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Résumé

Le Staphylococcus aureusest un agent pathogéne opportuniste commun chez I’Homme
et ’animal, il peut étre impliqué dans diverses infections graves chez I'homme ainsi que chez
différentes espeéces avicoles économiquement importantes. Le but de notre étude est d’évaluer
la prévalence du Staphylococcus aureus chez le poulet de chair et de tester sa résistance

vis-a-vis des antibiotiques.

Pour cela, nous avons réalisé un total de 149 prélévements nasaux chez le poulet de

chair au niveau de deux abattoirs de la wilaya de Tizi-Ouzou.

Au total, 18 souches de S. aureus ont €té isolées, avec une prévalence de 8,05 %. Des
taux élevés de résistances ont été enregistrés vis-a-vis de la pénicilline G (88,88%), de
I’érythromycine (77,77%), de D’ofloxacine (77,77%) et de la tétracycline (66,55%). En
revanche, aucune résistance n’a été observée vis-a-vis de la céfoxitine, de la gentamycine, du

chloramphénicol et du trimethoprime/sulfamethoxazole.

Les résultats obtenus dans cette étude révelent le risque sanitaire associé a la présence
de S. aureus chez le poulet de chair. Ainsi, 1’application des régles de biosécurité et les
bonnes pratiques d’hygiéne aident a prévenir la diffusion des S. aureus au niveau des élevages

et tout le long de la chaine de production.

Mots clés :, Staphylococcus aureus, Portage nasal, Poulet de chair, résistance aux

antibiotiques



Abstract

Staphylococcus aureus is a common opportunistic pathogen in humans and animals; it
can be implicated in various serious infections in humans as well as in various economically
important poultry species. The aim of our study is to evaluate the prevalence of

Staphylococcus aureus in broilers and to test its resistance to antibiotics.

To do this, we carried out a total of 149 nasal samples from broilers at two

slaughterhouses in the wilaya of Tizi-Ouzou.

A total of 18 strains of S. aureus were isolated, with a prevalence of 8.05%. High rates
of resistance were recorded against penicillin G (88.88%), erythromycin (77.77%), ofloxacin
(77.77%) and tetracycline (66.55%). In contrast, no resistance was observed to cefoxitin,

gentamycin, chloramphenicol and trimethoprim / sulfamethoxazole.

The results obtained in this study reveal the health risk associated with the presence of
S. aureus in broilers. Thus, the application of biosecurity rules and good hygiene practices
recommend preventing the spread of S. aureus at the farm level and throughout the production

chain.

Key words: Staphylococcus aureus, Nasal carriage, Broiler chickens, antibiotic resistance.
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Chapitre I : Généralités sur le Staphylococcus aureus

1- Historique

Les staphylocoques ont été découvertspour la premiere fois en 1871 dans du pus
d’abces. Ensuite ils ont été observés et décrits par Robert Koch en 1878 puis par Louis
Pasteur en 1880 comme étant des grappes de coques dans du pus d’origine humaine
(KARTHIK, 2007).

En1883, Ogston a créé¢ le nom de «Staphylocoque » pour décrire ces grains (kokkos)
groupés en amas irréguliers a la fagon d'une grappe de raisin (staphylos). En 1884, Rosenbach
a obtenu des cultures pures de ces bactéries. Il a scindé le genre Staphylococcus en deux
groupes selon que les colonies étaient blanches ou dorées (AVRIL et al, 1992).

Par la suite, au cours de I’année 1925, 'utilisation progressive de tests biochimiques a
permis de distinguer le genre Staphylococcus du genre Micrococcus(HILL, 1981).

Une nette distinction basée sur la composition de I’ADN entre les deux genres a été
proposée par Silvestri et Hillen en 1965. Le pourcentage en bases G+C de I’ADN des
microcoques est de 63-73%, comparé a celui des staphylocoques 30-39%, indiquant qu’il

n’existe pas de relation entre les deux genres (STEPHEN et HAWKEY, 2006).

2- Taxonomie

Jusqu’a récemment, le genre Staphylococcus ¢était classé dans la famille des
Micrococcaceae a cause de certaines similitudes phénotypiques avec le genre Micrococcus.
Cependant, il y a une différence majeure dans le métabolisme de ces deux genres. En effet, les
Micrococcus sont aérobies stricts tandis que, les Staphylococcus sont des anaérobies
facultatifs (PELLERIN et al, 2010).Selon la deuxiéme édition de Bergey‘s Manuel of
Systematic Bacteriology, la classification phylogénétique du genre Staphylococcus est la

suivante (DELARRAS, 2007).

Domaine ........ccoceevieeniiniienienieeenne Bacteria
Phylum.......cccooviviiiiieieeeee e, Firmicutes
ClIaSSC....veeuieriieieeieeeereeeee e Bacilli
OFdI€...ceveeieriieieeeceeee e Bacillales
Famille......c.cocoovviiiniiiiiiiiiecces Staphylococcaceae
GENIE ...ttt Staphylococcus
ESPECE..iiiiiiiiiiieieeeee e, Staphylococcusaureus
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Selon Le Loir et Gautier (2010), les especes du genre Staphylococcus sont classées en
deux groupes selon leurs capacités a produire ou non une coagulase libre active sur le plasma

oxalaté de lapin :

e Les Staphylocoques a coagulase positive (SCP) : renferment les especes suivantes : S.
aureus, S. intermedius, S. hyiucus.

e Les Staphylocoques a coagulase négative (SCN) : ce groupe comprend quelques
especes d’origine humaine différenciables par leur biotype et sérotype : S.epidermidis,
S.saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus, S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S.
capitis, et S. simulans.

3- Habitat et épidémiologie

S. aureus est un germe ubiquitaire et cosmopolite. Il est présent dans tous les
continents et colonise divers milieux. Cependant, ¢liminées dans le milieu extérieur, ces
bactéries trés résistantes sont fréquemment retrouvées dans 1’environnement (I’air, 1’eau, le
sol, les aliments et différentes surfaces). Néanmoins, le réservoir principal de ce germe est

I"’Homme et les animaux a sang chaud (DELBES, 2010).

S. aureus est particulierement présent dans les fosses nasales, qui sont considérées
comme son réservoir permanent chez I’Homme (ENRIGHT et WITT, 2009), mais il est aussi
isol¢é a partir du pharynx et des parties chaudes et humides de la peau, tels que le périnée et les

creux axillaires avec des fréquences différentes (AVRIL et al, 1992).

La transmission intra ou interhumaine s’opére généralement par contact direct
(manuportage). Plus rarement, elle peut étre indirecte a partir d’une source environnementale
(vétements, draps, matériels médicaux). En épidémiologie, on répartit la population en trois
groupes, selon le portage ou non de S. aureus et la durée de portage, a savoir : les porteurs
permanents (20% de la population), les porteurs transitoires (60% de la population) et les 20%
restants sont les individus qui n’ont jamais été en contact avec S. aureus (KLUYTMANS et

al, 1997).
4- Caractéres bactériologiques
4-1 Caracteres morphologiques

A I’examen microscopique, Staphylococcus aureus se présente sous 1’aspect de cocci

sphériques de 1um de diamétre, a coloration Gram positive, immobile, non sporulé. La grande
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majorité des souches sont capsulées in vivo mais perdent progressivement leur capsule en

culture (FAUCHERE et AVRIL, 2002 ; GUIRAUD et ROSEC, 2004).

Sur les cultures en milieu solide, ils se disposent en amas irréguliers évoquant l'aspect
caractéristique de "grappes de raisin" (ANANTHANARAYAN et PANIKER, 2006). Alors
qu'en milieu liquide, ils sont souvent isolés, en diplocoques, en tétrades ou en trés courtes
chainettes (en générale de 3 a 5 ¢léments) (Le LOIRE et al, 2003). La figure 01 montre le

Staphylococcus aureus sous coloration de Gram au grossissement 10x100.

Figure 1 : Staphylococcus aureus sous coloration de Gram au grossissement10x100.
(FERNANDEZ ET TURNER, 2017)

4-2 Caractéres culturaux

S. aureus est facilement cultivable sur milieux ordinaires, il a donc une bonne
croissance sur milieux usuels a 37°C pendant 18 a 24h dans un bouillon hyper salé a 7% a pH
7,2. 11 est thermosensible du fait qu’il est ralenti par le froid et tu¢ par des températures
¢levées (détruit a 58°C pendant 60 minutes). Sur milieu solide, les colonies de S.aureus sont
lisses, rondes, opaques, colorées en jaune doré ou blanches, leur diamétre est compris entre 1
et 3mm. Sur milieu liquide, il présente un trouble homogene abondant avec dépot et voile en

surface (LE MINOR et VERON, 1982). Il faut préciser que, les colonies cultivables sur la

gélose au sang peuvent étre béta-hémolytiques (ROBERT, 2013).

4-3 Caracteéres biochimiques

Toutes les souches de S. aureus ont un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie
facultatif, produisent une coagulase, une nucléase thermostable et une catalase mais pas

d’oxydase (ANANTHANARAYAN et PANIKER, 2006). Les S. aureus, réduisent le téllurite
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de potassium et les nitrates en nitrites, et produisent de I’ammoniaque a partir de I’arginine

(LE MINOR et VERRON, 1990 ; FRENEY et a/, 1999).

La plupart des souches sont lipolytiques produisant une zone opaque lorsqu’elles sont

cultivées dans des milieux contenant le jaune d’ceuf (ANANTHANARAYAN et PANIKER, 2006).

De plus, les souches de S. aureus contrairement aux autres especes produisent de

I'hémolyse béta, caractéristique utile lorsqu'on cherche a identifier un staphylocoque

(COUTURE, 1990). S. aureus est capable de dégrader de nombreux substrats glucidiques,

protéiques et lipidiques grace a son équipement enzymatique (FERRON, 1984).

Le tableau I ci-dessous illustre les caractéristiques biochimiques des principales espéces du

genre Staphylococcus

Tableau I : Caractéres biochimiques de quelques espéces du genre Staphylococcus (adapté
par SCHLEIFER et BELL, 2009).

