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Résumé

Staphylococcus aureus est une bactérie commensal e opportuniste, impliquée dansune variété
de maladies zoonotiques. L’ objectif de notre étude est d’ estimer la préval ence 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 prélevements nasaux chez le poul et
de chair et la dinde au niveau de deux abattoirs de lawilaya de Tizi Ouzou. Aprés |’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 réalisee selon la méthode de
diffusion des disgues 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-a-vis de la
pénicilline G (57.14%), de I’érythromycine (74.28%) et de la tétracycline (88.57%). En
revanche, aucune résistance vis-a-vis de la gentamycine et de la néomycine n’ a été enregistrée.

Les résultats obtenus dans cette étude révelent le risque associ € ala présence des SARM chez
le poulet dechair. Aingi, |’ application de regles de biosécurité et |es bonnes pratiques d’ hygiene
aident a 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



I ntroduction

I ntroduction

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). 1l peut causer un
certain nombre de maladies infectieuses telles que la dermatite, la pneumonie, la méningite,
I’ ostéomyélite chez I'hnomme. Chez I’ animal, S. aureus est derriere des mammites chez le bovin
laitier et lamaladie du pied bourdon chez lavolaille (Benito et al, 2015). Les maladies causees
par ce pathogene versatile sont encore plus graves, si les souches de S. aureus résistantes a la
meéticilline (SARM) sont impliquées (Becker et al, 2017).

S aureus est caractérise par un phénomene trés important qui est |’ adaptation aux conditions
extrémes, en exprimant une gamme diverse de facteurs de virulence et |a capacité d' échapper
aux agents antimicrobiens par le développement de différents mécanismes de résistance a
plusieurs familles d’ antibiotiques (Brennan et al, 2016). La virulence de ce germe dépend de
plusieurs composants extracellulaires, incluant |es 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 I’ émergence de souches multi-résistantes, un probléme de
grande ampleur notamment pour les pays développés (Rad et al, 2015 ; Hosein et al, 2014).

Saphylococcus aureus, incluant S, aureus résistant alaméticillin (SARM), est le pathogene
commun causant une large gamme de maladies dans les communautés et dans les hépitaux
(Chen et Huang, 2018). L’ augmentation du nombre d’'infections au SARM communautaire
(CA-SARM) chez desindividus en bonne santé avait conduit a des recherches sur I’ 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 especes circulant dans les élevages est une
guestion 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
desinfections graves, ont été rapportées. Néanmoins, il aété démontré queles personnes vivant
et travaillant en contact étroit avec des animaux de la ferme sont particuliérement les plus
exposées ala colonisation par des SARM, ce qui pourrait contribuer ala diffusion des souches
SARM dans lachaine aimentaire.

Peu de données sont disponibles concernant |es souches de Staphylococcus aureus isoléesen
élevages et de telles investigations pourront fournir des informations de grande importance en
épidémiologie. Ainsi, les objectifs principaux de cette éude est d’ estimer |e 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 premiére 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 deuxiéme qui est une
partie pratique, décrivant la méthodologie de travail suivie et les résultats obtenus, ainsi que
leur discussion.
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Chapitrel : Généralités sur le Staphylococcus aureus

1- Historique
Connus depuis I'aube de la bactériologie, les staphylocoques avaient fait I’objet des
premieres communications par Pasteur al’ Académie des sciences en 1876 et 1880 ou il révéla
I’ existence du «vibrion pyogénique» qu'il avait isolé alafois dans le pus d’ anthrax et chez un
patient atteint d’ ostéomyélite. C’ est un chirurgien anglais nommeé Ogston qui donnale nom de
staphylocoque a ce micro-organisme par analogie a la forme d’ une grappe de raisin observée
au microscope apres coloration de Gram (Lyell et Alexander, 1989).

L’ espece Saphylococcus aureus, ainsi nommee en raison de sa pigmentation, fut décrite en
1884 par Rosenbach. Ce dernier différencia Staphyl ococcus pyogenes aureus des autres cocci
a Gram positif en amas, nommés Staphylococcus pyogenes albus et Staphyl ococcus pyogenes
citreus, en fonction de la couleur du pigment. L’ appellation Micrococcus était également
employée sans distinction (Hill, 1981).

La séparation des genres Saphylococcus et Micrococcus, mais aussi des Neisseria, a été
ebauchée a partir de 1925 par I’ utilisation progressive de tests biochimiques d’identification
Une méthode de classification basee sur ces tests a permis a Hill en 1959 de montrer que le
groupe des souches identifiées comme Saphylococcus aureus formait un groupe homogeéne et
une espece a part entiere (Hill, 1981).

Le genre Staphylococcus a été définitivement différencié de celui des Micrococcus par |’ étude
de leur ADN et de leur contenu en guanine et cytosine (GC%), qui est faible pour les
Saphylococcus (30 a 38 %) mais éevé pour les Micrococcus (65 a 75 %) (Stephen et al, 2006).

2- Taxonomie

Dans les années 1990, le genre Saphylococcus était classé au sein du groupe des
Micrococcaceae avec notamment les genres Micrococcus et Stomatococcus. Les membres du
genre Saphylococcus différent cependant de ceux du genre Micrococcus , entre autre par leur
meétabolisme anaérobie facultative, par un contenu en G+C compris entre 30 a 39 % (contre 63
a 73% pour Micrococcus), par leur paroi contenant un peptidoglycane et des acides teicoiques
et par la présence de peptide oligoglycine dans | es ponts peptidiques dela paroi. Ensuite, I’ é&ude
génétique ont permis de reclasser Micrococcus au sein du groupe des actinomycetes (Le Loir
et Gautier, 2010).

Selon la deuxieme édition de Bergey's Manuel of Systematic Bacteriology, la classification
phylogénétique du genre Staphylococcus est |a suivante (Delarras, 2007).

Domaine..........coovvvviieeiiiienene Bacteria
Phylum.........oooi Firmicutes
Classe......coviiii e Bacilli
Oordre.....ocovviiiiii Bacillales
Famille..........c.cooiii i, Staphylococcaceae
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GeNre. ..o Staphylococcus
ESpece....ccvviiii e, Staphylococcus aureus

A ce jour, cinquante especes et sous-especes ont été identifiées au sein du genre
Staphylococcus. Les especes sont classées en deux groupes sur la base de leur capacité a
produire une coagulase libre : les staphylocoques a coagulas positive (SCP), généralement
considérés comme les plus pathogénes et | es staphyl ocogques a coagul ase négative (SCN) moins
dangereux (Le Loir et Gautier, 2010).

3-Habitat et épidémiologie

L’ espece Saphylococcus aureus est un germe ubiquitaire, possede des capacités d’ adaptation
et de résistance au stress (Jean-Louis et Jean-Loup, 2002). Elle est trés répandue dans la nature,
on letrouve fréqguemment dans |’ eau, |’ air, |es poussi éres (saprophyte), au niveau de lapeau de
I”’homme et des animaux (Jean-Claude, 1973).

S aureus est une bactérie commensae de la peau et des muqueuses des animaux et des
humains dont laniche principale est lafosse nasale (Alexander et al, 2011 ; Gharsaet al, 2012),
mais plusieurs sites de corps peuvent étre colonisés chez les humains (Wertheim et coll, 2005).
D’ aprés les études, on distingue trois modeles de portage nasal de S. aureus chez lesindividus
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
fréguence différe selon plusieurs paramétres comme par exemple le site de la colonisation, 23
a 46% au niveau du nez, 24 a 36% au niveau de la bouche, ou I’ &ge (jusqu’a 64% chez les
enfants). S aureus peut donc, apartir de cesréservoirs, infecter leslésions cutanées, les glandes
mammaires et |les muqueuses intestinales ou génitales (Smith et al, 2001).

Ce microorganisme est typiquement porté de fagon asymptomatique par I’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, I’endocardite
(Benito et al, 2015). Les maladies causées par ce pathogene versatile sont encore plus graves,
s les souches de S. aureus résistantes ala methicilline (SARM) sont impliquées (Becker et al,
2015).

4-Caracteres bactériologiques
4-1 Caractéres mor phologiques

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 a 1.5 um de diamétre, sont immobiles, non sporulés et positifs ala
coloration de Gram (Le Loir et Gautier, 2010).
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Figure 01 : Observation de S. aureus Figure 02 : Observation de S. aureus aprés
Sous microscope éectronique a coloration de Gram sous microscope optique
balayage au Gx34000 (Prescott et al, au G x1500 (Prescott et al, 2002).
2002).

4-2 Caracteres culturaux

Les souches de S. aureus ont un pouvoir de résistance dans les milieux hostiles, elles ont la
capacité de pousser a des températures allant de 7°C jusqu’'a 48°C, avec un optimum de
croissance de 37 °C et une salinité de 75% et aun pH alant de 4 jusgu’ a 10 (Grace and Fetsch,
2018).

Elles font partie des bactéries non exigeantes, sont cultivées dans des milieux ordinaires et
dans des milieux sélectifstel quele milieu Chapman ou le Baird Parker. Ses colonies sur gélose
ordinaire sont lisses, rondes, d' un diameétre de 1 a 3 mm, arrondies, bombés de couleur jaune
dorée a jaune orange. En gélose profonde, la croissance est observée sur toute la hauteur du
tube confirmant le caractére aéro-anagérobie facultatif. En Bouillon, la culture de S aureus
forme un trouble uniforme abondant ; parfois un dép6t et un voile en surface (Le Loir et Gautier,
2009).

4-3 Car actéres biochimiques

S aureus a un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif. Ces bactéries
possedent une activité catal ase, coagulase, phosphatase, ainsi que des nucl éases thermostables
mais pas d’ oxydase. Elles sont hémolytiques, ont la capacité de liquéfier la gélatine et de
fermenter de nombreux sucres comme le glucose, |e saccharose, le lactose, et le mannitol. Le
diagnostic permettant de distinguer S. aureus des autres especes est base sur des tests réalisés
sur colonies tels que I’identification du facteur agglomérant, de la coagulase, des hémolysines
et de I’ ADNase thermostable ou thermonuclease (Behme, 1996 ; Brawn, 2005 ; Nandy et al,
2013).

Plusieurs éudes ont permis de distinguer les profils métaboliques de S. aureus et d’ autres
espéces. Letableau ci- dessous présente certains caracteres biochimiquesde S. aureus et d’ autre
espéeces.
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Tableau 01 : Caractéres biochimiques de quel ques especes de staphylocoques (adaptée par
Schleifer et Bell, 2009).

