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Résumé

Le portage nasal de Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) chez les
animaux d élevage en Algérie a trés peu éé documenté. Notre étude a pour objectif de
déterminer la prévalence du portage nasal des SARM chez les bovins et lavolaille.
L’isolement a été effectué sur gélose Chapman, suivi d’une identification biochimique
des isolats. L’'étude de la résistance aux antibiotiques a été réalisee par la méthode de
diffusion des disques sur gélose Mueller-Hinton, selon les recommandations du CLSI (2015)

et la confirmation des SARM par un Screening al’ oxacilline.

Sur 260 échantillons collectés, 66 souches de Saphylococcus aureus ont été isolés a
partir des narines des bovins et de la volaille soit un taux de 10, 22% et 31, 32%.Pour la
volaille 29, 82% est le taux de S. aureus résistant ala méthicilline chez la volaille. Alors que

chez les bovins aucune souche de SARM N’ a été signal ée.

L’ analyse globale de |a résistance aux antibiotiques a confirmé le caractere de multirésistance

gui associent jusgu’ @ 9 antibiotiques chez lavolaille et 5 chez le bovin.

Les résultats de cette éude révélent que la présence des SARM au niveau nasal des animaux
peut présenter un risgue de transmission pour les humains ou a I’ environnement. Pour cela,
I’ application de bonnes pratiques d hygiene et I’ utilisation rationnelle des antibiotiques est

nécessaire.

Mots clés : Saphylococcus aureus, portage nasal SARM, antibioresistance.



Introduction

Introduction

La médecine humaine est confrontée depuis ces derniéres années a |I’émergence eta la
dissémination rapide des bactéries multi-résistantes (BMR).Les impasses thérapeutiques
devant les infections & BMR est une véritable menace pour la médecine humaine et
vétérinaire (MESSENGER et al.,2014).

Staphylococcus aureus est une bactérie commensale de la peau et des muqueuses, notamment
au niveau de la muqueuse nasale des humains et des animaux sains, de I’ oropharynx (DENIS et
al., 2011). Dans la plupart des cas, cette bactérie cohabite sans probléme avec son hote.
Cependant dés que les défenses de ce dernier faiblissent (plaie, immunodéficience), elle passe
du stade commensale a celui pathogene extrémement virulent (SHINEFIELD et RUFF, 2009).

Cet agent opportuniste peut causer différentes maladies, allant de simple furoncle a la
septicémie, passant de pneumonie al’ endocardite (LE LOIR et GAUTIER, 2010).

Les maladies causées par ce pathogéne versatile sont encore plus graves, si les souches
de Saureus résistantes alameéthicillline (SARM) sont impliquées (BECKER et al., 2015).

Des 1942,sont apparues des souches de Staphylococcus résistantes a la pénicilline par
production d'une enzyme :la pénicillinase ou béta-lactamase, rendant nécessaire la recherche de
nouveaux antibiotiques (LUCET et al.,2003).La méthicilline,unebéta-lactamine résistante aux
pénicillinases a été utilisée a partir de 1960. Comme pour la pénicilline, Saureusa développé
rapidement des 1961 des résistances vis-a-vis de cet antibiotiques (LUCET et al.,2003) d'ou le

terme de Staphyl ococcus aureus résistant ala méthicilline (SARM).

La résistance a la méthicilline est mediéepar |'acquisition d’un éément génétique
appelé cassette chromosomique staphylococcique (SCC mec) qui porte le gene mec A.Ce
dernier code pour une protéine de liaison a la pénicilline (PLP) additionnelle dénommée
(PLP2a) ayant une faible affinité pour toutes les p-lactamines (FIGUEIREDO et FERREIRA,
2014).Certains contiennent des géenes de résistance supplémentaires localisés dansdes
plasmides intégrés codant pour des résistances aux macrolides, aminosides, tétracyclines,
rendant ainsi la souche multi-résistante (DEURENBERG et STOBBERINGH, 2008).

Au cours de ces derniéres années, un nouveau clone de SARM est apparu enEurope et associé
aux animaux d'édlevage (SARM-L) du complexe clona CC398.Ce clone a été retrouvé chez

les animaux d’ élevage, |es personnes en contact avecces animaux (vetérinaires et agriculteurs)
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et dans des aliments d'origine animale (CHAIRATEet al., 2015). Ce clone porte un nouveau
gene de résistance a la méthicillinenommé Mec C qui partage 70% d homologie avec le gene
mecA.

La premiére souche de Saureus résistante a la méthicilline d’ origine animale, a été
isolée en Belgique en 1972 au cours d une mammite bovine (CUNY et al., 2010). D’ autres
souches de SARM ont été décrites chez les bovins (2004, 2007,2008) respectivement au
Pakistan, Corée, puis la plus récente en 2010 au pays Bas (CUNY et al., 2010).

Les études ont été également réalisées chez la volaille des descriptions ont eu lieu en
Belgique en 2008,2009 (LEFEVRE et al ., 2005).

En Algérie, peu de données sont disponibles concernant la résistance de souches de
SARM chez les animaux d éevage. Des investigations dans ce contexte peuvent fournir
beaucoup d'informations, qui peuvent mener a traiter les diverses pathologies avec plus
d efficacité et par conséquence réduire I'usage des agents antimicrobiens en thérapeutique

vétérinaire.

C’est dans le but d’ estimer |e portage des SARM au niveau nasal des bovins et lavolaille que
nous avons entame cette étude. En effet, |’ objectif de cette étude est d’ une part, I’isolement
des souches de Staphylococcus aureus dans le but d’ étudier |a prévalence du portage nasal de
ce germechez les bovins et différents types de production de la volaille.D’ autre part, il s'agira
de la déermination de leurs résistances a des molécules d' antibiotiques appartenant a

différentes familles chimiques et ce, dans le but de prévoir |’ existence des SARM.

Pour atteindre nos objectifs, nous avons partagé ce travail en deux parties. Lapremiere
est une synthese bibliographique, présentant les caractéres généraux des Saphylocoques et les
différents mécanismes de résistances de Staphylococcus aureusvis-a-vis des antibiotiques,

généralités sur le portage nasal. La deuxiéme partie, consacrée al’ éude expérimentale
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Chapitre|: Généralités sur les Staphylococcus aureus

1. Historique

Les premieres descriptions des staphylocoques isolés a partir de pus d’ abcés datent de
1871 mais ce ne sont que quel ques années plus tard que ces travaux permettront de proposer un
nom a la bactérie rencontrée. Ainsi, en 1878, il a été observé par Robert Koch puis fut reconnu
par Pasteur deux ans plus tard (LE LOIR et GAUTIER, 2010). La méme année Alexander
Ogston, un chirurgien écossais, a établi de fagon concluante. Le réle causatif du coccus dans
les abces et d’ autres |ésions suppuratives. Il lui aaussi donné le nom Staphylococcus (Staphyle,
en grec), ce qui signifie « grappe de raisin » ; kokkos, ce qui signifie une baie (SURINDER,
2012).
L’ espece Staphylococcus aureus (aureus signifie « or » en latin) a été attribuée en 1884 par
Anton J. Rosenbach suite a la couleur formée par les colonies sur du milieu sang (AVRIL et
al., 2003).

En 1928, |a découverte de la pénicilline et de ses propriétés bactéricides par Alexander

Fleming ouvrit de nouvelles perspectives pour le traitement des maladies infectieuses.

En 1941 un patient atteint de septicémie fut traité avec succes par la pénicilline. Par la
suite, |’ ere des antibiotiques alait littéralement révolutionner le traitement. En 1953, fut isolée
la premiére souche de S.aureus résistance ala pénicilline (LE LOIR et GAUTIER, 2010). En
1961, c’'est au Royaume Uni qu’ une souche résistance a la méthicilline (SARM) a été isolée,
soit une année seulement aprés la découverte de cet antibiotique(LE LOIR et GAUTIER,
2010).

2. Classification

En 1986, le genre Saphylococcus appartenait a la famille des Micrococcaceae qui
comprenait trois autres genres : Micrococcus, Planococcus et Stomatococcus. Les membres de
cette famille partagent un certain nombre de caracteres généraux (FERERIGHI, 2005).
Cependant, avec les débuts de la biologie moléculaire, Baird-Parker sépare définitivement le
genre Staphylococcus du genre Micrococcus, grace a la différence du contenu en guanine et en
cytosine de leur ADN: 66-75% pour Micrococcus et 30-39% pour Saphylococcus.
(SCHLEIFER et BELL, 2009).

N
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La classification du genre Saphylococcus ne cesse d' évoluer, selon Euzeby en Bergey's
manuel (2002) et NCBI (national center for biotechnologie information), la nouvelle

classification des staphylocoques est la suivante :

Régne : Bacteria

DOMaiNE @....cvveiieiiiiie e Eubacteria
DIVISION I e Firmicutes
Classe:cooviiiiiiiiiiieiiienen .. Badilli

Ordre . Bacillales
Famille:...................coooe ... Staphyl ococcaceae
GENME: i e Saphylococcus

L e genre Staphylococcus comprend actuellement 47 espéces et sous-espéeces seules dix-
huit espéces sont retrouvées chez I"’homme. Les especes sont généralement classées en deux
groupes sur la base de la capacité a produire une coagulase libre. Parmi ces espéces Saureus,
sans doute la plus connue et la plus communément liée aux pathologies de I’homme (LE LOIR
et GAUTIER 2010).

3. Habitat

Saphylococcus aureus est un commensal de la peau e des muqueuses (nasal
notamment) de I’homme et des animaux (LE LOIR et GAUTIER, 2010) se sont des bactéries
résistantes aux conditions hostiles de I’ environnement (chaleur, sécheresse, salinité) (BERCHE,
2003).

Les Staphylococcus en particulier les espéces S aureus et S. epidermidis font partie de la flore
normale de nombreux individus. lls sont retrouvés particulierement dans les fosses nasales
antérieures (Saureus 30 a 40%, Sepidermidis 30 a100%) et au niveau des zones chaudes et
humides de celle-ci (aisselles, périnée) et les mains (WERTHEIM et al., 2005).

Leréservoir animal doit étre pris en compte méme si I'importance du portage de S. aureus chez
les animaux domestique est moins bien connue que chez I’ homme. S. aureus a éé isolé chez les
bovins et les ovins (fosses nasales, feces) et chez les volailles (fosses nasales, peau).

En général, les souches de S aureus isolées d animaux appartiennent aux biotypes
spécifigues de I hdte : biotype aviaire chez les volailles, bovin chez les vaches et ovin chez les
chevres et moutons (FERERIGHI, 2005).

4. Caracteres bactériologiques

4.1 Caractéres morphologiques
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Ce sont des cocci a Gram positif, isolés ou groupés en diplocoques, en courtes
chainettes ou en amas, ayant laforme de grappe deraisin, de 0,8 a 1 p de diametre (figure 1).
La grande majorité des souches sont capsul ées, mais les souches peuvent perdre leur capsule
par culture (SCHLEIFER, 2009 ; THAPALIYA et al., 2015)

- visuals unlimited * ‘-. ¥

Figurel : Micrographie optique de S. aureus (G x1000) suite a une coloration de Gram
(Anonyme, 2018).
4.2 Caractéres culturaux

Comme tous les germes trés répandus dans la nature, S. aureus fait partie des aéro-
anaérobie facultatif qui se cultive facilement sur les milieux usuels, a des conditions de pH et
de température variables (de grandes variations sont tol érées respectivement de 10 a45 °C et de
pH de 5,6 a8,1) (FERERIGHI, 2005).

Les Saphylocoques sont isolés des aliments utilisant des milieux sélectifs et différentiels pour
sélectionner des membres du genre Staphylococcus tels que I' Agar Baird-Parker (BP) et agar
au sel de mannitol (FETSCH, 2018).

BP agar a été développé par Baird-Parker et contient du chlorure de lithium, du
tellurite de potassium et du jaune d'ceuf. La présence de sel et de tellurite de potassium
sélectionne pour le genre Saphylococcus, qui réduit latellurite formant des colonies noires.

Un autre milieu largement utilisé pour I'isolement de S. aureus est le Mannitol Salt Agar, qui
inhibe la croissance d'autres bactéries en raison de la présence de 7,5% de NaCl. , S. aureus
fermente le mannitol et forme des colonies jaunes sur le milieu.

De plus, lagélose au sang est souvent utilisée pour I'isolement de Staphylococcus spp.

S aureus produit des colonies jaunes, circulaires et de taille moyenne arrondies par un halo

clair indiguant une activité hémolytique sur gélose au sang (FETSCH, 2018).

-,
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En bouillon, la culture est rapide ; en quelques heures, un trouble homogéne puis un dépdt sont
observés ; il n'y a pas de production de pigment en milieu liquide (LE LOIR et GAUTIER,
2010).

Sur gélose ordinaire, les colonies sont lisses, rondes, bombées, brillantes, opaques, de 1 mm de
diamétre. Elles se pigmentent habituellement en jaune doré (aureus), parfois en jaune citron, et
parfois sont non pigmentées.

Sur gélose profonde |a croissance est observeée sur toute la hauteur du tube signant le caractére
aéro-anaérobie facultatif (LE LOIR et GAUTIER, 2010).

