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Résumé

Staphylococcus aureus est une bactérie commensale opportuniste, impliquée dans une variété

de maladies zoonotiques. L’objectif de notre étude est d’estimer la prévalence des souches de

S. aureus chez le poulet de chair et la dinde et d’évaluer leur profil de résistance aux

antibiotiques. Pour cela, nous avons réalisé un total de 211 prélèvements nasaux chez le poulet

de chair et la dinde au niveau de deux abattoirs de la wilaya de Tizi Ouzou. Après l’isolement

des souches sur la gélose sélective, Baird Parker, une identification biochimique des isolats a

été réalisée. La résistance des souches aux antibiotiques a été réalisée selon la méthode de

diffusion des disques d’antibiotique sur la gélose Mueller-Hinton.

Au total, 35 souches de S. aureus ont été isolées, avec une prévalence de 11.37%, dont 8

souches sont des SARM. Des taux élevés de résistances ont été enregistrés vis-à-vis de la

pénicilline G (57.14%), de l’érythromycine (74.28%) et de la tétracycline (88.57%). En

revanche, aucune résistance vis-à-vis de la gentamycine et de la néomycine n’a été enregistrée.

Les résultats obtenus dans cette étude révèlent le risque associé à la présence des SARM chez

le poulet de chair. Ainsi, l’application de règles de biosécurité et les bonnes pratiques d’hygiène

aident à prévenir la diffusion des SARM au niveau des élevages et tout le long 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 un micro-organisme faisant partie du microbiote naturel des

humains et des animaux. Il colonise principalement la peau et les muqueuses nasales, ainsi que

les voies respiratoires des humains et des animaux sains (Gharsa et al, 2012). Il peut causer un

certain nombre de maladies infectieuses telles que la dermatite, la pneumonie, la méningite,

l’ostéomyélite chez l'homme. Chez l’animal, S. aureus est derrière des mammites chez le bovin

laitier et la maladie du pied bourdon chez la volaille (Benito et al, 2015). Les maladies causées

par ce pathogène versatile sont encore plus graves, si les souches de S. aureus résistantes à la

méticilline (SARM) sont impliquées (Becker et al, 2017).

S. aureus est caractérisé par un phénomène très important qui est l’adaptation aux conditions

extrêmes, en exprimant une gamme diverse de facteurs de virulence et la capacité d’échapper

aux agents antimicrobiens par le développement de différents mécanismes de résistance à

plusieurs familles d’antibiotiques (Brennan et al, 2016). La virulence de ce germe dépend de

plusieurs composants extracellulaires, incluant les protéines de surface, la capsule, les enzymes

et les différentes toxines (De Boer et al. 2009). L’utilisation abusive et non modérée de ces

agents antimicrobiens a mené vers l’émergence de souches multi-résistantes, un problème de

grande ampleur notamment pour les pays développés (Rad et al, 2015 ; Hosein et al, 2014).

Staphylococcus aureus, incluant S. aureus résistant à la méticillin (SARM), est le pathogène

commun causant une large gamme de maladies dans les communautés et dans les hôpitaux

(Chen et Huang, 2018). L’augmentation du nombre d’infections au SARM communautaire

(CA-SARM) chez des individus en bonne santé avait conduit à des recherches sur l’origine des

souches et sur leurs facteurs de virulence (Ross Fitzgerald, 2012). S. aureus peut coloniser une

gamme d’animaux, incluant les animaux domestiques (porc, vaches, volaille,…), les animaux

de compagnie (chien, chat,…) et les animaux sauvages. L’émergence des souches SARM

associées aux élevages (LA-SARM) parmi les espèces circulant dans les élevages 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 vivant

et travaillant en contact étroit avec des animaux de la ferme sont particulièrement les plus

exposées à la colonisation par des SARM, ce qui pourrait contribuer à la diffusion des souches

SARM dans la chaine alimentaire.

Peu de données sont disponibles concernant les souches de Staphylococcus aureus isolées en

élevages et de telles investigations pourront fournir des informations de grande importance en

épidémiologie. Ainsi, les objectifs principaux de cette étude est d’estimer le portage nasal chez

le poulet de chair et la dinde, de caractériser les souches isolées sur le plan phénotypique et de

prévoir la présence des SARM.

Notre manuscrit comporte deux parties : la première est une partie bibliographique,

comprenant des généralités sur le S. aureus, une présentation des facteurs de virulence et les

mécanismes importants de résistance aux antibiotiques de ce germe et la deuxième qui est une

partie pratique, décrivant la méthodologie de travail suivie et les résultats obtenus, ainsi que

leur discussion.
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Chapitre I : Généralités sur le Staphylococcus aureus

1- Historique
Connus depuis l’aube de la bactériologie, les staphylocoques avaient fait l’objet des

premières communications par Pasteur à l’Académie des sciences en 1876 et 1880 où il révéla

l’existence du «vibrion pyogénique» qu’il avait isolé à la fois dans le pus d’anthrax et chez un

patient atteint d’ostéomyélite. C’est un chirurgien anglais nommé Ogston qui donna le nom de

staphylocoque à ce micro-organisme par analogie à la forme d’une grappe de raisin observée

au microscope après coloration de Gram (Lyell et Alexander, 1989).

L’espèce Staphylococcus aureus, ainsi nommée en raison de sa pigmentation, fut décrite en

1884 par Rosenbach. Ce dernier différencia Staphylococcus pyogenes aureus des autres cocci

à Gram positif en amas, nommés Staphylococcus pyogenes albus et Staphylococcus pyogenes

citreus, en fonction de la couleur du pigment. L’appellation Micrococcus était également

employée sans distinction (Hill, 1981).

La séparation des genres Staphylococcus et Micrococcus, mais aussi des Neisseria, a été

ébauchée à partir de 1925 par l’utilisation progressive de tests biochimiques d’identification ,

Une méthode de classification basée sur ces tests a permis à Hill en 1959 de montrer que le

groupe des souches identifiées comme Staphylococcus aureus formait un groupe homogène et

une espèce à part entière (Hill, 1981).

Le genre Staphylococcus a été définitivement différencié de celui des Micrococcus par l’étude

de leur ADN et de leur contenu en guanine et cytosine (GC%), qui est faible pour les

Staphylococcus (30 à 38 %) mais élevé pour les Micrococcus (65 à 75 %) (Stephen et al, 2006).

2- Taxonomie
Dans les années 1990, le genre Staphylococcus était classé au sein du groupe des

Micrococcaceae avec notamment les genres Micrococcus et Stomatococcus. Les membres du

genre Staphylococcus différent cependant de ceux du genre Micrococcus , entre autre par leur

métabolisme anaérobie facultative, par un contenu en G+C compris entre 30 à 39 % (contre 63

à 73% pour Micrococcus), par leur paroi contenant un peptidoglycane et des acides teїcoiques 

et par la présence de peptide oligoglycine dans les ponts peptidiques de la paroi. Ensuite, l’étude

génétique ont permis de reclasser Micrococcus au sein du groupe des actinomycètes (Le Loir

et Gautier, 2010).

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

phylogénétique du genre Staphylococcus est la suivante (Delarras, 2007).

Domaine…………………………...Bacteria

Phylum…………………………….Firmicutes

Classe……………………………...Bacilli

Ordre………………………………Bacillales

Famille…………………………….Staphylococcaceae
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Genre………………………………Staphylococcus

Espèce……………………………...Staphylococcus aureus

A ce jour, cinquante espèces et sous-espèces ont été identifiées au sein du genre

Staphylococcus. Les espèces sont classées en deux groupes sur la base de leur capacité à

produire une coagulase libre : les staphylocoques à coagulas positive (SCP), généralement

considérés comme les plus pathogènes et les staphylocoques à coagulase négative (SCN) moins

dangereux (Le Loir et Gautier, 2010).

3-Habitat et épidémiologie

L’espèce Staphylococcus aureus est un germe ubiquitaire, possède des capacités d’adaptation

et de résistance au stress (Jean-Louis et Jean-Loup, 2002). Elle est très répandue dans la nature,

on le trouve fréquemment dans l’eau, l’air, les poussières (saprophyte), au niveau de la peau de

l’homme et des animaux (Jean-Claude, 1973).

S. aureus est une bactérie commensale de la peau et des muqueuses des animaux et des

humains dont la niche principale est la fosse nasale (Alexander et al, 2011 ; Gharsa et al, 2012),

mais plusieurs sites de corps peuvent être colonisés chez les humains (Wertheim et coll, 2005).

D’après les études, on distingue trois modèles de portage nasal de S. aureus chez les individus

sains : 20 % des porteurs persistants, environ 30% sont porteurs intermittents et 50% de non-

porteurs (Alexander et al. 2011).

La fréquence du portage sain chez les humains est approximativement de 30%, cette

fréquence diffère selon plusieurs paramètres comme par exemple le site de la colonisation, 23

à 46% au niveau du nez, 24 à 36% au niveau de la bouche, ou l’âge (jusqu’à 64% chez les

enfants). S. aureus peut donc, à partir de ces réservoirs, infecter les lésions cutanées, les glandes

mammaires et les muqueuses intestinales ou génitales (Smith et al, 2001).

Ce microorganisme est typiquement porté de façon asymptomatique par l’homme et les

animaux (Cohen, 2007). Cependant il est capable de causer des infections par exemple : la

folliculite, furoncle, mammites (Peacock et Paterson, 2015), cet agent opportuniste peut causer

aussi des infections plus compliquées comme la pneumonie, la bactériémie, l’endocardite

(Benito et al, 2015). Les maladies causées par ce pathogène versatile sont encore plus graves,

si les souches de S. aureus résistantes à la méthicilline (SARM) sont impliquées (Becker et al,

2015).

4-Caractères bactériologiques

4-1 Caractères morphologiques

S. aureus est de forme sphérique (coque) et se regroupe généralement en amas, souvent

qualifiés de grappes de raisin d’un point de vue macroscopique, cette bactérie se caractérise par

la pigmentation dorée de ses colonies, justifiant le nom vernaculaire de «staphylocoque doré».

Ces cocci mesurent de 0.5 à 1.5 µm de diamètre, sont immobiles, non sporulés et positifs à la

coloration de Gram (Le Loir et Gautier, 2010).
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4-2 Caractères culturaux

Les souches de S. aureus ont un pouvoir de résistance dans les milieux hostiles, elles ont la

capacité de pousser à des températures allant de 7°C jusqu’à 48°C, avec un optimum de

croissance de 37 °C et une salinité de 75% et à un pH allant de 4 jusqu’à 10 (Grace and Fetsch,

2018).

Elles font partie des bactéries non exigeantes, sont cultivées dans des milieux ordinaires et

dans des milieux sélectifs tel que le milieu Chapman ou le Baird Parker. Ses colonies sur gélose

ordinaire sont lisses, rondes, d’un diamètre de 1 à 3 mm, arrondies, bombés de couleur jaune

dorée à jaune orange. En gélose profonde, la croissance est observée sur toute la hauteur du

tube confirmant le caractère aéro-anaérobie facultatif. En Bouillon, la culture de S. aureus

forme un trouble uniforme abondant ; parfois un dépôt et un voile en surface (Le Loir et Gautier,

2009).

4-3 Caractères biochimiques

S. aureus a un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif. Ces bactéries

possèdent 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 espèces est basé sur des tests réalisés

sur colonies tels que l’identification du facteur agglomérant, de la coagulase, des hémolysines

et de l’ADNase thermostable ou thermonuclease (Behme, 1996 ; Brawn, 2005 ; Nandy et al,

2013).

Plusieurs études ont permis de distinguer les profils métaboliques de S. aureus et d’autres

espèces. Le tableau ci- dessous présente certains caractères biochimiques de S. aureus et d’autre

espèces.

Figure 01 : Observation de S. aureus
sous microscope électronique à

balayage au Gx34000 (Prescott et al,
2002).

Figure 02 : Observation de S. aureus après
coloration de Gram sous microscope optique

au G x1500 (Prescott et al, 2002).
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Tableau 01 : Caractères biochimiques de quelques espèces de staphylocoques (adapté par

Schleifer et Bell, 2009).

Test S.

aureus

S.

epidermidis

S.

delphini

S.

hominis

S.

intermedius

Coagulase + - + - +

Phosphatase alcaline + + + - +

Arginine dihydrolase +r + + d d

Clumping factor + - - - d

Fibrinolysine + D - ND -

β-Glucosidase + D ND - d

β-Galactosidase - - ND - d

ADNase + - + - +

Hémolysine + - + - d

Oxydase - - ND - -

Uréase +r + + + +

Nitrate réductase + + + d +

Thermonucléase + - - - +

Production d’acétoïne + + - d -

Production d’acide

lactique

+ + ND + +

Fructose + + + + +

Galactose + d ND d +

Lactose + d + d d

Mannitol + - + - d

Raffinose - - ND - -

Ribose + d ND - +

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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Chapitre II : facteurs de virulence de Staphylococcus aureus

S. aureus est solidement armée pour effacer un certain nombre de défenses que son hôte

pourrait lui opposer (anticorps, phagocytose ou cytotoxicité), ces parades se distribuent en

plusieurs groupes de toxines. La pathogénicité de S .aureus est surtout reliée à l’expression de

facteurs de virulence. En plus de facteurs structuraux, il a en effet la capacité de sécréter, après

invasion, des facteurs d’adhésion, des toxines ou encore des enzymes (Gordon et Lowy, 2008).