Test

Coagulase
Phosphatase alcaline
Arginine dihydrolase
Clumping factor
Fibrinolysine
B-Glucosidase
B-Galactosidase
ADNase
Hémolysine
Oxydase

Uréase

Nitrate réductase
Thermonucléase
Production d’acétoine
Production d’acidelactique
Fructose

Galactose

Lactose

Mannitol

Raffinose

Ribose

Sucrose

Tréhalose

Xylose

S. aureus

+
—

o+t

+ o+ +

S.epidermidis

+ o+

' wllw

e+ + + 0+ 4

+ e

S.delphini

S.hominis

d

e+ 4+ e+

S.intermedius

+

ca+++ 0+ ++ e taa aa

+ o o

Légende : +, au moins 90% de souches positives ; -, au moins 90% de souches négatives ;
+r, réaction positive retardée ; d, 11-89% de souches positives ; ND, non déterminé
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La pathogénie de S. aureus est un phénomene complexe, faisant intervenir une
multitude de facteurs de virulence. C’est I’action combinée de 1’ensemble de ces facteurs qui
explique le fort pouvoir pathogeéne de cette bactérie et la multitude de maladies qu’elle peut
engendrer (HIRON, 2007). Ces facteurs de virulence sont subdivisés en 3 catégories : Les

composants de la paroi, les protéines de surface et les protéines secrétées (TALLY, 1993).

1- Les composants de la paroi
1-1-Le peptidoglycane

Le peptidoglycane est un ¢élément constant de la paroi bactérienne et assure sa rigidité.
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).

Le peptidoglycane représente 50% du poids de la paroi bactérienne. Il Posséde une
activité endotoxine-like et provoque la libération des cytokines par les macrophages et
I’activation du systéme complément. D’autre part, le peptidoglycane provoque 1’agrégation

des plaquettes (HSU et al, 2005).
1-2- L’acide téichoique

C’est des polymeres linéaires de ribitol ou de glycérol, représentant environ 40 % du
poids de la paroi bactérienne, unis par des liaisons phosphodiesters et substitués selon les cas

par de la N-acétylgalactosamine (KARTHIK, 2007).

L’acide téichoique est responsable de la résistance aux lysosomes et aux peptides
antimicrobiens ainsi que de I'évasion de la réponse immunitaire de I'hdte (BILJANA et al,

2015).

I1 joue un grand role dans les interactions entre les bactéries et les cellules et dans la
fixation des bactériophages. Il est impliqué dans I'activation du complément et 1'adhésion aux

surfaces muqueuses et favorise ainsi la colonisation (ALY et LEVIT, 1987).

2- Protéines de surface et capsule

2-1-Facteurs d’adhésions

Les cellules de S. aureus expriment a leur surface des protéines qui favorisent

l'attachement a 1'hdote fonctionnant comme des adhésines qui sont ancrées dans le
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peptidoglycane. Ces adhésines peuvent jouer un rdle dans la colonisation de 1'hdte et au cours

de la maladie invasive (STEPHAN et al, 2006).
2-1-1- MSCRAMMs

Staphylococcus aureus est capable d’exprimer de nombreuses protéines qui vont
permettre 1’adhésion lors de la formation du biofilm. Ces adhésines sont regroupées sous
I’appellation de MSCRAMMs (Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix
Molecules), elles ont la capacité de se lier a de nombreuses protéines humaines comme la
fibronectine ou le fibrinogeéne ce qui permet a S. aureus de se lier de manicre covalente aux

surfaces biotiques et abiotiques (VIEU, 2014).
2-1-2- SERAM

C’est une protéine d’adhérence extracellulaire (EPA) qui est presque omniprésente
chez les souches de S. aureus, et semble jouer un réle de déterminant de la virulence dans des
infections chroniques a S. aureus(LEE et al, 2002). Une caractéristique unique des SERAM
dans la pathogenése de S. aureus est que ces molécules semblent utiliser leurs propriétés
adhésives non seulement pour ancrer la cellule bactérienne a une surface cible, mais aussi
pour interférer avec les mécanismes de défense de I'hote tels que la coagulation et I'immunité

(CHAVAKIS et al, 2005).
2-2- Protéine A

II s'agit d'une protéine d’un poids moléculaire de 42 kDa, antigénique, caractéristique
de l'espece S. aureus. Elle est majoritairement €laborée par des souches d'origine humaine. En
revanche, les souches d'origine animale en sont souvent moins productrice (SUTRA et
POUTREL, 1994).La protéine A se fixe sur la fraction Fc des immunoglobulines humaines

IgG, ce qui inhibe la phagocytose (STEPHAN et al, 2006).

En plus de son aptitude a réagir avec les IgG, la protéine A posséde plusieurs
propriétés biologiques et semble intervenir dans le pouvoir pathogene; elle interfére avec le
systéme immunitaire; active le complément par la voie classique et déclenche la réaction de

phagocytose, elle est mitogene et cytotoxique (SCHLIEVERT et a/, 2010).
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2-3- Capsule

Environ 90% des souches de S. aureus produisent une capsule exo-polysaccharidique,
on retrouve dans sa composition des dérivés osidiques (galactose, fructose, mannose...) ainsi
que des acides aminés. Les souches capables de produire cet exo-polysaccharide, présentent
une résistance contre 1’opsonophagocytose par les neutrophiles (SMELTZER, 2009 ;
BOISSET et VANDENESCH, 2010).

3- Protéines extracellulaires

3-1- Toxines

S. aureus produit un certain nombre de molécules cytotoxiques qui peuvent étre divisés en
plusieurs classes (PREVOST, 2004), ces toxines provoquent des pathologies regroupant les
syndromes cutanés staphylococciques, le choc toxique staphylococcique et I’intoxication
alimentaire (VINCENOT et al, 2008).

3-1-1 Hémolysines

3-1-1-1- L’hémolysine alpha

C’est une toxine de 31kDa, codée par le géne hla. Elle est synthétisée par 80 a 90%
des souches de S. aureus. Son activité cytolytique est observée chez de nombreux
mammiferes, notamment le lapin, mais elle est moins active sur les hématies humaines (LE
MINOR et VERON, 1982). La toxine a cible aussi d’autres types de cellules qui peuvent étres
des lymphocytes T, des plaquettes, des kératinocytes et des fibroblastes (BOISSET et
VANDENESCH, 2010). A I’état libre, elle est monomérique mais son action s’exerce par
I’agglomération de ses parties a la surface des cellules cibles et la formation d’un pont

heptamérique, ce qui cause la lyse osmotique (VINCENOT et al, 2008 ; PLATA et al, 2009).

3-1-1-2- L’hémolysine béta

C’est une protéine de 26 a 38 kDa, produite majoritairement par des souches animales.
Elle est active sur la sphingomyéline contenue sur la membrane des globules rouges (d’ou son
autre nom sphingomyélinase de type C). Elle présente une forte activité sur les érythrocytes
du mouton, mais elle est peu active sur celle des autres especes (LE MINOR et VERON,
1982; BOISSET et VANDENESCH, 2010).



Chapitre 11 : Facteurs de virulence de Staphylococcus aureus

3-1-1-3 I’hémolysine gamma

Cette toxine est composée de deux protéines distinctes, I'une de 32 kDa (Hlg C ou Hlg
A) et I’autre de 36 kDa Hlg B (KAMIO et al, 2002), codées respectivement par les génes hlg
C, hlg A et hlg B. L’activité de cette toxine est variable en fonction des combinaisons (Hlg A/
Hlg B ou Hlg C /Hlg B). Elle hémolyse les érythrocytes et les leucocytes (BOISSET et
VANDENESCH, 2010).

3-1-1-4- L’hémolysine delta

C’est une toxine de poids moléculaire égale a 103 kDa. Elle est thermostable et
hydrophobe. Son activité¢ biologique n’est pas de nature enzymatique (LE MINOR et
VERON, 1982). Elle agit comme un surfactant, en créant des cylindres hydrophobes au
niveau de la membrane cellulaire, ce qui induit un choc osmotique des érythrocytes
(BOISSET et VANDENESCH, 2010).

3-1-2-Les leucocidines de Panton et Valentine

Elle est constituée de deux protéines différentes, une protéine LukS-PV de classe S
(Slow eluted) de 31 a 32 kDa, et une autre LukF-PV de classe F (Fasteluted) (VINCENOT et
al., 2008). Ces deux composants sont secrétés séparément et agissent en synergie, leur
assemblage en octamere a la surface des cellules cibles provoquera la formation d’un pore au
niveau de la membrane cellulaire. Cette exotoxine induit la lyse des polynucléaires, des
neutrophiles, des monocytes et des macrophages (GENESTIER et al, 2005). La figure 02 ci-
dessous illustre le mécanisme d’assemblage des monomeéres de lukF-PV et lukS-PV pour

former un pore octamérique.
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Figure 02 : Mécanisme d’assemblage des monomeres de lukF-PV et lukS-PV pour former un

pore octamérique (MILES et al, 2006).
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3-1-3- Les exofoliatines

On dénombre quatre exfoliatines, ETA, ETB, ETC et ETD (BOISSET et
VANDENESCH, 2010). Ce sont des protéases actives, clivant spécifiquement les liaisons du
glutamate (VINCENOT ef al, 2008). Les deux premicres sont retrouvées principalement en
pathologies humaines. Leur action est spécifique a la peau, elles entrainent des lésions
histologiques caractérisées par un décollement intra-épidermique (LE MINOR et VERON,
1982).

3-1-4- Les superantigénes

Ce groupe de toxines a la capacité d’interagir a la fois avec le récepteur spécifique des
lymphocytes T (TCR) et les molécules du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de
classe II. Cette activation polyclonale entraine la libération de cytokines pro-inflammatoires
qui jouent probablement un rdle important dans le déclenchement du syndrome de choc
toxique. Il inclut les entérotoxines, la TSST et I’exfoliatine (NAUCIEL et VILDE, 2005). La

figure 03 illustre le mécanisme d’action des superantigenes de S. aureus.

