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Résumé

Staphylococcus aureus est une bactérie commensale opportuniste, impliquée dans une
variété de maladies chez ’humain et I’animal. L’objectif de cette étude est 1’isolement de
souches de S. aureus a partir de portage nasal chez des vaches laitiéres saines et leur
caractérisation phénotypique.

Pour cela, 116 prélévements a travers quatre élevages laitiers de la région de Tigzirt (Tizi
Ouzou) ont été réalisés. Ces prélevements incluent 95 prélévements de la cavité nasale chez des
vaches saines, 4 prélevements nasaux chez des éleveurs et 17 prélévements du lait cru.

L’isolement des souches a été réalisé sur la gélose sélective, Baird Parker, suivi d’une
identification biochimique des isolats. La résistance aux antibiotiques a été testée selon la
méthode de diffusion des disques sur la gélose Mueller-Hinton, en suivant les recommandations
du CLSI (2018) et de CASFM (2018). Au total, 32 souches de S. aureus ont été isolées,
comprenant 26 S. aureus sensibles a la méticilline (SASM) et 06 S. aureus résistants a la
méticilline (SARM). De fortes résistances a la pénicilline G et a la tétracycline ont été observées
pour I’ensemble des souches isolées.

Les résultats obtenus dans cette étude révelent le risque associé a la présence des SARM
chez le bovin laitier. Ainsi, I’application de régles de biosécurité et les bonnes pratiques
d’hygiéne aident a prévenir la diffusion des SARM au niveau des élevages et tout le long de la
chaine de production.

Mots clés : S. aureus, portage nasal, résistance aux antibiotiques, SARM, élevages laitiers
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Introduction

Introduction

De nombreuses études portent sur les staphylocoques et ceci, par rapport a leurs importances
en pathologie infectieuse vétérinaire et humaine, tant par leur fréquence de propagation élevée
que par la gravités des infections dont ils sont responsables.

Staphylococcus aureus est a la fois un commensal et un agent pathogene chez I'homme et
chez de nombreuses espéces animales. Chez I’étre humain, S. aureus est responsable de diverses
maladies, allant d’infections relativement bénignes de la peau et des tissus mous a des
bactériémies et des endocardites menacant le pronostic vital, mais également a des maladies
associees aux toxines, telles que le syndrome de choc toxique et 1’intoxication alimentaire
(Fowle et al, 2005; Jans et al, 2017). Chez les vaches laitieres, S. aureus est I'un des agents
pathogeénes les plus importants associés a des mammites cliniques et subcliniques, entrainant
de graves pertes économiques dans le monde entier (Chu et al, 2013 ; Lozano et al, 2016 ).

La pathogénicité de S. aureus est associée a plusieurs facteurs de virulence, incluant des
toxines (entérotoxines, exofoliatines,....), des protéines de surface (protéine A) et des enzymes
(coagulase, hémolysines,....) (Peacock et al, 2002 ; Fournier et al, 2008 ).

La découverte des antibiotiques est considérée comme une des plus importantes des
avancées thérapeutiques de 1’histoire de la médecine. Cependant, les traitements mal conduits,
voir inutiles, sont susceptibles de favoriser 1’émergence de souches bactériennes multi-
résistantes, ce qui pourra entrainer des impasses thérapeutiques non seulement en médecine
humaine, mais aussi en médecine vétérinaires (Mereghetti, 2005).

Staphylococcus aureus, incluant S. aureus résistant a la meticillin (SARM), est le pathogene
commun causant une large gamme de maladies dans les communautés et dans les hdpitaux
(Chen et Huang, 2018). L’augmentation du nombre d’infections au SARM communautaire
(CA-SARM) chez des individus 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 espéces circulant dans les élevages est une
question pertinente du point de vue de la santé humaine et de la santé animale (Locatelli et al,
2016). Des transmissions zoonotiques des souches d’¢levages (LA-SARM) aux humains, avec
des infections graves, ont été rapportées. Néanmoins, il a été démontré que les personnes vivant
et travaillant en contact étroit avec les animaux de la ferme sont particulierement exposees a la
colonisation par des SARM, ce qui pourrait contribuer a la diffusion des souches SARM dans
la chaine alimentaire.

La premiere souche de S. aureus résistante a la méthicilline d’origine animal a été isolée en
Belgique en 1972, au cours d’une mammite bovine (Cuny et al, 2010). La résistance a la
méticilline est médiée par le géne mecA, qui code une protéine de liaison a la pénicilline
modifiée (PLP), appelée PLP2a ou PLP2, avec une affinité diminuée pour presque tous les
antibiotiques B-lactames. Le locus mecA est un géne hautement conservé qui code pour PIP2a
dans les souches résistantes, mais est absent chez des souches sensibles, ce qui en fait un
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marqueur moléculaire utile de la résistance aux p-lactamines (Mulligan et al, 1993 ; Pinho et
al, 2001). Récemment, le mecC, un nouvel homologue de mecA, a été identifié et sa présence a
été décrite chez le bétail, les animaux de compagnie, les animaux sauvages ainsi que chez
I'hnomme (Paterson et al, 2014). Ainsi qu’une B-lactamase, codée par blaZ, est également
produite par les souches SARM, responsables de la diminution de l'activité des antibiotiques -
lactames (Ben Said et al, 2017).

Ainsi, les objectifs principaux de cette étude est d’estimer le portage nasal de S. aureus chez
le bovin laitier, de prévoir I’existence des souches SARM et de mettre en évidence leur
existence chez les personnes en contact direct avec ces animaux de rente.

Pour atteindre nos objectifs, nous avons divisé notre travail en deux parties. La premiére est
une synthese bibliographique, présentant les généralités sur S. aureus, les facteurs de virulence
ainsi que les mécanismes de résistance de ce germes vis-a-vis les molécules d’antibiotique. La
seconde partie décrit la méthodologie de travail, les résultats obtenus et la discussion de ces
résultats.
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Chapitre | : Généralités sur le Staphylococcus aureus
1- Historique

Le staphylocoque fut découvert & la fin de XIX®M siécle, observé par Robert Koch en 1878.
Ce dernier 1’avait isolé a partir de pus de furoncle. D’apres ces études, ces germes sont
regroupés en amas. En 1880, Louis Pasteur décrit ce germe comme étant un organisme unique,
formé de petits points sphériques, réunis en double, rarement par quatre et tres fréquemment
associes en petites amas (Le Loir et Gautier, 2010).

Plus tard, en 1882, Alexander Ogston crée le nom de « Staphylocoque » pour décrire ces
grains groupés en amas irréguliers a la fagon d’une grappe de raisin (staphylos). Ogston
différencie ainsi Staphylococcus de Streptococcus.

En 1884, le chirurgien allemand Anton Rosenbach réussit a les cultiver in vitro et isola deux
souches de staphylocoques qu’il nomma Staphylococcus aureus et Staphylococcus albus par
rapport a leur pigmentation sur milieu de culture, la premiére avait une pigmentation dorée et
’autre était blanche (Kent et al, 2009). C’est a ce moment, que le nom de I’espéce « aureus»
(or en latin), a été donné pour décrire les colonies jaunes dorées obtenues (Chakraborty et al,
2012).

En 1903, Loeb a découvert la staphylocoagulase qui va devenir un critere majeur de
I’identification des staphylocoques dorés (Peter et al, 2010).

En 1914, Barber découvre que staphyloccocus produit une toxine qui engendre des
intoxications alimentaires (Bhunia, 2008).

2- Taxonomie

En 1986, le genre Staphylococcus appartenait a la famille des Micrococcacea qui comprenait
trois autres genres : Micrococcus, Planococcus et Stomatoccocus (De Buyser et Sutrat, 2005).
Le genre Staphylococcus était classé dans cette famille & cause de certaines similitudes
phénotypiques avec le genre Micrococcus, & savoir, ce sont des cocci a Gram+, non sporulés,
non capsulés, immobiles, formant des amas irréguliers et produisent une catalase. Cependant,
il y a une différence majeure dans le métabolisme de ces deux genres. En effet, les Micrococcus
sont aérobies strictes. Tandis que, les Staphylococcus sont des anaérobies facultatifs (Pellerin
et al, 2010). En plus, ’analyse de la composition chimique de la paroi montre que celle de
Staphylococcus est caractérisée par la présence de ponts pentaglycines dans le peptidoglycane,
ce qu’on ne trouve pas chez les Micrococcus (De Buyser et Sutrat, 2005).

Selon la classification de (Garity et al, 2007) le genre Staphylococcus appartient au phylum
des Firmicutes constitué de quatre classes : Clostridia, Mollicutes, Bacilli, Togobacteria. La
classe des Bacilli est constituée de deux ordres : Bacillales et Lactobacillales, dont chacun est
divisé en quatre familles. Staphylococcaceae constitue la 4°™ famille des Bacillales. Cette
derniere comprend un seul genre : Staphylococcus.
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Selon Schleiferet Bell (2009), le genre Staphylococcus est classé comme suit :

DOMAING .. Bacteria
Embranchement : ... Eubacteria

PhyIUM & Firmicutes

ClaSSE et Bacilli

OAIE & e Bacillales

Famille ... Staphylococcaceae
GBI & o e Staphylococcus
PR & et S. aureus.

D’apres Le Loir et Gautier (2010), cinquante especes et sous especes ont été identifiées au
sein du genre Staphylococcus et qui peuvent étre classées en fonction de leur capacité a coaguler
le plasma de lapin. Certaines sont des hotes de I’homme, d’autres des animaux, quelques-unes
sont rencontrées a la fois chez ’Homme et I’animal (De Buyser et Sutrat, 2005).

Avec I’avénement de la biologie moléculaire et les techniques de séquencage, 1’analyse de
la composition en (G+C) % du génome des deux genres (30-39% pour Staphylococcus et 63-
73% pour Micrococcus) et la comparaison des séquences de I’ARN; 16S ont confirmé la
nécessité de séparer ces deux genres dans deux familles différentes, ce qui s’est réalis¢ dans la
deuxiéme édition du Bergy’sManual of Systematic Bacteriology (Prescott et al, 2002).

3- Habitat

Staphylococcus aureus est une bactérie a Gram positif, ubiquitaire, résiste aux mécanismes
d’épurations et génére des mutations viables (Watson et al, 2006). Ce germe présente des
capacités importantes de développement, d’adaptation et de résistance au stress (tolérance a la
dessiccation, résistance au stress osmotique et aux carences nutritionnelles). Il est présent dans
tous les continents et colonise divers milieux. On le trouve dans 1’air, I’eau, le sol, les aliments
et différentes surfaces. Cependant, le réservoir principal de ce germe est ’Homme et les
animaux a sang chaud.

S. aureus colonise la surface et les glandes de la peau, ainsi que les muqueuses de ses hotes.
Chez I’homme, il est principalement présent au niveau du tractus respiratoire supérieur, en
particulier dans les muqueuses des fosses nasales, mais aussi au niveau du cuir chevelu et des
mains et des dents. Chez les vaches, il serait localisé principalement au niveau du mufle et de
la peau des trayons (Delbés, 2010).

4- Epidémiologie

Chez les individus en bonne santé, le taux de portage de Staphylococcus aureus varie de
15% a 35%, avec un risque d'infection de 38%, suivi d'un risque d'infection supplémentaire de
3% lorsqu'il est colonisé avec un S. aureus sensible a la méthicilline (SASM) (File, 2008).
Certains groupes d'individus sont plus susceptibles a la colonisation par S. aureus que d'autres,
notamment le personnel de la santé, les habitants de maisons de retraite, les détenus, les recrues
de I'armée et les enfants (Cardoso et al, 2007 ; Chen et al, 2007 ; Ben-David et al, 2008 ; Ho et
al, 2008).
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Les fréquences du portage chez ’animal varient selon les especes considérées. Elle est de
90% chez les volailles (Nagase et al, 2002). 29% chez les brebis (Vautor et al, 2005) et entre
14% et 23% chez la vache (Roberson, 1994 ; Nagaseet al, 2002).

Dans une étude de recherche menée en 2007 par I'Université du Witwatersrand et I'HOpital
universitaire de Genéve, les agents de santé représentaient 93% des cas de transmission du
SARM aux patients (Albrich and Harbath, 2008).

Aux Etats-Unis une étude a permis de retrouver précisément 28,6% de portage nasal de
SASM et 1,5% a SARM (Lowy, 2003). Dans des études similaires réalisées dans plusieurs pays
du monde, ils ont pu obtenir un taux de portage nasal variable : France (Paris) 18%, Algérie
(Tlemcen) 27%, Mali 22%, Moldavie 25%, et Cambodge 12% (Hartmann et al, 1997).

