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Résumé

Staphylococcus aureus est une bactérie opportuniste causant une grande variété de maladies
aussi bien chez ’homme que chez I’animal. L’objectif principal de la présente étude est de
caractériser les souches de S. aureus d’origine animale et alimentaire, en ce qui concerne leur
antibiorésistance, puis, de détecter, in vitro, leur capacité a former des biofilms par deux
méthodes : la méthode de plaque de culture de tissus et la méthode de culture sur la gélose au
rouge Congo (RCA).

Au total, 179 souches de Staphylococcus aureus ont été testées, dont 97 souches d’origine
animale, tandis que 80 souches proviennent de divers produis alimentaires. Une forte résistance
vis-a-vis de la pénicilline G (73,32%); ainsi, des résistances relativement faibles allant de 4% a
25% ont été observées vis-a-vis du reste des molécules d’antibiotiques. Dix-neuf souches
(10,73%) sont résistantes a la méticilline (SARM) et 38 (21.43%) souches sont multirésistantes.
Les études d’adhésion bactérienne et de formation du biofilm ont révélé que 80% des souches
produisaient un slime bactérien par la technique du rouge congo, ainsi que toutes les souches de
Staphylococcus aureus quel que soit leur origine ont montré une capacité a-former des biofilms.

Les résultats obtenus dans cette étude montrent bien le risque sanitaire associé a la présence
des SARM et de souches formatrices de biofilms dans les denrées alimentaires et chez les
animaux. Ainsi, I’application des régles de biosécurité et les bonnes pratiques d’hygiéne tout le
long de la chaine de production sont necessaires.

Mots clés : Staphylococcus aureus, biofilm, résistance aux antibiotiques, slime bactérien,
SARM.



Abstract
Staphylococcus aureus is an opportunistic bacterium causing a wide variety of diseases in
both humans and animals. The main objective of the present study is to characterize S. aureus
strains of animal and food origin, with regard to their antibiotic reistance, and their capacity to
form biofilm in vitro, using two methods, including: the tissue culture plate method and the
Congo red agar (RCA) culture method.

A total of 179 strains of Staphylococcus aureus were tested, including 97 and 80 strains
isolated from animal and food origin, respectively. A high resistance to penicillin G (73.32%).
However, low resistances, ranging from 4% to 25%, were observed against the remaining
molecules. Nineteen strains (10.73%) were resistant to methicillin (MRSA) and 38 (21.43%)
strains were multi-drug resistant. Bacterial adhesion and biofilm formation studies revealed that
80% of strains produced bacterial slime in congo red agar, while, all tested strains were able to
form biofilm in microtiter plate.

The results obtained in this study show clearly the health hazards associated with the presence
of MRSA and biofilm-forming strains in foodstuffs and in animals. Thus, the application of
biosecurity rules and good hygiene practices throughout the production chain are necessary.

Key words: Staphylococcus aureus, biofilm, antibiotic resistance, bacterial slime, MRSA.
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INTRODUCTION

Staphylococcus aureus est un germe commensal de la peau et des muqueuses, en particulier

les narines et les voies gastro-intestinales de I'homme et des animaux (KIM et al., 2014).
En revanche, il fait également partie des principaux agents pathogénes universels qui provoque
une grande varieté de maladies (THAMMAVONGSA et al., 2015), allant des infections
courantes telles que les infections de la peau et des tissus mous (JOHNSON, 2011), a des
infections graves comme la septicémie, I'endocardite, la pneumonie, les infections du systéme
nerveux central (LOWY, 1998) et les toxinoses, telles que le syndrome du choc toxique
(JOHNSON, 2011). La capacité de S. aureus a coloniser et a infecter différents sites du corps est
liée a la présence de divers facteurs de virulence (TAM et TORRES, 2019), comprenant les
protéines de surfaces, la capsule, les enzymes et les toxines (DE BOER et al., 2009 ; PETINAKI
et SPILIOPOULOU, 2012).

De nos jours, le traitement et le contrdle des infections bactériennes s’effectue principalement
par D’antibiothérapie. Ces agents antimicrobiens sont largement utilisés, non seulement en
médecine humaine et en médecine vetérinaire, mais aussi en élevages des animaux et certaines
activités agricoles (KLUYTMANS et al., 2010). lls sont administrés aux animaux pour accélérer
leur croissance, prévenir et traiter les différentes infections (JAMALI et al., 2015). L’utilisation
abusive et non modérée de ces agents antimicrobiens a mené vers I’émergence de souches
multirésistantes, un probléme de grande ampleur notamment pour les pays développés (HOSEIN
et al., 2014 ; RAD et al., 2015), en termes de morbidité, de mortalité, de 1’échec thérapeutique et
des cotts qu’il peut causer (CASTRO et al., 2016).

La multirésistance de S. aureus est assez commune dans les milieux hospitaliers et les fermes
(SAKOULAS et MOELLERING, 2008), ou elle fut détectée chez les animaux (LEE, 2003) et
les aliments comme la viande (NORMANNO et al., 2007 ; PESAVENTO et al, 2007), le lait et
les produits laitiers (PELES et al., 2007; PEREIRA et al., 2009), ainsi que les produits de la
péche (BELENEVA, 2011).

Méme si les bactéries sont capables de vivre librement dans un environnement (vie
planctonique), I’agglomération dans une structure pluri-microbienne regroupés sous le terme de
biofilm représente leur mode de croissance le plus fréquent (SEGHIR et al., 2016). Les biofilms
sont des populations organisées de bactéries encapsulées dans une matrice polymérique
extracellulaire autoproduite (CRAFT et al., 2019), qui adhére a une variété de surfaces biotiques
et abiotiques (KRANJEC et al., 2021). Les biofilms microbiens sont a l'origine de plus de 75%
de toutes les infections microbiennes observées chez I'homme (DAVIES, 2003), a savoir

les infections aigués, qui sont généralement causées par des cellules planctoniques (GORDON

)



et LOWY, 2008). En revanche, les infections chroniques sont associées & un mode de croissance
du biofilm ou S. aureus peut se fixer et persister sur les tissus de I'ndte (BARRETT et ATKINS,
2014 ; CHATTERJEE et al., 2014). Cette formation de biofilm permet a la bactérie d’échapper
aux défenses de I’organisme de 1’hote et de la protéger du traitement antibiotique, rendant
les infections par biofilm particulierement difficiles a éradiquer (BHATTACHARYA et al.,
2015 ; VENKATESAN et al.,, 2015). Il a été démontré que ces structures sont la source
de problémes de biocontamination dans divers domaines tels que I’environnement et I’industrie
(DUBOIS-BRISSONNET et al., 2006), y compris I’industrie agroalimentaire contaminant ainsi
les produits alimentaires et genérant la biodétérioration des matériaux (KLINGER et al., 2005).
De plus, le biofilm contribue a un niveau supplémentaire de complexité concernant le probleme
de la résistance aux antimicrobiens (CRAFT et al., 2019).

Le but de la présente étude était d'etudier phénotypiquement la formation de biofilm des
souches de S. aureus d’origine alimentaire et animale, en appliquant deux méthodes
couramment décrites dans de nombreux travaux sur les biofilms : la méthode de coloration au
cristal violet (CV) sur microplaque et la méthode de culture sur la gélose au rouge congo
(RCA), ainsi que d’évaluer la sensibilité des souches de S. aureus vis-a-vis de certaines familles
d’antibiotiques utilisées en thérapeutiques vétérinaires et humaines, dans le but de détecter les
souches SARM.
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Géneralites sur Staphylococcus
aureus



I- Généralités sur Staphylococcus aureus
I-1- Historique

Les premiéres descriptions des staphylocoques (bactéries en forme de coques) isolés a
partir de pus d’abcés datent de 1871, mais ce n’est que quelques années plus tard que ces
travaux permettront de proposer un nom a la bactérie rencontrée. Ainsi en 1878, Robert Koch
en Allemagne et Louis Pasteur en 1880 en France décrivent des grappes de coques dans
du pus d’origine humaine (KARTHIK, 2007).

Ce n'est que plus tard, en 1882 que le nom "Staphylocoque" a été donné par le chirurgien

Ogston, pour décrire ces grains (kokkos), groupés en amas irréguliers a la fagcon d'une grappe
de raisin (Staphylos) (EYKIN, 1996). Il différencie ainsi Staphylococcus (cocci en grappe) de
Streptococcus (cocci en chainettes) (SPICER, 2003 ; STEPHEN et HAWKEY, 2006).
En 1884, en Allemagne Rosenbach donne la premiére description du genre Staphylococcus en
obtenant des cultures pures de ces bactéries sur milieu solide. 11 différencie ainsi S. aureus de
S. albus par la coloration des pigments produits par les colonies (blanches ou Dorées)
(KARTHIK, 2007). En 1885, Zopf a placeé les staphylocoques et les microcoques dans le
genre Micrococcus séparés par la suite par Flugge et ces collaborateurs (1955) qui classent les
cocci anaérobies facultatifs et aérobies dans le genre Staphylococcus et Micrococcus,
respectivement. Cette classification est basée sur leur action vis-a-vis de la gélatine et le test
d’oxydation-fermentation du glucose. Une nette distinction basée sur la composition de
I’ADN entre les deux genres a été proposée par Silvestri et Hill 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).

L’introduction de techniques génomiques en 1976 a permis la vérification de certaines
classifications tout en engendrant de nombreuses modifications, amenant progressivement a la
taxonomie actuelle (HILL, 1981).

I-2- Taxonomie

La classification des staphylocoques a connu de nombreux bouleversements lors de la
premiere édition en 1923 du « Bergey’s Manual of Determinative Bactériology », les
staphylocoques étaient classés dans la famille des Streptococcaceae (AVRIL et FAUCHERE,
2002), puis dans la famille des Micrococcaceae a cause de certaines similitudes
phénotypiques avec le genre Micrococcus, a savoir, ce sont des cocci a Gram+, non sporulés,

non capsulés, immobiles, formant des amas irréguliers et produisant une catalase. 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 aéro-anaérobies
facultatifs (PELLERIN et al., 2010). En plus, I’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).

Avec I’avéenement de la biologie moléculaire et les techniques de séquencage, 1’analyse de
la composition en (G+C)% du génome des deux genres et la comparaison des séquences de
I’ARNr 16S ont confirmé la nécessité de séparer ces deux genres dans deux familles
différentes, ce qui s’est réalisé dans la deuxieéme édition du Bergy’s Manual of Systematic
Bacteriology (PRESCOTT et al.,, 2002). Selon cette deuxieme édition, la classification
phylogénétique du genre Staphylococcus est la suivante (DELARRAS, 2007) :

Domaine : Bacteria

Phylum : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceae
Genre : Staphylococcus

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 :

- Les Staphylocoques a coagulase négative (SCN) tel que S. epidermidis, S. saprophyticus, S.
cohnii, S. xylosus, S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri...etc.

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

L’espece S. aureus, sans doute la plus connue et la plus communément liée aux pathologies
de’homme, compte deux sous-especes a savoir S. aureus subsp aureus et S. aureus subsp
anaerobius. La premiére, constituant la majorité des souches appartenant a cette espéce, est
catalase positive, tandis que la deuxiéme est catalase négative (PELLERIN et al., 2010).

I-3- Habitat
I-3-1- Chez I’étre vivant
Staphylococcus aureus fait partie de la flore commensale normale des mammiferes et des

oiseaux, a I’inverse de certaines espéces de staphylocoques qui ont, eux un hote préférentiel.




S. aureus semble capable de coloniser tous les mammiferes (marins et terrestres) méme si
différents biotypes de souches de S. aureus pourraient étre raccordés a des hotes spécifiques
(HENNEKINE et al., 2003).

Chez I’homme, On repére S. aureus sur plusieurs sites corporels tels que la surface de la
peau (LAYS, 2012 ; REBAIHI, 2012), les muqueuses intestinales ou génitales (ROBERT,
2013), au niveau des zones chaudes et humides de 1’organisme telles que le rhinopharynx

(fosses nasales et gorge), les aisselles (EL-ANZI, 2014), les glandes de la peau, le cuir

chevelu, les mains, la bouche, les dents, il est également présent dans le tube digestif et le
périnée en plus faible quantité (PEREZ, 2013)(figure 01).
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Figure 01 : Prévalence de S. aureus dans les différentes parties du corps humain
(VERBRUGH, 2009).

|-3-2- Dans ’environnement

Le S. aureus, une bactérie trés répandue sur la planete bleue de facon ubiquitaire. Il posséde
des capacités d’adaptation et de résistance au stress importantes et donc capable de survivre
dans un large éventail d’habitats environnementaux. La bactérie peut étre isolée de fagon
sporadique dans le sol, I’eau douce, le sable de la plage, I’eau de mer et la surface des plantes.
Concrétement, elle est largement présente dans les poussieres dispersées dans lair et les
surfaces (DWORKIN et al., 2006). Elle peut également survivre sur des surfaces inanimées
telles que la literie, les vétements et les poignées de portes (FREEMAN et FREEMAN, 2006).




I-3-3- Dans les aliments et leur environnement de production

La bactérie peut se retrouver dans les aliments, leur contamination peut étre due
principalement a la matiére premicre qui est contaminée ou d’origine humaine lors de la
fabrication et/ou le conditionnement de 1’aliment dans 1’industrie agro-alimentaire (CALLON
et al., 2007). Ces contaminations sont souvent liées a un défaut d’hygiéne du matériel de
production ou de I’employé (ASAO et al., 2003 ; IKEDA et al., 2005).

I-4- Mode de transmission

En raison de sa localisation, c’est principalement le mode de transmission manuportée qui
esta I’origine des infections. Cette transmission peut étre due soit & un portage direct par
I’individu lui-méme, soit par une contamination transitoire via un autre réservoir (PASCOE et
al., 2014). Elle est favorisée par la promiscuité dans les lieux collectifs tels que les salles de
sport, les écoles, les prisons et sur les lieux de travail. Une transmission intra-familiale est
possible et décrite (KNOX et al., 2015).

Bien que S. aureus soit capable de survivre plusieurs mois dans I’environnement en état de
dormance (MULYUKIN et al., 2014), la contamination par une source environnementale
reste relativement rare, sauf en milieu hospitalier ou elle est prévalente (KAMPF et al., 2003).

Une autre voie de contamination est 1’ingestion d’aliments colonisés par des souches de
S.aureus libérant des entérotoxines responsables d’intoxinations alimentaires (SOARES et
al., 1997).

I-5- Caractéres bactériologiques

I-5-1- Caracteres morphologiques

A TI’examen microscopique, le Staphylococcus aureus se présente sous I’aspect de cocci a
Gram positif de forme sphérique de 0,5 a 1,5u de diameétre(figure 02), ce n'est qu'au cours de
la lyse ou la dégénérescence (veilles cellules), que parfois les cellules perdent leur affinité
tinctoriale et peuvent devenir & Gram variable (COUTURE, 1990), immobiles, non sporulés
(LE LOIR et GAUTIER, 2010), ils se disposent en amas irréguliers polyédriques, évoquant
I'aspect caractéristique de "grappes de raisin” (ANANTHANARAYAN et PANIKER, 2006)
(figure 03).

La grande majorité des souches sont capsulées in vivo mais perdent progressivement leur
capsule en culture, d’autres forment des colonies mucoides sont entourées d’une
pseudocapsule (FAUCHERE et AVRIL, 2002 ; DE BUYSER et SUTRAT, 2005).




Figure 02 : Visualisation de S. aureus en microscopie a balayage a différents grossissements
(MERGHNI et al., 2017).
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Figure 03 : Staphylocoques en amas (SPICER, 2003).

I-5-2- Caracteéres culturaux

In vitro, S. aureus est une bactérie non-exigeante. En effet, en plus d’étre aéroanaérobie
facultative, elles sont capables de croitre dans des conditions hostiles (par exemple en
bouillon hypersalé a 7% de NaCl) (ACCARIAS, 2014), ce caractére est parfois mis a profit
(surtout en bactériologie alimentaire) (YVES et al, 2009). S. aureus est facilement cultivable
sur des milieux ordinaires synthétiques contenant les facteurs indispensables a sa croissance, a
savoir, la thiamine, I’acide nicotinique, la cystéine et larginine (DE BUYSER et
HENNEKINNE, 2010), tel que CBA (Columbia Blood Agar), TSA (Tryptic Soy Agar) ou
BHI (Brain Heart infusion), ainsi que dans les milieux liquides correspondants (VITKO et
RICHARDSON, 2013). En bouillon, la culture est rapide, en quelques heures un trouble
homogéne abondant avec dépdt et voile en surface sont observés (LE MINOR et
VERON, 1990). Il n'y a pas de production de pigment en milieu liguide (ANGANDZA,
2012).

C’est un germe mésophile pouvant croitre a des températures allant de 6 a 48°C, avec un
optimum qui se situe entre 35 et 41°C, son pH optimal est compris entre 6 et 7, mais il peut
se multiplier dans une fourchette de pH comprise entre 4 et 9,8 (DE BUYSER et SUTRAT,




2005).

Il tolére une activité de 1’eau (a,,) 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).
Halotolérant, il peut supporter des teneurs en chlorures de sodium (NaCl) pouvant atteindre
les 20% (DE BUYSER et SUTRAT, 2005).

Sur milieux solides, les colonies observées apres 24 heures d'incubation sur geélose
ordinaire sont larges (2-4 mm de diametre), circulaires a bords réguliers, légérement bombées
lisses, luisantes et translucides. La pigmentation des colonies peut varier du blanc au jaune ou
jaune orangé (ANANTHANARAY AN et PANIKER, 2006 ; DENIS et POLY, 2007).
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Figure 04: Culture de S. aureus sur milieu TSA (KAISER, 2017).
Sur gélose au sang, les souches typiques de S. aureus peuvent produire des colonies de

grand diamétre que celles produites sur gélose nutritive et de couleur jaune doré, entourées
d’une hémolyse béta (COUTURE, 1990 ; DENIS et POLY, 2007) (figure 05).

Figure 05 : croissance de Staphylococcus aureus sur gélose au sang (CHEN et al., 2014).
L’isolement de S. aureus 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 oule milieu plasma de lapin au fibrinogéne (JOFFIN et JOFFIN, 2010) (figure 06).




Figure 06 : colonies caractéristiques de S. aureus sur milieu de Baird Parker (DE BUYSER et
SUTRA, 2005).
I-5-3- Caracteres physiologiques et biochimiques

S. aureus est chimioorganotrophe, aéroanaérobie facultatif, produit une catalase mais pas
d’oxydase (LARPENT, 2000). Les S. aureus sont: indole -, acetone +, uréase +, VP +, MR +,
réduisant le téllurite de potassium et les nitrates en nitrites, et produisant de I’ammoniaque a
partir de I’arginine (FRENEY et al., 1999).

La plupart des souches sont lipolytiques produisant une zone opaque lorsqu’elles sont
cultivées dans des milieux contenant le jaune d’ccuf (ANANTHANARAYAN et PANIKER,
2006). De plus, les souches de S. aureus contrairement aux autres espéeces produisent de
I'hnémolyse béta (COUTURE, 1990).

S. aureus possede également un équipement enzymatique lui permettant de metaboliser
divers substrats glucidiques (glucose, saccharose, lactose et mannitol), protéiques et lipidiques
(FERRON, 1992).

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).

I-6- Facteurs de virulence et pathogénicité
I-6-1- Constituants de I’enveloppe
1-6-1-1- Exopolysaccharides capsulaires

L’interaction de S. aureus avec son hote dépend fortement de ses propriétés de surface, la
majorité des isolats de S. aureus dites capsulées expriment un polysaccharide de surface
durant la phase de croissance post-exponentielle (O’RIORDAN et LEE, 2004).

Une classification de ces polysaccharides en 11 sérotypes capsulaires a été proposee dont
les types 5 et 8 représentent 80% des infections humaines (ROUX et GHIGO, 2006 ;
DUBAS, 2008).




La capsule facilite ’adhérence de S. aureus aux cellules épithéliales, endothéliales et aux
monocytes en induisant la sécrétion par ces cellules de cytokines inflammatoires telles que IL-
1B, IL6, TNFa et IFNy et la chimiokine IL-8 (SOELL et al., 1995 ; NILSSON et al., 1997),
elle empéche aussi les neutrophiles de la recouvrir lors du phénoméne d’opsonisation et
capable d’interférer avec la phagocytose des S. aureus (THAKKER et al., 1998), et confeére a
la bactérie uneforme de résistance vis-a-vis des antibiotiques (DEVERRIERE, 2007).

I-6-1-2- Composants de la paroi
Elle est formée du peptidoglycane, des acides teichoiques et lipoteichoiques

(VANDENESCH et al., 2003) (figure 07).
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Figure 07 : Schéma de la paroi et de la membrane cellulaire des bactéries a Gram positif
comme le staphylocoque doré (ACHARYA, 2013).
I-6-1-2-1- Peptidoglycane ou mucopeptide

C’est I’élément structural de base de la paroi bactérienne. 1l forme un réseau
macromoléculaire plus au moins continu autour de la membrane cytoplasmique. Ce réseau est
formé de chaines de glycane reliées entre elles par des chainons peptidiques. Il lie la plupart
des protéines d’adhérence (LECLERC et al., 1995).

