La synthese de ces enzymes est gouvernée par des genes

plasmidiques ou transposables.

Selon Courvalin (2006) il existe trois classes d’enzymes en fonction de la réaction

catalysée :

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

Chaque enzyme va modifier un certain nombre d’aminosides différents, ce qui va se

traduire par un phénotype de résistance spécifique de I’enzyme.
111.3.4.8. Résistance aux phénicolés

» Mécanismes d’action des phénicolés

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

aureus (Kasten et al, 1999).

» Meécanisme de résistance des phénicolés
Les phénicolés sont sujets aux mécanismes d’efflux multiple avec le géne norA qui
augmente la CMI. Une autre résistance a été décrite, elle est due au géne cat codé sur un
plasmide. Ce géne code pour une chloramphénicol acetyltransferase qui neutralise
I’antibiotique (Donnio, 2010).

111.3.4.9. Staphylococcus aureus résistant a la méticilline

» Emergence

L’histoire de SARM a commencé avec le développement des antibiotiques, au début des
années 1940, la pénicilline G était trés active sur les staphylocogques. Cependant, des les
années 1950 des souches résistantes sont apparues, elles étaient en effet capables d’hydrolyser
’antibiotique en synthétisant une enzyme appelée pénicillinase capable de rompre le cycle -
lactame. Aujourd’hui, la fréquence des souches productrices de pénicillinase atteint 90% au
sein des staphylocoques. Pour déjouer ce mécanisme de résistance, les laboratoires
pharmaceutiques ont synthétisé dans les années 1960 de nouvelles pénicillines, capables
de résister a I’action hydrolytique de la pénicillinase des staphylocoques par I’adjonction
d’un radical volumineux sur le cycle - lactame. Ce sont les pénicillines semi synthétiques
du groupe M (méticilline, qui n’est plus commercialisable, oxacilline, cloxacilline et

dicloxacilline) (Alioua, 2014).

En 1961, un hopital en Angleterre a signalé la découverte d’'une souche de S. aureus

résistante a la méticilline. Depuis cette date, les SARM se sont diffusés de facon épidémique
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dans les hopitaux, pour devenir vers 1980 multi-résistantes aux antibiotiques et pandémiques
(Alioua, 2014).

» Résistance

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

(Alioua, 2014).
I11.4. Facteurs contribuant a I’émergence et a la propagation de la résistance

L’émergence et la propagation de la résistance aux antibiotiques sont le résultat d’une
pression sélective exercée par les agents antimicrobiens et de la transmission de micro-
organismes résistants. L’exposition a un antimicrobien favorise la survie des souches
bactériennes résistantes présentes dans une population. L’émergence de la propagation de la
résistance aux antibiotiques est le résultat de plusieurs facteurs résumés dans le tableau
suivant (Carle, 2009).

Tableau 2: Facteurs induisant la résistance aux antibiotiques (Carle, 2009).

Facteurs Exemples
Emergence de la résistance Usage abusif d’antibiotique; diagnostic non confirmé
d’infection bactérienne; utilisation inadéquate

d’antibiotiques dans les pays en vois de développement.

Propagation des souches Mesures d’hygiéne inadéquates dans les hopitaux ; non

résistantes respect des directives de lutte contre les infections ;
promiscuité des patients (transféere des patients colonisés
ou infectés entre les hopitaux et milieu communautaire) ;
\Voyage internationaux ...

Utilisation d’antibiotiques dans [Animaux destinés a la consommation, agriculture,

’agro-alimentaire Aquaculture....
Utilisation d’antibiotiques et des |Agents antibactériens dans les produits d’entretien
désinfectants Ménager, dentifrice, les savons...
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Chapitre I : Matériels et Méthodes
L.1. Objectif de I’étude

L’objectif de notre étude est d'isoler des souches de S. aureus chez le poulet de chair a
partir de prélévements nasaux afin d’étudier la prévalence de ce germe et de déterminer la
résistance des isolats vis-a-vis de quelques molécules d’antibiotiques utilisées en
thérapeutique humaine et vétérinaire, et ceci dans le but de prévoir I’existence des SARM

(Staphylococcus aureus résistants a la méticilline).
1.2. Matériels

o Verreries : tubes a essai, tubes a hémolyse, boites de Pétri, pipettes Pasteur, flacons.

o Outils : anses a boucle, embouts (0,1-ml1), écouvillons, pince bactériologique, spatule,
micropipette, cuves de spectrophotometre, coton tiges, seringue, gants stériles.