Le plus grand réservoir de S. aureus est représenté par des narines humaines, tandis que
les deuxiemes sont des vaches. La prévalence de S. aureus isolé de la mammite bovine est
estimée entre 3% et 5% (Lowy, 2003 ; Monecke et al, 2013). Etant donné que la population
mondiale de vaches laitieres est de 1,5 milliard jusqu'a 75 millions de vaches peuvent étre
infectées dans le monde (van Duijkeren et al, 2010).

5- Critéres d’identification de Staphylococcus aureus

5-1- Caractéres morphologiques

Staphylococcus aureus est un cocci @ Gram-positif. Son diameétre moyen est d’environ 0,5 a
lum. Il est immobile, non sporulé (Vos et al, 2009). Sur les cultures en milieu solide, ils se
disposent en amas irréguliers polyédriques, évoquant I'aspect caractéristique de “grappes de
raisin” (Fasquelle, 1974 ; Ferron, 1985). Alors qu'en milieu liquide, ils sont souvent isolés, en
diplocoques, en tétrades ou en trés courtes chainettes (en générale de 3 a 5 éléments) (Le Minor
et Veron, 1990). La majorité des S. aureus sont capsulés mais ils peuvent perdre leur capsule
apreés culture (Robert, 2013), d’autres forment des colonies mucoides et sont entourées d’une
pseudo-capsule (Fauchere et Avril, 2002 ; De Buyser et Sutrat, 2005).

Figure 01 : Observation de S. aureus sous microscope électronique a balayage au
Gx34000 (PRESCOTT et al, 2002)
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5-2- Caracteres culturaux

Staphylococcus aureus pousse aisément sur les milieux usuels (ordinaires) en présence ou
en absence d’oxygene (milieux aérobies et anaérobies). Sur un milieu solide, il forme des
colonies bombées, lisses, luisantes et plus ou moins pigmentées en jaune or ou orange d’ou
I’appellation de staphylocoque doré. En milieu liquide, il donne un trouble homogene, parfois
un dépot et un voile en surface. S. aureus n’a pas d’exigences particuliéres et tolere de grandes
variations de conditions de croissance (Guiraud et Rosec, 2004 ; De Buyser et Sutrat, 2005).

S.aureus étant un germe mésophile, il se cultive a des températures de 7°C a 48°C, avec un
optimal de 30°C a 37°C et un pH de 4,2 a 9,3 avec un optimal de 7 a 7,5 (Le Loir et al, 2003).
Il tolére une activité de 1’eau (aw) exceptionnellement basse pour une bactérie, puisque sa
croissance est inhibée a partir de valeurs comprises entre 0,95 et 0,91 et qu’il est capable de
survivre sans se multiplier a des valeurs proches de 0,85 (De Buyser et Sutrat, 2005)

S. aureus est un germe halotolérant, qui peut se multiplier en présence de concentration
¢levée en chlorure de sodium (jusqu’a 20%) (De Buyser et Sutrat, 2005). Son isolement se fait
sur des milieux hyper-salés comme le milieu Chapman (7.5% de NaCl), ou des milieux
contenant de puissants inhibiteurs, comme le milieu Baird Parker ou le milieu plasma de lapin
au fibrinogéne (Joffin C et JoffinJ-N, 2010). La plupart des souches de S. aureus sont
lipolytiques, produisant une zone opaque lorsqu’elles sont cultivées dans des milieux contant
le jaune d’ceuf (Ananthanarayan et Paniker, 2006).

5-3- Caracteres biochimiques

Staphylococcus aureus est chimioorganotrophe de type respiratoire, anaérobie facultatif
(Larpent, 2000). I1 est capable de produire la catalase ainsi que 1’acétoine, I’ADH, I’hémolyse
et la thermonucléase (Le Loir et Gautier, 2010).

S. aureus possede un équipement enzymatique lui permettant de métaboliser de nombreux
et divers substrats glucidiques, protéiques et lipidiques (Ferron, 1984).

Globalement, I’espéce S. aureus peut étre différenciée des autres staphylocoques par la

présence simultanée d’une coagulase et d’une thermonucléase (DNase) (Fauchere et Avril,
2002).
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Tableau | : Différenciation des especes et sous espéces de Staphylocoques a coagulase
positive et ou a clumping factor-positif (Le Loir et Gautier, 2010).

Caracteres S. S. aureus S. S. hyicus S.
aureus susp. delphini intermedius
anaerobius
Pigmentation de la + - - - -
colonie
Croissance + + + + +
anaérobie
Croissance aerobie + 0 - - -
Staphylocagulase + + + d +
Oxydase modifiée - - - - _
Thermonucléase + + - + +
Hémolyse + + + - d
Catalase + - + + +
Uréase d ND + d +
Beta glucosidase + - ND d d
production + - - - -
d'acetoine
Réduction des + - + + +
nitrates
Hydrolyse de + - ND - -
I'esculine

(+) : Concerne 90% ou plus de souches ;(-) : Concerne 90% des souches ou plus négatives ;
(d) : Concerne 11a89% des souches positives ; (ND) : Non déterminé ;() : Indique une réaction
retardee.
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Chapitre 11 : Facteurs de virulences de Staphylococcus aureus

La virulence des souches de Staphylococcus aureus impliquées dans les infections humaines
ou animales est liée a la production d’une grande variété de composés. Sa pathogénicité est
principalement liée aux composees de la paroi bactérienne, sa capacité invasive et a la sécrétion
des toxines et des enzymes dans I’environnement de la bactérie (Kurkdjian et Bingen, 2003 ;
Carforaet al, 2015).

Eléments génétiques
supplémentaires ( Résistants YY Y*—-IgG

aux médicaments)

Protéine A
Toxines
K_H
Entérotoxine ,
TSST-1 / B
Toxine d'exfoliation - L?ucoudme
Toxine P, , ¥ Adhésines Invasines| Kinase
Ere— L'hyaluronidase.
Fibronectine
Fibrinogéne

Figure 02 : Facteurs de virulence de S. aureus (Li, 2010)

1- Composants de surface
1-1 - Constituants de la paroi
1-1-1 Peptidoglycane

La paroi cellulaire de S. aureus est composée d'une couche épaisse de peptidoglycane, qui
contribue a la virulence de la bactérie (Lowy, 1998). C’est une énorme molécule réticulée faite
de chaines polysaccharidiques reliées entre elles par de courts peptides. Les chaines
polysaccharidiques sont faites de 1’alternance de N- acétylglucosamine (NAG) et d’acide N-
acétylmuramique (NAM) (Nauciel et Vildé, 2005). Sur I’acide N-acétylmuramique (NAM) se
fixe un tétrapeptide, des ponts penta ou hexa-glycines unissent la lysine d’un tétrapeptide a
I’alanine du suivant (Bosgiraud, 2003).

Chez S.aureus, le relargage de grandes quantités de peptidoglycanes lors d’infection locale
provoque un chimiotactisme des cellules phagocytaires et une libération de cytokines (Chaby,
2010), ce qui entraine l'activation du systeme du complément et I'agrégation plaquettaire
(Lowy, 1998).
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1-1-2- L’acide teichoiques (polysaccharide A)

Ce sont des polymeéres linéaires de ribitol ou de glycérol, représentant environ 40% du poids
de la paroi bactérienne (Bosgiraud, 2003). Les acides teichoiques jouent un grand rdle dans les
interactions entre les bactéries et les cellules et dans la fixation des bactériophages. lls sont
impliqués dans l'activation du complément et I'adhésion aux surfaces muqueuses (Aly et Levit,
1987). lls contribuent a la colonisation nasale en se liant aux cellules épithéliales (Bhunia, 2008)
et peuvent entrainer une hypersensibilité (Le Minor et Veron, 1982). L’acide teichoique est
responsable de la résistance aux lysozymes et aux peptides antimicrobiens ainsi que de I'évasion
de la réponse immunitaire de I'hdte. Outre que la fermeté et I'élasticité de la paroi cellulaire, le
peptidoglycane et ’acide teichoique ont d'autres activités biologiques telles que I’activation du
complément et la stimulation de la production d'anticorps (Biljana et al, 2015).

1-1-3- La capsule

Constituée d’un polymeére de nature polysaccharidique, codée par le géne cap (Smeltzer,
2009 ; Boisset et Vandenesch, 2010). Ces polysaccharides permettent aux S. aureus de résister
a la phagocytose et empéchent 1’opsonisation par les neutrophiles (Thakker et al, 1998).
Environ 90% des souches de S. aureus produisent cette capsule, on retrouve dans sa
composition des dérivés osidiques (galactose, fructose, mannose...), ainsi que des acides
aminés. Plusieurs études s’accordent a dire que la production de la capsule est maximale en
phase post-exponentielle (Vieu, 2014).

1-2-  Les protéines de surface
1-2-1- Les MSCRAMM

S. aureus possede un ensemble de molécules d’adhésion reliées au peptidoglycane par des
liaisons covalentes appelées MSCRAMM (Microbial Surface Components Recognizing
Adhesive Matrix Molecules) (Boisset et Vandenesch, 2010). Ces composants extracellulaires
se lient aux protéines de la matrice extracellulaire lors de la pathogenése de S. aureus (Projan
et Novick, 1997). La plupart de ces protéines jouent un rdle dans la colonisation des tissus
(Boisset et VVandenesch, 2010). Les MSCRAMM les plus étudiées sont les protéines de liaison
a la fibronectine (FNBBA et FnBPB), la protéine de liaison au collagéne (Cna) et les protéines
de liaison au fibrinogéne (CIfA et CIfB) (Menzies, 2003), ainsi que les Bap (Biofilm
associatedproteins), responsables de la formation du biofilm bactérien et la colonisation des
glandes mammaires (Bhunia, 2008). La fibronectine et le fibrinogene sont des glycoprotéines
présentes sous forme soluble dans le plasma et insoluble dans la matrice extracellulaire. Les
FnBP et les CIf jouent un réle dans 1’adhésion des cellules bactériennes aux cellules de 1’hote,
mais également sur les biomatériaux (Menzies, 2003).

1-2-2- Les SERAM

Des recherches ont montré la présence d’un autre mécanisme d’adhésion qui se base sur des
adhésines sécrétées vers le milieu extérieur appelées SERAM (Secretable Expanded Repertoire
Adhesive Molecules) (Smeltzer, 2009).
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Les SERAM regroupent les Eap (Extracellular adherence protein), Emp (Extracellular
matrix binding protein), Efb (Extracellular fibrinogen binding protein) ainsi que la coagulase
(Chavakis et al, 2005). Toutes ces protéines se fixent par des liaisons non covalentes aux
protéines de la matrice extracellulaire, puis elles sont reconnues par des récepteurs spécifiques
présents a la surface de la bactérie (Boisset et Vandenesch, 2010). C’est des protéines
d’adhérence qui sont presque omni présentent chez les souches de S. aureus et semblent jouer
un réle de déterminants de la virulence dans des infections chroniques a S. aureus (Lee et al,
2002).

1-2-3- La protéine A

La protéine A est I’une des protéines de surface majeure chez S. aureus de 42KDa, que I’on
qualifie de facteur de virulence pléiotropique, a cause de la diversité des interactions existant
avec I’hote, qui est a la fois sous forme secrétée ou associée a la paroi (Boisset et Vandenesch,
2010). C’est une holoprotéine insoluble a I’ état natif, caractéristique de S. aureus (Foster, 1994).
Elle a la capacité de se lier a la région Fc de l'immunoglobuline G (IgG) et d’inhiber
I'opsonisation et la phagocytose des microorganismes par les cellules polynucléaires et
I'activation du complément (Biljana et al, 2015). De plus, la protéine A possede plusieurs
propriétés biologiques et semble intervenir dans le pouvoir pathogéne ; elle interfere avec le
systéeme immunitaire (Boisset et Vandenesch, 2010).

2- Les substances élaborées par Staphylocoque aureus
2-1-  Lesenzymes

2-1-1- La coagulase libre

Cest une exo-enzyme coagulant le plasma d'homme ou de lapin. C'est une protéine
thermostable, toujours produite par les souches de S. aureus (et non produite par S. epidermidis
et S. saprophyticus) (Le Minor et Veron, 1990). Elle parait étre d’origine chromosomique qui
agit en présence d’un facteur qui est une globuline voisine ou identique a la prothrombine (Brun
et al, 2003). Ainsi, elle active la prothrombine en thrombine, cette derniére activée agit sur le
fibrinogene qu'elle transforme en fibrine. La coagulation induite par la coagulase entraine
I’accumulation de fibrine autour de la bactérie, la rendant inaccessible au systéme de défense
de I’hote, ce qui empéche la phagocytose (Madigan et Martink, 2007).

