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Abréviations

ADN : acide désoxyribonucléique

ARNIr : Acide ribonucléique ribosomal

Aw : Activity of water

CA-SARM : S. aureuseésistant a la méthiciline associé la communauté
CASFM : Comité de I'Antibiogramme de la Sociétérkraise de Microbiologie
CAT : chloramphénicol acétyltransférase

CLSI : Clinical and Laboratory Standard Institute
DNase : désoxyribonucléase

EDTA : Acide éthylene diamine tétraacétique
ES : Entérotoxine Staphylococcique

G+C : contenu en Guanine et Cytosine de 'ADN
HA-SARM : S. aureusacquis dans les hopitaux
IgG : Immunoglobuline G

kb : kilo base

kDa : kilo dalton

LPV : Leucocidine de Panton et Valentine
LUkE-PV : sous-unité E de la toxine PVL
LukS-PV : sous-unité S de la toxine PVL

mec :Methicillin resistant gene

PABA : acide paraaminobenzoique

PBP : Protein-Binding-Penicillin

PBP2a : Protein-Binding-Penicillin 2a

pH : potentiel d’hydrogéne

PSM : moduline soluble au phénol

SARM : S. aureugésistants a la méthicilline



SCC : Staphylococcal chromosomal cassette
SCV : variante de petite colonie

SpA : staphylococcal protein A

TSST-1 : toxic shock symdrom toxin-1

um : micrometre
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INTRODUCTION




Introduction :

Le probléme de santé publique majeur rel. aureuset présent partout dans le monde, est
celui de sa résistance aux antibiotiques. A calseedexposition fréquente a différents types
d’antibiotiques, ce pathogéne est de plus en @astants a ceux-ci, dont notamment a la
famille des béta-lactames (méthicilline, pénicdliretc.). Ces souches pathogénes prennent le

nom de SARM §. aureuseésistants a la méthicilline).

Aux Etats-Unis, il a été estimé que les infectigmas les SARM sont plus létales que la
mortalité associée au VIH (Virus d’'Immunodéficiertdamain) (Bancroft, 2007; Peschel et
Otto, 2013). Le taux de maladies reliées aux SARMI1E fois plus élevé dans les hdpitaux
du Canada depuiBannée 1995 jusqu’a I'année 2010 (Public HealtheAgy of Canada,
2013). Celles-ci sont aussi trés codteuses. On unoteodt total relié aux infections par les
SARM d’environ 33 a 85 millions de dollars dans ledpitaux canadiens en I'an 2005
(Goetghebeur et al., 2007) avec une moyenne amendell36 millions de dollars jusqu’en
2013 (Public Health Agency of Canada, 2013). listsol’origine de cas de morbidité et de
mortalité (Chen et al., 2011) et se disséminentespent dans la communauté (Goetghebeur
et al., 2007; Nichol et al., 2011).

S. aureusest aussi un pathogene alimentaire contaminani ewntres, le lait et les dérivés
laitiers. En effet, le lait est un milieu richegbpice pour la croissance d’organismes de par
le fait qu'’il contient une teneur en eau élevée ahondance de nutriments et un pH pres de
la neutralité (entre 6,4 et 6,8) (Touch et Deel9.

La majorité des intoxications liées a la consomamatie lait cru sont causées par les bactéries
pathogenesisteria monocytogenegscherichia coliCampylobacter jejuniSalmonellaspp.,

Yersinia enterocolitic&t S. aureugRola Jolanta et al., 2013).

Pour ce qui est d8. aureussa présence dans le lait cru et les produitelaipeut étre due a
plusieurs facteurs. Premiérement, une mammite oknants peut conduire au transfertSle
aureusdans le lait cru, une étude a montré que presq@é d8s échantillons de lait cru bovin
testés contenaient des souches staphylococciqeeagulase positive (Rola Jolanta et al.,
2013).

Deuxiemement, un manque d’hygieéne du personnehtliadraite ou durant la manipulation
du lait et ses dérivés et l'utilisation impropreappareils industriels peuvent affecter
I'innocuité du produit laitier. Ce critére non regpé pourrait étre a I'origine de la présence de



SARM dans ces aliments et de souches hypermutai@ieistantes a plusieurs types
d’antibiotiques et porteuses de facteurs de viadefGraham et al., 2006; Normanno et al.,
2007; Soares et al., 2011; Wang et al., 2013).

Le dernier facteur favorisant la présenceSdeaureusdans l'aliment est le non-respect des
conditions de transformation de I'aliment ou l'ig@tion de conditions inadéquates durant les
différentes étapes de fabrication, de stockage étashsport du produit fini.

D’autant plus que certaines souches $le aureuspeuvent sécréter des entérotoxines
staphylococciques. Il a été démontré qu’une comagon de 10 unités formatrices de
colonies staphylococciques (UFC) par millilitre par gramme d’aliment sont nécessaires
pour qu’il y ait production et sécrétion des eotéxines dans le milieu. Cependant, certaines
souches virulentes dé&. aureussont capables de libérer leurs entérotoxines a une
concentration de FQUFC/ml (Meyrand et al., 1998).

Une fois sécrétées dans l'aliment, une concentragon entérotoxines de l'ordre du
nanogramme peut déclencher les symptomes d’uneéatmn alimentaire (diarrhées, fievre,
nausées, crampes abdominales, maux de téte) adanpe ingérant I'aliment contaminé
(Ostyn et al.,, 2010 ; Hennekinne et al., 2012; Ktk et Stiles, 2013). Ces symptomes
peuvent étre bénins, mais, dans des cas rarese i¥clenchent par des variations de la
pression artérielle et méme par la mort de la pers@ar entérotoxicose et déshydratation
(Balaban et Rasooly, 2000; Do Carmo et al., 2004).

De ce fait,S. aureugprésente un danger de santé publique, que cewsaivaau médical ou

alimentaire.

Les objectifs de cette étude est de déterminecitlence des souches 8eaureusisolées
d'échantillons de lait cru de vache et de chévmsda région de Tiaret, d’évaluer leurs

sensibilités envers 16 antibiotiques et une retteede la béta-lactamase.

De plus, une CMI deS. aureusésistant a la méthicilline sera déterminée.
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1. Généralités surStaphylococcus aureus

1.1. Historique :

En 1878, Louis Pasteur (1822-1895), travaillantcakenile Roux et Chamberland sur les
germes des maladies, observa au microscope dgnsslde furoncle et d'ostéomyélite des
formations en « amas de grains » qu'il appellensiapoque. En 1880, Sir Alexander Ogston
(1844-1929), un écossais, isola le premier leshgtapoques a partir d'abces et d'autres
lésions cutanées et les cultiva in vitro, recorsams leur réle dans linflammation et la
suppuration. Il décrivit en 1881 la premiere espgm®ue de staphylocoqu&taphylococcus
aureusou staphylocoque doré en raison de la couleurcdesmies bactériennes obtenues en
culture. Plus tard, une autre variété de staphgoes donnant des colonies bactériennes non
pigmentées sera nommeée tout naturellement stapiylecblanc. Les découvertes de Pasteur
sur la bactériologie ont permis de faire des pregansidérables en hygiene et en prévention.
Afin que les chirurgiens et les accoucheurs cestesemer la mort autour d'eux, Pasteur leur
apprendra a se laver les mains, a flamber lesumsints et a stériliser les objets. Ainsi fut
établie la nécessité de stériliser les instrumehigurgicaux et I'équipe de Pasteur congut le
premier autoclave (Chamberland). Toutefois, le |enole des infections était loin d'étre réglé.
En 1929, Alexander Fleming découvre la pénicilineses propriétés bactéricides, ouvrant la
voie au traitement des maladies infectieuses paamgibiotiques. La pénicilline est utilisée
pour la premiére fois en 1941 pour traiter un peatéteint de septicémie a staphylocoque. La
découverte des antibiotiques a partir des annéedl&iodonner de grands espoirs et changer
le pronostic des infections. En 1953, est isolég e premiere fois au Canada une souche de
Staphylococcus aureussistante a la pénicilline qui était a l'origohe I€sions de la peau, de
pneumonies chez les enfants ou de septicémiestivEar d'un autre antibiotique, la
méthicilline, dans les années 60, a mis fin a agpidémie. La résistance a la méthicilline de
souches détaphylococcus aureusolées en pathologie humaine n'a pas mis longieanp
survenir et a été décrite des 1961 au RoyaumeRit@di.partir des années 1970, les souches de
Staphylococcus aureusésistantes a la méthicilline (SARM) sont devenliese des
premieres causes des infections acquises a I'hgpifections nosocomiales) avec une

dissémination mondiale (Galmiche, 1999).
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1.2. Habitat :

1.2.1. Chez I'étre vivant

La présence de réservoirs 8eaureushez les hétes humains et animaux est une réalite.
effet, S. aureudait partie de la flore commensale normale des mif@nes et des oiseaux, a
'inverse de certaines espéces de staphylocoquesntjueux un héte préférentied. aureus
semble capable de coloniser tous les mammiféresinnat terrestres) méme si différents
biotypes de souches d& aureuspourraient étre raccordés a des hoétes spécifigeas.
exemple, selon une étude de 2003, un biotype dhattoir » serait associé aux produits de
boucherie et au personnel des unités de produdésmbattoirs (Hennekine et al., 2003).

Chez 'hommeS. aureusest présent sur plusieurs sites corporels. Onplereesur la surface

de la peau et des muqueuses, mais il coloniseipalement les fosses nasales, les glandes de
la peau, le cuir chevelu, les mains, la bouchedésds et le périnée (Williams, 1963 ; Kloos
et al., 1976 ; Smith et ak001).

La colonisation de ce microorganisme, n’induit fasément une pathologie puisqu’il existe
des porteurs sains dans la population généralréhaence du portage sain chez les humains
est approximativement de 30 %, cette fréquencerdiffelon plusieurs parameétres comme par
exemple le site de la colonisation, 23 a 46 % &ean du nez (Amir et al., 2006), 24 a 36 %
au niveau de la bouche (Smith et al., 2001) oel'agsqu’a 64 % chez les enfants (Waston et
al., 2006).S. aureuspeut donc, a partir de ces réservoirs, infectelds®ns cutanées, les
glandes mammaires et les muqueuses intestinalgérotales. Certains facteurs de risque de
portage deS. aureusont été identifies comme les phototypes blancsebe masculin, les
diabétiques, les insuffisants hépatiques, les pees présentant des problémes cutanés
(Williams, 1963), les sujets séropositifs pour le\(William, 1963 ; Nguyen et al., 1999) ou
encore les personnes dialysées (Williams, 1963 glval., 1986) sont plus a risque d’étre

porteurs de la bactérie et de développer une iofect
1.2.2. Dans I'environnement :

Le S. aureusest une bactérie qui est répandue sur la planeteehde facon ubiquitaire. I
possede des capacités d’adaptation et de résistanstess importantes et il est capable de
survivre dans un large éventail d’habitats enviemantaux. Ces capacités expliquent en

partie la difficulté a I'eradiquer.
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La bactérie peut étre isolée de facon sporadiqne lasol, I'eau douce, le sable de la plage,
'eau de mer, la surface des plantes. Concretensdiat,est largement présente dans les

poussiéres dispersées dans l'air et les surfacgeridn et al., 2006).

Les difficultés d'eradication du microorganismegrasun probléme en milieu hospitalier car
les personnes hospitalisées peuvent étre infeqiéesdesS. aureusqui sont d’origine

généralement humaine. Ces personnes se retrouwetaintinées par contact direct, par des
aérosols, ou bien a partir de surfaces contamindes. étude a déterminé que durant une
période de 18 mois, 64 % des échantillons d’ailepés dans un bloc opératoire en activité

étaient contaminés p&. aureus(Edmiston et al., 2005).
1.2.3. Dans les aliments et leur environnement deqaluction :

La bactérie peut se retrouver dans les alimentsrpar exemple, le lait, les produits laitiers
ou la viande. La contamination des aliments petg¢ @ue principalement a la matiere
premiere qui est contaminée ou d'origine humaines lde la fabrication et/ou le

conditionnement de I'aliment dans l'industrie agitonentaire (Callon et al., 2007).

Ces contaminations sont souvent liées a un défaugiéne du matériel de production ou de

'employeé.

1.3. Taxonomie :

En 2001, les chercheurs Garrity et Holt ont propaeséadier lesS. aureugle la famille des
MicrococcaceadgenreMicrococcuset Stomatococcyggrace a I'analyse des séquences de la
sous-unité 16S de l'acide ribonucléique ribosomi(AlRNr 16S) ainsi que d’autres analyses
géneétiques (Dworkin et al., 2006). Sa position texmique est maintenant bien définie et il a

une famille a son nomStaphylococcacea®workin et al., 2006).

Selon la 9éme édition dBergey’s Manual of Systematic Bacteriolotgs staphylocoques
sont classés parmi les bactéries a Gram positifrpaten GC, dans le phylum des firmicutes :
Classe: Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceae

Genre : Staphylococcus

Espece Staphylococcus aure(Brescott et al., 2010).
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1.4. Caracteres bactériologiques :

= Staphylococcus aureugspéce membre de la famille désphylococaceaesst un
coque a Gram positif, sphérique, de 0,5ianlde diametre, mésophile, immobile, non
sporulé, parfois encapsulé, pouvant se préserig, sn paires, ou le plus souvent en
grappes. Cette bactérie est aéro-anaérobie favaltat catalase positive et a oxydase
négative (Sperber et Tatini, 1975; Foster, 1996).

= Germe halophile qui supporte des taux de sel allant a 20%, et une Aw bag383)

= Cultive a un pH qui va de 4 a 9,8. Le pH optimasisee entre 6 et 7 (De Buyser et al.,
1994 ; Brisabois l., 1997).