o Etuve microbiologique (Memmert, Allemagne)

o Vortex (Heidolph, Allemagne)

o Bec Bunsen

o Autoclave (pbi international, Italie)

o Balance électronique (Denver Instrument, Etats unis)

o Spectrophotomeétre (Medline, Grande Bretagne)

o Réfrigérateur (Maxipower, Algérie)

o Bain-Marie (Memmert, Allemagne)

o Glaciere

1.3. Milieux de culture et réactifs

-Bouillon Mueller-Hinton (Conda Pronadisa, Espagne) + 6,5% NaCl

- Gélose Baird-Parker (Biokar diagnostics, France)

- Tellurite de potassium (Institut Pasteur d’Alger)

- Emulsion de jaune d’ceuf

- Gélose Mueller-Hinton (Biokar diagnostics, France)
- Bouillon cceur-cervelle (Biokar diagnistics, France)

-Gélose cceur-cervelle

36



- Gélose a ADN (Conda Pronadisa, Espagne)
-Agar bactériologique (Biokar diagnostics, France)
-Plasma de lapin (bioMérieux SA, France)
-Plasma humain

- Eau physiologique stérile

- Eau distillée stérile

-HCI 2N (MERCK, Germany)

-Disques d’antibiotiques (Liofilchem, Italie)

I.4. Méthodes

I.4.1. Durée et lieu de I’étude

Le prélevement des échantillons a été effectué au niveau de deux abattoirs différents situés
dans la wilaya de Tizi Ouzou durant la période qui s’est écoulée entre le mois d’avril et le
mois de Mai 2021. L étude a été réalisée au niveau du laboratoire de recherche de Biochimie
Analytique et de Biotechnologiec (LABAB) a I’université de Mouloud Mammeri de Tizi-

Ouzou.
1.4.2. Collecte des échantillons

La collecte des échantillons est réalisée au niveau de 1'abattoir Houamdi situé a DBK et

Chernai situé a Thala Athmane. Au total, 170 prélévements de poulet de chair ont été réalisés.

Quatre échantillonnages ont été réalisés a partir de différents élevages provenant de
différentes régions de la wilaya de Tizi Ouzou, Bouira et Médéa. La période entre chaque

échantillonnage est de deux a trois semaines (tableau 3).

Les échantillons ont été collectés la matinée lors de I’abattage, chaque téte est mise dans
un sachet alimentaire en plastique, puis I’ensemble des échantillons de chaque élevage est mis
dans un sachet en plastique tout en mentionnant 1’age, 1’effectif et 1’origine. Ces échantillons

sont ensuite transportés au laboratoire dans une glaciere empilée de pochettes de glace.
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Tableau 3: Nature et nombre de prélevements

Echantillonnages | Abattoirs Nature des Type des | Origine des Age des Nombre des
prelevements | échantillons | échantillons | échantillons | échantillons
Premier Abattoir Prélevement Poulet de Ait Aissa 54 jours 20
Houamdi nasal chair Mimoune
situé a DBK Médéa 60 jours 20
Ouadhias 55 jours 20
Deuxiéme Abattoir Prélevement Pouletde | Tizi Rached 50 jours 15
Houamdi nasal chair Ait Aissa 50 jours 15
situé a DBK Mimoune
Irdjen 49 jours 15
Bouira 50 jours 15
Troisieme Abattoir Prélevement Pouletde | Ouaguenoun 50 jours 15
Chernai nasal chair Tanouarth 56 jours 15
commune Ait Oumalou
Thala
Athmane
Quatriéme Abattoir Prélevement Poulet de Tizi Ouzou 45 jours 10
Houamdi nasal chair
DBK Ouaguenoun 50 jours 10

1.4.3. Analyse des echantillons au laboratoire

Ecouvillonnage et enrichissement

Sous des conditions aseptiques, nous avons réalisé un écouvillonnage de la partie nasale a

I’aide d’un coton tige stérile en introduisant ce dernier a I’intérieur des narines de poulet.

Ensuite, nous avons effectué des mouvements rotatifs afin de recueillir un maximum de

secretions nasales. Le coton tige est introduit dans un tube a essai contenant le bouillon

Mueller-Hinton + 6,5 % de NaCl. L’incubation est réalisée dans 1’étuve a 37°C/24 h.
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Figure 11: Ecouvillonnage de la cavité nasale du poulet de chair (photographie prise au

laboratoire).

e Isolement de S.aureus
Apreés incubation, la sélection des tubes a été faite en prenant en considération uniquement

ceux qui avaient présenté un trouble microbien.

