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Résumé

Les staphylocoques sont des bactéries commensales, pouvant provoquer des maladies chez
I'homme et I'animal. C'est bactéries ont développent des résistances aux antibiotiques. Ce qui
signifie des échecs aux traitements. Nous avons mené un travail dans I'abattoir de Boufarik et
Chlef, afin de déterminer la prévalence du portage nasal des animaux, dont I'objectif d’étudier la
résistance de staphylococcus aureus. 146 écouvillons ont été réalisés chez les bovins et les ovins.
Des cultures bactériennes ont été effectués afin d’isoler les souches de s.aureus. Nous avons
enregistré une prévalence globale d’ordre de 21.23%. Avec un taux de 22.5% et de 19.70% chez les
bovins et les ovins respectivement. Enfin, I'étude de la bio résistance des souches isolée s’avere
tres intéressante a explorer. Dont la perspective de déterminer les genes de résistance et

d’estimer le risque de transmission de ces derniers a I’homme.

Mots clés :Staphylococcus aureus, Boufarik, Chlef, Portage, culture, ruminants, transmission,

prévalence, bio résistance.

Abstract

Staphylococci are commensal bacteria that can cause diseases in humans and animals. Its bacteria
have developed resistance to antibiotics. This means treatment failures. We conducted a work in
the abattoir of Boufarik and Chlef to determine the prevalence of nasal carriage of animals, whose
objective is to study the resistance of Staphylococcus aureus. 146 swabs were made in cattle and
sheep. Bacterial cultures were made to isolate strains of S. aureus. We recorded an overall
prevalence of 21.23%. With a rate of 22.5% and 19.70% in cattle and sheep respectively. Finally,
the study of the bio resistance of isolated strains is very interesting to explore. Including the
prospect of determining resistance genes and estimating the risk of transmission of these to

humans.

Key words:Staphylococcus aureus, Boufarik, Chlef, Portage, culture, ruminants, transmission,

prevalence,bioresistance.
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Introduction

Introduction

Staphylococcus aureus est une bactérie commensale de ’lhomme et de I'animal. Elle est présente
sur la peau et les muqueuses, notamment au niveau des voies aériennes respiratoires supérieures
et dans les intestins (Mulcahy et al, 2012), pouvant devenir pathogéne majeur a 'origine de divers
infections, cutanées, des toxi-infections alimentaires ,des mammites mais aussi des affections tres

graves comme la pneumonie, I'endocardite et le syndrome de choc toxique (Benito et al/,2015).

Les traitements des infections a staplylocoques que se soit en médecine humaine qu’en
médecine vétérinaires sont a base des antibiotiques. Les béta-lactamines constituent le
traitement de premiére intention des infections staphylococciques et la résistance a ces molécules
a évolué par vagues successives au gré de l'acquisition de mécanismes de résistance spécifiques.
Dés les années 1950, la résistance a lapénicilline G par production de pénicillinases plasmidiques
est apparue rapidement dans les hopitaux avant de diffuser largement dans la communauté (>90%
de résistance a I'hopital en 2012, >80% en ville). L'introduction de la méticilline et de ses dérivés,
béta-lactamines non dégradées par les pénicillinases, a marqué le début de la deuxieme vague de
résistance. Des 1960, les premiéres souches de S. aureus résistantes a la méticilline (SARM) ont

émergé en Angleterre(Marisa, 2012).

La résistance aux antibiotiques s’avere plus complexe et plus étendue, en diffusion dans
I’environnement, en communauté mais aussi chez les animaux de compagnie et les animaux
d’élevage(Guillot, 1989). De plus, la transmission des bactéries résistantes de I'animal a 'homme
est possible soit par contact direct ou via la chaine alimentaire a partir d’aliments et de produits

d’origine animale contaminés par ces bactéries (Petinaki et Spiliopoulou, 2012).

Notre étude a pour objectifs :
v Déterminer la prévalence du portage nasal du S. aureus chez les animaux (bovins,
ovins, caprins) au niveau des abattoirs de Boufarik et Chlef.

v Etudier la résistance de S. aureus vis-a-vis de certains antibiotiques.
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Revue bibliographique

1 Revue bibliographique

1.1 Historique

Les Staphylocoques ont été découverts dans un pus par Louis Pasteur en 1880. En 1883,
Alexandre Ogsto a créé le nom de « Staphylocoque » pour décrire ces grains (KoKKos) groupés en
amas irréguliers a la facon d'une grappe de raisin (staphylos).En 1884,Rosenbach a obtenu des
cultures pures de ces bactéries (Avril et al, 1992).S. aureus est une bactérie a la fois commensale
et pathogéne opportuniste (Gordon, 2008). Cette espéce bactérienne peut coloniser I'humain
aussi bien que plusieurs espéces animales comme le porc, le sanglier ainsi que le cerf rouge

(Gordon, 2008; Burns et al, 2014; Porrero et al, 2014).

Chez I’humain, on peut retrouver S. aureus au niveau du nez, des aisselles ou encore dans le
systeme gastro-intestinal. Le nez est la principale région anatomique colonisée chez I’"humain. Le
portage de la bactérie peut étre temporaire ou permanent (Wertheim et al, 2015). Le portage
permanent de la bactérie peut aller jusqu’a 50% de la population et le portage temporaire jusqu’a
60% de la population ou la durée du portage ne dépasse généralement pas une semaine
(Wertheim et al, 2015;Lister et Horswill, 2014).S. aureus est le staphylocoque le plus virulent en

raison de ses nombreux facteurs de virulence (Gordon, 2008).

Lorsque l'opportunité se présente, cette espéce de staphylocoque peut causer diverses
infections telles des endocardites, ostéomyélites, infections de la peau, pneumonies, et
intoxications alimentaires (Gordon, 2008). Le S. aureus a permis la découverte du premier
antibiotique. C'est en 1928, qu’Alexander Fleming, biologiste britannique, revint de voyage a son
laboratoire pour découvrir des cultures de S. aureus contaminées par un champignon (Penicillium
notatum), ayant inhibé la croissance de la bactérie. C'est ainsi qu’il découvrit la pénicilline (Ligon,

2004).

13
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1.2 Taxonomie

Staphylococcus aureus est un micro-organisme procaryote. Il est classé dans le
regneBacteriapuis dans I’embranchement Firmicutes, classe Bacillipuis dans I'ordre Bacilliales.
Sur la base de la séquence génétique codant I'acide ribonucléique de la sous-unité 16S (ARNr 16S),
sa position taxonomique a été revue et I'espéce S. aureus est classée depuis 2002 avec d’autres
espéces composant le genre Staphylococcus dans une famille qui porte son nom
Staphylococcaceae. Cette derniere comprend en plus de celui-ci, les genres

Gemella,Macrococcus,JeotgalicoccusetSalinococcus (Le Loir et Gautier, 2010).

S. aureus est un pathogéne majeur pour I'Homme et les animaux. Cette espéce a été
subdivisée en deux sous-espéces ; S. aureus subsp. Aureuset S. aureus subsp. anaerobius. Cette
derniere a été isolée pour la premiére fois en 1985 a partir d’abcés chez le mouton (De la Fuente
et al, 1985). Elle est beaucoup moins connue mais peut étre a l'origine d’infections chez les

animaux et de toxi-infections alimentaires (TIAC) chez ’'Homme (Delarras, 2007).

1.3 Mode de transmission

La porte d’entrée est fréquemment cutanée. Une plaie, méme minime, uneexcoriation, le point de
pénétration d’un cathéter sont des portes d’entréepotentielles.

A partir de Iésions ouvertes ou d’un simple portage asymptomatique chez le sujet source.
Inter-individu, d’un individu a l'autre, la contamination peut se faire au contact d'une plaie
infectée.

Par voie aérienne (sécrétions de la sphere ORL), par les objets souillés ainsi que les toxi-
infections alimentaires collectives (TIAC).

La transmission entre animaux s’effectue sur un mode horizontale. Le contact direct entreanimaux
malades ou sains et animaux sensibles, immunodéprimés ou affaiblis notamment lors de la tétée
(en cas de mammite). En effet, les petits laissés sous leurs meres peuvent en plus servir de vecteur
pour la bactérie entre les femelles allaitantes. La contamination peut aussi se faire de fagon
indirecte a partir d’objets inanimés, d’eau et d’aliments ou de matériel souillés. S. aureus est un
germe résistant qui peut survivre plusieurs semaines voire des mois dans le milieu extérieur

(Foster, 2012).

14
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Outre les différentes origines qui expliquent la présence inévitable de S. agureus dans les
exploitations, la persistance des infections provoquées par ces germes est imputable a la mauvaise
gestion des épisodes d’infectieux. Une fois déclarées la gestion d’un tel risque passe
inéluctablement par une prise en charge précoce des animaux malades, de plus I'apparition de
problemes de santé dans les élevages est souvent une conséquence multifactorielle. En effet, des
défaillances dans les parameétres zootechniques et la mauvaise gestion de |'élevage sont tres
souvent incriminées. |l importe donc dans la prise en charge des cas cliniques de faire une enquéte
approfondie concernant la gestion de I'élevage, d’évaluer et d’apporter les mesures correctives au
programme prophylactique en place ou d’en instaurer un le cas échéant (Peton et Le Loir, 2014 ;

Foster, 2012).

1.4 Caracteres bactériologiques

1.4.1 Morphologie et structure

S. aureus est de forme sphérique (coque) et se regroupe généralement en amas, souvent
qualifiés de grappes de raisin (Figure 1).

