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Résumé

Staphylococcus aureus est un habitant naturel de la peau et des muqueuses de ’homme et
des animaux a sang chaud, qui constituent ses principaux réservoirs. L’objectif de notre étude,
est de déterminer la prévalence de Staphylococcus aureus en portage nasal chez les caprins, et
d’étudier le profil de résistance des souches isolées afin de prévoir I’existence des SARM.
Pour cela, 174 prélevements ont été réalisés a partir de neuf élevages laitiers et soumis a la
recherche et I’identification de S. aureus, dont 168 prélévements nasaux et 6 échantillons du
lait. Sur I’ensemble des échantillons analysés, 32 (18.39%) étaient contaminés par le S.
aureus, dont 31 (18.45%) prélévements nasaux et un prélevement du lait (16.66%).La
résistance des souches isolées vis-a-vis les antibiotiques a révélé une résistance relativement
élevée, qui est de I’ordre de 49,12%. En revanche, de faibles résistances vis-a-vis les autres
molécules ont été observées, deux souches SARM ont été isolées, soit une prévalence de
3.51%.

Les résultats de cette étude révelent, le risque sanitaire et zoonotique associé a la présence
des SARM dans la muqueuse du nasopharynx des caprins. L’¢laboration d’un programme de
prévention, basé sur ’application de bonnes pratiques d’hygiéne et sur le dépistage continu du
portage nasal, est le moyen efficace pour contréler la diffusion des SARM a travers la chaine
de production.

Mots clés : S. aureus, portage nasal, résistances aux antibiotiques, SARM.

Abstract

Staphylococcus aureus is a natural inhabitant of the skin and mucous membranes of
humans and warm-blooded animals, which are its main reservoirs. The objective of our study
is to determine the prevalence of Staphylococcus aureus in nasal carriage in goats, and to
determine the resistance profile of the isolates in order to predict the presence of MRSA.
For this purpose, 174 samples were taken from nine goat farms, and submitted for the
detection and identification of S. aureus. These samples included 168 nasal samples and 6
milk samples. Out of 174 collected samples, 32 (18.39%) were contamined by S. aureus,
including 31 (18.45%) nasal samples and one milk sample (16.66%).
57 strains of S. aureus were isolated with a prevalence of 18.45%. The susceptibility of strains
was revealed a high resistance against penicillin G, with a rate of 49.12%. However, low

resistances were observed for the other antibiotic molecules.



The results of this study reveal health and zoonotic hazards associated with the presence of
MRSA in the mucosa healthy carriers of goats. The development of a prevention program,
based on the application of good hygienic practices and continuous screening of nasal
carriage, is the most effective way to control the spread of MRSA through the production
chain.

Key words: S. aureus, nasal carriage, antibiotic resistance, MRSA.
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Introduction

Les staphylocoques, membres de notre écosysteme cutané, ensemble avec les streptocoques
et les pneumocoques qui font partie d’un groupe d’agents pathogenes a Gram positif
opportunistes et envahissants, connus sous le nom de cocci pyogenes, responsables d’une

variété d’infections humaines (Lowy, 1998).

Staphylococcus aureus, est a la fois un commensal de I'hnomme et une cause fréquente
d'infections cliniques importantes. Bien qu'il soit présent dans I'eau, la poussiére et l'air, il
colonise principalement la muqueuse du nasopharynx et de la peau des humains et des
animaux (Songer et Post, 2005). Il est associé a de nombreuses maladies, allant des problemes
cutanés moins graves a des infections tres sérieuses comme la bactériémie ou la pneumonie
(Marcela et al, 2017). S. aureus s'agit notamment, d’un pathogéne majeur et une cause
fréquente d'infections intramammaires (IIM) chez les chévres, les moutons et les bovins
(Bergonier et al, 2003 ; Contreras et al, 2003 ; White, 2007 ; Smith et Sherman, 2009 ; Peton
et Le Loir, 2014 ; Grace et Fetsch, 2018).

La pathogénicité de S. aureus est associée a plusieurs facteurs de virulence, incluant des
toxines (entérotoxines, exfoliatines, etc), des protéines de surface (protéine A) et des enzymes
(coagulase, catalase, etc) (Peacock et al, 2002 ; Fournier et al, 2008). Il a la capacité
d'acquérir une grande diversité de genes de résistance aux antimicrobiens et de virulence. En
outre, ce micro-organisme peut également acquérir des éléments génétiques mobiles, qui

contiennent des génes pouvant faciliter son adaptation aux différents hotes (Lindsay, 2014).

L'évolution de la résistance aux antibiotiques dans les souches de Staphylococcus aureus
est une grande préoccupation pour la médecine humaine et vétérinaire (Antri et al, 2011 ;
Cengiz et al, 2015 ; Wang et al, 2015). Depuis quelques années, elle s'est imposée comme une
bactérie multi-résistante aux antibiotiques (BMR), en particulier a la meticilline et a la
vancomycine, causant des infections nosocomiales ou communautaires (Boucher et Corey,
2015). L'émergence de S. aureus multirésistant pose des défis thérapeutiques, aux
professionnels de la santé, vétérinaires et aux producteurs de bovins laitiers (Hiramatsu et al,
2014).

Depuis les années 1990, le SARM s'est répandu en dehors de I'environnement hospitalier et
est apparu dans les populations communautaires sans que I'on puisse identifier les facteurs de

risque associés aux soins de santé (Kayaba et al, 1997 ; Goraket al, 1999). Outre son



importance en tant que pathogene hospitalier et communautaire, le SARM a également été

considéré comme un probleme émergent dans le domaine vétérinaire.

En effet, le portage nasal du SARM joue un rble important dans I'épidémiologie et la
pathogenese des infections (Mulligan et al, 1993 ; Kluytmans et al, 1997). S. aureus peut
coloniser une gamme d’animaux, incluant les animaux domestiques (porc, vaches, volaille,
etc), les animaux de compagnie (chien, chat, etc) et les animaux sauvages. L’émergence des
souches SARM associées aux élevages (LA-SARM) est une question pertinente du point de
vue de la santé humaine et de la santé animale (Locatelli et al, 2016).

Des transmissions zoonotiques des souches d’élevages (LA-SARM) aux humains, avec des
infections graves, ont été rapportées. Néanmoins, il a été démontré que les personnes vivantes
et travaillant en contact étroit avec des animaux des élevages sont particuliérement les plus
exposées a la colonisation par des SARM, ce qui pourrait contribuer a la diffusion des
souches SARM dans la chaine alimentaire.

Ainsi, ’objectif de notre étude, est de déterminer la prévalence de S. aureus en portage
nasal chez les caprins, et d’étudier le profil de résistance des souches isolées afin de prévoir

I’existence des SARM.
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Chapitre I : Apercue géneéral sur le Staphylococcus aureus

I.1. Historique

Les staphylocoques ont été découverts dans les années 1870 au cours du processus de
recherche microscopique d’échantillons de pus. Ces bactéries sphériques étaient a l'origine
nommees "micrococci”, du mot grec kokkos pour grain. Ainsi, en 1878, Robert Koch en
Allemagne et Louis Pasteur en 1880 en France décrivent des grappes de coques dans un pus
d’origine humain (Fasquelle, 1974).

Plus tard, en 1883 Alexander Ogston, chirurgien écossais disciple de Lister fut le premier a
identifier formellement les micrococci comme la cause des abces suppurés. La poursuite de
ses travaux aboutit a la description des staphylocoques (du grec « staphyle » pour grappe de
raisin), par opposition aux streptocoques (coques en chaine) précédemment décrits par
Billroth en 1874.

En 1884, en Allemagne Anton J. Rosenbach, chirurgien allemand donne la premiére
description du germe Staphylococcus aprés avoir obtenu des cultures pures de ces bactéries, il
a scindé le genre Staphylococcus en deux groupes en fonction de la couleur des colonies
obtenues : S. aureus dorées et S.albus blanches (ce dernier est connu sous le nom

S.epidermidis).

En 1885, Zopf a classé les staphylocoques et les microcoques dans le genre Micrococcus.
En 1895, Flugge et al séparent ces deux genres bactériens et classent les cocci anaérobies
facultatifs dans le genre Staphylococcus et les cocci aérobies dans le genre Micrococcus tout
en les regroupant au sein de la famille des Micrococcaceae, plus récemment, les données de
phylogénie moléculaire associées a des analyses chimiques de ces deux genres ont conduit a
la création de la famille des Staphylococcaceae a laquelle appartient S. aureus (Pellerin et al,
2010).

La pénicilline (Fleming, 1929) a été utilisée pour la premiere fois en 1941 pour traiter un
patient atteint d’une septicémie a staphylocoque. En 1947, les premieéres souches de
staphylocoque résistantes a la penicilline ont été identifiées (Barber, 1947). L’arrivée de la
méticilline dans les années 60 a mis fin a cette épidémie. Cependant, la résistance a ce nouvel
antibiotiqgue a été décrite dés 1961 au Royaume-Uni (Barber, 1961). Les SARM
(Staphylococcus aureus Résistant a la Méticilline) sont alors devenus 1’une des premicres

causes d’infections nosocomiales. Depuis 2002, de nombreux cas de résistance a la



vancomycine ont été reportés entre autres aux Etats-Unis (Chang et al, 2003), ces multi-

résistances font de S. aureus un enjeu majeur en santé publique (Pellerin et al 2010).
1.2. Position taxonomique et classification

Selon la classification de Garrity et al (2002), Le phylum Firmicutes est constitué de
quatre classes : Clostridia, Mollicutes, Bacilli, Togobacteria.
La classe des Bacilli est constituée de deux ordres : Bacillales et Lactobacillales, dont chacun
est divisé en quatre familles ; Staphylococcaceae constitue la 4™famille des Bacillales, celle-
ci comprend un seul genre : Staphylococcus (GC% 30-39%).
Le genre Staphylococcus est proche des genres Listeria et Bacillus et occupe une place trés
importante en pathologie humaine et animale.
Phylum XI11: Firmicutes
e Classe I : Clostridia
e Classe Il : Mollicutes
e Classe Il : Bacilli
o Ordre | : Bacillales
» Famille | : Bacilliaceae
Genre : Bacillus
» Famille 11 : Planococcaceae
Genre : Planococcus
> Famille 111 : Listeriaceae
Genre : Listeria
» Famille VI : Staphylococcaceae
Genre : Staphylococcus
o Ordre Il : Lactobacillales
» Famille | : Lactobacillaceae
Genre : Lctobacillus
Genre : Pediococcus
Famille 11 : Enterococcaceae
Genre : Enterococcus
» Famille 11l : Leuconostocaceae
Genre : Leuconstoc
Famille IV : Streptococcaceae

Genre : Streptococcus
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Genre : Lactococcus

e Classe IV : Togobacteria

La classification du genre Staphylococcus a subi plusieurs remaniements successifs qui
reposent sur 1’analyse des séquences des génes codant pour I’ARN ribosomal (ARNr) 16S.
Récemment, le genre Staphylococcus était classé dans la famille des Micrococcaceae a cause
de certaines similitudes phénotypiques avec le genre Micrococcus, mais avec I’avénement de
la biologie moléculaire et les techniques de séquencage, 1’analyse de la composition en (G+C)
% du génome des deux genres (30-39% pour Staphylococcus et 63-73% pour Micrococcus) et
la comparaison des séquences de I’ARNr 16S ont confirmé la nécessité de séparer ces deux
genres en deux familles différentes, ce qui s’est réalisé dans la deuxieme édition du Bergy’s
Manual of Systematic Bacteriology (Prescott et al, 2002).