1- Composants de la paroi

1-1 Le peptidoglycane

Le peptidoglycane est le composant majeur de la paroi des bactéries à Gram positif (Fostert

et al, 2012). Il est formé de chaines linéaires de N-acétylglucosamine et d’acide N-

acétylmuramique, représente 50% du poids de la paroi bactérienne. Il Possède une activité

endotoxine-like et provoque la libération des cytokines par les macrophages et l’activation du

système complément. D’autre part, le peptidoglycane provoque l’agrégation des plaquettes

(Hsu et al, 2005).

1-2 L’acide téichoïque

Ce sont des polymères de glycérol présents en grand nombre chez les bactéries à Gram positif

et qui s’enchâssent profondément dans la membrane plasmique ainsi que dans le

peptidoglycane. Ils sont directement impliqués dans l’attachement de la bactérie à la

fibronectine. Ces facteurs d’adhésion permettent donc aux bactéries de s’établir au niveau du

secteur extracellulaire et sur les matériaux (Winstel et al, 2013).

2-Proteines de surface et capsule

2-1 Facteurs d’adhésions

S. aureus adhère aux cellules et aux composants de la matrice extracellulaire lors de la

colonisation de son hôte. L’adhésion bactérienne est également une étape indispensable pour

l’infection (Hsu et al, 2005). Il a aussi la capacité de se lier aux protéines plasmatiques assurant

sa dissémination au sein de l’hôte. Deux mécanismes d’adhésion coexistent : l’un non

spécifique, médié par des forces physico-chimiques, l’autre spécifique, avec la synthèse

bactérienne de facteurs d'adhésion (adhésines). La plupart des adhésines ou MSCRAMMs

(microbial surface component recognizing adhesive matrix molecules) sont liées de façon

covalente au peptidoglycane (adhésines à motif LPXTG), d’autres sont secrétées dans le milieu

extracellulaire (SERAMs : secretable expanded repertoire adhesive molecules) (Seidl et al,

2008).

2-1-1 MSCRMMs

Ces adhésines sont des protéines ancrées dans la paroi cellulaire grâce à leur motif LPXTG

(leucine – Proline - Acide aminé X – Thréonine - Glycine). Ce motif est reconnu par une

transpeptidase (sortase) qui clive le motif entre les résidus thréonine et glycine, puis catalyse la

formation d’une liaison amide entre la thréonine et les ponts peptidiques du peptidoglycane. La
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portion extracellulaire, composée de différents domaines, comporte les sites de liaison au

ligand. Une vingtaine d’adhésines a été identifiée (Heininger et al, 2007).

Parmi ces MSCRAMMs, on trouve les protéines de liaison à la fibronectine Fibronectin

binding proteins (FnBPA et FnBPB), la protéine de liaison au collagène (Cna), les protéines de

liaison au fibrinogène ou clumping factors (ClfA et ClfB) et la proteine liant l’élasstine ou

Elastin binding protein (EbpS) (Foster et Hook, 1998). Les FnBP et les Clf jouent un rôle dans

l’adhésion des cellules bactériennes aux cellules de l’hôte mais également sur les biomatériaux

(cathétérs ; prothése…) (Menzies, 2003).

2-1-2 SERAM

La famille des SERAMs regroupe des adhésines exprimées à la surface de S. aureus mais

sécrétées dans le milieu extérieur. Parmi ces adhésines qui ont été identifiées : Eap

(Extracellular Adherence Protein) aussi désignée sous le nom de Map (MHC class II analogous

protein), Emp (Extracellular Matrix binding Protein) et Efb (Extracellular Fibrinogen Binding

protein) ainsi qu’une protéine liant le facteur Von Willebrand (Chavakis et al, 2005 ; Foster,

2005). Celles-ci se fixent par des liaisons non covalentes, de type hydrophobe ou

électrostatique, aux protéines de la matrice extracellulaire comme le fibrinogène, la

fibronectine, les sialoprotéines, l’élastine ou encore la vitronectine. Ces molécules possèdent

également des propriétés immuno-modulatrices et sont notamment impliquées dans la

pathogénèse des maladies endo et extra-vasculaires aiguës ou chroniques (Chavakis et al, 2005 ;

Jongerius et al, 2007).

2-2 Protéine A

La protéine A est une protéine de surface à motif LPXTG liée au peptidoglycane codée par

le gène spa. C’est un facteur de virulence pléiotropique. Elle adhère au facteur de Von

Willebrand (Clarck et Foster, 2006), elle possède des propriétés anti-opsonisantes en fixant le

fragment Fc des immunoglobulines (Foster, 2005). Elle a une action pro-inflamamatoire au

niveau pulmonaire due à sa capacité d’interagir avec le récepteur TNF-a1 exprimé à la

surface des cellules épithéliales respiratoires (Gomez et al, 2006). Elle favorise l’agrégation

bactérienne et la formation de biofilms (Merino et al, 2009) et en dernier elle possèderait une

activité superantigénique vis à vis des lymphocytes en se liant à l’IgM membranaire des

lymphocytes B (Goodyear et Silverman, 2003).

2-3 Capsule

Les polysaccharides capsulaires sont retrouvés dans 90% des isolats cliniques de S.

aureus. Onze sérotypes de polysaccharides capsulaires ont été décrits, ceux de type 5 et 8 sont

les principaux rencontrés en pathologie humaine (Luong et al, 2002 ; watts et al, 2005). Les

polysaccharides capsulaires (dit encore capsule) confèrent à la bactérie une résistance accrue à

l’opsonophagocytose. Ces exopolysaccharides, synthétisés par S. aureus ou encore glycocalix

sont à l’origine de la constitution de biofilm, élément majeur de virulence, permettant une

adhésion accrue aux surfaces des matériaux. La capsule a également été impliquée dans

l’adhésion aux cellules endothéliales, son rôle dans la virulence reste cependant controversée :
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la capsule confère à la bactérie une résistance accrue à l’opsonophagocytose mais constitue

également une cible pour des anticorps protecteurs (Pohlmann-Dietze et al, 2000).

3- Protéines extracellulaires

3-1 Toxines

S. aureus est l’agent causal de plusieurs toxémies, regroupant les syndromes cutanés

staphylococciques, le choc toxique staphylococcique et l’intoxication alimentaire (Vincenote

et al, 2008). Toutes ces pathologies sont dues à la synthèse d’un certain nombre de toxines par

cette bactérie (Le Minor et Veron, 1982).

3-1-1 Hémolysines

3-1-1-1 L’hémolysine alpha

L’α-hémolysine (Hla) est une toxine cytolytique produite par plus de 90% des souches

de S. aureus (Peacock et al, 2002 ; Tavares et al, 2014). C’est l’un des facteurs de virulence

majeur de cette bactérie et l’un des mieux caractérisé. C’est une protéine thermostable et

antigénique, exprimée lors de la phase exponentielle de croissance. Cette α-toxine a la capacité

de former des pores dans les membranes cellulaires de l’hôte. Pour ce faire, elle se lie tout

d’abord à son récepteur à la surface de la cellule cible, la molécule ADAM10 (Wilke et Bubeck

Wardenburg, 2010). Puis, elle s’insère dans la membrane plasmique où elle s’oligomérise sous

forme d’heptamères cylindriques (Dings et al, 2000 ; Kebaier et al 2012). Les canaux

amphipatiques ainsi formés induisent une entrée de diverses molécules de faible poids

moléculaire et notamment d’ions calcium. Généralement, ce phénomène conduit à la lyse

cellulaire (Bhakdi et Tranum-jensen, 1991).

3-1-1-2 L’hémolysine béta

La β-hémolysine (Hlb) est une sphingomyélinase de type C hydrolysant la

sphingomyéline, phospholipide de la membrane plasmique. Contrairement à l’hémolysine

alpha, cette hymolysine n’entraine pas de pores dans la membrane plasmique des cellules cibles,

mais provoque une déstabilisation de la bicouche lipidique et une altération de sa fluidité

causant la mort cellulaire. L’Hlb de S. aureus cible et lyse sélectivement les monocytes mais

est inactive vis-à-vis des lymphocytes et des fibroblastes. La très grande majorité des souches

de S. aureus possède le gène hlb, mais ce gène est situé sur un locus privilégié pour l’insertion

de bactériophages. L’insertion d’un bactériophage sur ce locus empêche l’expression du gène

hlb. C’est pourquoi, bien que le gène hlb soit présent dans la grande majorité des souches de S.

aureus, très peu d’isolats cliniques humains (moins de 20%) expriment réellement l’Hlb. La

présence de l’Hlb n’est pas associée épidémiologiquement à une infection humaine spécifique

ou à des critères de gravité, ce qui en fait un facteur de virulence finalement peu impliqué dans

la pathogénicité des infections à S. aureus (Vandenesch et al, 2012).

3-1-1-3 l’hemolysine gamma

La Ɣ- hemolysine est une toxine produite par S.aureus, comporte deux proteines distinctes,

l’une de 32 kDa (Hlg C ou Hlg A) et l’autre de 36 kDa Hlg B (Kamio et al, 2002), codées
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respectivement par les gènes hlg C, hlg A et hlg B. Deux combinaisons biologiquement actives

existent (HlgA+HlgB) et (Hlgc+HlgB). Cette toxine est dotée d’une forte action hémolytique,

elle forme des pores dans la membrane cellulaire des érythrocytes et celle des leucocytes

conduisant à la lyse cellulaire (Dings et al, 2000 ; Boisset et Vandenesch, 2010).

3-1-1-4 L’hémolysine delta

La δ-hémolysine est une protéine thermostable, hydrophobe et faiblement antigénique,

produite par 97% des souches (Dings et al, 2000 ; Katayam et al, 2013). Elle a un effet

cytotoxique en agissant comme un détergent sur les membranes biologiques. Elle exerce un

effet pro-inflammatoire en raison de sa spécificité de liaison pour les neutrophiles et les

monocytes (Vincenot et al, 2008).

3-1-2 les leucocidines de Panton et Valentine

la PVL est l’une des protéines à tropisme membranaire, constituée des composés LukS-

PV et LukF-PV, a une action cytotoxique sur les polynucléaires neutrophiles, les monocytes ou

les macrophages. Ces molécules s’assemblent dans le milieu extérieur pour former de grands

ensembles protéiques capables de s’enchâsser dans la bicouche phospholipidique des

membranes après liaison avec un récepteur spécifique. Ces multimères forment des pores

capables de laisser passer les ions calcium à travers les membranes des cellules. Ce mécanisme

semble être la base de la cytotoxicité de la PVL (Miles et al, 2002 ; Miles et al, 2006 ;

Labandeira-Rey et al, 2007).

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

pore octamérique (Miles et al, 2006).
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3-1-3 Les exfoliatines

Les exfoliatines ou épidermolysines sont des sérine-protéases épidermolytiques impliquées

uniquement dans certaines pathologies cutanées spécifiques : l’impétigo bulleux et le syndrome

d’exfoliation généralisée, trois exfoliatines ont été identifiées : l’exfoliatine A (ETA),

l’exfoliatine B (ETB) et l’exfoliatine D (ETD) (Ladhani et al, 1999).

Ces toxines se fixent à des protéines cutanées intracellulaires, la prolagrine et la filagrine,

provoquant un élargissement de l’espace intercellulaire puis un clivage des desmosomes ciblé

sur la desmogléine-1 qui est un des composants essentiels (desmosomes) de l’adhésion

intercellulaire au niveau de la peau et des muqueuses , ayant pour conséquence un décollement

intra-épidermique entre le stratum granulosum et le stratum spinosum.

Les épidermolysines sont responsables de l’impétigo bulleux staphylococcique et de sa

forme généralisée, le syndrome d’exfoliation généralisé par diffusion dans l’organisme

(Vincenot et al, 2008).

3-1-4 Les super-antigènes

S. aureus est capable de produire des exotoxines superantigéniques, les gènes de ces

toxines sont retrouvés dans 70 à 80% des isolats cliniques de S. aureus, ils sont localisés sur

des éléments génétiques mobiles (plasmides, prophages ou îlots de pathogénicité), ce qui

favorise la dissémination horizontale entre les souches (Novick, 2003 ; Holtfreter et Broker,

2005). Ces exotoxines sont des protéines non glycosylées de 20 à 30 KDa. Elles sont

relativement stables à l’inactivation chimique, à la protéolyse et à la dénaturation par chauffage.

Ces toxines sont notamment impliquées dans le choc toxique staphylococcique et les toxi-

infections alimentaires. Vingt-trois exotoxines superantigéniques staphylococciques ont été

décrites. Il s’agit de la toxine du choc toxique staphylococcique (TSST-1) codée par le gène tst

et de 22 entérotoxines (SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SElJ, SElK …) (Thomas

et al, 2006 ; Ono et al, 2008).

Contrairement à un antigène conventionnel, les superantigènes outrepassent les étapes

d’apprêtement de présentation de l’antigène. Ils se fixent de manière conjointe, en dehors du

site de présentation de l’antigène, sur la partie constante du complexe majeur d’histocom-

patibilité de type II (CMH II) de la cellule présentatrice de l’antigène et sur la partie variable

Vβ du récepteur TCR des lymphocytes T (Petersson et al, 2003 ; Vincenote et al, 2008).

Alors qu’un antigène conventionnel active de manière spécifique 0,01% des lymphocytes T,

seulement quelque picogrammes d’un superantigène peuvent activer jusqu’à 40% d’entre eux

provoquant la libération massive de cytokines pro-inflammatoires de type T helper-1 (Th-1)

responsables du choc (Llewelyn et al, 2002).