Figure 1 :Micrographie électronique a balayage colorisée de S. aureus résistant a la méticilline
sur la surface d’un pansement de plaie.Grossissement

x18,501.http://cellimagelibrary.org/images/40593
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D'un point de vue macroscopique, cette bactérie se caractérise par la pigmentation dorée de
ses colonies, justifiant le nom vernaculaire de « staphylocoque doré ». Ces cocci mesurent de 0,5 a
1,5um de diametre, sont immobiles, non sporulés et positifs a la coloration de Gram (Tille et Baily,
2014). Comme chez la majorité des bactéries Gram positives, I'enveloppe de S. aureus est
composée d’une seule membrane plasmique recouverte d’une paroi épaisse riche en
peptidoglycane et en acides téichoiques. La plupart des isolats infectieux possédent également
une capsule polysaccharidique externe contenant divers facteurs de virulence et permettant le

sérotypage des souches.

Le peptidoglycane, formé de chaines linéaires de N-acétylglucosamide et d’acide
Nacétylmuramique, représente 50% du poids de la paroi bactérienne. Le reste de la paroi est
Majoritairement composé d’acides téichoiques (TA) caractéristiques des bactéries Gram positives.
Comme le montre la figure 2A, les TA peuvent étre liés de facon covalente au peptidoglycane. Ce
sont les WTA pour « wallteichoicacids ». Alternativement, ils peuvent étre insérés dans la
membrane plasmique par une ancre lipidique (figure 2B) et sont alors nommés LTA pour « lipo-

teichoicacids » ( Neuhaus et Baddily, 2003; Xia et Kohler, 2010).

Peptidoglycane et acides téichoiques sont d'importants motifs de  reconnaissance
associés au pathogene (ou PAMPs pour PathogenAssociatedMolecular Pattern) impliqués dans

I'activation de la réponse immunitaire innée (Seo et Michalek, 2008; Volz et al, 2010).

B
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Figure 2 :Structure de la paroi de S. aureus.

16



Revue bibliographique

A. Schéma global de la paroi de S. aureus B. Structure des acides poly-téichoiques (WTA et LTA) de
S.aureus. P, phosphate; D-Ala, D-alanine; GIcNAc, N-acetylglucosamine; ManNAc, N-

acetylmannosamine; MurNAc, N-acetylmuramicacid; Glc, Glucose (D’apres (Xia et Kohler, 2010).

Plus de 90% des isolats cliniques possedent également une capsule externe de nature

Polysaccharidique rarement présente lors de culture in vitro (Nilsson et Lee, 1997).

De plus S. aureus présente de nombreuses protéines de surface possédant certaines
caractéristiques communes, comme une région C-terminale ancrée dans la paroi cellulaire etune
séquence signal sécrétrice a I'extrémité N-terminale. La partie N-terminale exposée a la surface de
la cellule bactérienne posseéde un domaine de liaison au ligand, permettant a certaines de ces
protéines de fonctionner comme des adhésines. Ces protéines de surface semblent ainsi jouer une

part importante dans la colonisation des tissus de I’'h6te (Lowy, 1998).

1.4.2 Biochimie

S. aureus a un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif. Ces
bactériespossedent une activité catalase, coagulase, phosphatase, ainsi que des nucléases
thermostables mais pas d’oxydase (Nandy et Roy, 2013). Elles sont hémolytiques, ont la capacité
de liquéfier la gélatine et de fermenter de nombreux sucres comme le glucose, le saccharose, le
lactose et le mannitol. Le diagnostic permettant de distinguer S. aureus des autres especes est
basé sur des tests réalisés sur colonies tels que l'identification du facteur agglomérant, de la
coagulase, des hémolysines et de la désoxiribonucléase thermostable ou thermonucléase(Brown,

2005).

1.4.3 Croissance

In vitro, S. aureus est une bactérie non-exigeante. En effet, en plus d’étre aéroanaérobie
facultative, elle est facilement cultivable en milieu gélosé classique tel que CBA (Columbia Blood
Agar), TSA (TrypticSoy Agar) ou BHI (BrainHeart infusion), ainsi que dans les milieux liquides

correspondants (Foster, 1996; Vitko et Richardson, 2013). La gélose de Chapman (ou MSA pour
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Mannitol-Salt-Agar) peut étre utilisée comme milieu sélectif différentiel pour I'identification de S.
aureus qui présente un caractere halophile ainsi que la capacité a fermenter le mannitol.

S. aureus se développe entre 10 et 42°C avec une température optimale de 37°C et un pH
compris entre 7,4 et 7,6 (Nandy et Roy, 2013). Les colonies peuvent étre observées apres 24h
d’incubation.

Elles sont opaques, de pigmentation jaune-doré, ont un aspect circulaire de 2 a 3 millimeétres

de diamétre ainsi qu’une une surface convexe lisse et brillante.

1.4.4 Génomique

Le génome de S. aureus est constitué d’'un chromosome circulaire unique d’environ 2,8 Mb a
faible teneur en guanidine et cytosine (30 a 39 %) (Kim et Yi, 2014; Holden et Feil, 2004), classant
S. aureus parmi les bactéries gram positives a faible GC%. En plus du chromosome, le génome de
S. aureus peut présenter divers éléments génétiques mobiles comme des plasmides, des
prophages issus de phages tempérés ou encore des éléments transposables tels que transposons,
intégrons, séquences d’insertion, filots de pathogénicité ou cassettes chromosomiques

(Malachowa et Deleo, 2010).

Ces éléments sont souvent porteurs d’un ou plusieurs genes conférant un avantage sélectif a
la bactérie tels que la résistance a un antibiotique ou I'expression d’un facteur de virulence. Ainsi,
I’élément génétique mobile le plus connu chez S. aureus est sans doute la SCC (pour
staphylococcalchromosomal cassette) qui porte le géne mecAde résistance a la

méticilline(Katayama et Hiramatsu, 2000).

En plus de leur transmission a la descendance par transfert vertical lors de la division
bactérienne, ces éléments peuvent aussi se propager a d’autres bactéries « soeurs » par transfert
horizontal de genes (THG). Le THG est un mécanisme crucial pour la plasticité des génomes
bactériens et I'adaptation des bactéries a leur environnement (Guinane et Penadés, 2011; Lindsay
, 2014). |l est d’ailleurs considéré comme le principal responsable de la propagation de génes de
résistance aux antibiotiques au sein d’une population bactérienne (Savage et Chopra, 2013;
Scharn et Tenover, 2013). Il peut avoir lieu au sein d’une méme espece mais aussi entre especes,
voire genres différents (Winstel et Liang, 2013). Comme le montre la figure 3, il existe trois grands

mécanismes de THG :
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v" La conjugaison : le plasmide passe d’une souche donneuse a une receveuse;

v" La transduction : un bactériophage tempéré encapside par erreur des portions de
chromosome bactérien lors de la reprise de son cycle lytique et les « injecte » dans
une autre cellule lors de I'infection;

v’ La transformation : basée sur la capacité que possédent certaines bactéries a capturer
de ’ADN exogene présent dans leur milieu environnant, a l'internaliser et a I'intégrer

dans leur chromosome suivant un processus de recombinaison homologue;

a Bacterial transformation
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Figure 3 :Transfert horizontal de génes entre les bactéries

(Furuya et Lowy, 2006)

a- La transformation a lieu lorsque I’ADN, libéré lors de la lyse d’une bactérie, est repris par une
autre bactérie. Un gene de résistance aux antibiotiques peut alors étre intégré dans le génome de
la bactérie receveuse. b- Dans la transduction, les génes d’une bactérie sont transmis a d’autre
bactérie par l'intermédiaire d’'un bactériophage, et s’integrent dans le génome de la bactérie

receveuse. c- La conjugaison nécessite le contact entre 2 bactéries : I'’échange de I’ADN est
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effectué par I'intermédiaire d’un plasmide. Les transposons sont des séquences d’ADN qui portent

leur propre enzymes de recombinaison permettant la transposition d’un lieu a un autre.

1.5 Pouvoir pathogene

Le pouvoir pathogene d’'une souche bactérienne est lié a I'expression de facteurs de virulence, La
plupart des constituants de la paroi sont impliqués dans la virulence de S. aureus.

En plus des protéines de surface, la bactérie sécréte un panel de toxines et d’enzymes
possédant chacune des caractéristiques bien définies, sans que leur role ne soit encore bien

compris individuellement (figure 4).

