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Résume :

L’étude de l’antibiorésistance de Staphylococcus aureus isolés à partir des laits mammiteux

individuels, a été faite sur dix souches à partir des quartiers de vaches résistantes aux

traitements. Après isolement et identification des souches, des antibiogrammes ont été

réalisées par la méthode de diffusion sur gélose.

Sur l’ensemble des isolats, presque la totalité des souches isolée s’est avérée résistante à

l’Ampicilline et à l’Erythromycine avec un taux de 70%, aussi une résistance significative a été

observé pour l’Acide oxolinique et la Vancomycine avec des taux respectifs de 60% et 50%. A

l’opposition les sensibilités les plus marquées ont été constatées pour la Gentamycine et la

Rifampicine avec un taux de 60%.

Mot clé : vaches, Laits mammiteux individuels. Staphylococcus aureus. Antibiorésistance.



Summarize:

The study of the antibiorésistance of Staphylococcus aureus isolated starting from individual

mammiteux milks, was made on ten stocks of Staphylococcus aureus isolated starting from the

districts of the cows resistant to the treatments. After insulation and identification of the

stocks, antibiogrammes were carried out by the method of diffusion in gélose.

On the whole of the isolates almost the totality of the stocks isolated proved to be resistant to

Ampicilline and Erythromycine with rate of 70%, also a significant resistance for the Acid

oxolinic and Vancomycine with respective rates of 60% and 50%. To the opposition the most

marked sensitivities were announced for Gentamycine and Rifampicine with a rate of 60%.

Keyword: cows, mammiteux Milk individual. Staphylococcus aureus. Antibioresistance.



الملخص

مناجلدراسةمقاومةالمضاداتالحیویةللمكوراتالعنقودیةالذھبیةال
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:الملخص

بقار التي تعاني من المعزولة من حلیب الأالحیویة للمكورات العنقودیة الذھبیةالمضاداتمقاومةان دراسة

على عشرجریت أحیث،التھاب الضرع على  العزل و التعرف بعد.جللعلابقار المقاومة الأمعزولة من ضرعسلالات 

.النشر على الجلوزرام  عن  طریقنتغجري الأأالسلالات

ریثرومسین  بنسبة  الإمبسلین و للأة المؤكد انھا مقاوممنالمجموعة المدروسة   في  تقریبا  كل السلالات  المعزولة

.%50و%60 بنسبة متتابعة  كومسینو الفا نكزولونیكحامض الأل قاومة معتبرة لى مإضافة إ،70%

.%70نسبة  ب  جد واضحة  للجونتامسین و الرفامبسینحساسیة في المقابل نلاحظ 

.الحیویة المقاومةالمضادات -المكورات العنقودیة الذھبیة-حلیب ات من التھاب الضرع-الأبقار :مفاتیح البحث
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Introduction :

En Algérie, Les mammites bovines constituent une pathologie dominante dans les élevages

bovins laitiers comme dans la plupart des pays. Plusieurs études ont été réalisées sur

l’estimation de la fréquence des mammites subclinique et clinique chez les bovins laitiers (Nair

et al. 2000, Kebbal. 2002). Mais il faut signaler le manque d’études approfondies sur les germes

responsables de mammites et leurs antibiorésistances.

Parmi les agents infectieux majeurs causant la mammite est Staphylococcus aureus. Ce germe

est présent partout à la surface de la peau et des muqueuses et en particulier au niveau des

trayons (Durel et al, 2004 ; Van de Leemput, 2007), il est à la fois agent commensal et un agent

pathogène (Cohen, 1972).

La bactérie S. aureus est bien équipée pour se protéger. Ses propriétés lui permettent de

résister aux attaques du système de défense et de s’isoler derrière un mur de protection ou la

paroi de l’abcès qui empêche certains antibiotiques de l’atteindre (Luc Descôteaux, 2004).

Auparavant l’approche thérapeutique liée à la révélation des antibiotiques ne permet pas de

redouter ces infections. Au cours de ces dernières années, l’utilisation excessive des

antibiotiques contribue à l’apparition des souches de S. aureus résistantes aux

antibiotiques. (Pasmans et al, 2008).

Le problème d’antibiorésistance chez S. aureus est un problème reconnu à l’échelle

internationale, il fait l’objet d’un intérêt scientifique en raison de son expansion continue, ce

phénomène s’intensifie en absence de mesure d’hygiène et d’entretient rigoureux.

La présente étude vise à étudier cette bactérie chez le bovin, où nous avons effectuée des

prélèvements de lait mammiteux pour l’isolement des S. aureus, après l’identification

biochimique nous avons également étudié la résistance de ces souches à diverses familles

d’antibiotiques.
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CHAPITRE I : La Mamelle et la mammite.

I.1. Rappels anatomiques et les défenses de la glande mammaire:

I.1.1. Anatomie de la glande mammaire chez la vache:

La vache possède deux paires de mamelle inguinales : deux quartiers antérieurs et deux

quartiers postérieurs. Chaque mamelle se prolonge par un trayon au sommet et s’ouvre par le

canal du trayon. Les mamelles sont réunie extérieurement par une masse hémisphérique

appelé le pis (Hanzen, 2000).

Figure 01 : Conformation de la mamelle chez la vache (Hanzen, 2010)

Le lait est sécrété dans des vésicules de 100 à 300 microns appelé alvéole ou acini organisé en

grappe. Elles s’ouvrent sur des arborisations canaliculaires : les canaux galactophores qui

drainent le lait de son lieu de sécrétion vers la citerne du pis et le trayon (Pulvinage et al,

1991). Le trayon qui s’ouvre un seul orifice au sommet punctiforme au repos mais aisément

dilatable (Hollmann, 1974). L’alvéole est entouré extérieurement par une couche de cellules

cuboïde nommé les lactocytes. La capacité de production laitière d’un animale dépend les

capacités de synthèse et de sécrétion de lactocyte et leur nombre ; qui sont varient en fonction

des races et le stade de lactation (Pulvinage et al, 1991).

I.1.2. Défenses de la glande mammaire :

 Canal de trayon :

Son anatomie permit d’obstruer l’extrémité distale des trayons mamellaire par un muscle

circulaire nommé le sphincter. La mamelle est particulièrement sensible aux infections lors

et pendant 30 à 60 min après la traite où cette première barrière est absente, à part cette

période il est présent en continu car l’épithélium du trayon produit en continue la kératine
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qui occupe la lumière du canal et joue un rôle important dans la fixation des germes jusqu’à

leur expulsion lors de la traite (les trois premiers jets). Une détérioration surtout de

sphincter du canal du trayon c’est l’un des facteurs de risque reconnu de nouvelle infection

ce que montre importance de cette barrière passive (Ramy, 2007 ; Smith, 2008).

 Défenses cellulaires :

La mamelle présente des cellules de l’immunité dont on a les macrophages, les

lymphocytes, les polynucléaires et complément (Meunier, 1999). Les cellules épithéliales

interviennent aussi dans les mécanismes de défense suite à la reconnaissance du

lipopolysaccharide des Gram négatives, et l’acide lipoteichoïque des Gram positives. (Jean-

Baptiste et al, 2010).

 Défenses non cellulaires :

Elles comprennent les molécules à activités antimicrobiennes présentes dans la mamelle, le

complément et les immunoglobines. Parmi les molécules à activité antimicrobienne les plus

importants sont les lactoferrines. Les immunoglobines sont en faible concentration dans le

lait sain, mais leur concentration augmente rapidement lors d’une infection (Remy, 2007 ;

Smith, 2008).

I.1.3. Particularité de la période de tarissement (période sèche) :

Pendant cette période en observe dix fois plus des nouvelles infections mammaires par

rapport à la période de lactation. Des variations de la sensibilité de la mamelle à l’infection ont

été observées, ils sont dues à des modifications importantes des défenses de la mamelle ; le

canal du trayon est scellé pendant la période sèche par un bouchon de kératine mais il disparaît

avant le vêlage. (Bradley, 2004).

I.2. Mammites bovines :

I.2.1. Définition de la mammite :

Une mammite est une inflammation d'un ou plusieurs quartiers de la mamelle, provoquée

généralement par une infection bactérienne ou suite à un traumatisme de la mamelle, des

désordres physiologiques (plus rares), par les Algues, levures. L'infection mammaire peut

prendre diverses formes suivant soit associée ou non à des signes cliniques (Gedilaghine,

2005).
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I.2.2. Caractéristiques des différents types de mammites :

Type de mammite Symptômes caractéristiques ou définition

Clinique aiguë Inflammation de la mamelle, fièvre de plus de 39C, sujet faible et

déprimé, manque d'appétit. Rendement laitier baisse drastiquement.

Suit souvent le vêlage et, de façon moins grave, le tarissement.

Clinique suraiguë Quartier enflé, chaud, rouge, douloureux. Le lait passe difficilement.

Fièvre de plus de 41C, la vache n'a pas d'appétit, frissonne et perd du

poids rapidement. La lactation est souvent interrompue.

Clinique subaiguë Aucun changement apparent du pis, présence de caillots dans le lait,

surtout dans les premiers jets. Sujet bien portant.

Infraclinique Aucun symptôme.15 à 40 cas pour un cas clinique. Le lait est

d'apparence normale. Le seul changement est la détection de l'agent

pathogène à l'analyse et l'accroissement du compte somatique. Surtout

causée par Staphylococcus aureus.

Chronique Attaques cliniques répétées mais peu fortes, généralement sans fièvre.

Lait grumeleux, quartiers enflés parfois. Le quartier peut devenir dur

(indurations fibreuses). Les traitements antibiotiques ne fonctionnent

souvent pas.

Gangréneuse Le quartier affecté est bleu et froid au toucher. La décoloration

progresse du bas vers le haut. Les parties nécrotiques tombent du

corps. La vache en meurt souvent.

Contagieuse Mammite provoquée par des bactéries comme Staphylococcus

aureus et Streptococcus agalactiae, dont les vaches infectées sont la

source principale.

Environnementale Mammite provoquée par des bactéries comme les coliformes (E. coli,

etc.), dont la source principale est un environnement contaminé le plus

souvent par du fumier.

Tableau 01: Caractéristiques des différents types de mammites (Duval J. 1995).

I.2.3. Etiologie de la mammite :

La grande majorité des mammites bovines est d'origine infectieuse (Durel et al, 2004),

Généralement une seule espèce bactérienne est responsable de l'infection, très rarement,

l'association de deux espèces. (Poutrel, 2004 ; Van de Leemput, 2007).
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Germe Genres Espèces

Pathogènes majeurs

Streptocoque Streptococcus agalactiae

Streptococcus dysgalactiae sub

sp

Dysgalactiae Streptococcus

uberis, Entérocoques

Staphylocoques

(coagulase positif)

Staphylococcus aureus

Entérobactéries Escherichia coli, Klebsiella

Anaérobies Arcanobacterium pyogènes

Pseudomonas Pseudomonas aeruginosa

Mycoplasmes Mycoplasma bovis

Autre Mycobactérium bovis

Nocardia asteroides

Pathogénie mineurs Staphylococcus coagulase

négative

Staphylococcus capitis

Staphylococcus luminis

Staphylococcus sciuri

Staphylococcus Xylosus

Groupe Hôte habituel (Vache) Mammites

Staphylocoques à coagulase

Positive (SCP) : S. aureus, S.

intermedius, S. hyicus.