4.3 Caractéres biochimiques (Tableau I)

Les principaux caractéres biochimiques pris en compte sont oxydase négative et
catalase positive, la capacité a métaboliser les sucres et la production d’arganine dihydrolase
(ADH), sa croissance est plus rapide et plus abondante en condition aérobie qu’ en condition
anaérobie (LE LOIR et GAUTIER, 2010).

Globalement, |I'espéce Saureus peut étre différenciée des autres staphylocoques par |a présence
simultanée d'une coagulase libre et d'une DNase thermostable (FAUCHERE et AVRIL, 2002)
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Tableau | : Différenciation des espéces et sous-especes de Staphylococcus a coagul ase positive

(FRENEY, 2007).

Caracteres Saureus | Saureus S. S. S. S.
subsp subsp Intermedius | Hyicus | delphini | Schleiferis
aureus | anaerobius ubsp.

coagulans
Croissance en + ND + + + +
aérobiose
Diamétre des + - + + + +
colonies>5mm
Pigment + - - - - -
Coagulaselibre + + + d + +
(plasmade
lapin)
Clumping + - D - - -
facteur
DNase + + + + - +
thermostable
Acidification de + + ND - + -
maltose
Acidification de + - + + - -
D-Tréhalose
Catalase + + + + + +
Oxydase - - - - - -
Légende: +: 90% de souches positives ; -: 90% de souches négatives; d, 11-89% de

souches positives ; ND, non déterminé.

5. Facteursdevirulence

Pratiquement toutes les souches de Staphylococcus aureus expriment de nombreux

facteurs de virulence potentiels qui contribuent a la pathogénicité du germe (WEBER, 2005),

on distingue des composants de la paroi, des composants de surface et des composantes
€laboreées (figure 2).
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Figure 2 : Schématisation des quel ques facteurs de virulence de Saureus (GORDON et
LOWY, 2008).
5.1 Composantes dela paroi

e Exopolysaccharides capsulaires

Staphylococcus aureus a été toujours considéré comme une bactérie non capsulée ; en

effet la présence de capsule classique, ¢’ est-a-dire visible en microscope optique en présence
d’encre de Chine n’a éé démontrée que par trés peu de souches. En revanche, la majorité des
souches isolées d'infection humaines et animae produisent des polyosides capsulaires qui
forment des microcapsul es non visibles en microscope optique (FERERIGHI, 2005).
La fonction de la capsule dans la virulence n'est pas entierement claire, bien qu'elle facilite
I”adhérence de la bactérie aux cellules endothéliales. La capsule est capable d’interférer avec la
phagocytose des Saureus et pourrait masquer les antigenes de la paroi cellulaire (RISLEY,
2007).

e L’acidetéichoiques

Saureus possede des acides téichoiques de type polyribitol phosphate qui sont associés

au peptidoglycane et représente environ 40% de la masse de la paroi (FERERIGHI, 2005). I
assure trois roles principaux :
1) Laprotection contre les antimicrobiens et |e stress environnemental,
2) Le contréle de |’ activité enzymatique et 1a concentration cationique de I’ envel oppe,
3) Laliaison aux différents récepteurs et surfaces (X1A et al., 2010).

e LePeptidoglycane
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La paroi de S.aureus est formée d’' un peptidoglycane épais et trés réticulé qui représente
environ 50% de la masse de la paroi. Il est hydrolyseé par lalysostaphine mais résiste a I’ action
des lysozymes.

Ainsi il est formé de chaines linéaires de N-acétylglucosamine et d’ acide N-acétylmuramique

réunie par des liaisons  1-4 et $1-6; au niveau de I’acide N —acétylmuramique se fixe un

tétrapeptide de L-aanine, acide D- glutamique, L- lysine et D —alanine ; des ponts penta ou

hexaglycines unissent la lysine d’un tétrapeptide a I’ alanine de suivant. Chez s.aureus de tres

rares molécules de L-sérines remplace lalysine (MACZULAK, 2011).

5.2 Composantes de surfaces

L’interaction entre la bactérie et |’héte passe tout d abord par la capacité de la bactérie a
adhérer aux composants de la matrice extracellulaire de la cellule hote. Pour cela, les proténes
de surface jouent un réle primordia dans|’adhésion et initient ainsi |a colonisation.

S aureus exprime un certain nombre de facteurs qui ont le potentiel dinterférer avec les

meécanismes de défense de I'hdte(LE LOIR, 2010).

e LaProtéineA
Laprotéine A est un antigene spécifique a un groupe de souches de S.aureus. Quatre-

vingt-dix pour cent de la protéine A se trouve dans la paroi cellulaire, liée de maniere covaente

au peptidoglycane. Elle est absente a la fois chez les staphylocoques a coagulase négative

(CNS) et chez les microcoques (SURINDER, 2012). Elle a une propriété assez inattendue qui

est saliaison non specifique au fragment Fc de presque tous les types d’' IgG. Cela empéche les

immunoglobulines de fonctionner en tant qu’ anticorps contre les germes envahisseurs puisque

leur partie Fab, normalement impliquée dans la liaison antigene-anticorps, « flotte » librement

maintenant ala surface des bactéries (HERMANS, 2010) (figure 3).

Elle est éaborée par plus de 90% des souches d'origine humaine (biotype A), les souches

d'origine animale étant moins souvent productrices de cette substance (AVRIL et al., 2003).

Figure3: Fixation des immunoglobulines a la surface de S. aureus sur la protéine A (Avril et
al., 2003).

e
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e Les MSCRAMM : (Microbial Surface Components RecognizingAdhesive Matrix
Molecules)

S aureus possede un ensemble de molécules d adhésion reliées au peptidoglycane par
des liaisons covalentes appelées MSCRAMM (Microbia Surface Components Recognizing
Adhesive Matrix Molecules) qui ont un réle dans la liaison des staphylocoques aux sites ou la
muqueuse est rompue, exposant ces molécules de la matrice a 95,100 composants de la surface
microbienne reconnaissant les molécules de matrice adhésive (MSCRAMMS) peuvent se lier
lient aux 1gG ,au fibrinogene, a la fibronectine et aux polysaccharides apparentés au collagene
(DLAWER et KELLICHI, 2004 ; WERTHEIM, 2005).

5.3 Substances élabor éespar S.aureus

5.3.1Toxines
e L’Hémolysinea
Hémolysine o ou toxine a est un polypeptide de 33 KDa codé par le géne hla. Cette
derniere est sécrétée par la plupart des souches de Saureus isolées cliniquement. il a été
démontré gu’elle était un déterminant majeur de la virulence dans des modéles d’infection
animal (KAMIO et al., 2002).
Elle est secrétée sous forme de monomeres qui se regroupent en un heptametre lytique dans la
membrane plasmidique des cellules cibles telles que les érythrocytes, les lymphocytes et les
plaguettes (AMAN et al., 2010).
e L’Hémolysinep
L’hémolysine B est codée par le gene hib. Cette toxine est une phospholipase C
possédant une activité sphyngomyéinase permettant la dégradation de la sphingomyéline
présente sur la membrane des érythrocytes (DINGES et al., 2000) .
Cependant cette derniere provoque une hémolyse partielle sur gélose au sang de mouton a
37°C; ce halo dhémolyse augmente considérablement a 4°C, d'ou la dénomination
d hémolyse « chaud-froid ».
Cette toxine est plus fréqguemment produite par les souches de Saphylococcus aureus d’ origine
animale (AMAN et al., 2010).
e L’Hémolysine é (delta)
e L’hémolysine s est un petit peptide de 26 acides aminés, qui agit comme un surfactant
au niveau de lamembrane cellulaire, exprimeée par la majorité des souches de Saureus
(AMAN et al., 2010).

o |
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e Laleucocidine

Issue de la famille des « pore-formingtoxins », la PVL est formée de deux sous-unités
(PM de 38 KDa) et F (PM de 32 KDa), qui agissent de fagon synergique, portés par un
bactériophage et sont présents chez 2% des souches de Saureus (NHAN et al., 2012).
Ces deux composés sont secrétés separément et s associent en octameéres a la surface des
cellules cibles par assemblage a partir de lafixation initiale du composé LukS-PV. Le récepteur
de LukS-PV alasurface des cellules myéloides a été récemment identifié ; il s agit de C5aR, le
récepteur d’un compose du complément (C5a). La fixation a C5aR permet |’ oligomeérisation,

laquelle induit laformation d’un port atravers la membrane de la cellule et induit salyse.

Cependant, la PVL induit la lyse de plusieurs types cellulaires participant aux défenses de
I’hdte comme les polynucléaires neutrophiles, les monocytes, et les macrophages (CATHY et
al., 2010).

e LaToxineexfoliatrice
Certaines souches de Saureus environ 50% produiraient des toxines exfoliatives
(LADHANI ,2003). Ces toxines sont exoprotéines qui favoriseraient la dissémination de la
bactérie en créant des dommages a |I'épiderme protecteur permettant a la bactérie de se

propager et d envahir les tissus profonds.

Actuellement, quatre toxines exfoliatrices ont été decrites; ETA, ETB, ETC, ETD. En
pathologie humaine, on trouve principalement ETA et ETB et moins fréeguemment ETD.
(CATHY et al., 2010).
Cette derniéere peut jouer un réle dans d'autres maladies ou |'on pense que les superantigenes
sont impliqués comme : la maladie de Kawasaki, |la dermatite atopique, la nécrose (LADHANI,
2003).

e LeSuperantigéene

Ce sont des toxines qui se lient au complexe majeur d’histocompatibilité de type Il et
causent une prolifération majeure des lymphocytes T avec production de cytokines (FRENEY,,
2007). Ce sont :

» L’'Entérotoxine

Les entérotoxines classiques A, B, C1, C2, C3, D, E ont été purifiées dans les années
1960. Elles sont définies par leurs pouvoirs émétiques sur les signes aprés administration orale.
Ce sont des proténes thermostables responsables d'intoxication alimentaire (diarrhée,

a |
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vomissement, collapsus cardiaque) apparaissant 1 a 6 heures apres |’ ingestion de plus 30 a 60%

des souches S.aureus produisant une entérotoxine (FERERIGHI, 2005).

» Exotoxines TSST
La TSST-1(Toxic Shock Syndrome Toxin-1) est une exotoxine chromosomique produite par
95% des souches de Saureus (AVRIL et al., 2003). C'est un superantigene a forte activité
mitogéne pour lymphocytes T, avec production d’interleukines, ce qui, joue un réle dans la
pathogénie du syndrome de choc toxigue (BERCHE, 2003).
Les TSS résultent de la capacité des toxines a stimuler les cellules T avec peu ou pas
d’influence par la spécificité de I’ antigéne TCR de sorte gqu’ un pourcentage éleveé de cellules T
(jusqu'a 30%) sont potentiellement activeées. Ce type de stimulation cellulaire entraine un
reléchement massif de cytokines (TNFa, B, IL-1,6) par les macrophages et les cellules T
causant ainsi un choc toxique pouvant entrainer méme la mort (DLAWER et KELLICHI,
2004).
Tableau I1: Toxines impliquées dans lavirulence de Saureus (VINCENO et al., 2008).

M écanismes d’ action ou
syndromes toxémiques
specifiques

Familles Principales toxines

Toxines super -

Toxine du choc toxique

Choc toxique staphylococcique par

antigéniques staphylococcique activation du systeme immunitaire
Entérotoxines A aE, G, | aU. et libération de cytokines de
I”inflammation.
Réaction auto-immune (maladie de
Kawasaki, rhumatismal es)
Toxines Toxines ahédlice alpha Destruction des cellules de défense

protéolytique

formant des e Alpha-hémolysine de " hote par formation de pores au
por es e Gamma-hémolysine niveau des membranes cellulaires.
e Leucocidine de panton-
Valentine
Toxinesa Exfoliatine e Syndrome d exfoliation
activité généralisé(ou syndrome

staphylococcique de la
peau ébouillanté

e Impétigo bulleux
staphylococcique
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5.3.2 Enzymes produites par Staphylococcus aureus

Les staphylocoques produisent un grand nombre d enzymes responsables de la
destruction des tissus. Ces enzymes facilitent la dissémination des bactéries au sein des tissus,

mais leur implication dans |a pathogénése de I’ infection n’ est pas bien définie.
> Catalase ou superoxyde dismutases

La réaction a la catalase est positive pour toutes les especes de Saphylococcus, a
I'exception de Saureus subsp. anaerobius et S saccharolyticus ce qui les sépare des
Sreptococcus. Cette enzyme permet au Staphylococcus de survivre al'intérieur des phagocytes
et d' échapper au systéme immunitaire (HERMANS, 2010).