La paroi cellulaire de S. aureus est trés riche en peptidoglycane, sa structure particuliére la
rend insensible au lysozyme et favorise sa survie a I'intérieur des phagosomes (TAWK, 2014).
Le peptidoglycane de S. aureus est formé de chaines linéaires de N-acétylglucosamine (NAG)
et d’acide N-acétylmuramique (NAM) réunis par des liaisons p (1-4) et B (1-6). 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, la production de grandes quantités de peptidoglycane lors d’infection
locale (abceés, infections articulaires) provoque un chimiotactisme des cellules phagocytaires

et libération de cytokines (IL-1, 6, 8, et TNFa) qui, en grande quantité, provoquent les lésions
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tissulaires et hyperthermie (AVRIL et al., 2003 ; GARRITY et al., 2007).
1-6-1-2-2- Acides teichoiques et acides lipoteichoiques

Deux types d’acides teichoiques ont €té identifiés, ceux qui sont covalemment attachés au
peptidoglycane et les acides lipotéichoiques qui sont liés a la membrane plasmique (PERCY
et GRUNDLING, 2014 ; RAJAGOPAL et WALKER, 2015) (figure 08).
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Figure 08 : Schema de représentation des acides téichoiques dans la paroi des bactéries a
Gram positif (BROWN et al., 2013).

Les acides teichoiques sont des polymeres linéaires de ribitol ou de glycérol (S. aureus
possede de l'acide ribitol-teichoique), représentant environ 40% du poids de la paroi
bactérienne, unis par des liaisons phosphodiesters et substitués selon les cas par de la N-
acetylgalactosamine, la position des liaisons détermine l'existence des anoméres a ou  (LE
MINOR et VERON, 1982). Les acides teichoiques de S. aureus sont aussi appelés
polysaccharides A, ce sont des médiateurs cellulaires importants dans les processus
inflammatoires qui caractérisent les réponses immunitaires en réaction aux infections des
bactéries a Gram positif (KARTHIK, 2007). Ce polymere permet a S. aureus d'adhérer de
maniére spécifique aux surfaces muqueuses et favorisent ainsi la colonisation (BILJANA et
al., 2015).

Les acides lipoteichoiques de Staphylococcus aureus sont composés en alternance de
groupes phosphate et de groupes glycérol (NAVARRE et SCHNEEWIND, 1999). lls jouent
un grand réle dans les interactions entre bactéries et cellules et dans la fixation des

bactériophages (SPICER, 2003). Ils sont responsables de la résistance aux lysosomes et aux
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peptides antimicrobiens ainsi que de I'évasion de la réponse immunitaire de I'hdte. Outre la
fermete et I'élasticité de la paroi cellulaire, les acide teichoiques ont d'autres activités
biologiques telles que I’inhibition de la chimiotaxie (BILJANA et al., 2015), I’activation du
complément (TALLY, 1993) et peuvent entrainer une hypersensibilit¢é (LE MINOR et
VERON, 1990).
I-6-2- Protéines de surfaces
I-6-2-1- Protéine A

La paroi cellulaire de S. aureus contient une protéine A unique qui est liée au
peptidoglycane, mais elle est libérée dans le milieu de culture au cours de la croissance
(BILJANA et al.,, 2015). Cette protéine a la capacité de se lier au fragment Fc de
I'immunoglobuline G (1gG), le complexe formé permet [I’activation du complément par la
voie classique, ce qui altere le bon fonctionnement des immunoglobulines en empéchant
I’opsonisation par la réduction du nombre de fragments Fc disponibles (TALLY, 1993 ;
PLATA et al., 2009). Elle inhibe aussi la phagocytose des microorganismes par les cellules
polynucléaires (BILJANA et al., 2015). Elle module I’agrégation des plaquettes (O'BRIEN et
al., 2002) via l’interaction avec le facteur Von Willebrand, glycoprotéine du plasma
intervenant dans 1’adhésion des plaquettes au niveau de I’endothélium vasculaire 1ésé, cette
liaison est impliquée dans les endocardites infectieuses a S. aureus (HARTLEIB et al., 2000 ;
O'SEAGHDHA et al., 2006).

I-6-2-2- Facteurs d’invasion et d’adhésion

L’adhésion constitue I’étape initiale d’une infection. S. aureus est capable de se fixer sur
les protéines de la matrice extracellulaire de 1’h6te selon deux mécanismes. Le premier est
médité par des forces physicochimiques incluant des liaisons hydrophobes. Un second

mécanisme spécifique met en jeu des adhésines (MAZMANIAN et al., 1999).

I-6-2-3- Adhésines ancrées dans la paroi (MSCRAMM)

Les MSCRAMM (Microbial Surface Components Reconizing Adhesive Matrix Molecules)
sont des protéines associées au peptidoglycane (PDG) de la bactérie par des liaisons
covalentes. Ces adhésines sont responsables de I’attachement de la bactérie a différentes
matrices extracellulaires comme le collagene, le fibrinogéne ou la fibronectine et initient la
colonisation (PATTI et HOOK, 1994 ; FOSTER et HOOK, 1998). Il existe une vingtaine de
MSCRAMM chez S. aureus dont les principales sont : les protéines de liaison a la
fibronectine, FnbA et B (Fibronectin binding protein A et B) (JONSSON et al., 1991), la
protéine de liaison au collagéne, Cna (collagen binding protein) (SWITALSKI etal., 1989),
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ainsi que les protéines de liaison au fibrinogene CIfA et CIfB (clumping factor A et B) (NI
EIDHIN et al.,1998).
I-6-2-4- Protéine de liaison au collagéne (Cna)

La protéine Cna de S. aureus permet I’adhésion aux tissus contenant du collagéne comme
le cartilage (PATTI et al., 1994). Ce récepteur du collagéne pourrait constituer un facteur de
virulence important dans les infections osseuses et articulaires & S. aureus (BUCKINGHAM
et al., 2004).

I-6-2-5- Protéine de liaison au fibrinogéne (CIfA et CIfB)

C'est une protéine de surface trés riche en lysine qui parait étre fixée au corps bactérien
appelée coagulase liée ou "clumping factor" qui provoque I’agrégation des bactéries en
présence de plasma, permettant de transformer directement le fibrinogene en fibrine
(VERDIER et al., 2000). La protéine CIfA est présente a tous les stades de croissance,
contrairement au CIfB, qui est seulement présente a la surface des cellules en phase
exponentielle de croissance (LE LOIR et GAUTIER, 2010).

I-6-2-6- Protéine de liaison au fibronectine (FnBA et FnBB)

La fibronectine est une glycoprotéine qui se trouve dans la matrice extracellulaire (sous
forme insoluble) et dans le plasma (sous forme soluble) (MENZIES, 2003). FnBPA et FnBPB
contribuent a I'adhérence de S. aureus aux caillots plasmatiques et aux biomatériaux ayant un
contact prolongé avec le sang. lls ont ainsi un réle important dans l'initialisation des infections
sur des corps étrangers (FOSTER et MCDEVITT, 1994).
1-6-2-7- Adhésines sécrétées (SERAM)

De récentes recherches ont montré la présence d’un autre mécanisme d’adhésion qui se
base sur des adhésines secrétées vers le milieu extérieur appelées SERAM (Secretable
Expanded Repertoire Adhesive Molecules). Ce groupe inclue les Eap (Extracellular adherence
protein), les Emp (Extracellular matrix binding protein), ainsi que les Efb (Extracellular
fibrinogen binding protein) (SMELTZER et al., 2009). Ces protéines se fixent par des liaisons
non covalentes aux protéines de la matrice extracellulaire (fibrinogene, fibronectine, la
prothrombine, collagéne,...etc) (CHAVAKIS et al., 2005), puis elles sont reconnues par des
récepteurs spécifiques présents a la surface de la bactérie (BOISSET et VANDENESCH,
2010).

I-6-2-8- Protéine Eap
Il facilite sa propre phagocytose par les cellules phagocytaires (HAGGAR et al., 2003),

mais aussi de se fixer aux produits de dégradation de la matrice extracellulaire. Ainsi, S.
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aureus s’attaque de préférence aux tissus 1ésés et il masque les récepteurs des leucocytes pour
limiter leur infiltration. En résume, Eap inhibe la réaction inflammatoire qu’elle a elle-méme
provoquée (CHAVAKIS et al., 2002 ; HASSEN et al., 2006).
1-6-2-9- Protéine Efb

Des chercheurs considerent que la protéine Efb interagit avec le fragment C3 du
complément, cette interaction contrecarre ’activation du complément et 1’opsonisation (LEE
et al., 2004). De plus, elle se lie aux plaquettes et inhibe ainsi I’agrégation plaquettaire
(SHANNON et al.,2004).
I-6-3- Substances élaborées par S. aureus

Toutes les souches de S. aureus produisent des substances excrétées dans le milieu
extracellulaire et sont douées soit d’une activité enzymatique, ou d’une activité toxique
(BHATIA et ZAHOOR, 2007).
I-6-3-1- Les enzymes
I-6-3-1-1- Catalase

Elle convertit le peroxyde d’hydrogene accumulé dans la cellule, résultant du métabolisme
ou lors de la phagocytose en molécules d’eau et d’oxygene, ce qui empéche la formation de
radicaux oxygeénes toxiques pour la bactérie (WILLIAM, 2009).
I-6-3-1-2- Coagulase

En se liant a la prothrombine, elle transforme le fibrinogéne en fibrine qui recouvre le corps
bactériens, ce qui le protege et inhibe sa phagocytose et favorise la dissémination en
provoguant la coagulation localisée (MADIGAN et MARTINKO, 2007).
I-6-3-1-3- Désoxyribonucléase thermostable

Elle détruit I’ADN des cellules de ’h6te (GUIRAUD et ROSEC, 2004).
I-6-3-1-4- Béta—lactamase

Elle inactive les B-lactamines et joue le role dans la résistance vis-a-vis de cette famille
d’antibiotiques (COLLOMB, 2011).
I-6-3-1-5- Hyaluronidase

Elle hydrolyse I'acide hyaluronique présent dans la matrice acellulaire du tissu conjonctif
dont elle diminue Ila viscosité, ce qui a pour effet de permettre la diffusion des
staphylocoques dans les tissus (EL KOURI et al., 1998 ; AVRIL et al., 2003).
I-6-3-1-6- Fibrinolysine

Elle joue un rdle dans I’activation du plasminogéne en plasmine conduisant a la dislocation
du thrombus riche en bactéries (BOKAREWA et al., 2006), ellle clive aussi les 1gG et le
fragment C3b du complément afin d’empécher la phagocytose (BOISSET et
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VANDENESCH, 2010).
1-6-3-1-7- Protéases

Elles hydrolysent certaines proteines, telle 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).

I-6-3-1-8- Lysosyme

Une endo-béta-N-acétylglucosaminidase qui provoque la lyse de la paroi bactérienne (LE

MINOR et VERON, 1990).

I-6-3-1-9- Lipases et estérases

Elle clive les acides gras de la peau, qui sont secondairement inactivé par ’enzyme FAME

(Fatty Acid Modifying Enzym) ce qui favorise la pénétration de la bactérie a travers la

barriére cutanéo-muqueuse (LONG et al., 2010).

1-6-3-2- Les toxines

Le tableau 1 résume les principales toxines secrétées par S. aureus et leur mode d’action.

Tableau 1. Différentes toxines secrétées par S. aureus et leur mode d’action (ASSOUS et al,
1999 ; FLANDROIS et al, 2000 ; AVRIL et al, 2000 ; VANDENESCH et al, 2003 ;

TRISTAN et al, 2007).

Les toxines

Mode d’action

Les hémolysines
(o- toxine ; B- toxine)

Ont une action cytolytique sur de nombreuses cellules eucaryotes et
notamment les plaquettes, accessoirement sur les globules rouges
humains ou animaux

Leucocidine de Panton-
Valentine (PVL)

Ces toxines ont des cellules cibles (polynucléaires, monocytes,
macrophages) sur lesquelles elles se fixent et provoquent la
formation de canaux membranaires laissant passer les cations
divalents.

Les exfoliatines ou
épidermolysines

Provoque sur le plan histologique undécollement intra-épidermique
entre le stratum granulosum et le stratum spinosum,créant
cliniguement des lésions bulleuses.

Super antigenes

Se lient au CMH de type Il et causent une prolifération majeure de
lymphocytes T avec production de cytokines.

Entérotoxines

Associées aux intoxications alimentaires ou latoxine est produite
dans I’aliment ingéré.

TSST-1 (Toxin Shock
Syndrom Toxin 1)

Responsable du syndrome du choc toxiquestaphylococcique.

Le « Succinic oxydase
factor »

Inhibe I’oxydation du succinate par lesmitochondries.
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Figure 09 : Facteurs de virulence de S. aureus et leur cinétique de production au cours du
développement de I’infection (LOWY et al., 1998).
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Chapitre 11
Antibiorésistance



I1- Antibiorésistance
I1-1- Historique

S. aureus ne possede aucune résistance naturelle aux antibiotiques (GRUNDMANN et al.,
2006). En 1928, le staphylocoque a joué un role dans la découverte des antibiotiques. En effet,
I’observation fortuite d’Alexander Fleming sur des colonies de Penicillium a conduit a
I’amélioration de la santé mondiale. 11 a remarqué que le champignon Penicillium (qui avait
contaminé les boites de cultures accidentellement) avait inhibé la croissance d’une culture
bactérienne qui se trouve étre une souche de staphylocoque (BROWN, 2004).

En revanche, cette découverte de Fleming sera tombée dans 1’oubli, jusqu'a ’arrivée de
deux chercheurs britanniques, Florey et Chain en 1939 qui avaient utilisés la pénicilline en
thérapeutique. Le terme antibiotique a été proposé par R. Dubos a la fin de la seconde guerre
mondiale, la pénicilline (bétalactamine) fut employée plus largement pour le traitement des
infections bactériennes, mais malheureusement 1’usage intensif et non réfléchie de ces
molécules d’antibiotiques permet aux bactéries de développer une résistance vis-a-vis de ces
molécules (GAUDY et BUXERAUD, 2005).

En 1941, les staphylocoques résistants a la pénicilline sont apparus grace a I’acquisition
d’une pénicillinase plasmidique, enzyme qui dégrade la pénicilline (DUMITRESCU et al.,
2010). S. aureus qui possede une tres grande plasticité génomique, sous la pression de
sélection des antibiotiques, il a tres rapidement acquis des génes portés par des plasmides
codant pour ces pénicillinases (GRUNDMANN et al., 2006).

Pendant les années 1950, sont apparues les souches de S. aureus multirésistantes.
L’introduction en 1959 de la méticilline pour le traitement des infections staphylococciques a
soulevé un grand espoir (DUMITRESCU et al., 2010). Peu aprés I’introduction de ce nouvel
antibiotique, apparaissent des souches de S. aureus résistantes que 1’on appellera S.aureus
résistants a la méticilline (SARM) (OTTER et FRENCH, 2010).

Parallelement a I’émergence des SARM, la consommation des glycopeptides (teicoplanine,
vancomycine) a considérablement augmenté. Les premiers rapports sur la résistance aux
glycopeptides associée a un échec thérapeutique ont été publiés en 1995 pour la teicoplanine
et en 1997 pour la vancomycine. Les SARM de sensibilité diminuée aux glycopeptides sont
définis par des concentrations minimales inhibitrices (CMI) élevées pour la vancomycine et
la teicoplanine (LOWY, 2003).

L’antibiorésistance est devenue un sérieux phénomene de portée universelle, qui n’a cessé

d’augmenter de manicre progressive au cours de ces dernieres années. Ce probléme de santé
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publique touche a la fois la santé animale et la santé humaine (FAYE, 2005).

Pénicilline Méthicilline sensibilite dimmuee Vancomycine
Au glycopeptides

A 4 A J Y L o
1941 1947 1960 1997 2002
Résistance a la Reésistance a la Augmentation Résistance 4 la
pénicilline methicilline des CMI pour la Vancomycine
Production de Acquisition de vancomycine et Acquisition du
pénicillinases la PBP2a la teicoplanine gene vand

ou fi-lactamases

Figure 10: Histoire de la résistance de S. aureus aux antibiotiques (LOWY, 2003).

11-2- Définition des antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances naturelles biologiques élaborées par un
microorganisme (champignons/bactéries), ou des substances chimiques synthétiques ou semi-
synthétiques obtenues par modification d’une molécule de base naturelle (MUYLAERT et
MAINIL, 2012; CARUBA et JACCOULET, 2015), qui ont une activité antibactérienne.
Certains antibiotiques agissent contre les champignons unicellulaire, ils sont donc appelés
antibiotiques antifongiques (JOLY, 1989).
11-3- Critéres de classification des antibiotiques
11-3-1-Origine
Naturel : ID’antibiotique est produit par des micro-organismes soit des champignons
(pénicilline, céphalosporine) ou bien des bactéries (streptomycines, chloramphénicol)
(GAUDY et BUXERAUD, 2005).
Semi-synthétique : A partir d’une structure de base obtenue par extraction sur laquelle est
greffé un radical chimique (Méticilline) (BARZIC et IOAN, 2015).
Synthétique : Produit entierement par voie chimique (Sulfamide, acide nalidixique)
(BARZIC et IOAN, 2015).
11-3-2- Spectre d’activité selon GAUDY et BUXERAUD (2005), les antibiotiques sont
classeés :
Les antibiotiques a large spectre : actif sur la majorité des bactéries Gram positif et Gram

négatif.
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Les antibiotiques a spectre limité : actif sur les bactéries Gram positif et quelque Gram
negatif.

Les antibiotiques étroits : actifs uniquement sur certaines bactéries Gram positif ou certaines
a Gram négatif.

11-3-3- Effet d’un antibiotique

Les antibiotiques ont principalement deux actions possibles sur les bactéries,
bactériostatiques ou bactéricides.

Un antibiotique bactériostatique est une molécule qui a dose thérapeutique est capable
d’inhiber seulement la croissance bactérienne sans perte de viabilité. Le pouvoir
bactériostatique est mesuré en déterminant la concentration minimale inhibitrice (CMI), la
CMI étant la concentration la plus faible d’antibiotique qui est capable d’inhiber la croissance
visible des bactéries aprés 18 heures a 37 °C (FRENEY, 2007).

L’autre possibilité étant que I’antibiotique soit bactéricide, c'est-a-dire une molécule qui a
dose thérapeutique est capable de provoquer la mort de la cellule bactérienne. Elle est
mesurée en déterminant la concentration minimale bactéricide (CMB), la CMB étant la plus
faible concentration d’antibiotique entrainant la destruction de 99,99 % d’un inoculum
bactérien (FRENEY, 2007).

11-3-4- Leur structure chimique

Trés variable, elle est basée souvent sur une base (exemple : cycle B-lactame) sur laquelle il
y a hémi-synthése, et aussi ils peuvent étre classés selon les acides aminés de la matrice
suivante : dérivé d’un seul acide aminé (Chloramphénicol) ou de deux acides aminés sous
forme de peptide cyclique, complexe glycoprotéique... (BARZIC et IOAN, 2015).

11-3-5- Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent sur les bactéries de diverses manieres. Certains empéchent
la formation de leurs enveloppes protectrices (membrane et paroi), d’autres substances
agissent en bloquant certaines réactions chimiques indispensables a leur métabolisme. Enfin,
certains antibiotiques empéchent la traduction de leur information génétique (leurs génes) en
protéines (GAUDY et BUXERAUD, 2005) (figure 11).
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Figure 11 : Mode d'action des antibiotiques (CHAUSSADE et al., 2013).