* Le génome dé&. aureusest constitué d’'un chromosome circulaire compre2anta
2,9.10 paires de bases (pb) (Holden et al., 2004; Babal.et2008), avec des
prophages, des plasmides, des transposons etafaléments génétiques tels que les
cassettes chromosomiques. Le contenu en paireseG:Cle 33%. Les geénes de
virulence ou de résistance aux antibiotiques semtantrés sur le chromosome et sur

des éléments extrachromosomiques. (Kuroda etCQfl1)2

1.5. Pouvoir pathogene
Il est dO principalement aux facteurs d’adhésiamx, @xoenzymes et aux exotoxines.
1.5.1. Facteurs d’adhésion :

Les capsules polysaccharides, représentées pgpdd sérologiques identifiés pdbr aureus
isolés d’humains et de bovins, elles interférergcale mécanisme immunitaire de I'hote en
inhibant I'attachement des anticorps. Elles peuvartsi se fixer aux cellules épithéliales,
endothéliales et aux monocytes et induisent laétéor de cytokines (Soell et al., 1995) et
inhibent la phagocytose (Gordon et Lowy , 2008petivent induire la formation d’abces
(O’Riordan et Lee, 2004).

Le peptidoglycane joue un réle dans I'activation ahmplément, stimule la sécrétion des
cytokines par les macrophages ainsi que I'agrégakes plaquettes (Lowy, 1998).

L’acide téichoique, lié au peptidoglycane ou biefa anembrane cytoplasmique. Il assure
trois réles principaux :

1) La protection contre les antimicrobiens et test environnemental.

2) Le contrdle de I'activité enzymatique et la cemication cationique de I'enveloppe.

3) La liaison aux différents récepteurs et surfdés et al., 2010).
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1.5.2. Exoenzymes :

La staphylocoagulase ou coagulase libre, c’est pm¢éine extracellulaire thermostable
caractéristique d&. aureusa I'exception de certaines souches staphylococsigiarigine
animale telles questaphylococcus intermedius, Staphylococcus hyieuStaphylococcus
delphini qui possédent également la coagulase (Langlet,et389).En I'absence de G§

elle provoque la coagulation du plasma humain ouagin (prélevé sur citrate, oxalate,
héparine ou EDTA) (Avril et al., 1992)a coagulase forme avec la prothrombine (coagulase-
reacting factor : CRF) du plasma, un complexe ap@hphylothrombingui converti le
fibrinogene en fibrine (Peacock, 2006). C’est urtdar primordial dans le pouvoir pathogene
en coagulant le plasma autour des coques et lédgeant de la phagocytose (les leucocytes
ayant une mauvaise pénétration a l'intérieur dédtsade fibrine) (Tally, 1999), elle est a
l'origine des thrombophlébites suppurées (Avridlet 1992).

En réponse a une infection, I'héte peut produire wariété d’acide gras et d’autres molécules
lipidiques agissant comme surfactant qui pertuabmémbrane bactérienne, spécialement lors
de la formation d’'un abces. Les lipases et les FAWHity acid-metabolizing enzyme)
produites pa6. aureusont probablement un effet négatif sur la réponsaunitaire. De plus,

un des roles des lipases est de libérer les nuitgndans I'environnement (Projan and
Novick, 1997).

Hyaluronidase, cette enzyme extracellulaire theatnitd@ hydrolyse I'acide hyaluronique,
substance fondamentale de la matrice du tissu gotijoce qui permet la diffusion tissulaire
desS. aureus (Makris et al., 2005)Cette enzyme est produite uniquement dans la phase

exponentielle de croissan@@oncholi, 2002).

bY

Les protéases a sérine (ou protéase V8) sont les d#crites, elles agissent en bloguant
I'action des anticorps par leur clivage, puisqaetion de cliver les anticorps IgG est mise en
evidencein vitro. Ces protéases peuvent aussi contribuer a laudéstr des structures
protéiques afin de favoriser I'invasion 8eaureuset sont responsables de la dégradation des
protéines de liaison a la fibronéctine (FNBP) agm@sadhérence initiale.

Un autre réle possible, est d’obtenir des nutrimel@puis le milieu environnant (McGavin et
al., 1997).
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1.5.3. Exotoxines :

Les Enterotoxines sont des exoprotéines de maskuhaire compris entre 22 et 29 kDa.
Elles sont pyrogénes, provoquent une immunosupjareset une prolifération non-
spécifiques de lymphocytes T (action superantigé)iq

Il existe jusqu’a présent, 23 différentes entérmtes (ES), dont les cing principales ES A a E,
de nouvelles ES (ES G a |) et des «Ik8-» (ESlike J a X) (Hennekinne et al., 2012 ;
Alibayov et al., 2014).

Les ES et les « Efke » présentent tous deux un effet superantigéniqisgpils activent les
lymphocytes T et stimulent la prolifération celivdaet le relargage massif des cytokines.
Ceci va déclencher une réponse pro-inflammatoiegfatblir le systeme immunitaire contre
les infections bactériennes (Gillaspy et landol@)2 Larkinet al, 2009; Podbielskat al,
2011).

Ce qui differe ces deux types est la capacité d&a Béclencher une réponse émeétique suite a
une intoxication, alors que les « Hie » ne le sont pas ou n‘ont pas encore été testés
efficacement sur des primates (Lina et al., 2004).

Les toxines communément rencontrées sont cellegymie A, qui sont attribuables a des
souches virulentes chez I'humain et celles de tipetsC, qui sont attribuables a des souches
isolées des bovins et caprins (Villeneuve et 810,72.

les souches d&. aureussolées d’échantillons de lait de chévre et de gasbnt, le plus
souvent, productrices de I'entérotoxine ES C (Encelt al., 2004; Jorgensen et al., 2005).

Le syndrome du choc toxique est causé par la tokB®&T-1. Celle-ci porte aussi le nom de
ES F ou entérotoxine staphylococcique F. Elle céstimulation accrue d’'un vaste nombre
de lymphocytes T (action superantigénique) e&ldahchement inapproprié d’'une libération
massive de cytokines affaiblissant le systeme initaie de I'individu (Kum et al., 2001;
Raulin et al., 2010).

Les auteurs ont observé une production des ES Antluoute la phase exponentielle de
croissance d8. aureugDerzelle et al., 2009; Wallin-Carlquist et al. 120).

les ES B, C et D sont produits seulement duratralssition entre les phases exponentielle et

stationnaire (Derzelle et al., 2009).

Les toxines épidermolytiques dont le type A etylget B, sont des protéases sécrétéesSpar
aureus qui entrainent la disparition des vésicules intkrtzres. Et ce, en ciblant la
glycoprotéine desmogléine-1 responsable du mairdeiadhésion cellulaire. Ceci donne

lieu a la formation d'une couche liquide entre ¢esiches granuleuse et superficielle de

8
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I'épiderme et se manifeste macroscopiquement pdédellement intradermique. Lorsque ce
phénomene est localisé grace a la présence d'gugicd prend le nom de syndrome bulleux
épidermique alors gu’il se nomme syndrome de laigg®ouillantée ou syndrome de Ritter
lorsqu’il est généralisé (Larkin et al., 2009 ; Bulski et al., 2010; Podbielska et al., 2011).
Les Hémolysines alpha, elles vont former des patesiveau de la membrane des globules
rouges et autres types cellulaires et ainsi remsponibles plusieurs nutriments pour la
bactérie (Sneath, 1986), les cellules cibles semtckllules épithéliales, les érythrocytes, les
monocytes, les macrophages, les plaquettes eyrgshbcytes mais, pas les polynucléaires
neutrophiles (Dinges et al., 2000). Les Hémolysin&ts, tres fréquentes chez les souches de
S. aureudd'origine animale (Hirsh et al., 2004), ce sort sighingomyélinases qui altérent les
membranes riches en lipides (Quinn et al., 19985 Hémolysine Gamma, présentent chez
97 % des souches & aureusaffectent les polynucléaires neutrophiles, lenoagtes et les
erythrocytes (Dinges et al., 2000), cette toxinemie de deux protéines stimule la
dégranulation des phagocytes, ce qui augmentedesndges tissulaires liés a la réponse
inflammatoire. Un autre type de toxine aurait lema&dle, la leucocidine (Hirsh et al., 2004).
Les Hémolysines Delta (ou la delta-toxine), codémsla majorité des souches 8eaureus
(97 %), cette toxine a une activité cytolytiquetamment sur les érythrocytes en formant des
pores transmembranaires (Schmitz et al., 1997 gd3iret al., 2000) et les Leucocidines ont
pour cible les polynucléaires, les monocytes et rescrophages. Deux protéines sont
importantes : LUKE-LukD et la Leucocidine de Panwalentine (LPV) composée de LukS-
PV et LUkF-PV dont le gene est codé par un phagecéviot et al., 2008). La toxine LPV,
codée par un prophage, est responsable de la formd¢ pores dans les neutrophiles, les
macrophages et entraine une apoptose cellulaidestinfections nécrotiques cutanées et

pulmonaires. (Kaneko et Kamio, 2004).

Une nouvelle classe de toxines a été identifiéeliddjan 2000, celles des modulines solubles
au phénol ou PSM. Ces peptides contribuent a ldevice de5. aureuset surtout des SARM
associés a la communauté (CA-SARM). Elles peuvaut d'abord favoriser la structure, le
développement et le détachement des biofilms ajj& faciliter la dissémination des
infections staphylococciques associées aux biofdmsautres organes du corps. De plus, les
PSM, n’étant pas dépendants d'un récepteur, cibfmesque toutes les membranes

cytoplasmiques eucaryotes avec un tropisme poutelesocytes et les érythrocytes. Ces
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peptides restent peu étudiés, mais font I'objetibkes prometteuses pour le développement

de vaccins anti-staphylococciques (Peschel et Q&b3).

Plus particulierement, le systeme de sécrétionedepeotéines responsables de la lyse des
neutrophiles, et essentiel a la croissance bantéjea été identifié recemment. Ce systeme de
sécrétion de toxine constitue une cible potentgtlevant inhiber la croissance et la virulence
deS. aureugChatterjee et al., 2013).

2. Staphylococcus aureust les Antibiotiques :

Les molécules antimicrobiennes ciblent différemt@smposantes de I'organisme bactérien afin
d'exercer une action bactéricide ou bactériostatiqu

Pour échapper aux différents mécanismes d'actisrad8microbiens, les bactéries doivent
utiliser différentes stratégies. Par exemple, @gtanicroorganismes ont développé des
pompes a efflux situées au niveau de la membraHelaie qui expulsent la molécule
antimicrobienne a l'extérieur de la bactérie, dimim ainsi la concentration intracellulaire en
antimicrobien et de par le fait méme, l'action @duieci. D'autres, suite a des mutations,
transforment le site de fixation de la moléculeilaotique. Ne pouvant plus se fixer,
I'antibiotique ne peut donc plus agir. (Sundsfjet@l., 2004).

2.1. Béta-lactamines :

La famille des béta-lactamines comprend plusielasses d'antibiotiques. Parmi elles se
trouvent les pénicillines, les céphalosporines, dasbapénéms, les monobactams et les
pénems (hybrides entre les pénicillines et les al@sporines). Ces antimicrobiens ont tous
une structure en commun: lI'anneau béta-lactamdeP2@04).

La structure du noyau béta-lactame est communeslés membres de la famille des béta-
lactamines. C'est aussi cette structure qui eséecipar les béta-lactamases, des enzymes
elaborés par les Swreus.L'action de ces enzymes rendent les antimicrobiknsertaines
classes de cette famille inactifs contreSesureus.

Premier antibiotique découvert, la pénicilline esbduite par le champignoRenicillium
notatumet est utilisée de fagcon courante depuis les arb@eBepuis sa mise en marche, de

nombreuses autres molécules ont vu le jour et faniie de la famille des béta-lactamines.
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Certains de ces antibiotiques ont été créés damst lé'élargir le spectre d'action en étant plus
efficaces aux mécanismes de résistance des bacdedele, 2004).

2.1.1. Mécanisme d'action des béta-lactamines :

Ces antibiotiques interviennent au niveau de laspharminale de la formation de paroi
peptidoglycane. lls inhibent l'action des penioHtinding-proteins (PBP) qui sont des
transpeptidases, endopeptidases et des carboxgygsgsi quconstruisent les liens entres les
unités de polymére de glycopeptides. L'action lg&ta-lactamines sur les bactéries a Gram
positif n‘est pas seulement de prévenirlilss entre les peptidoglycanes, mais elle congribu
egalement au relachementl@eide lipotéichoique, ce qui conduit a des enzymgolytiques
participant d'action bactéricide.

Cette famille d'antibiotiques posséde donc une actiontémide et par conséquent, n'est
active que contre les bactéries en phase de anoessgui activement synthétisent du

peptidoglycane de la paroi cellulaire.

2.1.2. Spectre d'action des béta-lactamines :

L'efficacité de I'action des molécules faisant ipatles béta-lactamines dépenddiféérents
aspects: leur affinité pour les différentes PBP spnt les récepteurs dbéta-lactamines, le
contenu relatif de la paroi en peptidoglycanesténetnt pluglevé chez les bactéries a Gram
positif versus a Gram négatif), la capacité dentdécule a traverser la membrane externe des
bactéries a Gram négatif, et finalemdatrésistance aux différents types de béta-lactesnas

produites par les bactéri@Rrescott, 2006).