2-1-2- La catalase

C’est une enzyme qui convertit le peroxyde d’hydrogéne (H20.) accumulé dans la cellule,
résultant du métabolisme ou lors de la phagocytose, en molécule d’eau et d’oxygene
(Bercheetal, 1988). Elle inhibe la bactéricidie intra-leucocytaire en empéchant la formation de
radicaux oxygénés toxiques pour la bactérie par les globules blancs (ElKouri et al, 1998). Par
conséquent, la catalase donne une protection pour le germe a Dintérieur des cellules
phagocytaires, en lui permettant d’échapper au systéme immunitaire (Tally, 1993 ; Pancholi,
2002).

10
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2-1-3- La protéase

La majorité des souches de S. aureus sont productrices de protéases sous forme de pro-
enzymes inactives, nécessitant un clivage pour qu’elles soient actives. On distingue trois
catégories de protéases, les sérine-protéases, les cystéines-protéases et les métallo-protéases
(Boisset et Vandenesch, 2010). Elles hydrolysent certaines protéines, telles que la
staphylokinase, et contribuent a la destruction du caillot et a la formation de microemboles
bactériens, responsables de métastases septiques (Mariani-Kurkdjian et Bingen, 2003).

2-1-4- L’hyaluronidase
C’est une enzyme thermolabile, agissant a un pH acide, qui hydrolyse 1’acide hyaluronique,
substance fondamentale du tissu conjonctif (Foster et Devitt, 1994). Elle joue un role pathogéne
en favorisant la diffusion de Staphylocoque dans le tissu conjonctif (Le Minor et Veron, 1982).
2-1-5- Les staphylokinases (fibrinolysines)

La staphylokinase est une enzyme impliquée dans 1’activation du plasminogéne en plasmine
conduisant a la dislocation du thrombus riche en bactéries (Bokarewaetal, 2006). Cette protéine
posséde la propriété de cliver les IgG et le fragment C3b du complément qui vont se fixer a la
paroi bactérienne et empécher par la suite la phagocytose (Foster, 2005). Ainsi, elle contribue
aux métastases septiques (Pancholi, 2002).

2-1-6- Desoxynucléase thermostable

La desoxynucléase est une enzyme thermostable responsable de I’hydrolyse de I’ADN des
cellules de I’hote. C’est une thermo-nucléase produite par toutes les souches de S. aureus
(Bosgiraud, 2003).

2-1-7- Lipase

La plupart des souches de S. aureus produisent des enzymes capables de métaboliser les
graisses cutanées et joue un rdle dans la dissémination de I’infection, favorisant ainsi la survie
des staphylocoques (Kapral et al, 1992).

2-2-  Toxines
2-2-1- Les hémolysines

S. aureus synthétise quatre types d’hémolysines, mais la plupart des souches sécrétent les
hémolysines (toxines) alpha, béta et delta (Piémont, 2003).

2-2-1-1- L’alpha-hémolysine
C’est une toxine de 31 kDa qui est sécrétée en fin de la phase exponentielle de croissance
par 80 & 90 % des souches de S. aureus (Valeva et al, 2006). L’activité hémolytique de 1’alpha-
toxine a été mise en évidence chez le lapin.

En effet, les globules rouges de lapin sont beaucoup plus sensibles a I’action lytique de cette
toxine que les globules rouges humains. Les monoméres de 1’alpha-toxine s’oligomérisent a la
surface membranaire des cellules cibles et forment un pore heptamérique. Celui-ci induit des

11
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perturbations au niveau de la perméabilité membranaire, notamment des échanges Na*/K". Les
consequences cellulaires sont une libération massive de molécules pro-inflammatoires. Apres
activation calcique, I’alpha-hémolysine peut également induire une augmentation du
métabolisme de 1’acide arachidonique, I’augmentation de cet acide est a I’origine de la synthese
de prostaglandines, de leucotriénes (Vincenot et al, 2008).

2-2-1-2- La béta-hémolysine

I1 s’agit d’une protéine de 26 a 38 kDa, produite majoritairement par des souches animales
(Le Minor et Veron, 1982 ; Boisset et Vandenesch, 2010). C’est une phospholipase de type C,
thermolabile, son poids moléculaire est de 26000-38000Da (Dinges et al, 2010). Elle cible les
membranes riches en lipides. Elle provoque une lyse des érythrocytes et des cellules
mononuclées, et également une importante réponse inflammatoire responsable de la
pathogénicité (Dubas, 2008).

2-2-1-3- La delta-hémolysine

Cette toxine est constituée d’un peptide de 26 acides aminés, exprimée par la majorité des
souches de S. aureus (Dubas, 2008). Cette toxine thermostable a un PM de 103000Da, elle est
composée de petites sous unités, contient des acides aminés hydrophobes et hydrophiles, et elle
est faiblement antigénique (Le Minor et Veron, 1982 ; Biljana, 2015). Elle est produite a la fin
de phase exponentielle de croissance et le gene codant son expression fait partie du locus agr
(accessory genere gulator). Elle est capable de lyser de nombreuses cellules sanguines, ainsi
que des vésicules synthétiques (Vincenot et al, 2008).

2-2-2- La leucocidine de panton et valentin (LPV)

La LPV est la premiere leucotoxine a étre purifiée et caractérisée (Prévost et al, 1995). Le
géne codant la LPV est porté par un bactériophage (Kaneko et al, 1996). Le spectre d’activité
Iytique de cette toxine est restreint aux monocytes, aux macrophages, aux polynucléaires
neutrophiles et aux métamyélocytes ; les érythrocytes ne sont pas lysés (Prévost et al, 2001).
L’émergence de souches communautaires de S. aureus productrices de LPV et résistantes a la
méticilline, désignées par I’acronyme anglais « CA-MRSA » (community-acquiredmeticillin-
resistantS. aureus), est décrite dans de nombreux pays. Les CA-MRSA sont isolés lors de cas
de pneumonie nécrosante, mais aussi au cours d’infections cutanées sévéres chez des sujets
jeunes (Vandenesch et al, 2003 ; Said-Salim et al, 2003).

2-2-3-Exfoliatine ou épidermolysine

Trois types d’épidermolysines caractérisés : ETA, ETB et ETD. Elles sont des sérines
protéases (Nishifuji et al, 2008). Elles ont des identités de séquences peptidiques comprises
entre 40 et 50 %, mais présentent la méme spécificité et des toxicités voisines, bien que n’ayant
pas ou peu d’antigénes communs. Avec un support bactériophagique pour la premiére, un
support plasmidique pour la seconde et une localisation dans un Tlot de pathogénicité bordé par
la séquence d’insertion IS256 pour la troisieme (Vincenot et al, 2008). Ces toxines sont
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majoritairement produites par des souches staphylococciques du groupe phagique Il (Prévost et
al, 2003).

Ces épidermolysines ETA, ETB et ETD clivent spécifiqguement les sites de liaisons du
glutamate. Leur cible épithéliale est une protéine de jonction cellulaire de la famille des
cadhérines, la desmogléine 1, constituant des desmosomes (Nishifujietal, 2008). Les
épidermolysines auraient également une activité superantigénique induisant une activation
lymphocytaire (Vincenot et al, 2008).

2-2-4- Entérotoxines staphylococciques

Elles appartiennent a la famille des exoprotéines pyrogéniques produites par certaines
souches de S. aureus et de Streptococcus pyogenes (Charlier et al, 2010 ; Kadariya et al, 2014).
Ce sont des exotoxines protéiques relativement thermostables et résistantes aux enzymes
digestives, agissant sur les récepteurs neurovégétatifs mésentériques (Avril et al, 2000). Elles
sont riches en lysine, acide aspartique, acide glutamique et tyrosine. La plupart possédent un
pont disulfure nécessaire a leur conformation et probablement impliqué dans I’activité émétique
(Hennekinne, 2009). Ces exotoxines ont été traditionnellement subdivisées en type classique
SEA a SEE et de nouveau type SEG a SEV2 ont été apparu (Hannekine et al, 2010). En 2004,
le comité international de nomenclature des superantigéenes staphylococciques a proposé une
nouvelle nomenclature pour les entérotoxines de S. aureus. Elle stipule que, si la toxine posséde
une activité émétique prouvee, elle est désignée par le préfixe SE (staphylococcal enterotoxin).
si ’activité émétique est absente ou n’est pas prouvée, elle est désignée par SEI (staphylococcal
enterotoxin-like toxin) (Boisset et Vandenesch, 2010). Les ES possédent également une activité
superantigénique qui est une activité biologique pyrogéne et provoquent une
immunosuppression et une prolifération non-spécifiques de lymphocytes T. Les activités super-
antigéniques et émétiques correspondent a deux fonctions séparées localisées sur deux
domaines de la protéine (Dinges et al, 2000 ; Hovde et al, 1994). Néanmoins, il existe une forte
corrélation entre ces activités puisque, dans la plupart des cas, des mutations génétiques
aboutissant a une perte d’activité super-antigénique aboutissent aussi a la perte d’activité
émétique. A ce jour, plus de 23 SE différents sont connus, et deux nouveaux génes appelés
sel26 et sel27 codes pour deux nouvelles entérotoxines staphylococciques sont cités par Zhang
et al, (2018). Leurs identités de sequence d'acides aminés sont tres variables, allant de 21% a
83%. Cependant, 11 a 15% de résidus au total conservent les propriétés biologiques et
fonctionnelles communes, en particulier pour atténuer I’activité émiétique et / ou la
superantigénicité (Liu, 2015).

Ces entérotoxines agissent directement sur les récepteurs neuronaux du systéeme gastro-
intestinal (De Buyser, 1996), ce qui provoque I’envoi d’un signale nerveux a travers les nerfs
vague et sympathique qui déclenchent le centre vomitif du cerveau (Argudin et al, 2010). Apreés
un temps d’incubation court (1 a 6 h), elles provoquent des crampes abdominales douloureuses,
des vomissements, des diarrhées, mais pas de fievre (Vincenot et al, 2008).

Les genes spécifiant les ES ont des supports génétiques divers dont la caractéristique
commune est d’appartenir a un élément génétique mobile. lls peuvent étre portés par des
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plasmides (seb, sed, sej, ser, ses, set) (Omoe et al, 2002 ; Ono et al, 2008), par des phages
(tempéré pour sea ou defectif pour see) (Couch et al, 1988), par des Tlots génomiques (seb, sec,
seg, seh, sei, sek, sel, sem, sen, seo, sep et seq). Le géne sec peut également se trouver sur un
plasmide ou un flot de pathogenicité selon la provenance de I’isolat (Fitzgerald et al, 2001). La
localisation de ces genes sur des eléments génétiques mobiles peut entrainer un transfert
génétique horizontal entre les souches de S. aureus (Hennekinne, 2009).

2-2-5-Superantigenes

Un superantigéne est une protéine bactérienne capable d’établir une interaction entre la
molécule de CMH de classe Il du macrophage et la chaine V-béta du recepteur cellulaire des
lymphocytes T (TCR) (Schlievert et Cas, 2007; Fraser et Proft, 2008). Cette liaison entraine
I’activation non spécifique et la prolifération des cellules T ainsi qu’une sécrétion massive
d’interleukines. Cette activation massive cause le syndrome de choc toxique (Le Loir et al,
2003; Charlier et al, 2010; Hennekinne et al, 2012). Ce dernier est d0 a la synthése par les
Staphylocoques d’une exotoxine appelée toxine du choc toxique staphylococcique (TSST-1) a
activité superantigene (Madigan et Martinko, 2007). C’est une maladie multi-systémique
caractérisée par : fievre, hypotension, érythrodermie, vomissement, diarrhée, insuffisance
rénale, céphalée et conjonctivite. (Biljana et al, 2015).
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Figure 03 : Mode d’action des superantigénes (Bonacors, 2014).
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Tableau Il : Quelques facteurs de virulence de S. aureus (Malachowa et De Leo, 2010).

Toxine/facteur de virulence (gene)

Pouvoir pathogéne/mécanisme d’action

TSST-1 (tst).

Provoque le syndrome de choc toxique.

Staphylokinase (sak).

Destruction  protéolytique  du  tissu
hote; active la conversion du plasminogéne en
plasmine; inhibe I'opsonisation par dégradation
des 1gG et C3b, favorise la résistance aux
défensives.

Leucocidine Pantone-Valentine (lukF - PV,
IukS - PV).

Toxine leucocytaire formant des pores, liée
épidémiologie a des infections nécrotiques.

a-hémolysine (hla)

Toxine cytolytique formant des pores.

Toxine exfoliative A, B et D (eta, etb, etd).

Cause le syndrome de la peau échaudée a
staphylocoques (SSSS), la maladie de Ritter et
I'impétigo bulbeux chez les nouveau-nés.

Entérotoxines.

Provoque une intoxication alimentaire.

Protéine d'adhésion Bap (bap).

Adhésion spécifique a la muqueuse

mammaire bovine.

Protéine de type sérine protéase (spl).

Réle hypothétique dans la virulence.

Protéine de surface sensible a la plasmine
(pls).

Diminue le caractére invasif des souches de
SARM, agit comme une adhésine.