Selon Schleifer et Bell (2009), le genre Staphylococcus est classé comme suit :

DOMAINE ... Bacteria
Embranchement..........ccccccoovvieivieneenne. Eubacteria

Phylum ..o Firmicutes

CIASSE .ot Bacilli

(@] 0 [ TSP Bacillales

Famille ... Staphylococcaceae
(G- ] £ USSR Staphylococcus

On reconnait actuellement 45 espéeces et sous espéces de staphylocoques (tableaul), que
I’on peut identifier grace a leurs différents caractéres phénotypiques (réactions biochimiques,
structure de la paroi) et génotypiques (polymorphisme de restriction, ribotypage et autres), ce

dernier étant le plus souvent réservé aux études épidémiologiques.
Parmi les espéces retrouvees chez I’homme, trois espéces occupant une place privilégiée
S.aureus, S.epidermidis et S.saprophyticus.

Le genre Staphylococcus est séparé en deux groupes sur la base de la présence ou 1’absence

de la coagulase (Le Loir et Gautier, 2010).



Tableau 1 : Les espéces constituant le genre Staphylococcus (Garrity et al, 2002)

”vw 0O OO 0 un umu umu u unu unu uOu unu unu u u unu un umu u u unu u om

. arlettae

. aureus subspecies aureus*

. aureus subspecies anerobius
. auricularis*

. capitis subspecies capitis*

. capitis subspecies urelyticus
. caprae*

. carnosus subspecies carnosus
. carnosus subspecies utilis

. chromogenes

. cohnii subspecies cohnii*

. cohnii subspecies urealyticus
. condimenti

. delphini

. epidermidis*

. equorum

. felis

. fleurettii

. gallinarum

. haemolyticus*

. hominis subspecies hominis*
. hominis subspecies novobiosepticus

. hyicus subspecies hyicus

S.

S. intermedius*

S. kloosii

S. lentus

S. lugdunensis*

S. lutrae

S. muscae

S. pasteuri*

S. piscifermentans

S. pulvereri

S. saccharolyticus*
S.
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S

saprophyticus subspecies saphrophyticus*

. saprophyticus subspecies bovis

. schleiferi.subspecies schleiferi*
. schleiferi subspecies coagulans
. sciuri subspecies sciuri

. sciuri subspecies carnaticus

. sciuri subspecies rodentium

. simulans*

. succinus

. vitulinus

. Xylosus*

warneri*

*especes retrouvees chez I’homme.

3. Habitat

Les staphylocoques sont des pathogenes humains, fréquents, polyvalents et importants.

Ces bactéries survivent et proliferent du fait de leur particuliere résistance aux conditions

hostiles de I’environnement, tels que la dessiccation (ils survivent plusieurs mois dans des

produits pathologiques desséchés), aux variations de température (ils résistent 2 h a 55° C,




voir 1 h a 60° C), au choc osmotique (salinité de I’cau) et résistent encore mieux en milieux

albumineux (O’Brien et al, 1999).

lls sont largement disséminés dans 1’environnement, retrouvés dans le sol, les poussiéres
(I’air), ’eau et dans certains produits alimentaires (laitages, conserves salées) (Breche et al,

1988).

Ces caracteres ubiquitaires et saprophytiques expliquent que ces germes soient aussi des
commensaux occasionnels ou permanents de la peau et des muqueuses de I’homme et des

animaux qui semblent constituer le principal réservoir de ces germes (Eyquem et al, 1998).

Les staphylocoques, en particulier les espéces S. aureus et S. epidermidis, font partie de la
flore normale de nombreux individus qui sont des «porteurs asymptomatiques» (Fauchere et
Avril, 2002).

I.4. Epidémiologie
S. aureus est responsable d’une grande variété d’infections humaines, mais est egalement
un germe commensal de ’homme. Il colonise préférentiellement les fosses nasales, mais peut

aussi coloniser d’autres sites cutanés humides tels que les aisselles et le périnée (Wertheim et
al, 2005).

Environ 25% de la population sont porteurs permanents et 60% de la population restante
peuvent devenir porteurs transitoires. La colonisation par S. aureus est un facteur de risque de

développer une infection (Akoua-Koffi et al, 2004).

La transmission de S. aureus est essentiellement manu-portée et le réservoir nasal en
contaminant sans cesse les mains assure la pérennité de la transmission. Ainsi, S. aureus est

responsable d’infections aussi bien communautaires que nosocomiales.

La diversité des facteurs de virulence de S. aureus ainsi que sa grande capacité a résister
aux antibiotiques et notamment a la méticilline expliquent sa forte implication en pathologie
humaine (Albertini et al, 2002).

1.5. Caracteres bactériologiques
1.5.1. Morphologie

S. aureus est de forme sphérique (coque) et se regroupe généralement en amas (figurel), souvent qualifiés
de grappes de raisin d’un point de vue microscopique, cette bactérie se caractérise par la pigmentation

dorée de ses colonies, justifiant le nom vernaculaire de «staphylocoque doré». Ces cocci mesurent de
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Figurel : Observation de S.aureus sous microscope électronique a balayage au GX34000 (Vincenot et al,
2008)

1.5.2. Caractéres culturaux

Ils sont aéro-anaérobies facultatifs, capables de se multiplier en milieu ordinaire entre
10 et 42 °C, avec un optimum thermique de 37 °C et & un pH compris entre 7,4 et 7,6 ;
Staphylococcus aureus posséde également la capacité de se multiplier sur des milieux
sélectifs hyper salés (Flandrois, 1997). Les colonies peuvent atteindre une taille de 2 a 3 mm,
elles sont rondes, lisses et opaques. S. aureus se distingue de la majorité des staphylocoques
par la production d’une coagulase, d’un pigment doré et par son caractére béta-hémolytique

sur gélose au sang.

1.5.3. Caractéres biochimiques

S. aureus a un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif. Ces bactéries
possedent une activité catalase, coagulase, phosphatase, ainsi que des nucléases thermostables
mais pas d’oxydase. Elles sont hémolytiques, ont la capacité de liquéfier la gélatine et de
fermenter de nombreux sucres comme le glucose, le saccharose, le lactose, et le mannitol. Le
diagnostic permettant de distinguer S. aureus des autres especes est basé sur des tests realisés
sur des colonies tels que I’identification du facteur agglomerant, de la coagulase, des
hémolysines et de ’ADNase thermostable ou de la thermonuclease (Behme, 1996 ; Brawn,

2005 ; Nandy et al, 2013).



Le tableau ci- dessous présente certains caractéres biochimiques de S. aureus et d’autres

especes :

Tableau 02 : Caractéres biochimiques de quelques especes de staphylocoques (adapté par
Schleifer et Bell, 2009).

Test S.aureus | S.epidermidis | S.delphin | S.hominis | S.intermedius
i
Coagulase + - + - +
Phosphatase alcaline + + + - +
Arginine dihydrolase +r + + D D
Fibrinolysine + D - ND -
p-Glucosidase + D ND - D
p-Galactosidase - - ND - D
ADNase + - + -
Hémolysine + - + - D
Oxydase - - ND - -
Ureéase +r + + + +
Nitrate réductase + + + D +
Thermonucléase + - - - +
Production d’acétoine + + - D
Fructose + + + + +
Galactose + D ND D +
Lactose + D + D D
Mannitol + - + - D
Sucrose + + + +r +
Tréhalose + - - D +
Xylose - - - - -
Légende : +, au moins 90% de souches positives ; -, au moins 90% de souches négatives ; +r,
réaction positive retardée ; d, 11-89% de souches positives ; ND, non déterminé
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1.6. Pouvoir pathogéne et mode de transmission

Son réservoir naturel est I’homme, Staphylococcus aureus est trés fréquent a 1’état
commensal et pathogene. En effet, tres rapidement apres la naissance, il colonise la peau, le
tube digestif et la région périnéale des nouveaux nés. Il est également trés présent au niveau
des fosses nasales et des mains, mais il peut devenir pathogéne et étre responsable
d’infections cutanées : furoncles, panaris, abcés, impétigo et de certaines infections
ORL telles que angines, otites, sinusites.... En milieu hospitalier, il est impliqué dans les

infections nosocomiales, pouvant étre grave (Flandrois, 2000).

Staphylococcus aureus peut étre aussi responsable d’intoxications alimentaire. Il se transmet
par les mains ou par voie oro-pharyngée, peut ainsi diffuser son mode épidémique dans les
maternites, les écoles, les creches. Pouvant survivre dans le milieu extérieur, il peut étre
retrouvé sur la literie, dans le matériel médical a 1’hopital, ce qui amplifie les phénomeénes de

transmission (Flandrois, 2000).
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Chapitre 11 : Facteurs de virulence staphylococciques

Staphylococcus aureus est un pathogene bactérien humain et animal impliqué dans de
multiples processus pathologiques. 1l est la cause d'une variété de maladies dont la gravité
varie, de légeres infections cutanées a des maladies plus graves, comme pneumonie,
endocardite, ostéomyélite, septicémie, ou syndrome de choc toxique, entre autres (Lowy,
1998).

Les infections a S.aureus sont dans la majorité des cas causées par les souches
commensales du patient suite a I'expression d'un ensemble de facteurs qui lui procure son
pouvoir pathogéne et sa virulence (Plata et al, 2009). Ces derniers sont soit associés a la paroi
de la bactérie (adhésines telles que la protéine A, etc...) soit secrétés dans 1’environnement

(toxines, enzymes, etc...) (figure2) (Brun et Bes, 2000).

Dlssémlna;ion

Facteurs de virulence Facteurs de virulence

L]
associés a la paroi ; excrétés
-
.
Exotoxines suparantigéniques
)
e L ma TSST-1, SEA SEB, etc
au fibrinogéne, au collagéne, a Hémolysines
I'elastine 4 la laminine eta ia Alpha-loxine, Béta-toxne, etc
sialoprotéine osseuse Toxines synergohyménotropes
§ Leucocidine de Panton-Valentine
Protéine A llant le facteur £ Enzymes
von Willebrand et le 3 Staphylokinase, Protéases,
fragment Fc des kg 2 Lipases, Nuciéases,
] Hyaluronidase, etc
v :
Echappement aux s Adhésines (SERAMs)
défenses de I'hote Coagulase, Etb, Emp, Eap
A
Y
Capsule st
Parol [ Facteurs de persistance
(peptidoglycane et acides P
lipoteichoiques)

Modification du phénotype (biofilm, varlants microcolonies)

Figure 2 : Facteurs de virulence de Staphylococcus aureus (Gordon et Lowy, 2008)
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I1.1. Composants de la paroi

11.1.1. Peptidoglycane

La paroi cellulaire de S. aureus est composée d'une couche épaisse de peptidoglycane, qui
contribue a la virulence de la bactérie (Lowy, 1998). Le peptidoglycane de S. aureus possede
une structure particuliere, c’est I’une des rares parois possédant un pontage de pentaglycines
reliant la L-Lysine en position 3 et la D-Alanine en position 4 (Prescott et al, 2002).

Chez S. aureus, le relargage de grandes quantités de peptidoglycanes lors d’infection locale
provoque un chimiotactisme des cellules phagocytaires et une libération de cytokines qui, en
grande quantité, provoquent des lésions tissulaires (Chaby, 2010).

11.1.2. Acide téichoique

L’acide teichoique est un polymere linéaire du ribitol phosphate (Baggett et al, 2004). 1l est
situé a la surface externe de la couche du peptidoglycane et donc facilement accessible aux
anticorps (Leclerc et al, 1995). Il est responsable de la résistance aux lysosomes et aux
peptides antimicrobiens ainsi que de I'évasion de la réponse immunitaire de I'hote (Biljana et
al, 2015).