2.1.3. Mécanismes de résistance desareusvis-a-vis des béta-lactamines :

La résistance aux béta-lactamines chez S&phylococcusest principalement reliée ka
production de béta-lactamases, et de facon secgendail'altération des PBP et/cu
l'acquisition de nouvelles PBP (Werckenthin, 20Q&s souches d8.aureusrésistantes aux
pénicillines produisent des enzymes appelées plérasies qui fonpartie de la famille des
béta-lactamases. Lorsque cette enzyme est produjte hydrolyse et destruction des liens
amides du noyau béta-lactame de la molécule dgwient alors inefficace. Selon leurs
séquences d'ADN, les géenes codant pourbis-lactamases sont divisées en 4 classes,
appelées les classes Ambler, allant delA a

Chez S. aureus,le géne codant pour la production de béta-lactasna&st blaZ. Les

représentants des classes A, C et D sont des tcamgs du transposon Tn552 sitsidr un

11
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plasmide de grande taille alors que ceux de laseld sont situés sur urhromosome
(Werckenthin, 2001 ; Malik et al., 2007).

Le geneblaZ est en général lié a d'autres genes de résistBece. génes regulateurs, l'anti-
répresseublaR1 et le répresseulal contrdlent I'expression du gebéaZ. Ces deux génes
codent pour des protéines de régulation soient BlaRBlal. La protéine BlaRIl est un
récepteur transmembranaire qui, suite a exgosition a la pénicilline ou a ses dérivés, va
s'auto-clivé. Le mécanisnréest pas complétement compris et d'autres prat¢mesnt peut
étre un réle dans legégulation du genblaZ (Lowy, 2003). Ce mode de résistance est valide
pour toutedes pénicillines sensibles a l'action des péniabies (pénicilline G, ampicilline,
amoxicilline etc.). Par contre, le mécanisme déstésce est différent chez les &uireus
résistants a la méthicilline (SARM).

2.2. Méthicilline :

En 1961, la méthicilline est la premiere pénicélisemi-synthétique a envahimterché. Tout
comme les autres molécules du groupe des bétariastalle agit ehant les PBP (enzymes
impliqguées dansla synthése des peptidoglycanes). Toutefois, desginel latérales
volumineuses larotégent de I'action des béta-lactamases prochateles staphylocoques, ce
qui lui procure un avantage (Prescott, 2006).

Mécanismes de résistance des &ireuscontre lamethicilline :

Les S. aureugpossédant le gemaecAqui code pour la protéine « penicillin binding {&ia
2a» (PBP2a) sont résistants a la méthicilline. qo'edles sont produites, les PBP2a
remplacent les PBP au niveau du peptidoglycaneadpaloi bactérienne. Ayant moins
d'affinité que les PBP aux béta-lactamines, lesZ2Bermettent au®. aureusle survivre et
donc de résister & des grandes concentrations e l&s antibiotiques de cette classe
(Prescott, 2006).

Le genemecAqui code pour la résistance a la méthicilline,séisie sur un €lément génétique
mobile nommé «staphylococcal chromosomal cassetee»(SCCmec) (Werckenthin, 2001).
Le transfert horizontal du gemeecAse produit d'un SARM a u8. aureusexempt, mais il
semble y avoir des restrictions spécifiques ad'lp@tur la stabilité et le maintien du géne chez
les staphylocoques, ce qui pourrait expliquer Ibléanombre de clones (Poole, 2004). Les
poids moléculaires de ces iléts génomiques vamemite 21 et 67 kb. Plusieurs géenes de

résistance a d'autres antimicrobiens se retrowams ces ilots et sont associés au SCCmec
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(Lowy, 2003). Les souches de SARM sont donc la gfudu temps résistantes aux béta-
lactamines, aux aminoglycosides, aux macrolidesigttétracyclines. La rifampine ainsi que
les quinolones et la combinaison triméthoprimessulthoxazole sont quant a eux

généralement efficacas vitro face aux SARM (Prescott, 2006).

2.3. Glycopeptides :

La vancomycine et la téicoplamine sont des anidpies utilisés dans le traitement des
infections a coques a Gram positif, essentiellenehistaphylocoques, les streptocoques et
les entérocoques, en cas de multirésistance aubidioues et d’intolérance aug-
lactamines. Ces antibiotiques constituent le tnagtet de choix dans les infections a SARM.
Les glycopeptides présentent de nombreuses lionisti une bactéricidie lente, une
fluctuation de CMI, une faible pénétration intrdeklire, une toxicité potentielle, et enfin le
développement de la résistance souvent associgé@ehec thérapeutique (Levine, 2006).

2.3.1. Mécanisme d’'action :

Les glycopeptides inhibent la synthese du composasentiel de la paroi cellulaire, le
peptidoglycane. L'inhibition est due a I'affinitéedces antibiotiques pour I'extrémité (D-
alanyl-D-alanine) des précurseurs du peptidoglyc&eux-ci, aprés avoir été synthétisés
dans le cytoplasme bactérien, sont transportésveers la membrane cytoplasmique pour
finalement étre branchés par des enzymes (trarsgliases et transpeptidases) au
peptidoglycane en cours d’élongation. La fixation dlycopeptide sur I'extrémité du

précurseur empéche, par encombrement stériqudgranohement au peptidoglycane (Daurel
et Leclercq, 2010).

2.3.2. Mécanisme de résistance :

Les souches présentent une réorganisation commlexmétabolisme du peptidoglycane,
probablement liée a des mutations dans des genesruigture ou de régulation. Cette
réorganisation est traduite par un épaississementadparoi bactérienne, syntheése de
précurseurs monomériques, ont moins de brancherdanssleur peptidoglycane, une PLP4
inactive et de multiples altérations de leur pékeie et Glenn, 1995), c’est le mécanisme des
souches VISA/GISA (Vancomycin or Glycopepdid- ImediateStaphylococcus aureusle
résistance intermeédiaire.

Les souches hétéro-VISA présentent aussi une ppaissie.

13
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La résistance des VRSA (Vancomycin-Resisté@taphylococcus aureusest due a
'acquisition de l'opéron Van A des entérocoquele ese traduit par la synthése de
précurseurs de faible affinité pour les glycopesstict par I'elimination de précurseurs de

haute affinité produits par la bactérie héte.

2.4. Quinolones et fluoroquinolones :

Ce groupe dantimicrobiens est constitué entiérérdenmolécules synthétiques. BEA65,
I'acide nalidixique est le premier antibiotiqueldelasse des quinolones a &oenmercialisé
(Walker et al., 2006). Par la suite des fluoroglones ont étéroduites avec des spectres
d'action plus larges et des effets secondairesdresn

En 1986, la norfloxacine avec un spectre plus lasjentroduite sur le marctf@/alker et al.,
2006). Les quinolones sont divisées en 4 génémtibacidenalidixique, le ciprofloxacin,
I'enrofloxacin, l'orbifloxacin, le difloxacin, ledanofloxacin, le sarafloxacin et le
marbofloxacin sont des molécules utiliséesneédecine vétérinaire (Walker et al., 2006).
Aucun représentant de la quatrieg@nération n'est commercialisé pour un usage néiégi
(Walker et al., 2006).

2.4.1. Mécanisme d'action :

Le role principal de 'ADN gyrase (topo-isomérasenposée de quatre sous-unités) est de
permettre le surenroulement de I'ADN, ce qui peroret réduction de l'espace occupé par
I'ADN dans la cellule (Schmitet al.,2002).

La topo-isomérase IV est une enzyme qui perme¢ieudement des brins d'’ADN (Fluit et al.,
2001).

Les fluoroquinolones inhibent I'activité enzymatqie 'ADN gyrase et de la topo-isomérase
IV. lls vont inhiber de maniere sélective la réption de 'ADN bactérien (Fluit et al., 2001;
Lowy, 2003).

2.4.2. Mécanismes de résistance :

Chez les Saureusrésistants aux fluoroquinolones, plusieurs mutaticiromosomales au
niveau des genes codant pour la topo-isomérasdé AD& gyraseont été identifiées. Ces
mutations entrainent une diminution de l'affiniestiuoroquinolones pour les sites cibles. De

plus, des pompes a efflux NorAultidrogues peuvent contribuer a la résistanceque. Les
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souches exprimant cetompe ont de faibles niveaux de résistance auxdtponolones
(Fluit et al.,2001;Lowy, 2003).

2.5. Aminoglycosides :

Les aminoglycosides sont un groupe d'antibiotiqueeséricides efficacesniquement contre
les bactéries aérobies ainsi que les mycoplasmedaiftes de cesnolécules sont aussi
efficaces contre leBseudomonaspp. De 1944 a 1975, plusieurs antimicrobiens owalei le
marché: streptomycine, néomycinkanamycine, gentamicine, tobramycine, sisomicine,
amikacine, netilmicinCependant la résistance accrue chez les bactéri@gende toxicité
de certains aminoglycosides diminuent leur utilisation. En praé bovine, la
dihydrostreptomycine est utilisée en combinaisoacad'autres agents antimicrobieseus

forme d'infusion intra-mammaire. (Dowling, 2006).

2.5.1. Mécanisme d'action :

Afin d'exercer son action bactéricide, I'antibioggdoit tout d'abord traverser leembranes
externe et cytoplasmique. Cela s'effectue par 2emaddféerents, Igremier étant un transport
oxydatif actif et le second, une diffusion passivetransport oxydatif s'effectue uniquement
sous conditions aérobies. Une foibirtérieur du cytoplasme, I'antibiotique se lieir@e cible
située sur la sous unitbosomale 30S. Cette liaison interfere avec lduciion de 'ARNmM
en protéinesnduisant donc une erreur de traduction. La pradoal'acides aminés est alors
faussée et il y a arrét de la synthése protéigleuti2s effets sont aussi présectsnme
l'interférence avec le transport cellulaire d'élmas, l'induction d'une pannd'ARN,
l'inhibition de la traduction, des effets sur le talisme de I'ADN et deslommages
cellulaires. L'effet bactéricide est une conséqaeatela lecture faussées protéines causant
l'incorporation de ces protéines anormales dansidanbranecytoplasmique entrainant la

formation de canaux membranaires anormauwttétation de la membrane (Dowling, 2006).

2.5.2. Mécanisme de résistance :

Les bactéries résistent aux aminoglycosides phiais d'enzymes modifiant lggoupements
hydroxyles et amines de ces antibiotiques, plus@ele cesenzymes ont été caractérisées
(Dowling, 2006). Tout dépendant des modificatigpgelles induisent, ces enzymes souvent

portées par des intégrons, se classent dananisoglycosides acétyltransférases (AAC),
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aminoglycoside adényltransféras@iNT) et aminoglycosides phosphotransférases (APH).
Les premieres modifient lgroupement amines et les deux derniéres le groumtemyeroxyl.

En plus de cesnzymes, d'autres mécanismes de résistance corarpenges a efflux et des
mutations de I'ARNr existent (Fluit et &2001).

2.6. Tétracyclines :

Les tétracyclines sont des antibiotiques bacté&imgtes utilisés en premiéere ligroi
possedent un large spectre d'action. Ce groupsoegtosé de moléculemturelles issues du
champignon Streptomyces, et inclus des molécules telles quehlortétracycline,
oxytétracycline et tétracycline et d'autres, segmttgétiques,comme la doxycycline et la
minocycline. En médecine vétérinaire, pperticulierement chez les animaux de production
et la volaille, les tétracyclines or#té utilisées abondamment comme promoteurs de
croissance. Les doses saytimales employées a cette fin ont favorisé lesttippement de
résistance chez ldsactéries, plus particulierement chez les bacté&i€ram négatif. Elles
sont également utilisées en prophylaxie dans les graposilations animales (Giguere,
2006).

2.6.1. Mécanisme d'action :

La molécule traverse la membrane externe de laleddactérienne par diffusiqgrassive pour
étre ensuite acheminée par un mécanisme de traresgibra travers lanembrane cellulaire
interne. Une fois a l'intérieur de la bactérie, tisisacyclines séent de facon réversible a la
sous unité 30S ribosomale. L'effet bactériostatiqies tétracyclines réside dans la
réversibilité de cette liaison. Les tétracyclinehilbent lasynthése protéique en empéchant
l'association de I' ARN aminoacyltranférase avetgbesome au niveau du site accepteur du

complexe ARNm-ribosome (Giguere, 20@hopra, 2001).

2.6.2. Mécanisme de résistance :

La résistance est souvent de type plasmidique tetféme avec le transport actif de la
molécule de tétracycline a travers la membraneriatele la cellule. Il y a également des
protéines cytoplasmiques de protection du ribosetries systemes de pompes a efflux, ces
dernieres sont des protéines associées a la mesnlg@nexportent les tétracyclines a

I'extérieur de la cellule bactérienne, cela diminiae concentration intracellulaire en
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antibiotiques et protége le ribosome. La majorige aés pompes fonctionnent avec les
tétracyclines, mais peu avec les minocyclines.

Staphylococcus aureysosséde un gene de résistance aux tétracyclines tet® qui code
pour une protéine de protection du ribosome. Cdteniere fait partie des protéines
cytoplasmiques qui sont au nombre de 9 et qui geote le ribosome de l'action des

tétracyclines et qui conferent une résistancedd¥gcycline et a la minocycline.

2.7. Macrolides, Lincosamides et les Streptogramise

Les macrolides et les lincosamides font partie alex streptogramines d'un groupe
d'antibiotiques communément nommé MLS. Les lincadasmcomprennent lencomycine,

la clindamycine et la pirlimycine alors que ches lmacrolides/)'érythromycine est plus
souvent utilisée en médecine vétérinaire. Ce soa$ tdesproduits disponibles de facon
commerciale pour le traitement des infections Hnteenmaireschez les vaches laitieres.
Cependant, certains d'entre eux ont été utilgségrande échelle comme promoteur de
croissance au niveau de l'alimentation degsmaux de consommation (Lina et al., 1999;
Giguere, 2006).