-Vache : Peau, mamelle (lésions des

trayons), amygdale, Vagin.

Homme : peau.

Autre espèce animale.

Clinique

Staphylocoques à coagulase

Négative (SCN) : S.sciuri,

epidermidis, S. hominis, etc

-Vache : peau, mamelle, vagin,

amygdale, vagin.

Homme : peau, mains.

Subclinique

parfois clinique

Tableau 02 : Germes responsables de mammite (Guerin, 2007).
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I.2.4.Mécanisme d’apparition de la mammite par Staphylococcus aureus :

Staphylococcus aureus est résistant dans le milieu extérieur. Il peut, s'il y a un défaut

d'hygiène au moment de la traite ou un dysfonctionnement de la machine à traire, se retrouver

dans les gobelets trayeurs (sur le caoutchouc et ses fissures, dans le lait résiduel restant dans

les manchons après la traite). La contamination d'une vache à une autre, se réalise par les

mains du trayeur ou des lavettes et par gobelets trayeurs. Toutes lésions de trayon, favorisent

la multiplication Staphylococcus aureus. Après pénétration S. aureus dans le canal du trayon, il

envahit les canaux galactophores et colonise rapidement les cellules épithéliales (dès 24

heures) (Salat et al, 2007). Il se multiplie plutôt lentement, le pic étant entre 2 et 11 jours,

suivant l'animal (Durel et al, 2004).

La concentration en bactéries dans le lait est toujours faible (Durel et al, 2004 ; Salat et al,

2007). Puis il colonise le parenchyme mammaire assez rapidement. Il y est détectable dès 4

jours après inoculation (Salat et al, 2007).

La réaction inflammatoire est lente et souvent modérée (Salat et al, 2007). Parfois, on

observe des mammites aiguës avec forte inflammation du quartier et destructions tissulaires

irréversibles, conduisant à la perte du quartier et parfois de l'animal (mammite gangréneuse),

mais le plus souvent l'évolution est chronique ou plus fréquemment subclinique. Il y a alors

formation de micro-abcès dans le parenchyme mammaire qui protègent la bactérie des

défenses immunitaires et des traitements antibiotiques (Eicher et al, 2003). Certaines souches

sont capables de résister à la phagocytose des macrophages et restent à l'intérieur des

lysosomes. Elles forment de petites colonies à faible croissance mais persistantes et pouvant se

remultiplier (Durel et al, 2004). La réaction inflammatoire dans ces deux derniers cas est très

discrète voire indétectable. Il s'établit une sorte d'équilibre entre la bactérie et son hôte.

Lors de remultiplication de Staphylococcus aureus, de nouveaux épisodes cliniques peuvent

apparaître mais souvent ils sont asymptomatiques, seuls les taux cellulaires augmentent.

Staphylococcus aureus est un germe contagieux, seules très peu de souches sont présents

dans un élevage.

I.3.Méthode de diagnostic des infections mammaires :

Ce diagnostic repose sur la mise en évidence des symptômes généraux, locaux et

caractéristique de l’inflammation de la mamelle.



Mamelle et Mammite

7

I.3.1. Diagnostic clinique :

1. Examen clinique de la glande mammaire :

L’examen clinique de la mamelle et des sécrétions mammaires constitue la base de la

démarche pour diagnostiquer la mammite clinique. C’est le moyen le plus simple et le

moins onéreux. (Durel et al, 2003)

2. Examen visuel de la mamelle :

L’inspection commence à distance pour voir attitude et la démarche de la femelle qui

peuvent être modifiés si la mamelle est douloureuse, puis apprécie la couleur et le

volume de la glande mammaire. Lors de l’inflammation, elle peut devenir rouge.

Violacée et noire dans le cas de mammite gangréneuse. On peut avoir des déformations

(nodule, Abcès) et des lésions du tégument (Plaies, gerçures, lésions divers des trayons)

et de l’orifice du trayon (Microhémorragies…) (Hanzen et al, 2010).

3. Examen macroscopique de la sécrétion lacté :

Consiste à apprécier les modifications de la qualité de lait dont la couleur jaune au

rouge sombre, odeur d’œuf pourri en cas d’infection par les germe pyogène, la

consistance, la viscosité. Examen des premiers jets (Durel et al, 2003).

I.3.2. Diagnostique Bactériologique :

Cet examen permet un diagnostic de certitude de l'infection mammaire. Il consiste à mettre

en évidence et identifier des bactéries pathogènes dans le prélèvement du lait des quartiers

infectés, cette méthodologie s’avère très nettement inadapté à une utilisation à grande échelle

(Martel, 1991) et ne peut pas être systématique en raison des couts et de délais d’obtention

des résultats (Berthelot et Bergonier, 2001).

L'examen bactériologique de S. aureus sera développé en détail dans la deuxième partie.
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CHAPITRE II : Staphylococcus aureus.

II.1. Généralité sur les Staphylococcus aureus :

II.1.1. Historique :

Staphylocoques ont été observés premièrement par Robert Koch (1876), ensuite reconnu

par Louis Pasteur (1880) (Pasteur, 1877) Puis en 1883 le chirurgien Sir Alexander Ogston créa

nom au genre Staphylococcus pour décrire ces grains groupés en amas irréguliers à la façon

d’une grappe de raisin (nom en grec Staphyle). (Lowy, 1998. Cohen, 1972).

Le S. aureus ou S. doré nommé au fait que les colonies ont formé sur des médias riches

pleins une couleur d’or, car présente des caroténoïdes, en opposition aux colonies pâles,

translucides, blanches constituées par CNS. (Howard and Kloos, 1987; Liu et al., 2005).

II.1.2. Classification:

D’après Euzeby en bergey’s manuel 2002 et NCBI (National center for Biotechnologie

Information), la nouvelle classification des staphylocoques est la suivante :

-Règne : Bacteria.

-Division : Firmicutes.

-Classe : Bacilli.

-Ordre : Bacillales.

-Famille : Staphylococaceae. Avant (micrococaceae)

-Genre : Staphylococcus.

Les espèces Staphylococcus est divisé selon la capacité des bactéries de produire ou non la

coagulase (enzyme) en deux groupes :

 Staphylocoques à coagulase positive : S. aureus, S. intermedius.

 Staphylocoques à coagulase négative : S. epidermitis, S. saprophyticus. S. hyicus. Sont

des staphylococcus commensaux de la peau. (Ray and Ryan, 2003).
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Coagulase c’est une protéine qui se fixe avec prothrombine sur un site de liaison situé en N-

terminal formant un complexe nommé staphylothrombine. Ce complexe va induire une

polymérisation du fibrinogène en fibrine et ainsi la formation d'un thrombus donc le sang se

coagule. (Kawabata et al, 1985 ; Foster, 1996 ; Ray and Ryan, 2003 ; Toy et al, 2008).

II.1.3. Habitat :

Les Staphylocoques sont des bactéries très répondues dans la nature, retrouvé dans le sol,

les poussières, l’eau et dans certains produits alimentaires. Elles peuvent survivre pendant

plusieurs mois dans l’environnement s’ils sont protégés de la sécheresse et la dessiccation.

(Sneath, 1986).

Les germes Staphylocoques sont des germes ubiquistes, Commensaux, opportunistes :

Ubiquistes : Présente des capacités d’adaptation et de résistance. Capable de survivre dans un

large éventail d’habitats environnementaux. Ces capacités expliquent en partie la difficulté

d’éradication et une bonne résistance aux mécanismes d'épuration naturels (oxydation,

dessiccation donc favorise sa transmission directe mais aussi indirecte). (Acha et al, 1989 ;

Dworkin et al, 2006 ; Bohn, mars 2010).

Commensaux : Très fréquents de la peau et muqueuses des cavités naturelles des

mammifères et des oiseaux avec une prédominance dans les narines, le nasopharynx, le tractus

intestinal et génital. (Cohen, 1972; Prescott et al, 2003).

Opportunistes : La plupart des espèces rencontrée sont les Staphylococcus à Coagulase

Négative (comme S. epidermitis, S. saprophyticus), d’autres peuvent être occasionnellement

pathogènes comme S. aureus. (Kloos et al, 1975; Salyers et al, 2002).

II.1.4. Transmission :

Le S. aureus peut se transmettre par contact direct entre les individus ou par contact indirect

par l’air, l’eau, la nourriture, vecteurs vivants ou par des surfaces contaminées. Aussi il peut se

transmettre à l’humain et vice-versa surtout dans le milieu hospitalier (Efsa, 2009).
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II.1.5. Caractères morphologique :

Les S. aureus se présentent sous forme de coques à Gram positif (+) de diamètre de 0,5 à 1

µm, sont immobiles, non sporulés, formant les aéro-anaérobie facultatif, comportant une

condition alimentaire complexe pour la croissance (Plata et al, 2009; Wilkinson, 1997) ne

possédant pas de capsule sauf de très rares souches qui sont entourées d’une pseudocapsule

(Le Minor and Veron, 1990), résistance au chaleur (Kloos and Lambe , 1991), une baisse teneur

en (G+C) de l’ADN (dans la gamme de 30-40 mol%) (Foster, 1996), une tolérance à la

concentration élevée de sel (Plata et al, 2009).

Les bactéries à Gram positif (+), ne porte pas de membrane externe. La couche de

Peptidoglycane est beaucoup plus épaisse (épaisseur de 20 nm à 80nm) où des molécules

d’acides teichoïques sont insérées. Présence d’une membrane cytoplasmique.

Figure 02: Composition de la paroi des Gram positives (+).

(http://faculty.ksu.edu.sa/shoeib/Pictures%20Library/_w/GramPositiveEnvelope_gif.jpp

Consulté le 10 janvier 2013).

II.1.6. Facteurs de virulence :

La S. aureus est connu de sa capacité de causé une large gamme des infections importantes

chez l’homme.

La pathogénie de S. aureus est liée à la synthèse des nombreux facteurs de virulence, et

sont classés principalement en trois classes (Euzeby ; Robert, Juin 2013):

 La paroi (Le peptidoglycane et la capsule).

 Les protéines de surface du S. aureus (Les MSCRAMM, SERAM et la protéine A ou Spa).

 Les protéines sécrétées par S. aureus ou toxines.
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La majorité de ces facteurs de virulence est régulée par de nombreux systèmes dont le plus

général est appelé Accessory Gene regulator (Agr).

Figure 03: Schéma des facteurs de virulence chez S. aureus. (Lisa Stark, 2013).

II.1.6.1. Composants de la paroi et la capsule :

a. Peptidoglycane : ce composant de la paroi bactérienne permet la liaison de plusieurs

protéines de surface, aussi vont permettre d’adhérer à la surface des cellules pour infecter. Les

protéines de surfaces associées au peptidoglycane sont regroupées sous le nom de MSCRAMM

(Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules). (Robert, Juin 2013).

b. Capsule : S. aureus exprime une capsule qui un rôle dans la virulence car elle empêche in

vitro les neutrophiles de la recouvrir lors du phénomène d’opsonisation et possède des

exopolysaccharides qui peuvent constituer un biofilm. Ce dernier va enduire les bactéries et

former une couche résistante aux globules blancs. 90 % des souches cliniques ont des

polysaccarides capsulaires. Des chercheurs ont découvert chez l’animal une augmentation de la

virulence des sérotypes 5 et 8 de S. aureus liée à la capsule. (Thakker et al, 1998; Robert, Juin

2013).
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Figure 04: Exemple d’un facteur qui provoque l’interaction entre S. aureus et la cellule hôte.