3-1-5 Les entérotoxines staphylococciques

Le pouvoir pathogène de S. aureus est lié à la production de toxines appelées entérotoxines

staphylococciques SE, 21 entérotoxines différents (notées SEA à SEE, SEG à SEV) ont été

mise en évidence (Afssa, 2009).
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Les enterotoxines staphylococciques ont initialement été définies par leur capacité à causer

des intoxications alimentaires. S. aureus peut produire de nombreuses entérotoxines qui

peuvent se retrouver dans les aliments lorsque ceux-ci sont contaminés par des souches de S.

aureus enterotoxinogènes. Lorsqu'elles sont ingérées, ces toxines se révèlent fortement

émétisantes et représentent l'une des principales causes de toxi-infections alimentaires, comme

elles sont thermostables et résistantes à la pepsine stomacale, elles ne sont détruites ni par la

cuisson de l’aliment, ni par l’acidité de l’estomac (Vincenot et al, 2008).

Cliniquement, ce type d’intoxication alimentaire est caractérisé par un délai d’incubation

court (1 à 6 h), avec apparition de troubles gastro-intestinaux associant crampes abdominales

douloureuses, vomissements et diarrhées. En général, il n’y a pas de signes généraux et

l’évolution est le plus souvent favorable en l’absence de traitement. Néanmoins, la survenue

d’un choc toxique staphylococcique est possible en cas d’intoxication massive (Vincenot et al,

2008).

Les propriétés émétisantes des SEs, en particulier de SEA, seraient dues à leur liaison avec

les mastocytes présents dans la sous-muqueuse intestinale. La liaison de SEA à un récepteur

encore inconnu des mastocytes, entraînerait la libération de sérotonine par dégranulation

mastocytaire. La sérotonine libérée induirait la dépolarisation des nerfs entériques, en se liant à

la surface des neurones. La dépolarisation du nerf vagal résultante stimulerait les noyaux

cérébraux responsables du réflex de vomissement (Hu et Nakane, 2014).

Figure 04 : Mécanisme d’action des superantigènes de S. aureus (MACIAS et al. 2011). A

gauche : interaction normale entre le CMH II, le TCR et l’antigène entraînant une activation T

spécifique. A droite : interaction entre le CMH II, le TCR et un superantigène, entraînant une

activation T non spécifique. APC : Antigen presenting cell.

3-2 Les enzymes

3-2-1 Les protéases

Les principales enzymes secrétées par S. aureus sont des protéases. Celles-ci sont divisées

en plusieurs familles : les métalloprotéines zinc-dépendantes, les protéases à cystéine et les
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protéases à sérine. Ces protéases peuvent agir de façon non spécifique en dégradant les

protéines de l'hôte et en permettant l’acquisition de nutriments utiles à la croissance bactérienne.

Elles participent, également, à la dissémination de la bactérie en provoquant des lésions

tissulaires mais peuvent aussi agir de manière plus spécifique (Zdzalikm et al, 2012).

Les protéases sont secrétées sous forme de proenzymes n’ayant pas ou peu d’activité

protéolytique, leur mutation se traduit par un clivage qui est réalisé par les protéases elles-

mêmes (Boisset et Vandenesch, 2010).

3-2-2 Les lipases

Une des façons dans laquelle les cellules hôtes répondent à une infection est la production des

acides gras et des lipides, qui forment des petits trous dans la membrane bactérienne, alors que

S. aureus produit des enzymes appelées lipases qui détruisent ces acides gras avant de causer

des dommages au niveau de la membrane bactérienne, Les lipases sont un ensemble de

protéines regroupant les lipases elles-mêmes, les phosphatases et les estérases (hu et al, 2012).

3-2-3 Les Staphylokinases

Staphylokinase ou fibrinolysine, est une protéine thermolabile et antigénique. C’est un

activateur du plasminogène en plasmine conduisant à la dislocation du thrombus riche en

bactéries, et ainsi à la formation de localisations septiques secondaires. Elle possède également

la propriété de cliver les IgG, et le fragment C3b du complément qui vont se fixer à la paroi

bactérienne, afin d’empêcher la phagocytose (Jin et al, 2004). Elle est aussi impliquée dans la

résistance à la réponse innée de l’hôte. Lors d’une infection, les neutrophiles sécrètent des

peptides bactéricides appelés α-défensines. La liaison de la staphylokinase à ces peptides abolit

leurs propriétés anti-microbiennes (Le Loir et Gautier, 2009).

3-2-4 La coagulase

La coagulase libre, ou staphylocoagulase, est une protéine diffusible thermostable exprimée

pendant la phase exponentielle de la croissance bactérienne. En se liant à une coaguline proche

de la prothrombine dans le plasma, elle forme un complexe nommé staphylothrombine qui

convertit le fibrinogène en fibrine (Cheng et al, 2010). Cette réaction entraine la coagulation

locale du plasma autour des cocci les protégeant de la phagocytose (Brenes et al, 2012).

3-2-5 Les nucléase

S. aureus est la seule espèce du genre Staphylococcus à produire une nucléase thermostable.

Elle permet ainsi une identification rapide de S. aureus. Elle a une activité exo- et endo-

nucléasique qui lui permet de dégrader l’ADN mais aussi l’ARN des cellules de l’hôte, elle est

active à pH alcalin en présence de calcium (Hu et al, 2013).

3-2-6 L’ hyaluronidase

-La hyaluronidase est une enzyme extracellulaire thermolabile de 92 KDa codée par le gène

hys. Est une enzyme qui digère l’acide hyaluronique. Cette dépolymérisation de l’acide

hyaluronique, substance fondamentale de la matrice du tissu conjonctif de l’hôte, contribue au

processus infectieux en favorisant la dissémination via la dégradation des tissus (Farrett et al,
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1995). Au sein du genre Staphylococcus, seule S. aureus possède cette enzyme (Hart et al,

2009).

4-Le système de régulation

L’expression de ces facteurs de virulence est régulée en partie par le système agr

(accessory gene regulator). Ce dernier est habituellement décrit comme ayant deux actions sur

la transcription protéique : la répression de la transcription de protéines de la membrane

cellulaire (protéine A, coagulase, protéine de liaison à la fibronectine, etc.) et l’activation de la

transcription de plusieurs exoprotéines (hémolysine α et β, TSST-1, leucotoxines) en phase

post-exponentielle (Bronner et al, 2004). En fonction de la densité cellulaire, 104 gènes sont

hyper-régulés et 34 gènes sont hyporégulés par le système agr (Dunman et al, 2001). L’effecteur

du système agr est une molécule d’ARN, le RNAIII, qui module l’expression des facteurs de

virulence (Bronner et al, 2004).

Figure 05 : Régulation des facteurs de virulence par le système agr (Ferry, 2008)
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Chapitre III : Résistance de S. aureus aux antibiotiques

1-Histoire des antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est un phénomène aussi ancien que l’apparition des

antibiotiques. L’histoire des antibiotiques a commencé en 1877. Après les travaux des

chercheures sur la cristallographie, la fermentation, la soie et la bière (Rosset, 2003), Pasteur et

Joubert (1877) observent qu’une bactérie se développe moins dans un bouillon envahi de

moisissures. Cette remarque entraine progressivement l’utilisation des moisissures pour lutter

contre les infections microbiennes. En1897, Ernest Duchesne, médecin français, avait déjà

remarqué que certaines moisissures pouvaient stopper la prolifération bactérienne mais cette

découverte resta inappliquée jusqu'aux travaux de Fleming (Michel et Chabert, 2009).

En 1928, le staphylocoque a joué un rôle dans la découverte des antibiotiques. En effet,

l’observation fortuite d’Alexander Fleming sur des colonies de Penicillium a conduit à

l’amélioration de la santé mondiale. Il a remarqué que le champignon Penicillium (qui avait

contaminé les boites de cultures accidentellement) avait inhibé la croissance d’une culture

bactérienne qui se trouve être une souche de staphylocoque. De cette observation découle la

purification et la production du premier antibiotique utilisé en thérapeutique : la pénicilline G

(Brown, 2004).

Par la suite, de nombreuses autres molécules d’antibiotiques ont été découvertes (figure 06),

conduisant à l’essor de cette classe thérapeutique, permettant de traiter un nombre important

d’infections jusqu’à lors considérées comme mortelles (Monnet et al, 2004).

Figure 06 : Introduction des antibiotiques et développement de l’antibiorésistance chez S.

aureus (Herman et al, 2011).
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2-Définition des antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances chimiques élaborées par des organismes vivants ou

produits par synthèse chimique qui possèdent une activité antibactérienne. Cette activité se

manifeste de manière spécifique par l’inhibition ou la modification de certain processus vitaux

des microorganismes. En fonction de la molécule, de sa concentration et du temps de contact

avec les bactéries, les antibiotiques peuvent les tuer (effet bactéricide) ou ralentir leurs

croissance (effet bactériostatique) (Guilfoile, 2007).

Pour qu’il soit actif, un antibiotique doit pénétrer dans la bactérie, sans être détruit ni être

modifié, se fixer sur une cible et perturber la physiologie bactérienne (Ogwara, 1981).

3-Critéres de classification des antibiotiques

La classification des antibiotiques peut se faire selon :

 L’origine : élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthèse (synthétique ou

semi synthétique).

 Le mode d’action : inhibition de la synthèse de la paroi bactérienne, inhibition de la

synthèse protéique, action sur la synthèse des acides nucléiques et action sur les

membranes (Michel-Briand et Chabert, 2009).

 La nature chimique : très variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex :

cycle bétalactame) sur laquelle il y’a ensuite hémi-synthèse (Demoré et al, 2012).

 Le spectre d’activité : il représente l'ensemble des bactéries sur lesquelles l'antibiotique

est actif et permet de prévoir son potentiel ainsi que ses limites.

o Les antibiotiques à spectre large : sont efficaces sur un grand nombre de

types d'agents pathogènes. Ainsi, l'antibiotique sera actif sur une grande

partie de tous les cocci et tous les bacilles. Ils sont utilisés lorsque la bactérie

n'est pas identifiée et que la pathologie peut être due à différents types

d'agents pathogènes.

o Les antibiotiques à spectre étroit : sont efficaces sur un nombre limité

d'agents infectieux leur permettant de cibler une pathologie en particulier

(Demoré et al, 2012).

Selon Demoré et al (2012), on distingue 4 notions pour qualifier l'activité d'un antibiotique :

o Activité dite "temps-dépendante" : l'activité dépend de la durée d'exposition

des bactéries à l'antibiotique. Il s'agit notamment des pénicillines,

céphalosporines, macrolides, fluoroquinolones et glycopeptides.

o Activité dite "concentration-dépendante" : l'activité dépend de la

concentration en antibiotique. Cette notion est applicable pour les

aminosides, l'imipénème et fluoroquinolones.

o Effet post-antibiotique : c'est le maintien d'une absence de reprise de la

croissance bactérienne pour un couple bactérie/antibiotique donné, après

exposition à l'antibiotique.

 Effet inoculum : c'est l'influence de la quantité de bactéries en contact avec l'antibiotique
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 Les modalités d'action :

o Un effet bactériostatique provoque une inhibition réversible de la croissance

de l'organisme cible.

o Un effet bactéricide entraîne la mort de la bactérie (Demoré et al, 2012).

4-Antibiotiques et leur mode d’action

On considère les antibiotiques comme le groupe le plus important de médicaments pour la

médecine. À côté de leurs propriétés de lutter contre les infections humaines dues aux bactéries

pathogènes, ils sont également utilisés en médecine vétérinaire.

Les antibiotiques agissent à un niveau précis dans les structures bactériennes et chaque famille

possède son site d’action propre (Cavallo et al, 2004).

4-1 Antibiotiques inhibant la synthèse de la paroi bactérienne

4-1-1 Mode d’action des β-lactames

Les β-lactamines constituent la famille d’antibiotique la plus vaste et la plus importante, aussi

bien par le nombre que par la diversité des molécules utilisables par leurs indications en

thérapeutique et en prophylaxie des infections bactériennes. Cette famille comprend un grand

nombre de molécules, toutes caractérisées par une structure de base : le noyau de base est le

cycle β-lactame. Les antibiotiques de cette famille sont bactéricides (Cavallo et al, 2004).

En fonction des cycles et des chaines latérales associées, on distingue :

 Les pénicillines également appelées les pénames : les molécules de ce groupe possèdent

un cycle thiazolidine accolé au noyau β-lactame. Elles différent par la nature de leur

chaine latérale (Nauciel, 2000).

 Les céphalosporines : constituées d’un noyau β-lactame associé à un noyau

dihydrothiazine (Yala et al, 2001).

 Les carbapénèmes : se distinguent des pénicillines par la présence d’un atome ce

carbone au lieu d’un soufre en position 1 et une liaison insaturée en C2-C3, également

présente sur les céphalosporinases (Wolff et al, 2009).

 Les monobactames : le noyau est limité au cycle β-lactame. Seul l’aztréonam est à

l’heure actuelle utilisé en clinique humaine (Chaabane et al, 2009).

 Les clavames : leur représentant est l’acide clavulanique. Ces molécules sont des

inhibiteurs β-lactamase, ayant une structure de pénicilline mais dépourvues d’activité

antibiotique significative, ont la propriété de se lier à certaines β-lactamases et de les

inhiber de manière irréversible (Perronne, 1999).

Les β-lactamines ont un mécanisme d’action identique, elles inhibent la synthèse du

peptidoglycane de la paroi bactérienne en se fixant de façon covalente sur certaines enzymes

responsables de la transpeptidation, étape essentielle de la synthèse du peptidoglycane ainsi

d’assurer leurs fonctions (Cavallo et al, 2004). Ces enzymes sont situées sur la face externe de

la membrane interne et sont nommées protéines liant les pénicillines ou PLP (Fauchère et Avril,

2002). Les PLP sont présentes en quantité variable (de 3 à 8) selon les espèces bactériennes et

présentent des affinités différentes pour chaque famille de β-lactamines (Fisher et al, 2005).
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4-1-2 Mode action des glycopeptides

Les deux antibiotiques présents dans la famille des glycopeptides sont la vancomycine et la

teicoplanine. La première molécule commercialisée est la vancomycine en 1956 et elle est

d’origine naturelle car elle est produite par un champignon, Amycolatopsis orientalis. La

teicoplanine a été commercialisée à l’époque des premières souches de SARM, elle est isolée

d’Actinoplanes teichomyceticus (Courvalin et al, 2006).