Test S. S. S. S. S.
aureus  epidermidis  delphini  hominis intermedius

Coagulase + - + - +
Phosphatase alcaline + + + +
Arginine dihydrolase +r + + d d
Clumping factor + - - - d
Fibrinolysine + D - ND -
B-Glucosidase + D ND - d
p-Galactosidase - - ND - d
ADNase + - + - +
Hémolysine + - + - d
Oxydase - - ND - -
Uréase +r + + + +
Nitrate réductase + + + d +
Thermonucléase + - - - 0
Production d’acétoine + + - d -
Production d’ acide + + ND + +
lactique

Fructose + + + + +
Galactose + d ND d it
Lactose + d + d d
Mannitol + - + - d
Raffinose - - ND - -
Ribose + d ND - +
Sucrose + + + +r +
Tréhalose + - - d 0
Xylose - - - - -

L égende : +, au moins 90% de souches positives ; -, au moins 90% de souches
négatives ; +r, réaction positiveretardeée ; d, 11-89% de souches positives; ND, non
déterminé
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Chapitrell : facteursde virulence de Staphylococcus aureus

S. aureus est solidement armée pour effacer un certain nombre de défenses que son hote
pourrait lui opposer (anticorps, phagocytose ou cytotoxicité), ces parades se distribuent en
plusieurs groupes de toxines. La pathogénicité de S .aureus est surtout reliée al’ expression de
facteurs de virulence. En plus de facteurs structuraux, il aen effet la capacité de sécréter, apres
invasion, des facteurs d’ adhésion, des toxines ou encore des enzymes (Gordon et Lowy, 2008).

1- Composantsdelaparoi
1-1 L e peptidoglycane

Le peptidoglycane est le composant majeur de la paroi des bactéries a 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. |l Posséde une activité
endotoxine-like et provoque la libération des cytokines par les macrophages et |’ activation du
systeme complément. D’autre part, le peptidoglycane provoque I’ agrégation des plaquettes
(Hsu et al, 2005).

1-2 L’ acidetéichoique

Ce sont des polymeres de glycérol présents en grand nombre chez |es bactéries a Gram positif
et qui senchassent profondément dans la membrane plasmique ains que dans le
peptidoglycane. Ils sont directement impliqués dans |'attachement de la bactérie a la
fibronectine. Ces facteurs d’ adhésion permettent donc aux bactéries de s éablir au niveau du
secteur extracellulaire et sur les matériaux (Winstel et al, 2013).

2-Proteines de surface et capsule
2-1 Facteursd’adhésions

S aureus adhére aux cellules et aux composants de la matrice extracellulaire lors de la
colonisation de son héte. L’ adhésion bactérienne est également une étape indispensable pour
I"infection (Hsu et al, 2005). Il aaussi lacapacité de selier aux protéines plasmatiques assurant
sa dissémination au sein de I’hdte. Deux mécanismes d'adhésion coexistent : I'un non
spécifique, médié par des forces physico-chimiques, |’autre spécifique, avec la synthése
bactérienne de facteurs d'adhésion (adhésines). La plupart des adhésines ou MSCRAMMSs
(microbial surface component recognizing adhesive matrix molecules) sont liées de fagon
covaente au peptidoglycane (adhésines amotif LPXTG), d autres sont secrétées dansle 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 grace a leur motif LPXTG
(leucine — Proline - Acide aminé X — Thréonine - Glycine). Ce motif est reconnu par une
transpeptidase (sortase) qui clivele motif entre les résidus thréonine et glycine, puis catalysela
formation d’ une liaison amide entre la thréonine et |es 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 proténes de liaison a la fibronectine Fibronectin
binding proteins (FNBPA et FnBPB), la protéine de liaison au collagéne (Cna), les protéines de
liaison au fibrinogene ou clumping factors (CIfA et CIfB) et la proteine liant |’ élasstine ou
Elastin binding protein (EbpS) (Foster et Hook, 1998). Les FnBP et les CIf jouent un réle dans
I” adhésion des cellul es bactériennes aux cellules de I’ hdte mais également sur |es biomatériaux
(cathétérs ; prothése...) (Menzies, 2003).

2-1-2 SERAM

Lafamille des SERAMs regroupe des adhésines exprimées ala surface de S. aureus mais
secrétées dans le milieu extérieur. Parmi ces adhésines qui ont éé identifiées : Eap
(Extracellular Adherence Protein) aussi désignée sousle nom de Map (MHC class |1 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 fibrinogéne, la
fibronectine, les sialoprotéines, I’ élastine ou encore la vitronectine. Ces molécules possedent
également des propriétés immuno-modulatrices et sont notamment impliquées dans la
pathogénése des mal adies endo et extra-vascul aires aigués ou chroniques (Chavakis et al, 2005 ;
Jongerius et al, 2007).

2-2 Protéine A

Laprotéine A est une protéine de surface a motif LPXTG liée au peptidoglycane codée par
le gene spa. C'est un facteur de virulence pléotropique. Elle adhére au facteur de Von
Willebrand (Clarck et Foster, 2006), €lle posséde des propriétés anti-opsonisantes en fixant le
fragment Fc des immunoglobulines (Foster, 2005). Elle a une action pro-inflamamatoire au
niveau pulmonaire due a sa capacité d'interagir avec le récepteur TNF-al exprimé a la
surface des cellules épithéliales respiratoires (Gomez et al, 2006). Elle favorise |’ agrégation
bactérienne et la formation de biofilms (Merino et al, 2009) et en dernier elle possederait une
activité superantigénique vis a vis des lymphocytes en se liant & I'lgM 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) conferent ala bactérie une résistance accrue &
I’ opsonophagocytose. Ces exopolysaccharides, synthétisés par S. aureus ou encore glycocalix
sont a I’origine de la congtitution de biofilm, élément majeur de virulence, permettant une
adhésion accrue aux surfaces des matériaux. La capsule a également été impliquée dans
I” adhésion aux cellules endothéliales, son rdle dans la virulence reste cependant controversee :
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la capsule confére a la bactérie une résistance accrue a I’ opsonophagocytose mais constitue
également une cible pour des anticorps protecteurs (Pohlmann-Dietze et al, 2000).

3- Protéines extracellulaires

3-1 Toxines

S aureus est I’agent causal de plusieurs toxémies, regroupant les syndromes cutanés
staphylococciques, le choc toxique staphylococcique et I'intoxication alimentaire (Vincenote
et al, 2008). Toutes ces pathologies sont dues a la synthese 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’ a-hémolysine (HIa) est une toxine cytolytique produite par plus de 90% des souches
de S aureus (Peacock et al, 2002 ; Tavares et al, 2014). C'est I’un des facteurs de virulence
majeur de cette bactérie et I’un des mieux caractérisé. C'est une protéine thermostable et
antigénique, exprimeée lors de la phase exponentielle de croissance. Cette a-toxine ala capacité
de former des pores dans les membranes cellulaires de I’héte. Pour ce faire, elle se lie tout
d abord a son récepteur alasurface delacellule cible, lamolécule ADAM10 (Wilke et Bubeck
Wardenburg, 2010). Puis, elle s'insere dans lamembrane plasmique ou elle s oligomérise sous
forme d'heptaméres 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 phénoméne conduit a la lyse
cellulaire (Bhakdi et Tranum-jensen, 1991).

3-1-1-2 L"hémolysine béta

La p-hémolysine (HIb) est une sphingomyélinase de type C hydrolysant la
sphingomyéline, phospholipide de la membrane plasmique. Contrairement a I’hémolysine
alpha, cette hymolysine n’ entraine pas de pores danslamembrane plasmique des cellulescibles,
mais provoque une déstabilisation de la bicouche lipidique et une altération de sa fluidité
causant la mort cellulaire. L’HIb de S aureus cible et lyse sélectivement les monocytes mais
est inactive vis-a-vis des lymphocytes et des fibroblastes. La trés grande majorité des souches
de S. aureus possede le géne hlb, mais ce gene est situé sur un locus privilégié pour I’ insertion
de bactériophages. L’ insertion d’ un bactériophage sur ce locus empéche I’ expression du gene
hib. C’est pourquoi, bien que le géne hib soit présent dans la grande majorité des souches de S,
aureus, trés peu d’isolats cliniques humains (moins de 20%) expriment réellement I’Hlb. La
présence de I’ Hlb n’est pas associ ée épidémiol ogiquement a une infection humaine spécifique
ou ades critéres de gravit€, ce qui en fait un facteur de virulence finalement peu impliqué dans
la pathogénicité des infections a S. aureus (Vandenesch et al, 2012).

3-1-1-3I’hemolysine gamma

La Y- hemolysine est une toxine produite par S.aureus, comporte deux proteines distinctes,
I”'une de 32 kDa (HIg C ou HIg A) et I’autre de 36 kDa Hlg B (Kamio et al, 2002), codées
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respectivement par les geneshlg C, hig A et hig B. Deux combinai sons bi ol ogiquement actives
existent (HIgA+HIgB) et (HIgc+HIgB). Cette toxine est dotée d' une forte action hémolytique,
elle forme des pores dans la membrane cédllulaire des érythrocytes et celle des leucocytes
conduisant alalyse cellulaire (Dings et al, 2000 ; Boisset et Vandenesch, 2010).

3-1-1-4 L"hémolysine delta

La 6-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 lesleucocidines de Panton et Valentine

la PVL est I’ une des protéines atropisme membranaire, constituée des composés LukS-
PV et LukF-PV, aune action cytotoxique sur les polynucl éaires neutrophiles, |es monocytes ou
les macrophages. Ces molécules s assemblent dans e milieu extérieur pour former de grands
ensembles protéiques capables de s enchésser dans la bicouche phospholipidique des
membranes aprés liaison avec un récepteur specifique. Ces multiméres forment des pores
capables de laisser passer lesions calcium atravers les membranes des cellules. Ce mécanisme
semble étre la base de la cytotoxicité de la PVL (Miles et al, 2002 ; Miles et al, 2006 ;
Labandeira-Rey et al, 2007).

LukF-PV LukS-PV

Leucocidine de
Panton-Valentine

LukF-PV  LukS-PV
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Figure 03 : Mécanisme d’ assemblage des monomeres de lukF-PV et lukS-PV pour former un
pore octamérique (Miles et al, 2006).
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3-1-3 Lesexfoliatines

Les exfoliatines ou épidermolysines sont des sérine-protéases épidermol ytiques impliquées
uniquement dans certai nes pathol ogies cutanées spécifiques: I'impétigo bulleux et le syndrome
d exfoliation généralisée, trois exfoliatines ont été identifiées : I'exfoliatine A (ETA),
I’exfoliatine B (ETB) et I’ exfoliatine D (ETD) (Ladhani et al, 1999).

Ces toxines se fixent a des protéines cutanées intracellulaires, la prolagrine et la filagrine,
provoquant un élargissement de I’ espace intercellulaire puis un clivage des desmosomes ciblé
sur la desmogléine-1 qui est un des composants essentiels (desmosomes) de I'adhésion
intercellulaire au niveau de la peau et des muqueuses, ayant pour conséquence un décollement
intra-épidermique entre | e stratum granulosum et | e stratum spinosum.

Les épidermolysines sont responsables de I'impétigo bulleux staphylococcique et de sa
forme généralisée, le syndrome d exfoliation généralisé par diffusion dans |’ organisme
(Vincenot et al, 2008).

3-1-4 L es super -antigénes

S aureus est capable de produire des exotoxines superantigéniques, les génes de ces
toxines sont retrouvés dans 70 a 80% des isolats cliniques de S. aureus, ils sont localisés sur
des éléments génétiques mobiles (plasmides, prophages ou ilots 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 a 30 KDa. Elles sont
relativement stablesal’ inactivation chimique, alaprotéolyse et ala 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 latoxine du choc toxique staphylococcique (TSST-1) codée par le genetst
et de 22 entérotoxines (SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEl, SEIJ, SEIK ...) (Thomas
et al, 2006 ; Ono et al, 2008).