11-4- Résistance aux antibiotiques
11-4-1- Définition de la résistance bactérienne

Un microorganisme est considéré « resistant » 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. Les bactéries sont dites multirésistantes lorsqu’a la suite
d’une accumulation de résistances naturelles et acquises, elles ne sont sensibles qu’a un petit
nombre d’antibiotiques. Elles sont alors résistantes a plusieurs antibiotiques ou classes
pharmacologiques d’antibiotiques (CARLE, 2009 ; MUYLAERT et MAINIL, 2012).
11-4-2- Support génétique de la résistance bactérienne
La résistance bactérienne peut étre naturelle ou acquise :
11-4-2-1- Résistance naturelle

Une résistance intrinseque se définit comme une caractéristique fonctionnelle ou
structurelle conférant une certaine tolérance, voir une insensibilité totale, a tous les membres
d’un groupe de bactérien (une espece, un genre ou parfois un groupe plus grand), vis-a-vis
d’une molécule particuliere ou vis-a-vis d’une classe d’antibiotiques (GUARDABASSI et

COURVALIN, 2006). L’absence ou la réduction de sensibilité a un antibiotique peut étre due
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a un manque d’affinit¢é du composé pour la cible bactérienne, une inaccessibilité de
la molécule a la cellule bactérienne (imperméabilité de la membrane externe des bactéries
Gram négatif aux glycopeptides comme la vancomycine), une expulsion de I’antibiotique par
des pompes a efflux chromosomiques (résistance aux tétracyclines, au chloramphénicol et aux
quinolones chez Pseudomonas aeruginosa) ou bien & une inactivation enzymatique innée de
I’antibiotique (MUYLAERT et MAINIL, 2012).
11-4-2-2- Résistance acquise

La résistance bactérienne acquise a un antibiotique est un phénoméne qui apparait au
niveau des souches d’une espece normalement sensible a cet antibiotique, ce qui se traduit par
une réduction de la sensibilité a la molécule qui lui était fatale. Cette résistance résulte d’une
modification génétique par mutation chromosomique ou par acquisition horizontale de
matériel génétique etranger (CARLE, 2009 ; MUYLAERT et MAINIL, 2012) (figure 12).
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Figure 12: Voies d’acquisition de résistance aux antibiotiques (ALEKSHUN et LEVY,
2007).
11-4-3- Principaux modes de résistances des bactéries
Les bactéries ont développé différents mécanismes afin de neutraliser I’action des agents
antibactériens (GUARDABASSI et COURVALIN, 2006) (figure 13).
11-4-3-1- Inactivation enzymatique de I’antibiotique
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
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perte d’activité. Ces enzymes sont généralement associées a des éléments génétiques mobiles
(GUARDABASSI et COURVALIN, 2006 ; ALEKSHUN et LEVY, 2007 ; NIKAIDO, 2009).
11-4-3-2- Modification ou remplacement de la cible de I’antibiotique

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. Ce type de résistance peut étre 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 (MUYLAERT et MAINIL, 2012).
11-4-3-3- Réduction de la perméabilité cellulaire

Les bactéries a Gram négatif sont munies d’une enveloppe additionnelle, la membrane
externe, qui sert de barriére. Les nutriments et les antibiotiques doivent traverser cette
enveloppe pour pénétrer dans la bactérie. Le passage se fait par diffusion passive a travers des
proteines transmembranaires nommees porines. La réduction de la perméabilité cellulaire se
produit par diminution de I’entrée de I’antibiotique sur son site, provoquée par une
modification de la permeabilité de la membrane interne ou externe de la bactérie (CARLE,
2009).
11-4-3-4- Phénoméne d’efflux

Outre I'imperméabilité cellulaire, il existe un autre mécanisme qui explique la non
accumulation de DI’antibiotique a I’intérieur de la cellule bactérienne, c’est 1’excrétion ou
I’efflux actif. Ce mécanisme de résistance est médié par des protéines transmembranaires
connues sous le terme de pompes a efflux ou transporteurs actifs, qui est un mécanisme
nécessitant de 1’énergie et utilisé par les bactéries pour expulser des métabolites et des
composes toxiques étrangers tels que les antibiotiques. La résistance provient de la réduction
de concentration en antimicrobien dans le cytoplasme de la bactérie, ce qui prévient et limite
I’accés de I’antibiotique a sa cible (CARLE, 2009 ; MUYLAERT et MAINIL, 2012).
11-4-3-5- Protection de la cible de I’antibiotique

La protection de la cible de I’antibiotique est un mode de résistance bien connu pour la
famille des tétracyclines et plus récemment décrit pour les quinolones et les fluoroquinolones.
Elle est due a des protéines qui conferent une résistance en se fixant sur les cibles de ces
enzymes, réduisent ainsi ’affinité de la famille d’antibiotiques pour leurs cibles (CAVACO et
al., 2009 ; WANG et al., 2009).
11-4-3-6- Piégeage de I’antibiotique

Les bactéries sont capables de piéger un antibiotique en augmentant la production de sa

cible ou en produisant une autre molécule possédant une affinité pour ce dernier. Il en résulte
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une diminution de I’antibiotique a 1’état libre au niveau de la cible (GUARDABASSI et
COURVALIN, 2006).
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Figure 13 : Différents mécanismes de résistance aux antibiotiqgues (GUARDABASSI et
COURVALIN, 2006)

11-4-4- Mécanismes de résistance chez S. aureus
11-4-4-1- Résistance aux f-lactamines

Selon CHAMBERS (2009), deux principaux mécanismes de résistance aux [3-lactamines
sont décrit chez S. aureus : la production de B-lactamase et la production de PLP modifiées
(figure 14).
11-4-4-1-1- Production de p-lactamases

La pénicillinase est une protéine enzymatique capable d’hydrolyser le cycle B-lactame
présent chez la pénicilline G et toutes les molécules dérivées (DONIO, 2010). De plus, il
existe des inhibiteurs de pB-lactamases (acide clavulanique, sulbactam, tazobactam) qui
restaurent 1’activité des antibiotiques qui leur sont associ¢s (COURVALIN et al., 2006).

La pénicillinase staphylococcique est le produit d’expression du gene blaZ. Celui-ci, est porté

B



par un plasmide ou un transposon (LOWRY, 2003).
11-4-4-1-2- Modification de cible

Cette résistance est due a la production d’une PLP additionnelle, la PLP2a, qui se rajoute au
PLP « normales » de S. aureus. En présence des B-lactamines les PLP sont inhibées, sauf la
PLP2a. Cette protéine est codée par le géne mecA, qui est porté par un élément génétique
mobile particulier, une cassette chromosomique appelé SCCmec, insérée dans un locus
spécifique (LECLERQ et DAUREL, 2008).
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Figure 14: Résistance aux bétalactamines chez les Staphylocoque (MAINARDI, 2015).

11-4-4-2- Résistance aux glycopeptides

Dans la famille des glycopeptides, I’antibiotique de référence utilis€ pour le traitement
des infections a SARM est la vancomycine (TANKOVIC et al.,1997). Cependant, il n’est
utilisé qu’en dernier recours a cause de sa toxicité rénale (BAMGBOLA, 2016).

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

Le second type de résistance vient de I’acquisition par S. aureus du transposon Tn 1546 par
conjugaison avec Enterococcus faecalis résistant a la vancomycine (GARDETE et TOMASZ,
2014). Ce transposon contient neuf genes responsables de la synthése dun précurseur

du peptidoglycane modifié, ou le D-Ala-D-Ala est substitué par un D-Alanyl-D-Lactate (D-
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Ala-D-Lac), qui a une trés faible affinité vis-a-vis de la vancomycine (BONECA et CHIOSIS,
2003). Il en résulte des souches dont la CMI est supérieure a 128 pg/ml, qui sont dénommées :
S. aureus résistant a la vancomycine (VRSA) (LOWY, 2003).
11-4-4-3- Résistance aux Tétracyclines

Deux mécanismes de résistance ont été rapportés chez S. aureus (figure 15). 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
(principalement TetM et TetO) se fixent sur le ribosome, induisant 1’augmentation de la
constante de dissociation du complexe ribosome-tétracycline. Cela a pour effet de relarguer la
molécule antibiotique et de rendre le ribosome fonctionnel (SCHNAPPINGER et HILLEN,
1996 ; CONNELL et al., 2003). Le deuxieme mécanisme est dd a un mécanisme d’efflux par
une protéine membranaire codée par les genes tetK et tetL qui sont d’origine plasmidique
(COURVALIN et LECLERCQ, 2012). Cet efflux réduit la concentration de I’antibiotique
dans le cytoplasme, protégeant ainsi les ribosomes (CHOPRA et ROBERTS, 2001).
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Figure 15 : Mécanismes courants de résistance a la tétracycline (HOBSON et al., 2021).
11-4-4-4- Résistance aux Quinolones

Chez S. aureus, la résistance aux quinolones est due a deux mécanismes, dont le premier
consiste en la modification de la cible, soit de la topo-isomérase IV par mutation des genes
chromosomiques grlA ou grlB, soit des sous unités de la gyrase impliquée dans la synthese de

I’ ADN bactérien par mutation du géne gyrA ou gyrB. Le second mécanisme est un systéme
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d’efflux actif grace a une protéine transmembranaire codée par le géne chromosomique norA
(QUINCAMPOIX et MAINARDI, 2001).
11-4-4-5- Résistance aux Macrolides, Lincosamides, Streptogramine (MLSB)

La modification de la cible des antibiotiques qui est le mécanisme le plus répandu et
confere un spectre de résistance croisé entre macrolides, lincosamides et streptogramines B,
d’ou son nom de MLSB (figure 16), car ces antibiotiques ont des sites de fixation communs.
En effet, les souches résistantes produisent une enzyme, une méthylase d’origine plasmidique
(codée par le géne emr), qui modifie la cible ribosomale par méthylation (CRISTINO, 1999).
Cette résistance peut étre inductible (induite en présence de macrolides) ou constitutive
(exprimée en permanence) (LECLERCQ, 2002).

L’inactivation enzymatique, un autre mécanisme, est due a diverses enzymes spécifiques.
Les lincosamides peuvent étre inactivées par une acétylase codée par un géne plasmidique
linA (LECLERQ, 2002). Les streprogramines sont touchées par une hydrolase codée par le
gene vgb et par la production d’acétylases codées par les génes vga et vat (TANKOVIC et al.,
1997 ; DONIO, 2010) (figure 16).

Un mécanisme d’efflux ne touche que les antibiotiques de structure apparentée.
L’Erythromycine ainsi que les autres macrolides peuvent subir un efflux actif grace a une
pompe ABC transporteur codée par le gene plasmidique msrA. Les ABC transporteurs sont
ATP dépendants (LECLERQ, 2002) (figure 16).
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Figure 16 : Mécanismes de résistance bactérienne aux MLSB (THUMU et HALAMI, 2012).
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11-4-4-6- Résistance aux aminosides

Les staphylocoques sont normalement sensibles a tous les aminosides, Les aminosides sont
surtout utilisés en association avec les B-lactamines ou les glycopeptides (BISMUTH et
LECLERCQ, 2000).

Le principal mécanisme de résistance aux aminosides (kanamycine, amikacine, néomycine
tobramycine, gentamicine) est lié a des modifications de la cible ribosomale par des enzymes
codeées par des génes plasmidiques ou transposables (QUINCAMPOIX et MAINARDI, 2001;
LECLERCQ, 2002). Chaque enzyme va modifier un certain nombre d’aminosides différents,
ce qui va se traduire par un phénotype de résistance spécifique de I’enzyme (COURVALIN et
al., 2006).

Selon (DONIO, 2010), parmi les enzymes de résistances les plus fréquentes :

- Aminoglycoside phosphotransférase APH 3°111: inactive la néomycine, la kanamycine et
partiellement I’amikacine (phénotype K).

- Aminoglycoside nucléotidyltransférase AAD 4°-4"": inactive la kanamycine, la tobramycine
et partiellement I’amikacine par addition d’un groupement adényl (phénotype KT).

- Aminoglycoside acetyltransferase AAC6 -APH2"": est une enzyme bifonctionnelle (exerce
une double activité nucléotidyltranséfrasique et phosphotransférasique) sur la tobramycine, la
kanamycine et la gentamicine.

11-4-4-7- Résistance aux Phénicolés

La résistance de haut niveau au chloramphénicol chez S. aureus est due au géne cat localisé
sur un plasmide. Ce gene code pour une chloramphénicol acétyltransferase qui neutralise
I’antibiotique (KASTEN, 1999). Par ailleurs, les mécanismes d’efflux multiples comme norA
peuvent entrainer une augmentation des CMI des phénicolés vis-a-vis de S. aureus (DONIO,
2010).
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Chapitre II1
Formation de biofilm



I11- Formation de biofilm
I11-1- Historique

La découverte des biofilms microbiens est attribuée a 1’inventeur du microscope (ROUX et
CHIGO, 2006). Antoni Van Leeuwenhoek, considéré comme I'un des fondateurs de la
microscopie, fut le premier a observer des microorganismes issus de grattages de sa propre
surface dentaire dans les années 1680 (ROUX et GHIGO, 2006).

En 1932, Henerici observa des communautés bactériennes fixées sur ces lames lors de
I’expérience visant a observer la croissance des algues sur des lames en verre placées dans un
aquarium. Il a délivré I’hypothése que la plupart des bactéries vivant en milieu aqueux ne sont
pas sous la forme planctonique, mais plutét elles sont organisées sous forme de communautés
sessiles fixées a une surface (TRAUTNER et al., 2009).

L’existence de 1’état sessile avec 1’état planctonique a été reconnue suite a la découverte faite
par Zobell en 1943, montrant que le nombre de bactéries colonisant les parois d’une bouteille
remplie d’eau de mer était supérieur a celui des bactéries dans ’eau (DONLAN, 2002).

Dans les années 1980, Costerton et ses collaborateurs ont proposé les premiéres hypotheses
sur les mecanismes impliqués dans l'adhésion des microorganismes, ils ont proposé pour la
premiére fois la théorie de «biofilm», qui a expliqué les mécanismes par lesquels les
microorganismes adhérent aux surfaces biotiques ou abiotiques et les avantages accumulées par
cette niche écologique (CHALVET de ROCHEMONTEIX, 2009 ; KARA, 2014).

Cette période a été également marquee par la découverte des biofilms sur les dispositifs
médicaux. Des lors et a ce jour, de nombreux travaux ont montré que les surfaces des dispositifs
médicaux sont favorables a la colonisation microbienne et au développement de biofilms
(HAZAN et al., 2006 ; BRUELLHOFF et al., 2010 ; TRETER et MACEDO, 2011 ; DJERIBI et
al., 2012).

Les techniques de microscopie de haute résolution (microscopie électronique a balayage,
microscopie confocale a balayage laser, la microscopie de force atomique) utilisées souvent en
combinaison ont permis d’observer des biofilms intacts, révélant leur structure et architecture
tridimensionnelle (HEYDORN et al., 2000 ; TOMAS et al., 2010) et de réaliser de grands
progres dans la connaissance et la compréhension du phénomene (DIGE et al., 2007;
SCHAUDINN et al., 2009 ; NEU et al., 2010).

111-2- Définition

Un biofilm peut étre défini comme un ensemble de microorganismes, formé de la méme

espece ou d’espéces différentes (BEHLOU et GILMORE, 2008), qui vivent en symbiose et

forment une communauté. Il est constitué d’un ensemble de cellules et de microcolonies
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associées entre elles et a des surfaces biotiques ou abiotiques qui peuvent prendre plusieurs
formes : minérales (roche, interface air-liquide...), organiques (peau, tube digestif des animaux,
racines et feuilles des plantes), industrielles (canalisation, surface alimentaires ou coques des
navires) ou médicales (prothése, cathéter, valves cardiaques) (BRANGER et al., 2007 ;
BELLIFA, 2014). C’est une structure trés organisée avec de nombreuses communications
intercellulaires pour assurer un équilibre et un mode de vie coopératif (BOUTALEB, 2007 ;
SALAUN, 2009).
111-3- Composition du biofilm

Le biofilm est constitué essentiellement de microorganismes et de la matrice qu’ils
synthétisent. Les microorganismes représentent 2 a 5 % de la matrice du biofilm selon 1’espece
impliquée alors que la matrice extracellulaire représente 50 a 90 % de la masse organique
carbonée du biofilm (BELLIFA, 2014).
111-3-1- Les microorganismes

Seuls quelques biofilms sont composés d’un seul type de microorganisme. Ce phénomene est
lié¢ aux conditions environnantes, plus souvent qu’a la nature méme des microorganismes. C’est
le cas de biofilms naturels, qui sont souvent composés de nombreux types de microorganismes:
bactéries, protozoaires, algues, mycétes, chaque groupe exécutant des fonctions métaboliques
spécialisées (BRANGER et al., 2007 ; ALNNASOURI, 2010).
111-3-2- La matrice

Elle est hautement hydratée dont I’eau peut représenter jusqu'a 97% du poids humide d’un
biofilm (ROUX et GHIGO, 2006). Elle peut étre constituee de polysaccharides, de protéines,
d’acides nucléiques, d’agents tensioactifs, de lipides, de glycolipides et de cations (FLEMMING
et WINGENDER, 2010) (figure 17). La composition de la matrice varie selon I’espéce

bactérienne et les conditions de croissance (YANNICK et al., 2014).
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Figure 17: Composition du biofilm (LISTER et HORSWILL, 2014).
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I11-4- Formation de biofilms chez S. aureus

Les différentes études montrent que les biofilms se forment de la méme maniére quel que soit
I’environnement qu’ils colonisent (HARAS, 2005). On différencie en général cing phases :
développement d’un film conditionnant sur une surface, mouvement des bactéries planctonique
vers cette surface, adhésion réversible puis irréversible des microorganismes a la surface,
croissance et division des microorganismes puis formation de microcolonies et maturation du
biofilm et finalement le détachement et dispersion de cellules du biofilm (figure 18)
(PERCIVAL et al., 2011).
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Figure 18 : Processus régissant la formation du biofilm (BREYERS et RATNER 2004)

111-4-1- Conditionnement de la surface

La surface de tout support exposée a un milieu aqueux sera inévitablement et presque
immédiatement conditionnée ou recouverte de polymeres provenant de ce milieu (DONLAN,
2002). L’adsorption de ces molécules conduit a une modification des propriétés physico-
chimiques de la surface d’origine (rugosité, polarité, caractére hydrophile/hydrophobe), ce qui a
pour conséquence de favoriser ou d’inhiber ’adhésion bactérienne (STOODLEY et al., 2002 ;
LORITE et al., 2011). De plus, I’adsorption et I’accumulation de molécules organiques sur
le support permettent une disponibilité en nutriments favorisant le chimiotaxisme et
I’installation des microorganismes sur la surface (KUMAR et ANAND, 1998 ; GARRETT et
al., 2008).

Selon l'environnement, il a été démontré que le film de conditionnement est constitué de
polysaccharides, de glycoprotéines et de composés humiques. Chez I'néte humain, le film de
conditionnement est déterminé par le site a conditionner (GABI et al., 2011).

111-4-2- Transport des bactéries vers le support

Les interactions entre les bactéries et le support nécessitent un rapprochement d’environ 50
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nm tel qu’il est exprimé dans les théories de 1’adhésion (KATSIKOGIANNI et MISSIRLIS,
2004 ; HORI et MATSUMOTO, 2010). Pour cela, les bactéries doivent étre transportées a
proximité du support par un mécanisme actif ou passif. Le transport actif consiste dans le
déplacement des cellules en réponse a I’attraction exercée par la couche visqueuse riche en
nutriments (chimiotactisme), ce phénomene implique les organites de déplacement tels que les
flagelles, mais également des récepteurs spécifiques et sensibles aux variations de
concentrations des nutriments présents (O’MAY et TUFENKIJI, 2007 ; HOURY et al., 2010).
Le transport passif, dépend plus du milieu dans lequel les bactéries évoluent (viscosité du
milieu, force ionique), ainsi que le mouvement de ce dernier (écoulement, sédimentation flux
brownien) (HORI et MATSUMOTO, 2010).

11-4-3- I’ Adhésion

L’adhésion a une surface inerte ou vivante est un processus complexe, qui est caractérisé par
une phase physicochimique initiale non spécifique (adhésion réversible), suivie par une phase
moléculaire et cellulaire spécifique appelée 1’adhésion irréversible (STREVETT et CHEN,
2003 ; CHEN et al., 2011). L’attachement de S. aureus aux surfaces abiotiqgues comme le verre,
les métaux et les plastiques peut €tre non spécifique. L’attachement aux surfaces biotiques
dépend du MSCRAMM bactériens (FOSTER et al., 2014). L'adhésion de la cellule au cours de
la phase réversible dépend fortement des propriétés physicochimiques de la surface de la cellule
bactérienne (FERREIRA et al., 2010), mais également des propriétés physicochimiques de la
surface telles que la texture (rugueuse ou lisse), la charge de surface, I'hydrophobie
(ABDALLAH et al., 2009 ; NILSSON et al., 2011).

Elle est dominée par des interactions de longues distances, considérées comme de faible
intensité. 11 s’agit des forces d’attractions de Van der Waals et des interactions électrostatiques
répulsives qui apparaissent lorsque la distance qui sépare les bactéries du support atteint 50 nm
(KARATAN et WATNICK, 2009).