Antigéne Superantigéne

(e O\ e

Figure 03: Mécanisme d’action des superantigénes de S. aureus. (MACIAS et al. 2011). A
gauche : interaction normale entre le CMHII, le TCR et I’antigéne entrainant une activation T
spécifique. A droite : interaction entre le CMH II, le TCR et un superantigéne, entrainant une

activation T non spécifique.

APC : cellule présentatrice d’antigene.
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3-1-5- Les entérotoxines staphylococciques

Les entérotoxines sont de petites protéines sécrétées dans le milieu environnant de la
bactérie. Résistantes a la plupart des enzymes protéolytiques, elles peuvent franchir le
systeme digestif et garder leur activité apres ingestion. Elles sont également thermostables
(CHARLIER et al, 2010), ainsi leurs propriétés biologiques peuvent rester inchangées apres
pasteurisation (Le Loir et al, 2003).Elles présentent également une surprenante stabilité sur

une large gamme de pH (BENDAHOU et al, 2009 ; DI GIANNATAL et al, 2011).

La production d’entérotoxines staphylococcique peut commencer a partir d’une faible
concentration bactérienne (10*ufc/ml) aprés une incubation de 2h a 37°C. Lorsqu'elles sont
ingérées, ces toxines se révelent fortement émétisantes et représentent I'une des principales
causes de toxi-infections alimentaires (VINCENOT et al, 2008). Chez I’humain, les
symptomes se manifestent aprés ingestion d’une petite quantité de toxine (0.5ng/ml)
(BALABANet al, 2000 ; LE LOIR et al, 2003 ; DI GIANNATAL et al, 2011), et ce aprés un
court délai d’incubation (1 a 6 h) (VINCENOT et al, 2008). En général, il n’y a pas de signes
généraux et I’évolution est le plus souvent favorable en I’absence de traitement. Néanmoins,
la survenue d’un choc toxique staphylococcique est possible en cas d’intoxication massive

(VINCENOT et al, 2008).

Le pouvoir pathogene de S. aureus est donc lié¢ a la production de toxines appelées
entérotoxines staphylococciques (ES). Neuf types antigéniques majeurs ont été reconnus et
désignés SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI et SEJ (ZHANG et al, 1998). Toutes
ces toxines présentent une activité superantigéniques en interagissant avec les cellules
présentatrices d'antigéne et, stimulent la prolifération non spécifique des cellules T (DINGES

et al, 2000).

3-2-Les enzymes
3-2-1- Les protéases

La majorité des souches de S. aureus sont productrices de protéases, sous forme de
pro- enzymes inactives, nécessitant un clivage pour qu’elles soient actives. On distingue trois
catégories de protéases, les sérine-protéases, les cystéines-protéases et les métallo-protéases
(BOISSET et VANDENESCH, 2010). Elles hydrolysent certaines protéines, telle que la
staphylokinase, et contribuent a la destruction du caillot et a la formation de micro-emboles

bactériens, responsables de métastases septiques (SCHLIEVERT et al, 2010).
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3-2-2- Les lipases

La plupart des souches de S. aureus possédent des enzymes capables de métaboliser les
graisses cutanées et jouent un role dans la dissémination de l'infection, favorisant ainsi la survie
des staphylocoques (KAPRAL et al, 1992). Les principales enzymes qui attaquent les lipides
sont les lipases, les estérases et les phosphatidases, Leur mise en évidence est effectuée sur des

milieux contenant du jaune d’ceuf (LE MINOR et VERON, 1982 ; PANCHOLI, 2002).

3-2-3- Les Staphylokinases

De nombreuses souches de S. aureus expriment un activateur du plasminogene appelé
staphylokinase. C’est une enzyme qui transforme le plasminogéne en plasmine, elle agit sur le

plasma humain, de chien, de cobaye et de lapin (TORTORA et al, 2002).

Cette substance thermolabile est antigénique, elle est sécrétée par les germes ayant
colonisés le caillot (FLANDROIS, 1997 ; JIN et al, 2003), conduisant a la dislocation du
thrombus en de petits fragments contenant des bactéries. Ainsi, elles contribuent aux
métastases septiques (PANCHOLI, 2002). Elles possedent également la propriété de cliver les
IgG et le fragment C3b du complément afin d’empécher la phagocytose (BOISSET et
VANDENESCH, 2010).

3-2-4- La coagulase

La coagulase est une enzyme exo-cellulaire, thermostable, d’un poids moléculaire qui
varie selon les souches, de 5 a 40 kDa, codée par le géne chromosomique coa. Pour exercer
son travail, elle s’associe avec la prothrombine, c’est pour cela qu’elle n’est pas active sur le
fibrinogéne purifié. La coagulase lie la prothrombine par son extrémité N-terminale, ce qui lui
permet d’acquérir une activité protéolytique. Ce complexe est appelé staphylothrombine (LE

MINOR et VERON, 1982 ; VINCENOT et al, 2008).

L’enzyme activée est capable de coaguler le plasma humain en quelques heures,
permettant la transformation du fibrinogéne en fibrine. Le thrombus formé, contribue
probablement aempécher la phagocytose (TALLY, 1993 ; PANCHOLI, 2002) et favoriser la
constitution de thrombophlébites septiques (NAUCIEL et VILDE, 2005).

3-2-5- Les nucléase

S. aureus est la seule espece du genre Staphylococcus a produire une nucléase

thermostable. Elle permet ainsi une identification rapide de S. aureus. Elle a une activité exo-
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et endo-nucléasique qui lui permet de dégrader I’ADN maisaussi I’ARN des cellules de
I’héte, elle est active a pH alcalin en présence de calcium (HU et al, 2013). L’activité
enzymatiqueestmiseenévidencesur un milieuabase d’ADN avec du bleu de Toluidine (halo

ros€) (AVRIL et al, 2000).

3-2-6- L’ hyaluronidase

Enzyme thermostable de 92 kDa, codée par le gene hys 4 (PANCHOLI, 2002). Elle
exerce son activité a pH acide par I’hydrolyse de 1’acide hyaluronique présent dans la matrice
du tissu conjonctif (LE MINOR et VERON, 1982), favorisant probablement la diffusion de S.
aureus dans ce dernier (TALLY, 1993).

3-2-7- La catalase

C’est une enzyme permettant la transformation du H,O, en H,O et O,. Avec cette
enzyme S.aureus inhibe probablement ’activité destructrice des polynucléaires neutrophiles
et cela par la dégradation des radicaux libres d’oxygene, produits par ces globules blancs. Par
conséquent, la catalase donne une protection pour ce germe a l’intérieur des cellules
phagocytaires, lui permettant d’échapper au systtme immunitaire (TALLY, 1993 ;
PANCHOLLI, 2002). La figure 04 démontrent les différents facteurs de virulence de S. aureus

et leur cinétique de production au cours du développement de I’infection.
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Figure 04 : Facteurs de virulence de S. aureus et leur cinétique de production au cours du
développement de I’infection (LOWY et al. 1998).

13



Chapitre I11

Résistance de S. aureus aux antibiotiques



Chapitre 111 : Résistance de S. aureus aux antibiotiques

1- Histoire des antibiotiques

Entre 1940 et 1950, la pénicilline était I’antibiotique de choix pour traiter les
infections a S. aureus. Cependant la sensibilité a la pénicilline a ét¢ de courte durée suite a
I’apparition de souches résistantes, productrices des B-lactamases (APPELBAUM, 2006). S.
aureus possede une trés grande plasticité génétique. Sous la pression de sélection des
antibiotiques, il a trés rapidement acquis des genes portés par des plasmides codant pour des

pénicillinases (GRUNDMANN et al, 2006).

En 1959, la méticilline est découverte. Peu aprés I’introduction de ce nouvel
antibiotique apparaissent des souches de S.aureus résistantes que I’on appellera S.aureus
résistants a la méticilline (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA) (OTTER et
FRENCH, 2010). La résistance bactérienne aux antibiotiques ou antibiorésistance est devenue
un sérieux phénoméne de portée universelle, qui n’a cessé d’augmenter de maniére
progressive au cours de ces derniéres années. Ce probléme de santé publique touche a la fois

la santé animale et la sant¢ humaine (FAYE, 2005).
2- Définition des antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances chimiques élaborées par des organismes vivants
ou produits par synthése chimique qui possédent une activité antibactérienne. Cette activité se
manifeste de maniere spécifique par I’inhibition ou la modification de certain processus
vitaux des microorganismes. En fonction de la molécule, de sa concentration et du temps de
contact avec les bactéries, les antibiotiques peuvent les tuer (effet bactéricide) ou ralentir leurs

croissance (effet bactériostatique) (GUILFOILE, 2007).
Les antibiotiques sont défini par leur :
e Activité antibactérienne (certains antibiotiques agissent contre les champignons
e unicellulaire, ils sont donc appelés antibiotiques antifongiques) (JOLY, 1989) ;
e Bonne absorption et diffusion dans 1’organisme ;
e Activité¢ en milieu organique ; dans le sang ou lestissus ;

e Toxicité sélective grace a un mécanisme d’action spécifique (YALA et MERAD,

2001).
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Pour qu’il soit actif, un antibiotique doit pénétrer dans la bactérie, sans étre détruit ni

étre modifié, se fixer sur une cible et perturber la physiologie bactérienne (OGWARA, 1981).
3- Critéres de classification des antibiotiques

On peut classer les antibiotiques d’apres plusieurs critéres : nature chimique, origine,

spectre d’action, mécanisme d’action (KEZZAL, 1993).
4- Résistance de S. aureus aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est un phénomeéne aussi ancien que 1’apparition des
antibiotiques. Les bactéries n’étant pas suicidaires, les premicres qui ont appris a synthétiser
des antibiotiques ont développé dans le méme temps les moyens de s’en protéger (LE LOIR et

GAUTIER, 2010).
4-1- Définition de la résistance

La résistance aux antibiotiques ou antibiorésistance est la capacit¢ d’un micro-
organisme a résister aux effets des antibiotiques (LE LOIRE et GAUTIER, 2010). Un
microorganisme est considéré «résistant» lorsque sa concentration minimale inhibitrice (CMI)
est plus ¢élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres souches de la

méme espece (CARLE, 2009; MUYLAERT et MAINIL, 2012).
4-2- Supports génétiques de la résistance