» Lacoagulase-libre
C'est une exo-enzyme thermostable, de 5 a 40 kDa qui permet la coagulation du plasma
dhomme ou de lapin; toujours produite par les souches de Saureus et non produite par
Sepidermidis et S. saprophyticus. Elle se lie a la prothrombine de I héte et forme un complexe
appelé Staphylothrombine. La thrombine activée transforme donc le fibrinogene en fibrine
(AVRILet al., 2003).
C'est un facteur primordial dans le pouvoir pathogéne en coagulant le plasma autour des cogques
et en les protégeant de la phagocytose ; elle est a l'origine des thrombophlébites suppurées (LE
LOIR, 2010).
» La Staphylokinase ou Fibrinolysine
Staphylokinase (SAK) est une glycoprotéine de 136 acides aminés sécrétée par certaines
souches de S aureus (ALESSSI, 2000). Elle agit sur le plasma humain, de chien, de cobaye et
de lapin et généralement produite par les souches d'origine humaine (AVRIL et al., 2003).
La SAK facilite I'activation des plasminogene, les précurseurs de la protéase fibrinolytique
Plasmine. Elle forme un complexe avec le plasminogene, qui converti ainsi en plasmine ; dans
le plasma, cette enzyme peut dissoudre des amas de fibrine sans pour autant y associer une
dégradation du fibrinogene (JIN et al., 2004).
» LaHyaluronidase
Cette enzyme extracellulaire thermolabile hydrolyse |’acide hyaluronique, substance
fondamentale de la matrice du tissu conjonctif, ce qui permet la diffusion tissulaire des S
aureus. Cette enzyme est produite uniquement dans la phase exponentielle de croissance
(ALESSSI, 2000).

» LesProtéases

s |
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La plupart des souches de Saureus possedent des enzymes ayant une activité

protéolytique extracellulaire. Ces enzymes sont réparties en 3 familles, sérine, cystéine et
meétall o-protéases (SHAW et al., 2004).
La protéase staphylococcique la mieux décrite est une sérine protéase, connue sous le nom de
protéase V8. Elle a éé proposée pour bloquer I'action des anticorps en les clivant et les
inactivent, de plus elle est responsable de |a dégradation des protéines liant a la fibronectine
induisant ainsi la propagation bactérienne apres |’ étape initiale d’ adhésion (HERMAS et al.,
2010).

e
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Chapitrell : Résistance aux antibiotiques chez S. aureus

Le terme antibiotique dérive du grec « anti » qui veut dire contre et « bios » qui veut
dire vie. Ce sont des substances antimicrobiennes qui empéchent la multiplication des bactéries
(bactériostatique) ou qui les tuent (bactéricide). En bactériologie médicale, les antibiotiques
sont donc des composeés chimiques, élaborés par un micro-organisme ou produits par synthese
ou par hémi synthése, ayant une activité sur d autres micro-organismes. (GUILLEMONT,
2006).

1. Criteresdeclassification
La classification des antibiotiques peut sefaire selon :
» L’Origine

Les antibiotiques sont éaborés par un organisme (naturel) ou produits par synthése (synthétique

ou semi-synthétique)
> LeModed action

D’apres MOULIN et COQUEREL (2002) on distingue cing grands mécanismes d action des

antibiotiques antibactériens qui sont :

» Action sur la synthese du peptidoglycane
» Action sur lamembrane cytoplasmique
* Actionsur I’ADN
» Action sur lasynthese des protéines
» Action par inhibition compétitive
» LeSpectred’activité

C'est laliste des espéces sur lesquelles les antibiotiques sont actifs (spectre étroit ou large).
» Naturechimique

Les antibiotiques utilisables en thérapeutique sont trés nombreux et ils sont regroupés en
famille selon leur structure de base chimique (exemple cycle de B-lactame) sur laquelle il y a
hémisynthése (GAUDY et BUXERAUD, 2005).
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2. Principalesfamilles des antibiotiques anti-staphylococciques

-
Laction des antibiotiques vise 3 réduire ou a interrompre E] A YA l
ADN

fa multipication des bactéries. Elle peut s'attaquer a 4 usr-mhe-sedcsall
nucieiques est nhibeée
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Figured : Principales familles des antibiotiques anti-staphylococciques (CHAKRABORTY et
al., 2012).

2.1Lesantibiotiquesinhibiteurs dela synthese du peptidoglycane

Les antibiotiques les plus sdlectifs sont ceux qui interférent avec la synthése de la paroi
bactérienne ; ils ont un indice thérapeutique élevé car leur cible n’existe pas dans les cellules
eucaryotes (PRESCOTTetal., 2013).

» Famille des p-lactamines

Les B-lactamines constituent la famille d antibiotiques la plus importante, connues pour leurs
grande variété de leur modes d’ administration, leur large spectre d’ activité antibactérien associé
a une action bactéricide et un faible nombre d’interactions médicamenteuses expliquent leur
popularités et I'importance de leur utilisation depuis plus de 60ans (CAVALLOetal., 2004).

Structure

La structure de base des B-lactamines est le noyau azétidinone ou B-lactame qui contient la
structure carbonyle lactame indispensable pour I’ activité des molécules. Sur cette structure est
fixé un cycle penta-atomique saturé (péname), insaturé (pénéme) ou hexa-atomique (céphéme)
(MOULIN et COQUEREL, 2002)
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Mode d’ action

Les béta-lactamines ont pour cibles différentes enzymes (protéines liant les pénicillines ou
PLP) impliquées dans la formation du peptidoglycane. La fixation des béta lactamines a ces
cibles entraine I’ absence de polymérisation du peptidoglycane et secondairement la synthése
par la bactérie d’ autolysines conduisant a sa mort. Les béta-lactamines sont donc bactéricides.
Lasensibilité des souches de S. aureus sauvages aux béta lactamines varie selon lamolécule
(DAUREL, 2008).

Tableau |11 : Classification des 3-lactamines (BOULAHBAL, 2014).

Noyau Groupes Sous-groupes Principaux
antibiotiques
Pénames Pénicillines Pénicilline G Pénicilline G
pénicilline V
Pénicilline M (anti oxacilline ou
Staphylococcus aureus cloxacilline
productrice de
Pénicillinase)
Pénicilline A ampicilline
amoxicilline
M éthoxypénames
oxapénames
Cépheme Céphal osporines 5 générations Céfdotine,céfalexine
(1G)
Céfoxiting(2G)
Céfotaxime(3G)
Céfépime(4G)
Ceftaroling(5G)
Céphamycines Identique aux
Céphal osporines de 2°M¢
génération.
oxacephémes L atamoxef
Pénemes Carbapénéme
M onobactame

» LesGlycopeptides

Antibiotique a structure complexe hétérocycligue associant une partie peptidique, une partie
osidique et des chaines d' acide gras (BOULAHBAL, 2014).

Les produits commercialisés sont la vancomycine et |a teicoplanine.

Spectred’action

Ces molécules agissent sur les bactéries a gram positives (Staphylocoque et Streptocoque),

elles sont utilisées en milieu hospitalier dans le traitement des infections séveres a cocci gram

positif (staphylocoques méticillino-résistants, Entérocoque) (BOULAHBAL, 2014).
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Mode d’action

lIs utilisent une caractéristiqgue des précurseurs du peptidoglycane qui est de comporter
uneacyl-D-alanyl-D aanine a leur extrémité. Les glycopeptides se lient aux D-Ala-D-Ala
terminaux des précurseurs a la surface de la bactérie avec une haute affinité, bloquant ainsi
I’addition des précurseurs a la chaine du peptidoglycane naissant et prévenant les étapes
ultérieures de polymérisation. Ces molécules sont lentement bactéricides. (DAUREL, 2008).

» Lespolypeptides Staphylococcique
Bacitracine est un antibiotique polypeptidique, hydrosoluble et basique
Mode d’action

Antibiotique bactéricide par inhibition de la synthese du peptidoglycane de la paroi bactérienne
Spectre tres étroit orienté uniquement sur des bactéries a Gram positif(PUY T etal .,2013).
2.2 Inhibiteursde la synthésedes acides nucléques

Ce groupe d antibiotique est constitués entierement de molécules synthétiques qui sont
divisées en 4 générations. Des représentant des 3 générations tel que I'acide nalidixique,
I’enrofloxacine, le ciprofloxacine, I’orbifloxacin sont des molécules utilisées en milieu
vétérinaire; aucun représentant de la 4éme génération n'est commercialise en médecine
vétérinaire (MUY LAERT, 2014).

e Moded action

Les quinolones ciblent I’ ADN gyrase et les topoisomérases Il et 1V, empéchant la réplication
de !’ ADN bactérien (WALKER et DOWLIND, 2006).

2.3Lesantibiotiquesinhibiteursdela synthese des protéines

» Lesaminosides ou aminoglycosides
Sont des antibiotiques bactéricides de la famille des aminoglycosides; ils comprennent la
kanamycine, I’amikacine, la gentamycine, la nétilmycine, la tobramycine(BOULAHBAH,
2014).

e Structure
Ce sont des hétérosides naturels formés par un ou plusieurs glycosides liés a un aminocyclitol
(YALA etal., 2001).
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e Moded’action
Les aminosides perturbent la synthése des protéines au niveau de la sous-unité 30Sdes
ribosomes des bactéries entrainant la destruction bactérienne (YALA etal., 2001).

» Macrolides

e Structure
lIs sont constitués d’un grand cycle lactone ou olide auquel sont liés plusieurs sucres dont
certains sont aminés (BOULAHBAH, 2014).

e Moded’ action
Les macrolides et apparentés se fixent sur la sous-unité 50 S au niveau de I’ARN ribosomal
23S entrainant une inhibition de la phase déongation de la synthese protéique
(BOULAHBAH, 2014).

» Lescyclinesou Tétracyclines
Ce sont des antibiotiques bactériostatiques a large spectre, actifs sur les bactéries a
développement intracellulaire.

e Structure
Ces molécules ont pour caractéristiques de posseder quatre cycles accolés, d’ ot leur nom.

e Moded’ action
Le mécanisme le plus étudié implique la synthese de pompes d’ efflux actif intercalées dans la
membrane cytoplasmique et maintenant la concentration intracellulaire de I'antibiotique
suffisamment basse pour permettre a la bactérie d’ assumer la synthese protéique. Ces pompes
sont codées par des géenes tet(WINSTON, 2009).

» Clindamycine
C’ est un dérivé semi-synthétigue deslincosamides, proche des macrolides.

e Moded’ action
Elle se fixe spécifiquement ala sous unité 50S pour inhiber la synthése protéique bactérien.
2.3 Inhibiteurs desfolates pour les grams positifs

» Sulfamides
Structure
Noyau para-amino-benzenesulfamide avec un radical R.
Mode d’ action (mécanisme d’inhibition compétitive)
Ce mécanisme est propre aux sulfamides, du fait de |I’analogie structurale importante entreles
sulfamides et |’ acide para-amino-benzoique indispensable a la synthese des bases puriques er
pyrimidiques. Le noyau actif des sulfamides est utilisé par erreur par la bactérie a la place de
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I'acide  para-amino-benzoique. C'est une ereur méaboliqgue fatadle pour le
germe (BOULAHBAH, 2014).

3. Larésistance des Staphylococcus aureusaux antibiotiques

Larésistance aux antibiotiques peut étre définie selon différents points de vue:

* Pour le clinicien, une souche bactérienne est résistante a un antibiotique s le traitement
N’ est pas efficace.

» Pour le pharmacologue, une souche bactérienne est résistante a un antibiotique s les
concentrations atteintes au site d’action, sont inférieures a la concentration minimale
inhibitrice.

» Pour le microbiologiste, une souche bactérienne est résistante a un antibiotique s elle
dispose d’'un mécanisme de résistance augmentant la valeur de la concentration minimale
inhibitrice.

» Pour I'épidémiologiste, une souche bactérienne est résistante a un antibiotique si elle a
une concentration minimale inhibitrice significativement différente de celle de la
population normale (GUILLEMONT, 2006).

La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est déterminée principalement pardeux
techniques:
* la mesure de la concentration minimale inhibitrice qui consiste a mesurer la premiéere
concentration qui inhibe la croissance d’ une souche bactérienne
* lamesure d'un diametre d’inhibition autour d’ un disgue contenant une quantité connue
d’ antibiotiques obtenue sur une gélose inoculée avec la souche étudiée (méthode par
diffusion).
3.1 Différentestypes de résistance aux antibiotiques
» Larésistancenaturelle
La bactérie est d emblée résistante a un antibiotique donné. Elle ne fait pas partie du
spectre d’ action de cet antibiotique. La résistance naturelle est spécifique d’ especes.
Les mécanismes de larésistance naturelle peuvent étre:
e L’imperméabilité de la paroi bactérienne.
e Lasynthese d’ enzymes naturelles chromosomiques.
e Larésistance acquiseaun antibiotique
Elle survient chez les bactéries qui étaient au départ sensibles a I’ antibiotique car elles
ne font pas partie de son spectre d’ action.

e larésistance chromosomique
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Elle survient suitea une mutation, entrainant généralement une modification des structures
bactériennes. Le taux de la mutation bactérienne est de 10° &4 10°%(RAMDANIetBOUGUESSA,
2014).
e .Larésistance par acquisition de génes

C’est le mécanisme le plus fréquent. Les genes acquis par la bactérie peuvent étre portés
par un plasmide ou un transposon. Ces éléments génétiques rendent |a bactérie résistante a
I” antibiotique par la synthese de nouvelles protéines (BOULAHBAH, 2014).
3.2 M écanismes de r ésistances de Staphylococcus aureus par famille d’ antibiotiques

+ Résistance aux p-lactamines

Deux mécanismes principaux de résistance sont décrits:
e laproduction de pénicillinase
La pénicillinase staphylococcique est le produit d’ expression du géne blaZqui est porté par un
plasmide ou un transposon (ANDREAEetal ., 2018).