Contrairement a un antigéne conventionnel, les superantigénes outrepassent les étapes
d  apprétement de présentation de I’ antigene. IIs se fixent de maniére conjointe, en dehors du
site de présentation de I’antigéne, sur la partie constante du complexe majeur d histocom-
patibilité de type Il (CMH I1) de la cellule présentatrice de I’ antigene et sur la partie variable
VB du récepteur TCR des lymphocytes T (Petersson et al, 2003 ; Vincenote et al, 2008).
Alors gu’un antigene conventionnel active de maniére spécifique 0,01% des lymphocytes T,
seulement quelque picogrammes d’ un superantigéne peuvent activer jusqu’ a 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 L es entérotoxines staphylococciques

Le pouvoir pathogéne de S. aureus est lié ala production de toxines appel ées entérotoxines
staphylococciques SE, 21 entérotoxines différents (notées SEA a SEE, SEG a SEV) ont éé
mise en évidence (Afssa, 2009).

10
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L es enterotoxines staphylococciques ont initialement été définies par leur capacité a causer
des intoxications aimentaires. 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 enterotoxinogenes. Lorsgu'elles sont ingérées, ces toxines se révélent fortement
émeéti santes et représentent |'une des principal es causes de toxi-infections alimentaires, comme
elles sont thermostables et résistantes a la pepsine stomacale, elles ne sont détruites ni par la
cuisson de |’ aliment, ni par I’ acidité de |’ estomac (Vincenot et al, 2008).

Cliniquement, ce type d’intoxication alimentaire est caractérise par un délai d’incubation
court (1 a6 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
I’ évolution est le plus souvent favorable en I’ 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 aleur liaison avec
les mastocytes présents dans la sous-muqueuse intestinale. La liaison de SEA a un récepteur
encore inconnu des mastocytes, entrainerait la libération de sérotonine par dégranulation
mastocytaire. La sérotonine libérée induirait la dépolarisation des nerfs entériques, en seliant a
la surface des neurones. La dépolarisation du nerf vaga résultante stimulerait les noyaux
cérébraux responsables du réflex de vomissement (Hu et Nakane, 2014).

TCR

Antigen Superantigen

£ B\ AT,

Figure 04 : Mécanisme d’ action des superantigenes de S. aureus (MACIAS et d. 2011). A
gauche : interaction normae entrele CMH |1, le TCR et I’ antigene entrainant une activation T
spécifique. A droite: interaction entrele CMH 11, le TCR et un superantigene, entrainant une
activation T non spécifique. APC : Antigen presenting cell.

3-2 Lesenzymes
3-2-1 Lesprotéases

Les principales enzymes secrétées par S. aureus sont des protéases. Celles-ci sont divisées
en plusieurs familles : les métalloprotéines zinc-dépendantes, les protéases a cystéine et les

11
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protéases a sérine. Ces protéases peuvent agir de facon non spécifique en dégradant les
protéinesdel'hote et en permettant I’ acquisition de nutriments utiles ala croi ssance bactérienne.
Elles participent, égaement, a la dissémination de la bactérie en provoquant des Iésions
tissulaires mais peuvent aussi agir de maniere plus specifique (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-
mémes (Boisset et Vandenesch, 2010).

3-2-2 Leslipases

Une des fagons dans|aguelle les cellules hétes répondent a une infection est la production des
acides gras et des lipides, qui forment des petits trous dans |a membrane bactérienne, alors que
S aureus produit des enzymes appel ées 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-mémes, |les phosphatases et les estérases (hu et al, 2012).

3-2-3 L es Staphylokinases

Staphylokinase ou fibrinolysine, est une proténe thermolabile et antigénique. C'est un
activateur du plasminogéne en plasmine conduisant a la dislocation du thrombus riche en
bactéries, et ains alaformation de localisations septiques secondaires. Elle possede également
la propriété de cliver les IgG, et le fragment C3b du complément qui vont se fixer a la paroi
bactérienne, afin d empécher la phagocytose (Jin et al, 2004). Elle est aussi impliquée dans la
résistance a la réponse innée de |’héte. Lors d’une infection, les neutrophiles sécretent des
peptides bactéricides appel és a-défensines. Laliaison de la staphylokinase a ces peptides abolit
leurs propriétés anti-microbiennes (Le Loir et Gautier, 2009).

3-2-4 Lacoagulase

La coagulase libre, ou staphylocoagulase, est une protéine diffusible thermostable exprimée
pendant |a phase exponentielle de la croi ssance bactérienne. En se liant & une coaguline proche
de la prothrombine dans le plasma, elle forme un complexe nommé staphylothrombine qui
convertit le fibrinogéne en fibrine (Cheng et al, 2010). Cette réaction entraine la coagulation
locale du plasma autour des cocci |es protégeant de la phagocytose (Brenes et al, 2012).

3-2-5Lesnucléase

S aureus est la seule espéece du genre Saphylococcus a produire une nucl éase thermostable.
Elle permet ainsi une identification rapide de S. aureus. Elle a une activité exo- et endo-
nucléasique qui lui permet de dégrader I’ ADN maisaussi I’ ARN des cellules de |’ héte, elle est
active apH acalin 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 gene
hys. Est une enzyme qui digere I'acide hyaluronique. Cette dépolymeérisation de I’acide
hyaluronique, substance fondamentale de la matrice du tissu conjonctif de | hte, 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 Saphylococcus, seule S. aureus possede cette enzyme (Hart et al,
2009).

4-L e systeme derégulation

L’ expression de ces facteurs de virulence est régulée en partie par le systeme 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 alafibronectine, etc.) et I’ activation de la
transcription de plusieurs exoprotéines (hémolysine o et B, TSST-1, leucotoxines) en phase
post-exponentielle (Bronner et al, 2004). En fonction de la densité cellulaire, 104 genes sont
hyper-régul és et 34 genes sont hyporégul és par le systeme agr (Dunman et al, 2001). L’ effecteur
du systeme agr est une molécule d’ ARN, le RNAIII, qui module |’ expression des facteurs de
virulence (Bronner et al, 2004).

Dissémina;ion

Facteurs de virulence Facteurs de virulence

associés a la paroi excrétés
Adhésines (MSCRAMMSs) Exotoxines

Exotoxines superantigénigues
TSST-1, SEA, SEEB, etc.
Hémolysines
Alpha-toxine, Béta-toxine, efc.
Toxines synergohyménotropes
Leucocidine de Panton-Valentine
Enzymes
Staphylokinase, Protéases,
Lipases, Nucléases,
Hyaluronidase, etc.

Protéines de liaison & la
fibronectine,
au fibrinogéne, au collagéne, a
|"élastine,a la laminine eta la
sialoprotéine osseuse

Protéine A liant le facteur
von Willebrand et le
fragment Fc des lg

v

Echappement aux
défenses de I’hote
A

Adhésines (SERAMSs)
Goagulase, Efb, Emp, Eap

Stress
métabolique

Paroi
(peptidoglycane et acides
lipoteichoiques)

Facteurs de persistance

Maodification du phénotype (biofilm, variants microcolonies)

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

1-Histoire des antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est un phénomeéne aussi ancien que |'apparition des
antibiotiques. L’histoire des antibiotiques a commencé en 1877. Apres les travaux des
chercheures sur lacristallographie, lafermentation, la soie et la biere (Rosset, 2003), Pasteur et
Joubert (1877) observent gu’'une bactérie se développe moins dans un bouillon envahi de
moisissures. Cette remarque entraine progressivement I’ utilisation des moisissures pour lutter
contre les infections microbiennes. En1897, Ernest Duchesne, médecin francais, avait d§a
remargué que certaines moisissures pouvaient stopper la prolifération bactérienne mais cette
découverte resta inappliquée jusgu'aux travaux de Fleming (Michel et Chabert, 2009).

En 1928, le staphylocoque a joué un réle dans la découverte des antibiotiques. En effet,
I’ observation fortuite d’Alexander Fleming sur des colonies de Penicillium a conduit a
I’amélioration de la santé mondiale. 1l 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 étre une souche de staphylocoque. De cette observation découle la
purification et la production du premier antibiotique utilisé en thérapeutique : 1a pénicilline G
(Brown, 2004).

Par la suite, de nombreuses autres molécul es d’ antibi otiques ont été découvertes (figure 06),
conduisant a I’ essor de cette classe thérapeutique, permettant de traiter un nombre important
d’infections jusqu’ a lors considérées comme mortelles (Monnet et al, 2004).

Medacape

2005 Tigecycline

1959 Methicillin 2003 Deplomycin ) Annee
1956 Vancomycin 2000 Linezolid d'introduction
1941 Penicilin 1999 Quinupristin/dalfopristin - .d.e :
I'antibiotique
1940 1950 1960 1970 1960 1990 2000 2010
e = 1997 Vancomycin
1942 Poricilin resistance Intermediare resistance (VISA) Année d'apparition de
i 2000 Quinupristin/ 'antibioresistance
1961 Methicilin dalfopristin resistance
resistance (MRGA) 2001 Linezolid
resistance

2002 Vancomycin
high resistance
(VRSA)

2005 Daptomycin
resistance

Sourca: Expon Rey Cin Pnammacal @ 2009 Expent Revieas Lig

Figure 06 : Introduction des antibiotiques et développement de |’ 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 synthése chimique qui possédent une activité antibactérienne. Cette activité se
manifeste de maniére spécifique par I’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 raentir leurs
croissance (effet bactériostatique) (Guilfoile, 2007).

Pour qu'il soit actif, un antibiotique doit pénétrer dans la bactérie, sans étre détruit ni étre
modifié, se fixer sur une cible et perturber la physiologie bactérienne (Ogwara, 1981).

3-Critéresde classification des antibiotiques
La classification des antibiotiques peut sefaire selon :

e L’origine: éaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthese (synthétique ou
semi synthétique).

e Lemode d’action : inhibition de la synthése de la paroi bactérienne, inhibition de la
synthese protéique, action sur la synthése des acides nucléiques et action sur les
membranes (Michel-Briand et Chabert, 2009).

e Lanaturechimique: tresvariable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex :
cycle bétalactame) sur laguelle il y’ a ensuite hémi-synthése (Demoré et al, 2012).

o Legpectred activité: il représentel'ensemble des bactéries sur lesquelles|'antibiotique
est actif et permet de prévoir son potentiel ainsi que ses limites.

0 Les antibiotiques a spectre large : sont efficaces sur un grand nombre de
types d'agents pathogénes. Ainsi, I'antibiotique sera actif sur une grande
partie detous les cocci et touslesbacilles. Ils sont utilisés lorsque labactérie
n'est pas identifiée et que la pathologie peut ére due a différents types
d'agents pathogénes.