En phase d’adhésion irréversible, 1’encrage des bactéries se met en place sur de courtes
distances (1 a 1,5 nm) (GARRETT et al., 2008 ; PERCIVAL et al., 2011). L’adhésion devient
irréversible grace a la sécrétion d’exopolyméres par les bactéries permettant de consolider leur
fixation au support (SPIERS et al., 2003 ; KUCHMA et al., 2005). Dans ce cas, des interactions
fortes s’établissent entre la bactérie et la surface avec des liaisons de type hydrophobe
(BRANGER et al., 2007), et surtout grace a des structures d’adhésion qui varient selon les types
de microorganismes concernés (BELOIN et al., 2005). Chez les bactéries Gram positifs, ce sont
les acides teichoiques, I’acide mycolique, la capsule et le glycocalix (VAN HOUDT et
MICHIELS, 2005).
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111-4-4- Croissance et maturation du biofilm

Une fois que la bactérie est irréversiblement adhérée a la surface, un processus appelé
maturation consolide la transition de la vie bactérienne planctonique a la vie bactérienne sessile.
Au cours de cette étape, la majeure partie de I'EPS est formée, favorisant Il'adhésion
intercellulaire et permettant aux cellules de s'accumuler en plusieurs couches pour former une

communauté tridimensionnelle (KRANJEC et al., 2021).
- _ e

Figure 19: Micrographie en microscopie électronique a balayage de la structure du biofilm de S.
aureus (KONG et al., 2018).

Le Polysaccharide Intercellular Adhesin (P1A) est considéré comme le principal composant
des biofilms staphylococciques (MACK et al., 1996). En 2001, Cucarella et ces collaborateurs
ont rapporté la formation d’un biofilm par une souche de S. aureus d’origine animale sans PIA
(CUCARELLA et al., 2001). IIs ont mis en évidence que les étapes d’accumulations se faisait
via un autre mécanisme impliquant la protéine de surface Bap (biofilm associated protein). Par
la suite, d’autres protéines responsables de I’accumulation bactérienne dans les biofilms ont été
décrites chez les staphylocoques, notamment les FNBPs chez des souches de SARM, ou la
protéine SdrC chez S. aureus (ROHDE et al., 2005 ; FEUILLIE et al., 2017). Dans le cadre
d’une infection humaine, Zapotoczna et ces collaborateurs ont également mis en évidence
I’utilisation de protéines de 1’hote par la bactérie dans les étapes de maturation du biofilm
(ZAPOTOCZNA et al., 2015). En effet, via la production de coagulase, la prothrombine de
I’hote est détournée pour former un complexe transformant le fibrinogéne en fibrine qui est par
la suite intégrée par les staphylocoques pour former leur matrice (VANASSCHE et al., 2013 ;
KOBAYASHI et al., 2015). La présence de fibres amyloides a récemment été décrite dans les
biofilms staphylococciques matures (MARINELLI et al., 2016). Ces fibres proviennent des
phenol-soluble modulins (PSM). En 2016, Taglialegna et ces collaborateurs ont également
observé ce phénomeéne avec la protéine Bap (TAGLIALEGNA et al., 2016).
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L’architecture complexe du biofilm se met en place avec la formation de canaux aqueux et de
pores entre les microcolonies (FOLKESSON et al., 2008), permettant 1’acheminement
d’oxygéne et de nutriments ainsi que 1’¢limination des déchets (TENKE et al., 2006).

La production et la sécrétion d’enzymes ou de toxines provoque la dégradation des résidus
présents dans les surfaces environnantes et permet ainsi la libération de nutriments (JACOBSEN
et al., 2008).

Les staphylocoques possédent donc plusieurs mécanismes pour I’étape de maturation. Ces
mécanismes sont dépendants d’une part, des souches, et d’autre part des conditions
environnementales, et conduisent a la formation de différents types de biofilms (figure 20)
(ZAPOTOCZNA et al., 2016).

Protéines cytoplasmiques
—v

Biofilm iofilm fibri Biofilm amyloide
polysaccharidique
(A) (B) (D)
Figure 20 : Représentation des différents types de biofilms staphylococciques
(ZAPOTOCZNA et al., 2016).

111-4-5- Dispersion/ détachement du biofilm

Elle est également appelée phase planctonique, puisque des cellules différenciées quittent le
biofilm et retournent a 1’état libre perdant ainsi le phénotype biofilm (DONLAN, 2002 ;
MCDOUGALD et al., 2012), mais ont la capacité de coloniser de nouvelles surfaces et d’initier
un nouveau biofilm (YANNICK et al., 2014). La dispersion de ces microorganismes peut étre
passive et/ou active, le détachement passif implique le milieu environnant et les forces que ce
dernier peut appliquer sur le biofilm provoquant la dispersion des microorganismes
(STOODLEY et al.,, 2002), tels que la perturbation mécanique (forces de cisaillement)
(JACQUES et al., 2010), les bactéries peuvent alors migrer afin de trouver un environnement
plus favorable a leur développement (HARAS, 2005 ; PAROT, 2007).

Le détachement actif est un phénoméne hautement régulé comprenant plusieurs circuits
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sensoriels (KARATAN et WATNICK, 2009). Sous I’action du quorum sensing, des populations
bactériennes vont exprimer, surexprimer ou réprimer des génes facilitant la dispersion
(STOODLEY et al., 2002), tels que le contrdle du production PSM (Phenol-soluble modulins)
dans les biofilms staphylococcique (PESCHEL et OTTO, 2013). Ces petits peptides amphiphiles
possedent des propriétés surfactantes responsables du décrochage des biofilms dont huit PSM
ont été décrit chez S. aureus (PSMal, PSMa2, PSMa3, PSMa4, PSMB1, PSM2, et 5-toxine)
(WANG et al., 2007). Les bactéries vont ainsi produire des agents (protéases et nucléases) leur
permettant de consommer la matrice extracellulaire qui les entourent afin de se procurer une
source d’énergie et se séparer du biofilm (STOODLEY et al., 2002 ; KAPLAN et al., 2004). S.
aureus possede deux nucléases sécrétées appelées nucl et nuc2 (KIEDROWSKI et al., 2011 ;
KIEDROWSKI et al., 2014). Des protéases extracellulaires telles que SpIABCDEF (BOLES et
al., 2008), SspA (V8) sérine protéase (MOOTZ et al., 2013) et aureolysine (Aur) (BOLES et al.,
2008 ; ABRAHAM et al., 2012) ont été associées au detachement de biofilms staphylococcique
(KRANJEC et al., 2021).
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Figure 21 : Dispersion d’un biofilm mature (AUMERAN et al., 2020).
I11-5- Facteurs favorisant la formation d’un biofilm
La formation de biofilm est un processus bien organisé, qui dépend du film de
conditionnement, des caractéristiques du milieu et des propriétés de la cellule microbienne
(MARTINEZ et al., 2007).
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I11-5-1- Caractéristiques de la surface

Les bactéries adhérent aux surfaces biotiques ou abiotiques afin de les coloniser (ROBLERO
et al.,, 2016). En général, les propriétés de surface telles que la composition chimique du
matériau, I'énergie libre de surface, la charge, I'nydrophobicité, la rugosité et la porosité
(TRETER et MACEDO, 2011) influencent I’attachement des bactéries a cette surface et par
conséquent la formation d’un biofilm (KLEIN, 2011 ; BELLIFA, 2014).

I11-5-2- Caractéristiques du milieu

La formation et la dispersion d’un biofilm nécessitent des équipements enzymatiques précis et
des entités structurales particulieres, dont I’activation dépend de facteurs environnementaux clés
(MARTINEZ, 2007 ; GOLLER et ROMEO, 2008), comprenant les conditions
environnementales telles que la disponibilité de nutriments (excés ou carence) et les différents
stress physicochimiques (pH, température, présence de composes bactéricides, hydrodynamique
du fluide, la concentration en oxygéne, concentration en fer, osmolarité, présence d’ions
spéecifiques, les sources de carbone disponibles...etc) (HAMADI et al., 2004 ; MARTINEZ et
CASADEVALL, 2007 ; DUMAS, 2007 ; MARCHAL, 2010).

I11-5-3- Caractéristiques des microorganismes

Pour une surface de matériau donnée, différentes especes et souches bactériennes adhérent
differemment puisque les différentes especes et souches ont des caractéristiques
physicochimiques différentes (KATSIKOGIANNI et MISSIRLIS, 2004).

La plupart des bactéries sont chargées négativement et présentent a leur surface des zones
hydrophobes, cette hydrophobicité influencent 1’attachement des bactéries sur une surface,
moins les surfaces sont polarisées plus les liaisons hydrophobes deviennent importantes
(LIESSE, 2012 ; BELLIFA, 2014). Cette association stable avec la surface s’établit grace
a des structures adheésives telles que des adhesines filamenteuses (fimbriae, pili) ou non (EPS,
capsule...) (PERRIN, 2009).

I11-6- Avantages et conséquences du mode de vie en biofilm
I11-6-1- Coopérations métaboliques et échanges d’informations au sein du biofilm
I11-6-1-1- Coopération métabolique

Des études montrent que la formation des biofilms dépend de I’accessibilité des bactéries aux
nutriments car dans des conditions pauvres en nutriments, les bactéries seraient sous forme
planctonique afin de se diriger vers des environnements plus favorables (STANLEY et
LAZAZZERA, 2004). Par ailleurs, les biofilms sont généralement constitués de plusieurs
especes de bactéries dont la proximité dans le biofilm facilite les échanges et la mise en place de

symbioses entre des bactéries aux besoins métaboliques différents (SHAPIRO, 1998).
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I11-6-1-2- Signalisation au sein du biofilm

La densité des bactéries et leurs contacts cellulaires facilitent la communication intercellulaire
via un mécanisme appelé Quorum sensing (AHMER, 2004), une communication chimique
implique la secrétion, la détection et la réponse a de petites molécules semblables a des
hormones appelées auto-inducteurs (Al) (CHRISTOPHER et BASSLER, 2007).

Chez les bactéries a Gram négatif, 1’auto-inducteur est un dérivé N-acylhomosérine lactone
(NASSER et REVERCHON, 2007 ; SEGHIR et al., 2016), alors que chez les bactéries a Gram
positif, ce sont des polypeptides (WATERS et BASSLER, 2005 ; ABRAHAM, 2006). Un
troisieme mécanisme appelé le Al-2 est proposé comme étant un systéme de signalisation
commun & toutes les bactéries (WINANS et BASSLER, 2002 ; WATERS et BASSLER, 2005).

Le Quorum sensing est impliqué dans la régulation des différentes étapes du développement
du biofilm. Cette stratégie de communication empéche la surpopulation inutile et contréle la
compétition pour les nutriments, en plus des implications dans le processus infectieux, en
particulier pour la diffusion et la création de nouveaux sites d'infection (HORNBY et al., 2001).
Il peut aussi réprimer ou stimuler ’expression de certains caracteres, comme par exemple la
motilité ou certains facteurs de virulence extracellulaires, comme les protéases (IRIE et
PARSEK, 2008).

111-6-2- Transfert d’information génétique au sein du biofilm

Les transferts horizontaux d’information génétique jouent un rdle important dans 1’évolution
et la diversité génétique des communautés microbiennes. L’un des principaux mécanismes de
transfert génétique est celui de la conjugaison qui permet I’échange direct d’ADN par contact
physique entre deux cellules via un pilus de conjugaison (BJORKLOF et al., 2000 ; GHIGO,
2001).

I11-6-3- Protection vis-a-vis des agressions de I’environnement

La nature particuliére de l'architecture du biofilm et les attributs physiologiques des micro-
organismes situés dans le biofilm conferent une forte résistance a diverses agressions extérieures
comme les UV, les changements de pH et d’osmolarité, la prédation et les agents antimicrobiens
(CERI et al., 1999 ; DRAGO et TOSCANO, 2017).

La diminution de la sensibilité aux antibiotiques n’est pas liée a un seul mécanisme de
résistance (ROSS, 2010). Trois hypothéses principales sont avancées afin d’expliquer les
mécanismes de résistance des biofilms aux antibiotique (figure 22) (STEWART et
COSTERTON, 2001). La premiére repose sur le fait que la matrice polymérique agit comme
barriére réduisant ou empéchant la diffusion des agents antimicrobiens (YANNICK et al.,

2014). La seconde hypothese est liée a I’environnement spécifique du biofilm, dont les zones les
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plus profondes, riches en résidus acides, pauvres en oxygene et en nutriments, pourraient géner
I’action de I’antibiotique (STEWART et COSTERTON, 2001). Enfin, la derniére hypothése
s’appuie sur la modification des propriétés physiologiques des microorganismes en induisant des
mécanismes de résistance connus et cela est dd a la structure du biofilm qui facilitent le transfert
horizontale de génes entre les bactéries, processus impliqué dans 1’acquisition des génes de
résistance aux antibiotiques (ROUX et GHIGO, 2006).
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Figure 22 : Mécanismes de résistance du biofilm aux antibiotiques
(STEWART, 1996).

111-7- Effets bénéfiques et néfastes de biofilms
111-7-1- Effets bénéfiques

Les biofilms jouent un réle positif pour notre santé, ils assurent un role de protection et
participent au processus de digestion (MACFARLANE et DILLON, 2007). lls jouent aussi un
role clé dans la production et la dégradation de la matiére organique, dans les cycles d’azote, de
soufre, ainsi dans la dégradation des polluants (MARCHAL, 2010). Les biofilms peuvent se
révéler tres utiles dans le domaine agroalimentaire. La production d'éthanol dans des réacteurs
dans lesquels des levures sont immobilisées sous forme de biofilms, sont utilisés également dans
la production du vinaigre (acide acétique) (ALNNASOURI, 2010) Les réacteurs a biofilm ont
¢galement ¢été utilisés dans la production d’antibiotiques (ALNNASOURI, 2010). Ainsi, les
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biofilms sont employés pour traiter les eaux usees et les décharges, pour dépolluer des sites
contaminés et enfin, pour mobiliser les métaux lourds d’un sol ou d’un déchet par le procédé de
biolixiviation (ROUX et GHIGO, 2006).

I11-7-2- Effets néfastes des biofilms

Une estimation a révélé que 80% des infections dans le corps humain sont dues a de microbes
impliqués dans la formation de biofilms (H@IBY, 2017). Il peut provoquer des infections
courantes jusqu'a des infections dangereuses, telles que la fibrose kystique (KAPLAN, 2010).

Les biofilms peuvent poser un probléme dans de nombreuses industries, dans 1’industrie
pétrolicre par exemple, la colonisation des systémes d’injection d’eau peut entrainer une
acidification du pétrole qui devient alors inutilisable. La formation de biofilms dans les
canalisations d’eau potable est également un probléme majeur car 1’ajout de chlore ne permet
pas d’éliminer les bactéries fixées (COESTER et CLOETE, 2005). La formation des biofilms
sur les metaux peut également engendrer des problemes de corrosion susceptibles
d’endommager, d’obturer et de contaminer durablement les systémes de circulation de fluides.
Dans I’industrie agro-alimentaire, les biofilms constitués d’organismes pathogenes représentent
un probléme sanitaire sérieux (ROUX et GHIGO, 2006).

I11-8- Biofilm de Staphylococcus aureus dans I'industrie alimentaire

La formation de biofilm pose des problemes dans plusieurs filieres de I'industrie alimentaire
(POULSEN, 1999). S. aureus est capable de former des biofilms sur diverses surfaces : sur des
surfaces dures (équipements de l'industrie agroalimentaire, surfaces de transport, de distribution
et de stockage, sol, etc.) ou sur des structures biologiques (légumes, viande, os, fruits, etc.)
(FLEMMING et al.,, 2016). Des altérations des propriétés du substrat et des facteurs
environnementaux tels que l'osmolarité, la teneur en éléments nutritifs et la température peuvent
entrainer le développement d'un biofilm staphylococcique (RODE et al., 2007 ; PAGEDAR et
al., 2010 ; XU et al., 2010 ; VAZQUEZ-SANCHEZ et al., 2013).

Comme S. aureus est un composant majeur du microbiome humain, un degré élevé de
manipulation peut favoriser la propagation de S. aureus aux aliments et aux surfaces en contact
avec les aliments (DEVITA et al., 2008 ; SOSPEDRA et al., 2012). Une fois sur place, la
formation de biofilms augmente la résistance de S. aureus aux stress agroalimentaires, tels que
les agents antimicrobiens, les températures relativement élevées, les teneurs en sel élevées
(VAN-HOUDT et MICHIELS, 2010 ; BRIDIER et al., 2011; VAZQUEZ-SANCHEZ et al.,
2013).

111-9- Biofilms dans le secteur médical

La plupart des infections peuvent étre traitées efficacement avec des antibiotiques, cependant
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il y a deux exceptions importantes : les bactéries résistantes et les bactéries qui résident dans un
biofilm qui peuvent étre jusqu'a 1000 fois plus résistantes au traitement d’antibiotique que les
méme organismes planctonique (DAVEY et al., 2000). La préoccupation principale des
hdépitaux en regard des biofilms est directement liée a leur implication dans diverses pathologies
infectieuses (HARRIOTT et NOVERR, 2011).

Le spectre des infections associées aux biofilms s’est profondément diversifié en intégrant des
infections liées a des dispositifs médicaux implantés (protheses articulaires, valve prothétique,
cathéters urinaire, cathéters vasculaires) (figure 23), mais également des infections chroniques
au cours desquelles les biofilms sont présents a la surface de tissus humains (LEBEAUX et al.,
2016).

Figure 23 : Une coupe transversale d’une sonde urinaire en silicone a demeure. L’image montre
I’incrustation de la sonde par un biofilm (STICKLER, 2008).

111-10- Détection de la production de biofilms

Diverses méthodes phénotypiques et génotypiques sont disponibles pour la détection de la
formation de biofilm (MATHUR et al., 2006 ; OLIVEIRA et CUNHA MDE,2010).
111-10-1- Méthodes phénotypiques
111-10-1-1- Observation indirecte
111-10-1-1-1- La microplaques de titration

La technique de microplaque de titration au cristal violet, mise au point par O’Toole et Kolter
en 1998 est une technique trés utilisée pour I’étude de la formation de biofilms (NIU et Gilbert,
2004 ; PIERCE et al., 2008). Les biofilms mono-espéces peuvent se former sur des supports en
polystyrénes en utilisant des microplaques a 96 puits (MATHUR et al., 2006 ). Elle est basée sur
le principe que le cristal violet se lie de maniere proportionnelle a la biomasse du biofilm (NI1U
et GILBERT, 2004), permettant de visualiser les cellules qui s’attachent a la surface et se

colorent en pourpre avec le cristal violet (PRATT et KOLTER, 1998) (figure 24).
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Figure 24 : Principe des techniques de quantification des biofilms en microplaques
(BELLIFA, 2014).

111-10-1-1-2- Méthode du tube

La méthode du tube est un test qualitatif pour la détection d'un microorganisme producteur de
biofilm, en raison de I'apparition d'un film visible dans un tube a essai en polystyréne suite a une
coloration a la safranine (KIRMUSAOGLU, 2019), la formation de biofilm est considérée
comme positive lorsqu'un film visible tapisse la paroi et le fond du tube, la formation d'anneaux
a l'interface liquide n'est pas indicative de la formation de biofilm (figure 25) (RAKSHA et al.,
2020).

Figure 25 : Méthode des tubes. Les deux premiers tubes a essai en polystyréne a partir de la
gauche indiquent la production de biofilm, les autres tubes a essai indiquent un manque de
production de biofilm (KIRMUSAOGLU, 2019).

111-10-1-1-3- Culture sur Rouge Congo Agar (RCA)

Freeman et ces collaborateurs ont décrit un test qualitatif pour détecter les microorganismes
capables de produire un biofilm (ASGHARI et al., 2021), a la suite du changement de couleur
des colonies inoculées sur le milieu RCA (KIRMUSAOGLU, 2019). Le rouge congo interagit
directement avec certains polysaccharides bactériens (PIA) formant un slime et donnant des
colonies noires sur milieu RCA, contrairement aux colonies non productrices qui restent rouge
(figure 26) (REWATKAR et WADHER, 2013 ; KARA TERKI, 2014) (figure 26).
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Figure 26 : Culture sur la gélose Rouge Congo (HOU et al., 2012).
A gauche RCA-positive (colonies noires), a droite RCA-négative (colonies rouges).
111-10-1-1-4- Biofilm Ring Test (BRT)

Une nouvelle technique de détection et d’évaluation quantitative des biofilms décrite par
Chavant et ces collaborateurs en 2007 (LIESSE IYAMBA, 2012 ; NAGANT, 2013), et
développé par la Société Biofilm Control (PERRIN, 2009), permettant de mesurer les étapes
initiales de formation du biofilm sans ringage ni coloration (DI DOMENICO et al., 2016). La
technique repose sur 1’utilisation de microbilles magnétisables ajoutées au milieu de culture qui,
apres incubation, vont étre soumises a I’action d’un aimant. Les billes libres dans le milieu vont
alors converger vers le centre du puits, générant un spot marron/rouge visible a I’ceil nu. A
I’inverse, si un biofilm s’est formé au fond du puits, les billes pi€égées par les bactéries adhérées
et la matrice sont immobilisées, conduisant a ’absence de spot aprés aimantation (HUANG et
al., 2008) (figure 27).
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Figure 27 : Le protocole du Biofilm Ring Test (AZEREDO et al., 2016).
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I11-10-1-2- Observation directe
111-10-1-2-1- Microscopie optique

La microscopie optique est la méthode la plus simple, la moins chére, la plus pratique et la
plus rapide pour observer quantitativement la morphologie des micro-organismes adhérant aux
surfaces et pour estimer semi-quantitativement la quantité de microorganismes attachés a la
surface (KIRMUSAOGLU, 2019). Il a été constaté que l'absorption de la lumiere par les
biofilms était en corrélation avec la masse cellulaire du biofilm et la masse totale du biofilm. La
microscopie optique est basée sur la relation linéaire entre I'intensité d'un pixel dans les images
de biofilm et le nombre correspondant de cellules. Cette relation permet le calcul de I'épaisseur
du biofilm (DE CARVALHO et DA FONSECA, 2007). Des colorants peuvent étre utilisés
parmi lesquels I’hématoxyline et 1’éosine, I’acide périodique de Schiff ou la coloration de Gram
de Brown and Brenn (AKIYAMA et al., 2003 ; DAVIS et al., 2008).
111-10-1-2-2- Microscope électronique a balayage (MEB)

L’utilisation du microscope électronique a balayage pour 1’étude des biofilms a permis de
fournir les premiéres images de la surface des biofilms, révélant des structures en trois
dimensions (TRINIDAD et al., 2010). Cette technique est réalisée en plusieurs étapes : la
fixation avec de l'aldehyde, la déshydratation avec une série d'alcool, séchage, puis la
métallisation par recouvrement de I’échantillon d’une couche conductrice (tel que le platine)
(figure 28) (PRIESTER et al., 2007 ; GUILBAUD et al., 2015 ; ASAHI et al., 2015), dont les
électrons libérés par le revétement métallique de I'échantillon sont capturés par le MEB pour la
production d'images (KIRMUSAOGLU, 2019). Toutefois la déshydratation des spécimens
engendre des altérations dans la structure de la matrice organique et des images déformées du
biofilm sont obtenues (PRIESTER et al., 2007, ; TRINIDAD et al., 2010 ; DOHNALKOVA et
al., 2011).