La pénicillinase est une protéine enzymatique capable d hydrolyser le cycle p-lactame
des pénicillines G et I’'ampicilline et donc de rendre inapte I" antibiotique. Ces enzymes ne sont
pas capables d'inactiver les pénicillines M (congues spécialement pour résistera I’ hydrolyse
avec |’gjout d'un radical chimique sur le noyau B-lactame) etles céphalosporines (DAUREL,
2008; WEBER, 2010).

e Résistancepar uneprotéinedeliaison ala pénicilline additionnelle: la PLP2a

Les PLP sont des protéines possédant une activité enzymatique (transpeptidases,
carboxypeptidases ou glycosyltransférases) impliquée dans la synthése de la paroi bactérienne
et possédante une affinité pour les B-lactamines. Larésistance alaméthicilline, qui entraine une
résistance a toutes les p-lactamines, est déterminée par la présence d’un géne chromosomique
(mecA) qui code pour la PLP2a. Cette PLP additionnelle a moins d’ affinité pour les -
lactamines et en particulier pour la méthicilline. Ce mécanisme est présent chez les
Saphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) et chez les Saphylococcusa
coagul ase négative.
La régulation du géne mecA est principalement sous la dépendance de deux genes : les genes
mecl (répresseur du gene mecA) et mecR(anti-répresseur).

La résistance conférée par mecA peut ére homogene (résistance exprimée par toutes les
souches) ou hétérogene (résistance exprimée seulement par une proportion des colonies filles

issues d’ une colonie mere exprimant la résistance).
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Chez les souches présentant une résistance hétérogene a la méticilline, le niveau de résistance
n'est pas corrélé avec la quantité de PLP2a, mais semble étre sous la dépendance de quatre
genes fem A, B, C, D (facteurs essentiels a la méthicillino-résistance) chromosomiques
impliqués dans la formation du pont interpeptidiquepentaglycine du peptidoglycane
(QUINCAMPOIX, 2001).
e Autres mécanismesde résistance
» Modification de protéines de liaison ala pénicilline autres que la PLP2a
Ce mécanisme résulte d’une modification des PLP de la bactérie. Ce sont les souches dites
MODSA (pour « Modified PBP S. aureus »).L’ affinité diminue concerne le plus souvent les
PLP1 et PLP2 et les souches expriment une résistance de bas niveau al’ oxacilline CMI de 1&4
mg/L
» Meécanisme enzymatique
La résistance de telles souches peut également s expliquer par une hyperproductionde
pénicillinase ou par la production d’une méthicillinase, enzyme hydrolysantles-lactamines de
classe M, (oxacilline, dicloxacilline, méthicilline) inductibles parla méthicilline (CMI de
I’ oxacilline 0,5-2 ug/mL) (CATTOIR et LECLERCQ, 2012).
% Mécanisme derésistance des glycopeptides

Différents termes et acronymes, VISA, GISA, hétéro-VISA, ont éte utilisés pour définir
les souches de Saureus de sensibilité diminuée aux glycopeptides et plus récemment VRSA
pour les souches résistantes (DAUREL, 2008).
Larésistance des S. aureus est liée a une diminution de la pénétration des glycopeptides dans la
bactérie. Le D-alanyl-D-alanine se retrouve en abondance dans la paroi du staphylocoque et est
capable de piéger et d'immobiliser les molécules d’ antibiotiques lors de la phasede pénétration.
Cette résistance est due a une anomalie de la biosynthése du peptidoglycane et est connue chez
les souches glycopeptide-intermediateSaureus(GISA) ou vancomycine-intermediateS.aureus
(VISA).
Une autre résistance plus rare est connue chez les souches vacomycin-
resistantSaureus(VRSA). La chaine pentapeptidique du peptidoglycane change dans sa partie
terminale. On retrouve un dimere D-alanyl-D-lactate et I antibiotique présente une tres faible
affinité avec ce nouveau dimere terminal (LOWRY, 2003).

+ Mécanisme derésistance aux quinolones

Les résistances du staphylocoque aux quinolones sont liées a des mutations dans les

cibles, qui sont I’ADN gyrase et la topo-isomérase |V bactériennes, impliquées dans la
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synthése de I’ADN bactérien (LECLERCQ, 2002) et plus récemmentdes résistances
plasmidique par le géne Qnr (SALHI, 2013)

% Résistance aux macrolides et lincosamides
Il existe trois mécanismes de résistance des macrolides et des lincosamides, le plus connu est
une modification de la cible ribosomale. La partie ribosomale est modifiée par une attaque
enzymatique, I’adénine en position 2058 de I'ARNr 23S se retrouve alors méthylée. Les
enzymes en cause sont des méthylases codées par des genes de la famille
erm(erythromycinresistance méthylase). La meéthylation empéche la fixation de ces
antibiotiques et leurs actions. Cette résistance peut étre inductible (induite en présence de
macrolides) ou constitutive (BOULAHBAL, 2014).

% Résistance aux aminosides
Les aminosides inhibent la synthése protéique. Le principal mécanisme de résistance aux
aminosides (Neomycine kanamycine, tobramycine, gentamicine) est lié ades modifications de
la cible ribosomale par des enzymes codées par des génes plasmidiques ou transposables. 1
existe trois enzymes de résistance, chacune d entre elles conférantun phénotype de résistance
spécifique aux aminosides (QUINCAMPOIX et MAINARDI 2001; LECLERCQ, 2002).

Tableaul V: Enzymes inactivatrices des aminosides et phénotypes de résistance (DAUREL,
2008).

Phénotype Enzymes Réle danslarésistance
Kanamycine K Aminoside phosphotransférase | conféere une résistance a haut
. : 3 type lll [APH (3')-111] niveau alakanamycineet ala
Néomycine . .
néomycine.
Cette enzyme phosphoryle

lentement |’ amikacine, qui
conserve une activité
bactériostatique mais perd
sonactivité bactéricide

Kanamycine KT Aminosidenucléotidyltransférase | confére une résistance a haut
Tobramycine 4 -4 type( 1) niveau alakanamycine et a
[ANT(4')-(4")-1] latobramycine
Kanamycine KTG Aminoside acétyltransférase 6' - cette enzyme qui possede
T , phosphotransférase 2" [AAC deux fonctions.
obramycine

confere une résistance a haut
niveau alakanamycine,
alatobramycine et ala
gentamicine

Gentamycine (6)-APH (27)]
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« Mécanisme dereésistance aux Tétracyclines
La résistance aux tétracyclines est due soit a un mécanisme d'efflux par une proténe
membranaire codée par les genes tetKoutetLd’ origineplasmidique soit une protection de lacible
par une protéine codée par le gene transposable tetM (COURVALIN, 2012).

<+ Mécanismederésistance aux sulfamides

La résistance aux sulfamides est de nature chromosomique, liée a une hyperproduction d’ acide

para-amino-benzoique. (TACIC, 2017).

Chez S. aureus, larésistance aux sulfamides est frequente(30 a 50 % des souches de S. aureus
sensibles alaméthicillineet 80 a 95 % des SARM) (DAUREL, 2008).

4. Usage des antibiotiques en médecine vétérinaire

L'Agence francaise de securité sanitaire (Afssa) a été saisie en février 2003 par |’ association«
UFC-Que choisir » sur les risques pour le consommateur, liés a I'apparition de bactéries
résistantes aux antibiotiques générées par les usages d'antibiotiques en médecine vétérinaire et
en alimentation animale (DANAN, 2006).

L’ Office international des épizooties (OIE) définit une liste d’ antimicrobiens selon
leurimportance en médecine vétérinaire, cette liste est parue en mai 2015 (OIE, 2015).

Arrété du 18 mars 2016 fixant la liste des antibiotiques critiques disponibles en médecine
vétérinaire

Le décret relatif ala prescription et a la délivrance des antibiotiques d’ importance critique en
meédecine vétérinaire est paru le 16 mars 2016 (LEGIFRANCE,2016), en application de I’ arrété
ministériel paru le 22 juillet 2015 (LEGIFRANCE, 2015).

En Algérie, les informations concernent les antibiotiques en médecine vétérinaire n’ est

pas bien documentés oudéfinie.
4.1 Lestrois modesd’intervention en médecine vétérinaire
« Lestraitementspréventifs (prophylaxie)

IIs sont administrés a un moment de la viede |I’animal ou |’ apparition d’infections bactériennes
est considérée comme tres probable, aprés contrdle de la nature de I’ infection par des examens
delaboratoire (SANDERS, 2011).
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+ Lestraitementscuratifs
IIs sont administrés aux animaux malades, pour un objectif majeur d’ obtenir la guérison des
animaux cliniquement et d’ éviter lamortalité (SANDERS, 2011).

+ Lestraitementsde contrdéle (métaphylaxie)
Ils sont prescrits a des groupes d’ animaux lorsgu’ une partie des individus sont malades et que
I’ agent pathogene suspecté est connu comme infectieux (SANDERS, 2011).
Pour L'usage des antibiotiques dans I’ aiment a titre d’ additifs en vue d’améliorer |a croissance
afait I’objet de nombreuses critiques (DANAN, 2006).Les antibiotiques ne sont utilisés chez
les animaux qu’en tant que médicaments vétérinaires, soumis a prescription vétérinaire. Plus
aucune molécule antibiotiqgue n'est utilisée en production animale comme promoteurs de
croissance (SANDERS etal ., 2011).
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Chapitre3 : Le portage nasal de Staphylococcus aureus

Une personne est dite porteuse de S.aureus si cette bactérie est présente dans son
organisme ; particuliérement au niveau de la muqueuse nasale, sans que cette personne ne soit
réellement infecté. On dira alors qu'elle est porteuse saine ou encore que I’infection ne soit pas
active chez elle (DIALLO, 2007)

1. Rappel sur ’anatomie nasal aviaire et bovine
e Pour lavolaille

Les voies respiratoire extra-pulmonaires ou voies nasales aviaire sont au nombre de deux,
situées dans la maxille. Elles sont relativement petites, limitées rostralement par les narines et
caudalement par la région orbitaire. Elles communiquent ventralement avec le pharynx par
deux choanes. Chez la poule, elles sont complétement séparées par le septum nasal
(ALAMARGOT, 200)

e Pour les bovins

Effectuer o prdlivonment &u Newoaws
de la cavité ou masop haryngéde profonde

Figure 5 : la partie nasale des bovins (ANONYME, 2017)

La cavité nasale est séparée dans le plan médian par cloison : le septum. Elle est entierement
recouverte d’une muqueuse respiratoire, sauf dans le fond, ou on trouve une muqueuse
olfactive. Le role des cavités nasales est d’humidifier et de réchauffer I’air qui rentre au

poumon.
2. Staphylococcus des régions nasales

S. aureus se développe bien dans les secrétions nasales et les voies nasales, car il
résiste a la fois a une pression osmotique élevée et a une faible humidité. Les sécrétions nasales

fournissent un matériau dans lequel la concentration de substances a I'extérieur de la cellule
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dépasse celle a l'intérieur de la cellule. Cela crée une différence de pression osmotique de
I'extérieur vers l'intérieur qui pourrait tuer d'autres types de bactéries. L'entrée et la sortie d'air
dans les voies nasales inhibent également la plupart des bactéries autres que le staphylocoque
(MACZULAK, 2011).

2.1 Chez les humains

Il existe 3 modéles de portage nasal distingués chez les individus sains :

o Porteurs permanents environ 20% des individus

Colonisés le plus souvent par une seule souche de S. aureus sur une longue période et la charge
bactérienne est plus importante.

o Porteurs intermittents environ 30% des individus : colonisés par différentes souches au
cours du temps.

o Non porteurs environ 50% des individus (TRISTAN, 2009)

2.1.1Comment le S. aureus adheére et se propage dans les fosses nasales ?

L’épithélium nasal comporte des glandes apocrines, sébacées, ainsi que des follicules pileux
(vibrisses). Les fosses nasales antérieures sont une zone tres peu ciliée, plutét stratifiée et
kératinisée. Bibel et al. (1982) ont démontré 1’importance de cet épithélium dans le phénomeéne
d’adhérence de S. aureus (CORRIGAN et al., 2009).

Deux mécanismes d’adhésion sont probablement associés : 1’adhésion de S. aureus est liée a
I’hydrophobicité de la surface bactérienne et aux protéines de surface (adhésines) faisant partie
du groupe des microbial surface component recognizing adhesive matrix molecule
(MSCRAMM) permettant la fixation de S. aureus sur les cellules de 1’hote et sur la matrice
extracellulaire (fibronectine, fibrinogéne, et collagéne) (CORRIGAN et al., 2009).

2.2 Chez les animaux

Chez les animaux le portage est variable en fonction des especes et des études; il reste
cependant élevé 50% chez le poulet entre 14 et 23% chez les bovins et 42 % chez le porc
(NAGASE et al., 2001) il a été constaté que le taux de portage augments en fonction de
plusieurs facteurs. Parmi ces derniers, la région de collection des échantillons, 1I’état de santé,
les infections de la glande mammaire, et les infections respiratoires favorisent ce portage
(GAUTRET, 2013).
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3. Portage des SARM

Les Staphylococcus aureus résistant a la meéthicilline (SARM) est un pathogéne
potentiellement mortel chez I’Homme et sa prescription chez les animaux est un probléme de
santé publique. Des taux élevé sont généralement rencontrés dans les pays meéditerranéens,
alors que les pays du nord ont réussi maintenir ce taux relativement bas (LE LOIR et
GAUTIER, 2010).