2.7.1. Mécanisme d'action :

Au niveau structural, ces molécules sont différenmteais elles partagent de nombreuses
homologies au niveau fonctionnel. Elles sont bamséatiques et se fixent a la sous-unité 50S
ribosomale au niveau de I'ARN ribosomal 23S. Ilibent ainsi la synthése protéique en se
liant a la sous-unité 50S du ribosome en empéclanpeptidyltransférase d'agir sur

I'élongation du peptide en cours de synthése (Geg@®06; Fluit et al., 2001).

2.7.2. Mécanisme de résistance :

Il existe un mécanisme de résistance d'originernbsmmale et un autre plus fréquent et plus
stable, c'est-a-dire d'origine plasmidique. Chezblactéries a Gram positif, il existe 3 modes
de résistance connus aux MLS. Le premier résultd'edet de I'enzyme adénine-N6-
méthyltransférase qui entraine des modificatiors-panscriptionelles du 23S ARNr. Le site
affecté est le récepteur des MLS, donc celles-gpaerent plus se fixer et agir. Ce type de
modification entraine une résistance croisée pous tes antimicrobiens de cette classe et

demeure le plus fréquemment rencontré. Les gemdsnt@our ces enzymes sont les génes
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erm « erythromycin ribosome methylation », et ce semhA et ermC qui sont les plus
souvent rencontrés ch&z aureus

Un deuxieme type de résistance aux MLS est copdiitgupompes a efflux, chez lesa8reus

les genes principaux codant pour ces pompes &efflot portés par un plasmide. Ces genes
conférent une résistance aux macrolides ainsi xygaptogramines de type B.

D'autres génes ont été identifiés chezSemureuset codent pour des nucléotidyltransférases
conférant une résistance aux lincosamides (Gigaé@g; Fluit et al., 2001).

Le genemsrAcodant pour une pompe a efflux a rarement été wetbez des staphylocoques
d'origine animale, mais a été rapporté comme deéatrbisieme mode de résistance le plus
fréquent apréermA et ermC chez desStaphylococcusd'origine humaine (Werckenthin,
2001).

La résistance aux MLS peut étre constitutive, téste a toutes les molécules du groupe, ou

inductible, résistance aux macrolides uniquemeiguy&e, 2006; Fluit et al., 2001).

2.8. Triméthoprime/sulfaméthaxazole :

Lorsque utilisés seuls, les antimicrobiens de lass# des sulfamides, comme le
sulfaméthaxazole, ne sont pas trés efficaces, nar grande majorité des bactéries ont
développées une résistance envers ces antimicebibBoutefois, couplés a une autre
molécule, comme dans la combinaison triméthoprioiieiméthaxazole, lesulfonamides
sont protégés et peuvent exercer leur action. Emtigoe bovine, lacombinaison
triméthoprime/sulfaméthaxazole est utilisée dandrdement desnfections systémiques
comme dans le cas des mammites aigugsatureugPrescott, 2006).

2.8.1. Mécanisme d'action :

Les sulfamides empéchent de maniere compétitivecofporation de I'acide para-

aminobenzoique (PABA) dans la molécule ptéroylghitpe de l'acide folique résultant en
l'inhibition de la synthése de l'acide folique aiveau de la cellule bactérienne. Plus
précisément, ces agents antimicrobiens compéteimnravec la PABA pour l'enzyme

dihydropteroate synthétase. Tout comme les bastdes cellules mammiferes ont besoin de
I'acide folique a la différence que ces derniétésent de l'acide folique préformée alors que
les cellules bactériennes doivent la synthétisereflas-mémes. Cela explique la spécificité

d'action des sulfamides sur les cellules bactéegiiRrescott, 2006).
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Le triméthoprime fait partie du groupe des diamyropidines et empéche la production
d'acide folique en se combinant a I'enzyme dihyalaté réductase des bactéries. Il agit donc
au méme niveau que les sulfonamides en prévenaghthese des purines, et par conséquent
de I'ADN (Prescott, 2006). La combinaison du trinogtrime et du sulfaméthaxazole produit
une synergie et prévient le développement rapidéadésistance chez les bactéries. Cette
combinaison posséde un spectre d'action large, mstisinactif en présence de tissus
nécrotiques (Prescott, 2006).

2.8.2. Mécanisme de résistance :

La résistance aux sulfamides chez lea@eusest souvent le résultat d'une surproduction
d'acide para-aminobenzoique. Cette surproducticaitséue a une mutation d'origine
chromosomale (Werckenthin, 2001).

La résistance au triméthoprime est liée a la prodlicde dihydrofolate réductase ayant une

affinité réduite pour l'antibiotique. (Werckenth2001).

2.9. Phénicolés :

La téte de liste des phénicolés est le chlorampbéril a été isolé a partir d8treptomyces
venezualeDepuis 1996, le chloramphénicol n’est plus comnadis® en France mais on peut
le retrouver dans d’autres pays émergents. Soaitrelin marché est consécutif a des effets
secondaires importants dont I'aplasie médullaitehant 1 cas sur 20000 traitements ainsi
gue son effet inhibiteur enzymatique. Maintenahtje reste que le thiamphénicol qui est
mieux toléré que le chloramphénicol, car il n’eas pnhibiteur enzymatique et ne provoque
pas d’aplasie médullaire (Dorosz et al., 2011).

2.9.1. Mécanisme d'action :

Le thiamphénicol va se fixer a c6té du site acagptede la sous-unité 50S du ribosome et
inhibe ainsi la synthése protéique. Le thiamphdrésb une molécule bactériostatique sur les

souches d&. aureugDorosz et al., 2011).
2.9.2. Mécanisme de résistance :

Les phénicolés sont sujets aux meécanismes d'effhwttiple (MDR) avec un gene qui

augmente la CMI.

Une autre résistance a été décrite, elle est duen dplasmide qui code pour une

chloramphénicol acétyltransferase (CAT) qui neigealantibiotique.
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2.10. Novobiocine :

La novobiocine est un dérivé de la coumarine etlgite par un champigno8treptomyces
(Dowling, 2006). Cet antimicrobien bactériostatiqast utilisé enpratique bovine en
combinaison avec la pénicilline pour le traitemietita-mammaireau tarissement (Dowling,
2006).

2.10.1. Mécanisme d'action :

La novobiocine inhibe la réplication de I'ADN enadativant la sous-unité béta de
I'ADNgyrase (Dowling, 2006).

2.10.2. Mécanisme de résistance :
Des mutations chromosomales conférant de la résista la novobiocine et pouvagtre
induite in vitro, ont été rapportées selddowling (2006), mais peu de données sont

disponibles a ce sujet dans la littérature.

2.11. Acide fusidique :

La structure de I'acide fusidique est assimiléaatéroide donc lipophile, il est d’ailleurs le
seul représentant des antibiotiques stéroidiquefusidanines. La molécule est d'origine
naturelle car elle est produite par un micromydeteusidium coccineurtRobert, 2013).

2.11.1. Mécanisme d’action :

Les fusidanines vont former un complexe stable évéacteur d’élongation EF-G qui est une
GTPase. Ce complexe empéche la synthése protéigjggqup I'élongation de la chaine
peptidiqgue est bloquée. L’antibiotique a une at#ivbactéricide rapide envefs. aureus
(Robert, 2013).

2.11.2. Mécanisme de résistance :

La résistance a cet antibiotique est la conséqudhoee diminution de I'affinité entre le
facteur d’élongation et I'antibiotique (résistarde type chromosomique, mutation du géne
codant le facteur EF-G) ou un défaut de pénétratians la bactérie (résistance de type
plasmidique) (O’Neill, 2007).
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2.12. Fosfomycine :

Dans les années 60, la fosfomycine a été décougtlitolée. Cette molécule naturelle est
issue de certaines especesttetomycegex : Stretomyces fradige

2.12.1. Mécanisme d’action :

La fosfomycine est un antibiotique agissant syrdeoi bactérienne. Apres avoir pénétré dans
la cellule cible par des voies de transports tramshranaires, elle va inhiber précocement la
synthese du peptidoglycane en rendant inapte leezyénolpyruvyl-transférase. Les

antibiotiques phosphoniques sont bactéricides si&eaureugRobert, 2013).
2.12.2. Mécanisme de résistance :

La résistance est consécutive a la production d’'pr&éine FosB qui hydrolyse la
fosfomycine en ouvrant le noyau époxyde. La réscsaest apportée par des plasmides ayant
le géne de FosB (Etienne et al., 1991).

En monothérapie, la sélection de mutants résistmiteapide. Ces antibiotiques doivent donc

étre utilisés en association.

3. Facteurs de persistance d§. aureus:

3.1. Le hiofilm :

La découverte du biofilm remonte au début des and@alepuis les travaux de Zobell(1943).
Les biofilms sont un ensemble de micro coloniesowges d'une matrice hautement
hydratée, anionique et constituée d’exopolysacdbari(EPS) C’est une structure trés

organisée avec de nombreuses communications ititda@es pour assurer un équilibre et un
mode de vie coopératif (Characklis, 1989 ; Bourit®95 ; Bosgiraud, 2003 ; Boutaleb, 2007
; Salaun, 2009).

3.1.1. Etapes de formation de biofilm chez les sthplocoques :

Mack et al. (1994) ont proposé un modéle de formation de ioBh deux phases chez les
staphylocoques I'attachement initial et I'accumialat lIs ont montré que ces deux phases

peuvent étre génétiguement séparées.
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Le détachement de cellules du biofilm mature pertaedissémination des bactéries et la
colonisation de nouveaux sites d’infection chenitme (Otto, 2008).

Dietac hement
[ |
JQJQ
P . = o . {.‘: [".:'_'d_ P
Attachement & 55@31 e ﬁ -:-5-;;3‘.{.5}’_*
e surfare ahiotigue . serhl | (O62D) Gay P
Adhésionet | :;, :":’:,h W) ase
e . -
O Prolifiration ie‘-‘},i fi’*‘% 0o 0%
~ J ‘;‘?L“" f%] 4 ! { ...J
oo e : h: ]
N o GO B B § &
AR 0 SODOO | — — A\ ﬁﬁ.\ — A8
Attachement & Maturation

une surface hiotigue
Figure 1: Etapes de formation de biofilm chez taplsylocoques (Otto, 2012).

3.1.2. Résistance des biofilms aux antibiotiques :

Les bactéries au sein du biofilm résistent a desauatrations en antibiotiques plus élevées

gue les bacteries planctoniques.

Pour Rediskeet al., (1999) il faut multiplier de 50 a 500 fois la dakerapeutique normale
pour éliminer les jeunes biofilm (moins de 24hpat 5000 cette dose dans le cas des biofilms
matures (Burin Des Roziers, 2002).

3.2. La variante de petite colonie (SCV) :

Une caractéristique spécifigueSa aureusest sa capacité a envahir une cellule héte non
phagocytaire. Une fois a l'intérieur de ces ceBy& aureugpeut induire une apoptose ou une
nécrose cellulaire en les endommageant par sefoxiies, ou bien, persister sous un état
semi-dormant. Ce phénotype, appelé variante deepetionie (ou small colony variant,
SCV), est protégé contre les attaques du systenmaumiaire et contre l'effet des
antibiotiques (Fosteet al, 2014; Tuchschemt al, 2010). Une étude a montré que les SCVs
peuvent demeurer plusieurs semaines a l'intérieutadcellule héte. De plus, lorsque ces
bactéries se « réveillent », elles reprennent kmlence et infectent rapidement et
dynamiquement d’autres cellules de I'néte (Tuchscle¢ al, 2011). Ce changement de
phénotype semble essentiel pour le processus diiofedeS. aureuset est a I'origine des

infections chroniques et récurrentes (Garzoni &d&§el2011)
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Figure 2: Fonctions des protéines de la paroi lestideS. aureugFosteret al.2014).

4. SARM communautaire :

Le SARM communautaire est apparu dans les anné8® &9 sa prévalence ne fait
gu'augmenter. Alors que les SARM étaient jusqueekstreints aux hodpitaux, de nouvelles
souches plus virulentes sont apparues dans la caautgi(natifs de la communauté) (Dufour
et al., 2002).

Les souches isolées dans la premiere partie degesanf000 étaient généralement
caractérisées par la présence d’'une cassettan8€de type IV et par la production de la
LPV. Lanalyse d'une collection internationale deesc souches a montré qu’elles
appartiennent a quelques clones spécifiques quit fgmnais été observés dans les hopitaux
(Durand et al., 2006).

Cependant, ces souches ont été décrites par la saihme responsables d’épidémies
hospitalieres (Denis et al., 2005).

Ce type de souche est responsable le plus souefgictions de la peau et des tissus mous,

mais peut également étre impliqué dans des pne@sonécrosantes hémorragiques,
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beaucoup plus rares, souvent consécutives a ugetionf virale des voies aériennes. Les
pneumonies nécrosantes hémorragiques sont asseciées forte mortalité. On trouve ces
infections a SARM communautaires dans des situatianorisant les contacts physiques
inter-humains. Des études ont décrit des cas damsilieu carcéral (Wooton et al., 2004 ;
Centers for Disease Control and Prevention, 200ahs les armées (Ellis et al., 2004 ;
Zinderman et al., 2004), dans les collectivitésnfhiats (Hisata et al., 2008)nsi que lors de

la pratique d’activités sportives ou physiques.paaticularité de ces infections est qu’elles
touchent plutét des personnes jeunes en bonne. aatains clones comme USA300 aux
Etats-Unis ont largement circulé dans le milieu pmmautaire.