Ces deux molécules agissent sur le peptidoglycane des bactéries. En effet, elles se lient avec

le dimère D-alanyl-D-alanine qui est en position terminale de la chaîne pentapeptidique du

peptidoglycane. Cette fixation masque les sites d’action des transpeptidases et empêche la

réaction de transglycosylation lors de la synthèse du peptidoglycane. La bactérie ne peut donc

plus renouveler son peptidoglycane, se diviser et elle finit par mourir. Ces antibiotiques sont

bactéricides temps-dépendants vis-à-vis de S. aureus et d’action lente (environ 1 à 2 jours)

(Pirechone et al, 2009).

4-1-3 Mode d’action des lipopeptides

Cette molécule agit sur la paroi bactérienne. Elle s’insère dans la membrane cytoplasmique

en présence de cation Ca+2 puis elle entraine par polymérisation la formation de pores

transmembranaires et la mort cellulaire par fuite ionique (principalement le K+ intracellulaire).

Les lipopeptides ont une action bactéricide concentration-dépendante sur les S. aureus (Wu et

al, 2011).

4-2 Antibiotiques inhibant la membrane cytoplasmique

4-2-1 Mode d’action des polymyxines

Certains antibiotiques ont pour cible la membrane plasmique bactérienne avec une action

bactéricide. Ces antibiotiques de type polypeptidique présentent une toxicité lors de leur

administration. Ce sont des molécules naturelles produites par des bactéries du genre Bacillus.

On peut les diviser en deux sous famille

 Polypeptides tensio-actifs

Il s’agit des polymyxines ou colistines qui sont des antibiotiques cycliques isolés de Bacillus

polymyxia. On dénombre les polymyxines A, B, C, D, E, F, K, M, P, S, et T, mais seulement

les polymyxines B et E sont exploitées en thérapeutique. Ces antibiotiques agissent comme des

détergents de par leur caractère amphiphile et s’insèrent parmi les phospholipides

membranaires. Cette insertion perturbe la perméabilité de la membrane bactérienne entrainant

la mort cellulaire (Bourinbaiar et Coleman, 1997).

Polypeptides non tensio-actifs :

Dans ce groupe, on note la tyrocidine, la bacitracine et la gramicidine. Ce dernier est un

mélange d’antibiotiques composé de gramicidine A (environ 80%), de gramicidine B (6%) et

gramicidine C (14%) qui sont produits par Bacillus bevis. Ces antibiotiques s’insèrent dans la

membrane plasmique, puis ils forment des canaux et augmente la perméabilité de la membrane

(Bourinbaiar et Coleman, 1997).
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4-3 Antibiotiques inhibant la traduction des ARNm et la synthèse des protéines

4-3-1 Mode d’action des aminosides

Les aminosides sont classés selon la position des sucres fixés sur le cycle désoxystreptamine.

Ils sont des molécules hydrophiles qui se fixent sur les acides teichoïques de la paroi des

staphylocoques, puis sur les quinolones de la chaine respiratoire à la face externe de la

membrane cytoplasmique et enfin qui pénètrent à travers cette dernière grâce à un phénomène

actif consommateur d’énergie. Au sein du cytoplasme, ces molécules vont avoir pour cible la

sous –unité 30S du ribosome, formée par la réunion d’une molécule d’ARN 16S et de

ribonucléoprotéines. Cette fixation entraine une perturbation ou une inhibition de la traduction

des ARN messagers en protéines. L’action des aminosides se traduit par une bactéricidie

précoce (Le Loire et Gautier, 2010).

4-3-2 Mode d’action des Macrolides, Lincosamides et Synergystines (MLS)

Il s’agit d’un groupe de molécules hétéroclites sur le plan structural mais qui ont des

mécanismes d’action et un spectre antibactérien communs. Trois groupes sont classiquement

définis : les macrolides (M), les lincosamides (L) et les synergystines (S) (Le Loire et Gautier,

2010).

 Macrolides

Ils sont produits par diverse espèce du genre Streptomyces, sont classées selon le nombre

d’atomes de carbone, à 14 atomes de carbone (erythromycine, clarythromycyne,

roxithromycine), à 15 atomes de carbone (azythromycine) et à 16 atomes de carbone

(spiramycine, josamycine) (Leclercq, 2002).

 Lincosamides

Les lincosamides ont été isolées à partir de Streptomyces lincolnensis. Leur structure

moléculaire est différente des macrolides mais leurs actions sont similaires (Leclercq, 2002).

 Synergystines ou strptogramines

Ils ont été isolés en 1955 par une bactérie Streptomyces pristinaespiralis. Actuellement, il

n’existe que la pristinamycine dans cette famille.

Ces antibiotiques se fixent sur la sous-unité 50S des ribosomes et inhibent ainsi la synthèse

protéique. Cette interaction induit un blocage du complexe aminoacyl-ARNt et les acides

aminés apportés par l’ARN de transfert ne s’incorporent plus aux chaines polypeptidiques. La

synthèse protéique ne pouvant plus se réaliser, la survie de la bactérie est compromise. Les

MLS sont des antibiotiques bactériostatiques, sauf les synergystines qui sont bactéricides vis-

à-vis des S. aureus (Daurel et Leclercq, 2008).

4-3-3. Mode d’action des phénicolés

La tête de liste des phénicolés est le chloramphénicol, il a été isolé à partir de Streptomyces

venezuale, il est maintenant entièrement produit par synthèse.

Comme les macrolides et les lincosamides, les phénicolés se fixent à la sous-unité 50 S des

ribosomes bactériens. Ils inhibent la synthèse des protéines en empêchant la liaison du
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complexe amino-acyl-ARNt à son site de fixation, et donc la réaction de transpeptidation, c’est

une molécule bactériostatique sur les souches de S. aureus (LeLoire et Gautier, 2010).

4-3-4 Mode d’action des acides fusidiques

L’acide fusidique est le seul représentant des antibiotiques stéroïdiques ou fusidanines. La

molécule est d’origine naturelle car elle est produite par un micromycète, le Fusidium

coccineum.

Les fusidanines vont former un complexe stable avec le facteur d’élongation EF-G qui est

une GTPase. Ce complexe empêche la synthèse protéique puisque l’élongation de la chaine

peptidique est bloquée. L’antibiotique a une activité bactéricide rapide envers S. aureus (Wang

et al, 2012).

4-3-5 Mode d’action des tétracyclines et glycilcyclines

Ces molécules font partie d’un groupe homogène structurellement. Elles ont comme point

commun d’avoir quatre cycles (tétracyclines) dans leurs structures moléculaires formant un

noyau naphtacène (Le Loire et Gautier, 2010).

Les tétracyclines sont des molécules amphotères, propriété qui leur confère la possibilité de

former des complexes avec de nombreux ions, la formation de ces complexes et un gradient de

pH transmembranaire expliqueraient le passage à travers la membrane cytoplasmiques des

tétracyclines et leur accumulation intracytoplasmique. Dans le cytoplasme, les tétracyclines se

fixent de façon irréversible sur la sous unité 30 S du ribosome, empêchant la fixation de nouveau

aminoacyl-ARNt en inhibant l’élongation peptidique. Ils possèdent une action bactériostatique

envers le S. aureus (Gaudy et Buxeraud, 2005).

4-4 Antibiotiques inhibant la synthèse des acides nucléiques

4-4-1 Mode d’action des quinolones

Les quinolones sont des antibiotiques bactéricides très largement utilisés en médecine

humaine et vétérinaire. Ces molécules sont généralement classées en générations en fonction

de leur spectre d'activité (Cattoir, 2012).

 Les premières quinolones, dites de première génération : acide nalidixique, acide

oxolinique, acide pipémidique, comprennent des molécules à spectre étroit, utilisées

dans le traitement des infections urinaires dues aux entérobactéries.

 Les quinolones de deuxième génération : norfloxacine, ofloxacine, péfloxacine,

ciprofloxacine, présentent un spectre élargi à d'autres bacilles à Gram négatif.

 Les molécules de troisième génération ou dites fluoroquinolones: sparfloxacine,

lévofloxacine, moxifloxacine.

 les fluoroquinolones de quatrième génération : trovafloxacine, gatifloxacine présentant

une activité accrue sur les bactéries anaérobies strictes (Cattoir, 2012).

Le mécanisme d'action de cette classe pharmacologique consiste en une inhibition de l'ADN

gyrase, topoisomérase II bactérienne composée de deux sous-unités A et deux sous unitésB et

de la topoisomérase IV. Ces enzymes sont essentielles à la réplication et à la transcription de
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l'ADN bactérien, l'inhibition par les quinolones du complexe ADN bactérien-enzymes empêche

le «surenroulement» de l'ADN, le relâchement de l'ADN «surenroulé» et entraîne la séparation

de la double chaîne hélicoïdale de l'ADN. Les quinolones sont spécifiques à l'ADN bactérien

et exercent une activité bactéricide pendant la phase de multiplication et de repos des bactéries

(Larouche, 2001).

4-4-2 Mode d’action des triméthoprimes et sulfamides

Triméthoprime et les Sulfaméthoxazole sont souvent utilisés en combinaison pour leur action

synergique inhibitrice sur la synthèse de l’acide folique, un élément essentiel dans la synthèse

de l’acide nucléique et des protéines. Le Sulfaméthoxazole, un analogue de l’acide para-amino-

benzoïque, inhibe par compétition la dihydropteroate synthase (DHPS), tandis que le

Triméthoprime inhibe la dihydrofolate réductase (DHFR). La résistance aux sulfonamides est

due à l’hyperproduction de l’acide para-amino-benzoïque. Plus récemment, des mutations

chromosomiques dans l’enzyme DHPS ont été décrites. Un haut niveau de résistance au

triméthoprime est assuré par une seule substitution d’un acide aminé dans l’enzyme DHFR,

codée par un gène plasmidique (Lyon et Skurray, 1987 ; Winston et Chambers, 2009).

5- Résistance de S. aureus aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est un phénomène aussi ancien que l’apparition des

antibiotiques. Les bactéries n’étant pas suicidaires, les premières qui ont appris à synthétiser

des antibiotiques ont développé dans le même temps les moyens de s’en protéger (Le Loir et

Gautier, 2010).

5-1 Définition de la résistance

La résistance aux antibiotiques ou antibiorésistance est la capacité d’un micro-organisme à

résister aux effets des antibiotiques. C’est la capacité de se développer en présence d’une

concentration en antibiotique significativement plus élevée que celle habituellement active sur

les souches de cette espèce (Le Loire et Gautier, 2010)

5-2 Supports génétiques de la résistance

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

et la résistance acquise (Leclerc et al, 1995).

5-2-1 Résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinsèque d’une bactérie est une caractéristique propre à une

espèce bactérienne, qui est partagée par toutes les souches normales de cette espèce. Elle

délimite le spectre naturel de l'antibiotique et constitue une aide à l’identification, elle se traduit

habituellement par des CMI supérieures à la valeur critique basse de concentration de

l’antibiotique concerné. Elle est stable, transmise à la descendance (transmission verticale) lors

de division cellulaire (Courvalin, 2008 ; Lozniewski et al, 2010).
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5-2-2 Résistance acquise

La résistance bactérienne acquise à un antibiotique est un phénomène qui apparait au niveau

des souches d’une espèce donnée, normalement sensible à cet antibiotique. C’est l’acquisition

d’un facteur génétique qui se traduit par une réduction de la sensibilité à la molécule qui lui

était fatale. Elle peut donc se faire soit par mutation chromosomique soit par acquisition des

gènes transférés d’un autre micro-organisme. Elle est moins stable, mais elle se propage souvent

de façon importante dans le monde bactérien (Courvalin, 2008).

5-2-2-1 Mutation chromosomique

Les résistances bactériennes par mutation chromosomique sont induites par des modifications

structurales pouvant se traduire soit par un problème de perméabilité à un ou plusieurs

antibiotiques, soit en rendant les cibles spécifiques des antibiotiques indifférentes. La

résistance chromosomique est un phénomène qui présente plusieurs caractères exceptionnels.

Il s’agit premièrement de sa rareté. Ensuite elle possède un caractère aléatoire car l’antibiotique

n’est par une molécule mutagène donc n’induit pas de mutation chez la bactérie. Cependant

l’antibiotique participe à la sélection des bactéries mutantes. On note aussi son caractère

spécifique (affecte un antibiotique ou une famille d’antibiotiques qui ont le même mécanisme

d’action), son indépendance et son absence de transmissibilité (Courvalin et al, 2001).

5-2-2-2 Acquisition de gènes

Il s’agit ici de la résistance par un gain d’ADN extra-chromosomique. Ces fragments d’ADN

peuvent être transmis d’une bactérie donneuse à une autre bactérie dite receveuse ; cette

transmission peut se faire entre deux espèces différentes de bactéries. A travers ce mécanisme,

on se trouve face à une facilité d’acquisition de résistance et même de multi-résistance

contrairement à celle acquise par mutation d’ADN chromosomique. Ce mode d’acquisition de

résistance peut se faire selon trois mécanismes différents dont la transduction (avec un

bactériophage comme vecteur), la transformation (capture d’ADN par la bactérie) et la

conjugaison (transfert de plasmide d’une bactérie à une autre qui peut être d’espèce différente)

(Baudry et Brézellec, 2006).