(Lisa Stark., 2013).

II.1.6.2. Protéines de surfaces :

Sont des antigènes, jouent un rôle dans la virulence de S. aureus, surtout utiles au début de

l’infection afin de facilité la colonisation des tissus. Ces antigènes incluent les composants

extérieurs microbiens identifiant les molécules adhésives de matrice (MSCRAMM), les

polysaccharides capsulaires et le staphyloxanthin (colorant de caroténoïde) (Lin and Peterson,

2010; Robert, Juin 2013).

a) MSCRAMM :

Sont des facteurs d’adhésion et elles sont fixées au peptidoglycane de la paroi

bactérienne. La liaison entre ces protéines et le peptidoglycane se fait de façon

covalente. Ils existent donc plusieurs MSCRAMM et elles ont en commun une structure

particulière d’après figure.

En C-terminal, se trouve la séquence consensus LPXTG (leucine-proline- acide aminé X-

thréonine- glycine).Elle est entourée de régions hydrophobes nommées W et M. La

région d’ancrage dans la membrane cytoplasmique de la bactérie se fait par la région M

car elle est riche en acides aminés (aa) chargés positivement.

En position N-terminale, le peptide signal (S) a la capacité de hissé la protéine

synthétisée au niveau de la membrane plasmatique.
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Figure 05: Structure de MSCRAMM. (Science Direct, consulté en novembre 2012 ; Robert, Juin

2013).

La figure permet de voir les points communs structuraux entre plusieurs MSCRAMM dont

le FnBPA (la protéine de liaison à la fibronectine), le Cna (la protéine de liaison au

collagène), et le ClfA (la protéine de liaison au fibrinogène).

Une enzyme, la sortase, s’attaque au motif LPXTG (Leucine-Proline- acide aminé X-

Thréonine- Glycine) pour permettre un ancrage des adhésines à la paroi de la bactérie

par un mécanisme de transpeptidation (Mazmanian et al, 1999).

Figure 06: Phénomène de transpeptidation de l’adhésine. (Bisognano C, 2000).
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Les antigènes de surface Virulente Putative fonctions

Les MSCRAMM :

- protéine Staphylococcique A (SpA)

- Fibronectin-binding proteins (FnbpA and

FnbpB)

- Collagen-binding protein

-Clumping factor proteins (ClfA and ClfB)

-Les polysaccharides capsulaires

-Staphyloxanthin

-Un grippage à Ig G, interférant l’opsinisation

et phagocytose

-Attachement au fibronectine et le plasma
coagulant.

-Adhérence au tissu collagènes et au
cartilage.

-Groupement des médiats et Adhérence au
fibrinogène en présence du fibronectine.

-Réduisent la phagocytose par neutrophile ;
augmente la colonisation et la persistance
bactérienne sur les surfaces muqueuses.
-Résistance au réactif neutrophile oxidant-

based phagocytosis.

Tableau 03: Facteurs de virulence et les fonctions putatives respectives impliquées dans la

pathogénie de S. aureus. (Ana et al, 2013).

b) Les SERAM :

Les SERAM regroupe plusieurs protéines comme Eap (extracellular adherence protein),

Efb (extracellular fibrinogen binding protein), Emp (extracellular matrix binding protein)

ainsi que la coagulase. Ils peuvent se fixer au fibrinogène, à la fibronectine, à la

prothrombine, au collagène, à la laminine, aux sialoprotéines, à l’élastine et à la

vitronectine. Elles ont aussi des propriétés immunomodulatrices et impliquées dans la

pathogenèse des maladies endos et extravasculaires aiguës ou chroniques (Chavakis et

al, 2005). Chaque SERAM a des capacités et des rôles différents.
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Tableau 04: Les facteurs de SERAM de S. aureus et leur effet sur l’hôte. (Lisa Stark., 2013)

c) Protéines A ou Spa :

Spa est une exoprotéine, elle possède la particularité d’être à la fois sous forme

sécrétée ou associée à la paroi. La protéine A est le produit codé par le gène spa. Elle est

considérée comme une des protéines de surface majeure chez S. aureus. Elle possède

de nombreux rôles dans les interactions avec l’hôte cible lors d’une infection. Ses

nombreuses fonctions sont liées à la structure de la protéine A qui est constituée de

cinq domaines homologues extracellulaires désignés E, D, A, B et C (Ruppitsch et al,

2006).
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C’est à partir de ces 5 domaines que Spa se joint à différentes cibles comme à la

fraction Fc des immunoglobulines G (Ig G) et/ou à la fraction Fab des immunoglobulines

M (Ig M). Elle est aussi capable d’inhiber l’opsonophagocytose, d’activer le complément

et/ou se fixer sur les facteurs de Von Willebrand provoquant des endocardites

infectieuses. D’autre part, elle peut aussi stimuler les lymphocytes B et cette activation

va selon la concentration de Spa entrainer une anergie ou une apoptose des

lymphocytes B (Silverman et al, 2003).

II.1.6.3. Protéines sécrétées ou toxines :

S. aureus produit des toxines, des protéines et des enzymes qui ont différentes cibles. En

effet, certaines toxines ont plus un tropisme membranaire, d’autres une activité

superantigénique et certaines un rôle d’extension du foyer infectieux.

TOXINE NATURE EFFET BIOLOGIQUE SUR L’HÔTE

Hémolysine :

L’hémolysine Alpha Protéique thermostable

antigénique

-Cytotoxique et cytolytique pour

une grande variété de type

cellulaire.

-Entraine la production

d’antitoxines qui empêchent la

fixation sur la membrane.

L’hémolysine Beta Phospholipide de type C -Active sur les sphingomyélines

d’où le nom de sphingomyélinase

type C.

-Activité hémolytique

L’hémolysine Gamma Deux facteur I et II

agissant en synergie.

-Hémolyse.

-La rupture lysosomiale.

L’hémolysine Opsonine Protéine thermostable et

hydrophobe

-Détergent sur les membranes

plasmiques.

-Active sur les érythrocytes, les

macrophages et les granulocytes.

Exfoliatines ou Deux protéine A et B -Responsable de staphylococcies
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Epidermolysine cutanées.

-Entraine un clivage intra

épidermique.

Leucocidine de

Panton Valentine.

Composant S et F

agissant en synergie.

-Activité biologique spécifique sur

les granulocytes les macrophages

et les basophiles.

-Effet toxique sur les leucocytes

du a une modification de

perméabilité cationique.

Entérotoxine Protéine thermostable

résiste aux enzymes

protéolytiques.

-Manifestation clinique digestive

(intoxication alimentaire)

Toxine de

syndrome de choc

toxique

staphylocoque

TSST-1.

Protéine super

antigénique, sensibles

aux enzymes

protéolytique.

-Production des toxines pyogènes.

Tableau 05: Les principales toxines produites par S. aureus. (Nair et al, 2000 ; Lisa Stark,

2013).

II.2.Diagnostic Bactériologique du S. aureus:

Le diagnostic est basé sur réaliser des essais avec des colonies. Des essais pour grouper le

facteur, la coagulase, les hémolysines et la désoxyribonucléase thermostable sont par

habitude employés pour identifier S doré.

Sur les cultures en milieu solide on observe une nappe homogène de coque avec un mode de

regroupement caractéristique en « grappe de raisin ». Alors qu’en milieu liquide ils sont

souvent isolés en diplocoques ou en très courts chainettes. (Fauchere and Avril, 2002 ; Ferron,

1984 ; Kloos and Bannerman, 1994).
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Figure 07: Coloration en Gram de S. aureus. (Marco Silva, consulté en novembre 2012).

II.2.1. Caractère culturaux :

S. aureus est une bactérie à croissance aéro-anaérobie facultatifs il est confirmé si la

bactérie est cultivé sur une gélose profonde en tube et pousse bien sur les milieux ordinaires à

température de 10 et 45 °C. La température optimale de croissance se situe entre 35C° - 37C°

et le PH optimal est de 7,5 mais de grandes variations sont tolérées. Certains facteur de

croissance sont disponibles (vitamine B1, acide nicotinique) (Fasquelle, 1974, Couture, 1990).

En bouillon la culture est rapide, en 24h on observe un trouble homogène puis dépôt et un

voile pelliculaire en surface. (Kloos and Bannerman, 1975).

II.2.2.Milieux d’isolement utilisés :

Commencent par des milieux non sélectifs :

Sur gélose nutritive on obtient des colonies arrondies bombées luisantes opaques à bords

réguliers, pigmentées après 24-36 heures, de 1 mm de diamètre. Alors dans le milieu gélose au

sang les colonies sont de plus grand diamètre que celle produites sur gélose nutritive et elles

donnent une double zone d’hémolyse. (Prescott L-M et al, 2003 ; Cohen, 1972).

Puis utilisé milieu sélectif :

Le milieu de Chapman est particulièrement utilisé, il ne laisse croître que les

Staphylocoques au bout de 24 à 48 heures, germe halophiles qui tolèrent des concentrations

élevées de NaCl jusqu’à 7,5% (qui inhibe pour cette raison la plupart des autre germes). Les S.

aureus forment des colonies luxuriantes et s’entourent en 24-48 heures d’une auréole jaune

due à la fermentation du mannitol. (Avril et al, 1992; Fasquelle, 1974).
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II.2.3. Caractère biochimiques :

Les caractères préliminaires d’identification pour les Staphylocoques sont :

Catalase (+) qui va décomposer l’eau oxygénée H2O2 et Oxydase (-) et il fermente le glucose

sans gaz, d’autre caractères sont recherchés : indole (-), acetoine (+), Uréase (+), réduction du

téllurite de potassium (+). (Freney et al, 2007).

Caractère d’identification S. aureus

Coagulase (Libre ou liée) +

Acidification de mannitol +

Réductase de nitrate +

Production de toxines +

Protéine A +

Sensibilité à la Novobiocine +

Glucose +

Lactose +

Indole _

Uréase +

ADH +

Oxydase _

Catalase +

Thermonucléase (Désoxyribonucléase) +

Tableau 06: Caractère d’identification de S. aureus. (Résume) (Guiraud et Rosec, 2004).
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Chapitre III : Les Antibiotiques et Antibiorésistance

III.1. Antibiotiques :

III.1.1. Définition :

Les antibiotiques sont des substances d’origine biologique synthétique ou semi-synthétique

dont l’effet thérapeutique se manifeste à très faible dose et de manière spécifique par

l’inhibition sélective des certaines voies métaboliques des bactéries, sans exercer d’effets

toxiques.(UFDCQC ; Euzeby, 2005; Nauciel et Vildé, 2008)

III.1.2. Activité des antibiotiques :

Les antibiotiques peuvent avoir une action bactéricide dont il se traduit par la réduction du

nombre initial des bactéries , ou peut être bactériostatique en empêchant ou ralentissement

temporaire de la croissance bactérienne par antibiotique. (Prescott et al, 2003; Nauciel et

Vildé, 2008; Yani, 2003), dont l’effet est réversible dès l’arrêt de l’antibiothérapie donc la

croissance des micro-organismes reprend. (Helali, 2002; Nauciel et vildé, 2008)

Pour un antibiotique donné, l’activité antibactérienne ne n’exerce que vis-à-vis de certaines

espèces bactériennes, ce qui définit le spectre d’activité (Nauciel et Vildé, 2008)

Un antibiotique est dit large spectre s’il est actif sur de nombreuses espèces bactériennes,

et il est dit à spectre étroit s’ils sont exercés sur un nombre limité d’espèce.