Depuis le milieu des années 2000, des souches BdS#t également été isolées chez les
animaux. Le clone ST398 est diffusé trés largenpanti le bétail en particulier aux Pays-
Bas et en Allemagne. Des analyses génomiques antigpele montrer que ces souches
associées au bétail étaient difféerentes des soumhmaines mais il peut exister des échanges
de génes, en particulier des genes de virulencit,(2D12). De plus, des souches de SARM
ont été isolées chez les animaux de compagnie tvamancontact de personnes porteuses
(Morris et al., 2012). Des interactions entre I'eamnement (surfaces), les animaux de
compagnie et les humains pourraient avoir un migortant dans le maintien de réservoir de
SARM dans certaines habitations (Davis et al., 2012
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Matériel et Méthodes :

1. Période et site de prélevements :

De mars 2015 a septembre 2015, 76 échantillonsitleru ont été prélevés de 5 fermes
différentes, a savoir 29 échantillons pour I'espeaprine et 47 échantillons pour I'espéce
bovine.

Les prélevements de lait bovin provenaient de lanrnane de Tiaret, alors que les
échantillons caprins sont récoltés de la commuriesae Chellala.

La valeur de I'examen bactériologique des laitsedépen grande partie de la qualité du
prélevement.

La technigue de préléevement est inspirée des méshadel Bind et al. (1980) et Mialot (1983).
Les principales phases du prélevement sont :

1) Lavage des mains.

2) Lavage et séchage des trayons.

3) Désinfection de I'extrémité du trayon avec un tamgde coton imbibé d’alcool & 70°.

4) Elimination des premiers jets.

5) On saisit le flacon a prélevement entre le poudénelex de la main gauche et on le
retourne de telle sorte que le bouchon soit diviys le bas.

6) On dévisse le bouchon avec la main droite et quotée entre l'index et le médius de
la main gauche. Tube et bouchon ont alors leur runee dirigée vers le bas afin
d’éviter toute contamination.

7) On saisit le trayon de la main droite, on le rameéneposition latérale et on trait
presque horizontalement dans le flacon incliné ament ou le lait gicle

8) On referme le flacon avant de le redresser.

9) On identifie le flacon en inscrivant ; la date,leméro de I'animal et le quartier

prélevé.

2. Transport, conservation et traitement des échaiilons

Les échantillons sont placés dans une glaciere aC+ét acheminés au laboratoire (ISO
17604, 2003).
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Les échantillons sont traités a I'heure suivantdgarélévements et en aucun cas, I'échantillon

ne doit étre congelé.

Le contact direct avec I'échantillon se fait daes donditions rigoureuses d’asepsie, ce qui
implique l'utilisation d’'un matériel stérile (ISQ218, 2003).

Les échantillons sont traités au niveau du laboetthygiene et pathologie animale, Institut

des sciences vétérinaires, université de Tiaret.
3. Préparation des échantillons :

Les laits étant des produits liquides constituetbamblée une solution mere.

Il est nécessaire de procéder a leur homogénaisatitaide de techniques et d’appareils

appropriés (homogénéisateurs, vortex...) avant lenasyses.

Introduire ensuite aseptiquement a l'aide d’'unesppgen verre graduée et stérile, 1 ml de la
solution mére, dans un tube a vis stérile conteaantréalable 9 ml du méme diluant, cette
dilution est alors au 1/10 ou 1@QJORADP, 1998).

4. |solement :

Le milieu de culture utilisé pour l'isolement etdentification deS. aureusest le milieu

Baird-Parker (Laboratoire Conda, Madrid, Spain).

Ce milieu est le plus utilisé en microbiologie adimtaire pour étre le plus sélectif et favorise
mieux la croissance des Staphylocoques que celdhdpman (Joffin, 1999).

Il contient du jaune d'ceuf, du pyruvate ainsi que afgmts sélectifs dont la tellurite, la
glycine et le chlorure de lithium qui jouent unedans l'inhibition de la flore secondaire
(Baird-Parker, 1990 ; Adams et al., 2008).

Pour 'isolement, 0,1 ml de la dilution 1@ont transférés a la surface du milieu Baird Rarke

Il a été démontré qu'en augmentant l'inoculum @éead de 0,0l ml a 0,1mles chances
relatives d'isoler Saureusde I'échantillon passaient de 78% a 9f¥gpectivement (Lam et
al., 1996).

L’incubation est réalisée a 37 °C pendant 24 ael8ds (ISO 6888, 1983).
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5. ldentification :

5.1. Aspect macroscopique :

Les colonies présomptives @& aureussont noires, brillantes et convexes, de 1 a 1,5mm
apres 24 heures, entourées de zones claires dhgdralyse des protéines de I'ceuf.

Des zones opaques dues a lactivité lipolytiquekcitthinase) peuvent apparaitre plus
tardivement dans le halo clair (Guiraude, 1998).

La couleur noire des colonies provient de la capatiS. aureusle réduire les ions tellurites
en tellure métalliquéBaird-Parker, 1962).

Toutes ces colonies, présomptives Sle aureussont prélevées et ensemencées dans un

bouillon nutritif (Institut Pasteur, Algérie) podes tests ultérieurs.

5.2. Aspect microscopique :

En microscopie, ces bactéries peuvent étre obseisékes, en paires ou en tétrades, mais le
plus souvent ce sont des amas ressemblant a gasegréPrescott et al., 2003). Ee aureus

est un coque a Gram positif (Sperber et Tatini51goster, 1996).

5.3. Recherche de la catalase :

Principe

Cette enzyme est produite en abondance par legrigacta métabolisme respiratoire qui
peuvent détruire les peroxydes® dont I'accumulation a un effet Iétal pour les lgaiets.

La catalase a la propriété de décomposer le peeodiid/drogene (bD,) avec dégagement

d’O, sous forme gazeuse selon la réaction suivante :

2H202 > 229"'02

Technique
A partir d’'un milieu solide et aérobie, prélevereuguantité suffisante de culture et la mettre

en suspension dans une goutte d’eau oxygénée @épaséne lame.
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Lecture

La présence de catalase est marquée par la formatimédiate des bulles dxJqJoffin et
Leyral, 2001).

5.4. Fermentation du mannitol :

Principe :

Le milieu Mannitol Salt Agar contient 7,5 % de Na@hibant la croissance des bactéries a
I'exception des staphylocoques, ce qui le renccsE®our ces derniers, mais sebil aureus

peut fermenter le mannitol.

Il contient un indicateur de pH nommé rouge de phémnbas pH, ce dernier colore en jaune
les colonies qui fermentent le mannitol comme selleS. aureuset garde en orange ou

rouge les autres colonies.
Technique :

Ensemencer le milieu Mannitol Salt Agar (Laborad@onda, Madrid, Spain) par la souche

présumee. aureus
Lecture :

Le milieu passe de la couleur rouge a la couleungas’il y a fermentation du mannitol
(Chapman, 1945 ; Sharp et al., 2006).

5.5. Recherche de la coagulase :
Principe :

La coagulase libre libérée de la cellule agit auprothrombine contenue dans le plasma pour
former un produit analogue a la thrombine, ce pitogagit ensuite avec le fibrinogene pour

former un caillot de fibrine (Pezzlo, 1994).
Technique :BD BBL Coagulase Plasmas

A l'aide d’'une pipette, ajouter 0,5 ml de BBL Cotage Plasma, Rabbit réhydraté a un tube

de culture.
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Ajouter environ 0,05 ml de culture en bouillon devkille du microorganisme a tester dans le

tube de plasma.
Mélanger doucement, et incuber a 37 °C jusqu’autdse
Lecture : BD BBL Coagulase Plasmas

Tout degré de coagulation dans un délai de 3 aiehaloit étre interprété comme un résultat

positif.

5.6. Recherche de la DNagbermostable :
Principe :

La DNase thermostable est le produit du geog on la nomme aussi la thermonucléase.
C’est une endonucléase, enzyme qui coupe les acidsexyribonucléiqgues (ADN) en
nucléotides ou polynucléotides en hydrolysantilsdns phosphodiesters.

La thermonucléase est caractéristiqgue des soueh®salireust elle n’est pas détruite a des
températures élevées (15 minutes a 100°) (Del&2085,).

Technique :

A partir d’'une culture en bouillon coeur cervellgger un aliquote de la culture agitée de 24h

au bain d’eau a 100°C durant 15 min.

Percer le milieu de cupules a 'aide d’'un empoit®e@ ou d’'une pipette Pasteur.
Prélever une goutte de bouillon bouilli et la metlans une cupule.

Faire de méme avec une goutte de bouillon non thauf

Incuber durant 4h a 37°C et faire une premiereutegbuis une deuxieme a 24h.

Lecture :
Rose :Absence d’ADN don®Nase+
Bleu : ADN toujours présenpas de DNasgJoffin et Leyral, 2001).
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6. Détermination de la sensibilité aux antibiotiqus :

6.1 Antibiogramme :
6.1.1. Principe :

L’antibiogramme a été réalisé par la techniqueitfasion sur milieu gélosé selon les normes
préconisées par le Comité de I'Antibiogramme d&d&iété Francaise de Microbiologie en
2013, antibiogramme vétérinaire (CASFM Vét, 2013)saque le Réseau algérien de
surveillance de la résistance des bactéries auxbi@iques, Standardisation de

I'antibiogramme a I'échelle nationale (médecine hima et vétérinaire),égeédition, 2011.

6.1.2. Technique :

= Repiquer une colonie a partir d’'une culture pureettdppée (24 heures a 37°C) sur un
milieu d’isolement (BHIB, Laboratoire Conda, Madrispain).

= Incuber pendant 18 a 24 heures.

= Grace a un spectrophotometre mesurer la densiigueptie I'inoculum et ajuster en
ajoutant la culture s'’il est tres faible ou de ligghysiologique stérile s'il est tres fort,
la densité optique doit étre entre 0.08 et 0.1%1168 équivalente & WFC /ml (0,5
Mc Farland).

=  Tremper un écouvillon stérile dans I'inoculum.

= L’essorer en le pressant fermement (et en le todtyrw@ntre la paroi interne du tube,
afin de décharger au maximum.

= Frotter I'ecouvillon sur la totalité de la surfagélosée (gélose Mueller-Hinton coulée
dans une boite de Petri sur une épaisseur de 4 saahe, de haut en bas, en stries
serrées.

= Répéter I'opération 2 fois, en tournant la boite6@8 a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter I'ecouvillon sur lui-méme.

= Finir 'ensemencement en passant I'ecouvillon aysdripherie de la gélose.

= || est préférable de ne pas mettre plus de 6 dssdiantibiotique sur une boite de 90
mm, pour notre cas, on a utilisé 5 disques d’antiitpies.

= Incuber les boites a 35 °C pendant 18 heures (Bedusi, 2011).
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6.1.3. Lecture :
Mesurer avec précision les diametres des zoneRilliion a I'aide d’un pied a coulisse.

Comparer les résultats obtenus, aux valeurs cesigigurant dans les tables de lecture

correspondantes.

Classer la bactérie dans I'une des catégoriesds, IRCASFM Vét, 2013).

Quelgues difficultés d’interprétation se sont ogass alors on a di faire référence a d’autres
standards d'interprétation tel que :(CLSI, 2000AEFM, 2007), (CLSI, 2008), (CASFM,
2012), (CASFM, 2015).

6.2. Disques d’antibiotiques utilisés :

Spiramycine (100g) ; Vancomycine (3@g); Penicilline (1Qg); Fosfomycine (50g);
Gentamicine (10g) ; Céfoxitine (3Qg) ; Acide fusidique (10g); Chloramphinicol (30g);
Novobiocine (3Qg); Oxacilline (ug); Triméthprime+Sulphaméthoxazole (2§ ;
Lincomycine (1pg); Amikacine (3@Qg); Tétracycline (30g); Ofloxacine (qg);
Tobramycine (10g). Ces antibiotiques sont fournis par LiofilcHrtalie.

Les diques d’antibiotiques sont choisis selon ledisponibilités et leurs utilisations en

médecine vétérinaire et humaine.

7. Recherche de la résistance d& aureusa I'oxacilline :

7.1. Test de diffusion du disque de céfoxitine :

La résistance des staphylocoques aux isoxazolytifiéres (oxacilline, cloxacilline) est
recherchée a laide dun disque de céfoxitine ddas conditions standards de
'antibiogramme. Il ne doit pas étre tenu comptend éventuelle zone fantdme pour la
lecture des diametres de zones d'inhibition vigsade la céfoxitine (CASFM Vét, 2013).
Pour, le disque de céfoxitine (Bf) est comparable a celui de I'oxacilline pour dtge la
résistance a l'oxacilline par production de PLPg8ané mecA) ; cependant, le disque de
céfoxitine (3Qug) est plus facile a lire et donc c’est la méthpdérée (CASFM Vét, 2013).

La mesure du diamétre d'inhibition se fait a I'adien pied a coulisse.
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7.2. Test de screening a I'oxacilline pous. aureus(test MRSA) :
Ce test concerne uniguement les soucheS. daireugprésentant une résistance a lI'oxacilline
(NCCLS, 1999 ; Rahal, 2005 ; CLSI, 2008).

7.2.1. Technique :

Préparation de la solution :
> Diluer 6 mg d'oxacilline (poudre injectable d’'uradion de 1 g) dans 10 ml d’eau
distillée stérile, puis faire une solution au 1ih@e
» Mettre 2 ml de cette solution dans une boite dei Bet90 mm de diametre, ajouter 18
ml de gélose Mueller-Hinton additionnée de 4% de&CNanélanger en faisant des

mouvements rotatoires.