Ils contribuent a la colonisation nasale en se liant aux cellules épithéliales (Bhunia, 2008)

ils sont aussi impliqués dans 1’activation du complément (Tally, 1993).
11.1.3. Capsule

La production de la capsule chez Staphylococcus aureus a été décrite en 1931 par Gilbert
(Oriordan et Lee, 2004).

La capsule améliore la virulence en conférant a la bactérie une meilleure résistance face au
systtme immunitaire de I’hdte, notamment en interférant avec la phagocytose (Nilsson et al,
1997 ; O’Riordan et al, 2004), et en empéchant les anticorps d’accéder aux épitopes de
surface (Cunnionet al, 2003). Elle facilite aussi 1’adhérence de S. aureus aux cellules

épithéliales, endothéliales et aux monocytes (Soell et al, 1995).
11.2. Protéines de surface
11.2.1. Adhésines ancrées dans la paroi (MSCRAMMSs)

S. aureus peut exprimer a sa surface des protéines favorisant 1’attachement a certaines
molécules de I’hote telles que la fibronectine, la laminine et le collagéne qui forment la
matrice extracellulaire des surfaces épithéliales et endothéliales (Clarke et al, 2009). Ces

protéines bactériennes sont nommées « Microbial Surface Components RecognizingAdhesive
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Matrix Molecules » ou MSCRAMM (Foster et al, 2013). La plupart d’entre elles jouent un
role dans la colonisation des tissus (Boisset et VVandenesch, 2010).

Les MSCRAMM incluent, les Bap ( Biofilm associated proteins), responsables de la
formation du biofilm bactérien et la colonisation des glandes mammaires, les protéines liant la
fibronectine (Fbp) de type A et B (Bhunia, 2008), les CIFA et CIFB, qui sont des protéines de
liaison au fibrinogeéne ou Clumping factors, jouant un réle dans 1’arthrite staphylococcique par
I’agrégation des plaquettes sanguines, Les Cna (Collagen binding protein), des protéines liant
le collagéne nécessaires pour 1’adhérence de S. aureus aux tissus collagineux et cartilagineux
(Bhunia, 2008 ; Plata et al, 2009 ; Boisset et Vandenesch, 2010).

11.2.2. Adhésines sécrétées (SERAMS)

C’est une protéine d’adhérence extracellulaire (EPA) qui est presque omniprésente chez les
souches de S. aureus, et semble jouer un role de déterminant de la virulence dans des
infections chroniques a S. aureus (Lee et al, 2002). Ce groupe inclue, les Eap (Extracellular
adherence protein), les Emp (Extracellular matrix binding protein), ainsi que les Efb
(Extracellular fibrinogen binding protein) (Smeltzer, 2009).

Ces protéines se fixent par des liaisons non covalentes aux protéines de la matrice
extracellulaire, puis elles sont reconnues par des récepteurs spécifiques présents a la surface
de la bactérie (Boisset et Vandenesch, 2010).

En plus de leur fonction d’adhésion, ces molécules possedent des propriétés
immunomodulatrices. Elles sont impliquées dans la pathogénése des maladies endo et extra-

vasculaires aigues ou chronigues (Chavakis et al, 2005).
11.2.3. La protéine A

La proteine A est une exoprotéine associé a la paroi cellulaire (Callegan et al, 1994). Cette
protéine a la capacité de fixer le fragment constant Fcy des immunoglobulines de classe G (ou
IgG) ainsi que la région VH3 du site de fixation de I’antigéne (fragment Fab) des

immunoglobulines de classe M (IgM) (figure3) (Graille et al, 2000)

En plus de son aptitude a réagir avec les 1gG, la protéine A possede plusieurs propriétés
biologiques et semble intervenir dans le pouvoir pathogéne ; elle interfére avec le systéeme
immunitaire ; active le complément par la voie classique et declenche la réaction de
phagocytose (Schlievert et al, 2010).
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La protéine A est aussi capable de se lier au facteur de Von Willebrand, une protéine
essentielle de I'némostase, ainsi qu'aux plaquettes sanguines. La fixation sur ces dernieres
favoriserait la colonisation des endothéliums par S. aureus et aurait un role important dans la

pathogénie des endocardites dues a S. aureus chez I'nomme (Gomez et al, 2006)
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fragment de liaison a LS celnlaire de
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; _.) _’ ‘ _) {mmunitaire
adnplative
Lymphocytes B PN

Figure 3 : Mécanisme d’action de la protéine A de S. aureus (Kobayashi et al, 2013).
11.3. Substances élaborées par le Staphylococcus aureus

11.3.1. Toxines

11.3.1.1. Hémolysines

Quatre hémolysines différentes ont été identifiées, elles différent par leur mecanisme
d'action et leur spécificité d'action sur les hématies (humaines et animales) (Kloos et Lamb,
1981)

» Alpha hémolysine

C’est une toxine de 31 KDa qui est sécrétée a la fin de la phase exponentielle de croissance

par 80 a 90 % des souches de S. aureus (Valeva et al, 2006).
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Cette a-toxine a la capacité de former des pores dans les membranes cellulaires de 1’héte.
Pour ce faire, elle se lie tout d’abord a son récepteur a la surface de la cellule cible, la
molécule ADAM10 (Wilke et al, 2010). Puis, elle s’insére dans la membrane plasmique ou
elle s’oligomérise sous forme d’heptaméres cylindriques (Song et al, 1996 ; Gounaux et al,
1998). Les canaux amphipatiques ainsi formés induisent une entrée de diverses molécules de
faible poids moléculaire et notamment d’ions calcium, second messager important impliqué
dans de nombreuses voies de signalisation cellulaires chez les mammiferes. Majoritairement,

ce phénomene conduit a la lyse cellulaire (Bhakdi et al, 1991).
> Béta-hémolysine

I1 s’agit d’une protéine de 26 a 38 kDa, produite majoritairement par des souches animales
(Le Minor et Veron, 1982 ; Boisset et Vandenesch, 2010). C’est une phospholipase de type C,
thermolabile (Dinges et al, 2010). Elle cible les membranes riches en lipides. Elle provoque
une lyse des érythrocytes et des cellules mononuclées, et également une importante réponse

inflammatoire responsable de la pathogénicité de la souche (Dubas, 2008).
» Gamma-hémolysine

C’est une toxine produite par 50 % des souches de S. aureus, deux facteurs | et 11 agissant
en synergie de PM de 29kDa et 26kDa (figure4), respectivement. La x-hémolysine a pour
effet d’hémolyser les érythrocytes de lapin, de mouton et celles de I’homme, ce qui provoque

une rupture lysosomiale. Elle est antigénique chez I’homme (Le Minor et Veron, 1982).
» Delta-hémolysine

Constituée d’un peptide de 26 acides aminés de PM de 103kDa, elle forme une hélice alpha

avec un domaine hydrophobe d’un cété et un domaine hydrophile & son oppose (figure4).

Elle est synthétisée par 97% des souches de S. aureus en phase stationnaire de croissance
(Dubas, 2008).

Elle agit comme un détergent sur la membrane cytoplasmique sans spécificité et inhibe la
respiration mitochondriale et la phosphorylation. Elle est également capable d'activer
I'adénylcyclase provoquant la production de c-AMP (Le minor et Veron, 1982 ; Biljana,
2015).

11.3.1.2. Leucotoxines de Panton Valentine (PLV)
Elle est constituée de deux protéines différentes (figure4), une protéine LukS-PV de classe
S (Slow eluted) de 31 a 32 kDa, et une autre LukF-PV de classe F (Fasteluted) (Vincenot etal,
2008)
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Ces deux composants ne sont pas associés mais agissant en synergie, ils sont secrétés
séparément puis s’assemblent en octamére a la surface des cellules cibles, ce qui provoquerala
formation d’un pore au niveau de la membrane cellulaire. Cette exotoxine induit la lyse de plusieurs
types cellulaires comme les polynucléaires, les neutrophiles, les monocytes et les macrophages
(Genestier et al, 2005).

Les génes de la PLV sont portés par un phage et n’est retrouvé que dans un nombre

restreint de souches de S.aureus en France (2 a 5%) alors qu’en Afrique 30 % des souches

Membrane
externe

Membrane
interne

I 5 S |

Hémolysine Alpha

.\/42...2.‘3&...&...... roob ‘m\;‘a...

Leucocidine de Panton Valentine Hémolysine Beta Hémolysine Delta

Figure 4 : structure en 3 dimensions des exotoxines de S.aureus (Aman et al, 2010)

11.3.1.3. Exfoliatine (ou épidermolysine)

On dénombre 4 exfoliatines, ETA, ETB, ETC et ETD (Boisset et VVandenesch, 2010), les
exfoliatines A et B respectivement codées par les génes eta et etb sont les mieux caractérisées
et les plus souvent retrouvées lors d’infection humaine.

Ce sont des protéases actives, clivant spécifiquement les liaisons du glutamate (Vincenot et
al, 2008). Leur action est spécifique a la peau, elles entrainent des lésions histologiques

caractérisées par un décollement intra-épidermique (Le Minor et Veron, 1982).
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11.3.1.4. Entérotoxines Staphylococciques

Les entérotoxines staphylococciques sont des exotoxines gastro-intestinales puissantes
synthétisées par S. aureus tout au long de la phase exponentielle de la croissance ou durant la
transition de cette phase a la phase stationnaire. Elles sont actives en faible quantité (Argudin
et al, 2010).

En 2004, le comité international de nomenclature des superantigénes staphylococciques a
proposé une nouvelle nomenclature pour les entérotoxines de S. aureus. Elle stipule que si la
toxine possede une activité émétique prouveée, elle est désignee par le préfixe SE
(staphylococcal enterotoxin). Si ’activité émétique est absente ou n’est pas prouvée, elle est
désignée par SEI (staphylococcal enterotoxin-like toxin) (Boisset et Vandenesch, 2010).

Jusqu’a 2013, vingt-trois entérotoxines (SE et SEI) ont été décrites (Hu et Nakane, 2013).
Le tableau ci-dessous résume les principales caractéristiques des entérotoxines de S. aureus.
Cinq d’entre elles sont les plus impliquées dans les TIA (SEA, SEB, SEC, SED, SEE). Ces
SE agissent directement sur I’épithélium intestinal et sur le nerf vague provoquant une
stimulation du centre émétique et du transit intestinal (Le Loir et Gautier, 2010).

L’intoxication alimentaire staphylococcique est caractérisée par une courte période
d’incubation (2 a 6h) aprés I’ingestion de toxine préformée, suivie de nausée, de
vomissements, de douleurs abdominales et de diarrhée. Les vomissements commencent
habituellement en premiers, avec la diarrhée qui suit peu de temps aprés (Balaban et Rasooly,
2000).
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Tableau 3 : Caractéristiques des entérotoxines staphylococciques (Hennekine et al, 2010).