Protéine A (spa).

Invasion des défenses de I'hote.

3- Infections staphylococciques

S. aureus est typiquement porté de fagon asymptomatique par I’homme et les animaux.
Cependant, il est responsable d’une large gamme d’états pathologiques nécessitant un
traitement. La nature et I'étendue de la maladie dépendent des caractéristiques de la souche
infectante, la susceptibilité de 1’hote et la voie d'entrée. S. aureus peut étre responsable de deux
types d’infections : les infections suppuratives et les toxémies staphylococciques (Corne, 2004;

Proctor et al, 1998).
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3-1- Infections suppuratives

Les infections les plus courantes sont les infections de la peau et des tissus mous incluant :
les folliculites (infection limitée au follicule pileux), impétigo (infection cutanée fréquente chez
I'enfant), furoncles (infection nécrotique profonde de follicule pileux), anthrax (groupe de
furoncles), panaris, cellulites ou les sinusites et les otites. Il s‘agit le plus souvent d‘auto-
infestations (Cunningham et al, 1996 ; Cohen, 2007).

Ces infections se compliquent parfois par I’extension locorégionale de I‘infection, ou par la
diffusion hématogéne de la bactérie. S. aureus peut alors étre responsable de septicémies,
d‘endocardites, de pneumopathie, d‘ostéomyélites, d‘arthrites, de méningites ou d‘infection
urinaire (Nauciel et Vilde, 2005)

3-1-1- Les toxémies staphylococciques

S. aureus peut étre responsable des infections toxiques staphylococciques qui regroupent le
choc toxique staphylococcique, la maladie exfoliante généralisée, les toxi-infections
alimentaires, la pneumonie nécrosante (Dinges, 2000).

Tableau I11 : Infections toxiques staphylococciques (Ghernaout-Benchouk, 2013)

Infections Toxines

Choc toxique staphylococcique Toxine du choc toxique staphylococcique 1 (TSST-1).
Entérotoxines staphylococciques.

Maladie exfoliante généralisée Exfoliatines.
Toxi-infection alimentaires Entérotoxines staphylococciques.
Pneumonie nécrosante LPV.
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Chapitre 111 : Résistance de Staphylococcus aureus aux antibiotiques
1- Historique

En 1928, Alexander fleming découvrait que la croissance bactérienne pouvait étre inhibée
par la présence d’un champignon filamenteux du genre Penicillium. En 1942, la pénicilline fut
utilisée pour la premiére fois dans la prévention des infections a staphylocoques chez les brulés
a Boston. La résistance des staphylocoques vis-a-vis de la pénicilline est apparue 15 ans apres
(Gaudyet Buxeraud, 2005). En 1959, la Méthicilline a été utilisée pour le traitement des
infections staphylococciques, un an plus tard les premiéres souches hospitalieres de S. aureus
résistantes a la Méticilline (SARM) sont apparues dans un hopital en Grande Bretagne
(Dumitrescu et al, 2010).

2- Définition des antbiotiques

Les antibiotiques sont des molécules d’origine naturelle ou synthétique, possédant la
propriété de tuer (bactéricide) ou de limiter la croissance (bactériostatique) des bactéries. Une
grande majorité de ces molécules a été découverte dans les années 1940 jusqu’aux années 1960,
I’age d’or de la découverte de antibiotiques (Couderc, 2015).

3- Principales familles d’antibiotiques et leur mode d’action

A partir de la decouverte de la pénicilline, les découvertes de molécules nouvelles se sont
succédé¢. L’abondance de ces derniéres a rendu nécessaire leur classification en familles et sous-
familles. Toutefois, les antibiotiques ont été classés en fonction de leur mode d’action.

On distingue quatre catégories de molécules selon Tandé (2005).

3-1- Antibiotiques inhibant la synthese de la paroi bactérienne
e [-lactamines
e Glycopéptides
e Fosfomycine

3-2- Antibiotiques inhibant la synthese des protéines

e Aminosides
e Macrolides

e Tétracyclines
e Rifampicine

3-3- Antibiotiques inhibant le fonctionnement de I’acide désoxyribonucléique

e Quinolones
e Imidazolés
e Sulfamides/triméthoprime
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3-4- Antibiotiques entrainant la destruction de la membrane cytoplasmique

Polymyxines

Les différents modes d’action des antibiotiques sur S. aureus sont élucidés dans la figure 04.

3 3 4 Fonctionnement de ['acide
Synthése de la paroi

5 désoxyribonucléique
bactérienne >

p-lactamines _ hmzd 010;1.6 *
Glycopéptides o aZdeES
Fosfomycine i

DNA S
THF
Synthése de l'acide folique ___ 1 MRNA———
Sulfonamide
Triméthoprime Ribosomes
==
AoAe
Membrane ——
cytoplasmique
PABA [aigy : b
Synthése des protéines
Structure de la membrane Ammos.ldes
cvtoplasmique Paroi bactérienne Macrolides
) Tétracycline
Polymyxines Rifampicine

4-

Figure 04 : Différents modes d’action des antibiotiques (Medigan et al, 2000).
Principaux modes de résistance des bactéries

La connaissance des mécanismes de résistances et leur compréhension doivent permettre

une meilleure utilisation des antibiotiques dans le but de limiter 1’émergence des souches
résistantes et éviter ’apparition de nouveaux mécanismes de résistances. Dans ce qui suit le
différent mode de résistance selon Tandé (2005).

4-1- Phénomenes d’imperméabilité

Pour qu’un antibiotique soit actif il doit pénétrer jusqu’a sa cible. Cela suppose qu’il doit
traverser les divers obstacles présents chez les bactéries. Ces obstacles varient selon la
localisation de la cible et selon le type bactérien (Gram positif ou Gram négatif) et se présentent

comme suit :

La capsule ;

La membrane externe ;

L’espace péri-plasmique ;
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Le peptidoglycane ;
La membrane cytoplasmique.
4-2-Phénoméne d’efflux

Outre que I’'imperméabilité, ce mécanisme explique la non accumulation a I’intérieur de la
bactérie ; c’est I’excrétion. L’antibiotique rentre dans la bactérie mais avant qu’il puisse se fixer
sur sa cible il est pris en charge par des protéines membranaires et excrété vers I’extérieur de la
bactérie, ces protéine sont connues sous le terme de pompes a efflux ou transporteurs actifs. Ce
systéme fonctionne avec une protéine de la membrane cytoplasmique qui est le transporteur ou
pompe, une protéine de la membrane externe qui forme le canal d’excrétion et une protéine
périplasmique chargée d’assurer les liaisons entres les précédentes. Certains de ces
transporteurs sont trés spécifiques et on les appelle pompes SDR (pour specificdrug-resistance),
alors que d’autres agissent sur une multitude de molécules et on les nomme pompes MDR (pour
multiple-drug-resistance). Les pompes SDR, généralement responsables de hauts niveaux de
résistance et dont les genes sont portés par des éléments génétiques mobiles, alors que les
pompes MDR sont responsables de bas niveaux de résistance et dont les genes sont
fréguemment chromosomiques. (Muylaert et Mainil, 2012).

4-3-Défaut d’affinité

Apres la pénétration de I’antibiotique, il existe une étape de reconnaissance de la cible.
C’est a ce niveau qu’intervient ce type de résistance. Il s’agit :

- Soit d’une résistance naturelle avec la mauvaise affinité de certains antibiotiques pour
les cibles ;

- Soit d’une résistance acquise avec modification des cibles et perte d’affinité des
antibiotiques pour ces cibles.

4-4- Résistance par modification enzymatique

C’est le type de mécanisme le plus important. Plusieurs classes bactériennes et
pratiquement toutes les especes bactériennes sont concernées. Pour étre actif, I’antibiotique doit
arriver intacte a sa cible. Lorsqu’il ya modification de I’antibiotique par des enzymes présentes
dans la bactérie a quelques niveau que ce soit, la forme modifiée de la molécule d’antibiotique
est le plus souvent inactif. Ces enzymes se rencontrent de facon naturelle ou acquise chez les
bactéries d’intérét clinique.

5- Mode d’action des antibiotiques et mécanismes de résistances chez staphyloccocus
aureus
5-1- Résistance aux béta-lactamines

Les béta-lactamines sont des antibiotiques bactéricides temps-dépendants, actifs sur les
bactéries en phase de croissance (Cattoir et Leclercq, 2012).Toutes les molécules appartenant
a cette famille ont le méme mécanisme d’action (Daurela et Leclercga, 2008). Elles agissent en
inhibant les enzymes appelées « protéines liant les pénicillines » ou PLP qui sont impliquées
dans la biosynthese et le remaniement du peptidoglycane.
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Les béta-lactamines présentent une grande analogie structurale avec les motifs D-Ala-D-
Ala des précurseurs du peptidoglycane, pour cela chez S. aureus, Dactivité anti
staphylococcique d’une béta-lactamine est corrélée avec 1’affinité pour la fixation a la PLP
(Cattoir et Leclercq, 2012). La fixation des béta-lactamines a ces cibles entraine 1’absence de
polymérisation du peptidoglycane et la synthése par la bactérie d’autolysines conduisant a sa
mort (Daurela etLeclercga, 2008).

Chez les staphylocoques, existe deux mécanismes de résistance aux béta-lactamines : la
production de béta-lactamase et la modification de la PLP (Cattoir et Leclercq, 2012).

> Production de béta-lactamases

Les béta-lactamases sont un groupe hétérogeéne d’enzymes d’origine bactérienne
(Cavallo, 2004) codée le gene blaz, qui est présent chez 90 % des souches de S. aureus capables
d’inactiver les béta-lactamines (Cavallo, 2004) en se fixant au niveau du cycle béta-lactame.
Ceci correspond sensiblement a la réaction qui a lieu entre les béta-lactamines et le site actif
des PLP. La différence majeure étant que cette réaction est irréversible (ou tres lentement
réversible) avec les PLP alors qu’elle est réversible (beaucoup plus rapide) avec les béta-
lactamases (Cattoir et Leclercq, 2012).

La bactérie peut modifier le type de béta-lactamase produite, en incorporant de nouveaux
genes ou en modifiant par mutation des geénes existants, dans le cas d’introduction d’une
nouvelle béta-lactamine résistante aux béta-lactamases (Cavallo, 2004).

» Modification de la cible des béta-lactamines (PLP)

Ce mecanisme de résistance requiert la présence d’un géne mecA ou mecC, porté sur un
élément génétique mobile (SCCmec), ce gene code pour le déterminant-clé de cette résistance
qu’est la PLP2a, qui présente une faible affinité pour les béta-lactamines, et qui assure 1’activité
trans-peptidase nécessaire a la synthése du peptidoglycane en présence de concentrations de
béta-lactamines qui inhibent les autres PLP normalement produites par S. aureus (Hiramatsu et
al, 2002).

5-2- Résistance aux glycopeptides

Les glycopeptides (la vancomycine et la teicoplanine), sont des antibiotiques exercant un effet
bactéricide lent (Tankovic et al, 1997). lls agissent sur la synthese du peptidoglycane, en utilisant
une caracteristique des précurseurs de ce dernier qui est de comporter un acyl-D-alanyl-D-alanine
a leur extrémité (Daurela et Leclercqa, 2008). Les glycolpeptides se lient par des liaisons
hydrogene aux D-Ala-D-Ala terminaux des précurseurs pentapeptidiques avec une haute affinité
bloquant ainsi I’addition des précurseurs par transglycosylation a la chaine du peptidoglycane
naissant et prévenant les étapes ultérieurs de polymérisation catalysées par les D,D-
transpeptidase, ceci aboutit a I’accumulation cytoplasmique de précurseurs (Leclercq, 2012).

La résistance aux glycopepetides est due a la présence d’opérons qui spécifient des enzymes
pour la synthése de précurseurs de faible affinité dans lesquels le D-Ala C-terminal est remplacé
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par un D-lactate (D-Lac) ou une D-serine (D-Ser) et I’élimination des précurseurs de haute
affinité produits par la bactérie hote. Les S. aureus résistant a la vancomycine (VRSA), sont des
souches ayant acquis 1’opéron vanA d’entérocoques porté par des plasmides d’ou vient leurs
résistances au glycopeptides (Leclercq, 2012).

5-3-Résistance aux aminoglycosides

Les aminoglycosides sont des antibiotiques hydrosolubles de type cationique, tres stables, a
spectre large (Bismuth et Courvalin, 2012). lls inhibent la synthése protéique en se fixant sur la
sous-unité 30S du ribosome bactérien (Daurela et Leclercga, 2008).Leur utilisation répond au
souhait d’obtenir une synergie bactéricide avec un inhibiteur de la paroi bactérienne
(glycopeptide ou béta-lactamine) (Leclercq, 2002). Chez S. aureus, la pénétration de ces
molécules est selon un processus actif requérant de 1’énergie (Tankovic et al, 1997).