Inoculum :

» Repiquer une colonie a partir d’'une culture pureetiippée de 24 heures a 37°C sur
un milieu d’isolement (BHIB).

> Incuber pendant 18 a 24 heures.

» Grace a un spectrophotometre, mesurer la dendiiiguepde I'inoculum et ajuster en
ajoutant la culture s'’il est tres faible ou de ligghysiologique stérile s'il est tres fort,
la densité optique doit étre entre 0.08 et 0.1%1168 équivalente & WFC /ml (0,5
Mc Farland).

» Faire de méme avec les souches de référence,\v@ntl@tre testées dans les mémes

conditions que les souches a tester.

Ensemencemen{CLSI, 2008) :
La boite de Petri est divisée en quatre quadrants :
- Un quadrant est ensemencé par la souche a tester.

- Deux quadrants sont ensemenceés par les deuxesodelréférenceS, aureuATCC 25923
souche sensible a I'oxacilline 8t aureusATCC 43300 souche résistante a I'oxacilline.

- Le dernier quadrant est non ensemencé.
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Incubation :
Les boites sont incubées pendant 24 heures a 37 °C.

7.2.2. Lecture :
La culture de plus d'une colonie de la souche sedfit pour indiquer une résistance a

I'oxacilline, impliquant une résistance a toute bésa-lactamines.

8. Recherche de la béta-lactamase (test du tréfle)

La recherche de la béta-lactamase est réaliséetpater souche présentant un diametre a la
pénicilline< 29 mm (Rahal, 2011).

8.1. Technique :

Ensemencement :

» La souche des. aureusATCC 25923 sensible a la pénicilline (témoin néyatst
ensemenceée sur la totalité de la gélose Muelleteldin

» Un disque de pénicilline G est appliqué au cengréadoite.

> Cette méme souche est ensemencée en stries raglialestte méme boite du centre
vers la périphérie.

» La soucheS. aureusATCC 43300 résistante a la pénicilline (témoin pfset la
souche a tester sont ensemencées aussi du ceamstia périphérie en stries radiales.

Incubation :

La boite est incubée pendant 24 heures a 37 °@ersphere normale.

8.2. Lecture :
La production de la béta-lactamase (Pénicillingse)la souche a étudier et la souche témoin
positif induit la culture de la souche témoin négaensible a la pénicilline) jusqu’au contact

du disque de pénicilline (Rahal, 2005)
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9. Détermination de la concentration minimale inhilitrice :

Cette technique consiste a déposer des suspersaotériennes calibrées sur des milieux
contenant des concentrations croissantes d’aritjomet

La CMI est la plus faible concentration d’antibgpte capable d’inhiber la croissance
bactérienne.

Cette étude a été réalisée en respectant les idagcéditées par le « Comité de
I’Antibiogramme de la Société Francaise de Micrédgiee CASFM 2010 » (CASFM, 2010).
9.1. Technique :

Préparation des boites de dilutions d’antibiotiqugtableau 2) :

» Diluer 51,20 mg de poudre de I'antibiotique a testgns 100 ml de solvaapproprié
pour obtenir une concentration de 512@ml (solution-mere).

» Procéder aux dilutions semi-logarithmiques de rai2odans le solvant approprié
jusqu’a la concentration de 1,26/ml.

» Répartir 2 ml de chaque dilution d’antibiotique dala boite correspondante en
procédant de la plus faible concentration a la fitg concentratian

» Compléter chaque boite avec 18 ml de milieu Mudlleton liquéfié et
homogénéiser délicatement, sans faire de bullecoletenu des boites par des
mouvements circulaires.

» La dilution obtenue (1/10éme) dans chaque boitaititba une concentratiofinale
allant de 512:g/ml a 0,125:ug/ml. La gamme de dilution peut ét&ndue selon les
valeurs souhaitées.

> Préparer une boite témoin sans antibiotique en legapt le volumed’'antibiotique
par le méme volume d’eau physiologique stérile.

» Apreés solidification, sécher les boites, couvesasigplace, pendant 30 mn.

Préparation de I'inoculum bactérien :

> Préparer un inoculum standard & une turbidité 8eMF, ce qui correspond 20°
UFC/ml.

» Utiliser I'eau physiologique a 0,9 % pour la pregiean de lasuspension directe a
partir d'une culture jeune de la bactérie a tester.

> Déposer sous forme de spots & la surface de lag&al soit 10 UFC parspots de 5

a 8mm.
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Incubation

Laisser les boites a température ambiante, cowverets le haut, jusqu’absorption de
I’humidité (séchage des spots, pas plus de 30 mn).

Renverser les boites et incuber a 37°C+2 penda@0lteures.

9.2. Lecture des CMI

Placer les boites sur une surface sombre, norctigte

Noter la CMI.Ne pas prendre en considération 2 colonies ouger fdm.

Classer la bactérie dans I'une des catégories I3er{§), Résisante (R) ou Intermédiaire (1).

Tableau 1: Schéma pour la préparation des solutiond’antibiotique :

Etape Concentration ATB Diluant | Concentration | Concentration

intermédiaire finale (ng/ml)
(ng/mi) (ml) (ml)

Solution mére | 5120 5120 512

1 5120 2 2 | 2560 256

2 5120 1 3 1280 128

3 5120 1 7 | 640 64

4 640 2 2 | 320 32

5 640 1 3 | 160 16

6 640 1 7 | 80 8

7 80 2 2 140 4

8 80 1 3|20 2

9 80 1 7 |10 1

10 10 2 2 |5 0,5

11 10 1 3125 0,25

12 10 1 7 11,25 0,125
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RESULTATS ET DISCUSSION

Résultats et Discussion :

1. Résultats des prélevements :

¢ Isolement :
L’isolement a été réalisé sur milieu Baird-Parkeajs d’autres bactéries peuvent s’y

multiplier (bacillus et micrococcus) (Joffin, 2006gure 3)

Colonies
présomptives de
S. aureus
| — entourées d’'un

halo opaque

Figure 3 : Colonies présomptives & aureusentourées d’'un halo opaque

+ Fermentation du mannitol :
Le staphylocoque doré peut fermenter le mannitgbrésence d’une concentration élevée en
NaCl, cependant certaines souches de staphylocoguesagulase négative fermentent

également le mannitol (Robert, 2013) (Figure:4).
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Fermentation
du mannitol

Figure 4 : Staphylocoqu&lannitol +sur milieu Chapman

+ Recherche de la coagulase :
Certaines especes 8&phylococcuéS. aureus, S. hyicsS. intermidiuyont la propriété de
coaguler le plasma, I'identification de ces espasihasée sur la présence de cette enzyme
(Pezzlo, 1994) (Figure:5).

Coagulation
du plasma

Figure 5 : Coagulation du plasma par les Staphylocoques

+ Recherche de la DNase thermostable :
Certains auteurs onétudié la découverte faite par Cunninghan al (1956) de la
remarquabl@ésistance a la chaleur de la nucléas8.daureuslls sont arrivés a laonclusion

que cette caractéristique est spécifigue @u aureus Les nucléasessécrétées par
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Staphylococcus epidermidet les Micrococci neésistent pas a une ébullition de 15 minutes
(Lachica et al., 1971a ; Rayman et al., 1975). [De,fachica et al., (197lb) ont mis au point
un milieu permettant de détecter facilement l'digtide cette nucléase, grace a la propriété

meétachromatique du bleu de Toluidiffegure:6).

Cupule
entourée
d’'une zone
rose

Figure 6 : Productiorde la nucléase thermostable Baaureus

Aprés avoir effectué ces tests au laboratoire, Soosmes arrivés aux résultats suivants :

1.1. Prélevements contaminés :

Nous considérons comme positifs, les prélevemaritsagres culture sur milieu d’isolement
Baird-Parker montrent un développement bactérien.

Sur 76 prélevements analysés, 61 se sont révémtfpdgdéveloppement bactérien), donc

80,26 % sont contaminés.

1.1.1. Prélevements bovins contaminés :
Sur 47 prélevements de lait bovin, 37 échantillonsprésenté un développement bactérien

Soit un pourcentage de 78,72%.

1.1.2. Prélevements caprins contaminés :

Sur les 29 prélévements, 24 sont contaminés (82,75%
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1.2. Prélevements contaminés par les Staphylocoques

Les colonies présomptives d8.aureussont repiquées sur un bouillon nutritif pour
conservation et pour d’autres tests, les bactgmiésentant une coloration de Gram positif,
forme de cocci, catalase positive et une culturerslieu Chapman quel qu’en soit le résultat
de la fermentation positif ou négatif sont consé@ér comme des bactéries appartenant au

genre :Staphylococcus

Parmi 76 échantillons, 43 sont contaminés par @ghglocoques (56,57%)

1.2.1. Prélevement contaminés par les Staphylocogupour I'espéce bovine :

Soit 27 échantillons sont contaminés par des stapbgues (57,44 %).

1.2.2. Prélevement contaminés par les Staphylococupour I'espece caprine :

Pour le lait de chevre, 16 échantillons sont coimi@mpar des staphylocoques (55,17 %).

1.3. Prélevements contaminés par les Staphylocoquesoagulase positive :

Les 43 souches de Staphylocoque isolées sontsgstéie mettre en évidence une coagulase.
23 souches sont coagulases positives (SCP) (30)26t%'apres ce résultat, on a pu déduire
le taux des Staphylocoques a coagulase négative)(&6,31 %).

Le taux de SCN pour I'espéce bovine est de 19,08/&¢uches) et pour I'espéce caprine
37,93 % (11 souches).

1.3.1 Prélevements contaminés par Staphylocogues@agulase positive pour I'espece
bovine :

Sur les 47 prélévements, 18 isolats de Staphyl@o§taient coagulase positive, soit un taux
de 38,29 %.

1.3.2. Prélevements contaminés par les Staphylocaagia coagulase positive pour

I'espéce caprine :

Cing souches de Staphylocoque a coagulase postitdasolées parmi les 29 échantillons de
lait de chévre soit 17,24%.
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1.4. Prélevements contaminés pa8. aureus:

Ce résultat est obtenu apres le test de la DNasmtstable, le pourcentage $&aureus

présents dans tous les prélevements est de 26,31 %.

1.4.1. Prélevements contaminés p&. aureuspour I'espéce bovine :

Toutes les souches SCP isolées de lait de vaclsegms une nucléase thermorésistante, le

taux deS. aureugar rapport aux prélévements de lait de vachdee88,29 % (18 souches).

1.4.2. Prélevements contaminés p&. aureuspour I'espéce caprine :

Parmi les souches SCP isolées de lait de chewg,stmt DNase positive, ce qui présente un
taux de 6,89 % (02souches).

1.5. Discussion :

Le taux des échantillons contaminés est de 80,2B3%2 % pour I'espece bovine et 82,75 %
pour I'espece caprine).

La difficulté d'éviter toute contamination dans ddsvages ou les mesures d’hygiéne sont
mal appliquées et ou les conditions de prélevensent difficiles (éclairage insuffisant,
mouvements d’animaux, poussiéres dans l'air) aseéidligné par Neave (1975) et peut
expliquer les pourcentages élevés d’échantillomsacoinés.

Néanmoins, le nombre d’échantillons contaminésliéfitile a prédire vu que certains agents
étiologiques de mammites (clinique, subcliniquesayphase latente) autres diileaureusne
peuvent pas cultiver sur Baird-Parker.

Dans notre étude, le taux des Staphylocoques eS6@& % soit 57,44 % pour I'espéce
bovine et 55,17 % pour I'espéce caprine, ce quitmofimportante contamination par ce
genre.

Les staphylocoques représentent la bactérie la gpusent mise en cause dans les toxi-
infections alimentaires dues a des produits laitear France (De Buyser et al., 19%bjinme

au Royaume-Uni (Maguire et al., 1991).
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Le taux des Staphylocoques a coagulase positiveee§0,26 % (38,29 % pour le lait de
vache et 17,24 % pour le lait de chevre). L'étudeNdrmanno et al en Italie (2005) rapporte
gue 38,4 % des échantillons de lait cru testés sontaminés par des staphylocoques a
coagulase positivdJne étude a montré que presque 45 % des échastdienait cru bovin
testés contenaient des souches staphylococciqeeagulase positive (Rola Jolanta et al.,
2013).

Pour les Staphylocoques a coagualse négativeule da contamination était de 26,31 %
(19,14 % pour I'espéce bovine et 37,93 % pour Bespcaprine) et pour Ben Hassen et al
(2003), les SCN ont représenté 97,5 % des casedtiohs latentes €2,8 % des cas de
mammites subcliniques.

Pyorala (1995) montre que les SCN sont responsaelgdus de 3 % des cas de mammites
subcliniques, les fréquences des mammites subgésiglans certaines étudasait de 56 %
en Jamaique (Zingesser et aB91), 64 % en Inde (Saxena et al., 1993), 45 %remdad
(Romain et al., 2000), 52 % en Uruguay (Gianneedtial., 2002), 62% en Ethiopie (Dego
et Tareke, 2003) et 50 % au Maroc (Houssainl-Hi003).

Il faudrait rappeler que ces laits provenant deeldes atteintes de mammites subcliniques,
sont destinés a la consommation humaine.

On voit bien que les SCN prennent de plus en ptubathpleur dans nos élevages, pourtant
considérées comme germes mineurs, mais il faudréter une attention particuliére a ces
bactéries.

Dans notre étude, on a isolé 20 soucheS.daureug18 souches pour le lait de vache et 2
souches pour le lait de chévre), soit un taux da12% des échantillons.