Des protocoles variés sont cités dans la littérature avec des modifications visant a améliorer la
visualisation des structures cellulaires par utilisation de colorants tels que le rouge de ruthénium
(PRIESTER et al., 2007) et atténuer les déformations dues a la déshydratation de la matrice
organique par des méthodes cryogéniques (ALHEDE et al., 2012 ; DOHNALKOVA et al.,
2011).

Comme alternative, la microscopie e€lectronique a balayage environnemental (MEBE)
consiste a déposer les échantillons dans une chambre a pression variable sans prétraitement
(sans déshydratation et sans utilisation de métaux conducteurs) (WILLIAMS et BLOEBAUM,
2010) et le glycocalyx hautement hydraté du biofilm peut étre observé dans son état naturel
(TRINIDAD et al., 2010).
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Figure 28 : Prétraitement des échantillons pour observation MEB (ASAHI et al., 2015).
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Figure 29 : Micrographes de biofilm obtenus au MEB (A) (DONLAN et COSTERTON, 2002)

et (B) montrant 1’effondrement de la matrice organique provoqué par la déshydratation de
I’échantillon (FLEMMING, 2008).
111-10-1-2-3- Microscopie confocale a balayage laser (CLSM)

Cette technique permet d’observer aussi bien les cellules planctoniques que le biofilm. Elle
permet d’aller plus loin dans la visualisation de la structure du biofilm en balayant 1’échantillon
en profondeur sans déformer ou abimer 1’échantillon (DELEO et al., 1997 ; KOKARE et al.,
2009), et en multipliant les acquisitions a différentes profondeurs. 11 est possible de reconstituer
une image en trois dimensions du biofilm et d’acquérir des informations sur son épaisseur, sa
rugosité ou son volume (BRIDIER et al., 2010).

Pour l'observation du biofilm avec la microscopie confocale et les méthodes associées, le
biofilm doit étre fluorescent (KIRMUSAOGLU, 2019). L’emploi de différents fluorochromes
permet de localiser et de décrire plus précisément les structures, la composition
(polysaccharides, ADN ou protéines), et la répartition spatiale des biofilms (LAZAROVA et
MANEM, 1995 ; SURMAN et al., 1996 ; CHEN et al., 2007; ONICIUC et al., 2016).

L’utilisation d’un marquage Live/Dead composé de SYTO9 (marqueur vert allant se fixer sur
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I’ensemble des cellules) et d’iodure de propidium (marqueur rouge ne se fixant que sur les
bactéries avec une membrane altérée) permet d’étudier la viabilité bactérienne et donc
Iefficacité de traitements (MARQUES et al., 2015). Il est également possible de modifier
génétiquement des souches afin qu’elles expriment elles-mémes un fluorophore comme la
protéine fluorescente verte supprimant 1’étape de marquage (TOLKER-NIELSEN et
STERNBERG, 2014).

La microscopie confocale peut étre couplée a d’autres techniques telles que la spectroscopie
Raman, I’avantage de cette combinaison réside dans la facilité de manipulation, 1’échantillon ne
nécessite aucune préparation ou traitement préalable, et aucun emploi de marqueur ou
fluorochrome est exigé (PATZOLD et al., 2006 ; SANDT et al., 2007 ; WAGNER et al., 2008 ;
ALLAKHVERDIEV et al., 2009).

Figure 30 : Communauté bactérienne intégrée dans une matrice de biofilm visualisée par
CLSM. Chaque bactérie observée avec une couleur distincte située a différentes profondeurs du
biofilm (MADIGAN et al., 2015).

111-10-2- Méthode génotypique
111-10-2-1- Détection des génes associés au biofilm par PCR

Les techniques de PCR sont utilisées non seulement pour lidentification des agents
pathogenes en amplifiant les séquences d'acides nucléiques spécifiques a l'espece, mais
également pour la détection des facteurs de virulence en amplifiant les génes de virulence cibles
tels que les genes du biofilm a l'aide d'amorces spécifiques aux génes (KIRMUSAOGLU, 2019).
Le géne associé au biofilm est amplifié par PCR, le produit PCR isolé est visualisé sur un gel
d'agarose contenant un colorant intercalant 'ADN tel que le bromure d'éthidium pour confirmer
la présence de géne amplifié. Uniquement en PCR en temps réel, I'amplicon est détecté par
fluorescence a l'aide d'une paire de sondes dhybridation spécifiques marquées au colorant de
fluorescence (MADIGAN et al., 2015).
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111-10-2-2- Hybridation in situ fluorescente (FISH)

La technique FISH est basée sur I'hybridation d'une sonde marquée par fluorescence a I'ARNr
ribosomique (figure 31). Les sondes (courtes sequences d’ADN de 16-20 nucléotides) marquées
avec un colorant fluorescent sont complémentaires de la séquence bactérienne de I'ARNr 16S
dans les cellules bactériennes (VALPI et BRIDGER, 2008). Grace a cette méthode, des micro-
organismes spécifiques présents dans une communauté de biofilm hétérogene peuvent étre
identifiés par la méthode des sondes d'hybridation in situ fluorescente (FISH). Le taux de
croissance du micro-organisme dans le biofilm peut étre déterminé, en raison des quantités de
ribosomes existant dans un micro-organisme, qui sont directement proportionnelles a I'activité
de croissance du micro-organisme (KIRMUSAOGLU, 2019).

Ce traitement consiste a rincer les
échantilbns avec un gradient
croismant d'éthanol Il va briser la
membrane cytoplhsmique, de sorte
qu'elle devient perméabk aux
olizonucléotides (sondes). Colorant

Sonde fluorescen
\

, Déshydratatio

== il =
Population

bactérienn

Fixation des cellules

Pour fixer le matériel bobgique, on
utilise du paraformaldéhyde a 4%
pour les bactéries Cram- et de
I'éthanol pour les bactéries Gram+,
Ce tratement protége ha cellule contre
la lyse pendant I'hybridation et le

Hybridatio

Dans cette étape en raion de h
température ékeveée, les brins d'ADN
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de I'ADN contenu dansl'échantillon.

stockage.

‘e

Cellules aprés hybridation

Observation microscopique
Figure 31: Principales étapes de la méthode d'hybridation in situ par fluorescence (WOLF,
2017)
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Matériel et méthodes
1- Objectif de I’étude
L’objectif principal de cette étude est d’évaluer la formation de biofilm par des souches de
Staphylococcus aureus d’origine alimentaire et animale par deux méthodes phénotypiques
(culture sur gélose au Rouge Congo et la méthode de microplaque) et de déterminer leurs
profils de résistance vis-a-vis de quelques molécules d’antibiotiques utilisées en médecine
humaine et vétérinaire, et ceci pour prévoir I’existence de souches multirésistantes SARM
(Staphylococcus aureus résistant a la méticilline).
2- Matériel
-Autoclave (pbi international, Italie).
-Bain-Marie (Memmert, Allemagne).
-Balance électronique (Denver Instrument, Etats Unis).
-Bec bunsen.
-Congelateur (Maxipower, Algérie).
-Etuve microbiologique (Memmert, Allemagne).
-Lecteur ELISA (Gentaur, Paris, France).
-Portoir.
-Réfrigérateur (Maxipower, Algérie).
-Spectrophotomeétre UV /visible (Medline, Grande Bretagne).
-Vortex (VELP SCIENTIFICA, Italie).
-Verrerie et outils : boites de Pétri, tubes a essai, pipettes Pasteur, anse a boucle,
Micropipettes, embouts (0.1 et 1mL), spatules, béchers, cuves de spectrophotométre, flacons
en verre, pince bactériologique, écouvillons, microplaques de 96 puits en polystyréne (ProLab
Scientific Co Ltd, Zhejiang, China).
3- Matériel biologiques
-Souches de référence : S. aureus ATCC 25923 (témoin positif).
-Souches de S. aureus d’origine alimentaires et animales.
4- Milieux de culture et réactifs
La composition et la préparation des milieux de culture et des réactifs utilisés sont
détaillées dans I’annexe 01.
4-1- Milieux de culture
4-1-1- Milieux de culture liquides

-Bouillon Coeur Cervelle (BHIB) (Conda Pronadisa, Espagne).
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-Bouillon Tryptone Soja (TSB) (Conda Pronadisa, Espagne) + 1% de Glucose
4-1-2- Milieux de culture solides
-Gélose BHA (Conda Pronadisa, Espagne).
-Gélose Muller-Hinton (Conda Pronadisa, Espagne).
-Gélose au rouge Congo (RCA).
4-2- Réactifs
- Méthanol a 96% (Honeywell, Seelze, Germany).
- Ethanol (Honeywell, Seelze, Germany).
- Tampon phosphate salin (PBS).
- Cristal Violet a 0,5% (Biochem Chemopharma, Niévre, France).
- Eau physiologique stérile.
- Disques d’antibiotiques (Liofilchem, Italy).
5- Méthodes
5-1- Lieu et durée de I’étude

L’étude a été réalisée au niveau du laboratoire de recherche de biochimie analytique et
biotechnologie a 1’université Mouloud Mammeri Tizi-Ouzou durant une période de deux
mois.
5-2- Origine des souches testées

Durant cette période, 355 souches de S. aureus incluant des souches isolées de la cavité
nasale des animaux (poulets de chair, vaches et chévres) et celles isolées de produits
alimentaires (lait et produits laitiers, patisseries et viandes hachées) ont été revivifiées.
Certaines souches ont été isolées cette année et d’autre isolées les années précédentes de la
région de Tizi Ouzou, conservées au congeélateur a -20°C, aprés leur caractérisation
génotypique (confirmation de 1’espéce et recherche des génes codant pour des entérotoxines
staphylococciques) (Annexe 02).
5-3- Revivification des souches de S. aureus

La revivification des souches a été réalisee par un enrichissement sur le bouillon BHIB,
I’incubation est faite & 37°C pendant 24h. A partir des bouillons BHIB présentant un trouble,
des ensemencements, par stries sur des boites contenant de la gélose BHA, ont été réalisés,
suivis d’une incubation a 37°C pendant 24 a 48 heures.
5-4- Purification des souches

Dans le cas d’une culture non pure, la purification des souches S. aureus a été effectuée sur
la gélose cceur cervelle BHA. Ainsi, des repiquages successifs ont été réalises sur le méme

type de milieu jusqu'a obtenir une culture pure, avec des colonies présentant les mémes
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caracteristiques macroscopiques.
5-5- Détermination de la sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité des souches S. aureus isolées a été étudiee conformément aux
recommandations du CLSI 2018 (Clinical and Laboratory Standards Institute), en appliquant
la méthode de diffusion de disques d’antibiotiques sur la gélose Mueller Hinton (MH).
La sensibilité des souches a été testée vis-a-vis de 9 molécules d’antibiotiques listées dans le
tableau suivant.

Tableau Il : Listes des molécules d’antibiotiques testées.

Famille Antibiotiques Abréviation | Charge en pg Marque

_ Pénicilline G P 10 Liofilchem, Italie
B-lactamines _

Céfoxitine FOX 30 Liofilchem, Italie

. _ Gentamycine CN 10 Liofilchem, Italie
Aminoglycoside _ i

Néomycine N 30 Liofilchem, ltalie

Macrolides Erythromycine E 15 Liofilchem, Italie

Tétracyclines Tétracycline TE 30 Liofilchem, Italie

Quinolones Ofloxacine OFX 5 Liofilchem, Italie

Phénicols Chloramphenicol C 30 Liofilchem, Italie

o Trimeétoprim-
Association SXT 25 Liofilchem, Italie

Sulfamethoxazole

e Technique

Un inoculum est préparé a partir d’une culture pure de 18h. Quelques colonies bien isolées
et parfaitement identiques sont raclées a I’aide d’une anse a boucle, déchargée dans S5ml d’eau
physiologique stérile a 0,9%. La suspension bactérienne est homogénéisée au vortex et ajustée
a une densité optique comprise entre 0,08-0,10 lue a 625nm au spectrophotomeétre.
La suspension bactérienne est ajustée soit en ajoutant de la culture a la suspension soit de
I’eau physiologique stérile.

Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne, essoré en le pressant
fermement sur la paroi interne du tube afin de le décharger au maximum, puis frotté sur la
totalité de la surface gélosée du milieu Mueller Hinton, préalablement coulé en boites de Pétri,
de haut en bas, en stries serrées. L’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a

chaque fois, sans oublier de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. L.’ensemencement est fini
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en passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose. L’écouvillon est rechargé a chaque fois
qu’une boite de Pétri est ensemencée.

Trois disques d’antibiotiques sont appliqués par boite a I’aide d’une pince stérile puis
laissés diffuser pendant 15min a température ambiante. Les boites sont, ensuite, incubées
immédiatement pendant 18 heures a 37°C (CLSI, 2018).

La souche de contrdle de qualité est Staphylococcus aureus ATCC 25923 traitée dans les
mémes conditions que les souches a tester. Ce contréle valide le résultat du test et permet de

controler les disques d’antibiotiques et la qualité du milieu Mueller-Hinton.

Préparer une suspension
inoculum.

I |
[ [

Isolement (18-24 h ; milien non selectif)

|Ense:nencenlenr| avec un écouvillon
introduit dans la suspension inoculum diluce.

1% temps A

Orientation
des stries

§e ntation
des stq§

Crnentation

ées stries

B

|IllCll1.Jﬂ.l'i011 et le Ctlll"E'l

(Catégorie clinique et CMI estimée)
Figure 32 : Antibiogramme standard par méthode de diffusion de disque sur gélose.

e Lecture

La lecture de I’antibiogramme se fait par la mesure du diameétre de la zone d’inhibition.
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L’interprétation des résultats a été faite selon les recommandations du CLSI (2018) et
CASFM (2020), les souches sont classees en : souches sensibles, souches intermédiaires et
souches résistantes (Annexe 03).

5-6- Evaluation de la formation de biofilms in vitro

Deux méthodes ont été utilisées pour détecter la production de biofilm, la méthode de
culture sur la gélose au rouge congo (RCA) et la méthode de plaque de culture de tissus
(TCP).

5-6-1- Culture sur Rouge Congo Agar (RCA)

Cette technique qualitative consiste a I’ensemencement des souches pour tester leur
capacité a produire du slime sur la gélose au rouge congo (CHAIEB et al., 2005). Le milieu
préalablement préparé est ensemencé par des striés serrées, a partir des cultures jeunes, puis
incubé a 37°C pendant 24h a 48h (MATHUR et al., 2006).

Les souches productrices de slime (les souches exprimant le PIA) donnent des colonies noires
ou plus ou moins noires sur milieu RCA, contrairement aux souches non productrices qui sont
rouge (NASR et al., 2012).

5-6-2- Méthode de plaque de culture de tissus (TCP)

La determination quantitative de la formation de biofilms dans les microplaques a 96
puits est basée sur la mesure colorimétrique du cristal violet fixé par les cellules sessiles.
Cette méthode a été réalisée selon le protocole décrit par ACHEK et al (2020), avec quelques
modifications.

Brievement, quelques colonies de S. aureus ont été inoculées dans 5 ml de TSB +1%
glucose, suivi d’une incubation a 37°C pendant 24h. Les suspensions bactériennes obtenues
ont été ensuite diluées a 1/50 avec du bouillon TSB-1% glucose. Ainsi, 200ul de la
suspension bactérienne diluée ont été transférés dans un puit d’une microplaque en
polystyréne a 96 puits, trois puits sont réservés pour chaque souche. Le TSB-1% glucose a
servi de contrdle négatif. Tandis que, la souche de S. aureus ATCC 25923 a servi de controle
positif. La microplaque est recouverte puis incubée a 37°C pendant 24h.

Aprés l'incubation, le contenu des puits a été délicatement retiré et lavé avec 200ul du
tampon phosphate salin (PBS). Les cellules bactériennes adhérées ont été fixees avec du
méthanol pendant 15 min et colorées avec du cristal violet a 0,5 % (150pl /puits) pendant 15
min. Trois lavages doux ont été appliqués pour éliminer I'excés du colorant. Le cristal violet
fixé a été solubilisé en ajoutant dans chaque puit 150l d'éthanol a 96 %. La microplaque est
couverte et maintenue sans agitation pendant 30 min. La mesure de la densité optique (DO) a

été réalisée a 560nm a l'aide d'un lecteur de plaque ELISA.
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L'interprétation de la production de biofilm a été faite selon les critéres décrits par Achek et al

(2020) (tableau I11), les souches ont été classées comme sulit :

Tableau 111 : Classification de I'adhésion des Staphylocoque spp (ACHEK et al., 2020).

Valeur DO Formation de biofilm
ODs < ODc Non formatrice
ODc <ODs <2 0ODc Faible
2 ODc < ODs <4 0Dc Modéree
ODs >4 ODc Forte

ODs : la valeur moyenne de la densité optique pour chaque souche.

ODc : cut-off value, avec ODc = valeur moyenne de la densité optique du control négatif + 3
fois I'écart type du contrble négatif.

OD negative control = la valeur moyenne de la densité optique pour chaque témoin négatif
(cette valeur est calculée pour chaque microplaque lors de chaque essai).
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Figure 33 : Méthode de plaque de culture de tissus.
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Résultats et discussion
1- Résultats

1-1- Nombre de souches testées

Durant cette étude, 355 souches de S. aureus prealablement isolées, identifiees puis
conservées au congélateur a -20°C ont fait ’objet d’une revivification sur le bouillon BHIB
(figure 34A). Aprés revivification et repiquage sur la gélose BHA (figure 34B), nous avons
obtenus 177 souches, qui ont fait I’objet de 1’étude de leur antibiorésistance et leur capacité a

former des biofilms.

Figure 34 : A, culture sur BHIB. B, aspect des colonies de S. aureus sur la gélose BHA
(photo prise au laboratoire).
Le tableau ci-dessous représente la répartition des souches S. aureus en fonction de leurs
origines et la nature du produit.

Tableau IV : Nombre de souches d’origine alimentaire et animale.

Origine Nature du produit Nombre de souche Total
Beurre 2
Lait acidifi¢ (I’ben) 12
Alimentaire ait oru 45 80
Péatisserie 15
Rayeb 3
Viande hachee 3
Portage nasal bovin 13
Animale Portage nasal caprin 54 97
Portage nasal poulet de chair 30
Total 177
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1-2- Antibiorésistance des souches isolées

Les résultats obtenus révelent 1’existence de résistances, avec des proportions variables

selon les différentes familles étudiées. En effet, une forte résistance a été enregistrée vis-a-vis

de la pénicilline, aussi bien pour les souches d’origine alimentaire et celles d’origine animale,

avec des taux de 91,25% et 58,76%, respectivement. Une résistance relativement importante

(41,25%) a été aussi observée vis-a-vis de la tétracycline, concernant les souches d’origine

alimentaire. De faibles résistances ont été enregistrées vis a vis les autres molécules
d’antibiotiques (tableau V, figure 35).

Tableau V : Fréquence de résistance des souches S. aureus aux antibiotiques.