5-3 Modes de résistances des bactéries

Selon Donnio (2010), quatre grandes catégories de mécanismes de résistance concernent la

plupart des espèces bactériennes, y compris S. aureus. Il s’agit de :

 Inactivation enzymatique ;

 Modification ou remplacement de la cible de l’antibiotique ;

 Réduction de la perméabilité cellulaire ;

 Phénomène d’efflux.

5-3-1 Inactivation enzymatique

L’inactivation enzymatique de l’antibiotique représente le principal mécanisme de résistance

des bêta-lactames, des aminoglycosides et des phénicolés. On décrit également ce type de

résistance pour le groupe MLS (macrolides, lincosamides, streptogramines), pour les

tétracyclines, pour la fosfomycine et plus récemment pour les fluoroquinolones, bien que cette



Chapitre III Résistance de S. aureus aux antibiotiques

22

inactivation ne représente pas le mécanisme de résistance qui prévaut pour ces molécules.

L’enzyme en modifiant le noyau actif de l’antibiotique par clivage ou par addition d’un

groupement chimique, empêche la fixation de l’antimicrobien sur sa cible et provoque une perte

d’activité. Parmi les réactions biochimiques catalysées par ces enzymes bactériennes, on peut

citer des hydrolyses, des acétylations, des phosphorylations, des nucléotidylations, des

estérifications, des réductions et des réactions d’addition d’un glutathion. Ces enzymes sont

généralement associées à des éléments génétiques mobiles (Muylaert et Mainil, 2012).

5-3-2 Modification de la cible

La cible de l’antibiotique peut être 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.

La modification de la cible, mécanisme de résistance décrit pour presque tous les antibiotiques,

est particulièrement importante pour les résistances aux pénicillines, aux glycopeptides et aux

molécules du groupe MLS chez les bactéries Gram positives, et pour les résistances aux

quinolones chez les bactéries Gram positives et Gram négatives. Ce type de résistance peut être

la conséquence de l’acquisition de matériel génétique mobile codant pour une enzyme

modifiant la cible de l’antibiotique, ou peut résulter d’une mutation au niveau de la séquence

nucléotidique de la cible. Le remplacement de la cible de l’antibiotique est quant à lui, un

mécanisme décrit pour les sulfamides, les triméthoprimes et les bêta-lactames dont les

Staphylococcus aureus résistants à la méthicilline (SARM) ainsi qu’à toutes les bêtalactames

d’usage vétérinaire sont un exemple remarquable par la synthèse d’une nouvelle PBP (Penicillin

Binding Protein) possédant une affinité moindre pour la méthicilline (Muylaert et Mainil,

2012).

5-3-3 Imperméabilité cellulaire

Contrairement aux bactéries Gram positives, dont la structure enveloppante est assez simple,

composée d’une paroi externe épaisse de peptidoglycanes que les antibiotiques traversent par

simple diffusion, les bactéries Gram négatives jouissent quant à elles d’une enveloppe plus

complexe et plus difficilement franchissable.

Ainsi, au sein des bactéries Gram négatives, les antibiotiques hydrophiles pénètrent dans la

bactérie via des protéines transmembranaires nommées porines, alors que les molécules

hydrophobes diffusent simplement à travers la couche phospholipidique.

L’imperméabilité membranaire est liée à des mutations au niveau des gènes qui codent pour

les porines et qui conduisent à leur perte, ou à la réduction de leur taille ou encore à une

diminution de leur expression, se traduiront par l’acquisition de bas niveaux de résistance vis-

à-vis de nombreux antibiotiques. Citons comme exemple, la réduction de l’expression de la

porine OmpF chez E. coli qui entraîne une réduction de sensibilité aux quinolones, aux bêta-

lactames, aux tétracyclines et au chloramphénicol.

La diminution de la perméabilité est donc un mécanisme de résistance cliniquement très

important chez les bactéries Gram négatives et plus précisément chez P. aeruginosa et les

Enterobacteriaceae (Muylaert et Mainil, 2012).
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5-3-4 Phénomène d’efflux

L’efflux actif, médié par des protéines transmembranaires connues sous le terme de pompes

à efflux ou transporteurs actifs, est un mécanisme nécessitant de l’énergie et utilisé par les

bactéries, par les cellules eucaryotes dont notamment les protozoaires, pour expulser à

l’extérieur des métabolites et des composés toxiques étrangers tels que des antibiotiques et

d’autres médicaments.

Ces pompes à efflux ont généralement une spécificité de substrats assez large, et seulement

certaines d’entre elles confèrent une résistance aux antibiotiques. La résistance provient de la

réduction de la concentration en antimicrobien dans le cytoplasme de la bactérie, ce qui prévient

et limite l’accès de l’antibiotique à sa cible. On classe ces pompes à efflux sur la base

notamment de leur spécificité de substrats et de la source d’énergie employée. Certains de ces

transporteurs sont très spécifiques et on les appelle pompes SDR (pour specific drug-

resistance), alors que d’autres agissent sur une multitude de molécules et on les nomme pompes

MDR (pour multiple-drug-resistance). Les pompes SDR, généralement responsables de hauts

niveaux de résistance et dont les gènes sont portés par des éléments génétiques mobiles,

représentent un important mécanisme de résistance aux tétracyclines essentiellement parmi les

bactéries Gram négatives, aux composés du groupe MLS et aux phénicolés. Les pompes MDR,

généralement responsables de bas niveaux de résistance et dont les gènes sont fréquemment

chromosomiques, sont classées en deux groupes sur la base de la source d’énergie utilisée: les

transporteurs ABC (pour ATP-binding cassette) utilisant l’hydrolyse de l’ATP et plutôt

spécifiques de certains composés comme le groupe MLS, et les transporteurs secondaires

exploitant le gradient électrochimique transmembranaire de protons et d’ions de sodium pour

expulser la molécule à l’extérieur de la cellule et responsables de résistances multiples aux

antibiotiques (Muylaert et Mainil, 2012).

Figure 07 : Mode d’action des antibiotiques (Madigan et al, 2000).
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5-4 Résistance aux β-lactamines

5-4-1 Résistance aux β-lactamines par production de β-lactamases

La pénicillinase plasmidique est une protéine enzymatique capable d’hydrolyser le cycle β-

lactame et donc de rendre inapte l’antibiotique. Ces enzymes ne sont pas capables d’inactiver

les pénicillines M et les céphalosporines. De plus, il existe des inhibiteurs de β-lactamases

(acide clavulanique, sulbactam, tazobactam) qui restaurent l’activité des antibiotiques qui leur

sont associés (Courvalin, 2006).

5-4-2 Résistance à la méticilline

Il s’agit d’une résistance acquise par modification de la cible principale de nombreuses β-

lactamines, la PLP2. La nouvelle PLP2a produite a une faible affinité vis-à-vis des β-

lactamines. Cette résistance est à considérer comme croisée pour l’ensemble des β-lactamines

mais son expression peut être hétérogène au sein d’une même souche. Ils existent quatre classes

d’expression (classes I, II, III et IV). La PLP2a possède la capacité de catalyser seule

l’assemblage du peptidoglycane lorsque les autres PLP sont inactivées par les β-

lactamines (Daurel et Leclercq, 2008).

5-4-3 Autres mécanisme de résistance à la méticilline

Ces résistances sont de bas niveau et sont nommés BORSA (bordeline Staphylococcus

aureus) et MODSA (modified Staphylococcus aureus). Les souches BORSA et MODSA ne

possèdent pas le gène mecA. Pour les souches BORSA, le mécanisme impliqué est une

hyperproduction de la pénicillinase staphylococcique. Tandis que, pour les souches MODSA,

une modification des PLP endogènes (PLP1, 2 ou 4) entraîne une résistance sans production de

pénicillinase (Daurel et Leclercq, 2008).

5-5 Résistance aux glycopeptides

Les glycopeptides comprennent la vancomycine et la teicoplanine, sont utilisés en

alternatives aux β-lactamines dans le traitement des infections causées par les SARM. Ces

antibiotiques ont un effet bactéricide qui s’exerce lentement. Ils agissent sur la synthèse du

peptidoglycane des bactéries induisant la mort de ces dernières (Tankovic et al, 1997).

La sensibilité diminuée aux glycopeptides est due essentiellement à l’épaississement de la

paroi. Elle résulte d’une réorganisation complexe du métabolisme du peptidoglycane. Ceci est

probablement dû à des mutations dans de multiples gènes, empêchant l’accès de l’antibiotique

à sa cible. Deux autres hypothèses sont décrites, lapremière est l’hyperproduction de

précurseurs du peptidoglycane qui agissent comme des leurres pour les glycopeptides. La

seconde est due à la non dégradation des anciennes couches de peptidoglycane par les enzymes

sautolytiques (Hiramatsu, 2001 ; Daurel et Leclerq, 2008).
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5-6 Résistance aux aminosides

Ces antibiotiques agissent en inhibant la synthèse protéique en se fixant sur la sous unité 30S

du ribosome bactérien.

La résistance aux aminosides se fait le plus souvent par la modification enzymatique qui

constitue le principal mécanisme de la résistance acquise. Il existe trois classes d’enzymes en

fonction de la réaction catalysée :

 L’aminoglycoside phosphotransférase APH 3´III : inactive la néomycine, la

kanamycine et partiellement l’amikacine (phénotype K).

 L’aminoglycoside nucléotidyltransférase AAD 4´-4´´ : inactive la kanamycine, la

tobramycine et partiellement l’amikacine par addition d’un groupement adényl

(phénotype KT).

 L’aminoglycoside acétyltransférase AAC6´-APH2´´ : cette une enzyme possède deux

fonction : l’activité nucléotidyltranséfrasique et l’activité phosphotransférasique sur la

tobramycine, la kanamycine et la gentamicine (phénotipe KTG). Elle inactive

partiellement les dérivés hémisynthétiques de ces deux dernières molécules qui sont

l’amikacine et la nétilmicine, avec perte du caractère bactéricide.

L’aminoside n’est modifié qu’après sa pénétration dans la cellule bactérienne et cette

modification empêche sa fixation sur le ribosome (Daurel et Leclerq, 2008 ; Le Loir et Gautier,

2010).

5-7 Résistance aux fluoroquinolones

Il existe deux mécanismes de résistance de type chromosomique exclusivement. La

résistance aux fluoroquinolones est liée, soit à des mutations ponctuelles dans l’une et/ou l’autre

des deux cibles qui sont la gyrase et la topoisomérase IV, soit à un efflux actif. Chez S. aureus,

la première étape vers la résistance consiste en la modification d’une seule cible, la cible

préférentielle, qui confère une résistance de bas niveau et affecte plus ou moins l’activité de

diverses fluoroquinolones. L’étape suivante, qui consiste en la modification de la seconde cible

confère une résistance de plus haut niveau. Les mutations siègent en général dans une région

restreinte appelée QRDR (« Quinolone Resistance-Determiningregion ») (Daurel et Leclerq,

2008).

5-8 Résistance aux tétracyclines et glycilcyclines

Il existe deux types de résistance aux tétracyclines. La première est liée à un plasmide (le plus

connu est pT181), elle entraîne un efflux actif des tétracyclines grâce à des protéines Tet situées

dans la membrane interne. La seconde résistance entraine une protection des sites actifs du

ribosome par d’autres protéines Tet. La protéine Tet (K) est l’une des protéines qui entraine

l’expulsion des tétracyclines et les protéines Tet O) ou Tet (M) vont protéger les sites actifs

ribosomaux (Courvalin et leclerq, 2012).

5-9 Résistance aux phénicolés

La résistance de haut niveau au chloramphénicole chez S. aureus est liée à la production d’un

chloramphénicol acétyltransférase (CAT) codée par un gène cat localisé sur un plasmide. Par
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ailleurs, les mécanismes d’efflux multiple (MDR) comme nor A peuvent entrainer une

augmentation des CMI des phenicolés vis-à-vis de S. aureus (Le Loir et Gautier, 2010)

5-10 Résistance aux MLS

Plusieurs mécanismes de résistance ont été décrits chez S. aureus pour ce groupe de molécule.

Le premier est assuré par la méthylation de l’adinine A2058 de l’ARN ribosomal 23S. Le

groupe méthyle empêche la fixation de l’antibiotique sur sa cible. Les gènes codant une

méthylation sont nommée « erm » (erythromycin ribosome methylase), Ils peuvent être portés

par des plasmides et des transposons. Chez S. aureus, les deux principaux gènes identifiés sont

erm (A) et erm (C) (Pichere, 2001 ; Winston et Chambers, 2009), les macrolides à 14 et 15

atomes sont des inducteurs. Les macrolides à 16 atomes, les lincosamides et les streptogramines

ne sont pas des inducteurs (Daurel et Leclerq, 2008).

Un deuxième mécanisme de résistance aux macrolides chez S. aureus est assuré par l’efflux,

la présence d’une pompe ATP-dépendante codée par le gène plasmidique msr A, confère une

résistance par efflux aux macrolides de14 et 15 atomes ainsi qu’aux streptogramines B. Le

troisième mécanisme consiste en l’inactivation enzymatique des lincosamides, dû à

l’acquisition du gène Inu A) (Pichere, 2001 ; Daurel et Leclerq, 2008).