L’isolement est réalisé sur la gélose Baird-Parker (BP), qui est le milieu de choix en
bactériologie car il permet une meilleure sélectivité vis-a-vis des S.aureus. L’ensemencement
a été réalisé en prélevant aseptiquement 50 ul a partir du bouillon Mueller-Hinton présumé
positif. Ce volume est ensuite déposé a la surface de la gélose Baird-Parker (BP) suivi d’un

¢talement a 1’aide d’un rateau puis d’une incubation dans 1’étuve a 37°C/24 h.

e Purification des souches
A partir des boites de Baird-Parker (BP) présentant des colonies caractéristiques (colonies
rondes, lisses, bombées, noires et ayant un halo claire) de S.aureus, une a trois colonies sont
prélevées puis ensemencées chacune par la technique des trois quadrants sur des boites

contenant la gélose cceur-cervelle (BHI). L’incubation est réalisée a 37°C/24 h.

Les cultures présentant des colonies homogénes dorées ou blanches avec un contour
régulier sont considérées comme étant pures et feront 1’objet d’une identification

biochimique.
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¢ Identification biochimique

En plus des caracteres morphologiques (caracteres macroscopiques des colonies : taille,
couleur, aspect), I’identification est aussi effectuée sur la base de quelques tests biochimiques
tels que la catalase, I’ADNase et la coagulase.

a) Test de la catalase

La catalase est une enzyme formée de quatre chaines d'acides aminés et utilisée pour
I'identification des bactéries. La catalase permet d'identifier certaines bactéries anaérobies de
par son absence. Elle catalyse la transformation de peroxyde d’hydrogéne en eau avec
libération d’O» .

2 H,0, — Oy + 2 H,0.

Une goutte d’eau oxygénée est déposée sur une boite de Pétri, puis mise en contact avec
une colonie bactérienne. La souche est dite catalase (+) si des bulles de gaz (O,) apparaissent

(effervescence).

b) Test de ’ADNase
L’ADNase est une enzyme capable d’hydrolyser I’ADN (Acide Désoxyribonucléique) en
H,O et nucléotides. Ce test est utilisé principalement pour différencier le Staphylococcus

aureus des autres staphylocoques.

A partir d’une culture pure, quelques colonies sont prélevées a I’aide d’une pipette Pasteur
et sont ensemencées en stries sur la gélose a ADN. La souche, S. aureus ATCC 25923, est
utilisée comme témoin positif. Aprés incubation a 37°C/24h, la révélation se fait en ajoutant
de I’acide chlorhydrique (HCI) a 2N. La souche est considérée ADNase (+) si une zone claire

apparait autour de la strie.

c) Test de la coagulase
Apres avoir repigqué la souche pure dans du Bouillon BHIB et incubé a 37°C/24h, un petit
volume de cette culture est déposé dans un tube a hémolyse dans lequel nous avons introduit a
I’aide d’une seringue le méme volume de plasma de lapin (ou humain). Les tubes sont incubés
pendant 1 a 4h. La souche est dite coagulase (+) s’il y’aura formation d’un coagulum (prise en

masse).
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d) Antibiorésistance des souches isolées
L’antibiorésistance des souches de S. aureus isolées a été realisée conformément aux
recommandations du CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2018) et de la
CASFM (Comité de I’Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie, 2018), en
appliquant la méthode de diffusion des disques d’antibiotiques sur la gélose Mueller-Hinton
(MH). La résistance des souches a été testée vis-a-vis de neuf molécules d’antibiotiques

listées dans le tableau 4.

Technique de ’antibiogramme

» Préparation de la suspension
A partir d’une culture pure et jeune de 18h sur BHI, quelques colonies bien isolées sont
raclées a 1’aide d’une anse a boucle puis déchargées sur la paroi du tube contenant de 1’eau

physiologique stérile et homogénéiser a I’aide d’un vortex.

La suspension bactérienne est ajustée a une densité optique (D.O) comprise entre 0.08-0.1

lue & 625 nm.

» Réalisation de I’antibiogramme
L’antibiogramme est réalisé par la technique d’écouvillonnage en trempant 1’écouvillon
stérile dans la suspension bactérienne préparée puis 1’essorer en le pressant sur la paroi du
tube pour décharger au maximum I’inoculum. Ensuite, la gélose Mueller- Hinton est
ensemencée de haut en bas, en stries serrées tout en tournant la boite de 60° jusqu'a
I’ensemencement de la totalité de la surface.

Des disques d’antibiotiques sont déposés sur la surface de la gélose Mueller-Hinton.

L’incubation des boites est réalisée a 37°C/24h.