Toxines PM(Da) Localisation génétique Activité Actévité
superantigénique | émétique
SEA 27,1 Prophage + +
SEB 28,336 Chromosome, plasmide, + +
ilot de pathogénicité
SEC1-2-3 27,500 Plasmide + +
SED 26,36 Plasmide (p1B485) + +
SEE 26,425 Prophage + +
SEG 27,043 Chromosome + +
SEH 25,21 Transposon + +
SEI 24,928 Chromosome + +
SE1] 28,565 Plasmide (p1B485) + Nd
SEK 25,539 llot de pathogénicité + Nd
SE1L 24,593 llot de pathogénicité + -
SE1IM 24,842 Chromosome + nd
SEIN 26,067 Chromosome + nd
SE10 26,777 Chromosome + nd
SE1P 26,608 Prophage(Sa3n) + nd
SE1Q 25,076 Ilot de pathogénicité + -
SER 27,49 Plasmide(P1B485) + +
SES 26,217 Plasmide(P1B485) + +
SET 22,614 Plasmide(P1B485) + +
SE1U 27,192 Chromosome + nd
SE1U2 26,672 Chromosome + nd
SE1V 24,997 Chromosome + nd

Nd : non déterminé

11.3.1.5. Toxines pyogeniques (superantigene)

Ce groupe de toxines a la capacité d’interagir a la fois avec le récepteur spécifique des

lymphocytes T (TCR) et les antigenes du complexe majeur d'histocompatibilité de classe Il

des cellules présentant I'antigéne CPA (figure5) (Velasco et al, 2005). Cette activation

polyclonale entraine la libération de cytokines pro-inflammatoires qui jouent probablement un

réle important dans le déclenchement du syndrome de choc toxique (Nauciel et Vilde, 2005).
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S. aureus produit trois types de superantigénes : les entérotoxines (dont I’entérotoxine
staphylococcique A), la toxine 1 du choc toxique (TSST-1) et les toxines exfoliatives. Les
pathologies les mieux connues comme étant associées a ces molécules superantigéniques sont

le choc toxique et les dermites exfoliatives (Merlet, 2010).

Lymphocyte Lymphoeyte

CPA, cellule T4 CPA, cellule T4
présentant présentant
I'antigéne I'antigéne

super-
antigene

Antigéne

Figure 5 : Mécanisme d’action de I’entérotoxine Staphylococcique (a gauche fonctionnement

normal, a droite fonctionnement avec superantigene) (Leyral et Vierling, 2007).

11.3.2. Les Enzymes
S. aureus posséde de nombreuses enzymes impliquées dans sa virulence, ayant une activité

protéase, hyaluronidase, collagénase, lipase, ou nucléase.

11.3.2.1. Coagulas libre

La coagulase est une enzyme exo-cellulaire, thermostable, d’un poids moléculaire qui varie

selon les souches, de 5 a 40 kDa, codée par le géne chromosomique coa.

Le domaine N-terminal de la coagulase s’associe a la prothrombine pour former
lastaphylothrombine responsable de la polymérisation du fibrinogéne en fibrine, aboutissant a
la formation de thrombus (Boden et Flock, 1989 ; Panizzi et al, 2006)

Le thrombus formé, contribue probablement a empécher la phagocytose (Tally, 1993 ;
Pancholi, 2002).
11.3.2.2. Fibronolysine ou Staphylokinase

La staphylokinase, protéine de 136 acides aminés, possede deux grandes propriétés ; sur le
plan immunitaire, elle est capable de se lier aux a-défensines, peptides bactéricides secrétés
par les polynucléaires neutrophiles et d’inhiber leurs propriétés antimicrobiennes, contribuant

a la lutte staphylococcique contre I’immunité innée (Bokarewa et al, 2006).
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Sur le plan hémostatique, elle réalise un complexe avec le plasminogene, donnant naissance
a la plasmine active, enzyme protéolytique a large spectre, responsable de la fragmentation
des thrombus riches en bactéries et induit la formation de foyers septiques secondaires
(Dubas, 2008).

La plasmine activée par la staphylokinase est une puissante sérine protéase capable de
cliver et d’inactiver I’immunoglobuline G et la fraction C3b humain qui vont se fixer a la
paroi bactérienne, inhibant de ce fait, la phagocytose (Foster, 2005).
11.3.2.3. Désoxyribonucléase thermostable

C’est une enzyme thermostable responsable de I’hydrolyse de I’ADN de cellule de 1’héte.
La thermonucléase est produite par toutes les souches de S. aureus (Bosgiraud, 2003).
L’activité enzymatique est mise en evidence sur milieu a base d’ADN avec du bleu de
Toluidine (halo rosé) (Avril et al, 2000).
11.3.2.4. Protéases

La majorité des souches de S. aureus sont productrices de protéases, sous forme de pro-
enzymes inactives, nécessitant un clivage pour qu’elles soient actives. On distingue trois
catégories de protéases, les sérine-protéases, les cystéines-protéases et les métallo-protéases
(Boisset et Vandenesch, 2010).

Les sérines protéases attaquent les chaines lourdes des immunoglobulines G, cette activité
peut affaiblir les défenses de 1’hote en bloquant les anticorps et cause I’invasion et la
destruction des tissus (Vincenot et al, 2008). Les cystéines-protéases ne sont pas bien
caractérisées biochimiquement, mais il est connu qu’elles possédent une forte activité sur
I’élastine (Pancholi, 2002).

Les métalloprotéases possedent plusieurs réles dans la pathogénicité de S. aureus. Elles
détruisent les inhibiteurs de protéases, participant ainsi a la formation du thrombus, et en
modifiant les protéines bactériennes de surface, elles contribueraient au détachement bactérien
a partir des biofilms ou des foyers septiques (Vincenot et al, 2008).
11.3.2.5. Catalase

C’est une enzyme permettant la transformation du H202 en H20 et O.. Par cette enzyme, S.
aureus inhibe probablement 1’activité destructrice des polynucléaires neutrophiles et cela par
la degradation des radicaux libres d’oxygene, produits par ces globules blancs. Par
conséquent, la catalase donne une protection pour ce germe a l’intérieur des cellules

phagocytaires, lui permettant d’échapper au systeme immunitaire (Tally, 1993 ; Pancholi,
2002).
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11.32.6. Lipases
Elle permet la persistance des souches dans les sécrétions lipidiques cutanées. Elle interfére

avec la pinocytose des polynucléaires neutrophiles et intervient dans la formation des biofilms
bactériens (Dubas, 2008).

11.3.2.7. Hyaluronidase
C’est une enzyme thermostable de 92 kDa, elle exerce son activité a pH acide par

I’hydrolyse de 1’acide hyaluronique, substance fondamentale du tissu conjonctif (Le Minor et
Veron ,1982), favorisant ainsi la diffusion de S. aureus dans ce dernier (Tally, 1993).

11.3.2.8. Lysozyme
S. aureus produit le lysozyme qui est capable de lyser la paroi de la cellule bactérienne (Le

Minor et Veron ,1982).
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Chapitre 111 : La résistance de Staphylococcus aureus aux antibiotiques
I11.1. Définition de I’antibiotique

Les antibiotiques sont des molécules d’origine naturelle ou synthétique, possédant la
propriété de tuer (bactéricide) ou de limiter la croissance (bactériostatique) des bactéries. Une
grande majorité de ces molécules a ét¢ découverte dans les années 1940 jusqu’aux années

1960, 1’age d’or de la découverte des antibiotiques (Couderc, 2015).
I11.2. Résistance aux antibiotiques

Apreés la découverte de la pénicilline, on croyait posséder enfin un médicament contre la
plupart des infections bactériennes : la méningite, la fiévre typhoide, la syphilis ou autres
fléaux semblent définitivement vaincus. Pourtant, dés 1945, Fleming prévoit les risques
potentiels liés a I'utilisation des antibiotiques. Il craint que leur utilisation a grande échelle
sélectionne des bactéries résistantes. Dans son laboratoire, il observe que des bactéries,
sensibles a la pénicilline en début d’expérience, parviennent a se multiplier en présence de
concentrations croissantes de I’antibiotique. Selon lui, les bactéries sensibles ont été détruites,

et les bactéries résistantes se sont multipliées sans limitation (Andremont et al, 1997).

Une année apres I'utilisation de ce médicament (pénicilline), un nombre significatif des
souches bactériennes sont devenues résistantes. Seulement quelques années apres, plus de

50% des souches n’étaient plus sensibles a ce nouveau médicament (Alanis, 2005).
111.3. Supports génétiques de la résistance

Il existe deux types de résistance des bactéries pour les antibiotiques : la résistance

naturelle et la résistance acquise.
111.3.1. Résistance naturelle

Les genes de résistance font partie du patrimoine génétique de la bactérie. La résistance
naturelle est un caractére présent chez toutes les souches appartenant a la méme espece. Elle
est naturelle et 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).
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111.3.2. Résistance acquise

La résistance acquise est une propriété de la souche (figure6). Cette derniére correspond a
la capacité de supporter une concentration d'antibiotique beaucoup plus élevée que celle
supportée par lesautres souches de la méme espéce (Schwarz et Chaslus-Dancla, 2001). Elle
peut s'acquérir soit par mutation chromosomique qui est un phénomene spontané et rare et
n'explique pas toutes les résistances rencontrées en clinique, soit par acquisition de matériel
génétique exogene (Prescott, 2000). La résistance acquise par transfert de matériel génétique
représente 80 a 90 % des résistances acquises rencontrées chez les bactéries isolées en
clinique (Faye, 2005).

Bactérie sensible

Bactérie résistante (&)

@\ Mutations

\x.‘ //_/ i
. L /
Transfert d’un gene de reslstancé/ / .
Nouvelle bactérie résistante

Figure 6 : Emergence d’une résistance acquise aux antimicrobiens (Carle, 2009).

I11.4. Modes de résistances des bactéries aux antibiotiques
I11.4.1. Inactivation enzymatique de I’antibiotique

L’inactivation enzymatique de I’antibiotique représente le principal mécanisme de
résistance des béta-lactamines, des aminoglycosides et des phénicolés. Ce type de résistance a
été décrit pour le groupe MLS (macrolides, lincosamides, streptogramines), pour les
tétracyclines, pour la fosfomycine et plus recemment pour les fluoroquinolones, bien que cette
inactivation ne représente pas le mécanisme de résistance qui prévaut pour ces molécules.
L’enzyme en modifiant le noyau actif de 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.

24



Parmi les réactions biochimiques catalysées par ces enzymes bactériennes, on peut citer des
hydrolyses, des acétylations, des phosphorylations, des nucléotidylations des estérifications,
des réductions et des réactions d’addition d’un glutathion. Ces enzymes sont généralement
associées a des éléments génétiques mobiles (Guardabassi et Courvalin, 2006 ; Alekshun et
Levy, 2007 ; Nikaido, 2009).

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

C’est un mécanisme de résistance decrit pour presque tous les antibiotiques, et
particulierement important pour les résistances aux penicillines, aux glycopeptides et aux
molécules du groupe MLS chez les bactéries Gram positives, et pour les résistances aux
quinolones chez les bactéries Gram positives et Gram négatives. La cible de 1’antibiotique
peut étre structurellement modifiée ou remplacée, de telle sorte que le composé antibactérien
ne puisse plus se lier et exercer son activité au niveau de la bactérie (baisse de 1’affinité). Ce
type de résistance peut étre la conséquence de I’acquisition de matériel génétique mobile
codant pour une enzyme modifiant la cible de 1’antibiotique, ou peut résulter d’'une mutation
au niveau de la séquence nucléotidique de la cible (Guardabassi et Courvalin, 2006 ;
Alekshun et Levy, 2007 ; Nikaido, 2009).

111.4.3. Pompes a efflux

L’antibiotique ne peut atteindre son site d’action par pompage actif de 1’antibiotique a
I’extérieur de la bactérie (efflux). Les transporteurs d’efflux de plusieurs médicaments sont
des composants normaux des cellules bactériennes et contribuent pour une large part a la
résistance intrinseque des bactéries a de nombreux agents antibactériens. Ces pompes ont

besoin d’énergie.