Selon LECLERC et al (1995), il existe deux types de résistance des bactéries pour les

antibiotiques : la résistance naturelle et la résistance acquise.
4-2-1- Résistance naturelle

Les génes de résistance font partie du patrimoine génétique de la bactérie. La
résistance naturelle est un caractére présent chez toutes les souches appartenant a la méme
espece.La résistance bactérienne naturelle est permanente et d’origine chromosomique. Elle
est stable, transmise a la descendance (transmission verticale) lors de la division cellulaire
mais elle n’est généralement pas transférable d’une bactérie a 1’autre (transmission
horizontale) (YAMASHITA etal, 2000). Cette résistance constitue un critére d’identification
(LAVIGNE, 2007).
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4-2-2- Résistance acquise

La résistance acquise est une propriété de souche. Cette derniére correspond a la
capacité de supporter une concentration d'antibiotique beaucoup plus élevée que celle
supportée par les autres souches de la méme espece (SCHWARZ et CHASLUS-DANCLA,
2001). Elle peut s'acquérir soit par mutation chromosomique qui est un phénoméne spontané
et rare et n'explique pas toutes les résistances rencontrées en clinique, soit par acquisition de
matériel génétique exogene (PRESCOTT, 2000). La résistance acquise par transfert de
matériel génétique représente 80 a 90 % des résistances acquises rencontrées chez les

bactéries isolées enclinique (FAYE, 2005).
4-3-Modes de résistances des bactéries

Selon DONNIO (2010), quatre grandes catégories de mécanismes de résistance

concernent la plupart des espéces bactériennes, y compris S. aureus. 1l s’agit de :

e Inactivation enzymatique ;

e Modification ou remplacement de la cible de I’antibiotique ;
e Réduction de la perméabilité cellulaire ;

e Phénomene d’efflux.

4-3-1- Inactivation enzymatique

Ce type de mécanisme est le plus important. De nombreuses classes d’antibiotiques et
pratiquement toutes les espéces bactériennes sont concernées (GAUDY et BUXERAUD,
2005).

L’inactivation enzymatique de 1’antibiotique représente le principal mécanisme de
résistance des béta-lactames, des aminoglycosides et des phénicolés. On décrit également ce
type de résistance pour le groupe MLS (macrolides, lincosamides, streptogramines), pour les
tétracyclines, pour la fosfomycine et plus récemment pour les fluoroquinolones. L’enzyme en
modifiant le noyau actif de I’antibiotique par clivage ou par addition d’un groupement
chimique, empéche la fixation de I’antimicrobien sur sa cible et provoque une perte d’activité.
Parmi les réactions biochimiques catalysées par ces enzymes bactériennes, on peut citer des
hydrolyses, des acétylations, des phosphorylations, des nucléotidylations, des estérifications,

des réductions et des réactions d’addition d’un glutathion (MUYLAERT et MAINIL, 2012).
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4-3-2-Modification ou remplacement de la cible de I’antibiotique

Apres la pénétration cellulaire de 1’antibiotique, il existe une étape de reconnaissance

de la cible. C’est a ce niveau qu’intervient ce type de résistance. Il s*agit de :

— Soit d'une résistance naturelle avec la mauvaise affinité de certain antibiotiques pour

les cibles

— Soit d'une résistance acquise avec modification des cibles et perte d'affinité des

antibiotiques pour ces cibles (GAUDY et BUXERAUD, 2005).

La cible de I’antibiotique peut étre structurellement modifiée ou remplacée, de telle
sorte que le composé antibactérien ne puisse plus se lier et exercer son activité au niveau de la
bactérie. La modification de la cible, mécanisme de résistance décrit pour presque tous les
antibiotiques, est particulierement importante pour les résistances aux pénicillines, aux
glycopeptides, aux molécules de groupe MLS chez les bactéries a Gram positif et pour les
résistances aux quinolones chez les bactéries Gram positives et Gram négatif. Ce type de
résistance peut €tre le résultat de 1’acquisition de matériel génétique mobile (codant pour une
enzyme modifiant la cible), ou peut résulter d’une mutation au niveau de la séquence
nucléotidique de la cible. Quant au remplacement de la cible de I’antibiotique, c’est un
mécanisme décrit pour les sulfamides et les B-lactames dont les S. aureus résistants a la
méticilline (SARM) sont un exemple remarquable par la synthése d’une nouvelle PBP
(Penicillin Binding Protein) possédant une affinit¢ moindre pour la méticilline (MUYLAERT
et MAINIL, 2012).

4-3-3- Imperméabilité cellulaire

Pour qu’un antibiotique soit actif, il faut qu’il pénetre dans la bactérie jusqu’a sa
cible. Cela suppose qu’il soit capable de traverser les divers obstacles mis sur sa route par la
bactérie, comme la membrane externe, et la membrane cytoplasmique (MUYLAERT et

MAINIL, 2012).
4-3-4- Phénomeéne d’efflux

Le systeme d’efflux est un mécanisme de transport actif membranaire, universellement
répandu chez les organismes vivants ; il a un réle clé dans la physiologie bactérienne par la
préservation de 1’équilibre physicochimique du milieu intracellulaire, en s’opposant a

I’accumulation de substances naturelles ou synthétiques toxiques ; transport de substances
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nutritives et export de substances toxiques (CATTOIR, 2009).

Ce systeme d’efflux fonctionne avec une protéine de la membrane cytoplasmique qui
est le transporteur ou pompe, une protéine de la membrane externe qui forme le canal

d’excrétion et une protéine périplasmique chargée d’assurer la liaison entre les précédentes.

L’antibiotique rentre dans la bactérie, mais, avant qu’il ne puisse se fixer sur sa cible,
il est pris en charge par ces protéines et excrété vers I’extérieur de la bactérie (GAUDY et

BRUXERAUD, 2005).

La résistance provient donc de la réduction de concentration en antimicrobien dans le
cytoplasme de la bactérie, ce qui prévient et limite I’accés de 1’antibiotique a sa cible. Deux
types de pompes ont été décrites selon leur spécificité de substrats : pompes SDR (Specific
Drug Resistance) et pompes MDR (Multiple Drug Resistance) (CARLE 2009; MUYLAERT
et MAINIL, 2012). La figure 05 ci-dessous illustre les différents modes d’action des

antibiotiques sur les bactéries.
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Figure 05 : Différents modes d’action des antibiotiques sur les bactéries(MADIGAN et
MATINKO, 2007).
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4-4- Résistance aux p-lactamines

Toutes les B-lactamines ont le méme mécanisme d’action : elles bloquent la synthese
du peptidoglycane (ou mucopeptide, ou muréine), qui est le polymére majeur spécifique de la
paroi bactérienne. Ce blocage intervient par inhibition de certaines enzymes responsables de
la transpeptidation, étape essentielle de la synthése du peptidoglycane. Ces enzymes
collectivement appelées PLP, sont insérés dans la partie externe de la membrane
cytoplasmique bactérienne. Pour étre actives, les B-lactamines vont devoir atteindre leur cible

en pénétrant dans la paroi bactérienne et se fixer sur les PLP (CAVALLO et al, 2004).

Les B-lactamines ont une homologie de structure avec le D-Alanine-D-Alanine (D-
Ala-D-Ala) du précurseur du peptidoglycane qui est le substrat des PLP. Elles se lient de
manicre covalente a ces dernieres, empéchant ainsi la réticulation de la paroi bactérienne

(NAUCIEL et VILDE, 2005).

Chez S. aureus, il y a deux principaux mécanismes de résistance aux [-lactamines : la

production de B-lactamase et la production de PLP modifi¢ées (CHAMBERS, 2009).
4-4-1- Résistance aux p-lactamines par production de p-lactamases

C’est le mécanisme de résistance le plus répandu chez S. aureus. En effet, pres de 80%
des souches de S. aureus produisent des B-lactamases (LOWY, 2003). Ce sont des PLP
extracellulaires particuliéres, capables d’hydrolyser le noyau [-lactame de 1’antibiotique
(CHAMBERS, 2009). Elles sont codées par un géne inductible par la présence de B-
lactamines appelé blaZ (CLARKE et DYKE, 2001).

S. aureus synthétise quatre types de B-lactamases (A, B, C et D). Chaque type possede
une affinité propre vis-a-vis d’un antibiotique. Par exemple, les types B et C sont plus
efficaces contre les céphalosporines sauf pour la nitrocéfine ou les types A et D montrent une

plus grande efficacit¢ (DEBORAH et al, 1992).

Pour contourner le probléme des [-lactamases, les scientifiques utilisent deux
stratégies. La premiere consiste a modifier les antibiotiques de telle mani¢re a ce que les
enzymes ne puissent plus les reconnaitre (le cas de la méticilline). La seconde consiste a
combiner deux molécules ou plus, I’une ne vise a détruire la bactérie tandis que I’autre inhibe
les enzymes (le cas du couple acide clavulanique-amoxicilline) (FREEMAN-COOK L et
FREEMAN-COOK K, 2006).
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4-4-2 Reésistance a la méticilline

Il s’agit de la modification des PLP ou protéines liant les pénicillines qui sont des
enzymes qui catalysent 1’étape finale de la biosynthése du peptidoglycane (paroi bactérienne)
et qui sont les cibles des B-lactamines (en se fixant aux PLP les B-lactamines les empéchent

de jouer leur role ; la synthése du peptidoglycane est entravée). Selon LOZNIEWSKI et

RABAUD (2010), trois mécanismes peuvent intervenir:

Diminution de 1'affinité des PLP pour les B-lactamines (exemple: Streptococcus
pneumoniae) : les B-lactamines ont du mal a se fixer aux PLP qui restent

disponibles pour la synthése dupeptidoglycane.

Augmentation de la synthése des PLP existantes avec hyper-expression de PLP
possédant naturellement une faible affinité pour les [-lactamines (ex:
Enterococcusspp. Cas précédent avec en plus une augmentation du nombre de
PLP disponiblespour la synthése du peptidoglycane ce qui conduit a une

impossibilité pour une méme dose de B-lactamines de toutes les bloquer).