Apres la lecture des zones d’inhibition, les souches ont été classées en sensibles,

intermédiaires ou résistantes selon les recommandations du CLSI (2018) et de la SFM (2018).
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Tableau 4 : Liste des molécules d’antibiotiques testés

Familles Antibiotiques Abréviations Charge en pg Marque

B-lactamines Pénicilline G P 10 UI Liofilchem, Italie
Céfoxitine FOX 30 Liofilchem, Italie

Aminosides Gentamycine CN 10 Liofilchem, Italie
Néomycine N 30 Liofilchem, Italie

Macrolides Erythromycine E 15 Liofilchem, Italie
Quinolones Ofloxacine OFX 5 Liofilchem, Italie
Tétracyclines Tétracycline TE 30 Liofilchem, Italie
Phénicols Chloramphénicol C 30 Liofilchem, Italie
Sulfamides Triméthoprime- SXT 25 Liofilchem, Italie

Sulfamethoxazole

e Conservation des souches

Aprés repiquage des souches identifiées dans le bouillon BHIB et incubation a 37°C/24 h,

nous les avons conservées dans des cryotubes en rajoutant un volume de cette culture

bactérienne a deux volumes de glycérol. Ces tubes sont ensuite maintenus a -20°C.
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Chapitre 11 : Résultats et discussion
11.1. Résultats
11.1.1. Prévalence de S.aureus
Durant cette étude, 170 échantillons de poulet de chair sont prélevés au niveau de deux

abattoirs de la wilaya de Tizi-Ouzou (abattoir Houamdi situé a DBK et abattoir Chernai au

niveau de Thala Athmane).

Aprés ’enrichissement sur le bouillon Mueller-Hinton + 6,5 NaCl, 122 prélevements se
sont révélés positifs. Apres isolement sur la gélose sélective de Baird-Parker nous avons
obtenus 59 colonies caractéristiques du genre Staphylococcus (Figure 12) qui ont été soumises
a des purifications sur la gélose BHI (Figure 13), puis a des tests biochimiques (Figure 14, 15
et 16). Uniquement 27 souches de S. aureus ont été confirmées a partir de 12 échantillons

positifs, avec une prévalence totale de 7,06 % (12/170).

Figure 12 : Aspect macroscopique des colonies | Figure 13 : Aspect des colonies pures de
caracteristiques de S.aureus sur gelose Baird- | S.aureus sur gélose BHI (photographie prise au

Parker (Photographie prise au laboratoire). laboratoire).
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Figure 14 : Test de la catalase (photographie | Figure 15 : Test d’ADNase (photographie prise
prise au laboratoire). au laboratoire).

Figure 16 : Résultats de la recherche de la coagulase (photographie prise au laboratoire).
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Tableau 5: Prévalence de S. aureus et nombre de souches isolées selon la région

Echantillonnages | Origine des Nombre de Nombre de Nombre de Prévalence
échantillons | prélevements | prélévements S.aureus de S.aureus
positifs isolée (%)
Premier Ait Aissa 20 6 11 30
Mimoune
Médéa 20 0 0 0
Ouadhias 20 0 0 0
Deuxiéme Tizi Rached 15 1 2 6.66
Ait Aissa 15 1 2 6.66
Mimoune
Irdjen 15 0 0 0
Bouira 15 0 0 0
Troisieme Ouaguenoune 15 0 0 0
Tanouarth ait 15 0 0 0
Oumalou
Quatriéme Tizi Ouzou 10 1 4 10
Ouaguenoune 10 3 8 30
Total 170 12 27 7.06

11.1.3. Antibiorésistance des souches isolées

Les résultats des antibiogrammes montrent des taux variables de résistance des souches
isolées selon les molécules d’antibiotiques testées. En effet, un taux élevé de résistances a la
pénicilline (85,18%) et a 1’érythromycine (40,74%) ont ét¢ observés. En outre, des
résistances relativement faibles ont été enregistrées pour le triméthoprime/sulfamethoxazole
(22,22%), 1’ofloxacine (11,11%), la néomycine (11,11%) et la tétracycline (3.70%). Enfin,
aucune résistance n’a €té observée pour la gentamycine, le chloramphénicol et la céfoxitine

(Tableau 6).
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Tableau 6: Résistance des souches de S. aureus aux molécules d’antibiotiques testées

Antibiotiques Poulet de chaire
Résistance Sensibilité
Nombre (%) Nombre (%)

23(85,18) 4(14,81)
3(11,11) 24(88,88)

0(0) 27(100)
TE 1(3.70) 19(70,37)
OFX 3(11,11) 24(88,88)
SXT 6(22,22) 20(74,07)

CN 0(0) 27(100)

FOX 0(0) 27(100)
ERY 11(40,74) 16(59,25)

P : Pénicilline G, N : Néomycine, C : Chloramphénicol, TE : Tétracycline, OFX : Ofloxacine, SXT :
Trimethoprime/Sulfamethoxazole, CN : Gentamycine, FOX : Céfoxitine, ERY : Erythromycine