0 Les antibiotiques a 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 I'activité d'un antibiotique :

o0 Adctivitédite "temps-dépendante” : I'activité dépend de la durée d'exposition

des bactéries a I'antibiotique. Il sagit notamment des pénicillines,
céphal osporines, macrolides, fluoroquinolones et glycopeptides.
o Activité dite "concentration-dépendante” : I'activité dépend de la

concentration en antibiotique. Cette notion est applicable pour les
aminosides, I'imipéneme et fluorogquinolones.

o Effet post-antibiotique : c'est le maintien d'une absence de reprise de la
croissance bactérienne pour un couple bactérie/antibiotique donné, apres
exposition al'antibiotique.

e Effetinoculum: c'est I'influence de laquantité de bactéries en contact avec |'antibiotique
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e Lesmodalitésd'action :
o Uneffet bactériostatique provoque uneinhibition réversible de lacroissance
del'organismecible.
0 Un effet bactéricide entraine lamort de la bactérie (Demoré et al, 2012).

4-Antibiotiques et leur mode d’ action

On considere les antibiotiques comme le groupe le plus important de médicaments pour la
médecine. A coté de leurs propriétés de lutter contre lesinfections humaines dues aux bactéries
pathogénes, ils sont également utilisés en médecine vétérinaire.

Les antibiotiques agissent aun niveau préecis dans | es structures bactériennes et chaquefamille
possede son site d action propre (Cavalo et al, 2004).

4-1 Antibiotiquesinhibant la synthese de la paroi bactérienne
4-1-1 Mode d’ action des p-lactames

Les B-lactamines constituent lafamille d’ antibiotique la plus vaste et la plusimportante, 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 B-lactame. Les antibiotiques de cette famille sont bactéricides (Cavallo et al, 2004).

En fonction des cycles et des chaines | atéral es associées, on distingue :

e Lespénicillines également appel ées les pénames : les mol écules de ce groupe possedent
un cycle thiazolidine accolé au noyau B-lactame. Elles différent par la nature de leur
chaine latérale (Nauciel, 2000).

e Les céphalosporines : constituées d'un noyau p-lactame associé a un noyau
dihydrothiazine (Yaaet al, 2001).

e Les carbapénemes : 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 céphal osporinases (Wolff et al, 2009).

e Les monobactames : le noyau est limité au cycle pB-lactame. Seul I’ aztréonam est a
I" heure actuelle utilisé en clinigue humaine (Chaabane et al, 2009).

e Les clavames : leur représentant est |I'acide clavulanique. Ces molécules sont des
inhibiteurs B-lactamase, ayant une structure de pénicilline mais dépourvues d’ activité
antibiotique significative, ont la propriété de se lier a certaines p-lactamases et de les
inhiber de maniére irréversible (Perronne, 1999).

Les B-lactamines ont un mécanisme d'action identique, elles inhibent la synthese du
peptidoglycane de la paroi bactérienne en se fixant de fagcon covalente sur certaines enzymes
responsables de la transpeptidation, étape essentielle de la synthese du peptidoglycane ainsi
d’ assurer leurs fonctions (Cavallo et al, 2004). Ces enzymes sont situées sur la face externe de
lamembrane interne et sont nommees protéines liant les pénicillines ou PLP (Fauchére et Avril,
2002). Les PLP sont présentes en quantité variable (de 3 & 8) selon les especes bactériennes et
présentent des affinités différentes pour chague famille de p-lactamines (Fisher et al, 2005).
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4-1-2 M ode action des glycopeptides

Les deux antibiotiques présents dans la famille des glycopeptides sont la vancomycine et |la
teicoplanine. La premiére 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 é&é commercialisée a |’ époque des premiéeres 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 selient avec
le dimére D-aanyl-D-aanine qui est en position terminale de la chaine pentapeptidique du
peptidoglycane. Cette fixation masque les sites d’action des transpeptidases et empéche la
réaction de transglycosylation lors de la synthese du peptidoglycane. La bactérie ne peut donc
plus renouveler son peptidoglycane, se diviser et ele finit par mourir. Ces antibiotiques sont
bactéricides temps-dépendants vis-a-vis de S. aureus et d action lente (environ 1 a 2 jours)
(Pirechone et al, 2009).

4-1-3 Mode d’ action des lipopeptides

Cette molécule agit sur la paroi bactérienne. Elle s'insere dans la membrane cytoplasmique
en présence de cation Ca* 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

e Polypeptidestensio-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 antibioti ques agi ssent comme des
détergents de par leur caractére amphiphile et sinserent parmi les phospholipides
membranaires. Cette insertion perturbe la perméabilité de la membrane bactérienne entrainant
lamort 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 inserent dans la
membrane plasmique, puisilsforment des canaux et augmente la perméabilité de la membrane
(Bourinbaiar et Coleman, 1997).
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4-3  Antibiotiquesinhibant la traduction des ARNm et la synthese des protéines
4-3-1 Mode d’ action des aminosides

Les aminosides sont classés selon laposition des sucres fixés sur le cycle désoxystreptamine.
Ils sont des molécules hydrophiles qui se fixent sur les acides teichoiques de la paroi des
staphylocoques, puis sur les quinolones de la chaine respiratoire a la face externe de la
membrane cytoplasmique et enfin qui pénétrent a travers cette derniére grace a un phénomene
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
ribonucl éoproténes. 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 sagit 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).

e Macrolides
Ils sont produits par diverse espece du genre Streptomyces, sont classées selon le nhombre
d’atomes de carbone, a 14 aomes de carbone (erythromycine, clarythromycyne,
roxithromycine), a 15 atomes de carbone (azythromycine) et a 16 atomes de carbone
(spiramycine, josamycine) (Leclercq, 2002).

e Lincosamides
Les lincosamides ont été isolées a partir de Sreptomyces lincolnensis. Leur structure
moléculaire est différente des macrolides mais leurs actions sont similaires (Leclercq, 2002).

e Synergystinesou strptogramines
IIs ont été isolés en 1955 par une bactérie Sreptomyces 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 synthese
protéique. Cette interaction induit un blocage du complexe aminoacyl-ARNt et les acides
aminés apportés par I’ ARN de transfert ne s'incorporent plus aux chaines polypeptidiques. La
synthése 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-
a-visdes S aureus (Daurel et Leclercq, 2008).

4-3-3. Mode d’ action des phénicolés

La téte de liste des phénicolés est le chloramphénicol, il a été isolé a partir de Streptomyces
venezuale, il est maintenant entiérement produit par synthese.

Comme les macrolides et les lincosamides, les phénicolés se fixent a la sous-unité 50 S des
ribosomes bactériens. Ils inhibent la synthese des protéines en empéchant la liaison du
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complexe amino-acyl-ARNt a son site de fixation, et donc laréaction de transpeptidation, ¢’ est
une mol écul e bactériostatique sur les souches de S aureus (LelLoire et Gautier, 2010).

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

L’ acide fusidique est e seul représentant des antibiotiques stéroidiques ou fusidanines. La
molécule est d'origine naturelle car elle est produite par un micromycéte, le Fusidium
coccineum.

Les fusidanines vont former un complexe stable avec le facteur d élongation EF-G qui est
une GTPase. Ce complexe empéche la synthése protéque puisque I’ éongation 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 destétracyclines et glycilcyclines

Ces molécules font partie d un groupe homogéne structurellement. Elles ont comme point
commun d’avoir quatre cycles (tétracyclines) dans leurs structures moléculaires formant un
noyau naphtacene (Le Loire et Gautier, 2010).

Les tétracyclines sont des mol écules amphotéres, propriété qui leur confére la possibilité de
former des complexes avec de nombreux ions, laformation de ces complexes et un gradient de
pH transmembranaire expliqueraient le passage a travers la membrane cytoplasmiques des
tétracyclines et leur accumulation intracytoplasmique. Dans le cytoplasme, les tétracyclines se
fixent defagonirréversible sur lasousunité 30 S du ribosome, empéchant lafixation de nouveau
aminoacyl-ARNt en inhibant I’ éongation peptidique. 1ls possedent une action bactériostatique
enversle S aureus (Gaudy et Buxeraud, 2005).

4-4 Antibiotiquesinhibant la synthese des acides nucléiques
4-4-1 Mode d’ action des quinolones

Les quinolones sont des antibiotiques bactéricides tres largement utilisés en médecine
humaine et vétérinaire. Ces molécules sont généralement classees en générations en fonction
de leur spectre d'activité (Cattoir, 2012).

e Les premiéres quinolones, dites de premiére génération : acide nalidixique, acide
oxolinique, acide pipémidique, comprennent des molécules a spectre étroit, utilisees
dans le traitement des infections urinaires dues aux entérobactéries.

e Les quinolones de deuxieme génération : norfloxacine, ofloxacine, péfloxacine,
ciprofloxacine, présentent un spectre élargi a d'autres bacilles a Gram négatif.

e Les molécules de troisieme génération ou dites fluoroquinolones. sparfloxacine,
|évofloxacine, moxifloxacine.

e lesfluoroquinolones de quatrieme génération : trovafloxacine, gatifloxacine présentant
une activité accrue sur les bactéries anaérobies strictes (Cattoir, 2012).

Le mécanisme d'action de cette classe pharmacol ogique consiste en une inhibition de 'ADN
gyrase, topoisomérase |1 bactérienne composée de deux sous-unités A et deux sous unitesB et
de la topoisomérase |V. Ces enzymes sont essentielles a la réplication et a la transcription de
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I'ADN bactérien, I'inhibition par les quinolones du complexe ADN bactérien-enzymes empéche
le «surenroulement» de I'ADN, le reléchement de I'ADN «surenroul é» et entraine |a séparation
de la double chaine hélicoidale de I'ADN. Les quinolones sont spécifiques a’ADN bactérien
et exercent une activité bactéricide pendant la phase de multiplication et de repos des bactéries
(Larouche, 2001).

4-4-2 Moded’ action destriméthoprimes et sulfamides

Triméthoprime et | es Sulfaméthoxazol e sont souvent utilisés en combinaison pour leur action
synergique inhibitrice sur la synthése de I’ acide folique, un élément essentiel dans la synthese
del’ acide nucléique et des protéines. Le Sulfaméthoxazole, un analogue de |’ acide para-amino-
benzoique, inhibe par compétition la dihydropteroate synthase (DHPS), tandis que le
Triméthoprime inhibe la dihydrofolate réductase (DHFR). La résistance aux sulfonamides est
due a I’hyperproduction de I’ acide para-amino-benzoique. Plus récemment, des mutations
chromosomiques dans I’enzyme DHPS ont éé décrites. Un haut niveau de résistance au
triméthoprime est assuré par une seule substitution d' un acide aminé dans |I’enzyme DHFR,
codée par un gene plasmidique (Lyon et Skurray, 1987 ; Winston et Chambers, 2009).

5- Résistance de S. aureus aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est un phénomene aussi ancien que |'apparition des
antibiotiques. Les bactéries n’étant pas suicidaires, les premieres qui ont appris a synthétiser
des antibiotiques ont développé dans e méme temps les moyens de s en protéger (Le Loir et
Gautier, 2010).

5-1 Définition delarésistance

La résistance aux antibiotiques ou antibiorésistance est la capacité d’ un micro-organisme a
résister aux effets des antibiotiques. C'est la capacité de se développer en présence d’'une
concentration en antibiotique significativement plus éevée que celle habituellement active sur
les souches de cette espéce (Le Loire et Gautier, 2010)

5-2 Supports génétiquesdela résistance

Il existe deux types de résistance des bactéries pour les antibiotiques : larésistance naturelle
et larésistance acquise (Leclerc et al, 1995).