Synthése d’une ou de plusieurs nouvelles PLP insensibles aux f-lactamines (ex:
Staphylococcus aureus : 1’acquisition et 1’intégration dans le chromosome d’un
gene mecA, d’origine mal connue, induit la synthése d’une nouvelle PLP, la
PLP 2a qui est capable d’assurer a elle seule 1’assemblage du peptidoglycane et

elle confére une résistance a toutes les f-lactamines).

La figure 06 illustre le mécanisme de résistance aux Béta-lactamines chez les
Staphylocoques.
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Figure 06 : Résistance aux Béta-lactamines chez les Staphylocoques (MAINARDI, 2015)
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4-5 Résistance aux glycopeptides

Les glycopeptides comprennent la vancomycine et la teicoplanine, sont utilisés
comme alternatives aux -lactamines dans le traitement des infections causées par les SARM.
Ces antibiotiques ont un effet bactéricide qui s’exerce lentement. Ils agissent sur la synthése

du peptidoglycane des bactéries induisant la mort de ces dernieéres (TANKOVIC et al, 1997).

La sensibilité diminuée aux glycopeptides est due essentiellement a 1’épaississement de
la paroi. Elle résulte d’une réorganisation complexe du métabolisme du peptidoglycane. Ceci
est probablement dii & des mutations dans de multiples génes, empéchant ’accés de
I’antibiotique a sa cible. Deux autres hypothéses sont décrites, le premier est I’hyperproduction
de précurseurs du peptidoglycane qui agissent comme des leurres pour les glycopeptides. La
seconde est due a la non dégradation des anciennes couches de peptidoglycane par les enzymes
autolytiques (HIRAMATSU, 2001 ; DAUREL et LECLERQ), 2008). La figure 07 démontre le

mécanisme de résistance aux Glycopeptides chez le Staphylococcus aureus.
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Figure 07 : Résistance au Glycopeptides chez S.aureus (MAINARDI, 2015)
4-6 Résistance aux aminosides

Les aminosides sont des molécules hydrophiles qui pénétrent a I’intérieur de la cellule
bactérienne par transport actif (DONNIO, 2010). Une fois dans le cytoplasme, elles se fixent sur
la sous-unité ribosomale 30S, inhibant ainsi la synthese protéique (LYON et SKURRAY, 1987).

Chez S. aureus, la résistance aux aminoglycosides résulte de trois mécanismes
différents (SCHITO, 2006). Le premier, qui consiste en des mutations affectant la sous-unité

30S du ribosome bactérien (LAMBERT, 2005), est rapporté dans la résistance de haut niveau
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a la streptomycine (la CMI est de I’ordre de 10mg/ml) mais pas aux autres aminoglycosides

(LYON et SKURRAY, 1987 ; DONNIO, 2010).

Le second mécanisme est caractérisé par un dysfonctionnement dans le systéme de
transport d’électrons (transport actif) de la bactérie, ce qui réduit considérablement la quantité
d’antibiotique qui pénétre a I’intérieur de la cellule. Ce type de résistance est décrit chez des
mutants de S. aureus a colonies naines, présentant une résistance a tous les aminoglycosides

(TANKOVIC et al, 1997 ; STRAHILEVITZ et HOOPER, 2009).

Le troisieme mécanisme, le plus répandu dans la résistance aux aminoglycosides chez
S. aureus, est dQ a la présence chez ce dernier, d’enzymes capables de modifier I’antibiotique

(LECLERCQ et al, 1999; CHANDRAKANTH et al, 2008).

L’antibiotique est modifié par acétylation via 1’acétyltransférase, phosphorylation via
la phosphotransférase et adénylation via la nucléotidyltransférase. Une fois modifié, I’affinité
de I’antibiotique vis-a-vis de sa cible diminue considérablement (TANKOVIC et al, 1997;
STRAHILEVITZ et HOOPER, 2009).

4-7 Résistance aux quinolones

Les quinolones exercent leur pouvoir bactéricide en inhibant spécifiquement la
réplication de ’ADN bactérien. Pour cela, elles ciblent deux enzymes indispensables a la
réplication de ’ADN chez la bactérie, a savoir, ’ADN-gyrase et la topoisomérase IV
(STRAHILEVITZ et HOOPER, 2009). Les quinolones se lient a ces derniéres de maniére non
covalente, stabilisant le complexe de clivage- ADN-enzyme .Ceci a pour effet d’inhiber le
fonctionnement des deux enzymes, et d’enclencher un processus de mort cellulaire non

encore ¢lucidé (ALDRED et al, 2014).

Chez S. aureus, la résistance aux quinolones se manifeste par la mise en place de deux
mécanismes. Le premier consiste en des mutations ponctuelles au niveau des génes codant la
gyrase (notamment gyrA4 et gyrB) (ITO et al, 1994), et/ou des génes codant la topoisomérase
IV (parC et parE) (PIDDOCK, 1999). Ces mutations réduisent 1’affinité des enzymes aux
quinolones, conférant a la bactérie une résistance de haut niveau vis-a-vis de ces molécules
(KAATZ et SEO, 1997).Le second mécanisme est un systeme d’efflux actif expulsant
I’antibiotique vers le milieu extracellulaire (BELLIDO et al. 1999 ; TANAKA et al, 2000). 11
s’agit de protéines membranaires jouant le role de pompes détoxifiant la cellule bactérienne.

(COSTA et al, 2013).
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4-8 Résistance aux tétracyclines

Les tétracyclines sont des molécules comprenant un noyau tétracyclique linéaire. Elles
agissent en se fixant sur la sous-unité ribosomale 30S, ce qui empéche I’ARN-aminoacyl de

s’y associer et inhibe la synthése protéique (SPEER et al, 1992).

Deux mécanismes de résistance ont été rapportés chez S. aureus. Le premier consiste a
protéger le ribosome via des protéines codées par des génes plasmidiques ou se trouvant dans
des transposons (ROBERTS et SCHWARZ, 2009). Ces protéines se fixent sur le ribosome,
induisant I’augmentation de la constante de dissociation du complexe ribosome-tétracycline.
Cela a pour effet de relarguer la molécule antibiotique et de rendre le ribosome fonctionnel

(SCHNAPPINGER et HILLEN, 1996 ; CONNELL et al, 2003).

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

les ribosomes (CHOPRA et ROBERTS, 2001).
4-9 Résistance aux phénicolés

Ce sont des antibiotiques bactériostatiques. Ils bloquent la synthése protéique des
bactéries aprés leur fixation sur certaines protéines ribosomales de la sous unité 50S. Ils
interagissent d’une part avec le site aminoacyl et d’autre part, ils inhibent I’action de la

peptidyltransferase qui catalyse la formation de la liaison peptidique (DONNIO, 2010).

La résistance de haut niveau au chloramphénicol chez S. aureus est lice a la
production d’un chloramphénicol acétyltransférase (cat) codée par un gene cat localisé sur un
plasmide. Par ailleurs, les mécanismes d’efflux multiples (MDR) comme norA peuvent

entrainer une augmentation des CMI des phénicolés vis-a-vis de S. aureus (DONNIO, 2010).
4-10- Résistance aux MLS

Les MLS représentent trois classes d’antibiotiques complétement différents au niveau
de leur structure. Cependant, elles ont un mode d’action similaire. Les MLS se fixent sur la
sous- unité 50S du ribosome bactérien, inhibant ainsi I’étape de translocation lors de la
traduction. Elles peuvent donc étre sujettes aux mémes mécanismes de résistance (DONNIO,
2010). Le principal mécanisme de résistance décrit chez S.aureus est la modification de la

cible ribosomale par méthylation (CHAMBERS, 2009; STRAHILEVITZ et HOOPER, 2009).

23



Chapitre 111 : Résistance de S. aureus aux antibiotiques

Les souches résistantes produisent une méthylase qui va agir sur une adénine de I’ARN; 23S,
causant un changement de conformation de ce dernier. Ce mécanisme aura pour effet de
diminuer considérablement 1’affinité de 1’antibiotique vis-a-vis de sa cible, conférant ainsi

une résistance croisée aux trois classes (TANKOVIC et al, 1997).

L’inactivation de DI’antibiotique par voie enzymatique est un autre mécanisme de
résistance aux MLS. Chez S.aureus, ce type de mécanisme est surtout décrit dans la résistance
aux lincosamides et aux streptogramines. Dans le premier cas, il s’agit d’une nucléotidylation
par une nucléotidyltransférase, et dans le deuxiéme cas, c’est une acétylation par une

acétyltransférase (STRAHILEVITZ et HOOPER, 2009).

Enfin, la résistance aux MLS peut étre due a un mécanisme d’efflux actif qui expulse
les molécules d’antibiotiques a I’extérieur de la cellule. Ce mécanisme est décrit pour les

macrolides et les streptogramines (TANKOVIC et al, 1997).
4-11-Autresrésistances

» La résistance aux sulfamides est de nature chromosomique, liée a une
hyperproduction d’acide para-amino-benzoique.

» Larésistancealarifampicineestliéealasélectiondemutantsrésistantsauniveau de la
sous-unité béta de I’ARN polymérase ADNdépendant.

» La résistance a la fosfomycine est due a la sélection de mutants au niveau du
systéme de transport de la molécule dans la bactérie (genes glgT et uhp).

» La résistance a 1’acide fusidique est secondaire soit a la sélection de mutants
résistants au niveau du facteur d’¢longation intervenant dans la synthése
protidique soita une modification de la perméabilit¢ d’origine plasmidique

(LECLERCQ, 2002).

La figure 08 illustre les différents mécanismes de résistance liés au mode d’action des

antibiotiques.
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Figure 8 : Mécanisme de résistance li¢ au mode d’action des antibiotiques(MAINARDI,

2015)
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Chapitre 1 : Matériels et méthodes

1- Objectifs de I’étude

L’objectif principal de notre étude consiste a isoler différentes souches de S. aureus a
partir de prélévements nasaux effectués chez le poulet de chair. Ceci, permet donc d’étudier la
prévalence de ce germe chez cet animal et d’évaluer par la suite la sensibilité des souches de
S. aureus isolées vis-a-vis de différentes familles d’antibiotiques;et par conséquent,mettre en
¢vidence le risque sanitaire associé¢ a la présence de souches multi-résistantes (SARM) chez

ces animaux de rente.