Au laboratoire, la mesure de l’activité d’un antibiotique repose sur 2 grandeurs :

La concentration minimale inhibitrice (CMI) d’un antibiotique est la concentration la plus

faible capable d’empêcher le développement ou la croissance d’un microorganisme

particulier après un temps de contact de 12 à 18 heures (activité bactériostatique).

La concentration minimale létale ou bactéricide (CML ou CMB) d’un antibiotique est la

concentration la plus faible capable de tuer le microorganisme, laisse un faible

pourcentage des bactéries.

Survivantes après un temps de contacte de 12 à 18 heures, Ce pourcentage est usuellement

fixé à 0,01% en France (Briand non Michel, 1991 ; Caillon, 2009).



Antibiotiques et Antibiorésistance

21

III.1.3. Modes d’action des principales familles d’antibiotique :

La plupart des antibiotiques inhibent des voies métaboliques de la bactérie, entraînant

ainsi la perturbation de diverses réactions métaboliques qui est propre à chaque famille

d’antibiotiques. (Page et al, 1999 ; Poyart, 2002 ; Nauciel et Vildé, 2008)

Les modes d’action des principaux antibiotiques sont résumés dans l’Annexe IV (Delery, 1999).

Chaque famille d’antibiotiques possède un mécanisme d’action qui lui est propre mais on peut

résumer leurs actions en trois grandes catégories spécifiques qui sont :

III.1.3.1. Antibiotiques inhibant la synthèse de la paroi :

Il existe chez les bactéries le peptidoglycane qui assure la rigidité de la paroi. Les

précurseurs du peptidoglycane sont synthétisés dans le cytoplasme et assemblés à l’extérieur

de la membrane cytoplasmique. Et lorsque les bactéries sont en phase de croissance, il existe

simultanément des phénomène de synthèse et de destruction du peptidoglycane, L’équilibre

entre ces deux phénomènes est rompu par les antibiotiques inhibant la synthèse du

peptidoglycane. Il en résulte une altération de la paroi ayant un effet létal pour la bactérie.

(Neal, 2007 ; Nauciel et Vildé, 2008)

 Bêta-lactamine :

Les β-lactamines agissent sur la paroi bactérienne, plus précisément sur les protéines 

liant la pénicilline (PLP). Les PLP sont des protéines à activité enzymatique

(essentiellement des transpepetidases) impliquées dans la synthèse de la paroi

(Eveillard, 2007). Elles sont situées sur la face externe de la membrane cytoplasmique.

Cette fixation covalente entre les PLP et les β-lactamines induit un blocage des réactions

de transglycosylation et transpeptidation consécutif à l’acylation des PLP par la  β-

lactamines, ainsi qu’une stimulation de l’activité des auto-lysines (enzymes impliquées

dans le renouvellement de la paroi). (Drugeon, 2006)

Les souches de Staphylococcus aureus possèdent 4 PLP : PLP1, PLP2, PLP3 sont

essentielles à la survie et PLP4 sont les accessoires. (Chambers, 2001). Les   β-lactamines 

ont, vis-à-vis de S. aureus, une activité bactéricide dont l’action des bêta-lactamines sur

les bactéries à Gram positif est de prévenir les liens les peptidoglycanes, et également
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au relâchement de l’acide lipotéichoique, ce qui conduit à des enzymes autolytiques

participant à l’action bactéricide. (Poole, 2004 ; Nauciel et Vildé, 2008).

 Glycopeptides :

Ces molécules agissent sur le peptidoglycane des bactéries. En effet, elles se lient avec

le dimère D-alanyl-D-alanine qui est en position terminale de la chaîne pentapeptidique

du peptidoglycane. Cette fixation masque les sites d’action des transpeptidases et

empêche la réaction de transglycolisation lors de la synthèse du peptidoglycane. La

bactérie ne peut donc plus renouveler son peptidoglycane, donc elle finit par mourir (Pr

Rabaud, consulté en décembre 2012). Ces antibiotiques sont bactéricides vis-à-vis de S.

aureus.

III.1.3.2. Antibiotiques inhibant la synthèse protéique :

o Aminoglycosides ou aminosides :

Ces molécules agissent sur la traduction des acides ribonucléiques messagers (ARNm) et

la synthèse des protéines. Après avoir pénétré de façon passive dans la bactérie, elles

interfèrent ainsi avec la sous-unité 30S des ribosomes qui joue un rôle dans la synthèse

peptidique en lisant l’ARNm. On obtient ainsi des protéines dites «non-sens» qui

entraînent la mort bactérienne.

Les aminosides sont des antibiotiques bactéricides rapides et puissants et présentent un

effet post-antibiotique (c'est-à-dire que la durée d’activité est beaucoup plus

importante que le temps d’exposition). (Moulin et Coquerel, 2002; Dorosz et al, 2011 ;

Robert, Juin 2013)

o Tétracyclines :

Ces antibiotiques agissent au niveau de la sous-unité 30S du ribosome en inhibant

l’élongation peptidique. Ils ont une action bactériostatique envers le S. aureus. (Robert,

Juin 2013).

Les tétracyclines ont été utilisées abondamment comme facteur de croissance en

médecine vétérinaire, plus particulièrement chez les animaux de production. Les

doses sous optimales employées à cette fin ont favorisé le développement de

résistance chez les bactéries. (Giguère, 2006).
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o Macrolides-Lincosamides et Synergistines (MLS) :

Ces antibiotiques se fixent sur la fraction 50S des ribosomes et inhibent ainsi la synthèse

protéique. Cette interaction induit un blocage du complexe aminoacyl-ARNt et les

acides aminés apportés par l’ARN de transfert ne s’incorporent plus aux chaines

polypeptidiques. La synthèse protéique ne pouvant plus se réaliser, la survie de la

bactérie est compromise. Les MLS sont des antibiotiques bactériostatiques, sauf les

synergystines qui sont bactéricides car agissant de manière synergique vis-à-vis des S.

aureus. (Robert, Juin 2013 ; Tenson et al., 2003 ; Neal, 2007 ; Nauciel et vildé, 2008).

III.1.3.3. Antibiotiques inhibant la synthèse de l’ADN :

o Quinolones :

Ces antibiotiques ont comme cible la synthèse des acides nucléiques. Ils agissent sur une

enzyme qui permet de déplier l’ADN qui est « surenroulé », ces enzymes sont appelées

topoisomérases ou ADN gyrases. Les fluoroquinolones vont interagir avec les complexes

ADN/topoisomérases et inhibent cette activité indispensable à la réplication et à la survie

de la bactérie. Ces molécules ont une activité bactéricide concentration-dépendante vis-

à-vis de S. aureus. (Walker et al, 2006 ; Higgins et al, 2003 ; Naciel et Vildé, 2008 ;

Robert, Juin 2013).

III.1.3.4. Antibiotiques inhibant la synthèse du folate :

o Sulfamides et Triméthoprime :

Ces différentes molécules sont impliquées directement dans la synthèse des folates

(processus important dans le métabolisme bactérien).

Normalement, l’acide para amino benzoïque (PAB) doit subir l’intervention de la

dihydroptéroate synthétase pour obtenir la synthèse des dihydrofolates, donc les

sulfamides vont entrer en compétition avec PAB car ils ont une structure moléculaire

analogue. Cette compétition va enrayer l’action de la dihydroptéroate synthétase

(DHPS) et ainsi la synthèse est bloquée. Le Triméthoprime exécute son intervention en

aval des sulfamides, il neutralise la dihydrofolate réductase (DHFR) et stoppe la synthèse

des folates. (Pr Benyoussef. consulté en décembre 2012 ; Robert, juin 2013).
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Les sulfamides sont des antibiotiques bactériostatiques mais leur association avec le

Triméthoprime rend leur activité bactéricide, les deux molécules agissant en synergie.

(Robert D, juin 2013).

III.1.4.Antibiotiques anti-staphylococciques :

Les principaux antibiotiques utilisés pour le traitement des infections à staphylocoques

sont : Bêta-lactamines, Aminosides, Quinolones surtout deuxième génération, Macrolides-

Lincosamides-Streptogramine, Glycopeptides, L’association Sulfamides + Triméthoprime, et les

Non classé.

Les macrolides comprennent des molécules comme l’érythromycine, actives particulièrement

contre Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes. (Pierre Chevalier, Juillet 2012).

La famille d’antibiotique Les antibiotiques

Les bêta-lactamines Pénicillines M : Méthicilline, Cloxacilline et

Oxacilline

Céphalosporines : Céfoxitine

Aminosides (Utilisée en association avec les

bêta-lactamines)

Kanamycine, Tobramycine, Amikacine et

Gentamicine

Quinolones Péfloxacine, ofloxacine et Ciprofloxacine.

Macrolides-Lincosamides-streptogramine Macrolides : Erythromycine.

Lincosamides : Lincomycine, Clindamycine.

Streptogramine : Pristinamycine.

Glycopeptides Vancomycine

L’association Sulfamide + Triméthoprime. Sulfaméthoxazole + Triméthoprime

(Cotrimoxazole)

Non classé Novobiocine

Fosfomycine

Acide fusidique

Tableau 07: Les principaux anti-staphylococcique. (Choucair, 2008).
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Les antibiotiques sont en fait le seul groupe des médicaments qui, lorsqu’administrés à

quelques individus, peuvent avoir un impact sur des populations entières. (Weiss, 2011 ; Pierre

Chevalier, Juillet 2012).Le risque de développement la résistance sera d’autant plus important

quand l’usage sera fréquent (en continu ou répété) et étendu à une forte proportion d’un

troupeau. (McEwen 2002 ; Pierre Chevalier, Juillet 2012).
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III.2.La résistance aux antibiotiques :

III.2.1. Définition de la résistance bactérienne :

La capacité du micro-organisme d’une certaine espèce à survivre ou même à se développer

en présence d’antibiotique, lorsque la concentration minimale inhibitrice (CMI) est plus

élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des souches de la même espèce

Il est considéré résistant à un antibiotique. (Fauchere et al, 2002 ; l’OMS).

L’OMS définit une souche résistante aux antibiotiques comme « une souche qui supporte une

concentration d’antibiotiques notamment plus élevée que celle qui inhibe le développement de

la majorité des souches de la même espèce » ou « une souche qui supporte une concentration

notablement plus élevée que la concentration qu’il est possible d’atteindre in vivo ». (OMS

consulté en janvier 2012)

Figure 08: comment l’antibiorésistance se déroule. (Frieden, 2013)

III.2.2. Type de résistances :

La résistance d’une bactérie vis-à-vis à un antibiotique ou un nombre d’antibiotique peut être

naturelle (ou intrinsèque) ou acquise.
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III.2.2.1. Résistance naturelle :

L’espèce est alors caractérisée par son insensibilité naturelle à un antibiotique particulier. Cela

peut résulter de l’incapacité de l’antibiotique à pénétrer dans la cellule (Paroi bactérienne

imperméable) et atteindre sa cible, d’un manque d’affinité entre l’antibiotique et son site

d’action, ou de l’absence de cible cellulaire. (Alami et al, 2005 ; Nauciel et vildé, 2008).