L’exposition aux antibiotiques favorise une surexpression par mutation de transporteurs,
entrainant une hausse de la résistance bactérienne. Il est également possible qu’une résistance
par efflux apparaisse a cause de 1’exposition a un antibiotique d’une autre classe. Ainsi, on
sait que la ciprofloxacine peut favoriser 1’émergence d’une résistance a la céphalosporine par
la voie de ce mécanisme. Parmi les bactéries d’importance clinique munies d’une pompe a
efflux comme mécanisme de résistance, on trouve I'’E. coli et le Shigella. Le S. aureus peut
également comporter une pompe a efflux lui permettant d’acquérir une résistance aux
macrolides (Mandell et al, 2009 ; Yamashita et al, 2009).
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111.4.4. Réduction de la perméabilité cellulaire

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires : une membrane cytoplasmique
sépare leur cytoplasme du milieu extérieur. Les bactéries a Gram négatif sont également
munies d’une enveloppe additionnelle, la membrane externe, qui sert de barriere et protege les
protéines de liaison aux penicillines (PLP) du milieu externe. Les nutriments et les
antibiotiques doivent traverser cette enveloppe pour pénétrer dans la bactérie. Le passage se
fait par diffusion passive a travers les canaux que forment les protéines caniculaires nommées
porines (Knothe et al, 1983 ; Pitout et al, 2004).

La réduction de la perméabilité cellulaire se produit par diminution de I’entrée de
I’antibiotique sur son site, provoquée par une modification de la perméabilité de la membrane
interne ou externe de la bactérie. Une altération des porines dans la paroi des bactéries a Gram
négatif peut réduire ou bloquer la pénétration de I’antibiotique jusqu’a son site d’action, ainsi
que, les mutations des porines joueraient un réle important dans I’émergence d’une résistance,
particuliérement a la suite d’une réduction du calibre des canaux ou du nombre de porine

(Knothe et al, 1983 ; Pitout et al, 2004).
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Figure 7 : Mécanisme de resistance lié au mode d’action de I’antibiotique (Mainardi, 2015)
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111.5. Mécanismes de résistance de Staphylococcus aureus vis a vis de certains

antibiotiques
111.5.1. Résistance aux B-lactamines
> Résistance aux pénicillines par production de pénicillinases

La résistance de Staphylococcus aureus a la pénicilline par production de penicillinases
(figure 8) est une résistance transférable qui concerne actuellement environs 90% des isolats

retrouvées en médecine humaine (Le loir et Gautier, 2010).

La pénicillinase plasmidique de Staphylococcus aureus constitue historiqguement le premier
mécanisme de résistance a un antibiotique identifié, c’est une protéine enzymatique capable
d’hydrolyser le cycle B-lactame présent chez la pénicilline G et toutes les molécules dérivées
mais elle reste sensible a I’action des inhibiteurs des B-lactamases : acide clavulanique,

sulbactam, tazobactam (Donnio, 2010).

La pénicillinase staphylococcique n’exerce qu’une faible activité hydrolytique sur les
ceéphalosporines ; elle est le produit d’expression du gene blaZ qui est porté par un plasmide

ou un transposon (Lowry, 2003).
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Figure 8 : Resistance aux Béta-lactamines chez les Staphylocoques (Mainardi, 2015).
» Reésistance a la méticilline par production de PLP modifiées

Il s’agit d’une résistance acquise par modification de la PLP, cible principale de
nombreuses f-lactamines: les souches résistantes expriment une PLP modifiée, la PLP2a,

pour laquelle ces antibiotiques ont tres peu d’affinité (Tomasz et al, 1991).
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La PLP2a est codée par le gene mecA qui est porté par un fragment d’ADN additionnel
présent chez les SARM et absent chez les souches sensibles, appartenant a la famille des

cassettes chromosomiques staphylococciques mec (SCCmec) (Ito et al, 2003).
111.5.2. Résistance aux Glycopeptides

Les glycopeptides, teicoplanine et vancomycine, sont utilisés comme alternative aux [3-
lactamines dans le traitement des infections a staphylocoques dorés méticillino-résistants ou
en cas d'intolérance chez les patients (Tankovic et al, 1997). Ces antibiotiques ont un effet
bactéricide s'exercant lentement, ils agissent sur la synthése de la paroi bactérienne au cours
de 1'¢longation, a un stade plus précoce que les B-lactamines, ils ont pour site d’action le
dimere D-Ala- D-Ala terminal du pentapeptide porté par la brique de peptidoglycane,

empéchant ainsi la transpeptidation et la réticulation de la paroi (Courvalin, 2006).

Deux types de résistances a la vancomycine ont été rapportés dans la littérature (figure 9) ;
la premiére est due a des mutations génétiques causant une baisse dans la production de PLP,
additionnée a la production de couches supplémentaires de peptidoglycane. Ce mécanisme
conduit a I’augmentation de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a 4-8 pg/ml, d’ou le
nom de S. aureus a résistance intermédiaire vis-a-vis de la vancomycine (VISA) (Hiramatsu,
2001 ; Srinivasan et al, 2002).

Le second type de résistance vient de I’acquisition par S. aureus du transposon Tn 1546 par
conjugaison avec Enterococcus feecalis résistant a la vancomycine (VRE) (Gardete et
Tomasz, 2014). Ce transposon contient neuf genes responsables de la synthése d’un
précurseur du peptidoglycane modifié, ou le D-Ala-D-Ala est substitué par un D-Alanyl-D-
Lactate (D-Ala-D-Lac) qui a une trés faible affinité vis-a-vis de la vancomycine (Boneca et
Chosis, 2003), les souches résultantes sont dénommeées : S. aureus résistant a la vancomycine
(VRSA) (Lowy, 2003).

28



staphylocoques sensibles a la vancomycine

e inhibition de la
svnthése de la paroi
cellulaire

|-0-Ala-D-Ala -

\

Tripeptides contenant des intermédiaires dans
la synthése de la paroi cellulaire

staphylocoque résistant a la vancomycine

vancomycine

SR, . ——
-D-AIa-D-La<Z|

—

F L
-D-Ala

Figure 9 : Mode d’action de la vancomycine et mécanisme de résistance de S. aureus a la
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vancomycine (Lowy, 2003).
111.5.3. Résistance aux aminosides

Les aminosides sont des antibiotiques bactéricides utilisés en thérapeutique pour
l'accélération de la vitesse de bactéricidie qu'ils apportent aux p-lactamines et aux

glycopeptides (Tanakovic et al, 1997).

La résistance aux aminosides est rarement due a des mutations affectant les cibles
ribosomales des antibiotiques, cette derniere est majoritairement liée a 1’acquisition des genes
plasmidiques codants des enzymes inactivatrices de ces antibiotiques (Galimand et al, 2003),
ces enzymes appartiennent a trois classes, acétyltransférases (AAC), nucléotidyltransférases
(ANT) et phosphotransférases (APH) codées par des genes acquis plasmidiques ou

transposables (Tankovic et al, 1997).

Chaque enzyme est dénommeée en fonction de la molécule qu'elle modifie et reconnait un
certain nombre d'aminosides qu'elle modifie, une fois modifié, I’affinité de I’antibiotique vis-

a-vis de sa cible diminue considérablement (Strahilevitz et Hooper, 2009).
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111.5.4. Résistance aux tétracyclines

Les tétracyclines sont des molécules qui agissent en se fixant sur la sous-unité ribosomale

308, ce qui empéche I’ARNt-aminoacyl de s’y associer et inhibe la synthése protéique (Speer

et al, 1992).

Deux mécanismes de résistance ont été rapportés chez S. aureus. Le premier consiste a
protéger le ribosome via des protéines codées par des génes plasmidiques ou se trouvant dans
des transposons (Roberts et Schwarz, 2009). Les protéines codées par les genes
(principalement tetM et tetO) se fixent sur le ribosome, induisant 1’augmentation de la
constante de dissociation du complexe ribosome-tétracycline. Cela a pour effet de relarguer la
molécule de I’antibiotique et de rendre le ribosome fonctionnel (Schnappinger et Hillen,
1996 ; Connell et al, 2003).

Le deuxieme mécanisme consiste a faire sortir 1’antibiotique de la cellule par un efflux
actif. Ce dernier est réalisé par des protéines membranaires ATP-dépendantes (Speer et al,
1992). Cet efflux réduit la concentration de 1’antibiotique dans le cytoplasme, protégeant ainsi

les ribosomes (Chopra et Roberts, 2001).

I11.5.5. Résistance aux sulfamides

Les sulfamides est une famille d’antibiotique qui agit sur la dihydroptéroate synthase
(DHPS), une enzyme indispensable & la formation du précurseur de certains acides aminés et
de bases azotées.

Ces antibiotiques présentent une homologie de structure avec 1’acide para-nitrobenzoique
(PABA), qui est le substrat naturel de la DHPS. De ce fait, les sulfamides affectent le
fonctionnement de cette derniére par compétition avec son substrat (Skéld, 2000).

111.5.6. Résistance aux rifamycines

Ces antibiotiques se lient a la sous unité¢ B de I’ARN polymérase ADN dépendante et
inhibent I’initiation de la transcription (Yala et Merad, 2001).

La résistance a la rifamycine est la conséquence de mutations sur le géne rpoB codant la
sous unité¢ f de I’ARN polymérase ADN dépendante, la fréquence de mutation peut atteindre
107 pour les cocci a Gram positif et les mutants sont sélectionnés in vitro en une étape, ceci
impose I'utilisation de la rifamycine en association avec d'autres antibiotiques afin de prévenir

I'émergence des mutants résistants (Schmitz et al, 2000).
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I11.5.7. Résistance a I’acide fusidique

C’est un inhibiteur des synthéses protéiques, la résistance a cet antibiotique peut étre due a
une mutation chromosomique au niveau du gene fusA codant le facteur EF-G, diminuant
I’affinité du facteur pour I’antibiotique, ou a une résistance plasmidique due le plus souvent
au déterminant fusB entrainant probablement un défaut de pénétration dans la cellule
bactérienne (O’Neil et al, 2007).

111.5.8. Résistance aux fluoroquinolones

Les fluoroquinolones inhibent la croissance bactérienne par arrét de la réplication de
I’ADN. Ces molécules ont une action ciblée sur les topo-isomérases. Les topoisomérases
regroupent les topo-isomérases de classe 11, les gyrases, constituées de deux sous-unités GyrA
et GyrB (codées par les genes gyrA et gyrB) et impliquées dans le relachement de I’ADN, et
par les topoisomérases de classe IV (composées de deux sous-unités codées par les genes grlA
et griB) qui entrainent un désenchevétrement de I’ADN a la fin de la réplication (Mainardi et

al, 1996).

Le mécanisme de résistance aux fluorogquinolones le plus fréquent est la survenue de
mutations au niveau du gene parC codant la sous-unité C de la topoisomérase IV, cible
d’action de ces antibiotiques. Les mutations en cause surviennent essentiellement et de fagon
cumulative dans la zone du gene codant la région QRDR (quinolone resistance determinant
region) (Lowy, 2003).

Un deuxiéme mécanisme de résistance chez S. aureus, probablement de moindre
importance sur le plan thérapeutique car induisant des niveaux de résistance plus bas, consiste

en I’expression de pompes a efflux multiple (MDR) (Demarco et al, 2007).
111.5.9. Résistance aux macrolides, lincosamides et streptogramines (MLYS)

Les MLS inhibent la synthése protéique en se fixant au ribosome bactérien. Trois grands
types de mécanismes sont responsables de la résistance acquise a cette famille d’antibiotiques

soit par modification de la cible, modification enzymatique ou bien par I’efflux (Leclercq,

2002).

-Modification de la cible : Chez S. aureus, le mécanisme repose sur I’action d’une enzyme
(methylase) réalisant la méthylation d’une adénine de la sous unité 23S de I’ARN

ribosomique. Ces methylases sont codées par les genes erm dont il existe au moins 20
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variantes. Le support des génes erm peut étre chromosomique ou plasmidique (Quincampoix
et Mainardi, 2001).

-L’efflux actif médi¢ par des pompes efflux comprennent une protéine membranaire codée

par le géne chromosomique norA (Quincampoix et Mainardi, 2001 ; Woodford, 2005).