5-2-1 Résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinseque d’une bactérie est une caractéristique propre a une
espéce bactérienne, qui est partagée par toutes les souches normales de cette espece. Elle
délimite le spectre naturel de l'antibiotique et constitue une aide al’ identification, elle se traduit
habituellement par des CMI supérieures a la valeur critique basse de concentration de
I’ antibiotique concerné. Elle est stable, transmise ala descendance (transmission verticale) lors
dedivision cellulaire (Courvalin, 2008 ; Lozniewski et al, 2010).
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5-2-2 Résistance acquise

La résistance bactérienne acquise & un antibiotique est un phénomeéne qui apparait au niveau
des souches d’ une espéce donnée, normalement sensible a cet antibiotique. C'est I’ acquisition
d’ un facteur génétique qui se traduit par une réduction de la sensibilité a la molécule qui lui
était fatale. Elle peut donc se faire soit par mutation chromosomique soit par acquisition des
genestransférésd’ un autre micro-organisme. Elle est moins stable, mais ell e se propage souvent
de fagon importante dans le monde bactérien (Courvalin, 2008).

5-2-2-1 Mutation chromosomique

L es résistances bactériennes par mutation chromosomique sont induites par des modifications
structurales pouvant se traduire soit par un probleme de perméabilité a un ou plusieurs
antibiotiques, soit en rendant les cibles spécifiques des antibiotiques indifférentes. La
résistance chromosomique est un phénomeéne qui présente plusieurs caractéres exceptionnels.
Il s'agit premierement de sarareté. Ensuite elle possede un caractére aléatoire car |’ antibiotique
n’est par une molécule mutagene donc n’induit pas de mutation chez la bactérie. Cependant
I’antibiotique participe a la sélection des bactéries mutantes. On note aussi son caractére
spécifique (affecte un antibiotique ou une famille d’ antibiotiques qui ont le méme mécanisme
d action), son indépendance et son absence de transmissibilité (Courvalin et al, 2001).

5-2-2-2 Acquisition de génes

Il sagit ici delarésistance par un gain d ADN extra-chromosomique. Ces fragmentsd ADN
peuvent étre transmis d’une bactérie donneuse a une autre bactérie dite receveuse ; cette
transmission peut se faire entre deux especes différentes de bactéries. A travers ce mécanisme,
on se trouve face a une facilité d’ acquisition de résistance e¢ méme de multi-résistance
contrairement a 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 a une autre qui peut étre d’ espece différente)
(Baudry et Brézellec, 2006).

5-3 Modesdereésistances des bactéries

Selon Donnio (2010), quatre grandes catégories de mécanismes de résistance concernent la
plupart des especes bactériennes, y compris S aureus. |l s agit de:

e |nactivation enzymatique ;
e Modification ou remplacement de lacible de |’ antibiotique ;
e Réduction de la perméabilité cellulaire;
e Phénomene d’ efflux.
5-3-1 I nactivation enzymatique

L’ inactivation enzymatique de |’ antibiotique représente le principal mécanisme de résistance
des béte-lactames, des aminoglycosides et des phénicolés. On décrit également ce type de
résistance pour le groupe MLS (macrolides, lincosamides, streptogramines), pour les
tétracyclines, pour lafosfomycine et plus récemment pour les fluoroquinolones, bien que cette
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inactivation ne représente pas le mécanisme de résistance qui prévaut pour ces molécules.
L’enzyme en modifiant le noyau actif de I’antibiotique par clivage ou par addition d un
groupement chimique, empéche lafixation del” antimicrobien sur sacible 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 associ ées a des él éments génétiques mobiles (Muylaert et Mainil, 2012).

5-3-2 M odification delacible

Lacible del’ antibiotique peut étre structurellement modifiée ou remplacée, de telle sorte que
le composé antibactérien ne puisse plus se lier et exercer son activité au niveau de la bactérie.
Lamodification de la cible, mécanisme de résistance décrit pour presgue tous les antibiotiques,
est particuliérement importante pour les résistances aux pénicillines, aux glycopeptides et aux
molécules du groupe MLS chez les bactéries Gram positives, et pour les résistances aux
guinolones chez les bactéries Gram positives et Gram négatives. Cetype de résistance peut étre
la conséquence de I'acquisition de matériel génétigue mobile codant pour une enzyme
modifiant la cible de I’ antibiotique, ou peut résulter d’ une mutation au niveau de la séguence
nucléotidique de la cible. Le remplacement de la cible de I’ antibiotique est quant a lui, un
meécanisme décrit pour les sulfamides, les triméthoprimes et les béta-lactames dont les
Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline (SARM) ainsi qu’ a toutes les bétalactames
d’ usage vétérinaire sont un exempleremarquabl e par lasynthese d’ une nouvelle PBP (Penicillin
Binding Protein) possédant une affinité moindre pour la méthicilline (Muylaert et Mainil,
2012).

5-3-3 Imper méabilité cellulaire

Contrairement aux bactéries Gram positives, dont la structure envel oppante est assez ssimple,
composée d' une paroi externe épaisse de peptidoglycanes que les antibiotiques traversent par
simple diffusion, les bactéries Gram négatives jouissent quant a elles d’une enveloppe plus
complexe et plus difficilement franchissable.

Ainsi, au sein des bactéries Gram négatives, les antibiotiques hydrophiles pénetrent dans la
bactérie via des proténes transmembranaires nommées porines, aors que les molécules
hydrophobes diffusent simplement a travers la couche phospholipidique.

L’ imperméabilité membranaire est liée a des mutations au niveau des genes qui codent pour
les porines et qui conduisent a leur perte, ou a la réduction de leur taille ou encore a une
diminution de leur expression, se traduiront par I’ acquisition de bas niveaux de résistance vis-
a-vis de nombreux antibiotiques. Citons comme exemple, la réduction de I’ expression de la
porine OmpF chez E. coli qui entraine une réduction de sensibilité aux quinolones, aux béte-
lactames, aux tétracyclines et au chloramphénicol.

La diminution de la perméabilité est donc un mécanisme de résistance cliniguement trés
important chez les bactéries Gram négatives et plus précisement chez P. aeruginosa et les
Enterobacteriaceae (Muylaert et Mainil, 2012).
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5-3-4 Phénomene d’ efflux

L’ efflux actif, médié par des protéines transmembranaires connues sous | e terme de pompes
a efflux ou transporteurs actifs, est un mécanisme nécessitant de I’ énergie et utilisé par les
bactéries, par les cellules eucaryotes dont notamment les protozoaires, pour expulser a
I’ extérieur des métabolites et des composes toxiques étrangers tels que des antibiotiques et
d autres médicaments.

Ces pompes a efflux ont généralement une spécificité de substrats assez large, et seulement
certaines d’ entre elles conférent une résistance aux antibiotiques. La résistance provient de la
réduction de laconcentration en antimicrobien dans le cytoplasme de labactérie, ce qui prévient
et limite I’acces de I'antibiotique a sa cible. On classe ces pompes a efflux sur la base
notamment de leur spécificité de substrats et de la source d’ énergie employée. Certains de ces
transporteurs sont tres specifiques et on les appelle pompes SDR (pour specific drug-
resistance), alors que d’ autres agissent sur une multitude de mol écules et on les nomme pompes
MDR (pour multiple-drug-resistance). Les pompes SDR, généralement responsables de hauts
niveaux de résistance et dont les genes sont portés par des ééments 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 genes sont fréguemment
chromosomiques, sont classées en deux groupes sur la base de la source d énergie utilisée: les
transporteurs ABC (pour ATP-binding cassette) utilisant I'hydrolyse de I’ATP et plutét
spécifigques 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 a I’ extérieur de la cellule et responsables de résistances multiples aux
antibiotiques (Muylaert et Mainil, 2012).
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Figure 07 : Mode d’ action des antibiotiques (Madigan et al, 2000).
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5-4 Résistance aux B-lactamines
5-4-1 Résistance aux p-lactamines par production de p-lactamases

La pénicillinase plasmidique est une protéine enzymatique capable d hydrolyser le cycle B-
lactame et donc de rendre inapte I’ antibiotique. Ces enzymes ne sont pas capables d’inactiver
les pénicillines M et les céphaosporines. De plus, il existe des inhibiteurs de B-lactamases
(acide clavulanique, sulbactam, tazobactam) qui restaurent I’ activité des antibiotiques qui leur
sont associés (Courvalin, 2006).

5-4-2 Résistance a la méticilline

Il s'agit d’une résistance acquise par modification de la cible principa e de nombreuses -
lactamines, la PLP2. La nouvelle PLP2a produite a une faible affinité vis-a-vis des -
lactamines. Cette résistance est a considérer comme croisée pour |’ ensemble des B-lactamines
mai s son expression peut étre hétérogene au sein d’ une méme souche. 1ls existent quatre classes
d’ expression (classes I, I, Il et 1V). La PLP2a possede la capacité de catalyser seule
I’assemblage du peptidoglycane lorsque les autres PLP sont inactivées par les f-
lactamines (Daurel et Leclercq, 2008).

5-4-3 Autres mécanisme derésistance a la méticilline

Ces résistances sont de bas niveau et sont hommés BORSA (bordeline Staphylococcus
aureus) et MODSA (modified Staphylococcus aureus). Les souches BORSA et MODSA ne
possedent pas le géne 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 endogenes (PLPL, 2 ou 4) entraine 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
aternatives aux B-lactamines dans le traitement des infections causées par les SARM. Ces
antibiotiques ont un effet bactéricide qui s exerce lentement. Ils agissent sur la synthése du
peptidoglycane des bactéries induisant la mort de ces derniéres (Tankovic et al, 1997).

La sensibilité diminuée aux glycopeptides est due essentiellement a |’ épaississement de la
paroi. Elle résulte d' une réorganisation complexe du métabolisme du peptidoglycane. Ceci est
probablement di a des mutations dans de multiples genes, empéchant |’ acces de I antibiotique
a sa cible. Deux autres hypothéses sont décrites, lapremiére est I'hyperproduction de
précurseurs du peptidoglycane qui agissent comme des leurres pour les glycopeptides. La
seconde est due ala non dégradation des anciennes couches de peptidoglycane par les enzymes
sautol ytiques (Hiramatsu, 2001 ; Daurel et Leclerg, 2008).
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5-6 Résistance aux aminosides

Ces antibiotiques agissent en inhibant |a synthése 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
consgtitue le principal mécanisme de la résistance acquise. Il existe trois classes d’ enzymes en
fonction de laréaction catalysee :

e L’aminoglycoside phosphotransférase APH 3'IIl : inactive la néomycine, la
kanamycine et partiellement I’ amikacine (phénotype K).

e L’aminoglycoside nucléotidyltransférase AAD 4-4"" . inactive la kanamycine, la
tobramycine et partiellement I’amikacine par addition d'un groupement adényl
(phénotype KT).

e L’aminoglycoside acétyltransférase AAC6 -APH2™" : cette une enzyme possede deux
fonction : I" activité nucléotidyltranséfrasique et I’ activité phosphotransférasique sur la
tobramycine, la kanamycine et la gentamicine (phénotipe KTG). Elle inactive
partiellement les dérivés hémisynthétiques de ces deux derniéres molécules qui sont
I’amikacine et lanétilmicine, avec perte du caractére bactéricide.