Surface proteins Secreted proteins
(exponential-growth phase) (stationary phase)
A Coagulase Enterotoxin B
Protein A
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Elastin-binding ¥
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anchoring domain
domain

Figure 4 :Facteurs de virulence de S. aureus

(Lowy, 1998)
Le Panel A montre les protéines de surface et les protéines sécrétées. La synthése de ces protéines
est dépendante de la phase de croissance, comme montrée sur le graphe, et est contrbélée par des
geénes régulateurs telsqu’agr. Les panels B et C montrent des coupes transversales de I'enveloppe
cellulaire. Un grand nombre de protéines de surface ont une organisation structurelle similaire au
clumping factor, incluant les segments répétés d’acides aminés (Panel C). TSST-1 : Toxine du

syndrome de choc toxique 1.
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1.5.1 Les constituants de I’enveloppe

IIs interviennent dans la reconnaissance de S. aureus par les cellules hotes. Leur nature va moduler

les interactions et les mécanismes de reconnaissance par le systéme immunitaire.

v' La capsule polysaccharidique

La capsule améliore la virulence en conférant a la bactérie une meilleure résistance face au
systéme immunitaire de I'hote, notamment en interférant avec la phagocytose (Nilsson, 1997;
Nanra et al, 2013) et en empéchant les anticorps d’accéder aux épitopes de surface, Elle facilite
aussi I'adhérence de S. aureus aux cellules épithéliales, endothéliales et aux monocytes. Dans ce
cas, elle induit la sécrétion par ces cellules de cytokines inflammatoires telles que IL-1B, IL6, TNFa

et IFNyet la chimiokine IL-8(Nilsson, 1997; Soell, 1995).

v’ Le peptidoglycane

Le peptidoglycane est immunogéne et mitogene (Grov, 1978; Verbrugh, 1983). Il a une
activité chimiotactique sur les neutrophiles en stimulant I'activation de la cascade du complément
(Riber, 1990). Il stimule la production de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-1p,
IL-6 et IL-8 IL8, CCL2, CCL3, CCL4) par les monocytes et les macrophages (Takeuchi et al, 1999;
Leemans, 2003). Bien que le peptidoglycane seul entraine une faible induction de I'expression de

cytokines, il a un effet synergique avec les acides téichoiques(Volz et al, 2010; Fournier, 2005).

v’ Les acides téichoiques (TA)

Le WTA de S. aureus est impliqué dans la forme cellulaire, la division cellulaire, I'adhésion
cellulaire, la formation de biofilm et la pathogénicité (Xia, 2010; Gross, 2001; Swoboda, 2010). De
plus, il confére une résistance aux B-lactames dans les souches résistantes a la méticilline(Brown
et al, 2012). Par ailleurs, sa structure semble gouverner le THG puisque S. Aureus échange plus
efficacement de I’ADN avec une bactérie possédant un WTA de structure similaire et ce, méme si
elle appartient a un autre genre (Winstel et al, 2013). Au vu de son importance dans la biologie de
S. aureus, le WTA est aujourd’hui considéré comme une cible potentielle pour de nouveaux
antibiotiques (Sewell, 2014).
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Le LTA de S. aureus provoque une réponse inflammatoire en induisant la sécrétion de
cytokines et chimiokines (TNFa, IL-18, IL-10, IL-12, IL-8, LTB4, C5a, MCP-1, MIP1a et GCSF) par les
phagocytes mononucléés. Le profil cytokinique induit par le LTA est similaire a celui produit par la
bactérie entiére (Von Aulock et al, 2003). Le LTA participent ainsi a la formation de pus en

recrutant les neutrophiles via les chimiokines(Fournier, 2005).

1.5.2 Les composants de surface

v’ La protéine A

La protéine A est produite lors de la phase exponentielle de croissance. Elle est retrouvée
dans la majorité des souches pathogenes pour 'homme (Koreen, 2004). Elle se fixe sur le
fragment Fc des immunoglobulines de classe G et M ce qui perturbe I'opsonisation et donc la
phagocytose de la bactérie (Falugi, 2013). Elle a un réle dans le phénomene d’agrégation
bactérienne et favorise le développement de biofilms, renforgant ainsi 'adhésion et la protection
de la bactérie face a l'action des agents antimicrobiens produits par les cellules

immunitaires(Merino et al, 2009).

v' Les adhésines

S. aureus peut exprimer a sa surface un panel de protéines favorisant I'attachement a
certaines molécules de I’h6te telles que la fibronectine, la laminine et le collagéne qui forment la
matrice extracellulaire des surfaces épithéliales et endothéliales. Ces protéines bactériennes sont
nommeées « Microbial Surface Components RecognizingAdhesive Matrix Molecules » ou
MSCRAMM(Clarke, 2006; Foster, 2014).

Les protéines de liaison a la fibronectine et au fibrinogéne sont retrouvées dans la majorité
des souches de S. aureus. Elles contribuent a I'adhérence de S. aureus aux biomatériaux ayant un
contact prolongé avec le sang tels que les cathéters (Vaudaux et al, 1995).

La protéine de liaison au fibrinogéne, également appelée coagulase liée ou clumping factor,
est responsable de I'adhésion bactérienne aux caillots sanguins et aux tissus endommagés (Foster,
2014; Bodén 1989). C'est une protéine de surface pouvant aussi étre diffusible suite a I'autolyse.
Contrairement a ce que son nom semble indiquer, elle est dépourvue d’activité enzymatique. Sa
structure, complémentaire de celle du fibrinogene, lui permet d’interagir directement avec lui ou

avec des monomeres de fibrine. Ainsi, elle inhibe la phagocytose par les neutrophiles en formant a
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la surface de S. aureus une couche protectrice de fibrinogéne, empéchant la reconnaissance du
pathogene, méme opsonisé(Ko et al, 2013). Au sein du genre Staphylococcus, seule I'espéece S.
aureus possede cette protéine. Cette observation associée aux propriétés intrinseques de la
coagulase liée ont permis la mise au point d’un test de différenciation des especes de
staphylocoques basé sur I’agglutination d’hématies en présence de S. aureus (Brown, 2005).

La protéine de liaison au collagéne est plutot retrouvée dans les souches causant de I'arthrite
septique et de l'ostéomyélite (Patti et al, 1994). L'interaction avec le collagéne favorise

I'attachement de la bactérie aux tissus endommagés ol la couche sous-jacente a été exposée.

1.5.3 Les composants sécrétés

1.5.3.1 Les exoenzymes et protéines

v" La coagulase libre

La coagulase libre, ou staphylocoagulase, est une protéine diffusible thermostable exprimée
pendant la phase exponentielle de la croissance bactérienne. En se liant a une coaguline proche de
la prothrombine dans le plasma, elle forme un complexe nommé staphylothrombine qui convertit
le fibrinogene en fibrine (Cheng, 2010). Cette réaction entraine la coagulation locale du plasma
autour des cocci les protégeant de la phagocytose. Elle est a I'origine de la thrombophlébite

suppurée(Brenes, 2012).

v La fibrinolysine

La fibrinolysine, ou staphylokinase, est une protéine thermolabile et antigénique. Elle est
capable de métaboliser le plasminogene en plasmine et ainsi induire la fibrinolyse (Molkanen,
2002). En conditions physiologiques, ce mécanisme est associé a celui de la coagulation pour
éviter I'apparition de thromboses. Dans le cas d’une infection a S. aureus, la fibrinolysine perturbe
cet équilibre en favorisant la fibrinolyse et entraine des saignements.

Parallelement, la fibrinolysine possede la capacité de se lier aux défensines et de former un

complexe avec celles-ci inhibant leur activité bactéricide (Jin, 2004).

v’ Les lipases
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Les lipases sont un ensemble de protéines regroupant les lipases elles-mémes, les
phosphatases et les estérases. Elles sont responsables de la dégradation des lipides de I'hote (
Simons et al, 1996). En effet, les molécules lipidiques de I'hGte telles que les acides gras
présentent un effet tensio-actif qui perturbe l'intégrité de la membrane bactérienne. La lipase
semble aussi avoir un rble dans le prélevement des nutriments dans I'environnement, dans la
formation de biofilms et d’abces, participant ainsi la pathogénicité de S. aureus(Hu et Xiong,
2012). Ainsi, des souris infectées avec une souche mutante pour la lipase ont un défaut dans la
formation d’abces et une moindre charge bactérienne dans différents organes comparés a la

souche sauvage.

v’ Hyaluronidase

La hyaluronidase est une enzyme extracellulaire thermolabile qui digere [I'acide
hyaluronique. Cette dépolymérisation de |'acide hyaluronique, substance fondamentale de la
matrice du tissu conjonctif de I’'h6te, contribue au processus infectieux en favorisant la
dissémination via la dégradation des tissus (Farrell, 1995). Au sein du genre Staphylococcus, seule

S. aureus posséde cette enzyme (Hart, 2009).

v" Désoxyribonucléase thermostable

S. aureus est la seule espéce du genre Staphylococcus a produire une nucléase thermostable.
Elle permet ainsi une identification rapide de S. aureus dans des cultures de sang(Madison, 1983).
Elle a une activité exo- et endo-nucléasique qui lui permet de dégrader I’ADN mais aussi I’ARN des

cellules de I'hote. Elle est active a pH alcalin en présence de calcium (Hu, 2013).

v" Les Protéases

Les protéases retrouvées chez S. aureus regroupent les métalloprotéases, les thiol protéases
et les sérines protéases. Parmi ces dernieres, les mieux décrites sont les protéases glutamate
dépendantes dont la protéase V8, ou glutamyl-endopeptidase qui clive les polypeptides
préférentiellement apres un glutamate mais aussi, plus rarement, apres un aspartate. Initialement

identifiée chez la souche S. aureus VS8, il est maintenant établi qu’elle est exprimée par 67% des
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souches virulentes (Drapeau, 1978). Lors de l'infection, elle peut cliver certaines protéines de
I'h6te comme les chaines lourdes des Immunoglobulines, indépendamment de leur classe
(Prokesova et al, 1992) ou l'inhibiteur de protéase al, induisant une augmentation de I’activité
protéolytique de I’'hote (Potempa, 1986). Elle assure également la protection de S. aureus en
clivant certains peptides antimicrobiens cationiques tels que la cathélicidine LL- 17 produite par les
kératinocytes et les neutrophiles (Sieprawska-lupa et al, 2004). Parallélement, |la protéase V8
agit également sur les protéines bactériennes elles-mémes, notamment par clivage de la
coagulase liée, entrainant une diminution de I'adhérence aux cellules hotes et donc une meilleure
dissémination (McGavin, 1997). En terme de pathogénicité, il a été montré qu’un mutant S.
aureus n’exprimant plus la protéase V8 présentait une virulence atténuée dans trois modeéles

murins d’infection différents (Coulter et al, 1998; Shaw, 2004).

v’ Catalase

La catalase convertit le peroxyde d’hydrogene produit par les neutrophiles en molécules
d’eau et d’oxygene. Elle empéche ainsi la formation de radicaux oxygénés toxiques pour la
bactérie et améliore ainsi sa survie dans le phagocyte (Mandell, 1975). En réalité, il semblerait que
la catalase soit nécessaire a la prolifération intracellualire plutét qu’a la survie a proprement
parler. En effet, Martinez et collaborateurs ont montré que la survie intracellulaire de S.aureus
dans des macrophages murins ou des cellules épithéliales bovines était similaire entre la souche
mutante pour la catalase et la souche sauvage. En revanche, I'absence de catalase est associée a
une inhibition de la prolifération intracellulaire dans les cellules épithéliales bovines (Martinez-

Pulgarin, 2009).