Elle est présentée chez tous les membres d’une même espèce ou d’un même genre

bactérien, déterminant les phénotypes « sauvages » des espèces bactériennes. Elle est liée à

son patrimoine génétique. Elle est stable et transmissibles à la descendance mais pas ou peu

transmissible sur un mode horizontal. (Courvalin, 2008).

III.2.2.2. Résistance acquise :

L’espèce est normalement sensible à un antibiotique mais certaines souches expriment une

résistance à un ou des antibiotiques données grâce à plusieurs mécanismes biochimique qui

normalement est suffisante pour inhiber ou tuer des bactéries de la même espèce. (Delery,

1999 ; Alami et al, 2005).

III.2.3. Supports génétiques des mécanismes de la résistance :

Le support génétique, il est essentiel car il donne la fréquence de la résistance dans une

population bactérienne donnée (conditionne sa faculté de propagation).

Figure 09: Localisation des gènes de résistance (Archambaud, Mars 2009).
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Les gènes qui codant pour les mécanismes de résistance peuvent faire partie du patrimoine

chromosomique de la bactérie ou appartenir à un élément mobile, plasmide, transposon ou

intégrons. Dont il transmise à la descendance de la cellule bactérienne (transmission verticale)

mais en générale elle est peu ou pas transférable horizontale.

La résistance dont le support génétique fait partie d’un élément mobile acquis est transmise à

la descendance de la cellule mais a tendance à être instable en absence de facteur de sélection

représenté par le ou les antibiotiques concernés. Ce type de résistance a cependant l’avantage

d’être transférable d’une bactérie à l’autre et de coder pour des multirésistances (Delery,

1999).

III.2.4. Mécanisme de résistance aux antibiotiques :

Il existe deux hypothèses sur l’origine des mécanismes de résistance :

Les microorganismes producteurs des antibiotiques naturels (Streptomyces, champignon) sont

la première source probable de gènes de résistance pour les autres espèces. L’Autre hypothèse

possible c’est l’évolution des gènes de métabolisme bactérien détournés de leur fonction

initiale pour contrer l’action des antibiotiques. (Jarlier, 1997).

Figure 10: Les mécanismes de la résistance aux antibiotiques (Schmieder and R.

Edwards, 2012).

 Modification de l’antibiotique :

De nombreuses souches résistantes fabriquent des enzymes qui détruisent ou

modifient la molécule d’antibiotique la rendant inactive. (Leclercq, 2004).
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 Modification de la cible de l’antibiotique :

Des modifications de la structure native de la cible de l’antibiotique peuvent rendre

la cible de l’antibiotique inaccessible ou non reconnaissable et être à l’origine de

la résistance.

 Réduction de la perméabilité membranaire :

Les porines sont des protéines membranaires formants des canaux à travers les

quels certaines antibiotiques peuvent pénétrer. Les bactéries peuvent résister en

réduisant le nombre des porines. (Prescott et al, 2003).

 Efflux des antibiotiques :

Après avoir pénétré à l’intérieur de la bactérie, l’antibiotique peut être rejeté à

l’extérieur par un système de transport membranaire actif appelé pompe d’efflux.

(Leclercq, 2002).

Acquisition de la résistance :

La résistance peut être acquise de manière endogène par mutation ou de manière exogène

par transfère génétique. (Courvalin, 1997).

-Les mutations qui résultent d’une modification spontanée, ponctuelle et rare d’un locus d’un

chromosome bactérien (qui contrôle la sensibilité a un antibiotique donné), en terme de

dissémination, il est caractérisé d’être héritées de façon stable par la descendance.

-Les bactéries peuvent aussi échanger de l’ADN grâce à trois mécanismes génétiques propres

aux bactéries : la transformation, la conjugaison, la transduction.
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Figure 11: principe de l’acquisition à la résistance aux antibiotiques adapté de Nature, et les

trois (3) modes de transmission génétique. (Berche, 2003 ; Anderson et al, 2010).

-La dissémination de la résistance aux antibiotiques dans les conditions naturelle est

fréquemment due à une combinaison de mécanismes de transfert de gènes.

-La transformation, acquisition d’ADN nu, est vraisemblablement limitée au transfert entre

genre bactérien étant donné que l’ADN entrant est stabilisé chez la cellule receveuse par

recombinaison homologue.

-La conjugaison, deux type d’éléments génétique sont autotransférables : les plasmides et les

transposons. Les plasmides «Conjugatifs» transfèrent efficacement entre les bactéries à Gram

positif ou à Gram négatif appartenant à des genres différents. Les transposons « Conjonctifs»

sont des éléments génomiques de structure compacte avec un spectre d’hôte de transfert très

large qui comprend de nombreuses a Gram positif mais également des bacilles à Gram négatif,

dans le génome desquels ils s’intègrent à de haute fréquences.
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-La transduction est un mécanisme de transfert de l’ADN par l’intermédiaire d’un virus

bactérien ou bactériophage. Ce mécanisme est jusqu’à présent le moins étudies.

III.2.4.1. Résistance aux Bêta-lactamines :

La résistance aux Bêta lactamine chez la Staphylococcus est principalement relié à la

production de bêta-lactamases et de façon secondaire à l’altération des PLPs «Protéine Liants

la Pénicilline» et/ou à l’acquisition des nouvelles PLPs. (Poole, 2004).

Selon leurs séquences d’ADN, les gènes codant pour les bêta-lactamases sont divisées en 4

classes, appelées les classes Ambler, allant de A à D.

Le premier mécanisme de résistance à un antibiotique par S. aureus c’est la production de β- 

lactamases. La pénicillinase plasmidique est une protéine enzymatique capable d’hydrolyser le

cycle β-lactame, donc de rendre inapte l’antibiotique. Ces enzymes ne sont pas capables 

d’inactiver les pénicillines M (Résister à l’hydrolyse) et les céphalosporines. De plus, il existe des

inhibiteurs de β-lactamases (acide clavulanique, sulbactam, tazobactam) qui restaurent 

l’activité des antibiotiques qui leur sont associés. La pénicillinase staphylococcique est le

produit d’expression du gène blaZ qui est porté par un plasmide ou un transposon. (Robert,

Juin 2013, Lambert, 1999).

III.2.4.2. Résistances à la méticilline :

Il s’agit d’une résistance acquise par modification de la cible principale de nombreuses β-

lactamines, la PLP2. La nouvelle PLP2a produite a une faible affinité vis-à-vis des β-lactamines. 

Cette résistance est à considérer comme croisée pour l’ensemble des β-lactamines mais son 

expression peut être hétérogène au sein d’une même souche. Ils existent quatre classes

d’expression (classes I, II, III et IV) (Tomasz et al, 1991; Poole, 2004). La PLP2a possède la

capacité de catalyser seule l’assemblage du peptidoglycane lorsque les autres PLP sont

inactivées par les β-lactamines. D’un point de vue génétique, la PLP2a est codée par le gène 

mecA se trouvant sur un fragment d’ADN additionnel présent chez les SARM et absent chez les

SASM. Le gène appartient à la famille des cassettes chromosomiques staphylococciques mec

(SCCmec) (Katayama et al, 2000).

Les SARM ont été décrits la première fois en Europe continentale, puis en Amérique et ailleurs

dans le monde entier (Brun et al, 2000). Ces bactéries sont à l’origine d’infections nosocomiales
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sévères mais aussi de pathologies communautaires (Lowy, 1998 ; Chambers, 2001 ; Brien et al,

2004).

Dès les années 80, les SARM sont considérés comme une importante problématique clinique et

épidémiologique dans les hôpitaux aux USA (Boyce, 1990 ; Mulligan et al, 1993) mais aussi

dans d’autres régions du monde. Ceci a été à l’origine, en France, de la mise au point d’un suivi

de la prévalence des SARM par l’Observatoire National de l’Epidémiologie de la Résistance

Bactérienne aux Antibiotiques (ONERBA) (Bertrand et al, 2001).

Un variant du gène mecA, le gène mecC a été récemment mis en évidence dans les souches

de SARM humaines et animales en France et dans toute l'Europe (Laurent et al, 2012 ; Garcia-

Alvarez et al, 2011). Mais la recherche de la résistance à la méticilline peut être mise en défaut

avec certaines méthodes d'étude phénotypique de la résistance.

III.2.4.3. Résistance aux Aminosides :

Les bactéries peuvent acquérir une résistance aux aminoglycosides qui peut se faire

selon quatre mécanismes distincts : altération de la cible, interférence avec le transport de

l’antibiotique, inhibition enzymatique de l’antibiotique ou la substitution de la

cible.(Veyssier, 1999).

La résistance est apportée par des transposons ou des plasmides. Pour contrecarrer l’action

des aminosides, S. aureus possède des enzymes dont l’inactivation enzymatique est le type de

résistance le plus souvent observé comme l’aminoglycoside phosphostransférase. Cette

enzyme va greffer sur l’antibiotique un radical phosphoryl qui annihile l’antibiotique. Il existe

d’autres enzymes comme l’aminoglycoside adényltransférase AAD ou l’enzyme fonctionnelle

AAC qui va rajouter des radicaux aux aminosides. (Lambert, 1999; Robert, Juin 2013).

III.2.4.4. Résistance aux tétracyclines :

Dans le système la tétracycline ne peut pas atteindre sa cible qui est le ribosome. (Chopra

et al, 2001).

Il existe deux types de résistance aux tétracyclines. La première est liée à un plasmide (le plus

connu est pT181), elle entraîne un efflux actif des tétracyclines grâce à des protéines Tet

situées dans la membrane interne. La seconde résistance entraine une protection des sites



Antibiotiques et Antibiorésistance

33

actifs du ribosome par d’autres protéines Tet. La protéine Tet(K) est une des protéines qui

entraine l’expulsion des tétracyclines et les protéines Tet(O) ou Tet(M) vont elles, protéger les

sites actifs ribosomaux (Taylor et al, 1995 ; Michel-Briand, 2002 ; Dorosz et al, 2011).

D’autres mécanismes et notamment un système de « protection de ribosome » par

l’intermédiaire d’une protéine cytoplasmique semble être très répondu chez les Gram

positive, chez les Neisseria sp, Haemophilus sp, Bacteroides sp et chez les mycoplasmes.

(Chopra et al, 2001).

III.2.4.5. Résistance aux Macrolides, Lincosamides et Streptogramine :

Le mécanisme principale de résistance aux MLS est une modification de la cible de

l’antibiotique par méthylation de l’ARN ribosomal. La méthylation est codée par les gènes

erm (érythromycine résistance méthylase) d’origine plasmidique. La méthylation a lieu sur

le résidu en position 6 spécifique dans le domaine V de l’ARN ribosomal 23S (Etienne,

1999).

Le mécanisme de résistance le plus connu est une modification de la cible ribosomale. La partie

ribosomale est modifiée par une attaque enzymatique, l’adénine en position 2058 de l’ARNr

23S se retrouve alors méthylée. Les enzymes en cause sont des méthylases codées par des

gènes de la famille erm (erythromycin resistance methylase). La méthylation empêche la

fixation du MLS et son action. Cette résistance peut être inductible (induite en présence de

macrolides) ou constitutive (exprimée en permanence). Elle ne touche pas les streptogramines

A, c’est pourquoi la pristinamycine reste active, même en cas de résistance constitutive.