Résistance par production des enzymes inactivatrice, qui modifient 1’antibiotique lui-méme et
peuvent appartenir a la classe des hydrolases, des acétyltransférases ou des

phosphotransférases (Quincampoix et Mainardi, 2001).
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PARTIE
EXPERIMENTALE



Chapitre | : Matériel et méthodes

I.1. Objectifs de I’étude

L’objectif principal de notre étude est 1’isolement des souches de Staphylococcus aureus a
partir du mucus nasal des caprins, et a partir du lait cru produit au sein de ces €levages laitiers.
Le second objectif est la détermination du profil de résistance des souches isolées vis-a-vis de
quelques molécules d’antibiotiques utilisées en médecine vétérinaire ainsi qu’en médecine
humaine, et ceci dans le but de prévoir la présence de souches de S. aureus résistantes a la
méticilline (SARM).
1.2. Matériel
1.2.1. Matériels de laboratoire

- Etuve microbiologique (Memmert, Germany)

- Bec Bunsen

- Balance électronique (Denver instrument, USA)
- Spectrophotometre (Medline, United Kingdom)
- Réfrigérateur (Essalem Electronics, Algérie)

- Vortex (Heidolph, Germany)

- Bain-Marie (Memmert, Germany)

- Autoclave (pbi international, Milano)

- Verrerie et outils : bécher, boites de Pétri, tubes a essai, tubes a hémolyse, pipettes Pasteur,
écouvillons, anse a boucle, micropipette, embouts, spatule, cuves de spectrophotometre,

flacons en verre, lame, pince, gants chirurgicaux, seringues, papier aluminium, papier film.

1.2.2. Matériels de prélevement

-Glaciere

-Tubes ECBU stériles

-Gants chirurgicaux.

-Ecouvillons

1.2.3. Milieux de culture et réactifs

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

- Gélose Baird Parker (Biolife, Italie)



- Tellurite de potassium (Institut Pasteur d’ Alger, Algérie)
- Emulsion de jaune d’ceuf

- Gélose Mueller-Hinton (Conda Pronadisa, Espagne)

- Bouillon coeur-cervelle (Biokar, France)

- Gélose a ADN (Conda Pronadisa, Espagne)

- Milieu TSYEA (Conda Pronadisa, Espagne)

- Plasma de lapin (bioMérieux SA, France)

-Plasma humain (CTS, TiziOuzou)

- HCL 2N (MERCK, Germany)

- Peroxyde d’hydrogene (H202) (Cosmania, Algérie)
- Eau physiologique stérile

- Eau distillée stérile

-Glycérol
- Disques d’antibiotiques (Liofilchem, Italy)
1.2.4. Matériel biologique
-Souche de référence (S. aureus ATCC25923)
1.3. Méthodes
1.3.1. Durée et lieu de I’étude

Notre étude a été réalisée entre la période allant du mois d’Avril au mois de Juin
2021(2mois) au niveau du laboratoire de recherche de Biochimie Analytique et de
Biotechnologie (LABAB) de [I’universit¢ Mouloud Mammeri, Tizi-Ouzou. Les trois
échantillonnages ont été effectués au sein de trois ¢élevages laitiers de la région d’Azeffoun
(Wilaya de Tizi Ouzou).
1.3.2. Types et natures des prélevements

Au cours de notre étude, 174 prélevements ont été realises et soumis a la recherche et
I’identification de S. aureus. Ces prélevements ont été realisés a travers neuf troupeaux laitiers

de taille moyenne, situés dans la région d’Azeffoun (Tizi Ouzou). Ils comprennent 168



prélevements nasaux chez des caprins laitiers et non laitiers et enfin 06 échantillons du lait cru

de mélange.
Tableau 04 : Types et natures des prélevements

Nombres Troupeaux | Localisation | Nombre | Nombre de | Nombre

d’échantillonnages de caprin | caprin d’échantillons
écouvillonnés | de lait

1 1 Ait yelloul 30 20 1

2 Tazaghart 50 20 1

3 Ihnouchene 35 20 1

2 4 Ighil Mhned 25 20 0

5 louedjdal 35 20 2

6 Agnin 28 20 1

Rihan

3 7 Tifezouine 30 22 0

8 Tifezouine 20 10 0

9 Ihamziouen 25 16 0

Nombres total de 168 6

Prélévements

1.4. Protocol expérimental

1.4.1. Collecte des prélévements

> prélevements nasaux

Suite a ’orientation d’un vétérinaire vers certains éleveurs a qui nous avons expliqué

I’intérét de notre étude, le prélevement s’est effectué comme suite (figurel0) :

Aprés le nettoyage des mains et le port des gants chirurgicaux, un préléevement nasal est

effectué sur les deux narines de chaque animal. Ce prélévement est réalisé en introduisant un

écouvillon délicatement dans chaque narine, suivi de mouvements rotatoires. Ainsi,

I’écouvillon obtenu est mis dans un tube a essai contenant le bouillon Mueller Hinton+ 6,5%

de Nacl.




» Prélévement des échantillons du lait
Un échantillon du lait de mélange est prélevé de chaque élevage. Le prélevement est réalisé

dans un flacon stérile.

Figure 10 : Prélevement nasal chez le caprin.

1.4.2. Analyse des échantillons
La recherche de S. aureus dans les différents prélevements a été effectuée en deux étapes :
» L’enrichissement
L’enrichissement a été effectué sur le bouillon Mueller Hinton + 6,5% du Nacl pour les
prélevements nasaux ainsi que les échantillons du lait, I’enrichissement est suivi d’une
incubation des tubes a 37°C/24h.

> L’isolement de S. aureus

Apres avoir effectué un tri des tubes présentant un trouble microbien, 1’isolement se fait sur
la gélose Baird Parker (BP) additionnée de I’émulsion de jaune d’ceufs et de tellurite de
potassium.

L’isolement est réalisé par ensemencement en surface de 0.1ml de bouillon MH positif,
suivi d’un étalement a 1’aide d’un rateau stérile. Les boites ainsi obtenues sont incubées a
37°C pendant 24h.

Aprés incubation, les boites sont considérées positives si elles présentent des colonies
caractéristiques de S. aureus (colonies rondes a bords réguliers, lisses, bombées, d’un

diameétre de 1 a 3mm, noires et ayant un halo clair).
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» Purification des souches
Deux a trois colonies caracteristiques ont été choisies, puis ensemencées sur la
gélose BHI ou TSYEA (figurell). La purification est réalisée apres des repiquages successifs,

ainsi, les colonies pures obtenues ont fait 1’objet d’une identification biochimique.

Figurell : Souche pure de Staphylococcus aureus.

1.4.3. Identification biochimique de S. aureus

Trois tests biochimiques ont été réalisés pour identifier S. aureus parmi les souches
suspecteées, il s’agit de la mise en évidence de la catalase, la coagulase et de I’ADNase.

Une souche doit présenter un résultat positif a tous ces tests pour confirmer son
appartenance a 1’espéce S. aureus.

1.4.3.1. Mise en évidence de la catalase

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d'’hydrogéne H20a,
produit toxique du métabolisme aérobie. Elle est présente chez la plupart des bactéries
aérobies strictes et anaérobies facultatives y compris S. aureus.

2H202 —2H20 +0>

Une goutte de peroxyde d’hydrogene (H202) est déposée au fond d’une boite de Pétri vide
(figurel2) alaquelle on rajoute deux a trois colonies provenant d’une culture pure sur gélose
BHI, les colonies bactériennes sont ensuite mélangées a 1’aide d’une pipette Pasteur de
maniére a ce que la goutte rentre en contact avec la colonie, le test est présumé positif
lorsqu’il y’a dégagement de bulles de gaz (effervescence).




Figure 12 : Souche de Staphylococcusaureus catalase positive
1.43.2. Mise en évidence de I’ADNase

Certaines bacteéries ont la capacité d’hydrolyser I’ADN grace a une enzyme, I’ADNase.
Pour la recherche de cette enzyme, une boite de Pétri contenant la gélose a ADN est devisée
en trois compartiments dans lesquels on ensemence en strie centrale deux a trois colonies des
souches a tester (figure 13).

Les boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 24h, la révélation de ce test ce fait par
I’ajout d’acide chlorhydrique (Hcl) a 2N, la souche est considérée comme étant positive s’il y
a une apparition d’une zone claire autour des stries provenant de la libération des

polynucléotides apres 1’hydrolyse de I’ADN du milieu.

Figurel3 : Souche de Staphylococcusaureus ADNase positive

1.4.3.3. Mise en évidence de la coagulase

La coagulase est une protéine extracellulaire, permettant la différenciation des
staphylocoques a coagulase positive (SCP) des staphylocoques a coagulase négative (SCN).
Cette enzyme joue un role important dans le pouvoir pathogene de S. aureus.
Un inoculum issu d’une culture jeune est repiqué sur BHIB et incubé a 37°C pendant 24
heures.

Ensuite, un volume de cet inoculum bactérien est introduit dans un tube a hémolyse

contenant le méme volume de plasma de lapin ou a défaut du plasma humain.

L’incubation est faite a 37°C de 1h a 4h, un test positif se traduit par la formation d’un

coagulum (figure 14).
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Figure 14 : Souche de Staphylococcusaureus coagulase positive

1.4.3.4. La résistance des souches isolées aux antibiotiques
L’antibiogramme est une technique de laboratoire visant a tester la sensibilité d’une souche
bactérienne vis-a-vis d’un ou plusieurs antibiotiques. Les souches de S. aureus isolées durant

notre étude ont été testées vis-a-vis de neuf molécules d’antibiotiques listés dans le tableau ci-

dessous.

Tableau 5 : Liste des molécules d’antibiotiques testés sur les souches isolées.
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Familles Antibiotiques Abréviations Charge Marque
(un
Pénicilline P 10 Liofilchem,
Italie
p-lactamines Céfoxine FOX 30 Liofilchem,
Italie
Gentamycine CN 10 Liofilchem,
Aminoglycosides Italie
Néomycine N 30 Liofilchem,
Italie
Macrolides Erythromycine ERY 15 Liofilchem,
Italie
Tétracyclines Tétracycline TE 30 Liofilchem,
Italie
Quinolones Ofloxacine OFX 5 Liofilchem,
Italie
Phénicols Chloramphénicol C 30 Liofilchem,
Italie
Trimétoprime- SXT 25 Liofilchem,
Inhibiteursde | Sulfamethoxazole Italie
synthese de
I’acide folique

» Technique de I’antibiogramme
Les souches a étudier sont repiquées sur le milieu BHI afin d’avoir des cultures jeunes. Une
suspension bactérienne d’une densité optique comprise entre 0.08 et 0.1 est préparée a partir
de cette culture jeune. L’antibiogramme est réalisé¢ par la technique d’écouvillonnage, en

appliquant des stries serrées sur toute la surface de la gélose Mueller Hinton. Ensuite, des




disques d’antibiotiques sont appliqués a 1’aide d’une pince stérile. L’incubation est faite a
37°C pendant 24 heures. Apres la lecture des zones d’inhibition, les souches sont classées en :
souches sensibles, souches intermediaires et souches résistantes, selon les recommandations
du CLSI (2018) et de CASFM (2019).

1.4.3.5. Conservation des souches identifiées

Les souches isolées ont fait I’objet d’une conservation, ces dernires sont repiquées sur le
bouillon BHIB, puis incubée a 37°C/24h. La conservation s’effectue en versant un volume de
la suspension bactérienne et deux volumes de glycérol dans un cryotube, qui sera maintenu

dans un congélateur a une tempeérature de -20°C.