1.5.3.2 Les toxines

v" ’a- hémolysine

L'a-hémolysine (hla) est une toxine cytolytique produite par plus de 90% des souches de S.
aureus (Peacock et al, 2002; Tavares et al, 2014). C'est un des facteurs de virulence majeur de
cette bactérie et un des mieux caractérisé. C'est une protéine thermostable et antigénique,
exprimée lors de la phase exponentielle de croissance. Cette a-toxine a la capacité de former des

pores dans les membranes cellulaires de I’hote. Pour ce faire, elle se lie tout d’abord a son
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récepteur a la surface de la cellule cible, la molécule ADAM10 (Wilke, 2010). Puis, elle s’insere
dans la membrane plasmique ou elle s’oligomérise sous forme d’heptaméres cylindriques (Song,
1996; Goaux, 1989). Les canaux amphipatiques ainsi formés induisent une entrée de diverses
molécules de faible poids moléculaire et notamment d’ions calcium, second messager important
impligué dans de nombreuses voies de signalisation cellulaires chez les mammiferes.
Majoritairement, ce phénomeéne conduit a la lyse cellulaire (Bhakdi, 1991). En contexte
d’intoxinationsub-lytique, des études ont mis en évidence une réponse de la cellule cible
consistant notamment en l'altération des voies de signalisation cellulaires responsables de la
prolifération cellulaire, de la réponse inflammatoire, de la sécrétion de cytokines et des
interactions cellulaires (Schmitt, 2005).
Lors de l'infection, I'effet cytolytique est un facteur primordial dans la progression de la

Maladie puisqu’il induit une altération des tissus en exergant une action dermonécrotique mais

aussi neurotoxique (Wiseman, 1975; kebaier, 2012).

v" B-hémolysine

Cette B-toxine est une phospholipase de type C, ou sphingomyelinase, qui altere les
membranes riches en lipides. Son activité hémolytique sur les érythrocytes dépend de leur
contenu en sphingomyéline(Wiseman, 1975). Elle a aussi un rdle dans la colonisation de la peau
par sa capacité a endommager les kératinocytes(Katayama, 2013). La majorité des isolats humains
n‘expriment pas la B-hémolysine, mais elle a un haut niveau d’expression dans les souches

animales (Dinger et Orwin, 2000).

v" 6-hémolysine

La &-hémolysine est une protéine thermostable, hydrophobe et faiblement antigénique,
produite par 97% des souches (Dinges, 2000; Vincenot, 2008). Elle a un effet cytotoxique en
agissant comme un détergent sur les membranes biologiques. Elle exerce un effet pro-
inflammatoire en raison de sa spécificité de liaison pour les neutrophiles et les monocytes

(Schmitz, 1997).

v Toxines a 2 composants
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Les toxines a 2 composants sont constituées d'une protéine S et d’une protéine F.
L'association et I'oligomérisation de ces protéines permettent la formation de pores dans la
membrane de la cellule hote (Vandenesch, 2012). Parmi les toxines a 2 composants, on retrouve
la y hémolysine, la Leucocidine de Panton-Valentine (PVL), IukED et lukGH (ou lukAB).

La y-hémolysine, ou leucotoxine, est exprimée par 50 a 90% des souches, alors que la PVL est
produite par 2 a 20% des souches (Peacock, 2002; Mesrati, 2010).

La y-hémolysine agit de concert avec la PVL pour perturber la perméabilité de la membrane
des neutrophiles (Staali et Monteil, 1998). Elle a aussi une action sur les lymphocytes T, les
monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques, et est capable de lyser une variété
d’érythrocytes de mammiféeres (Dinges, 2000; Vincenot, 2008).

Le role de la PVL n’est pas encore clairement défini, mais elle semble étre un facteur
important de la nécrose tissulaire, notamment des dommages musculaires, car elle est retrouvée
dans la majorité des infections nécrosantes (Tseng, 2009). La PVL semble également avoir un
impact majeur dans I'amplification des réponses immunes de I'h6te (Yoong et Torres, 2013;
Perret et al, 2012).

Les toxines IUKED et lukGH, peu étudiées jusqu’ici, commencent a étre mieux caractérisées.
La toxine IUKED est présente chez 60 a 80% des isolats cliniques (Von Eiff, 2004). Elle est capable
de lyser les lymphocytes T, les cellules dendritiques, les monocytes, les macrophages et les
neutrophiles (Vandensch, 2012; Yoong, 2013 ;Reyes-Robles, 2013; Alonzo, 2012). La toxine LukGH
peut lyser efficacement les cellules dendritiques, les monocytes, les macrophages et les

neutrophiles (Yoong, 2013; DuMont et al, 2011; Malachowa, 2012).
v’ Entérotoxines
Les entérotoxines sont responsables d’intoxinations alimentaires dues a la consommation
d’aliments contaminés par S. aureus. Ce sont des protéines thermostables sécrétées par S. aureus
dans I'aliment et résistantes aux enzymes protéolytiques. Il existe plusieurs variantes antigéniques
d’entérotoxines, néanmoins, ce sont toutes de puissants superantigénes capables de stimuler la

prolifération non spécifique des lymphocytes T (Balaban, 2000).

v" Toxine du syndrome de choc toxique 1 (TSST-1)
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La TSST-1 est une protéine extracellulaire qui agit comme un superantigéne. Une fois dans le
sang, elle va induire une forte réponse inflammatoire conduisant notamment a la libération de

grande quantité de TNFa, conduisant au syndrome de choc toxique (Jupin, 1988).
v’ Exfoliatine

L’exfoliatine, ou épidermolysine, est responsable de différentes formes de staphylococcies
cutanées bulleuses. C'est une toxine protéique épidermolytique ayant une spécificité d’action sur
la peau, dont I'activité entraine un décollement intra-épidermique (Elias et Fritsch, 1977).

La figure 5 présente un récapitulatif des divers facteurs de virulence de S. aureus et le role
gu’ils jouent dans sa pathogénicité. On pourrait rajouter le THG en tant que facteur indirect étant
donné son réle primordial dans I'’émergence de nouvelles résistances. La pathogénicité de S.

aureus est ainsi étroitement reliée a I'expression de ces différents facteurs(Ferry, 2005).
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Figure 5 :Implication des facteurs de virulence de S. aureus dans I’évasion des défenses de
I’hote.

(Vincenot et Saleh, 2008)

28



Revue bibliographique

1.6 Portage

S. aureus fait partie de la flore commensale de 'Homme et de I'animal. Elle est présente sur
la peau et les mugueuses, notamment au niveau des voies aériennes respiratoires supérieures et
dans les intestins. Chez 'Homme, elle est principalement retrouvée dans les mugueuses nasales
en raison de I'affinité de la bactérie pour I'épithélium qui tapisse les cavités (Mulcahy et al, 2012).
Dans la population, S. aureus est présent dans plus de 40% des foyers et on dénombre environ
30% d’individus porteurs de maniére asymptomatique (Lowy, 1998; Noble, 1967; Kluytmans,
1997).

Cependant, la prévalence du portage nasal de S. aureus est tres différente selon les pays et
selon les individus (Kluytmans, 1997; Den Heijer et al, 2013).

Pour finir, les différentes souches de S. aureus présentent un tropisme d’hdte. Ainsi,
certaines souches infectent préférentiellement les bovins, les ovins ou les humains. Chez un méme
hote, il existe également une variabilité inter-souche en termes de pathogénicité (Le Maréchal,
2011).