Nombre de souches résistantes (%)

Antibiotique Alimentaire Animale Total
Peénicilline G 73 (91,25%) 57 (58,76%) 130 (73,32%)
Céfoxitine 12 (15,38%) 7 (9,93%) 19 (10,73%)
Gentamycine 0 5 (4,95%) 5 (2,82%)
Neomycine 21 (26,92%) 10 (10,30%) 31 (17,51%)
Erythromycine 4 (5,13%) 20 (19,80%) 24 (13,55%)
Tétracycline 33 (41,25%) 13 (13,40%) 46 (25,98%)
Ofloxacine 9 (11,54%) 5 (4,95%) 14 (7,90%)
Chloramphénicol 2 (2,56%) 9 (8,91%) 11 (6,21%)
Trimétoprim-
Sulfamethoxazole 0 8 (7.92%) 8 (4.51%)

Taux de
résistance

100.00%
80.00%
60.00%
40.00%
20.00%

0.00%
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Figure 35 : Fréquence de résistance des souches S. aureus aux antibiotiques.
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Les deux tableaux ci-dessous représentent le nombre de souches S. aureus d’origine
alimentaire (tableau V1) et animale (tableau VI1I) résistantes aux différents antibiotiques testés.

Tableau VI: Nombre de souches S. aureus d’origine alimentaire résistantes aux antibiotiques.

Type de produit Nombre de souches résistantes
P FOX CN N E TE OFX C SXT

Beurre 0 0 2 0 1 0 0 0
L’ben 10 2 0 4 0 8 2 0 0

Lait cru 41 8 0 6 2 21 7 0 0
Patisserie 15 0 0 5 0 0 0 0 0
Rayeb 3 2 0 2 2 3 0 2 0
Viande hachée 2 0 0 2 0 0 0 0 0

Tableau VII : Nombre de souches S. aureus d’origine animale résistantes aux antibiotiques.

Type de Nombre de souches résistantes

produit P FOX CN N E TE OFX C SXT
PNB 7 2 0 2 1 7 0 0 0
PNC 24 2 5 5 5) 2 2 6 2
PNPC 26 3 0 3 14 4 3 3 6

PNB: Portage nasal bovin ; PNC : Portage nasal caprin ; PNPC: Portage nasal poulet de chair.
1-3- Nombre et phénotypes des souches multirésistantes

Au total, trente-huit souches (21.43%) expriment une multirésistance pour trois
antibiotiques ou plus, dix phénotypes de multirésistance ont été observés (tableau VIII).

Tableau V111 : Phénotypes de multirésistance des souches S. aureus.

Origine Phénotype de multirésistance | Nombre de souches

P-N-TE
P-FOX-TE-OFX
Alimentaire P-FOX-N-E-TE

P-FOX-E-TE-C
P-FOX-N-E-TE-C
P-E-OFX
P-E-SXT
P-N-E-SXT
P-E-TE-OFX
P-FOX-E-TE-C
P-FOX-CN-N-E-TE-C
Total 38 (21.43%)

Animale
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1-4- Prévalence de Staphylococcus aureus résistant a la méticilline

Selon les résultats des antibiogrammes réalisés, 19 souches de S. aureus ont montré une
résistance a la céfoxitine. Ces dernieres ont été qualifiées comme étant des S. aureus résistants
a la meticilline (SARM) (figure 36 et figure 37). Dans la présente étude, la plupart des
souches SARM ont été isolées de denrées alimentaires, en particulier du lait cru et de produits

laitiers traditionnels, suivies de celles isolées des cavités nasales des animaux (figure 38).
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Figure 37 : Profil de résistance d’une souche SARM d’origine alimentaire.
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Figure 38 : Répartition des souches SARM en fonction de la nature du produit.
L’antibiorésistance des souches de SARM a révélé que 89.48% de ces souches étaient
multirésistantes avec cing phénotypes de multirésistance ont été observés (tableau IX).

Tableau IX : Phénotypes de résistance des souches SARM.

Phénotype de résistance Nombre de souches SARM

C-CN-E-FOX-N-P-TE 1

C-E-FOX-N-P-TE

C-E-FOX-P-TE

E-FOX-N-P-TE

FOX-N-P

FOX-OFX-P-TE

ROk (k|o|-

FOX-P-TE

Total 19

En plus de leurs résistances aux bétalactamines, les souches SARM isolées ont exprimé
des résistances vis-a-vis d’autres familles d’antibiotiques, a savoir les tétracyclines, les
macrolides (érythromycine), les phénicoles (chloramphénicol), les aminosides (gentamicine et
néomycine) et les fluoroquinolones (ofloxacine).

1-5- Détection de la formation de biofilm chez les souches de S. aureus isolées

Nos isolats ont été testés pour mettre en évidence leur capacité a former de biofilm in vitro,
ceci par la méthode quantitative de coloration au cristal violet sur microplaque de 96 puits et
la méthode de culture sur gélose au rouge congo (RCA).

1-5-1- Méthode de culture sur la gélose au rouge de congo (RCA)

La capacité de production de slime a été déterminée sur la base de la morphologie des
colonies qui s'étaient développées sur la gélose au rouge de congo, les souches productrices
de slime avaient une couleur noire ou plus au moins noires a I’opposé des non formatrice, qui

présentent des colonies rouges (figure 39). Les résultats obtenus sont illustrés dans Annexe
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Figure 39 : Production de slime chez les souches S. aureus sur la gélose au rouge de congo,

(A) souche non productrice de slime et (B) souche productrice du slime.

Les tableaux ci-dessous représentent la distribution des souches S. aureus d’origine

alimentaire (tableau X) et animale (tableau XI) en fonction de la production de slime

bactérien. La majorité (80%) des souches alimentaires sont productrices de slime bactérien.

Tandis que, uniquement la moitié¢ des souches d’origine animale ont cette capacité.

Tableau X : Répartition des souches S.aureus d’origine alimentaire en fonction de la

production de slime bactérien.

Nature du produit

Nombre de souches

Production de slime

Non productrice

Productrice

Beurre (B) 2 1 (50%) 1 (50%)

Lait acidifié (LA) 12 3 (25%) 9 (75%)
Lait cru (LC) 45 10 (22.22%) 35 (77.78%)
Patisserie (P) 15 1 (6.67%) 14 (93.33%)
Rayeb (R) 3 1 (33.33%) 2 (66.67%)

Viande hachée (VH) 3 0 3 (100%)

Total 80 16 (20%0) 64 (80%)

Tableau X1 : Répartition des souches S.aureus d’origine animale en fonction de la production

de slime bactérien.

Nature du produit

Nombre de souches

Production de slime

Non productrice

Productrice

Portage nasal bovin (PNB) 13 7 (53.85%) 6 (46.15%)
Portage nasal caprin (PNC) 54 28 (51.85%) 26 (48.15%)
Portage nasal poulet de chair 0 0
(PNPC) 30 9 (30%) 21 (70%)
Total 97 44 (45.36%0) 53 (54.64%)
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Figure 40 : Répartition des souches en fonction de la production de slime bactérien.
1-5-2- Technique de plaque de Culture de Tissu (TCP)

Aprés 24 heures d’incubation a 37°C sur une surface hydrophobe (polystyréne) et
coloration au cristal violet (figure 41 et figure 42), la formation des biofilms a été quantifiée
par la mesure des densités optiques a une longueur d’onde de 560nm.

Souche modérément formatrice
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Figure 41 : Formation de biofilm sur la microplaque chez des souches de S. aureus d’origine

alimentaire apres coloration au cristal violet.
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Figure 42 : Formation de biofilms sur la microplaque chez des souches de S. aureus d’origine
animale aprés coloration au cristal violet.

Au total 11 microplaques ont été réalisées, les valeurs des densités optiques (DOs) obtenues
par le lecteur d’absorbance et les valeurs calculées des ODc pour chaque essai sont illustrées
en Annexe 05.

Les résultats de la formation de biofilms sur les microplaques en polystyrene aprés 24
heures d’incubation repartis en fonction des échantillons sont représentés dans le tableau ci-
dessous. Toutes les souches, quel que soit leurs origines, sont formatrices de biofilms, avec
une capacité variable. En effet, plus de la moitié (59,89%) des souches sont fortement
formatrices. Tandis que, le reste des souches sont soient moyennement ou faiblement
formatrices de biofilms (tableau XII).

Tableau XI1 : Distribution des souches S. aureus formatrices de biofilm.

Formation de biofilm
Origine Nature _du Nombre
produit desouches | Eaiple Moderée Forte
formatrice
Beurre 2 0 0 2 (100%)
Lait acidifié 12 0 2 (16,67) 10 (83,33%)
Alimentaire Lait cru 45 4 (8,89%) | 20 (44,44%) | 21 (46,67%)
Patisserie 15 0 10 (66,67%) | 5 (33.33%)
Rayeb 3 0 0 3 (100%)
Viande hachée 3 0 0 3 (100%)
P. nasal bovin 13 0 0 13 (100%)
. P. nasal caprin 54 5 (9,26%) 16 (29,63%) | 33 (61,11%)
Animale P. nasal poulet de
' chair 30 2 (6,67%) 12 (40%) 16 (53,33%)
106
Total 177 11 (6,21%) | 60 (33,90%) (59,89%)

P. nasal : portage nasal.
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Figure 43 : Distribution des souches S. aureus formatrice de biofilm d’origine alimentaire et
animale.

B: Beurre ; LA : Lait acidifié ; LC: Lait cru ; P: Patisserie ; R: Rayeb ; VH: Viande hachée

PNB: Portage nasal bovin ; PNC: Portage nasal caprin ; PNPC: Portage nasal poulet de chair.

Les deux tableaux ci-dessous représentent le lien entre la capacité des souches S. aureus
d’origine alimentaire et animale a former de biofilm a I'aide du test TCP et leur résistance aux
antibiotiques (tableau XIII), ainsi que la distribution des génes codant des entérotoxines

staphylococciques (tableau XI1V).
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Tableau X111 : Lien entre la capacité de formation de biofilm a l'aide du test TCP et la résistance aux antibiotiques.

Isolats alimentaires

Isolats animaux

Criteres (N = 80) (N =97)
Faible Modéré Forte Faible Modéré Forte
(N =4) (N =32) (N = 44) (N=7) (N =28) (N =62)
Pénicilline G 4 30 39 3 1 43
(100%) (93.75%) (88.63%) (42.85%) (39.28%) (69.35%)
Céfoxitine 0 6 6 ! 0 6
(18.75%) (13.63%) (14.28%) (9.67%)
. 2 3
Gentamycine 0 0 0 0 (7.14%) (4.83%)
Néomycine 0 > 16 0 2 8
(15.62%) (36.36%) (7.14%) (12.90%)
Aci Erythromycine L L 2 3 8 J
Resistance aux (25%) (3.13%) (4.54%) (42.85%) (28.57%) (14.51%)
antibiotiques . . 1 11 21 1 12
Tetracycline (25%) (34.73%) (47.72%) (14.28%) 0 (19.35%)
Ofloxacine 0 > 4 " 3 L
(15.62%) (9.09%) (14.28%) (10.71%) (1.61%)
- 2 2 2 5
Chloramphénicol 0 0 (4.54%) (28.57%) (7.14%) (8.06%)
Trimétoprim- 0 0 0 1 4 3
Sulfamethoxazole (14.28%) (14.28%) (4.83%)
Aucune résistance 0 L 4 3 14 15
(3.13%) (9.09%) (42.85%) (50%) (24.19%)
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Tableau X1V : Lien entre la capacité de formation de biofilm a I'aide du test TCP et la distribution des genes codant des entérotoxines.

Isolats alimentaires

Isolats animaux

Taux de détection de

i (N = 80) (N = 18) AR BELSLHON
Criteres Faible Modéré Forte Faible Forte gene dNenf%ré) toxine
(N=4) | (N=32) | (N=44) (N =1) (N =17) (N =98)
sea 0 4 3 0 0 !
(12.5%) | (6.82%) (7.14%)
8 17 25
seb 0 25%) | (38.64%) 0 0 (25.51%)
2 2 4
sec 0 0 (4.55%) 0 (11.76%) (4.08%)
1 3 4
sed 0 0 0 (100%) (17.65%) (4.08%)
1 1
see 0 (3.13%) 0 0 0 (1.02%)
Géne e 0 2 4 1 3 10
d’entérotoxine (6.25%) | (9.09%) (100%) (17.65%) (10.20%)
4 4
seh 0 (12.5%) 0 0 0 (4.08%)
i 0 2 4 1 3 10
(%) (9.09%) (100%) (17.65%) (10.20%)
sej 0 0 . L 3 ;
(2.27%) (100%) (17.65%) (5.10%)
ep 1 6 5 0 0 12
(25%) | (18.75%) | (11.36%) (12.249%)
ser 0 0 L L S /
(2.27%) (100%) (29.41%) (7.14%)
Aucun gene 3 16 19 0 1 49
(75%) (50%) (43.18%) (64.71%) (50%)
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I1- Discussion
Antibiorésistance de S. aureus

L'émergence et la propagation de la résistance aux antimicrobiens ont généralement éte
attribuées a l'utilisation abusive ou irrationnelle des antibiotiques en tant que médicaments
thérapeutiques dans les soins de santé humaine et animale ou en tant que hormones de
croissance dans I'élevage vétérinaire (RUIZ et ALVAREZ-ORDONEZ, 2017).

Les résultats de I’antibiorésistance des souches révélent 1’existence de fortes résistances
chez les souches alimentaires a I’encontre de la pénicilline G (91,25%). Nos résultats
concordent avec ceux annoncés par plusieurs auteurs qui signalent de fortes résistances vis-a-
vis de cette molécule. TITOUCHE et al (2020), ont annoncé un taux de résistance de 95,19 %
vis-a-vis de la pénicilline concernant des souches provenant du lait cru et ces derivés, de
patisserie et de viande hachée. Un resultat similaire est observé par ACHEK et al (2018) et
CHAALAL et al (2018), qui ont enregistré des taux de 100% et 63,6%, respectivement. Quant
aux souches animales, le taux détecté (~ 59%) est nettement inferieur a ce qui est rapporté
dans la littérature. En effet, une resistance de 96,25% a éte signalée par PAPADOPOULOS et
al (2019) contre des souches de S. aureus isolées de bovins et de caprins, une forte résistance
a été aussi rapportée par BOUNAR-KECHIH et al (2018) de I’ordre de 92% concernant des
souches de S. aureus isolées du poulet de chair.

La forte résistance a la pénicilline est due probablement a la production de f-lactamases,
enzymes inactivant la pénicilline et d’autres molécules appartenant a la famille des B-
lactamines (MORONI et al., 2006). Selon DAUREL et LECLERCQ (2008), la sensibilité des
souches de S.aureus aux bétalactamines varie selon la molécule, 80 % a 95 % des souches
produisent une pénicillinase qui inactive la pénicilline G et I'ampicilline, rendant leurs
indications obsolétes dans le cadre d’une infection a S. aureus.

PAPADOPOULOS et al (2019) ont signalé une résistance de ’ordre de 41% vis-a-vis de
la gentamicine pour des souches de S. aureus d’origine bovine et caprine. En revanche, dans
cette présente étude, une faible résistance a I’encontre de cette molécule a été observée, qui
est de ’ordre de 5%. Contrairement aux souches alimentaires dont le taux de sensibilité est
de 100%, nos résultats sont similaires a ceux de MAIRI et al (2019) et ACHEK et al (2018).

Une faible résistance vis-a-vis de la néomycine est enregistrée a I’encontre des souches
alimentaires. Notre résultat concorde avec ceux de TITOUCHE et al (2020). De faibles
résistances ont été par ailleurs décrites par TITOUCHE et al (2019) et MATALLAH et al

(2019), avec des taux de 1,4% et 1,05%, respectivement concernant des souches isolées de
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divers produits laitiers. A propos des souches animales, le taux enregistré rejoint celui
annoncé par BOUNAR-KECHIH et al (2018), qui ont rapporté des taux faibles de résistances
(10%, 11%) concernant des souches de S. aureus d’origine bovine et aviaire.

Quatre souches se sont avérées résistantes a I’erythromycine, ces résultats sont en accord
avec ceux rapportés par une étude antérieure (TITOUCHE et al., 2020). Tandis qu’une
vingtaine de souches animales (~ 20%) ont été résistantes a cette molécule, ces résultats
corroborent avec ceux de PAPADOPOULOQS et al (2019).

De fortes résistances a la tétracycline ont été observées a I’encontre des souches
alimentaires, avec un taux de 41,03%, cette résistance semble moins importante que celles
annonceées par TITOUCHE et al (2020) et ACHEK et al (2018), qui ont rapporté des taux de
47,8% et 45,45%, respectivement. Concernant les souches animales, un taux relativement
faible a eté signalé (13,86%). Ces resultats corroborent ceux observés par AKKOU et al
(2016) concernant des souches bovines.

Une faible résistance de I’ordre de 5% a été detectée chez les souches animales a I’encontre
de I’ofloxacine, resultat nettement supérieur a ceux rapportés par MAIRI et al (2019) et
AKKOQOU et al (2016), qui ont signalé des taux nuls chez I’espéce bovine. Un taux de
résistance légerement élevé a ¢été observé contre les souches d’origine alimentaire. Nos
résultats rejoignent ceux de CHAALAL et al (2018) et TITOUCHE et al (2019).

Une légeére résistance a été enregistré vis a vis le chloramphénicol, aussi bien chez les
souches alimentaires que animales, ce qui suggere son utilisation en médecine vétérinaire. Ces
résultats corroborent ceux observés par TITOUCHE et al (2020). Tandis que,
PAPADOPOULOS et al (2019) et AKKOU et al (2016) n’ont pas signalé de résistance chez
les souches d’origine animales.

Sachant que, le chloramphénicol est interdit dans les élevages des animaux de rente en
union européenne et réservé uniquement pour la médecine humaine. Bien que, des résidus de
chloramphénicol ont été détectés dans les tissus d’animaux en Pologne, ce qui suggere son
utilisation en pratique vétérinaire (EFSA, 2014).

Toutes les souches alimentaires se sont révélées sensibles a l’association trimétoprim-
sulfamethoxazole, ce qui est en accord avec les résultats de plusieurs auteurs (ACHEK et al.,
2018 ; MATALLAH et al., 2019 ; TITOUCHE et al., 2019 ; TITOUCHE et al., 2020). Alors
que, CHAALAL et al (2018) ont signalé une faible résistance de ’ordre de 1.9%. Tandis que
la résistance des souches animales a cet association était faible (<8%). Néanmoins, les taux
enregistrés different d’une étude a une autre (BOUNAR-KECHIH et al., 2018 ;
PAPADOPOULOS et al., 2019).
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A propos de taux de multirésistance enregistré (~ 21%), nos résultats ne rejoignent pas ceux
de plusieurs auteurs (AL ASHMAWY et al., 2016 ; CHAALAL et al., 2018 ; TITOUCHE et
al., 2020).

Dans cette étude, la fréquence d’isolement de souches SARM semble moins importante que
celle annoncé par CHAALAL et al (2018), qui ont rapporté un taux de et 21,56% dans divers
types d'aliments, y compris le lait cru, la viande et la patisserie. Des prévalences faibles ont
été observées dans d'autres études menées en Algérie, avec un taux de 4,81% dans le lait cru
et les produits laitiers traditionnels (TITOUCHE et al., 2020) et 13,6% (MAIRI et al., 2019).
Cependant, des SARM ont également été isolés dans la viande (DE BOER et al., 2009 ;
HANSON et al., 2011 ; TANG et al., 2017 ; THAPALIYA et al., 2017) et dans des produits
préts a manger (WANG et al., 2017 ; ISLAM et al., 2019). Beaucoup d’études menées a
travers le monde montrent I’invasion des souches SARM dans les denrées alimentaires. Ceci,
pourrait étre 1ié aux transmissions entre I’animal, I’homme et les matrices alimentaires.

Des voies de transfert des SARM ont été décrites, incluant le contact direct avec les
animaux, qui sont des porteurs potentiels de ces souches, la contamination environnementale
et la consommation ou la manipulation de denrées alimentaires contaminees (PETINAKI et
SPILIOPOULOU, 2012).

A ce jour, un grand nombre d'études ont rapporté I'isolement de SARM & partir de bétail,
d'animaux sauvages et daliments dérivés, ainsi que de professionnels travaillant dans
I'élevage ou ceux impliqués dans la chaine de production alimentaire (SERGELIDIS et
ANGELIDIS, 2017). Des rapports récents de Belgique indiquent que le SARM était impliqué
dans le portage nasal des bovins dans 19,8% des élevages et responsable de la mammite
bovine dans 10 % des élevages belges (NEMEGHAIRE et al., 2014). Une étude en Chine a
rapporté que 15,5 % des isolats de mammite bovine étaient des souches de SARM et 38,2 %
des souches de SARM avaient observé une résistance a plus de 8 classes d'antibiotiques
(WANG et al., 2015). En Algérie, une fréquence de 5,4% de SARM a déja été isolés a partir
de bétail (MAIRI et al., 2019). Ainsi, on pense que la production primaire de volaille est un
réservoir potentiel d'infections d'origine alimentaire a SARM, deux études de prévalence sur
le SARM dans la filiere avicole en Algérie sont disponibles. BENRABIA et al (2020) et
BOUNAR-KECHIH et al (2018) ont constaté que 76 % et 12% des poulets de chair étaient
porteurs de S. aureus, respectivement, et que 27,5% et 53% des isolats respectivement étaient
des SARM.