Chapitre 11 : Résultats et discussion

11.1.1. Prévalence de S. aureus

Au cours de notre étude, 174 prélevements ont été effectués a travers neuf élevages de
caprins de taille moyenne, situés dans la région d’Azeffoun (Tizi Ouzou). Sur ce nombre total
des prelevements, 107 colonies caractéristiques du genre Staphylococcus ont été isolées sur la
gélose sélective Baird-Parker. Les colonies caractéristiques ont été soumises en premier lieu a
une purification sur la gélose BHI (figure 11), puis a des tests biochimiques (figures 12, 13 et
14) dans le but de confirmer I’espéce S. aureus. Au total, 57 souches de S. aureus ont été
confirmées et réparties comme suit : 56 souches isolées de la cavité nasale des caprins, et

uniquement une seule souche a partir du lait cru produit au sein de ces élevages.

Figure 15 : Aspect des colonies caractéristiques du genre Staphylococcus sur Baird Parker

Sur un total de 168 prélévements nasaux, seulement 31 caprins se sont révélées porteurs de S.
aureus, ce qui fait une prévalence de 18.39%, uniquement, un seul échantillon du lait est
positif (tableau 6).

Tableau 6 : Fréquence d’isolement de S. aureus selon le type de prélévement.

Type de | Nombre de Nombre de Nombre de Fréquence
Prélévements prélévements prélevements | souchesisolées | d’isolement
positifs (%)
Ecouvillonnage nasal 168 31 55 18.45%
Lait cru 6 1 2 16.66%
Total 174 32 57 18.39%

43




11.1.2. La résistance des Staphylococcus aureus aux antibiotiques

Cette étude a révélé I’existence de plusieurs souches résistances, en effet, le taux de

résistance le plus éleveé a été observé vis-a-vis de la pénicilline (49,12%).

En revanche, les souches ont exprimées de faibles taux de résistances vis-a-vis le reste des

molécules testées, les résultats de I’antibiogramme sont présentés dans le tableau suivant

Tableau 7 : Taux de résistance des souches de S. aureus isolées (n=57) aux antibiotiques.

Antibiotiques

Taux de résistance (%)

Taux de sensibilité (%)

P 28 (49,12) 29 (50,87)
N 6 (10,52) 51 (89,47)
C 2 (3,5) 55 (96,49)
OFX 1(1,75) 56 (98,24)
SXT 2 (3,5) 55 (96,49)
TE 3 (5,26) 44 (77,19)
FOX 2 (3,5) 54 (96,49)
E 5 (8,77) 52 (91,22)
CN 2 (35) 52 (94,73)

11.1.1.3. Prévalence de Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM)

Au cours de notre étude, deux souches de Staphylococcus aureus résistantes a la méticilline

(SARM) ont éte isolees a partir des préléevements nasaux, soit une fréquence de 3.5%, les

deux souches SARM isolées, en plus de leurs résistances aux -lactamines, résistent vis-a-vis

d’autres familles d’antibiotiques (tableau 3).

Tableau 8 : Informations concernant les souches SARM isolées.

La souche Origine de la | Numeéro du | Région Profil de
souche troupeau résistance aux
antibiotiques
S522 Portage nasal 3 Ihnouchen P/FOX/E/CNI/C
S530 Portage nasal 3 Ihnouchen P/C/TE/FOX/E

P : Pénicilline,

C : Chloramphénicol,

Gentamycine, TE : Tétracycline.

FOX : Céfoxitine, E:

Erythromycine,

CN:




OFX

TE

CN

ERY

FOX

Figure 16 : Profil de résistance d’une souche de Staphylococcus aureus résistante a la
méticilline (SARM) (Photo personnelle prise au laboratoire).

11.1.4.Profils de multi-résistances des souches de S. aureus isolées

Au cours de notre étude nous avons obtenus cing souches multi résistantes sur un total de 57

souches isolées, et cing profils de multirésistances ont été observés (tableau 9)

Tableau 9 : Phénotypes de multi- résistances.

Phénotype de multi résistances Nombre de souches
P/ISXT/E 1
P/N/SXT/E 1
P/N/C/TE/FOX/E/CN 1
P/CITE/FOXI/E 1
P/OFX/E 1
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Figure 17 : Souche de S. aureus SASM multi-résistante.
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11.2. Discussion

Staphylococcus aureus est un pathogéne opportuniste chez les ruminants laitiers, ou il est
présent dans le portage sain et peut étre un agent étiologique principal de la mammite
(Seyffert et al, 2012). 1l est également important de considérer que cet organisme a la capacité
de développer une résistance contre presque tous les agents antimicrobiens (Zhang et al
2018). A cet égard, I'émergence du S. aureus résistant a la méticilline (SARM) dans l'industrie
laitiere constituent le principal probléme de santé publique dans le monde entier

(Papadopoulos et al 2018).

Au cours de notre étude, le taux du portage nasal de S. aureus chez les caprins est de
18.45% sur un total de 168 prélévements. Ce taux est supérieur a ceux annonces par certains
auteurs.

Dans une étude visant I’étude de la prévalence et la résistance des souches de
Staphylococcus aureus isolées d’animaux d’élevages a Bejaia, Aissani et Ait Idir (2018), ont
annoncé un faible taux d’isolement de S. aureus qui est de 8.3% chez les caprins. Presque la
méme fréquence d’isolement a été enregistrée en Tunisie par Daaloul-Jedidi et al (2016), qui
était de 12.4%, ainsi qu’en Arabie saoudite qui était de 13.7% (Eldeeb et al 2018). En
revanche, une fréquence légérement élevée a été rapportée par Gharsa et al (2015), qui était
de I’ordre de 19.2% ainsi que celle rapportée par Rahimi et al (2015) en Iran, qui était de
I’ordre de 25%.

D’autres auteurs ont observé des fréquences plus ¢élevées. Elles sont de 1’ordre de 43.24 %

(Zhou et al, 2017), 46.2 % (Anderson et al, 2018) et 64% (Eriksson et al, 2013).

Les divergences dans la fréquence d'isolement de S. aureus a partir des prélevements nasaux
dans les différentes zones géographiques pourraient s'expliquer par des différences dans les
méthodes d'isolement, les conditions géographiques, les pratiques d'élevage et la densité des
troupeaux (DastmalchiSaei et al, 2019), ainsi qu’a des comportements d'auto-soins tels que le
Iéchage du nez chez les chévres du troupeau et/ou a des modes de gestion (Daaloul-Jedidi et
al, 2016).

Les staphylocoques sont des pathogénes importants pour les chevres laitiéres. En effet, ils
causent des mammites cliniques et subcliniques, qui sont considerées comme de sources

potentielles de contamination du lait (Pugh et Baird, 2012 ; Hennekinne, 2018).

Dans la présente étude, la prévalence de Staphylococcus aureus dans le lait de chévre est de

16,6%. Nos résultats sont en accord avec ceux rapporté par Bochev et al (2008) qui ont



obtenu un taux de 19,8%, et avec ceux de Muehlherr et al (2003), qui ont rapporté un taux de
31,7%.

De fortes incidences de S. aureus dans le lait caprin ont été rapportées par plusieurs auteurs,
qui sont de I’ordre de 81,1%, 68,8% et 81,8% (Jolanta et al, 2004 ; Cupakova et al, 2012 ;
Rola et al, 2015).

En revanche, certains auteurs ont observé de faibles prévalences de S. aureus dans le lait de
chévre (Mork et al, 2009 ; Andersen et al, 2019). Ces taux trés élevés de contamination par S.
aureus peuvent étre expliqués par la contamination microbienne du lait cru a la ferme, qui est
due principalement aux mauvaises conditions d’hygiéne lors de la traite et a la santé de
I’animal, étant donné que S. aureus est la cause principale des mammites cliniques et sub-

cliniques (Jamali et al, 2015).

Notre résultat ne corrobore pas avec celui de DastmalchiSaei et al (2019) qui ont montré un

taux éleve de résistance a la pénicilline, qui est de 1’ordre de 90%.

Il est intéressant de noter, que la majorité des souches isolées au cours de notre étude se
sont révélées sensibles a la plupart des molécules d’antibiotiques, nos résultats rejoignent
ceux de Zhou et al (2017), qui ont signalé de fortes sensibilités des souches testées et des taux
de résistances souvent inférieur a 20%. De faibles résistances vis-a-vis de la tétracycline et la
gentamicine ont été aussi observées par Porrero et al (2012), en Espagne, en revanche,
Dastmalchi Saei et al (2019) ont montré un taux de résistance de 30% pour 1’érythromycine.

La sensibilité relativement élevée des souches de S.aureus isolées dans notre étude est
probablement liée a I’utilisation limitée d’antibiotiques dans les ¢levages de caprins (Wang et
al, 2011), et que dans notre étude, toutes les fermes visitées préconisent des paturages dans les
hautes terres sans aucune pression de sélection de résistance aux antibiotiques (Daaloul-Jedidi
et al, 2016).

L’émergence de bactéries résistantes aux antimicrobiens, en particulier le SARM, constitue
une préoccupation de grande ampleur pour la santé humaine et la santé animale. En effet,
plusieurs études ont montré la capacité des SARM a coloniser et a causer des infections chez

les animaux de compagnie et chez les animaux de rente (Petinaki et al, 2012).

Durant notre etude, deux souches de Staphylococcus aureus résistant a la méticilline ont été
isolées dans les prélévements nasaux des caprins sur un total de 57 souches, ce qui donne une
prévalence de 3.5%. Des taux similaires ont été rapportés par Mai-Siyama et al (2014), avec

un pourcentage de 3,4%. Une fréquence d’isolement identique a été rapportée par Sidis et



Derguini (2017) a Bejaia, en revanche, aucune souche SARM n’a été isolée dans 1’étude

meneée par Aquino et al (2012).

Contrairement a la présence élevée de SARM chez d'autres animaux comme les porcs et

les chevaux, sa prévalence chez les ruminants était trés faible (Alves et al, 2009).

Nos résultats rejoignent ceux de Spanu et al (2010), qui ont rapporté une faible prévalence
des SARM chez les ruminants, y’compris le caprin. Bien que, la prévalence du SARM était
faible chez les ovins et les caprins, le risque de sa transmission a d'autres populations est fort
possible (Carfora et al, 2016), et ils pourraient ainsi constituer 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).
Benito et al (2015) ont isolé un SARM portant le géne mecC dans une lésion de la peau d’un
éleveur, ce dernier travaille dans un atelier de production de fromage au lait cru et en contact
direct avec les animaux. Il est possible que le contact avec les animaux ou avec le lait cru
puisse étre a I’origine de cette souche. Le méme constat a été rapporté par Carfora et al (2016)
et Locatelli et al (2017), qui ont mis en évidence le transfert des SARM de bovins et des ovins

vers des éleveurs.

Plusieurs études ont identifié des hautes colonisations des SARM (CC398) chez des
humains en contact avec les animaux, incluant les propriétaires des élevages, les ouvriers, les
vétérinaires praticiens et les travailleurs impliqués dans la chaine d’abattage (Aires-de-Sousa
et al, 2017). Pour cela, I’adoption de mesures d’hygiéne, telles que I’utilisation des
équipements de protection personnelles (masques et gants) peut étre cruciale (Locatelli et al,
2017).



Conclusion

Staphylococcus aureus est largement disséminé comme colonisateur naturel des narines

antérieures des animaux sauvages et domestiques et des humains.

Durant notre étude, 174 prélevements incluant des écouvillonnages nasaux chez des caprins
et des echantillons du lait cru ont été collectés a travers neuf élevages laitiers de la région

d’Azeffoun (Tizi-Ouzou) et soumis a la recherche de Staphylococcus aureus.