L’aminoside n'est modifié qu aprés sa peénétration dans la cellule bactérienne et cette
maodification empéche safixation sur le ribosome (Daurel et Leclerqg, 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 a des mutations ponctuellesdans|’ une et/ou I’ autre
des deux cibles qui sont la gyrase et latopoisomérase IV, soit aun efflux actif. Chez S. aureus,
la premiere étape vers la résistance consiste en la modification d’une seule cible, la cible
préférentielle, qui confere une résistance de bas niveau et affecte plus ou moins I’ activité de
diverses fluoroquinolones. L’ étape suivante, qui consiste en lamodification de la seconde cible
confere une résistance de plus haut niveau. Les mutations siegent en général dans une région
restreinte appelée QRDR (« Quinolone Resistance-Determiningregion ») (Daurel et Leclerq,
2008).

5-8 Résistance aux tétracyclines et glycilcyclines

I existe deux types de résistance aux tétracyclines. Lapremiere est liée aun plasmide (le plus
connu est pT181), elle entraine un efflux actif destétracyclines grace a des proténes 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 I’une des protéines qui entraine
I’expulsion des tétracyclines et les protéines Tet O) ou Tet (M) vont protéger les sites actifs
ribosomaux (Courvalin et leclerg, 2012).

5-9 Résistance aux phénicolés

Larésistance de haut niveau au chloramphénicole chez S. aureus est liée alaproduction d’ un
chloramphénicol acétyltransférase (CAT) codée par un géne 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 CM| des phenicolés vis-a-visde S. aureus (Le Loir et Gautier, 2010)

5-10 Résistanceaux MLS

Plusieurs mécanismes de résistance ont été décrits chez S. aureus pour ce groupe de molécule.
Le premier est assuré par la méthylation de I’adinine A2058 de I’ARN ribosomal 23S. Le
groupe méthyle empéche la fixation de I'antibiotique sur sa cible. Les genes codant une
meéthylation sont nommeée « erm » (erythromycin ribosome methylase), Ils peuvent étre portés
par des plasmides et des transposons. Chez S. aureus, les deux principaux genes identifiés sont
erm (A) et erm (C) (Pichere, 2001 ; Winston et Chambers, 2009), les macrolides a 14 et 15
atomes sont desinducteurs. Les macrolides a 16 atomes, leslincosamides et | es streptogramines
ne sont pas des inducteurs (Daurel et Leclerg, 2008).

Un deuxiéme mécanisme de résistance aux macrolides chez S. aureus est assuré par |’ efflux,
la présence d’ une pompe ATP-dépendante codée par e gene plasmidique msr A, confére une
résistance par efflux aux macrolides del4 et 15 atomes ainsi qu’aux streptogramines B. Le
troiséme mécanisme consiste en l'inactivation enzymatique des lincosamides, di a
I"acquisition du gene Inu A) (Pichere, 2001 ; Daurel et Leclerg, 2008).

Ce mécanisme de résistance le plus connu est une modification de la cible ribosomale. La
partie ribosomale est modifiée par une attaque enzymatique, I’adénine en position 2058 de
I’ ARNr 23S se retrouve alors méthylée. Les enzymes en cause sont des méthylases codées par
des génes de la famille erm (erythromycin resistance methylase. La méthylation empéche la
fixation du MLS et son action. Cette résistance peut étre inductible (induite en présence de
macrolides) ou constitutive (exprimée en permanence). Cependant, cette méthylation ne touche
pas les streptogramines A, c’'est pourquoi la pristinamycine reste active, méme en cas de
résistance constitutive (Pichere, 2001 ; Daurel et Leclerg, 2008).
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Chapitrel : Méthodes
1-Méthodes
1-1 Objectifsdel’ étude

L’ objectif principal de cette présente éude est I’isolement de souches de S. aureus et leur
caractérisation phénotypique chez lavolaille (poul et de chair et dinde) a partir de prélévements
nasaux et ceci dans le but de mettre en évidence le risgue sanitaire associé a la présence de
souches multi-résistantes (SARM) chez ces animaux de rente.

1-2 Lieu et duréedel’ étude

Cette étude a été menée au sein du laboratoire de recherche de biochimie anaytique et
biotechnologies (LABAB) de I'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 éé prélevésincluant, 172 échantillons
de poulet de chair et 39 échantillons de ladinde.

Les échantillons ont été collectés la matinée lors de |” abattage, chague téte est mise dans un
sachet alimentaire en plastique, puisils sont acheminés au |aboratoire dans une glaciere empilée
de pochettes de glace.

Ces échantillons sont identifiés par un code contenant des lettres indiquant le type de
prélévement (poulet de chair ou dinde), leurs origines et le numéro de |’ échantillon

Le nombre de prélevements réalisés est de quatre, espacés d’une durée de deux a 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 préléevements

Prélévements | Abattoirs Nature des Type des Origine des Agedes Nombre des
prélevements | échantillons | échantillons échantillons | échantillons

Premier Aissiou Prélévement -Poulet de Khemisse El -54 jours 63

abattoir nasal chaire Khachena

(commune (Boumerdes)

Sidi

Naamane)
Deuxiéme Charnaai Prélévement -Poulet de | Tanouarth -55jours 26

abattoir nasal chaire (commune Ait

(commune Oumalou)

Sidi Tadjenante -4 mois 12

Naamane) -Dinde

Azefoune -4 mois 27

Troiséme Charnaai Prélevement -Poulet de Ouaguenoun -53jours 20

abattoir nasal chaire

(commune Mekla -56 jours 20

Sidi

Naamane) i i

Ouadia -67 jours 20

Quatriéme Charnaai Prélevement -Poulet de Tifra -55 jours 23

abattoir nasal chaire (commune de

(commune Tigzirt)

Sidi

Naamane)

Apreslarecolte des échantillons, ces derniers sont acheminés et analysésle mémejour (2a3
heures apres |a collecte des prélévements) au niveau du laboratoire de recherche de Biochimie
Analytiques et Biotechnologies (LABAB) del’ université Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou.

2-1 Ecouvillonnage et enrichissement

L’ écouvillonnage de |a partie nasal e 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 | égers mouvements rotatifs en frottant délicatement leurs parois nasal es,
dans le but se recueillir au maximum les sécrétions nasales. Nous avons ensuite mis le coton-
tige dans un tube aessai contenant le bouillon hypersalé Chapman (7ml) en évitant toutes autres
contaminations. L’ incubation est réalisée a 37°C pendant 24 a 48h.
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Figure 08 : écouvillonnage de la cavité nasale de poulet de chair

(Photo personnelle prise au laboratoire)
2-2 | solement 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 aimentaire car il permet la meilleure
récupération des souches de S aureus gréce a ses constituants de base (lithium) et au jaune
d’ ceuf rgjoutés. En ce qui concerne le milieu Chapman, sa sélectivité est due ala 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 aprés
incubation) sont dépose sur a la surface, suivi d'un éaement. Tandis que, sur la gélose
Chapman, de simples stries en trois quadrants sont réalisées apres le prélevement de deux
gouttes du bouillon Chapman.

2-3 Purification desisolats

Une atrois colonies caractéristiques de S. aureus (colonies rondes a bords réguliers, lisses,
bombées, noires et ayant un halo claire) sur le milieu BP, ou (colonies jaunes, bombeées, lisses,
abords réguliers) sur milieu Chapman, sont prélevées al’ aide d’ une pipette Pasteur de chaque
boite positive et sont purifiées soit sur gélose BHI ou TSY EA. Les boites sont ensuite incubées
a 37°C pendant 24 h. Cette étape est refaite jusqu’a avoir une boite contenant des colonies
pures.

2-4 | dentification biochimique

En plus des caractéres morphologiques (caractéres macroscopiques des colonies),
I’identification est aussi effectuée sur la base de quelque caractére biochimique : catalase,
coagulase, ADNase et VP.
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2-4-1 Test dela catalase

Une colonie provenant d’une culture pure est prélevée a I’aide d’'une pipette Pasteur est
déposeée sur une lame contenant une goutte d'H20,. La souche est dite catalase+ s des bulles
de gaz (O2) apparaissent (effervescence).

2-4-2 Test d’ ADNase

A partir d’ une culture pure, nous avons ensemencé la gélose a ADN avec la souche atester
(sous forme d'une strie). Nous avons inclus un témoin positif S. aureus MUS50. Les boites ont
été incubées a 37°C pendant 24 h. Aprés incubation, les boites ont été inondées avec du HCI a
2N. Aprés 2 a 3 minutes de contact, I'exces de HCl a é&é éliminé. Les souches ADNase (+) sont
entourées d'une zone claire autour de lastrie.

2-4-3 Test dela coagulase

Apres avoir repiqué la souche pure dans du Bouillon BHIB (Brain Heart Infusion Broth) et
incubé a 37°C pendant 24 heures. 0.5 ml de cette culture sont mises dans un tube a hémolyse
contenant 0.5 ml de plasma humain. Ces tubes sont ensuite incubés a 37°C pendant 1 heure a4
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 TSY EA d’une souche suspecte sont repiquées
sur le bouillon Clark et Lubs. Le milieu est incubé a 37°C pendant 48 heures. Larévélation de
I’ acétoine sur lemilieu Clark et Lubsest réalisée en gjoutant 15 gouttes de réactif VPI (a naphtol
a 6%), et 15 gouttes de VPII (NaOH a 4N). La souche est considéré VP+, si un halo rouge
apparait en surface du tube au bout de 20 a 30mn. La souche de référence S. aureus ATCC
25923 est utilisée comme témoin positif.

2-5 Antibior ésistance des souches isolées

L’ antibiorésistance des souches de S aureus isolées a éé 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-a-vis de 09 molécules d antibiotiques listés dans le
tableau 03.

e Techniquedel’ antibiogramme
Un inoculum est préparé a partir d'une culture pure sur BHI ou TSYEA de 18 h a 37°C.
Quelgues colonies bien isolées et parfaitement identiques sont raclées a I’aide d’'une anse a
boucle en platine puis déchargées dans de |’ eau physiologique stérile.

La suspension bactérienne est homogeéenéisée au vortex et gjustée a une densité optique (D.O)
comprise entre 0.08-0.1 lue a 625 nm au spectrophotomeétre. 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, I’ essorer en le
pressant fermement sur la paroi interne du tube afin dele décharger au maximum, puisle frotter
sur latotalité delasurface séche delagélose MH de haut en bas, en stries serrées. L’ opération
est répétée trois fois en tournant laboite achaquefois, sansoublier de faire pivoter I’ écouvillon
sur lui-méme. L’ ensemencement est fini en passant I’ écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Trois a quatre disgues d’ antibiotiques sont appliqués par boite, chaque disque est appliqué a
I’ aide d’ une pince stérile. Une fois appliqué, le disgue ne doit pas étre déplacé. Les boites sont
immeédiatement incubées pendant 24 h a 37°C.

Lalecture des antibiogrammes se fait en mesurant le diamétre de chaque zone d'inhibition
en millimetre (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 testes.