Parallelement, il a été démontré qu’au sein d’'une méme race animale, une souche de S.

aureus pouvait étre plus ou moins virulente (Rupp et al, 2009).
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1.7 Les infections causées par S. aureus

1.7.1 Chez’lhomme

S. aureus est a I'origine de pathologies extrémement variées, qui peuvent étre des infections
Suppurative, localisées ou systémiques, mais aussi des syndromes liés a 'action de toxines ;
(Dumitrescu et al, 2008). Ce pathogene principalement connu pour causer des furoncles,
I'impétigo et d'autres infections superficielles de la peau chez les humains. Il peut également
causer des infections plus graves, en particulier chez les personnes affaiblies par des maladies
chroniques, des lésions traumatiques, de brllures ou d'immunosuppression, ces infections
incluent la pneumonie, abces profonds, I'ostéomyélite, I'endocardite, la phlébite, et la méningite
(Baron, 1996). Parmi les infections graves mettant en cause par S. aureus en peut citer:

Le choc toxique staphylococcique qui est due a une toxine du staphylocoque (TSST), elles
sont capables d’activer de facon polyclonale les lymphocytes T, entrainant la sécrétion massive de
cytokines. Il en résulte une augmentation de la perméabilité capillaire et une fuite massive de
liguide dans le secteur interstitiel responsable du choc .Ce syndrome associe une fievre avec
éruption scarlatiniforme, une hypotension et des atteintes cérébrales, rénales, et musculaires
(Avril et Fauchére, 2002).

Syndrome de Ritter chez le nouveau-né connu essentiellement par syndrome de la peau
ébouillantée, ce syndrome est causé par la toxine exfoliatine ou épidermolytique(Piemont et al,
1998), il est responsable d’'une érythrodermie douloureuse initialement péri-orbitaire et péri-
buccale qui se généralise en 24 heures et qui est suivie par un décollement bulleux ( Eveillard,
2007).

La pneumonie nécrosante est due a la sécrétion de PVL au niveau pulmonaire. Cette toxine
agit in vitro en créant des nécroses tissulaires et des pores dans les membranes cellulaires
(Dumitrescu, 2012).

Toxi-infections alimentaires elles sont dues a l'ingestion d'entérotoxines, préformées dans
I'aliment, entrainant des troubles d'apparition précoce avec vomissements, diarrhée,
déshydratation en absence de fievre (Avril et al, 1992).

Les septicémies sont la conséquence de la dissémination du germe a partir d’'un foyer
localisé et peuvent survenir chez le non immunodéprimé, favorisées par des traumatismes locaux
et de I'implantation de corps étrangers (cathéters, sondes, interventions chirurgicales, brulure

étendus, traumatismes vasculaires) (Berche, 2002).
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1.7.2 Chez les animaux

S. aureus est un pathogene important pour 'Homme mais pose également de réels
problemes en médecine vétérinaire et en agriculture. En effet, cette bactérie est responsable
d’infections chez une grande variété d’animaux comme le chat, le chien, le cheval, le cochon, le
lapin, la volaille et les bovins (Weese, 2010). Comme chez I'Homme, les infections chez les
animaux sont principalement des infections de la peau et des tissus mous mais peuvent parfois
étre létales.

Dans les élevages bovins par exemple, S. aureus est responsable d’infections de la glande
mammaire, ou mammites, pouvant étre fatales. A ce titre, il est responsable de 5 a 30% des
formes cliniques et de 5 a 10% des formes subcliniques de mammites (Penton, 2014). Chez les
ovins, son rble dans le développement des formes cliniques est plus élevé encore, puisqu’il est
probablement le germe dominant, voire exclusif (Bergonier, 2003).

Ces pathologies requierent un recours a I'utilisation d’antibiotiques, avec pour conséquence
leur libération dans I’environnement via les excréments des animaux d’élevage, ce qui augmente
les chances d’apparition de souches résistantes dans I'environnement, conduisant la médecine
vétérinaire a plaider pour un usage raisonné de I'antibiothérapie dans les élevages. Comme chez
I'Homme, on observe chez les bovins une différence de sensibilité a I'infection par S. aureus,
suggérant l'idée d’une possible sélection génétique des individus naturellement résistants
(Bonnefont et al, 2012; Bonnefont et al, 2011).

Pour finir, il a été démontré que ces infections peuvent étre transmises directement de
L'animal a 'Homme via la consommation de lait contaminé par exemple (Le Loir, 2003) ou de
I’'homme a I'animal, notamment lors de la traite des bovins (Morgan, 2008). Cette boucle Animal-
(Environnement)-Homme-Animal, associée a I'émergence de souches résistantes aux
antibiotiques, souligne I'importance de contrdles sanitaires stricts afin de contrdler ces infections
dans les élevages et ainsi diminuer les chances de transmission de souche multirésistantes a

'Homme.
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1.8 La résistance aux antibiotiques

L’apparition des antibiotiques a été une révolution dans le traitement des infections
bactériennes et a nourri de grands espoirs. Mais rapidement, I'apparition de souches résistantes a
ces molécules a remis en cause I'efficacité de ces traitements. Depuis, I'apparition de mécanisme
de résistance au sein des souches bactériennes est une préoccupation permanente en sante

publique. Le S .aureus est une des meilleures illustrations de cette évolution (Lowy, 2003).

Staphylococcus aureus

1942 : introduction
de la pénicilline

B-lactamase ———

‘ S. aureus penicilline R |

1960 : introduction
de la meéthicilline

P —

géne mecA

‘ S. aureus nethicilline R ‘

1980-90 : utilisation de la
de la vancomycine

medification de la paroi

gene vanAd

S, aureus
intermediaire/résistant

aux glycopeptides

Figure 6 : Historique d’apparition des résistances aux antibiotiques chez S. aureus

(Corne, 2004; Hardy et al, 2004)

1.8.1 Béta-lactamines

Les béta-lactamines ont pour cibles différentes enzymes (PLP) impliquées dans la synthése
du peptidoglycane. La fixation des béta-lactamines a ces cibles entraine I'absence de
polymérisation du peptidoglycane et secondairement la synthése par la bactérie d’autolysines
conduisant a sa mort (Daurel et Leclercq, 2008). Cependant dés 1942, les premiéres souches de S.
aureus résistantes a la pénicilline par production d’une pénicillinase ont fait leur apparition(Mark

et al, 2011), qui hydrolyse le cycle B-lactame de la pénicilline et les rend inactive. Actuellement,
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plus de 90% des isolats sont résistant a I'action de cet antibiotique. Cette résistance est méditée
par le gene blaZ(Lowy, 2003). Par la suite, les nouveaux antibiotiques B -lactames tels que la
méthicilline, I'oxacilline et des céphalosporines qui étaient résistants a I'action de la penicillinase,
ont été introduit en thérapie. Mais peu de temps apres, les premiers isolats résistant a la
méthicilline (SARM) ont fait leur apparition (Mark et al, 2011).

Cette résistance est liée a la synthése d’une protéine liant la pénicilline additionnelle, PLP2a,
sous le contrdle du gene mecA, localisé sur un élément génétique mobile chromosomique, appelé
staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) (Tattevin,2011 ; Del Giudiceet al ., 2012 ) en
suite, des céphalosporines de cinquieme génération, telles que ceftobiprole et ceftaroline, sont
introduit en thérapeutique humain pour le traitement des infections bactériennes a SARM par
inhibition de la PLP2a, cependant, des mécanismes de résistance a ces antibiotiques basée sur des

mutations dans le gene mecA ont été décrite récemment (Greninger et al.,2016).

1.8.2 Glycopéptides

La dissémination de la résistance a la méthiciline chez les S. aureus a conduit a une
augmentation de la prescription des glycopéptides. Cependant une résistance a la teicoplanine a
été décrite chez des souches de S. aureus et depuis 1997, une résistance intermédiaire a la
vancomycine conduisant a des échecs thérapeutiques a été rapportée également (Elhamzaouiet
al.,2009).

Cette sensibilité diminuée aux glycopeptides est due essentiellement a I'épaississement de la
paroi bactérienne qui piege le glycopéptide dans les couches superficielles en les empéchant
d’atteindre le peptidoglycane (Mc Callum et al.,, 2010). Ceci est probablement due a des
mutations dans de multiples génes, (Daurel et Leclerq, 2008) en 2002 la premiére souche clinique
de SARV (S. aureus résistant a la vancomycine) avec un trés niveau de résistance au glycopeptide
est décrite, obtenu apres transfert conjucatif de 'opéron de gene VanA(Tankovic et al., 1997 ;
Chang et al., 2003 ), porté par des plasmides et provient des souches d’entérocoque résistance

aux glycopéptides(Périchon et Courvalin,2009).

1.8.3 Aminosides
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Les aminosides inhibent la synthése protéique en se fixant sur la sous-unité 30S du ribosome
bactérien (Daurel et Leclerq, 2008), leur utilisation répond au souhait d’obtenir une synergie
bactéricide avec un inhibiteur de la paroi bactérienne (glycopeptide ou bétalactamine) (Leclercq,
2002).

Le principal mécanisme de résistance aux aminosides est lié a la sécrétion d’enzymes qui
dénature ces antibiotiques. On distingue trois phénotypes de résistance :

v’ Une résistance de haut niveau a la kanamycine et I'amikacine (phénotype K);

v" Une résistance de haut niveau a la kanamycine, a lI'amikacine, a la tobramycine
(phénotype KT);

v" Une résistance de haut niveau a la kanamycine, a "lamikacine, a la tobramycine, a la

gentamicine (phénotype KTG); (Quincampoix et Mainardi, 2001 ; Daurel et Leclerq, 2008).

1.8.4 Macrolides, Lincosamides et Streptogramines (MLS)

Les MLS inhibent la synthése protéique en stimulant la dissociation entre ribosomes et
I’ARN de transfert (Quincampoix et Mainardi, 2001).