Ce mécanisme de résistance le plus connu est une modification de la cible ribosomale. La

partie ribosomale est modifiée par une attaque enzymatique, l’adénine en position 2058 de

l’ARNr 23S se retrouve alors méthylée. Les enzymes en cause sont des méthylases codées par

des gènes de la famille erm (erythromycin resistance methylase. La méthylation empêche la

fixation du MLS et son action. Cette résistance peut être inductible (induite en présence de

macrolides) ou constitutive (exprimée en permanence). Cependant, cette méthylation ne touche

pas les streptogramines A, c’est pourquoi la pristinamycine reste active, même en cas de

résistance constitutive (Pichere, 2001 ; Daurel et Leclerq, 2008).
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Chapitre I : Méthodes

1-Méthodes

1-1 Objectifs de l’étude

L’objectif principal de cette présente étude est l’isolement de souches de S. aureus et leur

caractérisation phénotypique chez la volaille (poulet de chair et dinde) à partir de prélèvements

nasaux et ceci dans le but de mettre en évidence le risque sanitaire associé à la présence de

souches multi-résistantes (SARM) chez ces animaux de rente.

1-2 Lieu et durée de l’étude

Cette étude a été menée au sein du laboratoire de recherche de biochimie analytique et

biotechnologies (LABAB) de l’université Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou. Elle s’est

déroulée sur une période de 4 mois allant de Février au Mai 2019.

1-3 Collecte des échantillons

La collecte des échantillons est réalisée au niveau de deux abattoirs différents situés dans la

commune de Tizi Ouzou. Au totale 211 échantillons ont été prélevés incluant, 172 échantillons

de poulet de chair et 39 échantillons de la dinde.

Les échantillons ont été collectés la matinée lors de l’abattage, chaque tête est mise dans un

sachet alimentaire en plastique, puis ils sont acheminés au laboratoire dans une glacière empilée

de pochettes de glace.

Ces échantillons sont identifiés par un code contenant des lettres indiquant le type de

prélèvement (poulet de chair ou dinde), leurs origines et le numéro de l’échantillon

Le nombre de prélèvements réalisés est de quatre, espacés d’une durée de deux à trois

semaines. Ces échantillons proviennent des différents élevages de la wilaya de Tizi Ouzou ou

de d’autres wilayas (Tableau 02).
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2-Analyse des échantillons au laboratoire

Tableau 02 : Nature et nombre de prélèvements

Après la récolte des échantillons, ces derniers sont acheminés et analysés le même jour (2 à 3

heures après la collecte des prélèvements) au niveau du laboratoire de recherche de Biochimie

Analytiques et Biotechnologies (LABAB) de l’université Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou.

2-1 Écouvillonnage et enrichissement

L’écouvillonnage de la partie nasale a été effectué dans des conditions aseptiques entre deux

becs bunsen en introduisant un coton-tige stérile dans la cavité nasale du poulet ou de la dinde.

Nous avons effectué de légers mouvements rotatifs en frottant délicatement leurs parois nasales,

dans le but se recueillir au maximum les sécrétions nasales. Nous avons ensuite mis le coton-

tige dans un tube à essai contenant le bouillon hypersalé Chapman (7ml) en évitant toutes autres

contaminations. L’incubation est réalisée à 37°C pendant 24 à 48h.

Prélèvements Abattoirs Nature des

prélèvements

Type des

échantillons

Origine des

échantillons

Age des

échantillons

Nombre des

échantillons

Premier Aissiou

abattoir

(commune

Sidi

Naamane)

Prélèvement

nasal

-Poulet de

chaire

Khemisse El

Khachena

(Boumerdes)

-54 jours 63

Deuxième Charnaai

abattoir

(commune

Sidi

Naamane)

Prélèvement

nasal

-Poulet de

chaire

Tanouarth

(commune Ait

Oumalou)

-55 jours 26

-Dinde

Tadjenante -4 mois 12

Azefoune -4 mois 27

Troisième Charnaai

abattoir

(commune

Sidi

Naamane)

Prélèvement

nasal

-Poulet de

chaire

Ouaguenoun -53 jours 20

Mekla -56 jours 20

Ouadia -67 jours 20

Quatrième Charnaai

abattoir

(commune

Sidi

Naamane)

Prélèvement

nasal

-Poulet de

chaire

Tifra

(commune de

Tigzirt)

-55 jours 23
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Figure 08 : écouvillonnage de la cavité nasale de poulet de chair

(Photo personnelle prise au laboratoire)

2-2 Isolement de S. aureus

L’isolement est réalisé sur la gélose Baird Parker (BP) ou sur la gélose Chapman. La gélose

BP représente le milieu de choix en bactériologie alimentaire car il permet la meilleure

récupération des souches de S. aureus grâce à ses constituants de base (lithium) et au jaune

d’œuf rajoutés. En ce qui concerne le milieu Chapman, sa sélectivité est due à la concentration

élevée en NaCl.

Dans notre étude, nous avons utilisé les deux milieux d’isolement : Chapman et Baird

Parker). Sur la gélose BP, 0.1 ml du bouillon Chapman (tubes ayant virés au jaune après

incubation) sont déposé sur à la surface, suivi d’un étalement. Tandis que, sur la gélose

Chapman, de simples stries en trois quadrants sont réalisées après le prélèvement de deux

gouttes du bouillon Chapman.

2-3 Purification des isolats

Une à trois colonies caractéristiques de S. aureus (colonies rondes à bords réguliers, lisses,

bombées, noires et ayant un halo claire) sur le milieu BP, ou (colonies jaunes, bombées, lisses,

à bords réguliers) sur milieu Chapman, sont prélevées à l’aide d’une pipette Pasteur de chaque

boite positive et sont purifiées soit sur gélose BHI ou TSYEA. Les boites sont ensuite incubées

à 37°C pendant 24 h. Cette étape est refaite jusqu’à avoir une boite contenant des colonies

pures.

2-4 Identification biochimique

En plus des caractères morphologiques (caractères macroscopiques des colonies),

l’identification est aussi effectuée sur la base de quelque caractère biochimique : catalase,

coagulase, ADNase et VP.
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2-4-1 Test de la catalase

Une colonie provenant d’une culture pure est prélevée à l’aide d’une pipette Pasteur est

déposée sur une lame contenant une goutte d’H2O2. La souche est dite catalase+ si des bulles

de gaz (O2) apparaissent (effervescence).

2-4-2 Test d’ADNase

A partir d’une culture pure, nous avons ensemencé la gélose à ADN avec la souche à tester

(sous forme d’une strie). Nous avons inclus un témoin positif S. aureus MU50. Les boîtes ont

été incubées à 37°C pendant 24 h. Après incubation, les boites ont été inondées avec du HCl à

2N. Après 2 à 3 minutes de contact, l'excès de HCl a été éliminé. Les souches ADNase (+) sont

entourées d'une zone claire autour de la strie.

2-4-3 Test de la coagulase

Apres avoir repiqué la souche pure dans du Bouillon BHIB (Brain Heart Infusion Broth) et

incubé à 37°C pendant 24 heures. 0.5 ml de cette culture sont mises dans un tube à hémolyse

contenant 0.5 ml de plasma humain. Ces tubes sont ensuite incubés à 37°C pendant 1 heure à 4

heures.

La réaction de la coagulase est considérée comme positive s’il y’aura formation d’un

coagulum (prise en masse).

2-4-4 Test de Voges Proskauer (VP)

Deux colonies issues d’une boite de BHI ou TSYEA d’une souche suspecte sont repiquées

sur le bouillon Clark et Lubs. Le milieu est incubé à 37°C pendant 48 heures. La révélation de

l’acétoïne sur le milieu Clark et Lubs est réalisée en ajoutant 15 gouttes de réactif VPI (α naphtol

à 6%), et 15 gouttes de VPII (NaOH à 4N). La souche est considéré VP+, si un halo rouge

apparait en surface du tube au bout de 20 à 30mn. La souche de référence S. aureus ATCC

25923 est utilisée comme témoin positif.

2-5 Antibiorésistance des souches isolées

L’antibiorésistance des souches de S. aureus isolées a été étudiée conformément aux

recommandations du CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2018), en appliquant

la méthode de diffusion des disques d’antibiotiques sur gélose Muller-Hinton (MH). La

résistance des souches a été testée vis-à-vis de 09 molécules d’antibiotiques listés dans le

tableau 03.

 Technique de l’antibiogramme

Un inoculum est préparé à partir d’une culture pure sur BHI ou TSYEA de 18 h à 37°C.

Quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques sont raclées à l’aide d’une anse à

boucle en platine puis déchargées dans de l’eau physiologique stérile.

La suspension bactérienne est homogénéisée au vortex et ajustée à une densité optique (D.O)

comprise entre 0.08-0.1 lue à 625 nm au spectrophotomètre. L’ensemencement des boites de

Pétri contenant la gélose MH est effectué par la méthode d’écouvillonnage.
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Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne préparée, l’essorer en le

pressant fermement sur la paroi interne du tube afin de le décharger au maximum, puis le frotter

sur la totalité de la surface sèche de la gélose MH de haut en bas, en stries serrées. L’opération

est répétée trois fois en tournant la boite à chaque fois, sans oublier de faire pivoter l’écouvillon

sur lui-même. L’ensemencement est fini en passant l’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Trois à quatre disques d’antibiotiques sont appliqués par boite, chaque disque est appliqué à

l’aide d’une pince stérile. Une fois appliqué, le disque ne doit pas être déplacé. Les boites sont

immédiatement incubées pendant 24 h à 37 ͦ C.

La lecture des antibiogrammes se fait en mesurant le diamètre de chaque zone d’inhibition

en millimètre (mm). Par la suite, les souches sont classées en trois catégories : sensibles,

intermédiaires ou résistantes selon les recommandations du CLSI (2018).

Tableau 03 : Listes des molécules d’antibiotiques testés.

Familles Antibiotiques Abréviation
Charge

en µg

Marque

β-lactamines
Pénicilline G P 10 Liofilchem, Italie

Céfoxitine FOX 30 Liofilchem, Italie

Aminosides
Gentamycine CN 10 Liofilchem, Italie

Néomycine N 30 Liofilchem, Italie

Macrolides Erythromycine E 15 Liofilchem, Italie

Quinolone Ofloxacine OFX 5 Liofilchem, Italie

Tétracycline Tétracycline TE 30 Liofilchem, Italie

Phénicol Chlorampénicol C 30 Liofilchem, Italie

Sulfamides
Triméthoprime-

Sulfamethoxazole
SXT 25 Liofilchem, Italie

2-6 Conservation des souches

Une fois les souches sont identifiées, elles sont conservées dans des cryotubes à -20°C

contenant le bouillon cœur-cervelle (BHIB) additionné de Glycérol.
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Chapitre II : Résultats et discussion

1-Résultats

1.1 Prévalence de S. aureus

Durant cette étude, 211 échantillons de volaille (poulet de chair et dinde) sont prélevés au

niveau de deux abattoirs de la commune Sidi Naamane, Wilaya de Tizi-Ouzou. Après

l’enrichissement sur le bouillon hypersalé Chapman, 167 prélèvement se sont révélés positifs

(incluant 145 échantillons de poulet de chair et 22 échantillons de la dinde).

L’isolement sur la gélose sélective de Baird-Parker, nous a permis d’avoir 74 colonies

caractéristiques du genre Staphylococcus (Figure 9). Ces dernières ont été soumises à des tests

biochimiques, ce qui a permis de confirmer 35 souches de Staphylococcus aureus.

La fréquence d’isolement de S. aureus est de 11.37% (Tableau 4). Celle-ci est variable selon

la région de l’étude (Tableau 5).

Figure 09 : Aspect des colonies caractéristiques de S. aureus sur Baird Parker (Photo

personnelle prise au laboratoire)

Tableau 04 : Prévalence de S. aureus selon le type de prélèvement

Type d’échantillon Nombre
d’échantillons

prélevés

Nombre
d’échantillons

positifs

Fréquence
d’isolement

(%)

Nombre de
souches de S.
aureus isolées

Poulet de chair 172 24 13.95 35

Dinde 39 0 0 0

Totale 211 24 11.37 35

Colonies de S. aureus
avec un halo clair
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Tableau 05 : Prévalence de S. aureus et nombre de souches isolées selon la région

Origine
d’échantillon

Nombre de
Prélèvements

Nombre de
prélèvements

positifs

Prévalence de
S. aureus

(%)

Nombre de S.
aureus isolées

Khemis El
Khechna

(Boumerdes)

63 13 20.63 17

Tanouart 26 0 0 0
Tajnant 12 0 0 0

Azeffoun 27 0 0 0
Ouaguenoun 20 2 10 3

Mekla 20 1 5 2
Ouadia 20 4 20 5

Tigzirt 23 4 20 8

Total 211 24 11.37 35

1.2 Antibiorésistances des souches isolées

Les résultats obtenus ont montré l’existence de résistances, avec des proportions variables

selon les familles d’antibiotiques étudiées. En effet, un taux élevé de résistance à la tétracycline,

à l’érythromycine et à la pénicilline ont été observées, avec des fréquences de 88.57%, 74.28%

et 57.14% respectivement. En outre, des résistances relativement faibles ont été enregistrées

pour l’ofloxacine, la céfoxitine et le chloramphénicol avec des pourcentages de 25.71%,

22.85% et 17.14%, respectivement. Une faible résistance a été observée pour le

trimethoprime/sulfamethoxazole. Enfin, aucune résistance n’a été observée pour la

gentamycine et la néomycine (Tableau 6).

Tableau 06 : Résistance des souches de S. aureus aux antibiotiques testés (n=35).