Familles Antibiotiques Abreéviation Charge Marque
en ug

Pénicilline G P 10 Liofilchem, Italie
B-lactamines

Cefoxitine FOX 30 Liofilchem, Itaie

Gentamycine CN 10 Liofilchem, Itaie
Aminosides

Néomycine N 30 Liofilchem, Italie
Macrolides Erythromycine E 15 Liofilchem, Italie
Quinolone Ofloxacine OFX 5 Liofilchem, Italie
Tétracycline Tétracycline TE 30 Liofilchem, Itaie
Phénicol Chlorampénicol C 30 Liofilchem, Italie

. Triméthoprime- - .

Sulfamides Sulfamethoxazole SXT 25 Liofilchem, Italie

2-6 Conservation des souches

Une fois les souches sont identifiées, elles sont conservées dans des cryotubes a -20°C
contenant le bouillon ceeur-cervelle (BHIB) additionné de Glycéral.
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Chapitrell : Résultats et discussion
1-Résultats
1.1 Prévalencede 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. Aprés
I’ enrichissement sur le bouillon hypersalé Chapman, 167 prélévement 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 Staphyl ococcus (Figure 9). Ces derniéres ont été soumises a 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
larégion del’ étude (Tableau 5).

Coloniesde S. aureus
avec un hao clair

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 prél évement

Type d’ échantillon Nombre Nombre Fréquence Nombrede
d’ échantillons d’ échantillons | d’isolement souchesde S.
prélevés positifs (%) aureus isolées
Poulet de chair 172 24 13.95 35
Dinde 39 0 0 0
Totale 211 24 11.37 35
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Tableau 05 : Prévalence de S. aureus et nombre de souches isolées selon larégion

Origine Nombrede Nombrede Prévalence de NombredeS.
d’ échantillon Prélévements préevements S. aureus aureus isolées
positifs (%)
Khemis El 63 13 20.63 17
Khechna
(Boumerdes)
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 Antibior ésistances des souches isol ées

Les résultats obtenus ont montré |’ existence de résistances, avec des proportions variables
selon lesfamilles d’ antibiotiques étudiées. En effet, un taux élevé derésistance alatétracycline,
al’érythromycine et alapénicilline ont é&té observées, avec des fréquences de 88.57%, 74.28%
et 57.14% respectivement. En outre, des résistances relativement faibles ont é&té enregistrées
pour |I'ofloxacine, la céfoxitine et le chloramphénicol avec des pourcentages de 25.71%,
22.85% et 17.14%, respectivement. Une fable résistance a éé observée pour le
trimethoprime/sulfamethoxazole. Enfin, aucune résistance n'a éé observée pour la

gentamycine et lanéomycine (Tableau 6).

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

Poulet de chair
Résistance Sengibilité
Antibiotiques
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 | e tableau 07.

Tableau 07 : Phénotypes de multi-résistances

Phénotype de multi-résistance

Nombre de souches

P-TE-E-OFX

P-TE-E

P-TE-OFX

P-FOX-TE-E-OFX

P-FOX-TE-OFX

P-TE-SXT-E-OFX

P-FOX-TE-C-E

DR PR BRDNDN

Total

17

Dans cette étude 8 souches ont éé qualifiées comme étant des S. aureus résistants a la
meéticilline (SARM) et 27 souches ont été des S. aureus sensibles a la méthicilline (SASM),
avec une fréguence 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
$400 P.FOX.TE.C.E Tgzirt
01 P.FOX.TE.C.E Tozirt
$402 P.FOX.TE.C.E Tgzirt
$404 P.FOX.TE.C.E Tgzirt
$407 P.FOX.TE.C.E Tgzirt
$408 P.FOX.TE.C.E Tgzirt
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Figure 10 : Fréquence d’isolement des SARM et des SASM

OFX
TE
SXT
E
C
FOX P
CN
N

Figure 11 : Profil de résistance d’ une souche SARM (Photo personnelle prise au laboratoire)
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P
C
E
SXT
OFX
TE
N
C
FOX

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

2-Discussion

Lesrésultats de cetravail révélent quelaprévalencede 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 annonceé une fréguence d’isolement extrémement faible de S. aureus dans le
poulet, qui est de 1.4% (n=7 sur 503 prélevements 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. Aing,
Bakeet et Darwish (2014) ont annoncé une prévalence de I’ ordre de 42.5% en Egypte.

De nombreuses études réalisées a travers plusieurs pays ont montré |'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
étre d0 au nombre réduit de nos prélévements. Une contamination de |’ ordre de 12.8% chez la
dinde a été signal ée, dans une étude réalisée sur le portage nasal chez les animaux d’ élevage a
Béaia

Saphylococcus aureus est généralement I'agent causal des infections staphylococciques
chez la volaille, mais d autres especes (S. hyicus et S. cohnii) peuvent étre 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 & des niveaux
importants dans les bétiments d’ é evage de volaille et dans I’ environnement contaminé (Peton
et LeLoir, 2014).

A propos de I’ antibiorésistance de nos souches, de fortes résistances ont été enregistrées a
I’ encontre de la tétracycline, I’ éythromycine et de la pénicilline G. Nos résultats corroborent
avec ceux annoncés par plusieurs auteurs qui signalent que les souches de S. aureus résistent
vis-a-vis de cestrois molécules. Ali et al, (2017) ont annoncé un taux de résistance de 83.33%,
86.67% et 93.33% vis-a-vis de la tétracycline, |'érythromycine et de la pénicilline G
respectivement, concernant des souches isolées de lavolaille. Un résultat similaire est observe
par Nemati et al (2008), qui ont annoncés une résistance de 92.9% pour la tétracycline. De
fortes résistances vis-a-vis de la pénicilline (92%), de la tétracycline (74%) et de
I’ érythromycine (45%) ont été rapportées par Kechih-Bounar (2018), concernant des souches
de S. aureus isolées du portage nasal chez le poul et de chair dansle nord Algérien. Enrevanche,
de faibles résistances vis-a-vis de la pénicilline ont été rapportées par d autres auteurs contre
des souchesde S. aureus isol ées de poul et de chair (Kraushaar et al. 2016). Cetteforte résistance
ala pénicilline est due probablement a la production de B-lactamases, enzymes inactivant la
pénicilline et autres mol écul es appartenant alafamille des -lactamines (MORONI et al, 2006).

L’ augmentation de la résistance n’est que le résultat de I’ utilisation des antibiotiques. Chez
lavolaille, la pénicilline, la tétracycline et I” érythromycine sont des antimicrobiens largement
utilisés pour le traitement des infections a staphylocoques, ¢’ est laraison pour laguelle le taux
de résistance a ces trois antibiotiques est élevée (Tanner, 2000 ; White et al, 2003). Deplus, la
plupart des antibiotiques utilisés par les éleveurs sont administrés dans I’eau de boisson
(tylosine, oxytétracyclines,...), dans I’aimentation (amprolium) ou par voie parentérale
(streptomycine) (Kabir et al, 2004). Or, dans les productions organisées telles que les élevages
delapins, de porc et devolaille, lavoie orale est lavoie 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 a, 2012).

La céfoxitine, le chloramphénicol et e triméthoprime/sulfaméthoxazole ont gardé de bonnes
activités al’ encontre de nos souches isol ées. Nos résultats rejoignent ceux de plusieurs auteurs.

Kraushaar et al (2016) ont rapporté une résistance relativement faible vis-a-vis de le
chloramphénicol. L’ absence de résistance vis-a-vis de cette molécule pourrait s expliquer par
le fait que cette derniére 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 suggere sont emploi en pratiques vétérinaires (EFSA,
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2014). Des valeurs relativement élevées ont été enregistrées par Kraushaar et al (2016) vis-a-
vis de de la céfoxitine et du triméthoprime/sulfamethoxazole. Quant a I’ ofloxacine, notre
résultat est relativement faible (25.71%), contrairement aux résultats obtenus par Suleiman et
al (2013), qui ont signalé une résistance de |’ ordre de 57.4%.

Notons que, I’augmentation de la résistance n'est que le résultat de I'utilisation des
antibiotiques dans les divers secteurs, tels que les hopitaux, les élevages et les animaux
domestiques (DAVIES et DAVIES, 2010).

Aucune résistance n’ a été enregistrée vis-a-vis de la gentamycine et de la néomycine, pour
I”ensemble des souches isolées. Nemati et al, (2008) ont signalé des faibles résistances de
I’ ordre de 14.8% et 17.3% al’ encontre de ces deux molécules respectivement. Tandis que, Ali
et al (2016) ont annoncées un taux de résistance relativement faible vis-a-vis de la gentamycine
et de laNéomycine qui est de 23.33 %. Les mémes résultats sont obtenus par Kechih-Bounar
et al (2018), qui ont annonceé des résistances de I’ ordre de 3% et 10% vis-a-vis la gentamycine
et la néomycine respectivement.

S aureus résistant a la méthicilline (SARM) a émergé il y a 50 ans, comme un agent
pathogene nosocomia mais dans la derniére décennie, il est devenu également une cause
majeure d'infections graves dans lacommunauté, notamment chez I’homme et I’ 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 a celui annoncé par Nemeghaire et al
(2013), qui ont annoncé des fréquences de I’ 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 poul e pondeuse, qui sont del’ 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 I’ élevage pour de longues périodes et les similarités entre
les isolats obtenus indiquent bien la transmission de ces souches entre le poulet de chair,
I"humain et I’environnement de I’élevage. En revanche, des transmissions de SARM de
I”"homme vers la volaille peuvent se produire. Un exemple clair, est celui de SARM ST5 qui a
passe récemment de I’ humain verslavolaille (Aires-de-Sousa, 2017).

Toutes les souches SARM isolées résistent vis-a-vis d'autres molécules (tétracycline,
chloramphénicol, érythromycine, ofloxacine) en plus de leur résistance vis-a-vis les B-
lactamines. Nos résultats rej oignent ceux de plusieurs auteurs qui ont annoncé le phénotype de
multi-résistance des SARM isolés chez |e 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 probleme crucial non seulement pour la médecine humaine, mais aussi pour la
meédecine vétérinaire. L’ émergence de cette résistance chez les animaux et leurs produits amis
en lumiérel’intérét considérable du transfert potentiel de résistance alapopulation humainevia
lachaine alimentaire.

Durant cette étude, des souches ont été isolées a partir de poul et 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-a-vis de la pénicilline G, de la tétracycline et de
I’ 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 publigue, vialatransmission de ces souches aux humains.

Les résultats de cette étude montrent |e risque zoonotique associé ala présence des souches
SARM chez le poulet de chair et soulignent I'importance de |’ application des mesures de
biosécurité et les bonnes pratiques d’ hygiéne pour gérer la diffusion des SARM au seins de ces
exploitations d’ élevage et atravers la chaine de production.