Les résistances aux MLS comprennent la modification de la cible, des systemes d’efflux et
des enzymes inactivatrices. Le mode le plus fréquent des résistances aux macrolides et aux
lincosamides résulte de la production d’une enzyme (méthylase) d’origine plasmidique qui modifie
la cible ribosomale par méthylation. (Leclercq, 2002). Les génes codant cette méthylase sont

nommeés « erm » (Winston et Chambers, 2009).

1.8.5 Fluoroquinolones

Les fluoroquinolones inhibent la croissance bactérienne par arrét de la réplication de I’ADN.
Ces molécules ont une action ciblée sur les topo-isomérases (Quincampoix etMainardi, 2001), La
résistance aux ces antibiotiques est due a une modification de la cible, soit la topo-isomérase IV
par mutation des genes chromosomiques gr/A ou gr/B, soit les sous unités de la gyrase, impliquées
dans la synthése de I'ADN bactérien, par une mutation au sein des genes gyrA ou gyrB Ces
mutations siégent le plus souvent dans une courte région conservée appelée QRDR (quinolone
resistancedeterminingregion) (Daurel et Leclerq,2008). Ainsi qu’a un systéme d’efflux grace a une
protéine transmembranaire codée par le géne norA, chromosomique (Quincampoix et Mainardi,

2001).
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1.8.6 Autres résistances

v' Tétracyclines
Les tétracyclines inhibent la synthese protéique bactérienne par la fixation réversible a la
sous-unité «30S» des ribosomes empéchant I'attachement des Aminocyl-ARNt au site A du
ribosome (Lavige, 2007). Le principal mécanisme de résistance a cette famille qu’a été décrit est
I'efflux actif, par les genes tetK et tetL d’origine plasmidique, (Berche, 1989). Ainsi que la
protection de la cible par une protéine codée par le géne transposable tetM(Bismith etLeclercq,
2000).
v Rifampicine
La rifampicine bloque l'initiation de la transcription en inhibant sélectivement la synthese
d'ARNm par la liaison a la transcriptase (Tankovic, 1997). La résistance a cet antibiotique est liée a
la sélection de mutants résistants au niveau de la sous-unité B de 'ARN polymérase ADN
dépendant (Bismith et Leclercq, 2000).
v Acide fusidique
Inhibe la synthése protéique en interférant avec une GTPase (facteur d’élongation G (EF-G),
empéchant la progression de la chaine polypeptidique au niveau du ribosome. La résistance a
cette molécule est secondaire soit a la sélection de mutants résistants auniveau du facteur
d’élongation intervenant dans la synthese protidique soit a une modificationde la perméabilité
d’origine plasmidique(Bismith et Leclercq, 2000 ; Daurel etLeclercq, 2008).
v' Mupirocine
La mupirocine inhibe la synthése protéinique en se liant de facon réversible, spécifique a
I'isoleucylARNt synthétase des bactéries cette fixation stoppe I'élongation peptidique. Chez les S.
aureus la résistance a la mupirocine se produit dans deux phénotypes :
% La résistance de haut niveau est médiée par des plasmides portant le gene mupA.
% La résistance de bas niveau se fait par mutations ponctuelles dans le géne
lleS(Hurdieet al, 2004 ; Hurdieet al, 2005).
v’ Sulfamides et triméthoprime
Les sulfamides et le triméthoprime interférent avec la synthése des acides nucléique et
Des protéines. Le mécanisme de résistance résulte de I'acquisition de plasmides codant pour une
dihydroptéroate synthétase ou une dihydrofolate réductase. Une modification par mutation de la
dihydroptéroate synthétase ou de la dihydrofolate réductase confere, respectivement, une

résistance  aux sulfamides ou au triméthoprime(Daurel et Leclercq, 2008).
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2 Matériel et méthode

2.1 Introduction

Notre étude a été réalisée durant la période allant du Février au Mai 2019, nous avons
réalisé 146 prélévements dans le but d’évaluer la prévalence du portage nasal de S. aureus chez
les animaux (bovins, ovins) au niveau des abattoirs de Boufarik et Chlef, et étudier la résistance de

S. aureus vis-a-vis de certains antibiotiques.

2.2 Zone l'étude

Notre étude a été effectuée au niveau des abattoirs de Boufarik et Chlef :

- Abattoir de Boufarik : est un ancien abattoir situé devant le marché de gros qui recoit les
bovins, les ovins et les caprins qui ont été sacrifiés quotidiennement surtout le lundi, jour de

marché.

- Abattoir de Chlef: le premier abattoir moderne réalisé par la société Taiba viande et
répondant aux normes d’abattage, d’hygiene de stockage et de conditionnement qui a été livré en

mars 2019.

2.3 Population d’étude

- Tous les animaux (bovins, ovins et caprins) ; en ante-mortem ou en post-mortem.

2.4 Prélevements
Le prélevement est un écouvillonnage nasal qui a été effectué a l'aide d'un écouvillon simple
en ante- mortem ou en post- mortem chez les bovins et les ovins, en suivant les étapes suivantes:

- On insere I'écouvillon dans la narine en profondeur et on recueillit les sécrétions
nasales en effectuant des rotations complétes de I’écouvillon.

- Onrépete la méme procédure dans I'autre narine du sujet sans changer d'écouvillon.
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- Le prélevement est acheminé dans les plus brefs délais (2h) sous froid au laboratoire

pour analyse bactériologique.

Figure 7 : Ecouvillonnage nasal chez les bovins et les ovins
Photos personnelles

Chaque prélévement est accompagné d’une fiche signalétique de renseignements (annexe 1) :

- Les bovins et ovins : espece, race, sexe, I’age, type d’abattage...

2.5 Diagnostic bactériologique du portage nasal de S. aureus au niveau
dulaboratoire

2.5.1 Laboratoire d’étude
Les analyses bactériologiques ont été effectués au niveau du laboratoire de recherche de

microbiologie vétérinaire au sein de l‘institut des sciences vétérinaires de blida.

2.5.2 Ensemencement

2.5.2.1 Préparation du milieu Chapman (Annexe 2)

- Mélanger 111 g de poudre (Mannitol agar) pour un litre d’eau dans un Erlynmeyer.

- Déposer le mélange sur un agitateur magnétique- plague chauffante (dissoudre
complétement et homogénéiser le milieu) jusqu’a ébullition.

- Autoclaver a 121° Celsius pendant 15 minutes.

- Laisser le milieu refroidir (65°C) et couler dans des boites de Pétri stériles.

2.5.2.2 Propriétés de la gélose de Chapman
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Son pouvoir inhibiteur est obtenu par de fortes concentrations de chlorure de sodium
(75g/L) qui sélectionnent les bactéries Halophiles et halo-tolérentes.

C'est aussi un milieu différentiel, parmi les espéces de Staphylococcus celles d'aureus
forment des colonies entourées d'un halo jaune du a la fermentation du mannitol qui est une

source de carbone.
2.5.2.3 Réalisation de I'ensemencement

L’ensemencement a été effectué sur milieu Chapman. Avant I'ensemencement nous avons
imbibé les écouvillons avec du sérum salé (Na Cl a 0.9 %)

L’'ensemencement a été réalisé a I'aide de I’écouvillon du préléevement par la méthode de

stries simples.

Figure 8 : Ensemencement sur milieu Chapman en stries simples
Photo personnelle

2.5.3 Incubation

Nous avons incubé les boites ensemencées dans I'étuve 48h a 37°C.

2.5.4 Lecture des résultats

Staphylococcus aureus donne des petites colonies jaunes or, rondes, crémeuses, bombées
de 1a2 mm de diametre dégradant le mannitol en acide lactique (acidification du milieu=

abaissement du pH = virage de milieu du rouge vers le jaune).
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Figure 9 : Aspect des colonies de S .aureus sur milieu Chapman

Photo personnelle

2.5.5 Isolement et purification

L'isolement a été réalisé par repiquage sur le milieu Chapman a partir des cultures mixtes,

incubés 24 a 48h a 37°c.

2.5.6 Identification

2.5.6.1 Coloration de Gram

- Sur une lame propre et seche, nous avons déposé une goutte d’eau physiologique stérile.

- A l'aide d’une pipette Pasteur ou anse de platine, nous avons réalisé un frottis en

mélangeant et étalant une parcelle de colonie avec la goutte d’eau.

- Fixer la préparation sur la lame a 'aide de la flamme du bec Bunsen.

- Réaliser la coloration en suivant les étapes suivantes :

v

<

D N N NN

Recouvrir la lame par violet de Gentiane pendant 1 min puis rincage par I'eau.
Recouvrir la lame par le lugol (fixer le premier colorant) pendant 30 sec puis
ringage.

Décoloration par I'alcool-acétone durant quelques sec (3 a 5) et ringage immédiat.
Recouvrir la lame par la Fuschine aqueuse pendant 1 minute puis rincer a I'eau.
Sécher lalame a I'aide d’un papier absorbant.

Observation microscopique a I'objectif a immersion.
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Staphylococcus aureus apparait sous forme de coques de couleur violette (Gram+),

regroupés en amas irréguliers (grappes de raisin).
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Figure 10 : Coloration de Gram

Photo personnelle

2.5.6.2 Recherche de catalase

Nous avons déposé une goutte de peroxyde d’hydrogene (H202) sur une lame propre et
seche puis nous avons ajouté quelques colonies a I'aide d’une pipette Pasteur. L’apparition des
bulles d’air témoigne d’'une catalase positive. C'est pour différencier avec les microcoques qui

fermentent le mannitol et n’ont pas de catalase.