Une attention particuliére doit étre portée a nos souches SARM isolées. En effet, ces

derniéres résistent vis-a-vis d’autres antibiotiques, en plus de de leurs résistances Vis-a-vis les
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B-lactamines, & savoir les tétracyclines, les aminosides (néomycine et gentamicine), les
phénicolés (chloramphénicol), les macrolides (érythromycine) et les fluoroquinolones
(ofloxacines), ce qui est en accord avec les résultats de certains auteurs (PARISI et al., 2016 ;
CARUSO et al., 2016). Selon PARISI et al (2016), les souches SARM multirésistantes pose
un probléme de prise en charge efficiente en retardant I’éradication des infections 8 SARM.
Formation de biofilm chez S. aureus

La culture sur milieu rouge Congo a révélé que 117 souches sur 177 sont productrices de
slime, dont les isolats d’origine alimentaire sont plus producteurs de slime (80%) que les
isolats d’origine animale (54.64%). Notre résultat est nettement inférieur a ce qui a été
rapporté par ACHEK et al (2020), qui ont détecté un taux de 100% pour des isolats provenant
d'aliments. GUNDOGAN et al (2006) ont constaté que 58 (52,7 %) des souches de S. aureus
isolées a partir de lait cru, lait pasteurisé et des glaces ont été productrice du Slime.
VASUDEVAN et al (2003) ont signalé que 32 souches de S. aureus (91,4 %) isolees de
mammites bovines ont été productrices de Slime, ces valeurs sont plus élevées par rapport a
nos résultats.

D’apres les résultats des tests TCP, cent-six souches (59,89%) peuvent étre considérées
comme de fortes formatrices de biofilm, nos résultats se rapprochent de ceux de GAJEWSKA
et CHAJECKA-WIERZCHOWSKA (2020). Les fréquences obtenues concernant le nombre
de souches faiblement ou moyennement formatrices de biofilms ne sont pas en accord avec
celles de plusieurs auteurs, qui ont obtenu des valeurs variables d’une étude a une autre
(RODRIGUEZ-LAZARO et al., 2018 ; ACHEK et al., 2020 ; KOU et al., 2021).

Le slime est défini comme la substance polymérique extracellulaire, également connu sous
le nom des exo-polysaccharides (EPS), qui est principalement formé par PIA chez S. aureus
(COSTERTON et al., 1995). L'opéron ica, qui code pour le PIA, est considéré par de
nombreux chercheurs comme un marqueur de la pathogénicité de la souche du genre
Staphylococcus. Cependant, d'autres chercheurs ont trouvé la présence de ces protéines dans
certains Staphylocoque qui ne sont pas capables de former un biofilm (RACHMAWATI et
ALIMSARDJONO, 2019). En effet, le géne icaD était présent dans tous les isolats de S.
aureus, ce qui n'était pas corrélé avec les résultats obtenus par la méthode phénotypique,
concernant la capacité de ces souches a former le biofilm (GAJEWSKA et CHAJECKA-
WIERZCHOWSKA, 2020). De ce fait, il a été rapporté que la corrélation entre le portage de
l'ica et la capacité de formation de biofilm chez S. aureus est imprévisible (O’NEILL et al.,
2007), car l'expression des genes codant le biofilm et l'adhésion des cellules bactériennes sur

les surfaces est un processus complexe de régulation génique lié a plusieurs facteurs incluant
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la présence de nutriments, le pH et les caractéristiques de la surface (ABDALLAH et al.,
2014 ; STEWART et al., 2015 ; OTTO, 2018).

Selon plusieurs auteurs, la méthode de rouge Congo semble étre moins efficace pour
détecter la formation du biofilm in vitro. La détection du biofilm par la méthode TCP semble
plus fiable que celle du rouge congo (MATHUR et al., 2006 ; BELLIFA et al., 2013).

Il a été suggéré que chez nombreuses espéces bactériennes la sensibilité aux antimicrobiens
pourrait étre liée a la production de biofilm (BARAKAT et NABIL, 2016 ; VUOTTO et al.,
2017). En revanche, la relation exacte entre eux reste encore confuse. Pour S. aureus,
plusieurs études ont suggéré que les souches formant un biofilm étaient plus multirésistantes
et que les SARM produisaient un biofilm plus fort que les souches SASM (CHA et al., 2013 ;
YANG et al., 2017). Cependant, dans cette étude, certaines souches fortement formatrices de
biofilm quel que soit leur origine ont été sensible vis-a-vis de toutes les molécules
d’antibiotique, tandis que trois souche faiblement formatrice d’origine animale ont été
multirésistantes. Ainsi, une souche SARM d’origine animale a été qualifiée de faible
formatrice et six autres d’origine alimentaire ont une formation modéreée. Ce qui suggere
qu’une souche avec une forte capacité de production de biofilm peut ne pas toujours montrer
une résistance plus sévere et vice versa.

Staphylococcus aureus est capable d'abriter une pléthore de facteurs de virulence. Cela,
inclut la superfamille des entérotoxines staphylococciques (ES), des facteurs de virulence
sécretes qui partagent des similitudes fonctionnelles et structurelles (FISHER et al., 2018). Il
existe de nombreux ES incluant sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, sej, sep et ser (FISHER et
al., 2018). Le taux de détection des genes d'entérotoxine (sea-ser) dans les 98 isolats de S.
aureus était de 50%. Etant donné que des souches incluant celles fortement formatrices de
biofilm ne contiennent aucun gene d’entérotoxine, de plus, la souche animale faiblement
formatrice de biofilm avait refermé les mémes géenes tels que quatre souches fortes

formatrices a I’exception du géne Sec.
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Conclusion et perspectives

Vivant entre le commensalisme et la pathogénicité, S. aureus est bien désigné comme un
agent pathogeéne clinique et épidémiologique. 1l a été démontré que le rble de S. aureus
comme un pathogéne d’origine alimentaire et animale ne doit pas étre négligé.

L’étude de la résistance des isolats d’origine animale et alimentaire (n=177) vis-a-vis de
quelques molécules d’antibiotiques, utilisées en médecine humaine et vétérinaire, a montré
I’existence de résistance avec des proportions variables selon les différentes familles
considérées. Dix-neuf souches SARM ont été isolées soit une prévalence de 10,73%.

Ce travail a mis en évidence I’existence de souches de S. aureus multirésistantes a divers
antibiotiques largement utilisés en antibiothérapie. Cet usage exerce probablement une pression
de sélection qui induit I’apparition des résistances multiples additionnelles.

En ce qui concerne la capacité des souches a former les biofilms in vitro, les résultats
obtenus a I’issu de la méthode RCA révelent que 80% des souches sont productrices de slime
aprés 48 heures d’incubation sur RCA. Par ailleurs, toutes les souches sont révelées
formatrices de biofilm selon la méthode TCP.

Les résultats de nos expériences ont montré que la méthode des microplaques était la plus
efficiente et la mieux adaptée pour une évaluation quantitative de I’adhésion bactérienne sur
une surface.

L’¢éradication d’un biofilm bactérien pose de gros problémes cliniques, car I’antibiothérapie
active habituellement sur les bactéries a I’état planctonique se révele bien souvent moins
efficace sur des structures organisées en biofilm. Il devient pourtant essentiel d’améliorer nos
connaissances sur les mécanismes impliquées dans la formation de biofilm, afin de trouver de
nouveaux moyens de prévention et de traitement des infections associées aux biofilms. Les
approches expérimentales classiques pour étudier les bactéries d’intérét médical doivent étre
adaptées a 1’étude de leur mode de vie complexe en biofilms.

La dissémination progressive de I’antibiorésistance doit étre considérée comme une menace
majeure pour ’homme, en absence d’une politique claire et restrictive visant a réduire 1’'usage
des agents antimicrobiens non seulement chez 1’homme, mais aussi chez |’animal.
Aujourd’hui, plus que jamais, la prévention de la contamination des denrées alimentaires par
S. aureus repose sur 'instauration de bonnes pratiques d’hygiene et de fabrication, sur
I’application de régles dictées par le systéme HACCP et le contréle de toutes les procedures

post-production.
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Notre étude ouvre plusieurs perspectives telles :

» L’¢étude d’épidémiologie moléculaire afin de comprendre et de contrdler la diffusion et
I’augmentation de la résistance aux antibiotiques et pour savoir la clonalité des
souches impliquées dans les infections a SARM.

> L’isolement de souches de S. aureus a partir des autres matrices alimentaires et leur
caracterisation sur le plan phénotypique et génotypique.

» La comparaison entre les souches d’origine alimentaire, animale et hospitaliére
(notamment les souches SARM).

> La recherche par des techniques de biologie moléculaires les génes responsables de la
formation de biofilm.
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Annexe 01: Composition chimique des milieux de culture et de solutions

Milieux de culture

Bouillon coeur-cervelle

Composition :

Infusion de cervelle de veau....... 125¢
Infusion de coeur de boeuf.......... 50g
Peptone........ccoooeviiiiiiii 100 g
Glucose......oovvvviviiiiiiinnn, 20¢g
Chlorure de sodium................... 50g
Phosphatase disodique...............2.5 g
pH 7,2 +0,2

Préparation :

37 g par litre d’eau distillée. Stérilisation a ’autoclave a 120°C, 20 min.
Pour I’obtention du Gélose BHA on ajoute 15g d’agar bactériologique dans 11 de bouillon

BHIB lors de sa préparation.

Bouillon Tryptone Soja

Composition :

Peptone de cas€ine........................ 179
Peptone de s0ja.........coevveviniininn.n. 39
Chlorure de sodium ....................... 5¢

Phosphate dipotassique................. 2,5¢
Glucose monohydraté................... 2,5¢
pH 7,3+0,2

Préparation :

30 g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave a 121°C, 15 min.,

Gélose Mueller-Hinton

Composition :

Infusion de viande de boeuf.............. 300 ml
Peptone de caséine.............c.c..eeeene 175 g
Amidon de mais..............ooiiiiiiiinn 15¢g
AGar....ooiiii 10.0g

pH7,4£0,1



Préparation :
37 g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave a 116°C, 15 min.

Milieu Rouge Congo Agar (RCA)

Composition:
BHIB....oooiiii 37¢g
Saccharose..........coovvviiiiiiiiiiiiiiii, 50g
AGAr. ..o, 10g
Rouge Congo.......coovvvvviiiiiininnnnn.. 08¢g
Eaudistillée ...l 1000 ml
pH=7,4

Stérilisation a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
Solutions

Cristal violet (0.5%) (Biochem Chemopharma, Nievre, France)

Cristal violet ... 05¢g

Bau distillée..........oevvviiniiiii e, 100 ml

Le tampon PBS (Phosphate Buffered Saline)

NAZHPOA. ... e mM
NaH2POA4. ..., 3mM
NACL .o 130 mM



Annexe 02: Les souches Staphylococcus aureus testéees

. Geénes
Origine Type d_u ’.Annee Code de la d’entérotoxines
produit d’isolement souche :
staphylococciques
2013 S6 seb,sep
2013 S19 /
2013 S24 seb,sep
2013 S35 sep
2014 S44 /
2014 S45 sea
2014 S48 seb,sep
2014 S51 sep
2014 S52 /
2014 S53 /
2014 S55 /
2014 S60 see
2014 S61 seb,sep
Lait de 2014 S63 seb,sep
mélange 2014 S65 /
2014 S67 /
2015 S75 /
2015 S77 seb,sep
2015 S78 /
2015 S86 /
2015 S87 /
Alimentaire 2015 91 /
2015 S92 /
2015 S94 /
2015 S97 /
2015 S98 /
2015 S100 seb,sep
2015 S101 seb,sep
2014 S73 /
2015 S95 seb,sep
2015 S96 seb,sep
2017 S147 /
2017 S149 /
Lait acidifié 2017 S227 seb
(I'ben) 2017 S229 seb
2017 S232 /
2017 S233 /
2017 S234 seb
2017 S235 seb
2017 S236 seb
Viande 2017 S127 seb
hachée 2017 S129 / _
2017 S130 seg,seli
Patisserie 2017 S136 sea
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2017 S138 sea
2017 S213 seb
2017 S214 /
2017 S215 /
2017 S216 /
2017 S217 /
Patisserie 2017 5218 /
2017 S219 /
2017 S220 seb
2017 S221 seb
2017 S222 /
2017 S223 /
2017 S224 /
2017 S225 seb
2015 S102 /
2015 S104 /
2017 S155 sea,seh
Alimentaire 2017 S163 sea,seh
2017 S164 /
2017 S165 sea,seh
2017 S166 sea,seh
2017 S168 seg,sei
Lait cru 2017 S171 seg,sei
2017 S174 seg,sei
2017 S201 seg,sei
2017 S206 sec
2017 S208 sec
2017 S211 /
2017 S230 seb
2017 S231 seb
2017 S334 /
Beurre 2017 S238 seb
2017 S239 seb
2017 S246 /
Rayeb 2017 S247 seb,seg,sei,sej,ser
2017 S248 /
2017 S271 /
2017 S272 ser
2017 S289 /
2017 S292 /
_ P Nasal 2017 S293 /
Animale bovin 2017 S313 /
2017 S316 /
2017 S317 /
2017 S321 /
2017 S332 /
2017 S337 /




Suite de I’annexe 2

Animale

P. Nasal 2017 S338 /

bovin 2017 S412 sed,seg,sei,sej,ser
2017 S335 sec,ser
2017 S336 sec
2021 S494 NT
2021 S495 NT
2021 S496 NT
2021 S497 NT
2021 S498 NT
2021 S499 NT
2021 S500 NT
2021 S501 NT
2021 S510 NT
2021 S511 NT
2021 S512 NT
2021 S513 NT
2021 S517 NT
2021 S518 NT
2021 S519 NT
2021 S520 NT
2021 S521 NT
2021 S522 NT
2021 S523 NT

P nasal 2021 S524 NT

caprin 2021 S525 NT
2021 S526 NT
2021 S527 NT
2021 S528 NT
2021 S529 NT
2021 S530 NT
2021 S531 NT
2021 S532 NT
2021 S534 NT
2021 S535 NT
2021 S536 NT
2021 S537 NT
2021 S538 NT
2021 S539 NT
2021 S543 NT
2021 S544 NT
2021 S545 NT
2021 S546 NT
2021 S561 NT
2021 S562 NT
2021 S563 NT
2021 S564 NT
2021 S565 NT
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Animale

2021 S566 NT
2021 S567 NT
2021 S568 NT
P nasal 2021 S569 NT
caprin 2021 S570 NT
2021 S571 NT
2021 S572 NT
2021 S573 NT
2021 S574 NT
2017 S402 sed,seg,sei,sej,ser
2017 S407 sed,seg,sei,sej,ser
2017 S408 sed,seg,sei,sej,ser
2021 S502 NT
2021 S503 NT
2021 S504 NT
2021 S505 NT
2021 S506 NT
2021 S507 NT
2021 S508 NT
2021 S509 NT
2021 S514 NT
2021 S515 NT
P Nasal 2021 S516 NT
poulet de 2021 S541 NT
chair 2021 S542 NT
2021 S547 NT
2021 S548 NT
2021 S549 NT
2021 S550 NT
2021 S551 NT
2021 S552 NT
2021 S553 NT
2021 S554 NT
2021 S555 NT
2021 S556 NT
2021 S557 NT
2021 S558 NT
2021 S559 NT
2021 S560 NT

NT : not tested




Annexe 03: Valeurs des diamétres de zone d’inhibition selon le CLSI et la

CASFM
Diamétre critique
Famille Antibiotiques . — — Références
Sensible | Intermédiaire | Résistant
Pénicilline G >29 - <28 CLSI102018
B-lactamines
Cefoxitine >22 - <22 CASFM 2020
) ) Gentamycine >15 13-14 <12 CLSI 2018
Aminoglycoside _ i
Néomycine >18 - <18 CLSI 2018
Macrolides Erythromycine >23 - <13 CLSI 2018
Tétracyclines Tetracycline >19 15-18 <14 CLSI 2018
Quinolones Ofloxacine >18 15-17 <14 CLSI 2018
Phénicols Chloramphénicol >18 13-17 <12 CLSI 2018
Inhibiteurs de R
Trimétoprim-
synthése de >16 - <10 CLSI 2018

P’acide folique

Sulfamethoxazole




Annexe 04: Résultats détaillés de I’antibiogramme pour chaque souche de

S. aureus (souches alimentaires et animales)

ATB Profil de
P |lFox| eNn | N | E | TE |orx| ¢ | sxT| "™
resistance
Souches
S6 16 | 30 | 24 | 24 | 27 | 30 | 24 | 29 | 30 P
S19 | 16 | 34 | 23 | 27 | 26 | 08 | 25 | 26 | 30 | P-TE
P-FOX-
s24 | 15 | 19 | 27 | 23 | 29 | o8 | 06 | 20 | 30 | TE-OFX
P-FOX-
s35 | 15 | 19 | 27 | 22 | 28 | o6 | 06 | 28 | 290 | TE-OFX
s4aa | 15 | 32 | 14 | 14 | 25| 10| 26 | 26 | 30 | PNTE
Sa5 | 41 | 31 | 26 | 22 | 28 | 28 | 27 | 27 | 31 /
FOX-
s48 | 15 | 18 | 27 | 23 | 28 | o7 | o6 | 30 | 29 OFTXE'P'
E-p
s51 | 13 | 29 | 24 | 23 | 06 | 27 | 23 | 25 | 2
s52 | 22 | 30 | 24 | 23 | 28 | o6 | 26 | 27 | 30 | PTE
S53 15 31 25 15 25 10 24 32 31 N-P-TE
s55 | 41 | 32 | 24 | 23 | 28 | 29 | 25 | 28 | 31 /
s60 | 16 | 31 | 23 | 21 | 26 | 28 | 26 | 28 | 29 P
FOX-
s61 | 14 | 18 | 26 | 22 | 26 | o7 | o6 | 27 | 28 OFTXE' P-
FOX-
s63 | 11 | 15 | 24 | 22 | 27 | o6 | 06 | 20 | 29 OFTXE' P-
s65 | 18 | 33 | 20 | 24 | 28 | 08 | 27 | 30 | 33 P-TE
s67 | 18 | 30 | 26 | 24 | 30 | 27 | 26 | 29 | 31 P
s73 | 19 | 31 | 26 | 22 | 28 | o6 | 26 | 29 | 26 P-TE
s75 | 18 | 31 | 20 | 21 | 30 | o8 | 20 | 27 | 30 | PTE
S77 | 21 | 31 | 23 | 20 | 30 | 31 | 31 | 28 | 20 P
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s78 | 14 | 29 | 22 | 20 | 26 | 06 | 28 | 27 | 24 P-TE
ss6 | 18 | 30 | 21 | 19 | 27 | 28 | 28 | 26 | 20 P
s87 | 15 | 32 | 23 | 23 | 28 | 28 | 30 | 28 | 27 P
so1 | 11 | 290 | 23 | 21 | 25 | 06 | 27 | 21 | 25 P-TE
so2 | 18 | 30 | 23 | 22 | 29 | o6 | 26 | 27 | 22 P-TE
so4 | 12 | 30 | 22 | 12 | 21 | 09 | 25 | 26 | 22 | N-P-TE
FOX-
so5 | 14 | 16 | 22 | 20 | 26 | o6 | 06 | 23 | 22 OFTXE' P-
FOX-
so6 | 13 | 17 | 22 | 22 | 24 | 06 | 06 | 25 | 27 OFT>|<E'P'
s97 | 15 | 31 | 23 | 22 | 25 | o6 | 24 | 26 | 27 | PTE
so8 | 40 | 31 | 20 | 26 | 30 | o6 | 27 | 29 | 16 TE
FOX-
s100 | 14 | 18 | 22 | 21 | 25 | 06 | 06 | 24 | 28 OFTXE'P'
FOX-
si01 | 12 | 16 | 20 | 20 | 22 | 06 | 06 | 25 | 25 | OFX-P-
TE
S102 | 15 | 20 | 23 | 21 | 25 | 25 | 22 | 24 | 27 P
s104 | 15 | 25 | 21 | 20 | 24 | 06 | 21 | 23 | 20 P-TE
s127 | 13 | 31 | 21 | 10 | 20 | 20 | 23 | 26 | 30 N-P
s120 | 43 | 33 | 21 | 20 | 20 | 30 | 23 | 26 | 30 !
s130 | 14 | 32 | 21 | 10 | 26 | 29 | 24 | 26 | 28 N-P
s136 | 06 | 33 | 19 | 19 | 28 | 32 | 30 | 27 | 25 P
s138 | 06 | 34 | 19 | 19 | 27 | 30 | 28 | 26 | 25 P
s147 | 06 | 32 | 21 | 22 | 27 | o6 | 24 | 28 | 30 | PTE
S140 | 08 | 33 | 22 | 19 | 34 | 30 | 25 | 33 | 28 P
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S155 | 06 | 31 | 21 | 21 | 27 | 30 | 18 | 26 | 29 P
s163 | 06 | 36 | 23 | 22 | 27 | 28 | 26 | 30 | 2 P
P