2- Matériels

— Autoclave (pbi international, Italie)

— Balance électronique (Denver Instrument, Etats Unis)

— Bec bunsen

— Bain-Marie (Memmert, Allemagne)

— Etuve microbiologique (Memmert, Allemagne)

— Glaciere

— Réfrigérateur (Maxipower, Algérie)

— Spectrophotometre UV /visible (Medline, Grande Bretagne)

— Seringue de 5 ml (Industries médico-chirurgicales, Algérie)

— Vortex (VELP SCIENTIFICA, Italie)

— Verrerie et outils : boites de Pétri, tubes a essai, pipettes Pasteur, cotons tiges stériles,
tubes a hémolyse, anse a boucle, anse en plastique, Micropipettes, embouts (0.1 et
ImL), spatules, béchers, cuves de spectrophotometre, flacons en verre, pince

bactériologique, écouvillons.
2-1-Matériels biologiques

Souches de référence utilisées : S. aureus ATCC 25923.
3-Milieux de culture et réactifs

— Bouillon Mueller-Hinton (CondaPronadisa, Espagne)
— Bouillon BHIB (CondaPronadisa, Espagne)

— G¢élose Baird Parker (CondaPronadisa, Espagne)

— G¢élose a ADN (CondaPronadisa, Espagne)

— G¢élose BHI (CondaPronadisa, Espagne)
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— Gélose Muller-Hinton (CondaPronadisa, Espagne)
— HCLa2N

— Eau physiologique a 0,9 %.

— Téllurite de potassium (Institut Pasteur d’Alger)

— Emulsion de jaune d’ceuf

— Agar bactériologique (CondaPronadisa, Espagne)
— Plasma de lapin (Bio-Rad, France)

— Glycérol (BiochemChemopharma, France)

— Peroxyde d’hydrogéne(H,0,)

— Eau distillée stérile

— Disques d’antibiotique (Liofilchem, Italy)

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

4-Méthodes

4-1- Lieu et durée de I’étude

L’¢étude a été réalisée au niveau du
laboratoirederecherchedeBiochimieAnalytiqueetdeBiotechnologie(LABAB)al université
Mouloud Mammeri Tizi-Ouzoudurant la période qui s’écoule entre le mois de Février et le

mois de Septembre 2020.
4-2-Collecte des échantillons

La collecte des échantillons a été réalisée au niveau de deux abattoirs différents situés
dans la commune de Tizi-Ouzou. Au totale 149 échantillons ont été prélevés. Les échantillons
ont ¢té collectés la matinée lors de 1’abattage, chaque téte a ét¢ mise dans un sachet en

plastique, puis acheminée au laboratoire dans une glaciere empilée de pochettes de glace.

Ces échantillons sont identifiés par un code contenant des lettres indiquant,leurs

origines et le numéro de 1’échantillon.

Le nombre de prélévements réalisés est de trois, espacés d’une durée d’une a deux
semaines. Ces échantillons proviennent des différents ¢levages de la wilaya de TiziOuzou ou

de d’autres wilayas (Tableau 02).
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Tableau 02 : Nature et nombre de prélévements

Prélevement | Abattoir Origines des Taille de Age des Nombre des
échantillons I’élevage échantillons | échantillons

Oued Fali 1200 47 jours 20

Houamdi Sidi Naamane 1000 55 jours 10

Premier (commune Bejaia 1200 50 jours 10

de DBK)  ["Akerrou 600 48 jours 10

Maatkas 1000 49 jours 10

Mekla 1200 57 jours 10

Chernai Makouda 1200 58 jours 10

Deuxieme (corSI];liune Ouagenoun 1200 50 jours 10

Naamane | Tigzirt 1000 52 jours 10

Yakourene 1000 48 jours 10

Houamdi Sidi Naamane 2300 45 jours 10

Troisieme (commune Mizrana 500 60 jours 10

de DBK)  "Beni Douala 1000 54 jours 19

5-Analyse des échantillons au laboratoire

5-1- Ecouvillonnage et enrichissement

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

deux becs bunsen en introduisant un coton-tige stérile dans la cavité nasale du poulet. Nous

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

dans le but de recueillir un maximum de sécrétions nasales. Nous avons ensuite mis le coton-
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tige dans un tube a essai contenant un milieu d’enrichissement, Mueller Hinton additionné de

6.5% de NaCl. L’incubation est réalisée a 37°C pendant 24 a 48h.

Figure 08 : écouvillonnage de la cavité nasale de poulet de chair
5-2- Isolement de S. aureus

A T’aide d’une micropipette, un volume de 0.1 ml de chaque bouillon Mueller-Hinton
ayant un trouble est déposé aseptiquement en surface sur la gélose Baird Parker (BP)
additionnée de jaune d’ceuf et de tellurites de potassium. L’inoculum est étalé grace a un

rateau stérile. Les boites sont incubées a 37°C pendant 24 a 48heures.
5-3- Purification des isolats

Une a cinq colonies caractéristiques de S. aureus (colonies rondes a bords réguliers,
lisses, bombées, noires et ayant un halo claire) sur le milieu BP, sont prélevées a 1’aide d’une
pipette Pasteur stérile de chaque échantillon positif et sont purifiées sur la gélose BHI. Les
boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 24 h. Cette étape est refaite jusqu’a avoir une

boite contenant des colonies pures.
5-4- Identification biochimique

En plus des caractéres morphologiques (caractéres macroscopiques des colonies),
I’identification est aussi effectuée sur la base de quelques caractéres biochimiques : catalase,

coagulase, et ADNase
5-4-1- Mise en évidence de la catalase

Une goutte de peroxyde d’hydrogéne (H202) est déposée a la surface d’une lame en

verre. Une colonie provenant d’une boite de BHI contenant une souche suspecte est prélevée et
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déposée a coté de la goutte d” H2O,. Puis, la lame est inclinée de maniére a ce que la goutte
rentre en contact avec la colonie. La souche est dite catalase+ si des bulles de gaz (O2)

apparaissent dans la goutte d” H2O2 (effervescence)
5-4-2- Test d’ADNase

A partir d’une culture pure, nous avons ensemencé la gélose a ADN avec la souche a
tester (sous forme d’une strie). Nous avons inclus un témoin positif S. aureus ATCC 25923.
Les boites ont été incubées a 37°C pendant 24 h. Apres incubation, les boites ont été inondées
avec du HCla 2N. Apres 2 a 3 minutes de contact, 1'exces de HCI a été éliminé. Les souches

ADNase (+) sont entourées d'une zone claire autour de la strie.
5-4-3- Test de la coagulase

Apres avoir repiqué la souche pure dans du Bouillon BHIB (BrainHeart Infusion
Broth) et incubé a 37°C pendant 24 heures ; un volume de0.5 ml de cette culture est mis dans
un tube a hémolyse contenant un volume ¢égale de plasma de lapin. Ces tubes sont ensuite
incubés a 37°C pendant 1 heure a 4 heures. La réaction de la coagulase est considérée comme

positive s’il y’aura formation d’un coagulum (prise en masse).
5-5-Antibiorésistance des souches isolées

L’antibiorésistance des souches de S. aureus isolées a été étudiée conformément aux
recommandations du CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2018), en appliquant
la méthode de diffusion des disques d’antibiotiques sur la gélose Mueller-Hinton (MH). La
résistance des souches a été testée vis-a-vis de 09 molécules d’antibiotiques listés dans le

tableau 03.
% Technique de ’antibiogramme

Un inoculum est préparé a partir d’une culture pure sur BHI de 18 h a 37°C. Quelques
colonies bien isolées et parfaitement identiques sont raclées a 1’aide d’une anse a boucle en

platine puis déchargées dans de I’eau physiologique stérile.

La suspension bactérienne est homogénéisée au vortex et ajustée a unedensité optique

(D.O) comprise entre 0.08-0.1 lue a 625 nm au spectrophotométre.

L’ensemencement des boites de Pétri contenant la gélose MH est effectué par la

méthode d’écouvillonnage.
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Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne préparée, 1’essorer en
le pressant fermement sur la paroi interne du tube afin de le décharger au maximum, puis le
frotter sur la totalité de la surface seche de la gélose MH de haut en bas, en stries serrées.
L’opération est répétée trois fois en tournant la boite a chaque fois, sans oublier de faire
pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. L’ensemencement est fini en passant 1’écouvillon sur la

périphérie de la gélose.

Trois disques d’antibiotiques sont appliqués par boite, chaque disque est appliqué a
I’aide d’une pince stérile. Une fois appliqué, le disque ne doit pas étre déplacé. Les boites

sont immédiatement incubées pendant 24 h a 37 C.

La lecture des antibiogrammes se fait en mesurant le diametre de chaque zone
d’inhibition en millimétre (mm). Par la suite, les souches sont classées en trois catégories :

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

Tableau 03 :Listes des molécules d’antibiotiques testés.

Familles Antibiotiques | Abréviation |Charge en pg Marque

Pénicilline G P 10 UI Liofilchem, Italie
B-lactamines

Céfoxitine FOX 30 UI Liofilchem, Italie

Gentamycine CN 10 UI Liofilchem, Italie
Aminosides

Néomycine N 30 UI Liofilchem, Italie
Macrolides Erythromycine E 15 Ul Liofilchem, Italie
Quinolone Ofloxacine OFX 5UI Liofilchem, Italie
Tétracycline Tétracycline TE 30 UI Liofilchem, Italie
Phénicolés Chloramphénicol C 30 UI Liofilchem, Italie

) Triméthoprime- ) .

Sulfamides SXT 25 Ul Liofilchem, Italie

Sulfamethoxazole
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5-6- Conservation des souches

Une fois les souches sont identifiées et codifiées, elles sont conservées dans des

cryotubes a -20°C contenant le bouillon cceur-cervelle (BHIB) additionné de Glycérol.