Figure 11 : Test catalase positive

Photo personnelle

2.5.6.3 Test de la Coagulase

v' Obtention du plasma de lapin
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Le plasma de lapin n’est pas disponible dans le temps actuel sur le marché. Faute de cela,
nous avons dd acheter trois lapins qui ont été sacrifiés pour récolter le sang dans des tubes

héparinés. Le sang a été centrifugé (a 4500 tr/min) pour obtenir du plasma.
v’ Principe du test

La propriété de S.aureus de provoquer la coagulation d'un plasma de lapin est un critere
important de son identification. Elle est due a la sécrétion d'une enzyme thermostable : la

Coagulase qui agit en liaison avec la prothrombine (coagulation du plasma).

Coagulase

Prothrombine —l—> Thrombine (ou complexe thrombine)

Fibrinogéne soluble + H20 —F—yFibrine+ Peptide ——ppolymérisation en caillot

v" Technique

A partir d’'une culture sur Chapman, réaliser une subculture dans un tube de bouillon

cceur-cervelle (BHIB), et incuber a 37°C pendant 24h.

- Dans un tube a I'aide d’'une micropipette, introduire dans un tube a hémolyse, 0,5mL de
bouillon de culture et 0.5 ml de plasma de lapin.

- Homogénéiser le tube par le vortex.

- incuber 24h a 37°c.

Figure 12 : Technique de test de la coagulase
Photos personnelles

v' Lecture
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- L'apparition d'un caillot est observée en inclinant le tube a 90°. Un caillot moins compact,
visible avant la 24éme heure doit étre considéré comme positif, car il peut étre suivi de
redissolution provoquée par la fibrinolysine entrainant une fausse réaction négative.

- Coagulation du plasma = Coagulase positive = Staphylococcus aureus

- Absence de caillot = Coagulase négative

Figure 13 : Test de la Coagulase

Photo personnelle

2.5.6.4 Recherche de la DNase

Nous avons ensemencé la gélose a ADN en strie au milieu avec des colonies a lI'aide d’un
écouvillon. Puis nous avons incubé les boites 24h a 37°C.

Apres incubation, nous avons inondé les boites d’une solution d’acide chlorhydrique (HCL) et
apres quelgues minutes dans le bain marie, I'apparition d’une zone claire autour de la strie est

considérée comme DNase positive.
2.5.7 Conservation des souches
Les souches ont été conservées dans un bouillon de conservation (0.5ml d’eau distilée et
0.5de glycérol) dans des Epindorff au congélateur.
2.5.8 Sensibilité aux antibiotiques

L'antibiogramme est effectué selon la méthode classique de diffusion de I'antibiotique sur

gélose a partir de disques d'antibiotiques.
42



Matériel et méthode

v Réalisation de la suspension bactérienne:
- Mettre stérilement de sérum salé dans un tube.
- Prélever les colonies pures et les mettre en suspension.

v Ensemencement :

L'ensemencement se fait sur gélose Muller Hinton et doit étre dans les 15 minutes qui
suivent la préparation de la suspension en suivant les étapes suivantes :
- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.
- Ecouvillonner régulierement la gélose jusqu'a ensemencement de la totalité de la surface.
- Apres 24 d’incubation déposer les disques d'antibiotiques.
- Incuber 24heures.
v Les antibiotiques testés :
- Doxycycline
- Amoxicilline
- Ampicilline
- Chlindamycine
- Céfoxitine

- Chloramphénicol
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3 Résultats

Au total, 146 prélevements (écouvillonnage nasal) de bovins, ovins et caprins ont été réalisés
au niveau des abattoirs de Boufarik et de Chlef.

3.1 Répartitions des animaux prélevés selon la provenance

Sur les 146 préléevements, 122 ont été réalisés au niveau de |'abattoir de Boufarik, et 24 ont
été réalisés au niveau de I'abattoir de Chlef, la figure illustre la répartition des animaux prélevés en
fonction de la provenance

M Abattoir de Boufarik

M Abattoir de Chlef

Figure 14 : Répartition des animaux prélevés en fonction de la provenance

La figure montre que la majorité des animaux prélevés provient de I'abattoir de Boufarik.

3.2 Répartition des animaux prélevés en fonction de I'espéce

Sur les 146 prélevements, 80 Ont été faits a partir de bovins, 66 ont été faits a partir d’ovins,
et pour les caprins nous n’avons pas réalisé des préléevements, le tableau montre la répartition
des animaux prélevés selon I'espece.
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Tableau 1 : Répartition des animaux prélevés a partir de I'espéce :

Espece Bovins Ovins Caprins

Nombre 80 66 00

D’aprés le tableau, nous constatons que la totalité des prélevements des bovins et des ovins, et les

bovins sont plus que les ovins.

3.3 Répartition des animaux prélevés selon I’'age

Nous allons prendre en considération quatre classes d’age pour les animaux prélevés, [1 an-
3ans], ]3 ans- 5ans] , 15 ans- 10 ans] et plus de 10 ans. La figure montre la répartition des animaux
prélevés en fonction de leur age.
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100,00%

80,00%
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40,00% +—

20,00% +—
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Figure 15 : Répartition des animaux prélevés en fonction de leur age.

La figure montre que 97,26% des animaux prélevés sont a I'dge du 1an a 3ans, 2,05% sont a

I'age de 5ans et 1,37% sont a I’age de 10 ans.

3.4 Répartition des animaux prélevés en fonction du sexe

Sur les 146 animaux prélevés, 135 Sont des males et 11 sont des femelles, la figure suivante

montre leur répartition selon le sexe.
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Sexe

H Males

B Femelles

Figure 16 : Répartition des animaux prélevés selon leur sexe.

La figure montre que la majorité des animaux prélevés sont des males.

3.5 Prévalence globale du portage de Staphylococcus goagulase positifs

D’aprés nos résultats, Staphylococcus coagulase positif a été isolé et identifiés dans 31
prélevements sur les 146 réalisés, ce qui fait une prévalence globale de 21.23%. Ces résultats sont

rapportés dans le tableau.

Tableau 2 : Prévalence globale du portage de Staphylococcus goagulase positif :

S. coagulase S.coagulase Culture négative Total
positif négatifs au
staphylocoque

Nombre 31 106 09 146

Fréquence (%) 21.23 72.60 6.16 100

Le tableau montre que la prévalence globale de staphylococcus coagulase positif est de
21.23% avec la présence de préléevements négatifs aux staphylocoques (6.16%)
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3.6 Portage de S.Coagulase positif en fonction de I'espéce

Sur les 80 prélevements des bovins, 18 positifs donc 22,5% et sur les 66 prélevements des
ovins, 13 positifs donc 19,7%

Tableau 3 : portage de S.Coagulase positif en fonction de I'espeéce :

Espece Bovins Ovins
Les animaux prélevés 80 66
Portage de S.Coagulase 18 13
positif

Pourcentage 22,5% 19,7%

Selon le tableau on constatant que le portage de S.Coagulse positif chez les bovins augmenté
par rapport a les ovins.

90

80 -

70 -

60

50 - M les animaux prélevés

40

H portage des S,Coagulase
30 positif
20 -

10

0 -

Bovins ovins

Figure 17 : Portage de S. Coagulase positif en fonction d’espéce

3.7 Portage de S. Coagulase positif en fonction de I'age

Sur les 31 portages de S. Coagulase positif, 29 de portage chez les animaux a I’dge du lan a
3ans, 2 a I'age du 5ans a 10ans et nulle chez les animaux a I’age du 3ans a 5ans.
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Tableau 4 : Portage de S. Coagulase positif en fonction de I’age :

L'age [1an-3ans] ]3ans-5ans] ]5ans-10ans]
Portage de S.Coagulase 29 0 2
positif

D’aprés le tableau nous constant que le portage de S.Coagulase positif élevé chez les
animaux a I’age du 1ans a 3ans que les animaux a I'dge du 5ans a 10ans, et nul chez les animaux a
I'dge du 3ans a 5 ans.

portage de S. Coagulase positif

H [1lan-3ans]
M ]3ans-5ans]

i ]5ans-10ans]

Figure 18 : Portage de S.Coagulase positif en fonction d’age

3.8 Portage de S.Coagulase positif en fonction du sexe

Sur les 31 portages de S.Coagulase positif, 27males et 4 femelles

Tableau 5 : Portage S.Coagulase en fonction du sexe :

Sexe Male Femelle
Le portage de S.Coagulase 27 4
positif

D’apres le tableau le portage de S.Coagulase positif élevée chez les males par rapport chez
les femelles.
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Portage S.Coagulase positif

H Mile
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Figure 19 : Portage de S.Coagulase positif en fonction de sexe.
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4 Discussion

Notre étude entre dans le cadre de la recherche du portage nasal de staphylococcus aureus
(coagulase positif) chez les ruminants, une bactérie qui peut se retrouver de maniére
asymptomatique chez ces animaux mais qui peut provoquer des pathologies plus au moins graves
dans certaines conditions particulieres (chute des défenses immunitaires, changements du
climat...), ce qui pourrait également constituée un risque potentiel pour la santé humaine, surtout
pour la population a forte exposition aux animaux (fermiers, ouvriers d’abattoirs..) comme est

démontré dans plusieurs études (Graveland et al, 2006)

Nous avons choisi comme population d’étude les ruminants (bovins, ovins, caprins) destinés
a I'abattage, I’échantillonnage a alors concerné tous les animaux (tout venant) arrivés a I’abattoir
le jour de la visite.ll s'agit d'une population facile a atteindre et cela a permis d’éviter certains biais
liés au refus éventuel de certains éleveurs de collaborer a I'étude. Néanmoins, ce choix de la
population a écarté automatiquement les femelles de lactation et les animaux de reproduction de
I’étude. Du fait de ce choix également, |’échantillonnage a concerné plus les animaux jeunes (1 a 3
ans) par rapport aux plus agés.De plus, vue que les caprins sont élevés le plus souvent dans notre
pays en élevages familiers et traditionnels (et donc abattus généralement a la maison), aucun
animal de cette espéce n'a été amené pour abattage en notre visite, et par conséquent aucun
prélevement provenant de cette espéce n'a été inclus dans notre étude. D'une autre part et par
mesure de disponibilité, la majorité (122) des préléevements ont été réalisés au niveau de
I'abattoir de Boufarik contre seulement 24 au niveau de celui de Chlef, ce qui ne nous a pas
permis de faire la relation entre le taux du portage de S.Coagulase positif et la région du

préléevement.