Pour Asperger (1994%. aureusconstitue la bactérie la plus fréquemment implegdéns les
infections latentes et les mammites subcliniquesréhues. Les mammites étant difficiles a
eradiquer, elles représentent la principale sodeceontamination des laits crus.

A partir d’études faites sur l'incidence et la fuégce des mammites subcliniqu8saureus
est classé comme agent étiologique important pliisegi isolé en France a 39 %, 44,7 %,
29% (Bouchot et al., 1985 ;Longo et,H094 ; Fabre et al,1997) respectivement, en Egypte
29,1 % (Seddek et al.,1999), en Zimbabwé 34,2 %d¢iaha et al., 2002). En revanche,
d’autres études rapportent des fréquences pluse$aii2 % pour Lafi et al. (1994) en

Jordanie, 16 % pour Busato et al. (2000) en Suisse.
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2. Antibiogramme

Aucune des souches isolées n’est sensible a teuantéiotiques testés ; 19 souches (95%)
sont multirésistantes, c'est-a-dire une résistanae moins trois antibiotiques (CLSI, 2007)
alors que 5% présentent une double résistanceceinades isolats ne présente une seule

résistance.
2.1. Les Bétalactamines (CASFM Vét, 2013) :
Pénicilline :

Le taux de résistance a la pénicilline des sourdoddes est de 95%, ce taux est tres élevé par
rapport a d'autres études qui ont ramené des thusxaibles de résistance a la pénicilline des
S. aureussolés de denrées alimentaires d’origine animaldrinlande un taux de 50,7% a été
rapporté par Myllys et al (1998), en Tunisie 60 & douches isolées par Ben Hassen et al
(2003) sont résistantes, au Canada, un pourcedtaggel a été trouve (Sabour et al.,2004), en
Hongrie, Peles et al. (2007) rapporte un taux dd%6 en Italie, Normanno et al. (2007)
rapporte un taux de 88,9% et au Portugal, Pereiah @009) rapporte un taux de 53,8% de

résistance.

D’autres souches d8. aureussolées de différents hdpitaux montrent aussirésstances
alarmantes, kara Terki (2014) rapporte un taux8%,%n France ONERBA (2005) rapporte
67%, aux USA un taux de 47% (Pillar et al. 2008)2% en Algérie (Rahal et al., 2008), et
98% en Iran (Rahimi et al., 2013).

Céfoxitine et Oxacilline :

Les résultats de I'antibiogramme ont révélé qué@B®t 30 % deS. aureusont résistantes a

la Céfoxitine et I'Oxacilline, respectivement.

Il est & noter que le mécanisme d’hyperproductienpénicillinases peut étre également
responsable de I'hydrolyse des pénicillines du geoiv (Méticilline, Oxacilline) mais ce

mécanisme génere un bas niveau de résis{@mmuth et Leclercq, 2000).

Cette résistance doit étre confirmée par d’aurststbien évidemment.

42



RESULTATS ET DISCUSSION

2.2. Les Aminosides :

Gentamicine (CLSI, 2008) ; Amikacine (CASFM, 2007 CASFM, 2012) ; Tobramycine
(CASFM, 2015) :

On a noté une seule résistance a la gentamicih® €6j et 50 % des souches sont sensibles
alors que 45 % présentaient une résistance intéamesl

Un taux de résistance de 40 % a été noté pourHKasitie, une sensibilité pour 25 % des
souches et 35 % présentaient une résistance irdings

Parmi les 20 souches isolées, 55 % présentaientrésitance a la tobramycine et 45 %

étaient sensibles.

Les souches résistantes a la gentamicine sontamé®s a I'ensemble des aminosides sauf
streptomycine (CASFM, 2015).
L'usage de la gentamicine n’est pas permis chemadthe laitiere en Algérie d’ailleurs c’est

pour cela qu'on a eu un taux aussi faible (RADR,120

La résistance a la gentamicine au niveau hospitaliété rapportée par certaines études, le
9éme rapport algérien de surveillance de la régistales bactéries aux antibiotiques a
rapporté un pourcentage de 13,9 et selon Ramo#}jZlb % des souches isolées au niveau

du CHU de Annaba sont résistantes.
2.3. Glycopeptide (CLSI, 2008) :

Vancomycine : Aucune résistance n’est remarquéee, d'ailleurs cefbdéecule est a usage

hospitalier seulement, comme dernier recours enl’'ca@fgction sévere &. aureus

2.4. Fluoroquinolone :
Ofloxacine (CASFM, 2012) :

Pour l'ofloxacine, on a noté une résistance de Héts que 85% étaient sensibles, les
souches isolées d’'un milieu hospitalier ont un tdex10,8% et pour celles isolées dans la
communauté, il est de 5,2% (Rahal et al., 2000ysajue Kara Terki (2014) a rapporté un
taux de 75% de résistance pour les Staphylocoques.
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2.5. Macrolides et apparentés :
Spiramycine et Lincomycine (CASFM, 2012 ; CASFM Vét2013) :

Le taux de résistance est de 5 % pour la spirarayaiors qu’il est de 10 % pour la
lincomycine ; Bouaziz (1998) rapporte un taux ded 1% de sensibilité vis-a-vis de
I'erythromycine, lincomycine et de spiramycine pées souches isolées de laits mammiteux.
Il rapporte le méme résultat quatre ans apres@08)2c'est-a-dire une sensibilité de 100 %.

Dans les hopitaux algériens rahal et al (2007) appies taux de 24,3 % ; 16,3 % et 2,1 %
pour I'erythromycine, la clindamycine et la prigtmycine respectivement, Kara Terki (2014)

rapporte un taux de 71,5 % de résistance poutdpsy@ocoques isolés a I'hdpital.

2.6. Tétracycline (CASFM Vét, 2013) :

Selon notre étude, 35 % de résistance vis-a-viboagtétracycline, Bouaziz rapporte une
fréequence de résistance de 38 % en 1998 et 40 20@2 desS. aureussolés de laits de
mammites, en Tunisie, Messadi et al (1991) ont oetppun pourcentage de 23,9 alors que
Ben Hassen et al (2003) ont rapporté 36 %. Unecétuehée dans la province de Québec au
Canada rapporte un taux de 1,9 % (sur 105 soucleesgsistance deS. aureusisolés de
glandes mammaires (Sabour et al., 2004).

L'utilisation irrationnelle de cet antibiotique e$une des principales causes de cette

résistance.

2.7. Triméthoprime /Sulphaméthoxazol (CASFM Vét, 203) :

20 % des souches sont résistantes, 5 % sont déisegnsntermédiaire et 75 % sont
sensibiles alors que Bouaziz (1998) n’'a obtenu meicuésistance vis-a-vis de la
triméthoprime associé a la sulphaméthoxazol suisséats deS.aureus

2.8. Phénicolés (CASFM Vét, 2013 ; CASFM, 2015) :

La fréquence de sensibilité est de 90 % soit 2lsmsiqui sont résistantes, en Tunisie, 8 % de
résistance par Ben Hassen et al (2003), en Alddte % de sensibilité est rapportée par
Aouati et al(2009) et Ouchénane et al (2011), 4 @e%ésistance par Kara Terki (2014).

L'usage du chloramphinicol est interdit en Algéxia qu’il provoque beaucoup d'effets

secondaires graves.
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2.9. Les antibiotiques non classés :
Fosfomycine (CASFM, 2012) :

Le taux de résistance pour la fosfomycine est dé65pour nos isolats alors que dans nos
hopitaux, est de 12,5 % par Kara Terki (2014).

Acide fusidique (CASFM, 2015) :

Un taux de 75 % de résistance est noté pour I'aftidelique, et 43% des souches sont

résistantes selon Kara Terki (2014).

Novobiocine (CASFM, 2007) :
Une seule souche est résistante pour la novobigoin&%.

Trés peu d’études sont faites sur cet antibiotigqies tests expérimentaux ['utilisent en

association avec d’'autres molécules telle que mécpkine contre lesS. aureus
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Tableau 2 : Fréguence de résistanceSieaireussolés aux antibiotiques testés

Famille Antibiotique Abréviation Nombre de souches
Résistante | Intermédiaire Sensible
N % N % N %
Penicillin P 19 95 0 0 1 5
Béta-lactames Oxacillin OX 6 30 0 0 14 70
Cefoxitin FOX 7 35 0 0 13 65
Gentamicin CN 1 5 9 45 10 50
Aminoglycosides Amikacin AK 8 | 40 7 35 5 25
Tobramycin TOB 11 55 0 0 9 45
Macrolides Spiramycin SP 1 5 0 0 19 95
Lincomycin MY 2 10 0 0 18 90
Glycopeptides Vancomycin VAN 0 0 0 0 20 100
Quinolones Ofloxacin OFX 3 15 0 0 17 85
Tétracyclines Tetracycline TE 7 35 0 0 13 65
Sulfonamides Trimethoprim/ SXT 4 20 1 5 15 75
Sulfamethoxazo|
Phénicolés Chloramphenicol C 2 10 0 0 18 90
Fosfomycin FOS 11 55 0 0 9 45
Autres molécules |  Fusidic acid FC 15 75 0 0 5 25
Novobiocin NO 1 5 0 0 19 95
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Tableau 3 : Phénotype de résistance des so&lageus

Souche Origine Phénotype
S1 Lait cru de vache P/FOS/CN/FOX/FC/OX/ISXT/AK/IOFX/TOB
S2 Lait cru de vache P/FOX/FC/OX
S3 Lait cru de chévre P/OX/CN/FOX/FC/OFX/TOB
4 Lait cru de chévre P/OX/CN/FOX
S5 Lait cru de vache P/FOS/CN/FC/C30/AK/TE/TOB
S6 Lait cru de vache SP/P/FOS/CN/C30/AK/TE/TOB
S7 Lait cru de vache P/FOS/FC/AK/TE/TOB
S8 Lait cru de vache P/FOS/FC/OX/SXT/AK/TE/OFX/TOB
S9 Lait cru de vache P/FOS/CN/FC/SXT/AK/OFX/TOB
S 10 Lait cru de vache P/FOS/CN/FC/C30/MY/AK/TE/
S11 Lait cru de vache P/FOS/FC/AK/TOB
S12 Lait cru de vache P/FOS/CN/OX/AK/
S13 Lait cru de vache P/FOX/FC/SXT/AKITE/
S14 Lait cru de vache P/FOS/CN/FOX/FC/AKOFX/TOB
S15 Lait cru de vache FOS/FC/SXT/AK/TOB
S 16 Lait cru de vache P/IFCITE/
S17 Lait cru de vache P/IFOS/
S 18 Lait cru de vache P/FOS/CN/NO/AK/TOB
S 19 Lait cru de vache P/FOS/AK
S 20 Lait cru de vache P/FOX/FCIOX/AK/
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3. Résistance a l'oxacilline (Test MRS/ :

Ce testtoncerne les souches présentant une résistammeaailline ou a la céfoxitine dans |
conditions standard de I'antibiogramme, dans no&a® vu qu’on a utilisé les deux disq!

alors toute souche présentant une résistance ‘pouwtds deux disqueslle sera testé

Sur 7 souches présentant des résistances (déjaonme@s dans la partie concern
'antibiogramme) seule quatre souches ont été igesitau test de screening soit 20 % S.

aureusisolés, notons aussi, que ces souches sont toulésdsistante:

» S.aureus
SARM
» SASM

v
v

P Oxa Céf Gent Amk Tob Vanc Oflo Spir Linc Tétr Tr/S Chlo Fos AcF Nov

Figure 7: Pourcentage de résistanceS. aureusux antibiotique

4. Production de bétalactamast :

Toutes les souches catégorisé résistante> a la pénicilline (19 souches) siestées, le test
de treéfle a révélé que 89,47 % des souches isaléeis productrices de belactamase a
savoir deux souches seulement ne produisent paszgme (85 % des souches isolées

productrices de bétactamase
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Serieys et Gicquel-Bruneau (2005) rapporte un tdex60 % de positivité avec une
homogénéité de 71 % pour leurs élevages, alorsBogueo et al (2014), 83 % des souches

gu'’ils ont isolé, sont productrices de béta-lactsena

Tableau 4 : Production de béta-lactamase

Production de béta-lactamase = Nombre de souches pourcentage %
Positive 17 85
Négative 2 10
Total 19 95

5. Concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La plus faible CMI observée pour nos souches, esiL@lug/ml c'est-a-dire qu’il y a eu
développement bactérien pour la concentration gg/Bl, et est représentée par les deux
souches isolées de lait de chévre, alors que lesrgdes plus élevées, sont représentées par
les souches isolées de lait de vache avec des Qhiladentes a 64g/ml et 256ug/ml c'est-
a-dire qu’'on a assisté a un développement bactégear les concentrations inférieures, 32
ug/ml et 128ug/ml, soit une souche qui présente une résistaadedt niveau (possede une
CMI supérieure a 64ig/ml), a noter aussi que tous ces SARM sont predustde béta-
lactamase.

Les souches isolées de lait de chevre avaient Mggdible par rapport a celles isolées de lait
de vache, cela est surement di aux traitement® rpagu les vaches, c'est-a-dire que les
souches bovine sont en contact avec les médicanadons qu’on assiste rarement a des
infections concernant les caprins vu qu’ils sordtigue donc pas de traitement et pas de
contact fréquent avec les molécules antibiotiques.