S164 06 36 19 20 26 28 22 29 30

5165 06 30 20 18 25 28 24 24 26 P

S166 | 06 | 32 | 21 | 21 | 27 | 27 | 27 | 26 | 29 P
S168 | 06 | 29 | 18 | 18 | 26 | 26 | 22 | 23 | 22 P
S171 | 06 | 290 | 18 | 17 | 24 | 26 | 20 | 23 | 22 N-P
S174 | 06 | 30 | 20 | 19 | 27 | 29 | 23 | 21 | 25 P
E-FOX-
s201 | 07 | 16 | 21 | 09 | 06 | 06 | 26 | 26 | 29 | N-P-TE
s206 | 12 | 33 | 28 | 22 | 27 | 33 | 28 | 30 | 20 P
S208 | 25 | 33 | 28 | 22 | 29 | 31 | 27 | 27 | 30 P
s211 | 15 | 34 | 20 | 20 | 28 | 30 | 25 | 26 | 30 P
s213 | 22 | 28 | 20 | 17 | 26 | 29 | 24 | 25 | 26 N-P
so14 | 12 | 28 | 19 | 17 | 25 | 30 | 24 | 25 | 2 N-P
s215 | 13 | 27 | 21 | 19 | 25 | 31 | 23 | 29 | 24 P
s216 | 13 | 28 | 20 | 19 | 25 | 29 | 24 | 23 | 24 P
s217 | 15 | 28 | 19 | 19 | 26 | 28 | 24 | 23 | 25 P
so18 | 11 | 25 | 20 | 27 | 22 | 26 | 2 | 22 | 2 P
$219 | 12 | 26 | 19 | 17 | 25 | 27 | 27 | 25 | 25 N-P
$220 | 25 | 24 | 23 | 20 | 22 | 25 | 24 | 18 | 29 P
s221 | 13 | 30 | 18 | 17 | 24 | 18 | 25 | 24 | 2 N-P
s222 | 13| 27 | 19 | 17 | 25 | 25 | 23 | 23 | 2 N-P
S223 | 11 | 26 | 20 | 19 | 28 | 32 | 30 | 25 | 25 P
P

S224 12 25 20 19 26 26 24 25 22

S225 13 25 21 19 17 29 26 25 23 P
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s227 | 40 | 27 | 22 | 22 | 26 | 33 | 26 | 25 | 25
s229 | 22 | 30 | 20 | 20 | 25 | 30 | 26 | 25 | 25 P
s230 | 16 | 28 | 21 | 19 | 26 | 29 | 26 | 26 | 19 P
s231 | 15 | 26 | 19 | 19 | 28 | 28 | 26 | 25 | 28 P
s232 | 11 | 27 | 22 | 10 | 25 | 12 | 25 | 25 | 27 | N-P-TE
s233 | 12 | 23 | 22 | 10 | 25 | 11 | 24 | 26 | 24 | NP-TE
s234 | 37 | 28 | 21 | 18 | 27 | 28 | 26 | 26 | 27 /
s235 | 13 | 26 | 20 | 10 | 25 | 10 | 26 | 26 | 27 | NP-TE
s236 | 12 | 24 | 20 | 12 | 27 | 10 | 25 | 25 | 26 | NP-TE
s238 | o6 | 28 | 21 | 17 | 27 | 25 | 25 | 25 | 2 N-P
s239 | 06 | 27 | 21 | 10 | 27 | 11 | 25 | 25 | 21 | N-P-TE
C-E-
S246 13 17 19 17 06 10 25 06 26 FOX-N-
P-TE
C-E-
s247 | 14 | 17 | 19 | 18 | 06 | 11 | 26 | 06 | 25 FOTXE' P-
s248 | 13 | 26 | 19 | 12 | 24 | 10 | 25 | 24 | 25 | N-P-TE
so71 | 22 | 28 | 30 | 25 | 30 | o8 | 18 | 30 | 25 | PTE
S272 | 34 | 27 | 22 | 19 | 06 | 1 | 25 | 26 | 27 | E-TE
s289 | 10 | 23 | 21 | 19 | 25 | 11 | 28 | 25 | 26 | PTE
s202 | 08 | 20 | 19 | 17 | 24 | 26 | 26 | 22 | 24 | FOXN-P
FOX-P-
s203 | 07 | 21 | 17 | 18 | 24 | 10 | 27 | 23 | 24 TE
s313 | 38 | 23 | 20 | 18 | 24 | 27 | 24 | 24 | 27 /
$316 | 42 | 24 | 19 | 19 | 20 | 28 | 25 | 26 | 25 /
$317 | 35 | 22 | 24 | 23 | 27 | 26 | 25 | 24 | 29 /
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s321 | 40 | 25 | 20 | 18 | 28 | 27 | 26 | 27 | 25 /
s332 | 35 | 25 | 19 | 12 | 2 | 25 | 25 | 24 | 25 N
s334 | 37 | 26 | 20 | 16 | 24 | 26 | 25 | 22 | 26 N
s335 | 33 | 26 | 11 | 28 | 22 | 20 | 24 | 12 | 23 | CCN
$336 | 35 | 26 | 22 | 15 | 21 | 22 | 24 | 22 | 25 N
s337 | 18 | 29 | 20 | 19 | 28 | 12 | 20 | 29 | 20 P-TE
s338 | 17 | 29 | 20 | 20 | 28 | 11 | 20 | 29 | 20 P-TE
C-E-
sa02 | 13 | 18 | 20 | 20 | 06 | 12 | 21 | 08 | 25 | FOX-P-
TE
C-E-
s407 | 14 | 18 | 17 | 19 | 06 | 12 | 24 | 08 | 25 | FOX-P-
TE
C-E-
s408 | 14 | 21 | 22 | 19 | 06 | 13 | 20 | 07 | 26 | FOX-P-
TE
s412 | 18 | 30 | 20 | 18 | 25 | 11 | 28 | 27 | 22 | PTE
sa94 | 6 | 27 | 24 | 25 | 31 | 30 | 27 | 28 | 23 P
S495 06 26 25 27 06 28 23 29 06 E-P-SXT
s496 | 06 | 22 | 23 | 24 | 20 | 30 | 25 | 28 | 32 P
s497 | 06 | 28 | 25 | 25 | 28 | 28 | 28 | 29 | 33 P
s498 | 06 | 30 | 28 | 20 | 30 | 31 | 28 | 30 | 35 P
s499 | 14 | 31 | 28 | 32 | 35 | 33 | 224 | 32 | 36 P
s500 | 06 | 27 | 25 | 24 | 30 | 16 | 30 | 27 | 25 P
s501 | 06 | 34 | 20 | 28 | 34 | 34 | 30 | 34 | 39 P
s502 | 6 | 25 | 24 | 27 | 30 | 30 | 28 | 29 | 34 P
s503 | 6 | 27 | 24 | 26 | 28 | 30 | 28 | 26 | 34 P
s504 | 6 | 28 | 25 | 25 | 31 | 20 | 28 | 28 | 33 P
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s505 | 12 | 28 | 21 | 19 | 28 | 28 | 28 | 27 | 23 P
S506 | 13 | 34 | 21 | 28 | 27 | 28 | 28 | 27 | 24 P
s507 | 18 | 27 | 22 | 21 | 20 | 33 | 20 | 27 | 26 P
s508 | 17 | 28 | 21 | 20 | 27 | 26 | 29 | 28 | 2 P
s500 | 18 | 28 | 22 | 20 | 26 | 27 | 20 | 28 | 21 P
s510 | 16 | 27 | 19 | 19 | 27 | 30 | 20 | 27 | 28 P
E-N-P-
s511 | 06 | 26 | 17 | 10 | 06 | 15 | 26 | 23 | 06 SXT
s512 | 21 | 26 | 11 | 11 | 28 | 27 | 27 | 20 | 22 | CN-N-P
S513 | 15 | 27 | 18 | 10 | 30 | 28 | 31 | 27 | 25 P
s514 | 20 | 35 | 18 | 26 | 27 | 25 | 224 | 30 | 30 P
E-OFX-P-
s515 | 10 | 28 | 26 | 26 | 6 | 13 | 6 | 28 | 28 TE
S516 | 12 | 27 | 23 | 25 | 28 | 24 | 23 | 28 | 29 P
s517 | 15 | 30 | 24 | 16 | 30 | 28 | 25 | 29 | 30 N-P
s518 | 20 | 31 | 25 | 28 | 32 | 30 | 26 | 25 | 32 P
s519 | 27 | 35 | 28 | 20 | 30 | 28 | 20 | 28 | 33 P
S520 | 28 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 28 | 30 | 32 P
s521 | 26 | 34 | 27 | 26 | 30 | 25 | 25 | 24 | 31 P
C-CN-E-
S522 06 20 11 16 06 10 27 9 24 FEE?%?'

S523 40 29 22 24 30 27 25 27 31

S524 43 25 24 25 27 28 26 29 32

S525 50 33 19 18 33 24 27 21 23

S526 48 37 28 27 27 28 26 28 29

S527 48 29 24 27 28 28 27 28 34
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S528 44 30 22 22 29 22 25 24 30
S529 43 34 21 20 23 26 27 21 21 /
C-E-

s530 | 13 | 15 | 22 | 26 | 06 | 12 | 27 | 8 | 30 FOTXE' P-
S531 40 27 19 18 29 15 25 27 27 /
S532 41 26 20 20 26 27 25 23 26 P
S534 17 29 20 20 32 30 29 28 25 P
S535 35 26 18 19 27 26 26 23 25 /
S536 40 26 20 19 25 26 26 23 29 /
S537 14 26 19 19 26 16 27 25 26 P
S538 45 32 21 20 27 28 27 25 29 /
S539 37 26 19 18 28 27 27 25 26 /
S541 20 27 20 19 27 28 29 25 26 P
S542 19 25 21 18 28 28 27 26 27 P
S543 20 32 28 26 06 32 06 21 30 | E-OFX-P
S544 43 24 20 20 27 24 28 25 30 /
S545 38 27 23 22 30 25 21 25 28 /
S546 47 30 23 21 28 27 28 23 30 !
S547 20 38 27 26 06 30 9 28 29 E-OFX-F
S548 22 39 28 26 06 34 08 33 30 E-OFX-F
S549 13 29 25 20 09 15 21 27 15 E-P
S550 38 29 24 22 30 15 28 27 29 /
S551 42 28 20 23 34 28 29 29 29 /
S552 40 29 20 20 30 28 27 28 26 /
S553 13 27 16 18 06 17 21 30 6 E-P-SXT
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E-N-P-
s554 | 13 | 26 | 16 | 16 | 08 | 17 | 21 | 32 | & SXT
E-N-P-
s555 | 13 | 25 | 17 | 17 | o9 | 15 | 21 | 26 | 6 o
s556 | 12 | 24 | 19 | 18 | 12| 158 | 23 | 25 | ¢ | EPSXT
s557 | 13 | 27 | 22 | 18 | o6 | 17 | 22 | 30 | 15 E-P
E-N-P-

S558 13 28 18 15 08 19 20 30 06 SXT

S559 32 26 20 20 30 25 27 24 25

ss60 | 15 | 26 | 18 | 19 | 08 | 18 | 22 | 30 | o6 | EPSXT
ss61 | 15 | 27 | 26 | 23 | 28 | 17 | 28 | 27 | 27 P
ss62 | 41 | 30 | 24 | 23 | 31 | 28 | 20 | 27 | 26 /
S563 | 31 | 30 | 26 | 30 | 27 | 26 | 19 | 44 | 34 /
Ss64 | 42 | 34 | 26 | 31 | 31 | 28 | 29 | 48 | 33 /

C

S565 31 29 25 29 30 26 18 13 29

S566 36 30 22 22 28 23 26 36 28

S567 28 27 21 30 25 25 27 43 28

/

/
S568 28 28 27 23 25 25 15 39 30 /
S569 29 30 17 26 28 19 19 14 28 ¢

S570 27 29 17 34 27 19 11 41 28 CN-OFX

S571 28 29 24 33 25 24 21 41 27

S572 28 30 27 33 30 26 18 39 32

S573 33 31 34 38 33 35 31 23 35 C

S574 27 29 26 24 25 25 17 35 30

P : Pénicilline G ; FOX : Cefoxitine ; CN : Gentamycine ; N : Néomycine ; E : Erythromycine
TE : Tétracycline ; OFX : Ofloxacine ; C : Chloramphénicol ; SXT : Trimétoprim-

Sulfamethoxazole




Annexe 05: Résultats détaillés de la formation de biofilms pour chaque

souche de S. aureus (souches alimentaires et animales)

_ La ODc La souche ODs (valeur Format_ion de Produ_ction
microplaque moyenne) biofilm de slime
S24 2,4163 Forte Productrice
S35 1,9993 Modéré Productrice
S48 1,868 Modéré Productrice
S63 1,5233 Modéré Productrice
Non
S91 2,217 Forte .
. ’ productrice
Microplague 1 0,5295 S92 2,818 Forte Productrice
S94 2,209 Forte Productrice
S95 2,995 Forte Productrice
S100 2,3933 Forte Productrice
S101 2,2333 Forte Productrice
S104 2,2493 Forte Productrice
S55 1,9103 Modéré Productrice
S65 2,5912 Modéré Productrice
S67 1,11 Faible Productrice
s73 2,6366 Modéré Non.
productrice
Microplague 2 0,7446 S75 1,4683 Faible Productrice
77 2,3266 Modéré Non
productrice
S78 2,8826 Modéré Productrice
S87 2,8646 Modéré Productrice
S96 1,8123 Modéreé Productrice
S97 2,6853 Modéré Productrice
S171 2,914 Forte Productrice
S227 2,8653 Forte Productrice
S229 2,732 Forte Productrice
5230 2,9363 Forte Non
productrice
5231 2,9606 Forte Non.
productrice
S232 3,0906 Forte Productrice
Microplague 3 0,4468 S233 3,0326 Forte Proclj\luctrlce
5235 2,7943 Forte on.
productrice
5238 2,7946 Forte Non.
productrice
S239 2,9276 Forte Productrice
S246 2,767 Forte Productrice
S247 2,362 Forte Productrice
248 2,0286 Forte Non.
productrice
Microplaque 4 0,6834 S51 1,1186 Faible Productrice
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S61 22146 Modéré Non
productrice
S155 1,937 Modéré Productrice
S163 2,5296 Modéré Productrice
S164 1,0496 Faible Productrice
S166 2,703 Modéré Productrice
S201 1,974 Modéré Productrice
. S213 2,4796 Modéré Productrice
Microplaque 4 0,6834 S215 2,6496 Modéré Productrice
S217 2,2913 Modéré Productrice
S218 2,562 Modéré Productrice
S219 2,9056 Forte Productrice
S220 2,91 Forte Productrice
S223 2,305 Modéré Productrice
S224 3,0593 Forte Productrice
S225 2,662 Modéré Productrice

5494 3,104 Forte Non
productrice

S495 2,2653 Forte Non.
productrice
S496 2,1636 Forte Productrice

5497 2,3066 Forte Non
productrice

5498 1,106 Forte Non
productrice

5499 0,9596 Modéré Non
productrice

S500 2,5076 Forte Non
productrice

S501 2,3442 Forte non
productrice
Microplaque 5 0,2489 S502 2,2916 Forte Productrice

S503 2,9693 Forte Non
productrice

S504 2,788 Forte Non
productrice
S505 3,0703 Forte Productrice
S506 3,008 Forte Productrice

S507 2.6036 Forte Non
productrice

S508 2,24 Forte Non
productrice
S509 1,445 Forte Productrice

S510 27813 Forte Non
productrice

S511 24193 Forte Non

productrice
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S512 2,7016 Forte Productrice
Microplaque 5 0,2489 $513 1536 Forte Non _
productrice
S514 2,6596 Forte Productrice
S515 1,9906 Forte Non
productrice
S516 1,449 Forte Productrice
S517 2,6833 Forte Productrice
S518 1,9583 Forte Productrice
S519 2,4666 Forte Productrice
S520 1,663 Forte Productrice
S521 1,6213 Forte Productrice
Microplaque 6 0,2992 S522 1,4853 Forte Productrice
S523 2,696 Forte Productrice
S524 2,1093 Forte Productrice
S525 2,1526 Forte Productrice
S526 2,434 Forte Productrice
S527 2,7556 Forte Productrice
S528 2,621 Forte Productrice
S529 1,5096 Forte Productrice
$530 1,548 Forte Non.
productrice
S60 2,7583 Modéré Productrice
$86 2,6773 Modéré Non
productrice
102 2,738 Modéré Non
productrice
S165 2,8976 Modéré Productrice
Microplaque 7 1,1671 5168 3,041 Modéré Non _
productrice
S214 2,954 Modéré Productrice
216 2,0053 Modéré Non.
productrice
S221 3,0623 Modéré Productrice
S222 2,9593 Modéré Productrice
S19 2,6816 Forte Productrice
S44 3,0986 Forte Productrice
S52 3,0973 Forte Productrice
S53 3,0833 Forte Productrice
S98 1,8106 Modéré Productrice
Microplaque 8 0,5276 S127 2,816 Forte Productrice
S129 2,9355 Forte Productrice
S130 2,934 Forte Productrice
S147 2,9143 Forte Productrice
S149 2,819 Forte Productrice
S174 2,9353 Forte Productrice
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Non
S531 2,656 Forte oroductrice
S532 2,806 Forte Productrice
534 21786 Forte Non
productrice
S535 2,7813 Forte Productrice
L, Non
Microplaque 8 0,5276 5536 1,548 Modere productrice
537 2 067 Modéré Non
productrice
S538 2,122 Forte Productrice
Non
S539 2,6096 Forte oroductrice
S541 2,295 Forte Productrice
S542 2,609 Forte Productrice
S543 0,4793 Faible Non
productrice
S544 0,596 Faible Non
productrice
S545 0,6603 Modéré Non
productrice
S546 0,3623 Faible Non
productrice
S547 0,8116 Modéré Non
productrice
S548 0,7236 Modéré Non
productrice
. - Non
Microplaque 9 0,3179 S549 0,7626 Modeére oroductrice
S550 0,811 Modéré Non
productrice
S551 1,0476 Modéré Productrice
S552 0,7733 Modéré Productrice
S553 1,031 Modéré Productrice
S554 1,4616 Forte Productrice
S555 0,8836 Modéré Productrice
S556 0,938 Modéré Productrice
S557 0,799 Modéré Productrice
S558 0,6533 Modéré Productrice
S559 0,7216 Modéré Productrice
S560 0,558 Faible Productrice
S561 2,0666 Modéré Productrice
S562 1,4193 Faible Productrice
Microplagque 10 | 0,7671 S563 21803 Modéré Non
productrice
S564 2,0273 Modéré Productrice
S565 2,544 Modéré Productrice
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, Non
S566 1,9876 Modéreé oroductrice
S567 2,3466 Modéré Productrice
S568 22146 Modéré Non
productrice
S569 2,5916 Modéré Productrice
Microplaque 10 |  0,7671 S570 2,1346 Modéré Non
productrice
S571 2,1893 Modéré Productrice
S572 1,863 Modéré Productrice
S573 1,0706 Faible Non
productrice
S574 1,037 Modéré Non
productrice
6 29976 Forte Non
productrice
S45 2,9625 Forte Productrice
S136 2,9776 Forte Productrice
S138 2,8463 Forte Productrice
S206 2,8403 Forte Productrice
S208 2,9406 Forte Productrice
S211 3,1003 Forte Productrice
5234 2,978 Forte Non
productrice
5236 3,815 Forte Non
productrice
s271 3,142 Forte Non
productrice
$272 3,3856 Forte myu%rt‘rice
Microplaque 11 0,6090 P Non
5289 3,115 Forte .
productrice
S292 3,8846 Forte Productrice
S293 3,3726 Forte Productrice
S313 3,358 Forte Productrice
S316 2,9796 Forte Productrice
$317 2,9696 Forte Non.
productrice
S321 2,93 Forte Productrice
S332 2,8463 Forte Productrice
5334 3,019 Forte Non
productrice
$335 3,8173 Forte Non
productrice
$336 2,885 Forte Non

productrice




Suite de I’annexe 5

Microplaque 11

0,6090

Non
S337 3,7006 Forte oroductrice

Non
S338 2,3943 Forte oroductrice
S402 2,9776 Forte Productrice
S407 1,013 Faible Productrice
S408 2,863 Forte Productrice
S412 3,1482 Forte Non

productrice
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