La résistance acquise des staphylocoques aux aminosides est surtout due a la production
d’enzymes inactivatrices. Ces enzymes sont divisées en trois classes selon la réaction catalysée :
r aminoside N-acétyltransférase (AAC) : acétylation d’un groupement -NH2 ; r aminoside O-
phosphotransférase (APH) : phosphorylation d’un groupement —OH ; r aminoside
nucléotidyltransférase (ANT) : nucléotidylation d’un groupement —OH (Daurela et Leclercqa,
2008). La syntheése de ces enzymes est sous le controle des génes endogénes plasmidiques ou
transposables (Bismuth et Courvalin, 2012).

5-4- Résistance aux macrolides, lincosamides et streptogramines (MLS)

Les macrolides, lincosamides et streptogramines (MLS) sont des antibiotiques distincts
chimiquement mais rassemblés dans un méme groupe (Leclercq, 2012). Les macrolides
présentent une structure chimique commune constituée d’un macrocycle avec des fonctions
lactones, les lincosamides sont composés de la lincomycine et de la clindamycine et les
streptogramines qui sont une association des deux composeés, le composé A (dalfopristine) et le
compose B (quinupristine) (Daurela et Leclercga, 2008). Les MLS sont des inhibiteurs de la
synthése protéique qui agissent lors de I'élongation des chaines peptidiques (Tankovic et al,
1997), en se fixant sur la sous-unité 50S du ribosome bactérien (Leclercq, 2012). Les macrolides
et lincosamides exercent une activité bactériostatique vis-a-vis des staphylocoques (Tankovicet
al, 1997), qui n’est pas le cas pour les streptogramines qui est bactéricide (Daurela et Leclercqa,
2008). Chez les staphylocoques, la résistance est croisée entre les macrolides, les lincosamides
et les streptogramines B, car ces antibiotiques ont des sites de fixation communs. La résistance
est due a la méthylation d’une adénine de I’ ARN ribosomal 23S, la méthylation de cette adénine
qui joue un role clé dans la fixation des macrolides empéche la liaison de ces molécules a leur
cible. Cette résistance est codée par des génes erm (erythromycin ribosome methylase). Chez S.
aureus, les deux principaux genes identifiés sont erm (A) et erm (C).

Le mécanisme de résistance le plus important chez S. aureus est la présence d’une pompe
ATP-dépendante codée par le gene plasmidique msrA qui va conférer une résistance par efflux
aux macrolides ainsi qu’aux streptogramines B (Daurela et Leclercqa, 2008). Tandis que, la
modification de la cible par mutation de protéines ribosomales est rare chez les staphylocoques
(Leclercq, 2012).
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5-5- Résistance aux quinolones

Les quinolones sont des inhibiteurs de ’ADN gyrase comoposée de deux sous-uUnités
GyrA et GyrB (Enguhard, 2005 ; Gueiffier, 2005), qui catalyse le surenroulement négatif de
I'ADN, et de I’ADN topo-isoméraselVV composée de deux sous-unités ParC et ParE, qui est
responsable de la décaténation des chromosomes au cours de la réplication (Luttinger, 1995).
En se liant aux complexes ADN-topoisomérase, les quinolones induisent un changement de
conformation de 1’enzyme et bloquent le processus de coupure-ligation de brin d’ADN. Ce
blocage inhibe de facon réversible la croissance bactérienne (Varon, 2012).

L’acquisition de la résistance chez S. aureus est liee a deux mécanismes le premier étant
la survenue de mutations chromosomiques dans les génes gyrA et parC (Ferrero, 1995), le
second est un systéme d’efflux actif grace a une protéine transmembranaire codée par le gene
chromosomique norA (Quincampoix et Mainardi, 2001).

5-6- Résistance aux tétracyclines

Les tétracyclines sont des antibiotiques bactériostatiques a large spectre, actifs sur les
bactéries a Gram positive. Ces molécules ont été largement prescrites en thérapeutique humaine
et vetérinaire. Elles sont des inhibiteurs de la phase d’élongation de la synthése protéique, elles
se fixent sur la sous-unité 30S du ribosome et aux nucléotides de I’ARN; 16S, pour empécher
la fixation de I’aminoacyl ARN; (Tazi et Poyart, 2012).

La plupart des méthodes de résistance sont causées par un efflux actif de tétracycline
(vandendriessche et al, 2011). La résistance chromosomique a la tétracycline peut se développer
pendant le traitement, ce risque peut étre réduit en utilisant plusieurs antimicrobiens (Schwarz
et al, 2004 ; Schwarz et al, 2006).

5-7- Résistance aux rifampicines

La rifampicine est un antimicrobien bactéricide semi-synthétique, il bloque l'initiation de la
transcription en inhibant sélectivement la synthése d'ARN messager par la liaison a la
transcriptase (ARN polymérase ADN-dépendante). La liaison est steechiométrique et le site de
fixation est localisé dans la sous-unité B de cette protéine (Tankovic et al, 1997).

Plusieurs études ont montré que la résistance a la rifampicine pouvait rapidement résulter
de mutations du gene rpoB. Jusqu'a présent, de nombreuses mutations de ce géne ont été
détectées dans des isolats cliniques de S. aureus provenant d’humains ou de souches de
laboratoire (Villar et al, 2011; Zhou et al, 2012). En revanche, peu d'informations sont
disponibles sur S. aureus résistant a la rifampicine provenant d'animaux (Li et al, 2016).Dans
le géne rpoB, les mutations observées se sont regroupées dans trois régions différentes.

Il est devenu évident que toutes les mutations n'avaient pas le méme effet sur les CMI de la
rifampicine et que des isolements occasionnels portant deux ou trois mutations de rpoB
présentaient des CMI plus élevées que les isolats présentant une seule mutation de rpoB (Aubry-
Damon et al, 1998; Villar et al, 2011 ; Li et al, 2016).
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5-8- Résistance aux sulfamides

Les sulfamides sont la premiére classe d'antimicrobiens développée, ils sont utilisés
depuis 1932 (Huovinen, 1995).1ls forment I’une des rares familles d’antibiotiques dont le
mécanisme d’action est ¢lucidé a I’échelle moléculaire (Bushby, 1983).Le mécanisme d’action
est lié a I’analogie des sulfamides par isostérie avec le PAB (acide para-amino-benzoique). Les
sulfamides se substituent a PAB et bloquent la dihydroptéroate-synthétase qui est une enzyme
indispensable a la formation du précurseur de certains acides aminés et de bases azotees, a
savoir, I’acide folique(Skdold, 2000) par compétition soit en créant un blocage enzymatique, soit
en étant utilisés a la place du PAB ;il se forme alors des produits anormaux ne permettant pas
la croissance bactérienne (Barret, 2005).

Chez S. aureus, la résistance aux sulfamides est fréquente (30 a 50 % des souches de S.
aureus sensibles a la méticilline et 80 a 95 % des SARM), souvent par modification de la cible
(Daurela et Leclercga, 2008).

5-9- Résistance a la méticilline (SARM)

S. aureus présente de nombreuses résistances vis-a-vis des antibiotiques notamment la
méticilline, premiere pénicilline semi synthétique non sensible aux pénicillinases (Luzar et al,
1990). Cependant, certaines souches ont développé une résistance connue sous le nom de
Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) (Freeman-Cook J et Freeman-Cook
D, 2006).

La résistance a la méthicilline chez S. aureus s'est developpée grace a l'acquisition du
géne mecA (Lambert, 2005). Ce géne code pour la protéine 2 a de liaison a la pénicilline qui
appartient a un groupe d'enzymes liées a la membrane qui catalysent la réaction de trans-
peptidation nécessaire a la réticulation de la couche de peptidoglycane (Grundmann et al, 2006).
Le complexe de génes mecA permet également la résistance croisée a des antibiotiques non
béta-lactamiques tels que I'érythromycine, la clindamycine, la gentamicine, le cotrimoxazole et
la ciprofloxacine en raison de la présence de sites d'insertion de plasmides et de transposons
(Chambers, 2001).

Derniérement, un nouveau géene du mécanisme de résistance a la méticilline, mecC, a été
décrit chez S. aureus (Porrero et al, 2014). Sa présence est décrite chez le bétail, les animaux
de compagnie, les animaux sauvages et les humains (Paterson et al, 2014). Initialement, les
souches de SARM n'étaient impliquées que dans les infections nosocomiales (HA-MRSA); plus
tard, un nouveau groupe de SARM, appelé SARM associé a la communauté (CA-SARM), est
apparu chez des individus en bonne santé sans lien avec le milieu hospitalier (Luini et al, 2015).

Cependant, outre que le secteur de la santé et la communauté, les SARM sont largement
répandus parmi le bétail et touchent plus de 40% des porcs allemands, 20% des bovins et 20 a
90% des dindons. C’est ce qui est connu sous le nom de LA- SARM (lIdelevich et al, 2015;
Kock et al, 2014).
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La diffusion internationale rapide et inter-especes a rendu les choses difficile & savoir sur
les forces de sélection responsables de I'apparition soudaine de ces bactéries dans les différents
réservoirs d'animaux. Cependant, il est raisonnable de penser que ces premiers rapports
sporadiques étaient dus a des souches d'origine humaine. La transmission zoonotique de
LAMRSA ST398 a des personnes exposees a des animaux est actuellement considérée comme
un risque important pour la santé au travail. La présence rare de LA-MRSA ST398 dans les
zones urbaines suggere que le role de la transmission d'origine alimentaire est négligeable (van
et al, 2007).

Divers types de preuves ont montré que la propagation du SARM chez I'hnomme est liée a
I'utilisation d'antimicrobiens, en particulier les antimicrobiens a spectre large tels que les
céphalosporines et les fluoroquinolones de troisieme génération (Fukatsu et al, 1997; Nicastr
et al, 2008).

L'utilisation vétérinaire de ces agents antimicrobiens aurait également pu jouer un réle dans
les récentes épidémies de SARM-LA. Une étude longitudinale réalisée dans des troupeaux
d’animaux a montré des taux de transmission plus élevés de LA-MRSA ST398 chez les porcs
traités avec des agents antimicrobiens, par rapport aux porcs non traités, ce qui suggere que
I'utilisation d'antimicrobiens pourrait favoriser la transmission du LA-SARM au sein des fermes
(Broens et al, 2012).

L'absence de contréle du SARM-LA peut avoir de graves conséquences cliniques et socio-
économiques. D'autre part, les stratégies d'intervention contre le SARM-LA chez les animaux
d'élevage peuvent avoir de graves conséquences économiques pour les agriculteurs et le secteur
de | a I'alimentation (Guardabassi et al, 2013).
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Tableau 1V : Principaux mécanismes de résistance selon la classe pharmacologique (Carle,

2009).

Antibiotiques

Résistance chromosomique

Résistance extra-chromosomique

Aminosides Réduction de la perméabilité, Inactivation par acétyltransférases,
Modification de la cible Nucléotidyltransférasesetphosphotransférases.
(protéine S12 sous-unité 30S).
[3-lactamines Réduction de la perméabilité, Inactivation par diverses R-lactamases ou
carbapénémases.
Baisse d’affinité des PLP,
Inhibition de synthese des PLP,
Synthese de nouvelles PLP,
Inactivation  enzymatique par
des céphalosporinases.
3-lactamines Inactivation par des Inactivation par B-lactamases hyperproductrices

et inhibiteurs de
3-lactamases

céphalosporinases
chromosomiques.

de et B-lactamases résistantes aux inhibiteurs.

Glycopeptides Modification de la cible,
Baisse d’affinité.
Macrolides Méthylation du ribosome bactérien (ARN
23S).
Chloramphénicol Réduction de la perméabilité. Efflux actif,

Inactivation par acétyltransférases.

Quinolones

Modification de la cible ADN-
gyrase ou topoisomérase 1V (gene
gyrA, gyrB ou parC) par mutation
spontanée,

Réduction de la perméabilité.

Rifampicine

Modification de la cible (ARN
polymérase ADN dépendante).

Sulfamidés

Réduction de la perméabilité,

Modification par mutation de
la dihydroptéroate synthétase.

Dihydroptéroate synthétase additionnelle sans
affinité pour sulfamidés.

Tétracyclines

Réduction de la perméabilité.

Efflux actif  spécifique.

Triméthoprime

Réduction de la perméabilité,

Mutation de

réductase.

dihydrofolate

Dihydrofolate réductase additionnelle

insensible au  triméthoprime.
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Chapitre I : Matériels et méthodes

1- Matériels

Autoclave (pbi international, Milano)

Bain-Marie (Memmert, Germany)

Balance électronique (Denver instrument, USA)

Bec Bunsen

Etuve microbiologique (Memmert, Germany)

Réfrigérateur (Essalem Electronics, Algérie)

Spectrophotometre (Medline, United Kingdom)

Vortex (Heidolph, Germany)

Verrerie et outils : boites de Pétri, tubes a essai, pipettes Pasteur, écouvillons, tubes a
hémolyse, anse a boucle, micropipette, embouts (0.1 et 1mL), spatules, Cryotubes,
cuves de spectrophotometre, flacons en verre, pince bactériologique.