Douze souches (44,44%) présentent une résistance vis-a-vis une seule molécule
d’antibiotique, deux souches (7,40%) sont résistantes vis-a-vis deux molécules
d’antibiotiques, neuf souches (33,33%) sont résistantes vis-a-vis de plus de trois molécules
d’antibiotiques. Enfin, quatre souches sont sensibles vis-a-vis toutes les molécules

d’antibiotique testées. Les profils de résistance des souches sont résumés dans le tableau 7.
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Tableau 7: Profil d’antibiorésistance des souches de S. aureus isolées

Souche Profil de résistance | Souche Profil de résistance
S502 P S548 P-OFX-ERY
S503 P S549 P-ERY
S504 P S550 /

S505 P S551 /

S506 P S552 /

S507 P S553 P-SXT-ERY
S508 P S554 P-N-SXT-ERY
S509 P S555 P-N-SXT-ERY
S514 P S556 P-SXT-ERY
S515 P-TE-OFX-ERY S557 P-ERY
S516 P S558 P-N-SXT-ERY
S541 P S559 /

S542 P S560 P-SXT-ERY
S547 P-OFX-ERY

Dans cette étude, neuf souches (33,33%) multi-résistantes ont été isolées et quatre

phénotypes de multi-résistance ont été observés. Les phénotypes de multi-résistance sont

résumés dans le tableau 8.

Tableau 8: phénotypes de multi-résistance

Phénotypes de multi-résistance

Nombre de souches

P-TE-OFX-ERY 1
P-OFX-ERY 2
P-SXT-ERY 3
P-N-SXT-ERY 3
Total 9
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Figure 17: profil de multi-résistance de la souche S 515 (photographie prise au
laboratoire).
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Figure 18: profil de multi-résistance de la souche S 558 (photographie prise au laboratoire).
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11.2. Discussion

Dans notre étude, la prévalence enregistrée du portage de S.aureus est de 7,06 %. Plusieurs
études ont rapporté des taux différents de part le monde. Neela et al (2013) ont rapporté un
taux de 1,4% (n=7 sur 503 prélevements nasaux) en Malaisie, cette fréquence est faible
comparé a celle que nous avons trouvé. En revanche, Benrabia et al (2020) ont annoncé un
taux relativement élevé, qui est de 48,4% (n=134 sur 277) dans une étude portant sur la
recherche des SARM dans la volaille en Algérie. Bakeet et Darwish (2014) ont annoncé une
prévalence de I’ordre de 42.5% en Egypte.

A propos de ’antibiorésistance de nos souches, nous avons enregistré un taux de résistance
trés élevé vis-a-vis de la pénicilline G qui est de 85,18 %. Ce résultat concorde avec celui
rapporté par Ali et al (2017), qui ont annoncé un taux de 93,33% a I’encontre de cette
molécule, et avec celui obtenu par Bounar- Kechih et al (2018), qui ont enregistre une forte
résistance de I’ordre de 92%.

Une résistance relativement élevée vis-a-vis de I’érythromycine a été enregistrée. Notre
résultat corrobore avec celui de Bounar et al (2018), qui ont annoncé un taux de résistance
vis-a-vis de I’érythromycine, de 1’ordre de 45%. Ogundipe et al (2020) ont observé une faible
résistance a ’encontre de cette molécule. De faibles résistances ont été enregistrées vis-a-vis
les quatre antibiotiques, trimethoprime/sulfamethoxazole, néomycine, 1’ofloxacine et la
tétracycline. Le taux de résistance au trimethoprime/sulfamethoxazole est pratiquement
identique a celui enregistré par Benrabia et al (2020), qui est de 26,3%. En revanche, le taux
de résistance a la tétracycline (3,70%) est nettement inférieur a celui observé par Bounar-
Kechih et al (2018). Le taux de résistance a la néomycine concorde avec celui annoncé par
Nemati et al (2008), qui ont signalé une faible résistance de ’ordre de 17.3%. En revanche,
Bounar- Kechih et al (2018) ont rapporté une faible résistance vis-a-vis de la méme molecule.
Quant a I’ofloxacine, notre résultat est plus faible que celui obtenu par Suleiman et al (2013),
qui ont signalé une résistance de I’ordre de 57.4%. Le trimethoprime/sulfamethoxazole, la
néomycine, 1’ofloxacine et la tétracycline ont gardé de bonnes activités a 1’encontre de nos

souches isolées.

La forte résistance a la pénicilline est due probablement a la production de p-lactamases,

enzymes inactivant la pénicilline et autres molécules appartenant a la famille des B-lactamines

(Moroni et al, 2006).

L’usage des antibiotiques en production animale a trouvé son importance. En effet, en plus
qu’ils sont utilisés pour traiter et prévenir contre les infections, ils sont aussi utilisés comme
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facteurs de croissance, dont le but d’améliorer les performances zootechniques (Carlet et
Shlemmer, 2015). Chez la volaille, la pénicilline et I’érythromycine sont les antimicrobiens
largement utilisés pour le traitement des infections a staphylocoques. L'utilisation intensive
d'agents antimicrobiens en élevage contribue a la sélection des souches résistantes aux
antibiotiques, c’est la raison pour laquelle le taux de résistance a ces antibiotiques est ¢élevé

(Nemati et al, 2008).