[ Ecouvillonnage (Prélévement nasal)

|

Enrichissement, sur bouillon

4—— Mueller Hinton additionné de 6.5%

de NaCl

{ Tubes présumés positifs

|

Isolement sur gélose Baird Parker
additionnée de jaune d’ceuf et de
tellurites de potassium.

[ Colonies caractéristiques de S. aureus 1

Purification sur gélose BHI (Brain
Heart Infusion)

Identification de I’espece

‘—_
[ Staphylocoques
Test de la catalase R "
Test de I’ADNase
Test de la coagulase 5
[ Staphylococcus aureus }

Figure 09: Diagramme montrant les différentes étapes d’identification de S. aureus
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Chapitre II : Résultats et discussion

1- Résultats

1-1-Prévalence de S. aureus

Durant cette étude, 149 échantillons de poulet de chair ont été prélevés au niveau de
deux abattoirs situés dans la Wilaya de Tizi-Ouzou. Apres I’enrichissement sur le bouillon

Muller-Hinton additionné de NaCl a 6.5%, 101 prélevements se sont révélés positifs.

L’isolement sur la gélose sélective de Baird-Parker, nous a permis d’avoir 54 colonies
caractéristiques du genre Staphylococcus. Ces derniéres ont été soumises a des tests

biochimiques, ce qui a permis de confirmer 18 souches de Staphylococcus aureus.

La fréquence d’isolement de S. aureus est de 8.05%. Celle-ci est variable selon la

région de I’étude (Tableau 4).

Tableau 04: Prévalence de S. aureus et nombre de souches isolées selon la région

Origine Nombre de Prévalence de Nombre de S.
Des an‘nbre de prélévements S. aureus aureus isolées
- Prélévements oes
prélévements positifs (%)
Oued Fali 20 0 0 0
Sidi Naamane 10 0 0 0
Bejaia 10 0 0 0
Akerrou 10 0 0 0
Maitkas 10 0 0 0
Makouda 10 6 60 4
Ouagenoun 10 0 0 0
Tigzirt 10 0 0 0
Yakourene 10 0 0 0
Sidi Naamane 10 0 0 0
Mizrana 10 0 0 0
Beni Douala 19 6 31.57 14
Mekla 10 0 0 0
Total 149 12 8.05 18

1-2- Antibiorésistance des souches isolées

Les résultats obtenus ont montré la présence de résistances, avec des proportions

variables selon les familles d’antibiotiques étudiées. En effet, un taux ¢élevé de résistance a la
pénicilline, a I’érythromycine, a 1’Ofloxacine et a la tétracycline ont été observées, avec des
fréquences de 88.88%, 77.77%, 77.77% et 66.66%, respectivement. En outre, une faible

résistance a été enregistrée pour la néomycine, avec un pourcentage de 11.11 %.
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Aucune résistance n’a ¢été observée pour la gentamycine, la céfoxitine, le

chloramphénicol et le triméthoprime/sulfaméthoxazole (Tableau 5).

Tableau 05: Résistance des souches de S. aureus aux antibiotiques testés (n=18).

Nombre (%) de souches de S. aureus
Antibiotiques Résistantes Intermédiaires Sensibles
P 16 (88.88) 0 (0) 2(11.12)
FOX 0 (0) 0 (0) 18 (100)
TE 12 (66.66) 4(22.22) 2(11.12)
C 0(0) 0(0) 18 (100)
SXT 0(0) 0(0) 18 (100)
E 14 (77.77) 0(0) 4 (22.23)
CN 0(0) 0(0) 18 (100)
N 2(11.11) 0(0) 16 (88.89)
OFX 14 (77.77) 0(0) 4 (22.23)

P: pénicilline, FOX : céfoxitine, TE : tétracycline, C: chloramphénicol, STX:
triméthoprime/sulfaméthoxazole, E : érythromycine, CN : gentamicine, N : néomycine,
OFX : ofloxacine.

Quatorze souches (77.77%) présentent des multi-résistances et 2 phénotypes de multi-
résistance ont été observés. Le phénotype le plus observé est celui de P-TE-E-OFX. Les

phénotypes de multi-résistance sont résumés dans le tableau 07.

Tableau 06 : Phénotypes de multi-résistances

Phénotype de multi-résistance Nombre de souches
P-TE-E-OFX 12
P-E-OFX 02
Total 14

Dans cette étude, aucune souche n’est résistante a la méticilline, toutes les souches

sont des S. aureus sensibles a la méticilline (SASM)
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Erythromycine Céfoxitine
Gentamycine Ofloxacine
Triméthoprime/ Néomycine
sulfaméthoxazole
hloramphénicol
Pénicilline G
Tétracycline

Figure 10 : Profil de résistance d’une souche SASM (Photo personnelle prise au laboratoire)

2- Discussion

Les résultats de notre étude montrent que la prévalence de S. aureus dans nos
prélevements est faible, qui est de ’ordre de 8.05%, sur un total de 149 échantillons du poulet
de chair. Nos résultats concordent avec ceux obtenus par NEELA et a/(2013), qui ont
enregistré une tres faible prévalence de S.aureus chez le poulet, qui est de 1.4% (n=7 sur 503
prélévements nasaux) en Malaisie. En revanche, HAENNI ez a/ (2011) ont annoncé un taux
de contaminations du poulet de chair de 44% en Corée. KOREGHLI et SMAIL (2019) ont
rapporté une prévalence légérement supérieure (11.37%) a celle observée dans notre étude. La
méme fréquence d’isolement de S. aureus a été annoncée par BOUNAR-KECHIH et al
(2018), qui est de I’ordre de 12%. Tandis que, une autre étude réalisée en Algérie a montré
une forte prévalence de S. aureus dans le poulet de chair (BENRABIA et al, 2020).

Toutes les souches isolées dans notre étude étaient des SASM, ce qui écarte le risque
associ¢ a la présence des SARM. En revanche, des taux variables de SARM chez le poulet de
chair ont été enregistrées (BOUNAR-KECHIH et al, 2018 ; KOREGHLI et SMAIL, 2019 ;
BENRABIA et al, 2020).

Staphylococcus aureus est un pathogeéne contagieux opportuniste qui provoque des

infections cliniques ou infra cliniques chez I'nomme et I'animal, et c'est une cause importante
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de maladies d'origine alimentaire dans le monde. En Algérie, une forte prévalence de S.
aureus et de SARM multi-résistants est régulierement retrouvée chez les patients admis dans
les établissements de sant¢ (REBIAHI et a/, 2011 ; OUIDRI, 2018 ; ANTRI et al, 2018).
Durant notre étude, nous avons enregistré des taux de résistance tres élevés vis-a-vis de
la pénicilline G (88.88%), de 1’érythromycine (77.77%), de 1’ofloxacine (77.77%) et de la
tétracycline (66.66%). Nos résultats concordent avec ceux présentés par YEASMEEN et al,
(2017), qui ont annoncé un taux de résistance de 83.33%, 86.67% et 93.33% vis-a-vis de la
tétracycline, I’érythromycine et de la pénicilline G, respectivement, concernant des souches
isolées de la volaille. Un résultat similaire au notre est observé par BENRABIA et al, (2020) qui
ont annoncés une résistance de 73.7% pour 1’érythromycine et 85% pour la tétracycline. De
fortes résistances vis-a-vis de la pénicilline (92%), de la tétracycline (74%) et de
I’érythromycine (45%) ont été rapportées par BOUNAR-KECHIH et al (2018), concernant des

souches de S. aureus isolées du portage nasal chez le poulet de chair dans le nord Algérien.

L’augmentation de la résistance n’est que le résultat de I’utilisation des antibiotiques.
Chez la volaille, la pénicilline, la tétracycline et 1I’érythromycine sont des antimicrobiens
largement utilisés pour le traitement des infections a staphylocoques, c’est la raison pour
laquelle le taux de résistance contre ces trois antibiotiques est ¢levée (TANNER, 2000 ;

WHITE et al, 2003).

Quant a I’ofloxacine, notre résultat est élevé (77.77%). Des valeurs relativement
¢levées ont été enregistrées par SULEIMAN et al (2013), qui ont signalé une résistance de

I’ordre de 57.4%.

Nous n’avons enregistrés aucune résistance vis-a-vis de la céfoxitine, du
chloramphénicol, du triméthoprime/sulfaméthoxazole et de la gentamicine, ces antibiotiques
ont gardé de bonnes activités a I’encontre de nos souches isolées. Par contre, nous avons
observé une faible résistance vis-a-vis de la néomycine (11.11%), ce résultat concorde avec
celui annoncé par NEMATI et al/ (2008), qui ont signal¢ une faible résistance de 1’ordre
17.3% a I’encontre de la néomycine. Un autre résultat plus faible de 1’ordre de 3% a été

obtenu par BOUNAR- KECHIH e al (2018).

L’étude de la sensibilité de nos souches a la céfoxitine nous a permis d’observer une absence
totale de résistance vis-a-vis de cette molécule. Ces souches sont donc considérées comme des SASM

(100%).Un résultat similaire a été observé par de NEELA et al (2013).

36



Chapitre II : Résultats et discussion

Des taux semblables ont été annoncés par JOCELYN BERNIER-LACHANCE (2015),
qui n’a détecté aucun SARM dans les 400 écouvillons nasaux et caecaux prélevés sur 200
poulets de chair échantillonnés dans deux abattoirs représentant 38 exploitations, ce qui donne

une prévalence estimée de 0% de poulets positifs pour chaque type d'échantillon.

En revanche, de nombreuses études réalisées a travers plusieurs pays ont enregistré
des prévalences variables de SARM. En effet, BOUNAR-KECHIH ef a/ (2018) ont annoncé
des fréquences relativement ¢élevées chez le poulet de chair et la poule pondeuse, qui sont de
I’ordre de 53% et 57%, respectivement. BENRABIA et al (2020) ont rapporté un taux de
27.5%. D’autres fréquences d’isolement de SARM ont été rapportées en Egypte et en
Bangladesh, qui sont de l’ordre de 42.5% et 50% (BAKEET et DARWISH, 2014;
YEASMEEN et a/, 2017).