Antibiotiques

Poulet de chair

Résistance Sensibilité

Nombre (%) Nombre (%)

P 20 (57.14) 15 (42.85)

FOX 8 (22.85) 27 (77.14)

TE 31(88.57) 4 (11.42)

C 6 (17.14) 29 (82.85)

SXT 2 (5.71) 32 (91.42)

E 26 (74.28) 9 (25.71)

CN 0 (0) 35 (100)

N 0 (0) 35 (100)

OFX 9 (25.71) 25 (71.42)
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17 souches (48.57%) présentent des multi-résistances et sept phénotypes de multi-résistance

ont été observés. Le phénotype le plus observé est celui de P-FOX-TE-C-E. Les phénotypes de

multi-résistance sont résumés dans le tableau 07.

Tableau 07 : Phénotypes de multi-résistances

Phénotype de multi-résistance Nombre de souches

P-TE-E-OFX 2

P-TE-E 2

P-TE-OFX 4

P-FOX-TE-E-OFX 1

P-FOX-TE-OFX 1

P-TE-SXT-E-OFX 1

P-FOX-TE-C-E 6

Total 17

Dans cette étude 8 souches ont été qualifiées comme étant des S. aureus résistants à la

méticilline (SARM) et 27 souches ont été des S. aureus sensibles à la méthicilline (SASM),

avec une fréquence de 22.85% et 77.14% respectivement.

Tableau 08 : Phénotypes de résistance et origines des SARM

SARM

Souche Phénotypes de résistance Origines des souches

S308 P.FOX.TE.E.OFX Ouadia

S326 P.FOX.TE.OFX Ouadia

S400 P.FOX.TE.C.E Tgzirt

S401 P.FOX.TE.C.E Tgzirt

S402 P.FOX.TE.C.E Tgzirt

S404 P.FOX.TE.C.E Tgzirt

S407 P.FOX.TE.C.E Tgzirt

S408 P.FOX.TE.C.E Tgzirt
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Figure 10 : Fréquence d’isolement des SARM et des SASM

Figure 11 : Profil de résistance d’une souche SARM (Photo personnelle prise au laboratoire)
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Figure 12 : Profil de résistance d’une souche SASM (Photo personnelle prise au laboratoire)

2-Discussion

Les résultats de ce travail révèlent que la prévalence de S. aureus est de 11.37%, sur un total

de 211 échantillons du poulet de chair. Nos résultats ne concordent pas avec ceux de Neela et

al (2013), qui ont annoncé une fréquence d’isolement extrêmement faible de S. aureus dans le

poulet, qui est de 1.4% (n=7 sur 503 prélèvements nasaux) en Malaisie. Cette fréquence semble

moins importante que celle rapportées par Ali et al (2017), qui ont annoncé des taux de

contaminations du poulet de chair de 50% dans la ville de Chittagong au Bangladesh. Ainsi,

Bakeet et Darwish (2014) ont annoncé une prévalence de l’ordre de 42.5% en Egypte.

De nombreuses études réalisées à travers plusieurs pays ont montré l’importance de

contamination des animaux par S. aureus.
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En revanche, aucun échantillon de la dinde n’a été contaminé par S. aureus, ce qui pourrait

être dû au nombre réduit de nos prélèvements. Une contamination de l’ordre de 12.8% chez la

dinde a été signalée, dans une étude réalisée sur le portage nasal chez les animaux d’élevage à

Béjaia

Staphylococcus aureus est généralement l’agent causal des infections staphylococciques

chez la volaille, mais d’autres espèces (S. hyicus et S. cohnii) peuvent être se retrouvées. En

effet, S. aureus est un habitant normal de la peau et des voies respiratoires supérieures, aussi

bien chez les individus malades et chez les individus sains et il est présent à des niveaux

importants dans les bâtiments d’élevage de volaille et dans l’environnement contaminé (Peton

et Le Loir, 2014).

A propos de l’antibiorésistance de nos souches, de fortes résistances ont été enregistrées à

l’encontre de la tétracycline, l’érythromycine et de la pénicilline G. Nos résultats corroborent

avec ceux annoncés par plusieurs auteurs qui signalent que les souches de S. aureus résistent

vis-à-vis de ces trois molécules. Ali et al, (2017) ont annoncé un taux de résistance de 83.33%,

86.67% et 93.33% vis-à-vis de la tétracycline, l’érythromycine et de la pénicilline G

respectivement, concernant des souches isolées de la volaille. Un résultat similaire est observé

par Nemati et al (2008), qui ont annoncés une résistance de 92.9% pour la tétracycline. De

fortes résistances vis-à-vis de la pénicilline (92%), de la tétracycline (74%) et de

l’érythromycine (45%) ont été rapportées par Kechih-Bounar (2018), concernant des souches

de S. aureus isolées du portage nasal chez le poulet de chair dans le nord Algérien. En revanche,

de faibles résistances vis-à-vis de la pénicilline ont été rapportées par d’autres auteurs contre

des souches de S. aureus isolées de poulet de chair (Kraushaar et al. 2016). Cette forte résistance

à la pénicilline est due probablement à la production de β-lactamases, enzymes inactivant la

pénicilline et autres molécules appartenant à la famille des β-lactamines (MORONI et al, 2006).

L’augmentation de la résistance n’est que le résultat de l’utilisation des antibiotiques. Chez

la volaille, la pénicilline, la tétracycline et l’érythromycine sont des antimicrobiens largement

utilisés pour le traitement des infections à staphylocoques, c’est la raison pour laquelle le taux

de résistance à ces trois antibiotiques est élevée (Tanner, 2000 ; White et al, 2003). De plus, la

plupart des antibiotiques utilisés par les éleveurs sont administrés dans l’eau de boisson

(tylosine, oxytétracyclines,…), dans l’alimentation (amprolium) ou par voie parentérale

(streptomycine) (Kabir et al, 2004). Or, dans les productions organisées telles que les élevages

de lapins, de porc et de volaille, la voie orale est la voie d’administration la plus préférée, étant

donné de la taille des individus traités. Ainsi, la voie parentérale est rare dans les élevages

avicoles (Chauvin et al, 2012).

La céfoxitine, le chloramphénicol et le triméthoprime/sulfaméthoxazole ont gardé de bonnes

activités à l’encontre de nos souches isolées. Nos résultats rejoignent ceux de plusieurs auteurs.

Kraushaar et al (2016) ont rapporté une résistance relativement faible vis-à-vis de le

chloramphénicol. L’absence de résistance vis-à-vis de cette molécule pourrait s’expliquer par

le fait que cette dernière est interdite en médecine vétérinaire et réservée uniquement en

thérapeutique humaine. En revanche, des résidus de chloramphénicol ont été détectés dans les

tissus des animaux en Pologne, ce qui suggère sont emploi en pratiques vétérinaires (EFSA,
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2014). Des valeurs relativement élevées ont été enregistrées par Kraushaar et al (2016) vis-à-

vis de de la céfoxitine et du triméthoprime/sulfamethoxazole. Quant à l’ofloxacine, notre

résultat est relativement faible (25.71%), contrairement aux résultats obtenus par Suleiman et

al (2013), qui ont signalé une résistance de l’ordre de 57.4%.

Notons que, l’augmentation de la résistance n’est que le résultat de l’utilisation des

antibiotiques dans les divers secteurs, tels que les hôpitaux, les élevages et les animaux

domestiques (DAVIES et DAVIES, 2010).

Aucune résistance n’a été enregistrée vis-à-vis de la gentamycine et de la néomycine, pour

l’ensemble des souches isolées. Nemati et al, (2008) ont signalé des faibles résistances de

l’ordre de 14.8% et 17.3% à l’encontre de ces deux molécules respectivement. Tandis que, Ali

et al (2016) ont annoncées un taux de résistance relativement faible vis-à-vis de la gentamycine

et de la Néomycine qui est de 23.33 %. Les mêmes résultats sont obtenus par Kechih-Bounar

et al (2018), qui ont annoncé des résistances de l’ordre de 3% et 10% vis-à-vis la gentamycine

et la néomycine respectivement.

S. aureus résistant à la méthicilline (SARM) a émergé il y a 50 ans, comme un agent

pathogène nosocomial mais dans la dernière décennie, il est devenu également une cause

majeure d'infections graves dans la communauté, notamment chez l’homme et l’animal (Stefani

et al, 2012).

Dans notre étude, huit souches ont été qualifiées comme étant des SARM, ce qui fait une

prévalence de 22.85%. Ce taux est largement supérieur à celui annoncé par Nemeghaire et al

(2013), qui ont annoncé des fréquences de l’ordre de 4.05% et 0.4 % chez le poulet chair et la

poule pondeuse respectivement. Néanmoins, Kechih-Bounar et al (2018) ont annoncé des

fréquences relativement élevées chez le poulet de chair et la poule pondeuse, qui sont de l’ordre

de 53% et 57%.

La présence des souches SARM chez le poulet de chair pourrait constituer un risque de santé

pour les éleveurs, les ouvriers impliqués dans la chaine d’abattage et pour les vétérinaires

praticiens. En effet, Wendlandt et al (2013) ont montré que des souches SARM isolées chez le

poulet de chair ont pu persister dans l’élevage pour de longues périodes et les similarités entre

les isolats obtenus indiquent bien la transmission de ces souches entre le poulet de chair,

l’humain et l’environnement de l’élevage. En revanche, des transmissions de SARM de

l’homme vers la volaille peuvent se produire. Un exemple clair, est celui de SARM ST5 qui a

passé récemment de l’humain vers la volaille (Aires-de-Sousa, 2017).

Toutes les souches SARM isolées résistent vis-à-vis d’autres molécules (tétracycline,

chloramphénicol, érythromycine, ofloxacine) en plus de leur résistance vis-à-vis les β-

lactamines. Nos résultats rejoignent ceux de plusieurs auteurs qui ont annoncé le phénotype de

multi-résistance des SARM isolés chez le poulet de chair (Wendlandt et al, 2013 ; Nemeghaire

et al, 2013 ; Kraushaar et al, 2016).
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Conclusion

La résistance bactérienne aux antibiotiques se développe rapidement dans le monde et

devient un problème crucial non seulement pour la médecine humaine, mais aussi pour la

médecine vétérinaire. L’émergence de cette résistance chez les animaux et leurs produits a mis

en lumière l’intérêt considérable du transfert potentiel de résistance à la population humaine via

la chaine alimentaire.

Durant cette étude, des souches ont été isolées à partir de poulet de chair et identifiées comme

étant des S. aureus (n=35) avec une prévalence de 11.37%. L’étude de la résistance des isolats

montre de fortes résistances vis-à-vis de la pénicilline G, de la tétracycline et de

l’érythromycine. 8 souches SARM ont été confirmées, soit une prévalence de 22.85%. La

prévalence des SARM est faible. En revanche, leur présence chez le poulet de chair pourra

constituer une menace de santé publique, via la transmission de ces souches aux humains.

Les résultats de cette étude montrent le risque zoonotique associé à la présence des souches

SARM chez le poulet de chair et soulignent l’importance de l’application des mesures de

biosécurité et les bonnes pratiques d’hygiène pour gérer la diffusion des SARM au seins de ces

exploitations d’élevage et à travers la chaine de production.

Notre étude ouvre plusieurs perspectives, telles que l’isolement d’autres souches de S. aureus

à partir de poules pondeuses et de poules de reproduction, caractériser les souches isolées sur

le plan génotypique (recherche de quelques facteurs de virulence) et étudier le lien génétique

entre souches isolées, en faisant recours à des méthodes de biologie moléculaire (spa-typing,

MLST, PFGE,….).
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Annexes
Annexes 01 : Matériels utilisés

1-Matériels

-Bec bunsen

-Glacière

-Etuve microbiologique (Memmert, Allemagne)

-Vortex (VELP SCIENTIFICA, Italie)

-Autoclave (pbi international, Italie)

-Balance électronique (Denver Instrument, Etats unis)

-Spectrophotomètre (Medline, Grande Bretagne)

-Réfrigérateur (Maxipower, Algérie)

-Bain-Marie (Memmert, Allemagne)

-Seringue de 5 ml (Industries medico-chirurgicales, Algérie)

-Verrerie et outils : boites de Pétri, tubes à essai, pipettes Pasteur, cotons tiges stériles, tubes à

hémolyse, anse à boucle, Micropipettes, embouts (0.1 et 1mL), spatules, béchers, cuves de

spectrophotomètre, flacons en verre, pince bactériologique, écouvillons.

1-1-Matériels biologiques

Souches de référence utilisées : S. aureus ATCC 25923, S. aureus MU50.

2-Milieux de culture et réactifs

-Gélose Baird Parker (Conda Pronadisa, Espagne)

-Gélose à ADN (Conda Pronadisa, Espagne)

-Gélose Muller-Hinton (Conda Pronadisa, Espagne)

-Milieu TSYEA (Conda Pronadisa, Espagne)

-Gélose Chapman (Conda Pronadisa, Espagne)

-Bouillon Chapman (Conda Pronadisa, Espagne)

- Gélose BHI (Conda Pronadisa, Espagne)

-Bouillon BHIB (Conda Pronadisa, Espagne)

-Tellurite de potassium (Institut Pasteur d’Alger)

-Emulsion de jaune d’œuf

-Bouillon Clark et Lubs
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-Agar bactériologique (Conda Pronadisa, Espagne)

-Plasma humain

-Voges Proskauer I (VPI : NaOH à 16%) et II (VPII : α Naphtol 6%)

(Institut Pasteur d’Alger)

-Glycérol (Biochem Chemopharma, France)

-Peroxyde d’hydrogène (H2O2)

-Eau physiologique stérile

-Eau distillée stérile

- Disques d’antibiotique (Liofilchem, Italy)

La composition et la préparation des milieux de culture sont détaillées dans l’annexe 01.
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Annexes 02 : Milieux de culture utilisés et leur composition

 Gélose de Baird-Parker

Peptone pancréatique de caséine………………..10 g

Extrait de levure………………………………...........1 g

Extrait de viande………………………………….......5 g

Pyruvate de sodium………………………………...10 g

Li Cl…………………………………………….............5 g

Glycine………………………………………………..12 g

Gélose…………………………………………............15 g

Eau distillée……………………………………..1000 ml

ph = 6,8. Stériliser à 121°C pendant 15 minutes.