Milieux de culture et réactifs

Disques d’antibiotiques (Liofilchem, Italy)

Bouillon Chapman (Conda Pronadisa, Espagne)
Bouillon Clark et Lubs (Institut Pasteur d’Alger, Algérie)
Bouillon cceur-cervelle (Biokar, France)

Eau distillée stérile

Eau physiologique stérile

Emulsion de jaune d’ceuf

Gélose a ADN (Conda Pronadisa, Espagne)

Gélose Baird Parker (Conda Pronadisa, Espagne)

Gélose Chapman (Conda Pronadisa, Espagne)

Gélose Muller-Hinton (Conda Pronadisa, Espagne)
Glycérol

HCI37% (MERCK, Germany)

Gélose TSYEA (Conda Pronadisa, Espagne)

Peroxyde d’hydrogene (H202) (Cosmania, Algérie)
Plasma humain (CHU, Tizi-Ouzou)

Téllurite de potassium (Institut Pasteur d’ Alger, Algérie)
Voges Proskauer 1 (VPI : NaOH 16%) et Il (VPII : o Naphtol 6%) (Institut Pasteur
d’Alger, Algérie).

Matériels biologiques

Souches de référence :
Staphylococcus aureus ATCC 43300.
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

La composition et la préparation des milieux de culture sont détaillées dans 1’annexe A.
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2- Meéthodes
2-1- Objectifs de I’étude

L’objectif principal de notre étude est I’isolement de souches de Staphylococcus aureus du
mucus nasal chez les bovins laitiers, les éleveurs (portage nasal) et a partir du lait cru produit
au sein de ces élevages laitiers. Le second objectif est la détermination du profil de résistance
des souches isolées vis-a-vis de quelques molécules d’antibiotiques utilisées en médecine
vétérinaire et en médecine humaine, et ceci dans le but de prévoir la présence de souches de S.
aureus résistantes a la méticilline (SARM) chez ces animaux de rente et de mettre en évidence
le risque sanitaire associé au contact de ces animaux avec les éleveurs (zoonose).

2-2- Durée et lieu de I’étude

Notre étude a été réalisée durant la période allant du mois de février au mois de mai 2019
au niveau du laboratoire de recherche de Biochimie Analytique et de Biotechnologie (LABAB)
de I"universitt MOULOUD MAMMERI, Tizi-Ouzou. Les préléevements ont été effectués au
sein de quatre élevages laitiers de la région de Tigzirt (Wilaya de Tizi Ouzou).

2-3- Types et natures des prélevements

Au cours de notre étude, 116 prélevements ont été réalisés et soumis a la recherche et
I’identification de S. aureus. Ces prélevements ont été réalisés a travers quatre élevages laitiers
de taille moyenne, situés dans la région de Tigzirt (Tizi Ouzou). lls comprennent 95
prélevements de la cavité nasale chez des vaches laitiéres saines, 4 prélevements chez des
éleveurs en contact avec ces animaux de rente et enfin 17 échantillons du lait cru (13
échantillons du lait individuel et 4 échantillons du lait de mélange). L’écouvillonnage est
effectué¢ chez des sujets sains, que ca soit chez les vaches (a ’exception d’une seule vache
souffrant d’une infection) et chez les €éleveurs. Toutes les vaches laitieres visées par cette étude
n’ont pas subi de traitement d’antibiotiques au moins d’une durée d’un mois. Plus
d’informations sont présentés dans le tableau V.

Tableau V : Informations Concernant Les Fermes Visitées et Les Prélevements Effectués

Fermes Localisation | Nombre Type Nombre de vaches Nombre Nombre
de de vaches écouvillonnées d’échantillons | d’éleveurs
vaches de lait
Ferme 01 Ichikar 25 | Montbéliarde 15 13 01
Ferme 02 Ichikar 20 | Montbéliarde 19 01 mélange 01
Ferme 03 | Thalatoghrast 30 | Montbéliarde 20 01 mélange 01
/ Holstein
Ferme 04 Tazrart 58 Holstein 41 01 mélange 01
01 vache
malade

Les prélevements nasaux des bovins et des éleveurs ainsi que la récolte des échantillons du
lait ont été réalisés dans les fermes visitées et représentées ci-dessus sous des conditions
contrdlées afin d’éviter le maximum de contaminants possibles.
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» Preélévement nasal chez les bovins

Les prélevements nasaux chez les vaches laitieres ont été realiseés comme suit :

-Laver les mains et porter des gants ;

-Contentioner I’animal ;

-Nettoyer les deux narines a I’aide de I’eau et une serviette propre ;

-Préparer les écouvillons (moyen de prélévement) et le bouillon Chapman (moyen de
transport) ;

-Introduire délicatement 1’écouvillon dans la narine et I’insérer a une distance de 10 cm pour
atteindre les meatus ventral et effectuer un mouvement de rotation dans la cavité nasal, avant
le retrait de 1’écouvillon. Cette opération est répétée de la méme maniére pour la deuxiéme
narine ;

-Mettre 1’écouvillon dans le bouillon Chapman ;

-ldentifier chaque tube ensemence.

Figure 05 : Ecouvillonnage nasal chez le bovin (photo personnelle).

> Prélévement nasal chez les éleveurs

-Appliquer le méme procédé d’écouvillonnage que chez les bovins et ceci apres avoir
expliqué aux éleveurs I’intérét que porte cette étude.

» Prélevement du lait de vache
Le prélévement du lait chez les vaches laitiéres a été réalisé comme suit :

-Enfiler des gants ;

-Nettoyer les trayons a I’aide de I’eau et une serviette propre ;

-Eliminer les premiers jets de lait pour réduire le nombre de bactéries dans le canal du
trayon ;

-Préparer les flacons stériles en plastigue comme moyen de transport ;

-Prélever du lait sans toucher le trayon avec le flacon afin d’éviter une probable
contamination
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2.4. Transport et conservation des échantillons
Les prélévements effectués sont maintenus dans un réfrigérateur avant leur transport au
laboratoire ou s’effectuent les différentes analyses.

3. Analyse des échantillons

La recherche de S. aureus dans les différents prélevements a été effectuée en deux étapes :
un enrichissement sur un bouillon sélectif (bouillon Chapman), suivi d’un isolement sur la
gélose sélective Baird Parker.

> Enrichissement

L’enrichissement a été effectué sur le bouillon Chapman ou les prélevements nasaux ont
été transportés et incubé dans une étuve a 37°C pendant 24h.

Pour le lait, 1ml a été préleve et ensemence dans le bouillon Chapman, puis incubé a 37°C
pendant 24h. Aprés I’incubation les tubes présumés comme étant positifs sont vires vers le
jaune.

» lIsolement

L’isolement se fait sur la gélose Baird Parker (BP), qui est un milieu sélectif pour les
staphylocoques a coagulase positive.

A partir de chaque tube positif, 0.1mL sont prélevés aseptiquement, puis ensemences sur
une boite de Pétri contenant la gélose Baird Parker additionnée de jaune d’ceuf et de téllurite de
potassium. Un étalement est ensuite réalisé. Les Boites de Pétri sont ainsi incubées a 37°C
pendant 24 a 48 heures.

Aprés incubation, des colonies caractéristiques de S. aureus (colonies rondes a bords
réguliers, lisses, bombées, d’un diametre de 1 a 3mm, noires et ayant un halo claire), sont
apparues dans quelques boites de milieu BP.

» Purification

Une a cing colonies caractéristiques ont été choisies, puis ensemencées sur la gélose BHI
ou TSYEA. La purification est réalisée apres des repiquages successifs. Ainsi, les colonies
pures obtenues ont fait I’objet d’une identification biochimique.

» ldentification biochimique de S. aureus

Quatre tests biochimiques ont été réalisés pour identifier S. aureus parmi les souches
suspectées, il s’agit de la mise en évidence de la catalase, la coagulase, I’ADNase et la
production d’acétoine. Les deux souches de référence : S. aureus ATCC 43300 et S. aureus
ATCC 25923 sont utilisées comme témoins positifs pour ces tests biochimiques.

e Mise en évidence de la catalase

Pendant leur respiration aérobie, certaines bactéries produisent du peroxyde d’hydrogene
(H20), celui-ci est tres toxique et certaines bactéries sont capables de le dégrader en H20 et en
O2 grace aux enzymes qu’elles synthétisent, notamment la catalase.

H,0» catalase H>O + O
—_—
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Le test est réalis¢ par le dépot d’une colonie provenant d’une boite de BHI contenant une
souche suspecte dans une goutte d’eau oxygénée. Le test est présumé positif lorsqu’il y’a
dégagement de bulles de gaz.

e Mise en évidence de la coagulase

La coagulase est une protéine extracellulaire, permettant la différenciation des
staphylocoques a coagulase positive (SCP) des staphylocoques a coagulase négative (SCN).
Cette enzyme joue un rdle important dans le pouvoir pathogéne de S. aureus.

Le test est réalisé par le mélange de 0.5 ml d’une culture de S. aureus sur le bouillon ceeur
cervelle (BHIB) avec 0.5 ml du plasma humain. Un témoin positif est réalisé en utilisant la
souche de référence S. aureus ATCC 25923. L’incubation est faite a 37°C de 1h a 4h.

Le test est considéré comme positif lorsqu’il y a une prise en masse du plasma (formation
d’un caillot).

e Mise en évidence de ’ADNase

Certaines bactéries ont la capacité d’hydrolyser ’ADN grice a une enzyme, I’ADNase.
Cette enzyme est recherchée par la culture des souches a tester sur des boites de Pétri contenant
de la gélose & ADN. Une colonie issue du milieu BHI, est ensemencée en strie centrale sur cette
gélose a ADN, puis incubée a 37°C pendant 24h. La mise en évidence de I’ ADNase est révélée
par 1’ajout d’acide chlorhydrique (HCL) a 2N. L’apparition d’une zone claire autour des stries
révele la libération des polynucléotides résultant de 1’hydrolyse de I’ADN du milieu. Ainsi, la
souche est considérée comme étant positive.

e Mise en évidence de I’acétoine (Voges Proskauer) (VP)

Ce test permet la mise en évidence de la production d'acétoine (ou 3-hydroxy-butanone) au
cours de la fermentation butyléne glycolique : en présence d'une base forte (soude ou potasse)
et d'a-naphtol, lI'acétoine donne une coloration rouge en milieu trés oxygéné.

Une colonie issue du milieu BHI est ensemencée sur le milieu Clark et Lubs, incubé a 37°C
pendant 24-48h. La révélation de 1’acétoine sur le milieu Clark et Lubs est réalisée en ajoutant
15 gouttes de réactif VPI (o naphtol a 6%) et 15 gouttes de VPII (NaOH a 4N). La souche est
considérée VP+ si c’est une coloration rouge apparait a la surface du milieu puis diffuse dans
tous le milieu.

4. Antibiorésistance des souches isolées

L’antibiogramme est une technique de laboratoire visant a tester la sensibilité d’une souche
bactérienne vis-a-vis d’un ou plusieurs antibiotiques. Les souches de S. aureus isolées durant
notre étude ont été soumises a 09 molécules d’antibiotiques listés dans le tableau ci-dessous,
selon la methode de diffusion des disques sur gélose Muller-Hinton, en suivant les
recommandations du CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute) (2018).
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Tableau VI : Liste des molécules d’antibiotiques testés sur les souches isolées

Famille Antibiotique Abréviation Charge
(Hg)

Peénicilline P 10UlI Liofilchem,
p-lactamines Italie

Céfoxitine FOX 30 Liofilchem,
Italie

Aminoglycosides Gentamycine CN 10 Liofilchem,
Italie

Néomycine N 30 Liofilchem,
Italie

Macrolides Erythromycine ERY 15 Liofilchem,
Italie

Tétracyclines Tétracycline TET 30 Liofilchem,
Italie

Quinolones Ofloxacine OFX 5 Liofilchem,
Italie

Phénicols Chloramphénicol CHL 30 Liofilchem,
Italie

Inhibiteurs de Trimétoprime- SXT 25 Liofilchem,
synthése de ’acide Sulfamethoxazole Italie

folique

4.1. Technique de I’antibiogramme
Les souches a étudier sont repiquées sur milieu BHI afin d’avoir des cultures jeunes. Une

suspension bactérienne d’une densité optique comprise entre 0.08 et 0.1 est préparée a partir de
cette culture jeune. L’antibiogramme est réalis¢é par la technique d’écouvillonnage, en
appliquant des stries serrées sur toute la surface de la gélose. Ensuite, des disques
d’antibiotiques sont appliqués a I’aide d’une pince stérile. L ’incubation est faite a 37°C pendant
24 heures. Apres la lecture des zones d’inhibition, les souches sont classées en : souches
sensibles, souches intermédiaires et souches résistantes, selon les recommandations du CLSI
(2018) et de CASFM (2018).