3.1 SARM animal

Les SARM ont commencés a étre isolés chez les animaux a partir des années 1970

jusqu’au début des années 2000 et ce, chez les bovins, les chevaux (LEONARD et al., 2008) , y
compris les chiens, les chats, les moutons, les poulets, les lapins, les oiseaux, les porcs, etc. La
période d'incubation chez les animaux et les humains est trés variable (CAVENEY, 2012).
Depuis ce temps, la situation a évolué et on rapporte maintenant un nombre sans cesse croissant
de cas de SARM chez les animaux, spécialement chez les porcs (NEMEGHAIRE et al., 2013)
et les vaches laitiéres avec transmission entre humains et animaux (LEONARD et al., 2008).
3.2. Les souches de SARM d’origine hospitalier (SARM-H)
Acquises par des patients a 1’occasion d’une hospitalisation ou de chirurgie récente ou lors de
soins ambulatoires, et secondairement responsables d’une infection, parfois plusieurs années
apres. La source principale de SARM-H est constituée des patients qui se sont colonisés ou
infestés lors d’un séjour précédent dans le méme hdpital, ou dans un autre hopital avec SARM.
Les réadmissions peuvent se faire a partir du domicile ou a partir d’établissements médico-
sociaux. Le portage nasal a SARM-H peut persister plusieurs mois aprés la sortie du patient
(SWISSNOSO, 2007).

3.3 Mode de transmission

Le mode de transmission principal des SARM est trés certainement le contact direct ou
par I'intermédiaire de 1’environnement, notamment d’objets divers. La transmission s’effectue

de I’animal a ’homme et inversement, par simple contact (AUBRY et al., 2004).

Cependant, le contact humain étroit avec les animaux offre plus de possibilités de transmission
entre les espéeces. Une fois acquise, une transmission horizontale supplémentaire du SARM

entre les animaux ou les humains et leurs familles peut se produire (MORGAN, 2008).
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De plus, comme leurs animaux de compagnie, les humains compagnons sont plus souvent
colonisés que infectés, fournissant un réservoir pour la réinfection de leurs proches, humains et
animaux.

MORGAN (2008) a signalé que 20 % des SARM humains provient des réservoirs de porcs et

de bovins.

3.3 Moyens de luttes

Tableau V: Mesures d’hygiéne face aux SARM (LEONARD et al., 2006; Lloyd et al.,

2007).

Criteres

Mesures de controle

Commentaires

Eviter ’introduction de
I’infection

Détecter les animaux porteurs
(portage nasal) ou infectés
hospitalisés, et isoler I’animal
en attente d’un résultat négatif

Eviter la transmission de
I’animal a ’homme ou de
I’homme a I’animal

Hygiéne des mains :
-Lavage des mains correct a
base d’une solution alcoolique.
-Couvrir les blessures et les
Iésions de la peau.

-Utiliser des gants, des
masques, des protections
oculaires, et un matériel de
décontamination des plaies a
usage unique.

-Asepsie chirurgicale stricte
-Dépister les SARM sur le
personnel soignant

Mesures les plus importantes
car une mauvaise hygiene des
mains est le vecteur principal de
la contamination

Eviter la transmission d’un
animal a un autre

Isoler tous les animaux
suspects :

-Ne pas les faire transiter dans
la salle d’attente

Limites imposées par les
structures hospitaliéres

Eviter la transmission indirecte

Mesures strictes de nettoyage et
désinfection :

-De toutes les surfaces de
contact, y compris les portes,
les stylos, les

stéthoscopes, téléphones.
-Différencier les zones
infectées de celles qui ne le sont
pas

contaminés.

La transmission a partir de
I’environnement pourrait étre de
plus grande importance qu’en
médecine humaine (plus
précisément en médecine
équine)
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1. But de notre éude

e L’objectif de cette étude est I'isolement des souches de Saphylococcus aureusdanse
but d étudier la prévalence du portage nasal de ce germechez les bovins et différents
types de production de lavolaille.

e Le second objectif est la détermination de la résistance des souches isolées vis-a-vis
guelque molécule d’ antibiotique, utilisées en médecine humaine et vétérinairedans le but
de prévoir I’ existence des SARM (Staphylococcus aureus résistant ala méthicilline).

2. Duréeet lieu d’ étude

La présente étude s est déroulée du 26 février au 12 juin 2018 au sein du service bactériologie
du laboratoire vétérinaire régional de Draa-Ben khedda, I’ un des sept |aboratoires de I’ institut
national de la médecine vétérinaire(INMV).

3. Nombre de prélevements

260 échantillons biologiques prélevés a partir des narines de la volaille et des bovins ont été

effectués :

4+ Volalle

- 172 préelevements de différents types de produitsdont les poules pondeuses, les poulets
de chair, poulettes reproductrices chair et les poussins ponte qui vient de différente
régions (Tizi-ouzou, M’sila, Bouira, Bejaia, Boumerdés, Bordj Bou Arreridj)

- Prélevements effectués au niveau de service d anatomo-pathologie dans le méme
Laboratoire apres|’ autopsie.

4+ Bovins

- 88 prélevements ont été effectués au niveau de différentes régions de la wilaya

(Bouzeguene, Azazga, Akbou, Oued Aissi).

4.Matériels courant delaboratoire de microbiologie
4.1Matériel biologiques
Souches deréférences

e Saphylococcus aureus ATCC 25923

e Saphylococcus aureus ATCC 43300

4.2 Milieux de culturesusuelles

3

-
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4.2.1. Milieux decultureet réactifs
- Bouillon ceeur cervelle (BHIB)
- Géose Chapman(nstitut de pasteur d’ Alger)
- Géose Baird Parker (Biokar diagnostics, France)
- Bouillon nitraté (CondaPronadisa, Espagne)
- Bouillon Clark et Lubs (Institut Pasteur d’ Alger)
- Géose Muller-Hinton(Biokar diagnostics, France)
- ADH
- Plasmadelapin (bhioMérieux SA, France)
- Nitrateréductase 1 (NR1) et 2 (NR2) (Institut Pasteur d’ Alger)
- VogesProskauer | (VPI) et 11 (VPII) (Institut Pasteur d’ Alger)
- Peroxyde d’ hydrogene (H202)
- API ®Staph (BioMérieux)
- latex PASTOREX STAPH-PLUS (Bio —Rad, France)
- Violet de Gentiane
- Lugoal, acool, fuschine

- Eau physiologique stérile

- Eaudidtillée stérile

- Poudre d’oxacilline sous forme injectable (Saidal, Algérie)

- Lacomposition et |a préparation des milieux de culture sont détaillées dans I’ annexe 1.

5. Méthode

5.1 Méthode de préévements

5.1.1 Prélévement pour |’ espéce aviaire

Les échantillons biologiques sont collectés al’ aide d’ un écouvillon nasal profond
Technique

-Enfoncer I’ écouvillon le plus profondément possible dans la cavité nasale.

-Introduire I’ écouvillon dans le cul-de sac conjonctifinférieur, sans toucher la face extérieure

delapaupiéere.
-Effectuer des rotations pour recuelllir les secrétions nasales.

Laméme procédure est effectuée pour |’ autre narine sans changer |’ écouvillon(figure 6)
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Figure 6:Ecouvillonnage nasal de lavolaille (photo INMV /LVR DBK, 2018).
5.1.2. Prélévement pour I’espéce bovine

Les écouvillons nasaux ont été utilisés pour prélever du mucus de la cavité nasale de chague

bovin(figure 7).
-L’écouvillon est inséré a une distancefixe de 10 cm pour atteindre les meatus ventral .

-I’écouvillon est tourné 10 fois avant son retrait, puis acheminé directement dans 3ml de
milieu de BHIB (MAMACHE,2002).

Figure7 : Ecouvillonnage nasal des bovins (photo personnelle).
5.2Recher che des S.aureus

5.2.1 | solement de S.aureus

32
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Pour la volaille, un ensemencement direct a été fait sans enrichissement contrairement au
prélévement des bovins qui a été précedé d'un enrichissement sur BHIB pendant 2h avant

I’ ensemencementsur un milieu sélectif Chapman).
5.2.2 Identification
Etude macr oscopique

Apres |’ obtention d’une culture pure de 24h d’incubation, on examine |’ aspect dela colonie

selon les criteres suivants : laforme, lataille, le bord, |’ opacité et 1a couleur.

Etude microscopique (Coloration de Gram)
La coloration permet de confirmer la pureté des isolats et d'identifier le genre Staphyl ococcus.
Technique
La coloration de Gram est réalisée sur un frottis préalablement préparé a partir d'une

culture sur milieu Chapman et fixé sur une lame, en appliquant les étapes suivantes :

- Application du violet de Gentiane pendant 1mn

- Ajout du Lugol deux fois pendant 45s (2x45s)

- Décolorer al’alcool pendant 30s

- Laveral’eaudistillée.

- Colorer alafuschine basique pendant 1mn.

- Laver al’eau digtillée.

- Sécher et observer au microscope optique a I'immersion au grossissement x1000
(DELLARAS, 2014).

Les bactéries du genre Staphylococcus apparaissent sous forme de cocci Gram+, agencees en
grappes deraisin.
5.2.3 Identification biochimiques

Recherchedela catalase

La peroxyde d hydrogéne(H-O2) est une substance toxique pour les bactéries
cependant certaines bactéries telles que les Staphylocoques produisent une enzyme qui permet
d hydrolysé I’ H20z.

Une goutte d’ H2O; est déposée sur une lame propre en verre. Une colonie provenant d’ une
souche suspecte est prélevée et déposée sur la goutte d’H2O.. On peut aussi déposer

directement la goutte d’ H-O> directement sur la boite de culture.
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Pour le résultat la souche est dite catalase+ si des bulles de gaz (O.) apparaissent dansla
goutte d’'H-O».Le dégagement immediat de bulles d’ oxygéne exprime la présence d'une
catalase (DENIS et al., 2007).

2H202 » 2H0+1/20;
Recher che dela coagulase

Un inoculum issu d'une culture suspecte est repiqué sur BHIB (BrainHeart Infusion
Broth) et incubé a 35°C pendant 24 heures. Puis, 0,5ml de cette culture est gouté a un tubea
hémolyse contenant 0,5ml de plasma de lapin. Ces tubes sont ensuite incubés a 35°C pendant

2 a4 heures (laréaction est plus ou moins lente selon les souches).

Lerésultat est observé par inclinaison du tube, un témoin négatif est utilise (SURINDER,
2012).

Recherchede la nitrate réductase (NR)
Cetest met en évidence la présence d’ une enzyme qui réduit le nitrate en nitrite.
NO3 » NO2——— N2

Les bactéries a étudier sont ensemencées dans le bouillon nitraté La révélation de la nitrate-
réductase sur bouillon nitraté se fait en gjoutant deux gouttes de réactif NR1 et deux gouttes

de réactif NR2, qui réagissent avec les nitrites et forment un composé de couleur rouge.

S'il y aapparition de cette couleur rouge, cela vaut dire que la souche a réduit les nitrates en
nitrites et elle est considérée NR positif (DENIS et al. ,2007).

LeTest VP (Vosges-Proskauer)

La mise en évidence de la production d'acétoine au cours de la fermentation par lavoie
du butane-diol en présence de réactif VP (en goutant quelques gouttes du réactif VP1 et le
méme volume du réactif VP2), I'acétoine donne une coloration rouge en milieu tres oxygené.
Lalecture s effectue apres quel ques minutes (LEBOFFE et PIERCE, 2010).
Recherchedel’arginine dihydrolase ADH
Le milieu Mo€ller additionné & un acide aminé I’ arginine est utilisé pour setest. Il aconsisté a
ensemencer les milieux de Moeller a partir d une culture jeune de la souche et recouvrir les
tubes par I’ huile de vaseline stérile afin de créer une anaérobiose relative.Mettre a |'étuve 24

heures a 37°CLa souche de contrdle de qualité a été testée dans |es mémes conditions.
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| dentification par le systéme API®STAPH

API®StaphBioMérieuxest un systéme standardisé pour I’identification des genres et

espéces de Saphylococcus, comprenant 20 tests biochimiques miniaturises (20 microtubes).
Technique

Réunir fond et couvercle d'une boite dincubation et répartir environ 5ml d'eau
distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide.

Préparation de I'inoculum se fait dans une suspension Medium d’API en goutant
plusieurs colonies identiques a partir d'une culture jeune de 24h. A I’aide d'une pipette

remplir les microtubessans autant dépassé la capsule.

Créer une anaérobiose dans les tests ADH et URE, en remplissant leur capsule de
I”huile de vaseline.Ensuite, renfermer |a boite d’incubation et incuber a 37°C pendant 18 a 24

heures.

Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révélés par |’ addition de réactif.

Lalecture de lagalerie est réalisée en se référant au tableau de lecture.

Recherchedelaprotéine A

Principe

PASTOREX ™ STAPH-PLUS permet la mise en évidence de constituants spécifiques de
I'espece Saureus présents a la surface des bactéries. récepteur de la proténe A et les
polysaccharides capsulaire.

Technique

Déposer sur une carte STAPHOREX a usage unique :

- Déposer une goutte de réactif latex test dans un des cercles de la carte d’ agglutination.

- Prélever 1 a2 colonies aidentifier, les mettre soigneusement sur la goutte de latex.