(Robert, Juin 2013).

III.2.4.6. Résistance aux glycopeptides :

Les deux antibiotiques présents dans la famille des glycopeptides sont la vancomycine et la

teicoplanine.

La résistance des S. aureus est liée à une diminution de la pénétration des glycopeptides dans la

bactérie. Le D-alanyl-D-alanine se retrouve en abondance dans la paroi du staphylocoque et est

capable de piéger et d’immobiliser les molécules d’antibiotiques lors de la phase de

pénétration. Cette résistance est due à une anomalie de la biosynthèse du peptidoglycane et

est connue chez les souches glycopeptide-intermediate S. aureus (GISA) ou vancomycine-
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intermediate S. aureus (VISA). Une autre résistance plus rare est connue chez les souches

vacomycin-resistant S. aureus (VRSA). La chaine pentapeptidique du peptidoglycane change

dans sa partie terminale. On retrouve un dimère D-alanyl-D-lactate et l’antibiotique présente

une très faible affinité avec ce nouveau dimère terminal

(Lowry, 2003 ; Pr Rabaud. consulté en décembre 2012 ; Robert, Juin 2013).

III.2.4.7. Résistance au sulfamide en association avec Triméthoprime :

La résistance à cette classe antibiotique peut trouver sa cause dans divers mécanismes. Une

imperméabilité aux antibiotiques d’origine chromosomique ou plasmidique, une augmentation

significative de DHPS ou de DHFR par hyperproduction, enfin la présence de DHPS ou de DHFR

distincts (acquis par un gène plasmidique ou par suite de mutation génique) ne subissant pas

l’action des antibiotiques. (Robert, juin 2013).

III.2.5. Evolution de résistance de S. aureus envers les antibiotiques :

L’historique de l’évolution de l’antibiorésistance en médecine vétérinaire est très peu

détaillé. La plupart des données de la littérature faisant état de ce phénomène sont plutôt

basée sur médecine humaine.

L’antibiorésistance est un sujet d’intérêt récent en médecine vétérinaire et est fortement

lié à d’impact direct sur l’être humaine.
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Figure 12: Exemple de propagation d’antibiorésistance. (Frieden, 2013).

III.2.5.1. Situation en médecine humaine :

En premières années, on a généralement observé des infections de S. aureus Dans les

individus avec une histoire d'exposition aux hôpitaux (David and Daum, 2010). Il y a eu une

transition épidémiologique importante depuis le milieu des années 90. Voici quelque notion

d’évolution de la résistance :

    Les β-lactamines ont été les premiers antibiotiques découverts. Elles ont été isolées à partir

d’un Penicillium ils ont été utilisés pour contrer toutes les maladies infectieuses à partir des

années 40, il a créé une véritable révolution. Disponible sous forme de poudre applicable

topiquement ou sous forme de solution à inhaler.(Poole, 2004) .Deux ans à peine après sa

mise en marché, 6% des souches de S. aureus isolées dans les hôpitaux étaient résistantes à

la pénicilline. En 1948, la proportion de souche résistantes était de 50% et quelque année

plus tard il est d’ordre des 80-90%. (UFDCQC) ; le SARM est résistant à la méticilline du fait de

l’existence d’une résistance croisée à toutes les β-lactamines
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Bientôt, d’autres molécules prennent d’assaut le domaine médical : le chloramphénicol, les

tétracyclines, l’érythromycine et la streptomycine.

Dans les année soixante les pharmacologues tentent une nouvelle approche avec des

antimicrobiens résistants aux pénicillinases produites par les Staphylocoques. Les

céphalosporines de première génération présentant une affinité pour la PLP2a et par

conséquent active sur le SARM ainsi que la méticilline ne tardent pas à apparaître et en

1961, moins d’un an suivant son introduction, des cas de SARM sont dénombrés dans les

hôpitaux. (Lowy, 2003).

Dans les mêmes années (soixante), la gentamicine est introduite et on constate

l’émergence de souches de S. aureus multi-résistance. Plus le temps passe, plus de nouvelle

molécules apparaissent et plus la résistance aux antibiotiques chez les souches de S.

aureus d’origine humaine augmente.(Yala et al, 2001).

Dans les années 80, les quinolones sont utilisées contre les infections causées par les

bactéries à Gram négative. Vu leur efficacité contre les Gram positif, les cliniciens les

utilisent à grande échelle, ce que contribue à une pression sélective et au développement

de résistance chez les S. aureus. Si bien que dans les années 80-90, les seules options

thérapeutiques disponibles pour traiter les cas SARM demeurent des molécules de

dernière ligne comme la vancomycine. Or dès 1997, les premiers cas de S. aureus

résistants à la Vancomycine (VRSA) sont publiés.

Il reste donc très peu d’armes pour lutter contre ce type d’infection et la combinaison

quinupristin/dalfopristin en fait partie (Livermore, 2000).

III.2.6.2. Situation en médecine vétérinaire :

L’usage des antibiotiques (comme tout médicament vétérinaire) a pour objectif de maintenir

les animaux en bonne santé et de contribuer à leur bien-être. Outils indispensables, ces

médicaments permettent de contrôler le niveau sanitaire et d’assurer la qualité et la

productivité dans les élevages (Dehaumont et al, 2005)

Tout comme en médecine humaine, l’utilisation d’antibiotique en médecine vétérinaire

peut contribuer au développement de la résistance chez les bactéries. Ce phénomène est

d’autant plus inquiétant lorsqu’il touche des bactéries d’origine animale transmissibles à
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l’humain. L’utilisation d’antibiotiques à doses sub-optimale comme promoteur de

croissance et l’usage massif en prophylaxie ont contribué à la mauvaise perception que

l’utilisation des antibiotique en médecine vétérinaire participait à l’émergence de

l’antibiorésistance. Puisque de nombreux antibiotiques sont utilisés en médecine humaine

et en médecine vétérinaire, cela ne fait que renforcer l’hypothèse de l’implication de la

médecine vétérinaire dans ce phénomène d’antibiorésistance. (Helmuth et al, 2004).

Une analyse du risque publiée en 2004 mention que le risque potentiel de transmission

d’antibiorésistance des animaux vers les humains est surtout lié aux bactéries ayant un

potentiel zoonotique élevé telles les Campylobacter spp et les Salmonella spp. (Teuber,

2001).

D’un autre côté, on voit maintenant des cas de SARM (S. aureus méticilline résistance) et de

S. intermedius multi-résistants chez des éleveurs d’animaux de la ferme et des propriétaires

d’animaux domestique pour lesquels le sens de la transmission de la bactérie n’est pas

complètement élucidé. (Guardabassi et al, 2004 ; Hujsdens et al, 2006).

III.2.7. Facteur de risque :

En raison de l’aspect ubiquitaire de Staphylococcus aureus, il est difficile de prévoir

l’élimination de ce germe dans les élevages. Plusieurs facteurs interviennent dans la

propagation de ce germe ; Manque d’hygiène au moment de l’infusion de l’antibiotique

favorise la pénétration des germes (Faroult et al, 2001).

Les facteurs environnementaux tels que les problèmes de conduite d’élevage, le manque

d’hygiène lors de la traite chez animaux de rente (les unités de traite contaminées, l’utilisation

des mêmes serviettes et chiffons sur plusieurs vaches, les mains des préposés à la traite, les

récipients utilisés pour tirer le premier lait, tout objet utilisé durant la traite), favorise

l’apparition des mammites.

La densité de population élevée, l'urbanisation, les politiques de commande insatisfaisantes

d'infection, l'utilisation antibiotique pour explosion, et le manque de la livraison de soins de

santé appropriée sont certains des facteurs de risque sociaux établis pour la colonisation et la

transmission des contraintes de S. aureus Dans les hôpitaux et les communautés (Charlebois et

al, 2002 ; Chen et al, 2011 ; Clements et al, 2008 ; Henderson, 2006 ; Rehm and Tice, 2010).
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Objectif de l’étude :

Notre travail consiste à l’étude de l’antibiorésistance des staphylococcus aureus isolés à partir

de lait des vaches mammiteux.

Le recours à cette étape nous permet de définir le choix et la stratégie thérapeutique.

I.Lieu :

L’étude s’est déroulée au niveau de la région de Fréha (Wilaya Tizi-Ouzou), durant la période

de Septembre à Mars 2016.

I.1. Prélèvement :

I.1.1. Matériel :

Nous avons utilisé des flacons stériles en verre avec une ouverture assez large et étanche. Nous

avons aussi identifié les flacons au crayon feutre, Alcool à 70° et coton, Emballage isotherme

réfrigéré.

I.1.2. Echantillonnage :

L’anamnèse a été effectuée afin de nous permettre de s’assurer que le lait ne contient pas

d’antibiotiques.

Les prélèvements ont été effectués suivant le protocole cité ci-dessous :

I.1.2.1. Laits individuels :

Ces laits étaient des laits de quartiers. Nous avons en aucun cas procéder au mélange du

lait provenant de plusieurs quartiers d’un même animal ; car cette pratique n’a aucun sens

puisque les quartiers sont indépendants vis-à-vis de l’infection. D’autre part, par l’effet de

dilution qu’elle entraîne, elle peut rendre plus aléatoire l’isolement de l’espèce bactérienne

responsable de l’infection.

Les prélèvements individuels ont été effectués dans les cas suivants :

a) Mammites cliniques sporadiques avec échec de la thérapeutique,

b) Mammites à répétition.
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I.1.3. Technique :

Dans le cas d’un prélèvement sur lait de quartier, nous avons suivi les recommandations

classiques (Annexe I) (Ferney et al, 1966).

Un volume d’un (1) ml a été prélevé pour Chaque examen bactériologique.

I.1.4. Conservation et acheminement :

Le prélèvement a été utilisé entre 24 à 48heures et maintenu à 4°C.

Nous avons appliqué une asepsie rigoureuse lors de la prise de l’échantillon, nous avons aussi

respecté le régime du froid lors de la conservation et de l’acheminement, ce qui nous a permis

la mise en évidence des pathogènes responsables. «La qualité du prélèvement, de sa

conservation, de son acheminement conditionne la réponse du laboratoire ».

II. Exploration du prélèvement :

II.1. Matériel :

II.1.1. Matériel spécifique :

 Laits individuels.

 Milieu :

-Gélose au sang de mouton et à l’esculine.

-Milieu de Chapman.

 Les souches bactériennes :

Dix (10) souches de S. aureus isolées à Fréha (Wilaya Tizi-Ouzou) dans un laboratoire

privé à partir du lait mammiteux des vaches.

 Matériel de laboratoire :

Etalon Mac Farland (0,5), Gélose Mueller Hinton, Gélose Hecktoen, Gélose au sang frais

de mouton, Milieu mannitol mobilité, Milieu K.I.A, Milieu urée-indole, Bouillon de

B.H.I.B, Bouillon au sélénite de sodium, Bouillon nutritif, Eau physiologique stérile, eau

distillée stérile, Tubes à vis stériles, Tubes à hémolyse stériles, Flacons de 225 ml

stériles, Pipettes pasteur stériles, pipettes graduées stériles, Erlen meyer stérile, Lames,

Boites de pétri stériles, Anse pasteur à boucle, Pied à coulisse, Deux becs Benzène,

Poire.
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 Souche de référence : Staphylococcus aureus ATCC 25923.