5. Conservation des souches identifiées

Aprés avoir identifié et codifié toutes les souches, Ces dernieres sont repiquées sur le
bouillon BHIB, puis incubée a 37°C/24h. La conservation de ces isolats est réalisée dans des
cryotubes par 1’ajout d’un volume de cette culture bactérienne a deux volumes de glycérol. Ces
tubes sont maintenus a -20°C.
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Chapitre Il : Résultats et discussion
1- Résultats
1-1-Prévalence de S. aureus

Au cours de notre étude, 116 prélevements ont éte réalisés a travers quatre élevages laitiers
de taille moyenne, situés dans la région de Tigzirt (Tizi Ouzou). Sur ce nombre total des
prélevements, 37 colonies caractéristiques du genre staphylococcus ont été isolées sur la gélose
sélective Baird-Parker. Les tests biochimiques ont pu confirmer 32 souches de S. aureus
réparties comme suit : 23 souches isolées de la cavité nasale des vaches laitieres saine, 06
souches des éleveurs en contact direct avec ces animaux et les 3 derniéres souches a partir du
lait cru produit au sein de ces élevages (Tableau VII).

Colonies
caractéristiques
avec un halo clair

Figure 06 : Aspect des colonies caractéristiques du genre Staphylococcus sur Baird Parker

La fréquence d’isolement de S. aureus est variable selon le type de prélevement. En
effet, sur un total de 95 prélevements nasaux, seulement 14 vaches se sont révélées porteuses
de S. aureus. Tandis que, le taux d’isolement de S. aureus est de 50% et 17.64% chez les
éleveurs et dans le lait cru. En revanche, ces taux d’isolement doivent étre interprétés avec
précaution, étant donné de la taille réduite des prélévements effectues.

Tableau VI : Fréquence d’isolement de S. aureus selon le type de prélevement

Type de Nombre de Nombre de Fréquence d’isolement (%)
prélévement prélévements prélévements
positifs
Ecouvillonnage 95 14 14.73
nasal (vache)
Ecouvillonnage 04 02 50
nasal (éleveur)
Lait cru 13 laits 03 17.64
individuels
04 laits de
mélange
Total 116 19 16.38
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Tableau V111 : Nombre de souches de S. aureus isolées selon le type de prélévement

Type de prélévement Nombre de Nombre de souches de S. aureus
prélevements isolées

Ecouvillonnage nasal 95 23
(vache)
Ecouvillonnage nasal 04 06
(éleveur)
13 laits 03
Lait cru individuels
04 laits de
mélange
Total 116 32

1-2-  Antibio-résistance des souches de S. aureus isolées

Les résultats obtenus montrent bien I’existence de résistances vis-a-vis les antibiotiques
testés, avec des pourcentages différents selon les familles étudiées. En effet, de fortes
résistances ont été enregistrées vis-a-vis de la pénicilline G et de de la tétracycline, avec des
taux de 75% et de 71.87% respectivement. Des résistances relativement faibles ont été
observeées vis-a-vis de la céfoxitine, 1’érythromycine, la néomycine et 1’ofloxacine, avec des
pourcentages de 18.75%, 9.37%, 15.62% et 12.5% respectivement. Aucunes résistances vis-a-
vis les autres molécules (chloramphénicol, gentamicine et triméthoprime/sulfamethoxazole)
n’ont été observées.
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Tableau IX : Résistance des souches de S. aureus (n=32) vis-a-vis les antibiotiques testés

Eleveurs

S R S R S R S R
Pénicilline 5 18 1 5 2 1 8 24
(21.73%) | (78.26%) | (16.66%) | (83.33%) | (66.66%) | (33.33%) (25%) (75%)
Céfoxitine 17 6 6 0 3 0 26 6
(73.91%) | (26.08%) (100%) (0%) | (100%) (0%) (81.25%) | (18.75%)
Chloramphénicol 23 0 6 0 3 (0%) 32 (0%)
(100%) (0%) (100%) (0%) | (100%) (100%)
Erythromycine 20 2 5 1 2 0 27 3
(86.95%) | (8.69%) (83.33%) | (16.66%) | (66.66%) (0%) (84.37%) | (9.37%)
Trimétoprim/ 23 0 6 0 3 0 32 0
Sulfamethoxazole (100%) (0%) (100%) (0%) | (100%) (0%) (100%) (0%)
Tétracycline 3 20 3 2 2 1 8 23
(13.04%) | (86.95%) (50%) (33.33%) | (66.66%) | (33.33%) (25%) (71.87%)
Gentamycine 23 0 6 0 3 0 32 0
(100%) (0%) (100%) (0%) | (100%) (0%) (100%) (0%)
Néomycine 20 3 4 2 3 0 27 5
(86.95%) | (13.04%) | (66.66%) | (33.33%) | (100%) (0%) (84.37%) | (15.62%)
Ofloxacine 21 2 4 2 3 0 28 4
(90.30%) | (8.69%) (66.66%) | (33.33%) | (100%) (0%) (87.5%) (12.5%)

S : Sensible ; R : Résistante

Figure 07 : Souche de S. aureus sensible a la méticilline (SASM multi-résistant)

(Photo prise au laboratoire)
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1-3-  Profils de multi résistances des souches de S. aureus isolées
Sur un total de 32 souches isolées, 09 ont exprimé des multi-résistances, soit une fréquence
de 28.12%. Cing phénotypes de multi-résistance ont été observés (tableau X). Le phénotype le
plus observé est P-FOX-TE, avec 4 souches.

Tableau X : Phénotypes de multi-résistances des souches de S. aureus

Profils de multi résistance Nombre de souches
Type de prélevements

P/FOX/TE

Vaches 04
P/FOX/TE/N
01
P/FOX/N

01

TE/N/OFX
01

P/TE/OFX
01
P/TE/OFX 01

Eleveur
/ 00
Lait

1-4-  Fréquence d’isolement de S. aureus résistant a la méticilline (SARM)

Sur les 32 souches de S. aureus isolées, 06 souches ont été considérées comme des SARM
(Figure 09). Toutes ces derniéres ont été isolées chez les vaches laitiéres de la méme ferme
(ferme 4). En revanche, aucune souche SARM n’a été isolée chez les éleveurs et dans le lait
cru. Les souches SARM isolées ont exprimé une résistance vis-a-vis de la tétracycline et de la
néomycine, en plus de leur résistance aux bétalactamines (pénicilline G et céfoxitine)

m SARM
u SASM

Figure 08 : Fréquence d’isolement de S. aureus résistant a la méticilline (SARM)
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Tableau XI : Phénotypes de résistances des souches SARM isolées

Phénotypes de résistance Nombre de souches

P/FOXITE 4
P/FOX/TE/N 1
P/FOX/N 1
Total 6

FOX N
P TE
SXT
E CN
C

Figure 09 : Souche de S. aureus multi-résistante (SARM)

2- Discussion

Staphylococcus aureus est un commensal et un agent pathogene des humains et des bovins
(Akkou et al, 2018). Au cours des dernieres années, cet organisme s'est imposé comme une
bactérie multi-résistante commune aux antibiotiques, en particulier vis-a-vis de la méticilline
(SARM) (Boucher et Corey, 2008). L'émergence de SARM pose des défis thérapeutiques aux
professionnels de la santé, aux vétérinaires et aux producteurs (Hiramatsu et al, 2014). S. aureus
est actuellement I'une des principales causes d'infections chez les vaches et représente un
fardeau économique majeur pour l'industrie laitiere.

Au cours de notre étude, le taux du portage nasal de S. aureus chez I’espéce étudiée est de
14.73% sur un total de 95 prélévements. Peu d’études sont réalisées concernant le portage nasal
chez les animaux de rente en Algérie et de telles études pourront fournir des informations utiles
sur le plan épidémiologique. Agabou et al (2017) ont rapporté un taux d’isolement de 15%. Des
fréquences variables selon les différents pays ont été rapportées par plusieurs auteurs. Elle est
de 53,7% en Jordanie (Oalekish et al, 2013), 34.2% au Kenya (Shitandi et al, 2004) et 42.6%
en Ethiopie (Getahun et al, 2008). Des taux d’isolement faibles ont été rapportés en Tunisie
(Khemiri et al, 2018) et en Turquie (Garipcin et Seker, 2015), qui sont de 1’ordre de 11.53% et
1.2% respectivement.
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Ces écarts signalés entres les taux de prévalence de portage nasal pourraient étre dus a
plusieurs facteurs tels que la différence entre la taille des échantillons et les variations
géographiques ainsi que les pratiques d’élevages implémentés au niveau de chaque élevage et
de chaque pays.

S. aureus est un résident permanent du nez humain dans 20% de la population en bonne santé
et porté de maniére intermittente par 30% d’individus (Wertheim et al, 2005). Les personnes
travaillant en contact étroit avec des animaux courent un grand risque d'étre colonisées ou
infectées que les autres personnes (Graveland et al, 2011).

Concernant le taux de portage de S. aureus enregistré chez les éleveurs lors de notre étude
est de 50% (2/4). Cette fréquence d’isolement est supérieure a celle annoncée par Akkou et al
(2016), qui ont rapporté une fréquence d’isolement de ’ordre de 38% dans une étude
concernant la caractérisation phénotypique et génotypique de S. aureus associé aux vaches
atteintes de mammites et au portage nasal chez les éleveurs en contact avec ces animaux. Des
fréquences relativement faibles ont été observées dans d’autres études. Elles sont de 1’ordre de
15.2% en Afrique du Sud (Schmidt et al, 2015) et 36% en suisse (Sakwinska et al, 2011). En
revanche, Papadopoulos et al (2019) ont rapporté une fréquence relativement élevee, de 51.5%
en Grece. Ainsi, un taux de 36% a été signalé en Suisse chez les travailleurs agricoles
(Sakwinska et al, 2011). Cette fréquence relativement élevée dans notre étude est due
certainement a la taille réduite des prélévements. Plusieurs facteurs peuvent influencer la
colonisation des éleveurs par S. aureus, tels que leur contact direct avec les animaux et leur
exposition indirecte a I’environnement contaminé des ¢levages (Goerge et al, 2015 ; Locatelli
etal, 2017).

La fréquence d’isolement de S. aureus dans le lait est de 17.64%. Notre résultat ne rejoint
pas celui de Adjlane-Kaouche et al (2014), qui ont annoncé des fréquences relativement
¢élevées, de ’ordre de 33.3 %. En revanche, une faible fréquence d’isolement été rapportée par
Titouche et al (2019), qui est de I’ordre de 24% dans une étude concernant la caractérisation de
S. aureus dans le lait cru et les produits laitiers traditionnels. De hautes prévalences de S. aureus
dans le lait cru ont été rapportées par plusieurs auteurs (Kamal et al, 2013 ; Jamali et al, 2015 ;
Giaciniti et al, 2017 ; Papadopoulos et al, 2018).

La présence de S. aureus dans le lait refléte 1’importance que tient ce germe dans la
contamination microbienne de cette denrée alimentaire. En effet, S. aureus est la cause
principale des mammites cliniques et sub-cliniques. Plusieurs sources de contamination du lait
cru par S. aureus a la ferme ont été soulignées, incluant les conditions d’hygiéne inappropriées
durant la traite et le stockage (Jamali et al, 2015).

De fortes résistances des souches isolées vis-a-vis de la pénicilline et de la tétracycline ont
été observées, quelques soit le type de prélevement (portage nasal et lait cru). Nos résultats
rejoignent ceux de plusieurs auteurs (Jamali et al, 2015 ; Akkou et al, 2016 ; Khemiri et al,
2018 ; Chaalal et al, 2018 ; Titouche et al, 2019). L’augmentation des niveaux de résistances
dérive de I’utilisation accrue des antibiotiques dans divers secteurs, tels qu’en communautg,
dans les hopitaux, dans les elevages et chez les animaux de compagnie (Gonzalez-Candelas et
al, 2017).
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Selon Ben Mahdi et Ouslimani (2009), la tétracycline occupe une place prépondérante dans
la thérapeutique en élevages laitiers. Elle est largement utilisée dans les préparations intra-
mammaires pour le traitement des mammites.

De faibles résistances ont été enregistrées vis-a-vis de la néomycine, 1’ofloxacine et
I’erythromycine. Nos résultats corroborent avec ceux de Titouche et al (2019), qui ont annoncé
de faibles résistances a I’encontre de ces molécules. En revanche, de fortes résistances vis-a-vis
de I’erythromycine et des fluoroquinolones (enrofloxacine) ont été rapportées par Locatelli et
al (2017), concernant des souches de S. aureus isolées du portage nasal chez des vaches
laitiéres.