La détection de SARM chez la volaille dans les abattoirs peut constituer un risque
pour la sant¢ humaine, non seulement pour le consommateur, mais aussi pour le
professionnels (vétérinaires, éleveurs, boucher,...etc.) (CHAIRAT et al, 2015). En effet,
plusieurs travaux ont rapporté que le contact étroit et répété avec ces animaux constitue un

facteur de risque d’acquisition du SARM (EL OUAHABI et al, 2016).
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Conclusion

Il est devenu clair que la résistance aux antibiotiques est 1’une des menaces les plus
graves pour ’utilisation continue des antibiotiques en médicine humaine et vétérinaire. Les
maladies causées par les bactéries multi-résistantes sont désormais vus au quotidien, et
certains agents pathogénes ont acquis une résistance a plusieurs classes d’antibiotiques.
L’acquisition des geénes de résistance par le transfert horizontal, la chaine alimentaire ainsi
que le potentiel zoonotique de certains agents pathogénes comme S.aureus constituent des
enjeux majeurs pour la filicre avicole.

Durant cette étude, des souches de S. aureus ont été isolées a partir de poulet de chair
(n=18) avec une prévalence de 8.05 %. L’étude de la résistance des isolats aux antibiotiques
montre de fortes résistances vis-a-vis de la pénicilline G, de la tétracycline, de
I’érythromycine et de I’ofloxacine. En revanche aucune souche SARM n’a été détectée,

toutes les souches identifiées sont donc qualifiées de SASM (100%).

Les résultats de cette étude montrent bien le risque sanitaire associé a la présence de S.
aureus chez le poulet de chair, ce qui témoigne de la nécessité d’une bonne application des

mesures de biosécurité et d’un bon usage des antibiotiques.

Néanmoins, les résultats obtenus au cours de notre étude sont limités et doivent étre

complétés par :

e Elargissement de la zone de 1’étude en incluant plus d’¢élevages
e Inclure des prélévements chez les éleveurs et les professionnels pour étudier le

potentiel de transmission Homme-Animal et Animal-Homme.
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Annexes 01:Milieux de culture utilisé€s et leur composition

% Gélose de Baird-Parker

Peptone pancréatique de caséine.................... 10g
Extraitde levure...................oooiiiiiiiiiii, lg
Extraitde viande.....................ooooiiiii 5¢
Pyruvate de sodium......................coooei 10g
LiClo e, 5¢g
GlyCIne.......coooiiiiiiiie e, 12¢g
GElOSC.....ccovveiiiieei e, I5¢g
Eau distillée............oooooooi, 1000 ml

ph = 6,8. Stériliser a 121°C pendant 15 minutes.

e Préparation de I’émulsion de jaune d’ceuf
Utiliser des ceufs frais de poule dont la coquille est intacte.
Nettoyer les ceufs avec une brosse et un détergent liquide, puis rincer a I’eau courante.
Désinfecter 1I’ceuf en le plongeant dans une solution d’éthanol a 70% pendant 30s, puis
en les laissant sécher a 1’air libre ou réaliser un flambage.
Aseptiquement, casser chaque ceuf et séparer le blanc du jaune par transferts répétés de
demi-coquille a 1’autre.
Recueillir les jaunes d’ceufs dans un récipient stérile et compléter avec quatre fois leur
volume d’eau distillée stérile. Homogénéiser vigoureusement.
Chauffer le mélange a 47°C pendant 2h.
Entreposer a 3°C + 2°C pendant 18 a 24h, le temps nécessaire pour la formation d’un
précipité.
Recueillir stérilement dans un flacon le surnageant constituant 1’émulsion (Durée de
conservation est au maximum 72h a 3°C + 2°C).
e Composition du milieu complet

Milieu de base (Baird- Parker)............cccccc......... 100ml

Solution de téllurite de potassium..................... Iml
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Emulsion de jaune d’ceuf................cccocove.... Sml

+» Gélose BHI (Brain Heart Infusion)

Composition en g/l

Peptone pancréatique de gélatine................. 10
Chlorure de sodium.................ooviiin.t. 5
Phosphate disodique...............ccoooiiiiinni. 2.5
GIUCOSE. ... 2

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

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

stériliser a I’autoclave pendant 15 minute a 120°C.

Pour I’obtention du milieu BHI on ajoute 15g d’agar bactériologique dans 1L de

bouillon BHIB lors de sa préparation.

< Gélose a ADN

Composition en g/l

Peptone de viande...................... 20
Acide désoxyribonucléique............ 02
Chlorure de sodium..................... 05
AGar...ooii i, 18

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

Préparation : dissoudre 45g de poudre dans 11 d’eau distillée puis stériliser a I’autoclave

pendant 15 minutes a 120°C.

+* Milieu Mueller Hinton

Composition en g/l

Amidon......coooeviiiiiiiiiiiiii, 1.5
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Infusion de beeuf................... ... 2.0
Agar bactériologique.................. 17.0
Peptone de caséine acide.............. 17.5

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

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

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

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

Catalase | Coagulase | ADNase Code
C1SN9 (+) ) ) /
C3SN10 (+) ) () /
C5SN10 (+) ) ) /
C10F4 ) ) ) /
C20F5 ) O ) /
C10F7 ) ) ) /
C20F7 ) ) ) /
C10F9 ) O ) /
C30F9 ) ) ) /
C10F10 ) ) () /
C20F10 ) ) () /
C10F5 ) ) ) /
C20F4 ) ) ) /
C1SN5 ) ) ) /
C1SN3 ) ) ) /
C4SN10 () -) -) /




C1SN10 ©) ) ) /
C20F9 ) ) ) /
C10G5 ) ) ) /
C10G10 0 ) S /
CIMKD3 ) ) ) S465
C2MKD3 ) O ) /
C1IMKD4 (+) ) ) /
C2MKD4 ) ) ) /
CIMKD6 () ) ) /
C2MKD6 ) ) ) /
CIMKD7 ) ) ) /
C2MKD7 ) ) ) /
CIMKDS ) ) ) S454
C2MKDS (+) ) ) /
C3MKDS ) ) ) $453
CIMKD9 ©) ) ) /
C2MKD9 ) ) ) S449
C1BDI1 ) ) ) S472
C2BDI1 ) ) ) S471
C3BD11 ) ) ) S470
C4BD11 ) ) ) S478
C1BD13 ) ) ) /
C2BD13 ) ) ) S479
C3BDI13 ) ) ) S480
C1BD14 ) ) ) S476
C2BD14 ) ) ) S475

Annexes
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C3BD14 (+) ) ) S473
C4BD14 (+) ) ) S469
C1BD16 (+) ) ) S467
C2BD16 (+) ) ) S474
C3BD16 (+) ) ) S468
C1BD17 () () ) /
C3BD17 NT ) () /
C4BD17 NT ) ) /
C1BD18 (+) ) ) S477
C2BD18 (+) ) ) /
C3BD18 (+) ) ) /
C4BD18 ) ) ) /

(+), test positif ; (-), test négatif ; NT, non testé

C, colonie ; SN,SidiNaamane ; OF, OuedFali ; OG, Ouagenoun ; MKD, Makouda ;

BD, Beni douala.

Annexes 03 : Valeurs des diamétres de zone d’inhibition selon le CLSI et la CASFM.

Famille

B-lactamines

Aminoglycosides

Macrolides

Antibiotique
Pénicilline G
Céfoxitine
Gentamycine

Néomycine

Erythromycine

Sensible Intermédiaire

Diameétre critique

Résistant

<28

<21

<12

<15

Références

CLSI2018

CLSI2018

CLSI 2018

CASFM 2018

CLSI2018
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Tétracycline >19 15-18 <14 CLSI 2018
Tétracyclines
. Ofloxacine > 18 15-17 <14 CLSI 2018
Quinolones
. Chloramphénicol > 18 13-17 <12 CLSI 2018
Phénicols
Inhibiteurs de Trimétoprim- >16 11-15 <10 CLSI 2018
synthése de Sulfamethoxazole

I’acide folique

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

Souches FOX N OFX C TE P E CN SXT
C1IMKD3 S S S S S S S S S
CIMKDS8 S R S S I R I S S
C3IMKDS8 S R S S I R S S S
C2MKD9Y S S S S S S S S S

C1BD11 S S R S R R R S S

C2BD11 S S R S R R R S S

C3BD11 S S R S I R R S S

C4BD11 S S R S R R R S S

C2BD13 S S R S R R R S S
C3BD13 S S R S R R R S S
C1BD14 S S R S R R R S S
C2BD14 S S R S R R R S S
C3BD14 S S R S I R R S S
C4BD14 S S R S R R R S S
C1BD16 S S R S R R R S S
C2BD16 S S R S R R R S S
C3BD16 S S R S R R R S S
C1BD18 S S R S R R R S S
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Annexe 05:Valeurs des diamétres d’inhibition des souches de S. aureus isolées

Souches FOX N OFX C TE P E CN SXT
C1MKD3 29 18 32 30 31 40 30 20 29
CIMKDS8 28 11 27 25 16 14 22 20 27
C3IMKDS8 31 12 29 26 16 16 26 18 28
C2MKD9Y9 29 19 27 26 28 35 23 20 28

C1BD11 26 19 8 26 13 6 6 22 30

C2BD11 30 18 8 26 14 12 6 19 27

C3BD11 29 20 10 28 16 16 6 24 30

C4BD11 28 21 7 28 13 6 6 22 31

C2BD13 26 17 06 24 12 06 06 19 21

C3BD13 26 18 06 24 13 06 06 19 24

C1BD14 28 20 08 25 13 13 06 20 28

C2BD14 28 19 10 25 13 06 06 22 28

C3BD14 28 20 10 26 15 13 06 20 29

C4BD14 30 18 08 24 14 11 06 21 30

C1BD16 28 18 09 26 14 06 06 22 30

C2BD16 28 18 09 24 12 06 06 20 25

C3BD16 30 18 09 25 13 10 06 20 27

C1BD18 30 20 08 25 13 13 06 21 30




Annexes

Annexe 06 : Tests biochimiques utilisés pour I’identification de S. aureus

Colonies de S. aureus sur milieu BHI Test de la coagulase

Test de 1a catalase Test de ’ADNase