 Antibiotiques testés :

Pénicilline (10UI), Ampicilline (10µg), Gentamicine (10µg), Néomycine (30µg),

Kanamycine (30 UI), Fluméquine (30µg), Sulfaméthoxazole/Triméthoprime (1,25/

23,75µg), Erythromycine (15µg), Vancomycine (30UI), Nitrafuranes (300µg), Tétracycline

(30µg), Acide oxolinique (10µg), Chloramphénicol (30µg), Spiromycine (100µg),

Rifampicine (05µg), Streptomycine (10UI).

II.2. Méthodes :

II.2.1. Isolement :

Les germes ont été isolés à partir des prélèvements de laits individuels des vaches atteintes

de mammites, conservés dans des flacons identifiés et stériles et acheminés au laboratoire.

Nous avons procédé comme suite :

- Centrifugation du lait à 1000 tours/ mn. Pendant 10 mn, pour séparer la crème du

lactosérum.

- Le surnageant (crème) a été ensemencé directement sur gélose au sang frais de mouton

à 12%, l’incubation a été alors de 24 heures à 37°C ensuite nous avons versé le contenu

dans un tube à essai contenant le milieu de Chapman liquide pour un enrichissement

qui a duré 30 mn à 1 heure à 37°C, puis nous avons ensemencé sur gélose Chapman

dont l’incubation a été de 48h à 72h à 37°C.

II.2.2. Identification :

Toutes les manipulations ont été effectuées dans des conditions d’asepsie rigoureuses.

La mise en évidence de S. aureus repose sur la mise en évidence d’une enzyme :

«la coagulase libre ».

La coagulase libre est relâchée dans le milieu, elle se détecte par sa capacité à coaguler

du plasma contenant un anticoagulant comme le citrate, l’oxalate ou l’héparine.

Le test consiste à ajouter dans un tube à essai 0,5 ml d’une culture liquide de 18 à 24 heures

de la souche à tester à plasma de lapin.
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Le tube est maintenu à 37°C et examiné chaque heure jusqu’à 24 heures pour détecter la

présence d’un caillot. La coagulase libre déclenche la conversion du fibrinogène du plasma

de lapin (initialement lyophilisé puis reconstitué) en fibrine qui forme le caillot. (Service de

microbiologie et épizootiologie. 1989)

II.2.3. Antibiogramme :

Une fois que les bactéries sont identifiées, le travail sera complété par la réalisation d’un

antibiogramme selon les recommandations de l’OMS « Standardisation de l’antibiogramme en

médecine vétérinaire et humaine à l’échelle nationale établie par les ministères de l’agriculture

et de développement rural et de la santé, voir 6ème édition 2011 »

 Technique :

-Milieu : On a coulé la Gélose Mueller-Hinton dans des boites de pétri sur une épaisseur de

4mm. Les Géloses ont été près séchées avant l’emploi.

-Inoculum :

A l’aide d’une anse, on a prélevé 3 à 5 colonies bien isolées et parfaitement identiques du

germe à tester à partir d’une culture pure de 24 heures sur milieu d’isolement.

On a déchargé l’anse dans 10 ml d’eau physiologique stérile à 0,9%.

On a homogénéisé bien la suspension bactérienne afin d’obtenir une opacité équivalente à

0,5 Mac Farland ou à une dose obligatoire de 0,10 à 625 nm pour avoir la même

concentration. L’inoculum a été ajusté avec des colonies bactériennes.

L’inoculum bactérien a été ensemencé dans les 10 à 15 minutes qui ont suivi notre

préparation afin de garder la même concentration des germes avec celle de l’étalon.

 Ensemencement :

_ On a trempé un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

_On L’a essoré en le passant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin

de le décharger au maximum.
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_On a frotté l’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, sèche, de haut en bas, en

stries serrées.

_On a répété l’opération deux fois, en tournant la boite de 60° à chaque fois.

_ « On a ensemencé plusieurs boites de pétri et à chaque fois nous avons rechargé

l’écouvillon.

 Application des disques d’antibiogramme :

Il ne faut pas mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de 90 mm de diamètre.

Les disques d’antibiotiques doivent être espacés de 24mm, centre à centre.

Dans notre travail pratique on s’est limité à l’utilisation des antibiotiques disponibles au

laboratoire.

 Incubation a été de 24 heures à 37°C.

 Lecture :

-On a mesuré avec précision les diamètres des zones d’inhibition à l’aide d’un pied à coulisse,

puis nous avons comparé ces résultats aux valeurs critiques.

-La liste des antibiotiques que nous avons testés, figure dans le tableau (08) :
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Antibiotique

Testés

Charge des

disques

Diamètres critiques (mm)

Résistant Intermédiaire Sensible

Bétalactamines

Pénicilline 10 UI

1µg

≤28 

≤10 

-

11-12

≥29 

≥13 Oxacilline

Aminosides

Gentamicine 10µg

30µg

≤12 

≤14 

13-14

15-16

≥17 

≥17 Amikacine

Macrolides

15µg ≤15 14-22 ≥23 Erythromycine

Glycopeptides

30µg - - ≥15 Vancomycine

Autre

1,25/23,75µg

5µg

5µg

10µg

≤10 

≤16 

≤12 

≤17 

11-15

17-19

13-15

18-21

≥16 

≥20 

≥16 

≥20 

Cotrimoxazole

Rifampicine

Ofloxacine

Acide

Oxolinique

Tableau 08 : Valeurs limites des diamètres des zones d’inhibition pour S. aureus.

II.2.4.Contrôle de qualité interne :

Nous avons procédé au contrôle de qualité afin de s’assurer de la précision et la fiabilité de la

technique des tests de sensibilité, de la performance des réactifs utilisés dans les tests et la

performance de notre manipulation et la lecture des résultats.

II.2.4.1.Procédure de contrôle interne :

-Le contrôle de la qualité du milieu de Mueller-Hinton, d’antibiotiques et de la souche de

référence (Staphylococcus aureus ATCC 2592) ont été réalisés au laboratoire.

-Les mesures des diamètres des zones d’inhibition ont été soigneusement prises et comparées

aux valeurs critiques.
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-Après la réalisation des dix (10) tests concernés, on a procédé à l’interprétation des résultats

comme suite :

 On n’a pas toléré plus de 02 valeurs en dehors des valeurs critiques définies pour

l’antibiotique et la souche considérée (Pas plus de 02 erreurs). (Standardisation de

l’antibiogramme à l’échelle national, 2011).

II.2.4.2. La lecture et l’interprétation des diamètres des zones d’inhibition :

. On a constaté que les interprétations sensibles-intermédiaires-résistants (S.I.R)

correspondent bien aux diamètres mesurés.

.On a évité les deux causes principales d’erreur qui sont : mauvais ensemencement (stries non

serrées), et mauvaise mesure des diamètres.

.Les mesures des diamètres d’inhibition ont été soigneusement prises et comparées aux valeurs

critiques figurant dans tableau (09)

Antibiotique testés Charge des disques S. aureus ATCC 25923

Amikacine 30µg 20-26

Ampicilline 10µg 27-35

Pénicilline 10 UI 26-37

Chloramphénicol 30 µg 19-26

Erythromycine 15 µg 22-30

Gentamycine 10 UI 19-27

Kanamycine 30UI 19-26

Streptomycine 10UI 14-22

Oxacilline 1 µg 18-24

Ofloxacine 5 µg 24-28

Rifampicine 5 µg 26-34

Vancomycine 30UI 17-21

Tableau 09 : Valeurs limites des diamètres des zones d’inhibition pour S. aureus ATCC 25923

utilisées pour le contrôle de qualité.
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II.2.4.3.Le milieu de culture :

.Le PH a été ajusté entre 7,2 à 7,4.

.L’Humidité : aucune goutte d’humidité n’a été présente sur la gélose à l’inoculation.

.Préparation des boites : on a coulé le milieu MH sur des boites posées sur un plan de travail

strictement horizontal afin de permettre une répartition homogène du MH.

II.2.4.4.Contrôle de l’inoculum : l’inoculum et l’étalon 0,5 Mac Farland doit avoir la même

turbidité lorsqu’ils sont examinés sur un fond rayé ou imprimé (papier journal par exemple).

II.2.4.5.Disques d’antibiotiques : avant l’utilisation des cartouches d’antibiotiques, nous avons

vérifié la date de péremption.

Les cartouches ont été retirées du réfrigérateur deux heures avant leur utilisation.

II.3. Résultats et discussions :

II.3.1. Résultats :

II.3.1.1. Résultats du test :

L’antibiogramme a été réalisé sur les dix (10) souches isolées à partir du lait mammiteux.

Nous avons constaté que la plupart des quartiers postérieurs gauches soit respectivement 30%

et 50% ont été touché par des mammites cliniques résistantes aux traitements, par contre les

quartiers antérieures droits soit respectivement 10% et 10% ont été sensibles au traitement

(voir tableau 10 et (ANNEXE II).

Quartier (mammite) Droit (A+B) Gauche (C+D)

N° atteint 4/10 6/10

Quartier atteint A (Antérieur) B (Postérieur) C (Antérieur) D (Postérieur)

N° atteinte 1 3 1 5

Pourcentage% 10% 30% 10% 50%

Tableau 10: Répartition de la mammite clinique sur les différents quartiers de la mamelle chez

les vaches.



PARTIE PRATIQUE

46

Figure 13 : Répartition des mammites sur différents quartiers de la mamelle.

II.3.1.2. Résultats de l’antibiogramme :

Les résultats des antibiotiques testés sont portés dans les tableaux (10, 11, 12, 13 et 14).

N° de la souche

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10ATB Normes

(mm)

P 28-29 00 29 00 19 40 09 00 32 20 00

G 12-17 17 32 17 28 26 08 00 22 24 28

E 13-23 00 00 00 00 32 00 00 23 23 00

VA = ou >15 00 19 15 17 18 16 00 00 00 00

RA 16-20 14 44 20 32 40 32 20 36 36 16

AO 17-20 00 00 00 20 18 17 00 00 18 12

(P= Pénicilline, G= Gentamycine, E= Erythromycine, VA= Vancomycine, RA= Rifampicine, AO=

Acide Oxolinique).

Tableau 11 : Résultats des diamètres des zones d’inhibition des S. aureus.
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N° de la souche

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10ATB Normes

(mm)

P 28-29 R I R R S R R S R R

G 12-17 I S I S S R R S S S

E 13-23 R R R R S R R I I R

VA = ou >15 R S I S S S R R R R

RA 16-20 R S I S S S I S S I

AO 17-20 R R R I I I R R I R

Tableau 12: Résultats et interprétation du tableau N° 11 suivant la sensibilité de chaque souche

aux antibiotiques testés.

R= souche résistante. I= souche intermédiaire. S= souche sensible.

P G E VA RA AO

Résistance (R) 7 2 7 5 1 6

Intermédiaire (I) 1 2 2 1 3 4

Sensible (S) 1 6 1 4 6 0

Tableau 13 : Nombre des souches sensibles, intermédiaires et Résistantes de Staphylococcus

aureus aux antibiotiques testés.