- Agiter d'un mouvement de lente rotation ;

- Vérifier |'absence d'agglutination avec le réactif témoin ;

- Observer I'apparition d'une agglutination massive des particules tests en moins de 30
secondes.

Lecture

3
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Une agglutination nette des particules tests avec homogeénéité de la suspension témoin indique
gue le staphylocoque étudié possede | e récepteur de la protéine A, donc il appartient al'espece
S aureus.
5.3 Antibiogramme des souches isol ées

L’ éude de la sensibilité aux antibiotiques a été réalisée par la méthode de diffusion sur
milieu gélosé Mueller-Hintonsel on les normes préconisées par le CLSI (Clinical Laboratory
Standards Institute) recommandées par I’ OM S et agrées par de nombreux pays.
Préparation de l’inoculum

A partir d'une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d'isolement(Chapman) racler a
I’ aide d’un écouvillon des colonies bien isolées et parfaitement identiques (pures).
Bien décharger |’ anse ou I’ écouvillon dans 5 a 10 ml d' eau physiologique stérilea 0,9%.
La suspension bactérienne est bien homogénéisée et gustée jusqu’a atteindre une opacité
équivaente a0.5 Mc Farlanévalué al’aide d’un densitomeétre.
Elle est gjustée en gjoutant, soit de la culture a la suspension bactérienne, soit de I'eau
physiologique stérile.
Ensemencement
-Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne.
-Essorer en le pressant fermement sur la paroi interne du tube afin de le décharger au
maximum.
-Frotter I’ écouvillon sur latotalité de la surface gélosée de Mueller-Hinton, de haut en bas, en
stries serrées.
Répéter I’ opération 3 fois, en tournant la boite de 60° & chaque fois, sans oublier de faire
pivoter |’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant |I’écouvillon sur la
périphérie de lagélose.
Ensuite, des disques d’ antibiotiques (dont la liste est indiquée dans le tableau V1) sont
appliqués a I’ aide d'une pince stérile. L’incubation est faite a 37°C pendant 24 heures. Apres
lecture des zones d'inhibition, les souches sont classées en: souches sensibles, souches
intermédiaires et souches résistantes (RAHAL et al., 2011).(Tableau V1)

Contrélede qualité
Un contréle de qualité a été réalise au préalable de chaque antibiogramme en utilisant

des souches de référence : Staphylococcus aureus ATCC 25923 dans |la méme condition que
la souche a tester .Ce contréle valide le résultat du test et permet de contréler les disques
d antibiotiques et la qualité du milieu Mueller-Hinton(RAHAL et al., 2011).

Recherche dela résistance de Staphylococcus aureus a la méthicilline (ou Oxacilline)

=)
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Le dépistage du Saphylococcus aureus résistant a la méthicilline a été réalisé sur milieu
Mueller Hinton additionné de 4% de NaCl et contenant une concentration finale d Oxacilline
de 6pg/ml selon les lignes directrices du (CLSI).
Préparation dela solution d’ oxacilline
e Diluer 6mg d oxacilline (poudre injectable d’un flacon de 1g) dans 10 ml deau
distillée stérile, puis faire une solution au 1/10eme.
e Mettre 2ml de cette solution dans une boite de Pétri de 90 mm de diamétre, gouter 18
ml de gélose Muller Hinton additionnée de 4% de NaCl, méanger en faisant des
mouvements rotatoires.
Inoculum
e A partir dune culture pure de 18 h sur milieu d'isolement, racler a I’aide d'un
écouvillon quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
e Décharger I'anse dans 5 a 10 ml d’ eau physiologique stérile a 0,9%.
e Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit équivalente 40,5 Mac
Farland.
e L’ensemencement se fait par spots, en appliquant verticalement sur la gélose
I’ extrémité d’ un écouvillon trempé dans la suspension bactérienne.
e Lessouches de références doivent étre testées dans les mémes conditions.
Incuber 24 h A37°C(RAHAL et al. ,2011)

3
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L’ ensembl e des éapes de notre partie expérimental e est récapitul € dans lafigure 8.

Ecouvillonnage nasal

!

Culture sur gélose Chapman

.

Culture positive: colonies
suspectés+ mannitol positif

Pas de culture ou pas de
colonies mannitol négatif

Cocci Gram+, en _
chainettes, catal ase+ Cocci Gramt, en

/ amas, catalase -

Famille des Saphyl ococcacae , &
Famille des
l \ Sreptococcacae
G
Coagulaset
Coagulase -
®

AR Steph Autres Staphylocoques
PASTORES STAPH-

L

S aureus positif ]

N

Antibiogramme
SARM /

l

[ Screening al’ oxacilline ]

SASM

Figure 8 : Organigrammerécapitulatif pour I’ identification de Saureus(SCHEILFER, 2009).
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Résultats et Discussion

1. Présentation des préévements

Au cours de notre expérimentation au niveau de LVR de DBK, 260 échantillons ont été
analysés. 186 prélévements ont été soumis aux différents tests pour I’ identification de |’ espéece
de S. aureus. 66 souches de Staphylococcus aureus ont été isolés et sont réparties comme
suit et détaillé en figure 9

e 9 souchesisolées apartir des prélevements des bovins.

e 57 souchesisolées apartir des prélévements de lavolaille

260 prélevements

[ 172 volailles } [ 88 bovins }
57 Saureus 125 Souches 9 Souches 5 souches 74 résultats
de SCN de Saureus de SCN négatifs

Figure 9: Nombre de souches de S. aureus inclues dans notre étude.

2. I solement et identification de staphylocoques

2.1 Aspectsdes colonies

Sur le milieu Chapman les colonies de Saphylococcus apparaissent souvent pigmentées et
entourées d' une auréole jaune dans le cas ou le mannitol est fermenté, sinon les colonies sont
de couleur blanche. Les colonies sont arrondies a bords régulier de 1 a 2 mm de diametre
apres 48h d'incubation a 37°C (figure 10).
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FigurelO : Aspect des colonies de Saureus sur milieu de Chapman
(Photo INMV /LVR DBK, 2018).
2.2 Coloration de Gram

La coloration de Gram des colonies isolées sur milieu de Chapman, a permis de vérifier la
pureté des souches et de donner I'aspect des bactéries, qui est sous forme de cocci en grappe

deraisin ou en diplocoques (figure 11)

Figure 11:Photo de la coloration de Gram positivedes staphylocoques vue au GX1000
(Photo INMV /LVR DBK, 2018).

2.3 Test decoagulaselibre
Certaines bactéries ont produit une coagulase positive, caractéristique de

Saphylococcus aureus comme mis en évidence dans la Figure 12.
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Coagulase
négative

Coagulase positive

Figure 12:Mise en évidence de la coagulase libre chez les staphyl ocoques (photo
INMV /LVR DBK, 2018).

2.4 Test d’agglutination (Staphaur ex)
.Les agrégats de particules de latex peuvent étre de taille plus ou moins importante, avec un
fond rose plus au moins laiteux.

Dans le cas d une réaction négative, la suspension ne présentera pas d’ agrégats et gardera son

aspect laiteux.
Absence Présence d' une
d’ agglutination agglutination
Test négatif
Identification
de € .aureus

Figure 13: Test d'agglutination (STAPHAUREX)(Photo INMV /LVR DBK, 2018).

2.5 | dentification biochimique par le systéme APl ®Staph (BioMérieux)

L es résultats des tests biochimiques de la galerie API®Staph pour les souches isolées ont été

établis. Avec I'identification de chague souche et leur profil numérique proposée par le

logiciel Api web Staph.
41
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Le systéme API®Staph (BioMérieux) a permis de mettre en évidence les principaux

caractéres biochimiques des especes qui appartiennent au genre Staphylococcus (figure 14 et

15).

e Api avant ensemencement

e Api aprés ensemencement

Figurel4 : Identification de SaureusA Pl®Staph(photo INMV /LVR DBK, 2018).
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Figure 15 : Tableau de lecture de la galerie API®Staph(BioMérieux) (photo INMV /LVR

DBK, 2018)
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Figure 16 : Identification du catalogue analytique API Staph (photo INMV /LVRDBK,2018)
3.Données concernant I’ &ude des bovins
3.1 Répartition des souches de S.aureus chez les bovins

Nos résultats illustrés dans la figure 17ont montré un taux faible de portage nasalde S.aureus
chez les bovins. Il ressort que parmi les 14 souches isolées, neuf soit 10,22% sont des

Saureus soit 89,78% sont des autres staphyl ocoques.

m Autres Staphylocoques
m Straphylococcus aureus

Figurel7: Reépartition des souches de Saureus et autres chez les bovins (Personnelle).
3.2. Prévaencede S.aureus résistants et sensibles a 14antibiotiques

Nos résultats synthétisés dans la figure 18 ont mis en évidence la sensibilité remarquable des

souches isolées a partir des narines d’ origine bovine est avec un taux maximal pour la famille

5

des Sulfamides, quinolones et des Glycopéptides.
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La résistance maximale de ces souches est représentée pour les macrolides et l1a Tétracycline
puis pour la famille des B-lactamines, sans pour autant qu’il y ait présence d une résistance a
la Céfoxitine. Aucune résistance n’ est rapportée pour la famille des glycopeptides, quinolones

et les sulfamides.

120,00% -~
100,00% -

77,78%

80,00% -
60,00% -

~

40,00%3&' M résistance

20,00% - M Sensibilité

0,00% -

Figure 18:Profils de résistent de Saureuset sensible vis-a-vis de 14 antibiotiques testés

3.3. Lesprofils derésistance apparus chez I’ espéce bovine

Les différents profils de résistances observés sont résumeés dans le tableau ci-dessous
(Tableau VI).

Tableau VI : Phénotypes de résistance apparus chez |’ espéce bovine étudiée.

Profilsderésistance Nombred’ATB | Nombre de souches
PEN 1

PEN TCY

PEN OXA
Bovins PEN AMC

PEN OXA TCY
PEN TCY B

PEN OXA TCY B
PEN ERY TCY B CLI 5

BAIWWINININIFE

RINR R R,

PEN:Penicilling; TCY : Tetracycline;OXA: Oxacilling;AM C: Amoxicilling;B: Bacitracine;ERY : Erythro
mycine; CLI:Clindamycine ; ATB : antibiotiques.

4. Données concernant I’ éude de différentstypes de production dela volaille.

4.1Distribution des souches de Staphylococcus aureus en fonction de type deproduction
delavolaille.
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Le taux de portage le plus important de S aureusprovient de la poulette pondeuse (62%,
n=34), suivi de 20% (n= 5) pour les poulets de chair, poulettes reproductrices chair (15%,
n=14), poussins ponte (3%, n=4) (figure 19).

3%

m PP
m PRC
= PC
m PsP

Figure 19: Répartition des souches de portage de S.aureuschez lavolaille selon les types
de production.

4.2. Résultats des antibiogrammes

4 .2.1 Résistance des souches de S. aureus aux antibiotiques

57 souches isolées de Saureus chez la volaille ont éé soumises a 14 molécules
d antibiotiques (Voir les annexes), utilisées en thérapeutique humaine et en meédecine
vétérinaire, selon la méthode de diffusion des disques sur gélose Mueller-Hinton. Les résultats
obtenus montrent bien |’ existence de résistances selon les différentes familles visées. En effet,
une résistance totale a été enregistrée pour la pénicilline G avec une fréguence de
100%,89,21%pour |a tétracycline et un pourcentage faible pour I’ association SXT soit de 5,3
%. Aucune résistance n'a été observée vis-a-vis de la vancomycine et la gentamicine,
néomycine (Tableau VI, figure 20).

45



Résultats et Discussion

Tableau VII: Résistance des souches de S. aureus aux antibiotiques testés.

ATB PP PC PRC
Résistant Sensible Résistant Sens | Résista | Sensible
ble nt
Pénicilline 100% 0% 100% 0% 100% 0%
Pénicilline | 17,64%(6/ | 82,35%(28/ 20%(1/5) 80% 0% 100%
novobiocine 34) 34)
Amoxicilline | 32,35%(11 | 67,64%(23/ 40%(2/5) 60% 0% 100%
134) 34)
Céfoxitine 17,64% | 82,35%(28/ 40%(2/5) 60% | 28,57% | 71,43%(
(6/34) 34) (4/14) 10/14)
Oxacilline | 97,05%(33 | 2,94%(1/34 | 100%(5/5) 0% | 85,71% | 14,29%
134) ) (12/14)
Erytromycine | 97,05%(33 | 2,94%(1/34 60%(3/5) 40% | 64,29% | 35,71%
/34) ) (9/14)
Néomycine 0% 100% 40%(2/5) 60% | 42,85% | 57,15%
(6/14)
Gentamicine | 5,88%(2/3 | 94,12%(32/ 0% 100% 0% 100%
4) 34)
Enrofloxacin | 43,24%(13 | 56,75%(21/ 100% 0% | 15,38% | 84,62%(
€ 134) 34) (2/14) 12/14)
Bacitracine | 55,88%(19 | 44,11%(15/ 60%(3/5) 40% | 28,57% | 71,43%
134) 34) (4/14)
Clindamycine | 5,88%(2/3 | 94,12%(32/ | 100%(5/5) 0% | 42,85% | 57,15%
4) 34) (6/14)
Tétracycline | 97,05%(33 | 2,94%(1/34 60%(3/5) 40% | 85,71% | 14,28%
134) ) (12/14)
SXT 20,58%(7/ | 79,41%(27/ 0% 100% 0% 100%
34) 34)
Vancomycine 0% 100% 0% 100% 0% 100%

PP : Poules pondeuses ; PRC : Poulettes reproductrices chair et PC : poulet de chair.
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Figure 20: Taux de sensibilité et de résistance des souches de S.aureus antibiotiques chez les

produits de lavolaille

5. Les souches SARM (Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline)

5.1 Portage nasal des SARM pour lavolaille

Sur les 172 préévements analysés, 57souches deSaureus non redondantes ont été
isolées. Aing, le test & la Céfoxitine et |e dépistage gréce a I’ oxacilline, nous ont permisde
détecter 17 souches deS. aureus résistantes a la méthicilline (ou a I’ oxacilline), soit un

taux de 29,82% (figure 21)

ATCC

43300
Témoin
positif

ATCC
25923

Témoin
négatif

Souche
isolée

Figure2l : Screening al’ oxacilline de S. aureus (photo INMV /LVR DBK, 2018).