Aucune résistance n’a été enregistré vis-a-vis le chloramphénicol, la gentamycine et la
céfoxitine. Tandis que, Ali et al (2017) ont annoncé un taux de résistance relativement faible
vis-a-vis de la gentamycine (23.33 %). Kraushaar et al (2016) ont rapporté une résistance
relativement faible vis-a-vis du chloramphénicol. L’absence de résistance vis-a-vis de cette
molécule pourrait s’expliquer par le fait que cette derni¢re est interdite en médecine

vétérinaire et réservee uniquement en thérapeutique humaine.

Dans notre étude, toutes les souches isolées étaient des SASM, un résultat similaire a été
observé par Neela et al (2013), qui n’a détecté aucun SARM. A l'origine, le S. aureus résistant
a la méticilline (SARM) était un agent pathogéne nosocomial, mais dans les années 1990, le
SARM s'est propagé dans les communautés du monde entier. La détection de SARM chez la
volaille dans les abattoirs peut constituer un risque pour la santé humaine, non seulement pour
le consommateur mais aussi pour le professionnel (Chairat et al, 2015). La présence des
SARM a été rapportée par plusieurs auteurs (Person et al, 2009 ; Bounar-Kechih et al, 2018 ;
Benrabia et al, 2020).

Plusieurs études ont montré le risque associé a la présence des SARM chez les animaux
d’¢levage, ce qui montre que les animaux d’élevage pourraient constituer un véhicule de
transmission ou un réservoir potentiel d’infections aux humains (Ross Fitzgerald, 2012). La
transmission zoonotique potentielle inclut le contact direct entre 1’animal et 1’éleveur, mais
aussi le contact de 1’éleveur avec I’environnement contaminé (Locatelli et al, 2017). En effet,
Wendlandt et al (2013) ont montré que des souches SARM isolées chez le poulet de chair ont
pu persister dans 1’élevage pour de longues périodes et les similarités entre les isolats obtenus
indiquent bien la transmission de ces souches entre le poulet de chair, ’humain et
I’environnement de 1’élevage. En revanche, des transmissions de SARM de ’homme vers la
volaille peuvent se produire. Un exemple clair, est celui de SARM ST5 qui a passé

récemment de I’humain vers la volaille (Aires-de-Sousa, 2017).
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Selon I’OMS, plus de la moitié des antibiotiques produits dans le monde sont destinés aux
animaux. L’usage systématique de ces antibiotiques en tant que promoteurs de croissance
entraine I’apparition de bactéries multi-résistantes qui peuvent se transmettre a 1’homme

directement ou via la chaine alimentaire.

Dans notre éetude neuf souches (33,33%) se sont avérées multi-résistantes, avec quatre
phénotypes de multi-résistance. Notre résultat ne rejoint pas celui de Vashnee et al (2015), qui

ont annoncé un nombre plus faible de souches multi-résistantes.
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Conclusion

Le développement de la résistance aux antibiotiques constitue un probleme global qui
est étroitement lié au mésusage et a la surconsommation des antibiotiques en meédecine
humaine et vétérinaire. Ce phénomeéne peut conduire a des difficultés de prise en charge des
infections humaines et animales, voir des impasses thérapeutiques, pour cela des actions de
recherche, de surveillance, d’éducation sont nécessaires pour développer un usage prudent des

agents antimicrobiens.

Au cours de cette étude, des souches de S. aureus ont été isolées a partir de poulet de chair
venant de différents ¢élevages (n=27), avec une prévalence de 7,06 %. L’¢tude de la résistance
des isolats indique de fortes résistances vis-a-vis de la pénicilline G, et de 1’érythromycine.
Aucune souche SARM n’a été détectée, elles sont toutes qualifiées de SASM (100 %). En

outre, neuf souches multi-résistantes ont été isolées.

Pour lutter contre 1’antibiorésistance, il est donc essentiel de contrdler les réservoirs de
résistance et de réduire la consommation des antibiotiques. Une étude moléculaire doit étre

appliquée sur les souches isoleées afin de mieux les caractériser sur le plan génotypique.
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Annexes

Annexes 01 : Milieux de culture utilisés et leur composition



«» Gélose de Baird-Parker

Peptone pancréatique de caséine.................... 10g
Extraitde levure...............cooiiiiiiiiii, lg
Extraitde viande................ooiiiiiiiiiin, 5¢
Pyruvate de sodium..................ooooiiiiinn 10 g

Li Gl 5¢g
GlyCINg. ...t 12 ¢
GElOSE. ..t I5¢g
Eaudistillée...............oooi 1000 ml

ph = 6,8. Stériliser a 121°C pendant 15 minutes.
* Préparation de I’émulsion de jaune d’ceuf

— Utiliser des ceufs frais de poule dont la coquille est intacte.