Les résultats obtenus montrent des taux d’isolement variable de S. aureus. En effet, La
prévalence de ce dernier dans les échantillons des prélévements nasaux et ceux du lait cru, est
de 18,45% et 16,66% respectivement. Au total 57 isolats de S.aureus ont été confirmés,
comprenant 55 souches SASM et 2 souches SARM.

L’étude de la résistance des isolats aux antibiotiques montre de faibles résistances vis-a-Vis
de la plupart des molécules d’antibiotiques, a 1’exception de la pénicilline qui a montré une

résistance relativement élevée de 1’ordre de 49,12%.

Malgré que la prévalence des SARM était faible, mais reste non négligeable car leur
présence chez les caprins pourra constituer une menace pour la santé publique, via la

transmission de ces souches aux humains.

D’autres études complémentaires peuvent €tre envisagées, tel que 1’étude du portage nasal
de S. aureus chez les personnes en contact étroit avec les animaux, dans le but de mettre en
évidence des zoonoses, ainsi que la caractérisation des souches isolées sur le plan génotypique
et I’¢étude de leur lien génétique.
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Annexes

Annexes 1 : Milieux de culture utilisés et leur composition

Gélose de Baird-Parker

Peptone pancréatique de CaSeiNe .........cccvevveveerreereesieeseennens 109
EXtrait de leVUre .......ccoveovveieiieceeece e 19
Extrait de VIande.........cccocveieiieiicie e 5¢
Pyruvate de SOOIUM ........ccocoviiieiieie e 10g
Chlorure de lithium ... 5¢
GIYCINE ..o 129
GEIOSE ...ttt 15¢
Eau diStillée ..o 1000ml

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 1’eau courante.

- Désinfecter 1’ceuf en le plongeant dans une solution d’éthanol @ 70% pendant 30s, puis en

les laissant 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’cau 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) .........ccccccevviverivennsiiesnennn, 100ml



Solution de tellurite de potassium ..........ccccceevevienenieiinnins 1mi
Emulsion de jaune d’ceuf..........ce.cueeevceerereceereeieeee e, 5ml

Bouillon Coeur cervelle (BHIB)

Extrait caeur- cervelle ... 179
Peptone pancréatique de gélating ...........cccoecevviiviviiiciiciienn, 10g
NA CH e 5¢
Phosphate diSodiQUE ...........ccoviiiiiiiceee s 2.50
GIUCOSE ... 29

Préparation : 37g par litre d’eau distillée. Stérilisation a 1’autoclave a 120°C pendant 15 mn.

Pour I’obtention du milieu solide BHl,
Gélose BHI (Brain Heart Infusion)

Composition en g/l

Peptone pancréatique de gélating ...........cccoeevvvievvceeeeriennn, 10
Chlorure de SOdiUM ... 5
Phosphate diSodiqUEe.........ccovviiiiiiiiece e 2.5
GIUCOSE ... e 2
AN .. 15

PH du milieu prét & I’emploi 7.4 +/- 0.2 4 25°C

Préparation : mettre en solution 379 de milieu BHI déshydraté dans 11 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

Milieu TSYEA (Trypton Soja Yeast Extract Agar)
Composition en g/l

TIYPLONE .ot 17
Chlorure de SOdiUM ........ccooiiiiiiiiic 5

PEPLONE U8 SOJA...cviieiiieeieeie et 3



Phosphate dipotasSiqQUe...........coieereririieeniene e 2.5

Glucose monohydrate..........cocovviiiiiicii e 2.5
EXErait de [eVUIE .....oc.oiiiiiiiiie e 6.0
Agar bactériologique ..........coeviereiniiee e 15.0

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

Préparation : mettre en suspension 51g dans 11 d’eau distillée. Bien mélanger chauffer
légérement si nécessaire jusqu’a dissolution. Répartir en flacons puis stériliser a I’autoclave

pendant 15 minutes a 120°C.

Gélose a ADN

Hydrolysat trypsique de Cas€ine...........ccooerererereseervernennns 20 ¢
AND oo 29
NACT o 5¢
GRIOSE ...t 1.29
BAU D o 1000ml

Préparation : 39 g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave a 120°C pendant 15 mn.

Muller Hinton

Hydrolysat acide de Casing ..........cccoeveverereseseeeeieienn, 17.5¢
INfuSioN de VIANDE .......ccoveiiiice s 29
AMIdoN SOIUDIE .......covvieecc e 1.79
Agar bactériologique .........ccoeieiiiiiiiieee e 17g

Préparation : 37g par litre d’eau distillée. Stérilisation a 1’autoclave a 120°C pendant 15 mn.



Annexe 2 : Résultats de I’identification biochimique des colonies caractéristiques.

Tests
souche Catalase ADNase Coagulase Code
C1T3E4 + + + S495
CT2E9 + + + S495
C1T2E1 + + + S496
C1T2E4 + + + S497
C2T1El6 + + + S498
C1T1E3 + + + S499
C1T1E17 + + + S500
C3T3E20 + + + S501
C3T3E12 + + + S510
C2T3E12 + + + S511
C2T3E10 + + + S512
C1T3E12 + + + S513
C1T3E10 + + + S517
C1T3E20 + + + S518
C2T1E13 + + + S519
C1T1E13 + + + S520
ClT1E16 + + + S521
C2T3E15 + + + S522
C1T3E1ll + + + S523
C2T2E4 + + + S524
C2T3E20 + + + S525
C3T3E20 + + + S526
C4T3E20 + + S527
C2T3E13 + + + S528
C2T1E3 + + + S529
C2T5E7 + + + S531
C2T5E15 + + + S532
C2LAIT T5 + + + S533
C2T5E18 + + + S534




Suite de ’annexe 2

C3T5E18 + + + S335
C3T5E1 + + + S536
C1T6E3 + + + S537
C2T5E1 + + + S538
C1T5E9 + + + S539

C1LAIT T5C + + + S540
C2T6E3 + + + S543
C3T5E2 + + + S544

C1T5E18 + + S545
C1T5E1 + + + S546
C3T9E3 + + + S561
C1T8E7 + + + S562
C1T9E4 + + + S563

C1T7EL7 + + + S564
C1T9E3 + + + S565
C1T8E9 + + + S566
C3T8E7 + + + S567

C1T9E14 + + + S568
C2T9E3 + + + S569
C1T9E6 + + + S570
C2T8E7 + + + S571

C1T9E13 + + + S572
C3T7E2 + + + S573

C1T9E12 + + + S574
C1T8E5 + + + S575
C1T9E2 + + + S576
C2T7E2 + + + S577

+ : positif ; C: Cellule ; T : troupeau ; E : Echantillon ; LAIT T5C : Lait T5 collectif ; T1 : Ait
Yelloul ; T2 : Tazaghart ; T3 : Ihnouchen ; T4 : Ighil Mhand ; T5 : Igoujdal, T6 : Agni N

Rihan ; T7 : Tifazouine, T8 : Tifazouine, T9 : lhamziouen.



Annexe 3 : résultats de I’antibiogramme des souches de S. aureus isolées.

ATB

P N C OFX SXT TE FOX E CN

Souches

494 BR 25° 28° 27° 23° 30° 27° 31° 24!
495 6R 27° 29° 23° 6R 28° 26° BR 25°
496 6R 245 28° 25° 32° 30° 22° 29° 23°
497 6R 25° 29° 28° 33° 28° 28° 28° 25°
498 6R 29° 30° 28° 35° 31° 30° 30° 28°
499 14R 32° 32° 24° 36° 33° 31° 35° 28°
500 B6R 245 27° 30° 25° 16' 27° 30° 25°
501 6R 28° 34° 30° 39° 34° 34° 34° 29°
510 167 19° 27° 29° 28° 30° 27° 27° 19°
511 6R 10R 23° 26° 6R 15! 26° BR 17°
512 21R 11R 29° 27° 22° 27° 26° 28° 11R
513 15R 19° 27° 31° 25° 28° 27° 30° 18°
517 15R 16R 29° 25° 30° 28° 30° 30° 24°
518 20% 28° 25° 26° 32° 30° 31° 32° 25°
519 27R 29° 28° 29° 33° 28° 35° 30° 28°
520 28R 30° 30° 28° 32° 30° 30° 30° 30°
521 268 26° 245 25° 315 25° 345 30° 27°
522 6R 16R OR 27° 245 10R 20R 6R 11R
523 40° 245 27° 25° 315 27° 29° 30° 22°
524 43° 25° 29° 26° 32° 28° 25° 27° 245
525 50° 18° 21° 27° 23° 24° 33° 33° 19°
526 48° 27° 28° 26° 29° 28° 37° 27° 28°
527 48° 27° 28° 27° 345 28° 29° 28° 245
528 445 225 245 25° 30° 22° 30° 29° 22°
529 435 20° 215 27° 21° 26° 345 23° 21°
530 13R 26° 8R 27° 30° 12R 15R 6R 22°
531 40° 18° 27° 25° 27° 15! 27° 29° 19°
532 41R 20° 23° 25° 26° 27° 26° 26° 20°
533 15R 18° 25° 26° 27° 28° 26° 28° 18°
534 17R 20° 28° 29° 25° 30° 29° 32° 20°
535 35° 19° 23° 26° 25° 26° 26° 27° 18°
536 40° 19° 23° 26° 29° 26° 26° 25° 20°
537 14R 19° 25° 27° 26° 16 26° 26° 19°
538 45° 20° 25° 27° 29° 28° 325 27° 21°
539 37° 18° 25° 27° 26° 27° 26° 28° 19°
540 43° 19° 245 27° 29° 28° 28° 26° 19°
543 20% 26° 215 BR 30° 32° 325 BR 28°
544 43° 20° 25° 28° 30° 24° 24° 27° 20°
545 38° 225 25° 21° 28° 25° 27° 30° 23°
546 47° 21° 23° 28° 30° 27° 30° 28° 23°
561 15R 235 27° 28° 27° 17! 27° 28° 26°
562 41° 23° 27° 29° 26° 28° 30° 31° 245




Suite de ’annexe 3

563 443 26° 27° 30° 30° 19° 31° 34° 26°
564 48% 26° 315 345 31° 29° 425 33% 28°
565 13R 25° 30° 29° 29° 18 31° 29° 26°
566 36° 22° 28° 30° 22° 26° 36° 28° 23°
567 43° 21° 25° 27° 30° 27° 28° 28° 25°
568 39° 27° 25° 28° 23° 15! 28° 30° 25°
569 14R 17R 28° 30° 26° 19° 29° 28° 19°
570 413 17R 27° 29° 34° 11R 27° 28° 19°
571 41° 245 25° 29° 33° 21° 28° 27° 243
572 39° 27° 30° 30° 33° 18° 28° 325 26°
573 23R 34° 33° 31° 38° 31° 33° 35° 35°
574 35° 26° 25° 29° 24° 17" 27° 30° 25°
575 36° 21° 28° 30° 27° 27° 37° 29° 23°
576 38° 21° 28° 33° 21° 26° 31° 28° 23°
577 38° 21° 29° 31° 27° 29° 38° 29° 24°
S :sensible ; R : résistante ; | : intermédiaire.
Annexe 4 : Valeurs des diamétres de zone d’inhibition selon le CLSI et la CASFM.
Famille Antibiotiques Diamétre critique
Sensible | Intermédiaire | Résistant | Références
Pénicilline G >29 - <28 CLSI102018
B-lactamines  I"Cetoxitine >22 i <22 | CASFM 2020
Aminoglycoside | Gentamycine >15 13-14 <12 CLSI 2018
Néomycine >18 - <18 CLSI 2018
Macrolides Erythromycine >23 - <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
Inhibiteursde | Trimétoprim- >16 - <10 CLSI 2018
synthese de Sulfamethoxazole
I’acide folique
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