 Préparation de l’émulsion de jaune d’œuf

Utiliser des œufs frais de poule dont la coquille est intacte.

Nettoyer les œufs avec une brosse et un détergent liquide, puis rincer à l’eau courante.

Désinfecter l’œuf en le plongeant dans une solution d’éthanol à 70% pendant 30s, puis en les

laissant sécher à l’air libre ou réaliser un flambage.

Aseptiquement, casser chaque œuf et séparer le blanc du jaune par transferts répétés de demi-

coquille à l’autre.

Recueillir les jaunes d’œufs dans un récipient stérile et compléter avec quatre fois leur volume

d’eau distillée stérile. Homogénéiser vigoureusement.

Chauffer le mélange à 47°C pendant 2h.

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

Recueillir stérilement dans un flacon le surnageant constituant l’émulsion (Durée de

conservation est au maximum 72h à 3°C ± 2°C).

 Composition du milieu complet

Milieu de base (Baird- Parker).....................…...100ml

Solution de tellurite de potassium……...…………1ml

Émulsion de jaune d’œuf……………………...……5ml

 Gélose BHI (Brain Heart Infusion)

Composition en g/l

Peptone pancréatique de gélatine……………..10

Chlorure de sodium……………………………5

Phosphate disodique…………………………..2.5

Glucose………………………………………..2

PH du milieu prêt à l’emploi 7.4 +/- 0.2 à 25°C

Préparation : mettre en solution 37g de milieu BHI déshydraté dans 1l d’eau distillée. Agiter

lentement jusqu’à dissolution complète, répartir le milieu dans des flacons puis stériliser à

l’autoclave pendant 15 minute à 120°C.

Pour l’obtention du milieu BHI on ajoute 15g d’agar bactériologique dans 1l de bouillon BHIB

lors de sa préparation.
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 Milieu TSYEA (Trypton Soja Yeast Extract Agar)

Composition en g/l

Tryptone………………………...17.0

Chlorure de sodium……………..5.0

Peptone de soja………………….3.0

Phosphate dipotassique………….2.5

Glucose monohydrate…………...2.5

Extrait de levure………………...6.0

Agar bactériologique……………15.0

PH du milieu prêt à l’emploi 7.3 +/- 0.2 à 25°C

Préparation : mettre en suspension 51g dans 1l d’eau distillée. Bien mélanger chauffer

légèrement si nécessaire jusqu’à dissolution. Répartir en flacons puis stériliser à l’autoclave

pendant 15 minutes à 120°C.

 Gélose à ADN

Composition en g/l

Peptone de viande………………….20

Acide désoxyribonucléique………...02

Chlorure de sodium………………...05

Agar………………………………..18

PH du milieu prêt à l’emploi 7.3 +/- 0.2 à 25°C

Préparation : dissoudre 45g de poudre dans 1l d’eau distillée puis stériliser à l’autoclave

pendant 15 minutes à 120°C.

 Milieu Mueller Hinton

Composition en g/l

Amidon…………………………….1.5

Infusion de bœuf…………………...2.0

Agar bactériologique………………17.0

Peptone de caséine acide…………..17.5

PH du milieu prêt à l’emploi 7.4 +/- 0.2 à 25°C

Préparation : mettre en suspension 38g de milieu déshydraté dans 1l d’eau distillée. Bien

agiter, faire bouillir pendant 1 minute puis stériliser à l’autoclave pendant 15 minutes à 120°C.

Laisser refroidir jusqu’’à atteindre 40-45°C.
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Annexes 03 : Résultats des tests biochimiques sur l’ensemble des colonies caractéristiques

Catalase Coagulase DNase VP Code

C1PcB06 (+) (+) (+) (+) S262

C1PcB09 (+) (+) (+) (+) S259

C1PcB16 (+) (+) (+) (+) S264

C1PcB17 (+) (-) (-) NT /

C1PcB19 (+) (+) (+) (+) S279

C2PcB19 (+) (+) (+) (+) S265

C1PcB20 (+) (+) (+) (+) S281

C1(2) PcB20 (+) (+) (+) (+) S276

C1PcB21 (+) (-) (-) NT /

C1PcB29 (-) (-) (-) NT /

C1PcB32 (+) (+) (+) (+) S256

C1PcB33 (+) (+) (+) (+) S258

C1PcB37 (+) (+) (+) (+) S257

C1PcB39 (+) (-) (-) NT /

C1PcB40 (+) (+) (+) (+) S260

C2PcB40 (+) (+) (+) (+) S261

C1PcB42 (+) (-) (-) NT /

C1PcB43 (+) (+) (+) (+) S280

C2PcB43 (+) (+) (+) (+) S278

C1(1) PcB47 (+) (+) (+) (+) S277

C1(2) PcB47 (+) (-) (-) (-) /

C1(2) PcB47 (+) (-) (-) (+) /

C1PcB48 (+) (+) (+) (+) S263

C1PcB56 (+) (-) (-) NT /

C1PcB58 (+) (+) (+) (+) S282

PcA69 (+) NT (-) NT /

PcA71 (+) NT (-) NT /

PcA72 (+) NT (-) NT /

PcA73 (+) NT (-) NT /

PcA74 (+) NT (-) NT /

PcA75 (+) (-) (-) (-) /

PcA77 (+) (-) (-) (-) /

PcA82 (+) NT (-) NT /

DT94 (+) (-) (-) (-) /

DT96 (+) (-) (-) (-) /

C1DA128 (+) (-) (-) (-) /

DA103 (+) (-) (+) (-) /

DA118 (+) (-) (+) (-) /

PcM136 (+) (-) (+) NT /
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Suite de l’annexe 03 :

C1PcM144 (+) (+) (+) (+) S305
C2PcM144 (+) (+) (+) (+) S328

PcM147 (+) NT (-) NT /
PcW154 (+) (+) (+) (+) S324

C1PcW166 (+) (+) (+) (+) S307
C2PcW166 (+) (+) (+) (+) S306

PcO172 (+) NT (-) NT /
C1PcO174 (+) (+) (+) (+) S308
C2PcO174 (+) (-) (+) NT /

PcO178 (+) (-) (-) NT /
C1PcO179 (+) (+) (+) (+) S323
C2PcO179 (+) (-) (+) NT /

PcO181 (+) (+) (+) (+) S327
PcO183 (+) NT (-) NT /
PcO184 (+) (-) (+) NT /

C1PcO185 (+) (+) (+) (+) S326
C2PcO185 (+) (+) (+) (+) S325

PcO188 (+) NT (-) NT /
PcT192 (+) (-) (-) NT /
PcT193 (+) (+) (+) (+) S405

C1PcT196 (+) (+) (+) (+) S407
C2PcT196 (+) (+) (+) (+) S400
C3PcT196 (+) (+) (+) (+) S404
C1PcT197 (+) (-) (+) (-) /
C2PcT197 (+) (-) (+) (+) /
C1PcT198 (+) (+) (+) (+) S408
C2PcT198 (+) (+) (+) (+) S402
C3PcT198 (+) (+) (+) (+) S401

PcT201 (+) (-) NT NT /
PcT205 (+) (-) (-) NT /
Pc T206 (+) (-) (+) (+) /

C1PcT206 (+) (+) (+) (-) S403
C2PcT206 (+) (-) (+) (+) /

PcT207 (+) (-) (-) NT /
PcT208 (+) (-) (-) NT /

(+), test positif ; (-), test négatif ; NT, non testé

C, colonie ; PC, poulet de chair; B, Boumerdes ; PcA, Ait oumalou ; DT, dinde Tadjenante ;
DA, dinde Azefoun ; O, Ouadia ; W, Ouaguenoun ; M, Mekla ; PcT, Tigzirt
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Annexes 04 : Valeurs des diamètres de zone d’inhibition selon le CLSI et la CASFM.

Famille Antibiotique Diamètre critique Références

Sensible Intermédiaire Résistant

β-lactamines Pénicilline G ≥ 26 - < 26 CASFM 2019

Céfoxitine ≥ 22 - < 22 CASFM 2019

Aminoglycoside Gentamycine ≥ 15 13-14 ≤ 12 CLSI 2018

Néomycine ≥ 17 - < 15 CASFM 2018

Macrolides Erythromycine ≥ 21 - < 18 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
synthèse de

l’acide folique

Trimétoprim-
Sulfamethoxazole

≥ 16 11-15 ≤ 10 CLSI 2018



Annexes

Annexe 05 : Résultats détaillés de l’antibiogramme pour chaque souche de S. aureus isolée

Souches P FOX TE C SXT E CN N OFX

C1PcB32-S256 S S R S S R S S S

C1PcB37-S257 R S R S S R S S I

C1PcB33-S258 S S R S S R S S S

C1PcB09-S259 S S R S S R S S S

C1PcB40-S260 S S R S S R S S S

C2PcB40-S261 S S R S S R S S S

C1PcB06-S262 S S S S R R S S S

C1PcB48-S263 S S R S S R S S S

C1PcB16-S264 S S R S S R S S S

C2PcB19-S265 S S R S S R S S S

C1(2) PcB20-S276 S S R S S R S S S

C1PcB47-S277 S S R S S R S S S

C2PcB43-S278 R S R S S R S S R

C1PcB19-S279 S S R S S R S S S

C1PcB43-S280 R S R S S R S S S

C1PcB20-S281 S S R S S R S S S

C1PcB58-S282 S S R S S R S S S

C1PcM144-S305 R S R S S R S S R

C2PcW166-S306 R S S S S S S S S

C1PcW166-S307 R S S S S S S S S

C1PcO174-S308 R R R S I R S S R

C1PcO179-S323 R S R S S S S S R

PcW154-S324 R S R S S S S S R

C2PcO185-S325 R S R S S S S S R

C1PcO185-S326 R R R S S S S S R

PcO181-327 R S R S R R S S R

C2PcM144-S328 R S R S S S S S R
C2PcT136-S400 R R R R S R S S S

C3PcT138-S401 R R R R S R S S S

C2PcT138-S402 R R R R S R S S S

C1PcT146-S403 R S R S S S S S S

C3PcT136-S404 R R R R S R S S S

PcT133-S405 S S S S S S S S S

C1PcT136-S407 R R R R S R S S S
C1PcT138-S408 R R R R S R S S S
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Annexe 06 : Valeurs des diamètres d’inhibition des souches de S. aureus isolées

Souches P FOX TE C SXT E CN N OFX

C1PcB32-S256 28 23 11 24 26 06 21 20 26

C1PcB37-S257 10 25 11 31 30 06 24 19 17

C1PcB33-S258 32 27 10 23 26 06 20 19 25

C1PcB09-S259 29 25 11 27 27 06 20 19 25

C1PcB40-S260 29 24 10 25 26 06 19 18 30

C2PcB40-S261 32 26 11 26 25 06 21 19 28

C1PcB06-S262 35 28 26 26 06 06 26 22 23

C1PcB48-S263 30 23 10 23 25 06 21 19 26

C1PcB16-S264 30 26 12 25 26 06 21 19 23

C2PcB19-S265 30 25 10 26 29 06 22 20 26

C1(2) PcB20-S276 31 26 11 26 22 06 20 18 26

C1PcB47-S277 32 29 12 26 28 06 22 21 27

C2PcB43-S278 09 26 10 26 28 06 19 18 10

C1PcB19-S279 32 27 11 24 25 06 20 18 29

C1PcB43-S280 19 24 10 25 27 06 20 19 30

C1PcB20-S281 30 25 10 22 25 06 20 17 27

C1PcB58-S282 35 28 12 27 27 06 22 20 24

C1PcM144-S305 11 23 10 24 21 06 24 17 08

C2PcW166-S306 11 23 27 28 27 23 20 22 25

C1PcW166-S307 11 23 31 24 30 24 19 18 26

C1PcO174-S308 11 21 10 24 11 06 25 18 06

C1PcO179-S323 09 29 10 24 27 25 23 22 08

PcW154-S324 11 27 09 24 25 25 18 27 09

C2PcO185-S325 08 27 10 29 23 26 18 17 09

C1PcO185-S326 11 21 10 23 30 26 22 22 09

PcO181-327 20 29 09 27 06 06 23 20 06

C2PcM144-S328 12 24 11 24 26 25 19 18 08
C2PcT136-S400 15 19 11 08 26 06 21 20 26

C3PcT138-S401 12 18 11 08 27 06 22 22 26

C2PcT138-S402 13 18 11 08 25 06 20 20 21

C1PcT146-S403 23 29 11 30 20 32 25 18 23

C3PcT136-S404 15 21 12 08 27 06 20 18 28

PcT133-S405 40 30 30 31 22 30 25 23 30

C1PcT136-S407 14 18 11 08 25 06 17 19 24
C1PcT138-S408 14 21 13 07 26 06 22 19 29
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Annexe 07 : Tests biochimiques utilisés pour l’identification de S. aureus

Virage du bouillon Chapman Colonies caractéristiques de S. aureus sur

milieu Baird Parker

Colonies de S. aureus sur milieu BHI Colonies de S. aureus sur milieu TSYEA

Test de la catalase Test de l’ADNase
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Suite de l’annexe 07 :

Test de la coagulase Test de Vogs Proskower