Aucune résistance vis-a-vis le chloramphénicol n’a été observée concernant nos souches,
quelques soit le type de prélévement. Ceci, pourrait s’expliquer par le fait que cette molécule
n’est pas utilisée en médecine vétérinaire. En revanche, de faibles résistances vis-a-vis de la
méme molécule ont été rapportées par plusieurs auteurs (Pereira et al, 2009 ; Castro et al, 2015 ;
Tan et al, 2014). La présence de résidus de chloramphénicol dans les tissus animaux en Pologne
suggere son emploi en thérapeutique vétérinaire (EFSA, 2014).

Nos résultats rejoignent ceux d’ Akkou et al (2016) et Titouche et al (2019), qui ont signalé
une absence de réesistance vis-a-vis de la gentamycine.

Au cours de cette étude, six souches SARM ont été isolées (18.75%). Toutes ces souches
proviennent des prélevements nasaux des vaches de méme élevage (élevage 3). Tandis que,
aucun SARM n’a été isolé chez les éleveurs et dans le lait. Nos résultats ne corroborent pas
avec ceux de plusieurs auteurs qui ont souligné 1’émergence des SARM dans le lait cru, avec
des fréquences variables selon les pays (Aras et al, 2012 ; Haran et al, 2012 ; Kamal et al, 2013 ;
Basanisi et al, 2015 ; Jamali et al, 2015 ; Carfora et al, 2015 ; Papadouplos et al, 2018). En
Algérie, des SARM ont été isolés dans le lait cru, avec des fréquences de 21.5% (Chaalal et al,
2018) et de 15.94% (Titouche et al, 2019). En revanche, Akkou et al (2015) ont pu isoler des
SARM chez des éleveurs en contact avec des animaux. Plusieurs études ont montré le risque
associé a la présence des SARM chez les animaux d’élevage, ce qui montre que les animaux
d’¢levage pourraient constituer un véhicule de transmission ou un réservoir potentiel
d’infections aux humains (Ross Fitzgerald, 2012 ). La transmission zoonotique potentielle
inclut le contact direct entre I’animal et I’éleveur, mais aussi le contact de 1’éleveur avec
I’environnement contaminé (Locatelli et al, 2017). Benito et al (2015) ont isolé un SARM
portant le géne mecC dans une 1ésion de la peau d’un éleveur, ce dernier travaille dans un atelier
de production de fromage au lait cru et en contact direct avec les animaux. Il est possible que
le contact avec les animaux ou avec le lait cru puisse étre a ’origine de cette souche. Le méme
constat a été rapporté par Carfora et al (2016) et Locatelli et al (2017), qui ont mis en évidence
le transfert des SARM de bovins et des ovins vers des éleveurs.

Plusieurs études ont identifié des hautes colonisations des SARM (CC398) chez des humains
en contact avec les animaux, incluant les propriétaires des élevages, les ouvriers, les vétérinaires
praticiens et les travailleurs impliqués dans la chaine d’abattage (Aires-de-Sousa et al, 2017).
Pour cela, I’adoption de mesures d’hygiene, telles que 1’utilisation des équipements de
protection personnelles (masques et gants) peut étre cruciale (Locatelli et al, 2017).
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Toutes les souches SARM isolées étaient résistantes vis-a-vis d’autres familles
d’antibiotiques (tétracyclines et aminosides), en plus de leur résistance vis-a-vis des f-
lactamines (pénicilline et cefoxitine), indiquant des phénotypes de multi-résistance. Nos
résultats rejoignent ceux de plusieurs auteurs qui ont signalé la multi-résistance des souches
SARM (Haran et al, 2012 ; Garipcin et Seker, 2015 ; Parisi et al, 2016 ; Basanisi et al, 2017,
Locatelli et al, 2017 ; Titouche et al, 2019).
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Conclusion

Le portage nasal de Staphylococcus aureus est un phénomene dynamique en propagation
continu, mais mal élucidé. Plusieurs facteurs de risque liés a I’hote peuvent favoriser le portage.
S. aureus est une bactérie qui possede la capacité de coloniser asymptomatiquement les
mugqueuses de 1°homme et de I’animal. Des études menées dans plusieurs régions ont démontré
que le portage nasal constitue une menace de santé publique, en favorisant des transmissions
de souches bactériennes entre I’animal et ’homme (zoonose) ou vice versa.

Durant les quatre mois de 1’étude, 116 prélévements incluant des écouvillonnages de la partie
nasale chez des vaches saines et des éleveurs et des échantillons du lait cru ont été collectés a
travers quatre élevages laitiers de la région de Tigzirt (Tizi-Ouzou) et soumis a la recherche de
Staphylococcus aureus.

Les résultats obtenus montrent des taux d’isolement variable de S. aureus. En effet, 50%,
17.64% et 14.73% des prélevements chez les éleveurs, dans le lait cru et chez les vaches laitiéres
ont été contaminés par S. aureus. 32 isolats de S. aureus ont été confirmés, comprenant 26
souches SASM et 6 souches SARM.

L’¢étude de la résistance aux antibiotiques a montré 1’existence de résistances, avec des
taux variables selon les familles étudiées. De fortes résistances ont été enregistrées vis-a-vis de
la pénicilline G et de la tétracycline.

Les résultats de cette étude montrent le risque zoonotique associé a la présence des souches
SARM chez les bovins et soulignent I’importance de 1’application des mesures de biosécurité
et les bonnes pratiques d’hygiéne pour gérer la diffusion des SARM au seins de ces
exploitations laitiéres et a travers la chaine de production.

Ces résultats restent préliminaires et nécessitent des études complémentaire plus
approfondies a savoir : augmenter la taille des prélévements, élargir le champ d’étude sur
plusieurs régions, effectuer un suivi sur la consommation des antibiotiques destinés a 1’élevage
et enfin compléter la caractérisation des souches isolées par des méthodes de typage moléculaire
(PCR, PFGE, MLST) et ceci pour mettre en évidence la présence des génes de virulence et le
lien génétique entre les différentes souches isolées.
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Annexes
Annexes 1 : Milieux de culture utilisés et leur composition

Gélose de Baird-Parker

Peptone pancréatique de caséine........................ 109
Extraitde levure.............coooiiiiiiiiiii lg
Extraitde viande................oooiiiiiiiii i, S5¢g
Pyruvate de sodium.................oooiiiiiiiiin, 10g
Chlorure de lithi................oooiiiii e, 59
GlyCIneg. ..o 129
GRlOSE. ..t e, I5¢g
Eaudistillée............ooooiiiiii 1000 mL

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

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

- Nettoyer les ceufs avec de I’eau courante et essuyer

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

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

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

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

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

Composition du milieu complet

Milieu de base (Baird- Parker).........cccccocevvennne. 100mL
Solution de tellurite de potassium....................... ImL
Emulsion de jaune d’ceuf..............coooeiiiiineia. SmL

Bouillon cceur-cervelle (BHIB)

Extrait coeur- cervelle ......................... 179
Peptone pancréatique de gélatin................... 10g
N i 59
Phosphate disodique...............ccooviiienennnn. 2.5¢
GIUCOSE. .. 2g

Préparation : 37g par litre d’eau distillée. Stérilisation a 1’autoclave a 120°C pendant 15mn.
Pour I’obtention du milieu solide BHI, 20g d’agar bactériologique ont été additionné a 1L de
bouillon BHIB lors de sa préparation.
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Muller Hinton

Hydrolysat acide de casé€ine.....................c.oeeeee 17.5g
Infusionde viande...............cooiiiiiiiiii 2g
Amidon soluble.............cooooiiiiii 1.7¢g
Agar bactériologique..........ocoviiiiiiiiiiiie 17¢g

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

Gélose a ADN

Hydrolysat trypsique de caséine..........................20 g

ADN . 2g
NaCL. .o S5¢g
GElOSE. ..ttt 12¢g
Eaudistillée. ... . ..o 1000 mL

Préparation : 39 g par litre d’eau distillée. Stérilisation a 1’autoclave a 120°C pendant
15mn.

Milieu Chapman

La formule théorique de ce milieu de culture en g/L d’eau purifiée est :

Extrait de viande (bovin ou porcin)........................ lg
Peptone de caséine et de viande (bovin ou porcin)....... 10g
Chlorure de sodium ............coovviiiiiiiiii i, 75¢g
Mannitol .........ooiiiii 10g
AGAT o 15¢
Rougedephénol ... 0.025¢g

Préparation : 111g parlitre d’eau distillée. Stérilisation a 1’autoclave a 120°C pendant
15mn.

Bouillon Clark et Lubs

PEPIONE. ..o 59
GIUCOSE. ... 5¢
Hydrogénophosphate de potassium..................... 59

Eaudistillée..........cooo 100 mL
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L’eau physiologique
Chlorure de sodium..............cooviiiiiiiiiiiiinnn, 9g

Fau distillée ....ooovmniee e, 1000mL
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Annexe 2 : Tests biochimiques pour I’identification de S. aureus.

Test de Voges-Proskauer Test d’ADNase

Test de la coagulase Test de la catalase
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Annexes 3 : Valeurs des diameétres des zones d’inhibition selon le CLSI 2018 et la

Famille

Antibiotique Diameétre critique

CASFM 2018.

Références

Sensible Intermédiaire Résistant
B-lactamines Pénicilline (P) >29 - <28 CLSI1 2018
Céfoxitine >22 - <21 CLSI 2018
(FOX)
Aminoglycoside Gentamycine >15 13-14 <12 CLSI 2018
(GN)
Néomycine (N) >18 _ <18 CASFM
2018
Macrolides Erythromycine >23 14-22 <13 CLSI1 2018
(E)
Tétracyclines Tétracycline >19 15-18 <14 CLSI1 2018
(TE)
Quinolones Ofloxacine >18 15-17 <14 CLSI 2018
(OFX)
Phénicols Chloramphénicol >18 13-17 <12 CLSI 2018
©)
Inhibiteurs de Trimétoprim- >16 11-15 <10 CLSI 2018
synthése de Sulfamethoxazole
I’acide folique (SXT)
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Annexe 4 : Antibiogramme des souches de S. aureus isolées et testées vis-a-vis de 09
molécules d’antibiotiques.

Fermel:

“---

S283 EC1F2éleveur
S284 EC2F2éleveur 08 23 24 25 25 17 16 26 26
S285 EC4F2éleveur 37 24 25 06 26 21 19 14 28
S287 EC3F2éleveur 23 23 25 27 26 19 19 31 25
S297 L1F2mélange 30 32 27 29 26 28 24 33 27

Ferme 2 :

“---

S288 EC1F3V36

S289 EC3F3V36 10 23 25 25 26 21 19 11 28
S290 EC1F3V37 10 25 25 26 26 21 19 9 25
S291 EC2F3V46 08 19 21 25 22 17 16 10 28
S292 EC2F3Vv47 08 20 22 24 24 19 17 26 26
S293 EC2F3V37 07 21 23 24 24 17 18 10 27
S294 EC1(1) F3v47 13 21 25 25 25 20 18 13 28
S295 EC2F3V36 06 21 23 25 25 19 18 11 26
S296 EC1F3Vv43 38 29 24 30 21 27 17 11 13
S298 EC1F3V46 09 20 29 26 26 21 19 11 27

Ferme3:

e 7 S A

S270 | EC1F1V12

S271 | EC1F1V8 22 28 30 30 25 30 25 08 18
S272 | EC1F1V2 34 27 26 06 27 22 19 11 25
S273 | EC1F1V6 29 35 30 30 29 30 25 07 27
S274 | EC1F1V2 32 26 26 06 29 20 19 08 28

S275 | LC1F1mélange | 30 25 25 22 25 20 19 20 23
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Ferme 4 :

“---

S337 | EC1F4AVT75

S338 | EC2F4V75 17 29 29 28 20 20 20 11 29
S339 | EC2F4V65 17 30 26 27 21 20 19 11 26
S409 | EC1F4élveur 13 28 26 27 26 22 22 13 10
S410 | EC2(1) 18 27 26 28 19 20 18 11 26

F4V70

S411 | EC1F4V65 17 26 26 26 20 20 19 11 26
S412 | EC3F4V65 18 30 27 25 22 20 18 11 28
S413 | LF4mélange 19 30 30 29 20 19 19 14 29
S414 | EC2F4VT73 19 29 27 27 20 20 20 12 28
S415 | EC2F4éleveur | 17 26 30 28 27 25 21 15 10
S416 | EC2F4V57 15 26 30 26 25 24 23 12 09

E : Ecouvillonnage ; F : Ferme ; L : Lait ; C : Colonie ; V : Vache.