E



Résultats et Discussion

5.2 Prévalence du portage nasaldes SARM chez différents type de production de la
volaille

Pour les quatre especes de lavolaille étudiées, les résultats du portage des SARM
nasaLix rapportées sont exprimés dans les graphiques ci-dessous.

100,00% -
90,00% -
80,00% -
70,00% -
60,00% -
50,00% - = SARM
40,00% - = SASM
30,00% -
20,00% -
10,00% -
: : :
PC PRC PsP

0,00% |
PP

Figure22 : Pourcentage du portage nasal des SARM chez les différents types
de production de lavolaille
5.3Profil derésistance des SARM aux différentesfamilles d’antibiotiques par type de
production chez la volaille.

Nos résultats, illustrés dans la figure 21, ont montré que le phénotype le plus fréequent
est celui ou la résistance vis-a-vis de la famille des macrolides est observée avec différentes
espéces delavolalle.

Ces souches de SARM ont également exprimé, une résistance a dautres familles
d’ antibiotiques tels que la tétracycline avec un taux de 100% ; 73.33% pour les béta-
lactamines et 16,66% pour la Clindamycine chez les poules pondeuses.

A noter, que les souches de SARM des poulettes reproductrices chair et poulet de chair ont
exprime une résistance que pour lafamille des béta—lactamines
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Figure 23: Résistance des SARM aux différentes familles d’ antibiotiques testées par
type de production chez la volaille

5.4 Profilsderésistances des SARM pour les produitsdelavolaille

AMC GEN
ENR
PEN
OXA VAN
FOX CLI
NEO SXT
B
ERY
TCY

Figure 24 : ABG d'une souche de SARM (photo INMV /LVR DBK, 2018).
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Tableau VIII: Phénotypes derésistance des souches SARM aux antibiotiques

SARM Souches | ATB SASM Souches | ATB

FOX OXA PEN TCY 4 PEN OXA TCY CLI 1 4
FOX OXA PEN ERY TCY 3 5 PENOXA ERY TCY CLI 2 5
FOX.OXA PEN ERY TCY AMC 1 6 PEN OXA ERY TCY B 2 5
FOX.OXA.PEN ERY TCYCLI 2 6 PEN OXA ERY TCY B NEO 3 6
FOX.OXA.PEN ERY TCY CLI ENR 1 7 PEN OXA TCY NEO CLI ENR 1 6
PP FOX OXA PEN ERY TCY AMC PNV 1 7 PEN OXA ERY TCY B CLI 2 6
FOX OXA PEN ERY TCY AMCB 1 7 PEN OXA ERY TCY B CLI ENR 1 7
PEN OXA PNV ERY TCY CLI 1 6

PEN OXA ERY TCY SXT CLI ENR 1 7

PEN OXA ERY B CLI SXT 1 6

PEN OXA ERY TCY B NEO CLI ENR 1 8

PEN OXA ERY TCY B NEO SXT 1 7
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PEN TCY ERY CLI

PEN OXA TCY ERY CLI ENR

PEN OXA TCY ERY B

PEN OXA ERY TCY NEO SXT CLI ENR 1 8

PEN OXA ERY TCY B NEO AMC ENR 1 8

PEN OXA ERY TCY SXT PNV NEO 1 7

PEN OXA ERY TCY B CLI AMC ENR 2 8

PEN OXA ERY TCY NEO SXT CLI GNE ENR 1 9

PEN OXA PNV AMC ERY TCY B CLI 1 8

PC | FOX OXA PEN 1 3 PEN OXA B CLI 1 4
FOX OXA PEN TCY B CLI ENR 1 6 PEN OXA B CLI TCY 1 5

PEN OXA B CLI TCY AMC NEO ERY 1 8

PRC | FOX PEN OXA TCY 2 4 PEN ERY 6 2
FOX PEN OXA ERY 1 4 PEN OXA TCY NEO 1 4

FOX PEN OXA ERYPNV 1 PEN OXA TCY CLI 1 4

1 4

1 6

1 5

1 7

PEN OXA TCY ERY B CLI ENR

PEN OXA TCY ERY PNV B CLI 1 7

Abreviation:FOX :Céfoxitine ;PEN: Penicilling TCY: Tetracycling;OXA: Oxacilling;AM C: Amoxicilling;B: Bacitracing,ERY : Erythromycine;CL | : Clindamycine
;PNV:Pénicilline+ Novobiocine.

PP : Poules pondeuses ; PRC : Poulettes reproductrices chair ; PC : Poulets de chair.
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6. Fréguence de multi -résistance des souches S.aureus aux antistaphylocoquestestés

Au cours de cette étude, une grande variation phénotypiquedes souches de Saureusa

été observée avec un degré de multi-résistance dépassant |afamille des p-lactamines.

La totalité dessouches étudiées se sont avérées résistantes a au moins2 antibiotiques. 13
souches ont présenté une résistance a 6 antibiotiques, 9 souches a7 antibiotiques et 6 souches

avec des profils de résistance qui arrivent a8 antibiotiques

La souche n° 20 représente un profil de résistance a9 antibiotiques avec un profil : PEN, PNV
ERY TCY OXA AMCB CLI ENR.

Tableau | X: Fréguence de multi-résistance des souches S.aureus aux anti-staphylocoques.

ATB

Nombres
de souches
résistantes

ou
sensiblesa
I’ATB

1ATB

2ATB

3ATB

4ATB

S5ATB

6ATB

7ATB

8ATB

9ATB

0

6

1

11

10

13

9

6

1

ATB : Antibiotiques
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Discussion

Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) a émergé il y a 50ans, comme un
agent pathogéne nosocomial mais dans la derniere décennie, il est devenue également une
cause magjeur d’infections grave dans la communauté, notamment chez I’homme et I’animal
(STEFANI et al.,2012).

Au cours de notre étude, le taux du portage nasal de Staphylococcus aureus chez les
deux espéces étudiés est de 33.67% sur un total de 260 échantillons, soit 31.32% pour la
volaille et 10.22% pour |’espéce bovine. Ce taux de portage est expliqué par le fait que
Staphylococcus aureusest un germe ubiquitaire et non exigeant présent au niveau de la peau et
des muqueuses nasal es principalement, lié a plusieurs facteurs de risque de I héte qui peuvent
favoriser le portage. BELAID et FADEL(2017) ont observéun taux de 27,27% chez les
chameaux a Tlemcen et 26% est le taux du portage nasal chez les humains au niveau de la
région de Bgaiaen Algérie (DJOUDI et al., 2014).

Pour la volaille, le taux du portage nasal de Staphylococcus aureus varie selon les
espéces étudiées. Pour les poulettes pondeuses le portage des souches de Saphylococcus
aureus représente le nombre le plus élevé (34/57), suivis de (14/57) pour les poulettes
reproductrices chaire, tandis que e portage est faible pour les poulets de chair et les poussins
pontes. Ces résultats peuvent étre expliqués par rapport au cycle de vie de ces especes €t le

temps nécessaire pour le contact avec ce germe.

Pour I’ espece bovine le taux du portage nasal est faible par rapport al’ espéece aviaire :
celaest peut-étre di au faible nombre de prélévements pour les bovins.

L’usage abusif des antibiotiques ou leur utilisation inadégquate est principalement
responsable de I’ émergence de la résistance microbienne (CARL, 2009).Cette émergence et la
propagation de la résistance a ces antibiotiques sont le résultat d'une pression sélective
exercée par les agents antimicrobiens et de la transmission de micro-organismes résistants.

En Algérie, il existe tres peu de donnée sur | antibio-résistance notamment |e portage
nasal des souches de Staphylococcus aureus résistantes ala méticilline d origine aviaire et/ou

bovine malgré I’ existence d’ élevages qui impliquent I’ utilisation intensive des antibiotiques.

Notre étude a révélé un taux de portage des SARM de 29.82% chez la volaille ; ce
résultat est élevé par rapport a 16,87% réveélée dans la région de Bgaia (SERRADJ, 2016)etau
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taux de 20% signalé par PERSONNE et al. (2009) en Belgique. La prévaence la plus élevée
du portage nasal dans notre étude a été observéechez les poulets de chair 40% (2/5)suivis de
32.35 % (11/34) chez les poules pondeuses et28,57%(4/12)pour les poul ettes reproductrices
chair. Dans ce sens, SERRAJ(2016)a rapporté des taux de portage de 9% pour le poulet de
chair et les poules pondeuses contrairement aNEMEGHAIRE et al.(2013) qui ont recensé des
résultats significativement plus élevée chez les poulets de chair que chez les poules
pondeuses. Cette variation de résultats est due a I’ utilisation excessive des antibiotiques dans
les élevages de la volaille notamment pour les poulets de chair qui sont plus demandés sur le
marché. Ce qui explique aussi que chez les poussins ponte aucune SARM n’est rapporté car
les antibiotiques ne sont pas utilisés a cette période d’ age.

Chez les bovins aucune souche de SARM n’'a été signalée. Toutes les souches du
portage nasal isolées sont présentées comme des Saphylococcus aureus sensibles a la
méthicilline avec un taux de 10,22 % soit un résultat inférieur (53,7 %) a celui du nord de la
Jordanie (OALEKISH et al., 2013). Ce faible taux du portage nasal comparé a 89,78% qui est
le taux des prélévements négatifs éliminés est peut étre expliqué par le fait que notre méthode
de prélevement a été menée aléatoirement sans tenir compte de |’ état de santé des sujets
analysés ou que cette bactérie est mieux isolée quand les conditions de sa survie sont
favorables ou encore juste par le respect des bonnes pratiques d’ hygiene lors d’ élevage.

Les antibiogrammes effectués pour les SARM et les SASM nous ont révélé une

résistance ou une sensibilité pour I’ oxacilline mais aussi |a présence d’ autres phénotypes.

On note aussi quepour les traitements des infections a Saphylococcus les antibiotiques les
plus utilisés sont généralement parmi la famille des p-lactamines, macrolides et tétracyclines
(HEIDAR etal., 2015).

Cependant, Chez la volaille les profils de multi-résistance ont concerné différentes familles
d’antibiotiques et se sont éendus a 8 antibiotiques appartenant a 5 familles: les béta-
lactamines, les macrolides, les aminosides, |a Tétracycline etBacitracine.Ceci comme dans le
casdes poulettes pondeuses (PEN OXA PNV AMC ERY TCY B CLI), le poulet de chair
(PEN OXA B CMN TET AMC NEO ERY) et les poulettes reproductrices chair(PEN OXA B
CLI TCY AMC NEO ERY).

Pour la famille des B-lactamines nous avons rapportéune résistance totale taux
del00%pour la pénicilline G et ce, pour tous les types de produit de la volaille. Le
mémerésultat a éérapportepartNEMEGHAIRE et al. en 2014. En effet, la résistance de
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Saphylococcus a cet antibiotique ne date pas aujourd’ hui. Cette résistance est médiée par la
présence d' une enzyme capable d hydrolyser le noyau B-lactame de la pénicilline pour la
rendre inactive.Cette résistance est portée sur le géneblaZzqui est un géene
plasmidique(RAHIMI, 2015). Lorsque le laboratoire de bactériologie signale une résistance a
la pénicilline (sans résistance a I’oxacilline), celle-ci implique aussi une résistance a
I’amoxicillingLECLERCQ, 2002). Pour notre part, nous avons recensé un portage de
résistance de |I’amoxicilline plus élevé chez |e poulet de chair avec un taux de 40%.
Larésistance de S. aureusal’ oxacilline ou laméticilline est liée au gene mecA qui code pour
une protéine liant la pénicilline PLP2a, qui présente une faible affinité pour les f —lactamines
et qui assure |'activité transpeptidases nécessaire a la synthése du peptidoglycane
(KIMBERLY, 2012).

Pour la Résistances aux aminosided’utilisation répond au souhait d’ obtenir une
synergie bactéricide avec un inhibiteur de la paroi bactérienne (glycopeptide ou béta-
lactamine) (Leclercq2002). Un taux de résistance ala néomycine presgue identique de 40 % a
€été observé pour les poulets de chair et les poul ettes reproductrices chair. En revanche,aucune
résistance n’a été decelée pour la gentamicine pour ces derniers et plutét faible (de 5,88%)
pour les poulettes reproductrices.Ce taux faible a la gentamicine est expliqué par le mangque
de cette molécule sur le marché algérien, et par le fait que cet antibiotique n'a pas
d’indicationchez la volaille (DIDIER, 2011). De maniere similaire, un résultat faible a éé
rapporté par BOUCHAKOUR en 2014.