P (1) G (2) E (3) VA (4) RA (5) AO (6)

Résistance (R) 70% 20% 70% 50% 10% 60%

Intermédiaire (I) 10% 20% 20% 10% 30% 40%

Sensible (S) 10% 60% 10% 40% 60% 00

Tableau 14 : Pourcentage des souches sensibles, intermédiaires et Résistantes de

Staphylococcus aureus aux antibiotiques testés.
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Figure 14 : Histogramme des souches sensibles, intermédiaires et Résistantes de

Staphylococcus aureus aux antibiotiques testés.

Interprétation des résultats :

La majorité des souches isolées ont manifesté des résistances considérables vis-à-vis de la

Pénicilline, l’Erythromycine (7/10 souches), l’acide oxolinique (6/10) et la Vancomycine (5/10).

Par contre une minorité des souches ont manifesté une légère sensibilité à la Gentamycine

(2/10 souches) et la Rifampicine (1/10 souches).

II.3.2. Discussion :

Le nombre de souches de S. aureus testé varie selon les antibiotiques utilisés.

Pour la pénicilline testé on a obtenu un nombre considérable de souches résistantes, sept

(07) parmi les dix (10) souches isolées soit 70% ; en effet cette résistance a été signalée par

l’auteur Perrin-Coullioud en 1992, celui-ci ayant travaillé sur des souches de S. aureus isolées à

partir de mammites bovines qui ont montré une résistance aux Beta-lactamines.

D’autres souches ont été moins résistantes aux antibiotiques restantes soit l’Acide

Oxolinique, la Gentamycine, la Rifampicine et la Vancomycine.
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Lors de notre travail expérimental, on a constaté et confirmé la résistance de Staphylococcus

aureus à plusieurs antibiotiques dont l’origine est rapportée encore une fois par d’autres

auteurs :

Le traitement excessif et abusif des vaches aux antibiotiques par les éleveurs pour diminuer

les pertes, augmenter la productivité du troupeau et comme facteur de croissance ont

contribué à l’apparition et au développement de cette résistance (Ndorma et Oscar).

Selon Jean-Claude Panisset et Hélène Le Duc, les microbes soumis régulièrement au contact

des médicaments dans les aliments d’animaux d’élevage peuvent également devenir résistants

à ces derniers et cette résistance risque d’être transmise à l’homme.
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Conclusion

La résistance bactérienne aux antimicrobiens se traduit cliniquement par des échecs

thérapeutiques rendant le choix de la molécule ardu. En effet, le test de sensibilité

« l’antibiogramme » permet d’évaluer in vivo l’efficacité de ces molécules, classant la bactérie

comme sensible, résistante ou de sensibilité intermédiaire pour chaque antibiotique testé.

L’étude des antibiogrammes de Staphylococcus aureus d’origine lait mammiteux, met en

évidence une grande variation dans la diffusion de la résistance acquise. Les données de la

partie expérimentale de cette thèse montrent une évolution significative dans le temps du

pourcentage des souches résistantes à des antibiotiques très utilisés tels que la pénicilline et

l’érythromycine.

Il faut admettre que les éleveurs administrent des antibiotiques, juste après l’apparition des

premiers symptômes, soit suite à une prescription déraisonnée soit à titre frauduleux, même

avant l’envoi au laboratoire.

En conclusion, il est impérativement recommandé aux praticiens le recours au laboratoire

pour un diagnostic. Un antibiogramme associé permet d’orienter le choix de la molécule à

prescrire. Il est également conseillé d’alterner les molécules quant ceci est possible.

Il est impératif de créer des réseaux nationaux de surveillance pour les espèces bactériennes

pathogènes pour l’homme et les animaux, selon les recommandations de l’OMS.

Au niveau de l’institut pasteur d’Alger ont commencé depuis longtemps à travailler sur

la Standardisation de l’antibiogramme en médecine vétérinaire et humaine à l’échelle

nationale. (voir 6ème édition 2011).

Enfin dans l’attente de nouvelles molécules antibactériennes et afin de mieux maitriser cette

résistance chez l’animal et d’éviter ses conséquences chez l’homme, il est impérativement

recommandé de laisser en exclusivité certaines molécules pour l’usage humain.
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LES ANNEXE

Annexe I (Ferney et al, 1966)

Le prélèvement de l’échantillon de lait de quartier pour examen Bactériologique

1) Nettoyer la mamelle et les trayons avec un linge propre à l’eau savonneuse tiède

ou à l’eau javellisée (0,06% Cl. Actif, Cl. Actif + /- degré chlorométrique N fois

3,21), rinçage et séchage.

Si la mamelle est propre, il suffit de bien l’essuyer.

2) Désinfecter l’extrémité du trayon avec un tampon de coton imbibé d’alcool à

70°.

3) Eliminer le premier jet de lait dans un récipient.

4) Saisir le flacon à prélèvement entre le pouce et les doigts de la main gauche et

retourner de telle sorte que le bouchon soit dirigé vers le bas.

5) Prendre le bouchon avec la main droite par son bord supérieur et le desserrer, le

porter entre l’index et le médius de la main gauche, le flacon restant tenu

ouverture toujours en bas entre le pouce et l’index.

6) Saisir le trayon de la main droite, ramener le pis en position latérale, traire les

jets de lait presque horizontalement dans le flacon basculé au moment où le lait

gicle pour que l’ouverture du flacon soit le plus près possible de l’extrémité du

trayon.

7) Boucher le flacon.

Lorsqu’un prélèvement est effectué pour chacun des quartiers, si l’on procède à la

désinfection des quartiers avant d’effectuer les prélèvements, on doit munir de

quatre tampons de coton imbibé d’alcool à 70° et procéder selon le schéma suivant :
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Avant

Gauche Droite

Arrière

Placé à gauche :

Désinfection

A

B

C

D

Prélèvement

D

C

A

B

Placé à droite :

Désinfection

D

C

B

A

Prélèvement

A

B

C

D

8) Identifier le flacon en inscrivant le numéro ou le nom de l’animal ainsi que le

quartier.

C A

D B
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ANNEXE II

SUGGESTION DE FICHE DE RESULTATS

LABORATOIRE DE………………………………………… N° Référence :………………………………….

ADRESSE……………………………………………………..

DIAGNOSTIC DE MAMMITES

Dr Vétérinaire :………………………………………… Eleveur :………………………………………………...

Adresse :………………………………………………… Adresse :………………………………………………….

………………………………………………. …………………………………………….

1) Identification du prélèvement :

a) Nom et numéro de l’animal :…………………………………………………….

b) Lait de :

Bovin Ovin-Caprin Autre

C A G D

D B

Quartier de la vache Les pis

1) Date de réception de prélèvement :…………………………………………

2) Qualité de prélèvement :………………………………………………………….

3) Autres recherches :……………………………………………………………………

………………………………………………………………………………

………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………..
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4) Recherches demandées :

N° de

flacon

Race Age

(ans)

Quartier atteint Couleur de

lait

Réponse au

traitement

Traite

mécaniqueDroit Gauche

A B C D Oui Non Oui Non

1 Mob 5 O Jaune O O

2 Mob 6 O Jaune O O

3 Mob 5 O Jaune O O

4 Hol 4 O Blanc/Jaune O O

5 Mob 7 O Jaune O O

6 Mob 6 O Jaune O O

7 Mob 4 O Jaune/Jaune O O

8 Mob 4 O Jaune O O

9 Mob 6 O Jaune O O

10 Mob 5 O Jaune O O

Mob : Montbéliard. Hol : Holstein.
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ANNEXE III

Composition des milieux de culture utilisés.

1) Milieux liquides : Composition en gramme par litre d’eau distillée.

 Bouillon nutritif :

Extrait de viande……………………………………………………………………….5.

Peptone pancréatique……………………………………………………………..10.

Chlorure de sodium…………………………………………………………………..5.

PH=7,4

 Bouillon Cœur-cerveau (B.H.I.B) :

Infusat de cerveau………………………………………………………………..12,5.

Infusat de cœur………………………………………………………………………..5.

Protéose peptone……………………………………………………………………10.

D (+) glucose…………………………………………………………………………….2.

Chlorure de sodium………………………………………………………………….5.

Dihydrogène-phosphate de sodium………………………………………2,5.

PH=7,4+/- 0,2.

 Bouillon au sélénite cystine (Double concentration) :

Peptone trypsique de caséine………………………………………….8.

Lactose……………………………………………………………………………8.

Phosphate disodique……………………………………………………..20.

Sélénite acide de sodium……………………………………………….10.

Cystine……………………………………………………………………..0,020.
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PH=7,00

 Eau physiologique :

NaCl……………………………………………………………………………..9.

 Milieu Mannitol-mobilité :

Peptone trypsique de viande……………………………………….20.

Agar………………………………………………………………………………4.

Mannitol……………………………………………………………………….2.

Rouge de phénol à 1%.................................................4 ml.

PH= 7,6 à 7,8

2) Milieux Gélosés : Composition en gramme par litre d’eau distillée.

 Base Tampon pour gélose au sang frais :

Extrait de cœur…………………………………………………………10.

Tryptose…………………………………………………………………..10.

Chlorure de Na…………………………………………………………..5.

Agar-Agar………………………………………………………………...15.

A ajouter le sang………………………………………… .50 à 80 ml.

PH=6,8+/- 0,2

 Gélose Hektoen :

Protéose peptone………………………………………………….12.

Extrait de levure……………………………………………………..3.

Chlorure de sodium…………………………………………………5.

Thiosulfate de sodium…………………………………………….5.
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Sels biliaires………………………………………………………….9.

Citrate de fer ammoniacal…………………………………1,5.

Salicine…………………………………………………………………2.

Lactose………………………………………………………………12.

Saccharose…………………………………………………………12.

Fuschine acide…………………………………………………0,1.

Bleu de bromothymol……………………………………0,065.

Agar………………………………………………………………….14.

PH=7,5

 Gélose nutritive :

Extrait de viande de bœuf……………………………………..1.

Extrait de levure…………………………………………………….2.

Peptone…………………………………………………………………5.

Chlorure de sodium……………………………………………….5.

Gélose………………………………………………………………….15.

PH=7,4

 Gélose Mueller-Hinton :

Infusion de viande de bœuf déshydratée…………..300.

Hydrolysat acide de caséine……………………………17, 5.

Amidon de maïs………………………………………………..1,5.

Gélose……………………………………………………………….10.

PH= 7,3+/- 0,1
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 Milieu Chapman :

Extrait de viande………………………………………………………1.

Chlorure de sodium………………………………………………..75.

Peptone………………………………………………………………….10.

Gélose……………………………………………………………………15.

Mannitol………………………………………………………………..10.

Rouge de phénol……………………………………………….0, 025.

PH= 7,4

Préparation de l’étalon 0,5 Mc Farland :

L’étalon 0,5 Mc Farland, se prépare en versant 0,5 ml d’une solution de BaCl2 déshydraté à

1% (10g/l), dans une éprouvette de 100ml.

Compléter à 100ml avec du H2SO4 à 1% (10ml). Ainsi préparé l’étalon doit présenter une

dose obligatoire 0,10 à 625 nm.
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Annexe IV

Mode d’action des principaux antibiotiques (Delery, 1999)
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Coagulas positive (Couleur jaune)

Colonies de S. aureus sur gélose Antibiogramme