Notre éude ouvre plusieurs perspectives, telles quel’ isolement d’ autres souches de S. aureus
a 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 genétique
entre souches isolées, en faisant recours a des méthodes de biologie moléculaire (spa-typing,
MLST, PFGE,....).
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Annexes
Annexes 01 : Matéridls utilisés

1-Matériels

-Bec bunsen

-Glaciére

-Etuve microbiologique (Memmert, Allemagne)
-Vortex (VELP SCIENTIFICA, Italie)

-Autoclave (pbi international, Italie)

-Balance électronique (Denver Instrument, Etats unis)
-Spectrophotometre (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 a essai, pipettes Pasteur, cotons tiges stériles, tubes a
hémolyse, anse a boucle, Micropipettes, embouts (0.1 et 1mL), spatules, béchers, cuves de
spectrophotomeétre, flacons en verre, pince bactériologique, écouvillons.

1-1-Matériels biologiques

Souches de référence utilisées : S aureus ATCC 25923, S, aureus MUS0.
2-Milieux de cultureet réactifs

-Gélose Baird Parker (Conda Pronadisa, Espagne)
-Gélose a ADN (Conda Pronadisa, Espagne)
-Gélose Muller-Hinton (Conda Pronadisa, Espagne)
-Milieu TSY EA (Conda Pronadisa, Espagne)

-Gél ose 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’ ceuf

-Bouillon Clark et Lubs
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-Agar bactériologique (Conda Pronadisa, Espagne)
-Plasma humain

-Voges Proskauer | (VPI : NaOH a 16%) e Il (VPII : a Naphtol 6%)
(Institut Pasteur d’ Alger)

-Glycérol (Biochem Chemopharma, France)
-Peroxyde d’ hydrogéne (H20z)

-Eau physiologique stérile

-Eau distillée stérile

- Disgues d antibiotique (Liofilchem, Italy)

La composition et |a préparation des milieux de culture sont détaillées dans I’ annexe O1.



Annexes

Annexes 02 : Milieux de culture utilisés et leur composition

% GéosedeBaird-Parker

Peptone pancréatique de caséne.................... 10g
Extraitdelevure..............ooooooeiiiiiii, 1lg
Extraitdeviande.................ccccoe e, 59
Pyruvate de sodium...............ccooeeeeeeiiienienin, 10g
LiClo s 59
GlYCINE. ... 129
GEOSE. ..ot s 159
Eaudistillée..........cccovvviiii 1000 ml

ph = 6,8. Stériliser a121°C pendant 15 minutes.

e Préparation del’émulsion dejaune d’ ceuf
Utiliser des ceufs frais de poule dont la coquille est intacte.
Nettoyer les ceufs avec une brosse et un détergent liquide, puisrincer al’ eau courante.
Désinfecter I’ ceuf en le plongeant dans une solution d' éthanol a 70% pendant 30s, puis en les
laissant sécher al’air libre ou réaliser un flambage.
Aseptiquement, casser chague ceuf et séparer le blanc du jaune par transferts répétés de demi-
coquilleal’ autre.
Recueillir les jaunes d' ceufs dans un récipient stérile et compléter avec quatre fois leur volume
d eau distillée stérile. Homogénéi ser vigoureusement.
Chauffer le mélange a47°C pendant 2h.
Entreposer a3°C + 2°C pendant 18 & 24h, |e temps nécessaire pour laformation d’ un preécipité.
Recueillir stérilement dans un flacon le surnageant constituant I’émulsion (Durée de
conservation est au maximum 72h a3°C £ 2°C).

e Composition du milieu complet

Milieu de base (Baird- Parker)..........ccccccuee.... 100ml
Solution detellurite de potassium..................... 1ml
Emulsion dejauned ceUf.................cccovvn. 5mi

% GéoseBHI (Brain Heart Infusion)
Composition en g/l

Peptone pancréatique de gdlatine................. 10
Chlorurede sodium.....................oceevnlB
Phosphate disodique..............cccovvveinennne 25
GlUCOSE. ... e 2

PH du milieu prét al’emploi 7.4 +/- 0.2 a25°C
Préparation : mettre en solution 37g de milieu BHI déshydraté dans 1| d'eau distillée. Agiter
lentement jusqu’a dissolution complete, répartir le milieu dans des flacons puis stériliser a
I’ autoclave pendant 15 minute a 120°C.
Pour I’ obtention du milieu BHI on gjoute 159 d’ agar bactériol ogique dans 11 de bouillon BHIB
lors de sa préparation.
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« Milieu TSYEA (Trypton Soja Yeast Extract Agar)
Composition en g/l

Tryptone.........coovvvieiiiiiien 17.0
Chlorure de sodium.................5.0
Peptonedesoja..........cccueeenne. 3.0
Phosphate dipotassique.............2.5
Glucose monohydrate...............2.5
Extrait delevure.....................6.0
Agar bactériologique............... 15.0

PH du milieu prét al’emploi 7.3 +/- 0.2 425°C
Préparation : mettre en suspension 51g dans 1l d'eau distillée. Bien mélanger chauffer
légérement si nécessaire jusqu’ a dissolution. Répartir en flacons puis stériliser a I’ autoclave
pendant 15 minutes a 120°C.

% Géosea ADN
Composition en g/l

Peptonedeviande...................... 20
Acide désoxyribonucléique............ 02
Chlorurede sodium..................... 05
AQar...oi i, 18

PH du milieu prét al’emploi 7.3 +/- 0.2 a25°C
Préparation : dissoudre 459 de poudre dans 1l d' eau distillée puis stériliser a |I’autoclave
pendant 15 minutes a 120°C.

< Milieu Mudler Hinton

Composition en g/l

Amidon............coeeviiiiin 15
Infusionde beeuf................coeeei. 2.0
Agar bactériologique.................. 17.0
Peptone de caséine acide.............. 175

PH du milieu prét al’emploi 7.4 +/- 0.2 a25°C
Préparation : mettre en suspension 38g de milieu déshydraté dans 1l d'eau distillée. Bien
agiter, faire bouillir pendant 1 minute puis stériliser al’ autoclave pendant 15 minutes a 120°C.
Laisser refroidir jusqu’’ a atteindre 40-45°C.
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Annexes 03 : Résultats des tests biochimiques sur I’ ensembl e des col onies 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 /
PCAT5 (+) ) ) () /
PcAT7 (+) ) ) () /
PcA82 (+) NT ) NT /
DT94 (+) @) @) ) /
DT9% ) @) @) () /
C1DA128 ) @) @) () /
DA103 ) ) ) () /
DA118 ) ) ) () /
PcM 136 (+) ) (+) NT /
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Suitedel’annexe 03 :

C1PcM 144 (+) (+) (+) (+) S305
C2PcM 144 (+) (+) (+) (+) S328
PcM 147 (+) NT ) NT /

PcW154 (+) (+) (+) (+) S324
C1PcW 166 (+) (+) (+) (+) S307
C2Pc\W 166 (+) (+) (+) (+) S306

PcO172 (+) NT (-) NT /
C1PcO174 (+) (+) (+) (+) S308
C2PcO174 (+) () (+) NT /

PcO178 (+) (-) ) NT /
C1PcO179 (+) (+) (+) (+) S323
C2PcO179 (+) () (+) NT /

PcO181 (+) (+) (+) (+) S327

PcO183 (+) NT ) NT /

PcO184 (+) -) (+) NT /
C1PcO185 (+) (+) (+) (+) S326
C2Pc0O185 (+) (+) (+) (+) S325

PcO188 (+) NT () NT /

PcT 192 (+) ) ) NT /

PcT193 (+) (+) (+) (+) 405
C1PcT 196 (+) (+) (+) (+) 407
C2PcT 196 (+) (+) (+) (+) $400
C3PcT 196 (+) (+) (+) (+) 404
C1PcT 197 (+) (-) (+) (-) /
C2PcT 197 (+) () (+) (+) /
C1PcT198 (+) (+) (+) (+) 408
C2PcT 198 (+) (+) (+) (+) 402
C3PcT 198 (+) (+) (+) (+) 401

PcT 201 (+) ) NT NT /

PcT 205 (+) () () NT /

Pc T206 (&) ) (+) *) /
C1PcT 206 (+) (+) (+) () $403
C2PcT206 (+) (-) (+) (+) /

PcT 207 (+) ) ) 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



Annexes

Annexes 04 : Valeurs des diametres de zone d’inhibition selon le CLSI et la CASFM.

Famille

B-lactamines

Aminoglycoside

Macrolides

Tétracyclines

Quinolones

Phénicols

Inhibiteursde
synthese de
I’acide folique

Antibiotique

Pénicilline G

Céfoxitine

Gentamycine

Néomycine

Erythromycine

Tétracycline

Ofloxacine

Chlorampheénicol

Trimétoprim-
Sulfamethoxazole

Sensible

>15

>16

Diamétrecritique

Intermédiaire

13-14

15-18

15-17

13-17

11-15

Résistant

<26

<22

<15

<18

Ré&férences

CASFM 2019

CASFM 2019

CLSI 2018

CASFM 2018

CLSI 2018

CLSI 2018

CLSI 2018

CLSI 2018

CLSI 2018
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Annexe 05 : Résultats détaillés de I’ antibiogramme pour chague souche de S. aureus isolée

Souches

TI
©)
X

—
m

SXT

(@)
=z

OFX

C1PcB32-S256

C1PcB37-S257

C1PcB33-S258

C1PcB09-S259

C1PcB40-S260

C2PcB40-S261

C1PcB06-S262

C1PcB48-S263

C1PcB16-S264

C2PcB19-S265

C1(2) PcB20-S276

C1PcB47-S277

C2PcB43-S278

C1PcB19-S279

C1PcB43-S280

C1PcB20-S281

C1PcB58-S282

C1PcM 144-S305

C2PcW 166-S306

C1PcW166-S307

C1PcO174-S308

C1PcO179-S323

PcW 154-S324

C2PcO185-S325

C1Pc0O185-S326

PcO181-327

C2PcM 144-S328

C2PcT 136-$400

CsPcT 138-3401

C2PcT 138-3402

C1PcT 146-$403

CsPcT 136-3404

PcT 133-$405

C1PcT 136-$407

C1PcT 138-$408
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Annexe 06 : Valeurs des diameétres 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
Ci1PcB47-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

C1PcM 144-S305 11 23 10 24 21 06 24 17 08
C2PcW 166-S306 11 23 27 28 27 23 20 22 25
C1PcW 166-S307 11 23 31 24 30 24 19 18 26
C1Pc0O174-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
C2oPcM 144-S328 12 24 11 24 26 25 19 18 08
C2PcT 136-$400 15 19 11 08 26 06 21 20 26
CsPcT 138-5401 12 18 11 08 27 06 22 22 26
C2PcT 138-5402 13 18 11 08 25 06 20 20 21
C1PcT 146-$403 23 29 11 30 20 32 25 18 23
CsPcT 136-5404 15 21 12 08 27 06 20 18 28
PcT 133-S405 40 30 30 31 22 30 25 23 30
C1PcT 136-$407 14 18 11 08 25 06 17 19 24
C1PcT 138-$408 14 21 13 07 26 06 22 19 29
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Annexe 07 : Tests biochimiques utilisés pour I'identification de S. aureus

Virage du bouillon Chapman

Colonies caractéristiquesde S. aureus sur
milieu Baird Parker

Coloniesde S. aureus sur milieu BHI

Coloniesde S. aureus sur milieu TSYEA

Test delacatalase

Test del’ADNase
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Suitedel’annexe 07 :

Test dela coagulase

Test de Vogs Proskower