— Nettoyer les ceufs avec une brosse et un détergent liquide, puis rincer a I’eau courante.

— Désinfecter I’ceuf en le plongeant dans une solution d’éthanol & 70% pendant 30s, puis
les laisser sécher a I’air libre ou réaliser un flambage.

— Aseptiquement, casser chaque ceuf et séparer le blanc du jaune par transferts répétés
de demi-coquille a I’autre.

— Recueillir les jaunes d’ceufs dans un récipient stérile et compléter avec quatre fois leur
volume d’eau distillée stérile. Homogénéiser vigoureusement.

— Chauffer le mélange a 47°C pendant 2h.

— Entreposer a 3°C + 2°C pendant 18 a 24h, le temps nécessaire pour la formation d’un
précipité.

— Recueillir stérilement dans un flacon le surnageant constituant 1’émulsion (Durée de
conservation est au maximum 72h a 3°C + 2°C).

» Composition du milieu complet

Milieu de base (Baird- Parker)...........ccccveuee..o.e. 100ml
Solution de tellurite de potassium..................... Iml
Emulsion de jaune d’ceuf...................ccceoei. Sml
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% Gélose BHI (Brain Heart Infusion)

Composition en g/l

Peptone pancréatique de gélatine................. 10
Chlorure de sodium..................cooiiienn. 5
Phosphate disodique..............cooeviiiiiinnn. 2.5
GIUCOSE. .., 2

PH du milieu prét a I’emploi 7.4 +/- 0.2 & 25°C

Préparation : mettre en solution 37g de milieu BHI déshydraté dans 1l d’eau distillée. Agiter
lentement jusqu’a dissolution compléte, répartir le milieu dans des flacons puis stériliser a

I’autoclave pendant 15 minute a 120°C.

Pour I’obtention du milieu BHI on ajoute 15g d’agar bactériologique dans 11 de bouillon

BHIB lors de sa préparation.

% Gélose a ADN
Composition en g/l

Peptone de viande...................... 20
Acide désoxyribonucléique............ 02
Chlorure de sodium..................... 05
PN | 18

PH du milieu prét a I’emploi 7.3 +/- 0.2 & 25°C.

Préparation : dissoudre 45g de poudre dans 11 d’cau distillée puis stériliser a ’autoclave
pendant 15 minutes a 120°C.

« Milieu Mueller-Hinton

Composition en g/l

Amidon......oooveieii i, 1.5
Infusionde beeuf........................ 2.0
Agar bactériologique.................. 17.0
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Peptone de caséine acide.............. 17.5
PH du milieu prét a I’emploi 7.4 +/- 0.2 a 25°C.

Préparation : mettre en suspension 38g de milieu déshydraté dans 11 d’eau distillée. Bien
agiter, faire bouillir pendant 1 minute puis stériliser a 1’autoclave pendant 15 minutes a

120°C. Laisser refroidir jusqu’’a atteindre 40-45°C.

Annexes 02 : Résultats des tests biochimiques sur I’ensemble des colonies caractéristiques

DNase Coagulase Code
C2E7ELP +) +) S503
C3E7ELP +) +) S504
C2E20E1P ) ) /
C1E13E1P (+) (+) S502
C1E17E3P ) NT /
C1E20E1P ) ) S509
C2E14E1P +) +) S508
C2E17E1P (+) ) /
C2E11E1P ) ) S505
C3EL7E1P +) ) /
C2E13E1P +) +) S507
C1E7ELP ) ) S506
ClE17E1P +) ) /
C2E12E1P +) +) S515
C3E13E1P +) +) S516
C1E12E1P ) NT /
C1E16E3P +) ) /
C2E17E3P +) ) /
C2E16E3P +) ) /
C1E14E1P D) ) S514
ClE11E1P ) NT /
C3E11E1P +) ) /
C1E18E1P ) NT /