Pour I’ érythromycine et la tétracycline nous avons recensé des taux de résistance
élevés atteignant 97 ,05% des résultats proches ont été signalés parBENRABIA et al.en 2011
etBOUCHAKOUR en 2014. Cela est expliqué par leur utilisation abusive en é evageavicole.
La tétracycline peut persister dans I’ environnement pour des mois ce qui rend la résistance
plus accessible (TOUTAINEet al. 2012).

La résistance aux quinolones précisement a |’ enrofloxacineagté estimée a 49,12%.
Celle-ci est plus importante chez les poulettes pondeuse.Beaucoup d auteurs on signalés
I utilisation des quinolones dans I’ élevage de poulets (MUY LAERT, 2014).

Cet antibiotique est largement disponible pour étre utilise comme agent de croissance
(AGUNOS et al., 2013).La clindamycine est I’ une des antibiotiques utilisée pour le traitement
des infections a Saphylococcus (WEBER, 2010).La résistance de nos souches issues du

poulet de chair. S est avérée totale vis-a-vis de cette molécule
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Pour la bacitracine 60% est le taux le plus élevé signalé chez le poulet de chair ; un
résultat faible comparé a celui de GUNDOGAN et al. en 2005.

Les sulfamides en filiere avicole sont généralement associés avec le triméthoprime
pour |’ efficacité du traitement (BOISSIEU, 2015). Dans ce sens,les résultats rapportésétaient
fables: 20% pour les poulettes pondeuses et une sensibilité totale pour les autres
produits.Comparativement, AKBAR et al. (2013)ont exprimés un résultat |égerement plus
élevé.

Pour la vancomycine aucune résistance n’a été observee. Cela est expliqué par le fait
gue cet antibiotique est utilisé pour le traitement des infections staphylococciques séveres
dans les hopitaux et non utilisé en Algérie dans la médecine vétérinaire.

Pour les bovins les profils de résistance observés se sont étendus a 5 antibiotiques
(PEN ERY TET B CMN).

La résistance de la bactérie a la famille des p-lactamines est mieux isolée quand les
conditions de sa survie sont favorables (DAUREL, 2008).

Dans notre étude nous avons signalé un taux de résistance de 33,8%, inférieur a celui
de lavolaille, notamment pour la pénicilline G. Ce résultat est conforme a celui de KECHIH
(2018)

Par contre le taux de résistance le plus élevé de (77,78 %) été recenséa |’ encontre de
I’érythromycine. Il Sest avéré plus élevé que le taux cité dans I’éude Tunisienne de
KHEMERI en 2018.

La tétracycline avec un taux de résistance de 55,56% est plus faible par rapport aux
résultats de KUMAR, (2017). De méme, a résistance de nos souches bovines reste faible
respectivement vis-a-vis de la clindamycine et la bacitracine(11% et 33%) A |’oppose, un
résultat plus élevé a été signalé dans les travaux de de NORMANNO et al. en 2007,
ANTONIOS en 2015.

La gentamicine, les sulfamides et la vancomycine restent totalement actives.
ALEKISH,2013a mis en évidence une résistance atteignant 87 % pour SXT et 49 % pour la
gentamicine, mais systématiquement aucune pour la vancomycine. Le lien entre les souches
animalieres isolées de la volaille et des bovins vient du fait qu'elles sont géenéralement
associées a une ségquence clonale le CC398 qui est un Saphylococcus associé au bétail (VAN
DER WOLF, 2012; NEMEGHAIRE,2014).




Conclusion

Conclusion

Notre étude rapporte une prévalence importante de 33,67% du portage de Staphylococcusaux
niveauxdes narines de deux especes aviaires et I’espéce bovine ce qui confirme que ce germe

est commensal au niveau des muqueuses particulierement nasale.

Le taux de portage a été plus important au niveau de I’espéce aviaire avec un taux de
31,32%, que bovine(10.22%) ; celaest expliqué par 1’usage intensifdes antibiotiques en
particulier dans 1’élevage intensifde volailles. Bien quela Iégislation ait interdit I’utilisation
des antibiotiques sauf pour I’usage curatif, beaucoupde ces derniers sont utilisés sans la

prescription du vétérinaire, carles €éleveurs et les fabriques d’aliment y ontaccés facilement.

La prévalence des SARM a été de 29,82% chez la volaille avec un taux plus élevéde
40% pour les poulets de chair. Cette prévalence indique que les souches de Staphylococcus
portées peuvent étre des SARM sans pour autant exprimer une pathologie quelconque et
peuvent exprimer des résistances atteignant les 100% pour la pénicilline G, 89,21% pour la
tétracycline et 74, 53% pour I’Erythromycine. Cependant, il ne faut pas pour autantnégliger
les transmissions qui pourraient y avoir en contact avecces animaux. Beaucoup d’études ont
montré le passage des clonesde Stahylococcus d’origine animale aux humans ou a
I’environnement, sans écarter le fait que ces souches peuventétre multirésistantes d’ou la
dangerositédu portagedes germes pathogénes par les animaux, notament ceux destinés a la

chaine alimentaire.

Cette étude ouvre plusieurs perspectives, a savoir:

- Etudier une population plus importante, pendant une période plus longue;

-Effectuer un suivi sur la consommation des antibiotiques vétérinaires destinés al’élevage ;
- Etudier la capacité des souches a former des biofilms ;

-Mettre en évidence la distribution clonale des SARM isolés par génotypageen électrophorése
en champs pulsés, pour avoir une image plus exacte de la situation épidémiologique et

I’identification de leur origine ;

- Mettre en place un réseau de surveillance d’infection a SARM.
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Annexes
Annexes 01 : Milieux de culture utilisés et leur composition

e Muller Hinton

Hydrolysat acide de caséine...................... 17.59

Infusion deviande..........ccccceveeverceveeseececee e 29
Amidonsoluble.................cceiv i 179
Agar bactériologique.............cooiiiiiiii 179
pH=7,4.

Préparation : 37g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I'autoclave a 120°C pendant 15 mn.
e Bouillon ceeur-cervelle
Extrait ceeur cervelle.........o.oooiiiiii i, 179

Peptone pancréatique de gélatine....................10g
NaCl.. .. DO
Phosphate disodique..........cccccoveerernnieneeeneee, 2.59

GlUCOSE. ... e e e 20

Préparation : 379 par litre d’ eau distillée. Stérilisation al’ autoclave a 120°C pendant 15 mn.

Pour I’ obtention du milieu solide BHI, 20g d' agar bactériol ogique ont été additionnéa 1L de
bouillon BHIB lors de sa préparation.

e Milieu de Chapman

Laformule théorique de ce milieu de culture en g/L d eau purifiée est :

Extrait de viande (bovin ou POrcin).........ccccceeeerveeeeenenne 19

Peptone de caséine et de viande (bovin et porcin)....... 10g

Chlorure de Sodium..........ccccvevvreene e 759
o MaNNItol......oooiiiiiieeee e 10g
O Al 15g
e Rougede phénol.........cccceveiennnieieneneneennn, 0,025¢g
pH=7,6.

Préparation : 111g par litre d’ eau distillée. Stérilisation al’ autoclave : 15 minutes &a120°C.



Annexes 02 : Réactifs et solutions
e L’eau physiologique
Chlorure de SOdium..........ccooiriiriereeeeee e 99

Eau distill@e ..o 1000 ml

e Reéactifsdela coloration degram
1. Violet de gentiane

PhENOL.......oeie e eens 209
Violet degentiane.........cccoeeevveeeveerescee e 10g
Ethanol A90°.........cvcueveeceeeeeieeeecteeeseeeseesse s . 10 ml
Bau distill@e........ooveeeiiee e 100 ml
2. Lugal
lodure de potasSiUM..........cccvevereereereeeeeseesee e 20g
lode MELAlOIdE.........cccveeeeeieeeeeeeee e 10g
Bau distill€e .......ocoveie e 300 ml
3. Fuschinedeziehl
Fuchine basique...........ccoooeiiriiiiee e 1.0g
PhENOL.......ceee e e 509
Ethanol 290°........vurereereeeeerneeeesseesseeesssessesesessseesesenns 10 mli
Eal distille ..o 100m

4. Alcool (éthanaol)

e Plasmadelapin

Composition
Plasmade lapin lyophilisé...........c.cccocvrennnee. 1 flacon: 10 ml
Diluant (oxaate de sodium)...........ccccueneee 1 ampoule: 10 ml
Préparation

10 ml de solvant additionné stérilement dans le flacon de plasma de lapin lyophilisé.

Adgiter pour favoriser ladissolution en évitant la formation de mousse.



Annexes 3 : Tests biochimiques

Test d’ oxydase

Test d’ADH

Test mannitol-mobilité

Test de VogsProskower




Annexes 04

Tableau : Liste des antibiotiques (KECHIH, 2011)

Famille Antibiotique Charge Diametres critiques (mm)
(1)
Résistant | Intermédiaire | Sensible

B-lactamines Pénicilline G 10 <28 - >19
Oxacilline 1 <10 11-12 >13
Céfoxitine 30 <19 - >20
Glycopeptide Vancomycine 30 - - >15
Aminoglycoside Gentamicine 10 <12 13-14 >15
Néomycine 30 <13 14-17 >18
Macrolides Erythromycine 15 <13 14-22 >23
Clindamycine 2 <14 15-20 >21
Tétracyclines Tétracycline 30 <14 15-18 >19
Inhibiteursde Trimétoprim- 25 <10 11-15 >16

synthese de Sulfamethoxazole

I"acide folique

Bacitrcine 130 <15 - >18

Annexe05 : Antibiogramme de |a souche 25923de S.aureus (photo INMV /LVR DBK, 2018).

Annexe 06 : les produits de lavolaille selon leurs cycles d’ &ge.

Produits delavolaille Age
Poules pondeuses 2 - 5moais
Poul ettes reproductrices chair 2 - 8mois
Poulets de chair 40 - 60jours
Poussins ponte 1 - 7 jours







Annexe 06: Antibiogrammes des souches des bovins téstées vis-a-vis de 14 antibiotiques.

souchgFOX_|[PEN [PNV_|AMC [OXA |ERY |NEO [TCY IsXxT [B  [GEN |cLl [ENR van _
30 25 29 29 15 21 21 28 33 17 29 30 30 19
26 16 28 24 12 19 21 9 29 15 27 22 29 22
30 20 24 16 14 23 20 28 26 20 22 14 27 20
32 24 23 33 7 20 22 6 31 10 25 30 29 21
30 25 27 26 9 21 23 6 22 9 26 31 30 21
30 6 28 22 9 24 20 7 36 22 27 26 32 22
34 20 30 29 9 22 30 27 34 27 29 30 28 25
31 18 29 29 18 18 24 26 34 9 30 30 29 22
29 21 30 26 18 20 28 20 32 27 32 31 24 21

O 00 N O Ul & WN BKP



Annexe 07 : Antibiogrammes des souches de la volaille téstées vis-a-vis de 14 antibiotiques.

Souches [Fox__|PEN _|PNv__[AMc__JoxA [ERY _INEO _[rcy IsxT_[B _JGEN Jcu _[ENR VAN _
24 17 33 9 6 12 17 1 25 22

1 34 16 7 6 16
2 13 23 23 9 8 6 23 9 28 19 27 17 26 19
3 28 26 33 26 11 28 25 7 29 18 27 18 28 22
4 26 19 27 29 6 6 19 7 30 23 28 6 25 17
5 31 19 20 29 6 6 22 6 20 19 16 6 6 17
6 29 20 23 28 6 6 20 6 12 9 29 6 6 20
7 32 18 16 28 10 6 12 6 17 13 20 6 25 20
8 32 18 16 28 10 6 12 6 17 13 20 6 23 20
9 37 22 29 21 10 6 19 8 6 19 21 11 26 19
10 26 9 10 26 23 6 23 6 18 17 19 6 20 24
11 27 8 11 29 7 6 22 6 15 15 21 6 18 23
12 29 7 25 21 6 6 19 6 31 12 26 6 20 17
13 27 6 26 20 6 6 13 7 26 13 30 7 24 22
14 30 22 30 28 6 8 16 10 29 8 23 21 25 18
15 26 18 28 30 6 27 20 18 30 17 21 27 23 17
16 24 19 30 29 18 6 22 24 31 20 25 21 35 18
17 15 6 13 14 6 6 20 6 30 19 12 29 25 18
18 29 11 20 23 12 6 18 6 9 20 13 14 6 16
19 26 9 12 24 6 6 16 6 10 20 24 26 6 17
20 28 7 13 13 11 6 18 6 27 6 26 6 6 17
21 24 9 18 19 9 16 6 26 7 25 6 6 17
22 28 13 23 20 8 6 18 6 14 6 27 25 15 18
23 28 10 21 25 6 6 24 6 24 8 27 20 10 21
24 27 9 23 13 12 6 17 6 29 6 24 23 9 17
25 27 12 23 19 12 6 15 6 28 6 24 22 12 16
26 28 13 24 22 13 6 15 6 28 6 23 23 14 17
27 29 6 30 23 11 6 17 6 30 6 26 26 6 18
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