Notre étude a montré une prévalence globale du portage de S.Coagulase positif de 21.23%,
ce résultat est légerement inférieur a celui rapporté par Graveland et collaborateurs en 2010
(Graveland et al, 2010) dans une étude réalisée aux Pays-Bas, ou le taux de portage est de 28%.
Cela pourrait étre dii au fait que dans son étude, cet auteur s'est intéressé uniguement aux jeune
animaux dont le portage pourrait étre plus élevé par rapport aux animaux adultes. En revanche il
est largement inférieur a celui rapporté par Boumarkiche et collaborateurs dans une étude
réalisée en 2018 (Boumarkihe et al, 2018) dans le Nord algérien et dont le taux de portage

asymptomatique est de 55%, cela pourrait étre di au fait que la population examinée dans cette
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étude est composée exclusivement de bovins alors que la n6tre s'est intéressée a trois especes de

ruminants (bovins, ovins et caprins).

En revanche, notre résultat est Supérieur a celui rapporté par Rahami et collaborateurs dans
une étude réalisée en 2015 (Rahami et Ahmadi, 2015) et qui s'est intéressée a des ruminants sains
ou le taux de portage asymptomatique est de 12,93%. Cette différence pourrait étre en relation
avec la saison (notre étude est réalisée au printemps alors que la leur est réalisée en automne),
ainsi que la région d’étude.Notre prévalence est également largement supérieure a celle
enregistrée dans une étude réalisée par Garipcin et collaborateurs en Turquie en 2015 et qui est

de 1,2%, cela pourrait étre lié au contexte d’élevage qui est différent du nétre.

Notre étude rapporte un taux de portage asymptomatique de 22,5% chez les bovins,ce qui
largement Supérieur a celui rapporté par Rahimi et collaborateur dans une étude réalisée en 2015
(Rahimi et Ahmadi, 2015) avec 5,06% , dans cette étude, la population ciblée est composée de
bovins de toutes classe d’age et de tout stade de production. Il est en revanche largement
inférieur a celui rapporté par Gulani et collaborateurs dans une étude réalisée au Nigeria en 2016,
avec un taux de portage de 45,6%, ce qui pourrait étre en relation avec les conditions d’élevage et
de traitement qui sont différentes des notres et au fait également que la taille de I'échantillon
dans cette étude est beaucoup plus grande , 937 prélévements, contre 146 prélevements, ce qui
de notre étude. Notre travail a enregistré également un taux de portage chez les ovins de 19,70%,
ce qui légérement inférieur a celui rapporté par Vautor et collaborateurs (Vautor et al, 2005) dans
une étude réalisée en 2005 et qui a concerné 139 ovins. Par contre, notre résultat est largement
inférieur a celui rapporté par Gulani et collaborateur (Guilani et a/, 2016) avec un taux de portage
de 49,3%. En revanche, il est relativement comparable (légerement Supérieur) au taux enregistré
par Rahimi et collaborateurs (Rahimi et al, 2015) avec 14,1% et dont la taille de I"échantillon est
proche de celle du nétre, 78 préléevements contre 66 dans notre étude. Nous n'avons pas établi
d’apres nos résultats, de différence significative entre le taux portage chez les bovins et chez les
ovins, avec respectivement 22,5 % et 19,70%. Ce constat est comparable avec celui rapporté par
Guilani et collaborateurs avec un taux de portage respectivement chez les bovins et ovins de
45,6% et de 49,3%. Cependant il est completement différent de celui rapporté par Edward et
collaborateurs dans une étude réalisée en 2018 au Nigeria (Edward et al, 2018) avec un taux de
40% chez les bovins et de 9,3% chez les ovins. De méme, pour I'étude de Rahimi et collaborateur
avec des taux de portage relativement moins I'un de l'autre (5,06% chez les ovins contre 14,1 chez
les ovins).
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Malheureusement et par mesure de disponibilité comme signalé plus haut, nous n'avons pas
pu inclure les caprins dans cette étude, ce qui aurait donné plus de richesse et de valeur
épidémiologique a ce travail. Néanmoins, il demeure une véritable initiation a I'’étude du portage
asymptomatique de cette bactérie chez le bétail destiné a la consommation dans notre pays, et

dont la vraie situation épidémiologique reste ambigie.

Nos résultats ont montré une influence de I’age sur le taux de portage, une nette dominance
chez les jeunes animaux [1 -3ans] avec un de 93,55% (29 sur 31) des cas positifs, cela pourrait étre

expliqué par le fait que la majorité des animaux prélevés appartiennent a cette classe d’age.

Une relation entre le sexe de I'animal et le taux de portage a été également enregistrée, avec
87,1% des cas positifs chez les males et 12,9% des cas positifs chez les femelles, ce que peut-étre
expliqué également par le fait que la grande majorité des animaux prélevés (92,46%) sont des

males.

Cette étude est une contribution modeste a I'étude du portage asymptomatique de S.
Coagulase positif chez les animaux destinés a la consommation humaine dans la région de Blida et
Chlef, ou les données épidémiologiques sont quasi inexistantes. Elle rencontré certaines limites
qui sont liées a I'exclusion automatique de certaines tranches d'animaux (femelles de lactation,

jeune avant sevrage, animaux de reproduction, caprins...) du fait du choix de la population cible.

Nous avons fixé parmi nos objectifs au début du travail, I’étude du profil de résistance aux
antibiotiques des isolats de Staphylococcus coagulase positifs,ce qui aurait donné plus de valeur
scientifique a I’étude, malheureusement, nous n'avons pas pu procurer tous les disques

d’antibiotiques nécessaires a la réalisation de I'antibiogramme.
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5 Conclusion

Staphylococcus aureus est une bactérie qui possede la capacité de coloniser
asymptomatiquement les muqueuses chez 'homme et I'animal et surtout la muqueuse nasale.
Des études menées sur plusieurs populations ont démontré que le portage nasal constitue un

risque important permettant de développer des infections.

Les objectifs de notre étude étaient de déterminer la prévalence du portage nasal du S.
aureus chez les animaux (bovins, ovins, caprins) et aussi étudier la résistance de S. qureus vis-a-

vis de certains antibiotiques.

D’aprés nos résultats, Staphylococcus coagulase positif a été isolé et identifié dans 31

prélevements sur les 146 réalisés, ce qui fait une prévalence globale de 21.23%.

Nous avons conclu que la prévalence globale du portage de staphylococcus aureus (coagulase
positif) en fonction de I'espece est supérieure chez les bovins que chez les ovins, et une nette

dominance surtout chez les jeunes animaux et chez les femelles par rapport aux males.
Concernant |'antibiogramme, malheureusement, nous n'avons pas pu procurer tous les disques

d’antibiotiques nécessaires a la réalisation de |'antibiogramme, pour étudier la résistance de S.

aureus.
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Annexe 1 : Fiche signalétique

République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de I’enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Institut des sciences vétérinaires Blida — Blida |

N°:

Lieu de prélevement :

La date :

L’espéce : Bovin Ovin Caprin
La race:

Sexe : Male Femelle

L’age :

L’origine de I’'animal :

Type d’abattage : Normal Sanitaire D’urgence Extraime d’urgence
L’antibiothérapie (8 jours avant I’abattage) : Oui Non

Symptomatologie :

La mamelle : Normale Anormale

Articulations (inflammation) : Oui Non

Les abceés au niveau de la peau : Présence Absence

Autres informations :
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Annexe 2: Milieux de culture

+* Gélose Chapman
Peptone 11,0 g
Extrait de viande de boeuf 1,0 g
Chlorure de sodium 75,0 g
Mannitol 10,0 g
Agar agar 15,0¢g
Rouge de phénol 0,025g

PH=7.6

% Gélose Mueller-Hinton
Infusion de viande de boeuf 300 ml
Peptone de caséine 17,5 g
Amidonde mais 1,5 g
Agar10,0g
pH=7,4

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

+* Bouillon coeur cervelle (BHIB)
Infusion de cervelle de veau 200g
Infusion de coeur de boeuf 50g
Peptone de gélatine 10g
Chlorure de sodium 5g
Phosphate disodique 2,5g
Glucose .2g
pH=7,4

Préparation : 37 g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I'autoclave a 120°C, 15 min.