Des CMI de l'oxacilline sont rapportées par desdésuantérieures, Watts et al. (1997)
rapporte une CMI égale adg/ml pour les SARM producteurs de béta-lactamase, 28
ug/ml pour les SARM non producteurs de béta-lactamnas Denemark, une CMI de 0,05
ug/ml par Salmon et al. (1998), enfin des CMI de jog&mnl et 1ug/ml sont observées par
Gentilini et al. (2000¥t De Oliveira et al. (2000) respectivement.
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Au niveau hospitalier, un taux de 100% de SARM ewaiune CMI supérieure ou égale a
512ug/ml & Tokyo (Kato et al.,, 2006) alors qu'en Algériun taux de 71% de SARM
possedent une CMI supérieure augdml (Rebiahi, 2012).

Ces resistances sont nettement plus élevées quésistances que nous rapportons, car en
médecine humaine la résistanceSdaphylococcus aurewix antibiotiques est tres fréquente
surtout en milieu hospitalier (Guerin-Faublee eurBr1999) d’autant plus qu’il existe

plusieurs parameétres que nous ciblerons prochaimeme

Tableau 5 : CMI et phénotype de résistance des SARMs

Souche Origine CMI Phénotype
MRSA (hg/ml)
S1 Lait cru de vache 256 | P/IFOS/CN/FOX/FC/OXISXT/AK/OFX/TOB
S2 Lait cru de vache 64 P/FOX/FC/OX
S3 Lait cru de chévre 16 P/OX/CN/FOX/FC/OFX/TOB
S4 Lait cru de chévre 16 P/OX/CN/FOX

6. Fréquence des SARM par rapport aux préléevements

Sur 76 échantillons, quatre SARM sont détectés usoiaux de 5,26 %.

Pour le lait provenant de I'espéce bovine, deuxcBes sont détectées sur 47 prélevements
soit 4,25 % et pour l'espéce caprine, deux souddwd détectées aussi mais sur 29
prélevements soit 6,29 %.

7. Fréquence des SARM par rapport aux Staphylocoqseisolés :

Présence de quatre souches SARM sur les 43 sodeh&saphylocoques soit un taux de
9,30%.
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8. Fréquence de SARM par rapport auxS. aureus:

Parmi les 20 souches &e aureu, quatre sont résistantes a la méthicilline (SARM) 20 %

120
100 100 100
100
o 80
I
% 60
= ® SARM
o
O 40 ¥ S.aureu
L Genre Staphylocoq
20 Prélevemen
0
lait de lait de vache lait de chevre
vache+lait de
chévre
Type d'echantillon

Figure 8: pourcentage des Staphylocoques,S. aureuet des SARM par rapport ai

échantillons prélevés

Plusieurs études dans le monde, dans différents gatyrapporté la présence de SA dans
les laits, en Corée, 1,2 % de SARM retrouvé dafaitiele chevre (Lee, 2003) et 0,18 % d
le lait de vache (Kwon et al., 2005), en ltalieriManno et al. raméne un taux de 0,37 % i
de lait et de fromage en 2007, en Hongrie, 0,26 teaaporté (Kaszanyitzky et al., 200«
et aussi quelques données sur la présence de SARbBIes denrées alimentaires d’oric
animale sont publiées, en Corée 0 % de SARM daumiale de chevre, 1 % dans la via
de poulet (Lee, 2003) et en 2006, Kwonl. rapporte 0,3 % dans la viande de po

Au Japon, 0,45 % dans la viande du poulet (Kital 2005)

Aux PaysBas, van Loo et al. (2007) n’a isolé aucun SARMsdi@s viandes de chevre, m
en 2009, les taux sont élevés par rapport a d'aypags avec 10,6 % pour la viande de b

15,2 % pour la viande de veau, 6,2 % pour la vialidgneau et de moun, 16 % pour la
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viande de poulet, 35,3 % pour le viande de ding2 22 pour la viande de gibier (de Boer et
al., 2009).

En Espagne, 1,6 % de viandes diverses (Lozano, €0819).

Aux Etats-Unis, 3,3 % de viande de boeuf, mais pesiviandes de poulets, lapins et agneaux
aucune résistance a la méthicilline parSeaureussolés n’est enregistrée (Pu et al., 2009).
Au Canada, 5,6 % pour la viande de boeuf et 1,3 &6 [soviande de poulet (Wees et al.,
2010).

La prévalence d8. aureugians le lait cru dépend de la région géographigeiéa saison, du
nombre d’animaux dans la ferme et de I'hygiéneidu k&t du personnel (Touch et Deeth,
2009). Ces souches staphylococciques retrouvées dan lait sont généralement
géographiquement différents ou endémiques a laefarira la région dans laquelle elles ont
éte isolées (Piccinini et al., 2010; Proietti et 2010).

La littérature scientifique offre plusieurs artigléraitant de l'antibiorésistance chez f&s
aureusisolés de lait de vaches (Tdagberry et al., 1993 ; Owens et al, 1997 ; Salmaal.et
1998; De Oliveira et al., 2000 ; Gentilini et &Q00 ; Yoshimura, 2002 ; Vintov et al., 2003 ;
Shitandi, 2004 ; Sabour et al, 2004 ; Tenhagenlet2806 ; Moroni et al.,, 2006 ;
Bennedsgaard et al., 2006).

Dans ces études, les patrons de résistance resrohee lesS. aureussolés de lait de vache
divergent entre eux.

L'utilisation de différentes techniques dans ceslét rend l'interprétation et la comparaison
difficiles d'une étude a l'autre (Schlegelova et2001 ; Erskine et al., 2004).

Un autre facteur influencant les données réside tmncritéres d'interprétation utilisés dans
chacune des études pour établir le classement deshes comme étant sensibles,
intermédiaires ou résistantes a un antimicrobieméqSchlegelova et al., 2001 ; Erskine et
al., 2004).

Avant 1999, aucun standard n'avait été établi pdinterprétation des données
d'antibiorésistance obtenues chez les souchegid®étérinaire (Schlegelova et al., 2001),
il était donc difficile d'extrapoler les donnéedeatues in vitro a l'efficacité d'un antibiotique
in vivo.

Actuellement plusieurs standards sont disponiblear d’interprétation des données de
'antibiorésistance, malgré tout, les interprétasialifferent entre eux (dans cette étude, les

souches isolées sont toutes résistantes a la ggritaTsi on interpréte avec le standard de

52



RESULTATS ET DISCUSSION

CASFM Vét 2013 et le CASFM 2015) et la comparaiseste difficile de méme pour les
études antérieures a cette date, et celles ramilipas les mémes molécules, les mémes
techniques pour détecter phénotypiquement la aégistde ces bactéries.
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Conclusion :

S. aureu®st un pathogene alimentaire et médical dangereypadses facteurs de virulence

multiples nécessaires pour sa propagation et solatén.

A la suite de ces résultats, on peut conclure g8 hureuspeut étre présent dans le lait de
vache sans qu'il ait un signe inflammatoire delende mammaire ou bien une altération du
produit alimentaire (lait de vache et de chevracades taux assez élevé (26,31 %) ce qui est
un danger pour l'animale et pour la santé publigele,peut étre résistant a plusieurs
antibiotiques (95 % des souches isolées sont msiktiantes) allant de molécules utilisées en
médecine vétérinaire jusqu’aux molécules utilisgegr 'homme, limitant ainsi le choix du
traitement lors d’apparition d’'une mammite, d’ifea touchant I’'homme (zoonose) ou toute

autre pathologie que peut causer cette bactérie.

Afin de limiter les dégats provoqués par ce gernmeanimite, infection cutanée,
intoxination...), on essaie d’éliminer ce germe talbord dans nos élevage par des
désinfections régulieres et essayer de procurer meideurs hygiéne pour nos animaux
(vache et chevre), ce pathogene bien évidemmesémprélans toute la planete bleue ne peut
étre éliminé alors essayant de limiter sa présesicea multiplication en respectant le
protocole de tarissement, hygiene lors de la trelitea collecte du lait, son transport et sa
conservation, de limiter sa résistance envers tagiatiques en se basant sur un bon
diagnostic premiérement, antibiogramme si c’essides, respecter la posologie (injection de
dose supérieures a la CMI) et la durée du traiténesfin, utilisation des associations
d’antibiotique. Ceux-ci sont quelques méthodes démréduire la fréquence & aureusen

conséqguence les affections que peut provoques eéséstances vis-a-vis des antibiotiques.

En perspective de ce travail, il serait intéressdidtudier un plus grand nombre
d’échantillons, les méthodes et les conditions edafje, les mécanismes et les genes
responsables de ces résistances qui ne cessegin@ater et enfin une ou des molécules qui

auront une activité bactéricide ssiraureusnultirésistant.
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ANNEXES




Valeurs des diamétres des zones d’inhibition pous. aureus (CASFM, Vétérinaire 2013)

Annexe 1

Antibiotique Charge du Diametre critique (mm)
disque S I
Penicilline 10 Ul >29 - <29
Cefoxitine 30 g >27 - <25
Gentamicine 15ug >20 - <20
Chloramphinicol 30 g >22 - <19
Oxacilline 5ug >20 - <20
Triméthoprime/Sulfaméthoxazolel,25/23,75.9 >19 - <10
Tétracyline 30 Ul >19 - <17
(CASFM, 2015)
Antibiotique Charge du Diamétre critique (mm)
disque S I
Gentamicine 10 ug >18 - <18
Chloramphinicol 30 ug >18 - <18
Acide fusidique 10pg >24 - <14
Tobramycine 10pg >18 - <18

(CASFM, 2012)

g : microgramme

Antibiotique Charge du Diametre critique (mm)
disque S I

Fosfomycine 50 ug >14 - <14

Amikacine 30 ug >17 - <15

Lincomycine 15ug >21 - <17

Ofloxacine 5ug >22 - <22

(CASFM, 2007)

Antibiotique Charge du Diametre critique (mm)
disque S I

Novobiocine 30 ug >18 - <17

Amikacine 30ug >17 - <14

(CLSI, 2008)

Antibiotique Charge du Diameétre critique (mm)
disque S [

Vancomycine 30ug >15 - -

Gentamicine 10 g >15 13-14 <12

Mg : microgramme

S : sensible R : résistant

S : sensible R : résistant



Annexe 2:

Photos personnelles

Zones claires

dues a
I'hydrolyse des
protéines par des
colonies
présomptives de
S. aureus
Photo : dégradation des protéines (zone d’'éclaeanent)
Amas de
bactéries en
grappe de
raisin
Chainette de
Diplocoque bactéries (en
i tétrade)
de coloration
violet
(coloration de
Gram)

Photo : bactéries sous microscope optique 10X



Milieu liquide

Milieu trouble
liquide (culture
stérile bactérienne
(clair) positive)

Photo : culture bactérienne en milieu liquide

Début de la Coagulation
coagulation totale du
du plasma plasma

Photo : Résultat du test de la coagulase



Zone rose
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Photo : Résultat du test DNase thermostable

Photo : Résultat d’antibiogramme
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S.aureus

Ssﬁgﬂ‘; ATCC 25923
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S.aureus
ATCC 43300
Quadrant non
ensemencé
Photo : Résultat du test MRSA
S.aureus
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S.aureus
a tester
S.aureus
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Photo : Résultat de « test du tréfle »
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RESUMES




Résumé :

S. aureusest une bactérie pathogene des animaux et derlearausant plusieurs symptémes
chez ceux-ci, allant de simples indigestions, imations alimentaires liées a l'ingestion de
nourritures contaminées par les entérotoxines gkapbcciques jusqu’aux infections séveres

cutanées, pulmonaires, septicémiques...etc.

Parmi les problemes majeurs de ce pathogéne, kstdee sa résistance aux antibiotiques
réduisant ainsi le choix du traitement et une riéaigeu probable.

L’objectif principal est d’estimer la prévalence 8e aureusdans le lait cru de vache et de
chévre, et d’établir le phénotype de sa résistaneers certaines familles d’antibiotiques.

Un total de 20 souches ont été isolées et ideasifen utilisant un milieu sélectif et des tests

biochimiques.

L'antibiogramme a été réalisé selon la méthodeiffiesbn sur gélose, suivi par la recherche
desS. aureugésistant a la méthicilline (SARM) par le scregniast, et de la production de
béta-lactamase. Enfin, une concentration minimal@bitrice en milieu solide pour les

SARM vis-a-vis de I'oxacilline a été déterminée.

Une forte prévalence (26,31 %), des phénotypessistance multiple (95 %) et des fortes

CMI (jusqu'a 1281g/ml) sont les résultats de cette étude.

Quelgues approches ont été proposées dans le bntiwe la propagation, 'émergence et le

développement de résistance envers les antibiatique

Mots clés S. aureusprévalence, résistance aux antibiotiques, SARM| C



Abstract:

Staphylococcus aureus a bacterial pathogen of animals and humansir@auseveral
symptoms, from simple indigestion, food intoxinasorelated to the ingestion of foods
contaminated with staphylococcal enterotoxins, éeese infections of the pulmonary and
skin, sepsis ... etc.

Among the major problems of this pathogen is th&bantic’s resistance that reducing the

choice of treatment and unlikely success.

This study was carried out to estimate the prewaaiS. aureusn raw cow's milk and goat,

and to establish the phenotype of resistance tainantibiotics families.

A total of 20 strains were isolated and identifiesihg selective media, and biochemical tests.
Antimicrobial susceptibility was tested by the agdfusion method. screening test was used
for searchS. aureugmethicillin-resistant (MRSA), and the productiohb®ta-lactamase was
performed. Finally. The MRSA minimum inhibitory meentration against oxacillin was

determined by solid medium.

High prevalence (26.31%), multidrug resistance phgres (95%) and high CMI (138y/ml)
were the results of this study. Some approaches baen proposed in order to limit the
emergence, spread, and development of antibigistance.

Keywords:S. aureusprevalence, antibiotic resistance, MRSA, CMI
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