Suite de I’annexe 02
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CAE9E5P 6 NT /
C1E15E6P +) 6 /
C2E11E4P O NT /
CLE2E4P +) 0 /
C2E15E6P +) 0 /
C2E9E5P +) +) S542
C3E9E5P ) +) S541
C1E9E5P 6 NT /
C3ELE4P ) ) /
CIE1E4P +) +) S547
C2E1E4P +) *) S548
C3E6EL1P +) +) S549
C3ESESP +) 6 /
C2E4E10P +) *) S550
CAE6EL1P +) +) S558
CAE9E11P +) O /
CAE9E11P +) 0 /
C1E6EL1P +) +) S560
C3E4E10P +) +) S559
C2ESESP +) 0 /
C2E7E11P +) ) /
C1ESESP +) O /
C3E7EL1P +) 0 /
C1E4E10P +) +) S551
C3E5EL1P (+) (+) S557
CAE4E10P ) 0 /
C2E5E11P +) +) S552
C2E6E11P (+) (+) S554
C2E9E11P ) *) S553
C3E9E11P ) +) S555
C1E9E11P +) +) S556
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(+) : test positif ; (-) : test négatif; NT : non testé; C: colonie; E: Echantillon ; E:
Elevage; P : Poulet ; E1 : Ait Aissa Mimoune ; E3 : Ouadhias ; E4 : Tizi Rached ; E5 : Ait

Aissa Mimoune ; E6 : Irdjen ; E8 : Ouaguenoun ; E10 : Tizi Ouzou ; E11 : Ouaguenoun
Annexes 03 : Valeurs des diametres de zone d’inhibition selon le CLSI et la CASFM.

Famille Antibiotique Diamétre critique Références

Sensible = Intermédiaire = Résistant

B-lactamines Pénicilline G >29 - <28 CLSI 2018
Céfoxitine >22 - <21 CLSI 2018

Aminoglycosides Gentamycine >15 13-14 <12 CLSI 2018
Néomycine > 18 - <18 CASFM 2018

Macrolides Erythromycine >23 14-22 <13 CLSI 2018
Tétracyclines Tétracycline >19 15-18 <14 CLSI 2018
Quinolones Ofloxacine > 18 15-17 <14 CLSI 2018
Phénicols Chloramphénicol > 18 13-17 <12 CLSI 2018
Inhibiteurs de Trimétoprim- > 16 11-15 <10 CLSI 2018

syntheése de Sulfamethoxazole
I’acide folique
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Annexe 04: Résultats détaillés de I’antibiogramme pour chaque souche de S. aureus isolée

prélevements
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Annexe 05

: Valeurs des diamétres d’inhibition des souches de S. aureus isolées

Prélevement Souches P | N | C | TE |OFX | SXT | CN | FOX | ERY

Premier C1E13E1P-S502 6 | 27| 29| 30 28 34 | 24 | 25 30
C2E7E1P-S503 6 | 26 | 26 | 30 28 34 24 27 28

C3E7E1P-S504 6 | 25|28 | 29 28 33 25 28 31

C2E11E1P-S505 12 | 19 | 27 | 28 28 23 21 28 28

C1E7E1P-S506 13 | 28 | 27 | 28 28 24 21 34 27

C2E13E1P-S507 18 | 21 | 27 | 33 29 26 22 27 29

C2E14E1P-S508 17 | 20 | 28 | 26 29 22 21 28 27

C1E20E1P-S509 18 | 20 | 28 | 27 29 21 22 28 26

C1lE14E1P-S514 20 | 26 | 30 | 25 24 30 18 35 27

C2E12E1P-S515 | 10 | 26 | 28 | 13 6 28 | 26 | 28 6

C3E13E1P-S516 12 | 25 | 28 | 24 23 29 23 27 28

Deuxiéme C3E9ES5P-S541 20 | 19 | 25 | 28 29 26 20 27 27
C2E9E5P-S542 19 | 18 | 26 | 28 27 27 21 25 28

C2E1E4P-S547 20 | 26 | 28 | 30 9 29 27 38 6

C1lE1E4P-S548 22 | 26 | 33 | 34 8 30 28 39 6

C3EG6E11P-S549 13 | 20 | 27 | 15 21 15 25 29 9

Troisieme C2E4E10P-S550 38 | 22 | 27 | 27 28 29 24 29 30
C1E4E10P-S551 42 | 23 | 29 | 28 29 29 20 28 34

C4E4E10P-S552 40 | 20 | 28 | 28 27 26 20 29 30

C2EG6E11P-S553 13 | 18 | 30 | 17 21 6 16 27 6

C2E5E11P-S554 13 | 16 | 32 | 17 21 6 16 26 8

C3E9E11P-S555 13 | 17 | 26 | 15 21 6 17 25 9

C1E9E11P-S556 12 | 18 | 25 | 15 23 6 19 24 12

C3ES5E11P-S557 13 | 18 | 30 | 17 22 15 22 27 6

CAEGE11P-S558 13 | 15 | 30 | 19 20 6 18 28 8

C3E4E10P-S559 32 | 20 | 24 | 25 27 25 20 26 30

C1EG6E11P-S560 15| 19 | 30 | 18 22 6 18 26 8

74




