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Résumé :

L’étude de la sensibilité des isolats de Staphylocoques isolés a partir des carcasses de volailles, est
réalisée pour évaluer les éventuelles apparitions de nouvelles résistances aux antibiotiques au sein
du genre Staphylococcus spp isolé dans les abattoirs avicoles.

27 isolats de Staphylococcus spp ont été soumis a un test d'antibiogramme avec une gamme

d'antibiotiques (9 ATB) de différentes familles par I'utilisation de la méthode standard

recommandée par le CLSI. Les résultats ont révélé que 100% des échantillons étaient sensibles a
Gentamicine, Rifampicine, Sulfonamides et Chloramphénicol contre 100% de résistance a la
tétracycline et au cotrimoxazole.

Il a été observé des résistances multiples de certains isolats a plusieurs familles d’antibiotiques
Mot clés : Staphylocoque, Volailles, Antibiotique, Sensibilité, Résistance.

Abstract

The study of the susceptibility of Staphylococcal isolates isolated from poultry carcasses, is

carried out to evaluate the possible appearance of new antibiotic resistances with in the genus
Staphylococcus spp isolated in poultry slaughterhouses.

27 isolates of Staphylococcus spp were tested with a range of antibiotics (8 TBAs) from
different families using the standard method recommended by the CLSI. The results revealed
that 100% of the samples were sensitive to Gentamicin, Rifampicin, Sulphonamides and
Chloramphenicol against 100% resistance to Tetracycline and Cotrimoxazole.

Multiple resistance of some isolates to several families of antibiotics has been observed.

Key words : Staphylococcus, Poultry, Antibiotic, Sensitivity, Resistance.
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Introduction :

Les infections sont les maladies les plus courantes qui touchent les humains et les animaux.
Elles sont causées par des microorganismes qui se trouvent un peu partout dans l'air, les
plantes, les végétaux, le sol, I'’eau, la nourriture et les animaux. lls sont également présents

sur et dans nos corps (Faucher, 2014).

Parmi les microorganismes le plus incriminé dans les infections, Le Staphylocoque est une
source constante d’infections, parfois mortelles qui accompagne ’lhomme au quotidien.
Cette bactérie est un habitant commensale la peau et des muqueuses de 'Homme et des
animaux a sang chaud (Le Loir et al., 2010). Cette bactérie occupe une place privilégiée, son
pouvoir pathogéne, son caractére ubiquiste et I'absence d’exigences nutritionnelles font

d’elle un exemple d’adaptation a I’environnement (Faucher, 2014).

Les infections de Staphylocoque sont devenues de plus en plus difficiles a traiter a cause de
I'apparition de la résistance aux antibiotiques telle que la méticilline (SARM) et s’étend a la
résistance envers la majorité des béta-lactamines. La vancomycine est considérée comme

I'une des derniéres lignes de défense (Sulaiman, 2016).

Ce travail s’intéresse a I’évaluation de la sensibilité et I'étude de profil de résistance aux
antibiotiques des différents isolats de Staphylocoques obtenues a partir des carcasses des
volailles dans un abattoir avicole.

Il est scindé en deux parties :

_une partie bibliographique contenant la description du genre Staphylocoque, sa résistance

et sensibilité a différents antibiotiques.
_une partie expérimentale visant a I'étude de sensibilité des isolats de Staphylocoques aux

antibiotiques.



Premiere partie :

Synthese bibliographique



CHAPITRE | : Staphylocoques

I.1.Généralité :

Les Staphylocoques sont des coques a gram positif, immobiles, non capsulés, non sporulés,
aéro-anaérobies, leur pH optimal de croissance est neutre ou alcalin (entre 6 et 9) et la
température optimale est entre 15 et 45. lIs résistent bien a la dessiccation pendant

plusieurs mois (Cristian et al., 2015).

Les Staphylocoques se retrouvent en amas sous la forme de grappes de raisins et dans de
rares cas : isolés, en paires (diplocoques), en tétrades, ou en chainettes (3 a 4 cellules). Les
amas sont particulierement nets dans des préparations faites a partir de cultures sur milieux

solides (Gotz, et al.,2006).
Le genre Staphylocoque est actuellement composé de cinquante espéces et sous-especes.

Staphylococcus aureus est la plus connue des espéces, il est fréquemment la cause

d’infections et toxi-infection variés chez 'homme (J._L. Pellerin et al. ,2010).

I.2.Taxonomie et classification :

Staphylocoque fait partie de I'ordre des Cocci Gram positif, de la famille des Micrococaceae
qui est Composée de 5 genres : Staphylococcus, Micrococcus, Planococcus (rencontré en

bactériologie marine), Stomatococcus, et Leuconostoc (Djedji, 2002).

Selon la 9eme édition du Bergey’s Manual, les Staphylocoques sont Classés parmi les
bactéries a Gram positif pauvres en GC, I'introduction de techniques génomiques en 1976 a
permis la vérification de certaines classifications tout en engendrant de nombreuses

modifications, amenant progressivement a la taxonomie actuelle (Hill, 1981) (Tableau I).



Tableau 1 : Taxonomie de Staphylococcus spp (Prescott et al., 2010).

Reégne Bacteria

Phylum Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylocoques

Il existe 2 groupes de Staphylocoques : les Staphylocoques a coagulase négative (SCN) (S.
simulans, S. cohnii, S. xylosus, S. epidermidis .... Etc) et les Staphylocoques a coagulase
positive (SCP) : (S. aureus, S. delphini, S. Pseudintermedius, S. hyicus, S. intermeduis, S.
lutrae, S. schleiferi etc.) (Fomba, 2006).

En tenant compte que S. aureus, S. intermeduis, S. hyicus sont les espéces les plus essentiels
et souvent impliqués en pathologie humaine et animales, par contre S. delphini, S. schleiferi

et S. pseudintermeduis sont moins isolés (J._L. Pellerin et al,2010).

Parmi ces nombreuses espéces et sous especes, seules dix-huit especes ont été retrouvés
chez ’lhomme et la majorité sont retrouvés que chez I'animal dont les Staphylocoques a
coagulase négative (SCN) sont non dangereux et moins pathogenes que les Staphylocoques a

coagulase positive (SCP) (J._L. Pellerin et al,2010).

1.3.Caractéres généraux :

I. 3.1. Caracteres morphologiques :
Au microscope électronique (Figure 1) : les Staphylocoques apparaissent apres coloration de
Gram sous forme de Cocci gram+ 0 ,5almm de diameétre, isolés en diplocoques, en courtes

chainettes ou en amas (Tableau 2) (Brun et al.,2007).



Tableau 2 : Morphologie des colonies des espéeces de Staphylocoques (SCP) isolées chez

L’animal et ’'homme (Brun et al.,2007).

SCP

Morphologie

S. aureus

Colonies de 6 a 8 mm, lisses, |égérement convexes, translucides, bords
réguliers dentelés, pigment jaune a jaune orange, la plupart sont homolytiques
(alpha -hémolysine) et se lissent rapidement, certaines souches produisent des
colonies naines.

S. Schleiferi

Colonies de 3 a 5 mm lisses, brillantes, [égerement convexes, a bord réguliers,
non pigmentées (gris, blancs).

S. Delphini Colonies de 5 a 7mm, circulaire, légerement convexes, lisses, brillantes, opaque
a translucide apres incubation prolongé, non pigmentées.
S. Hyicus Colonies de 3 a 5mm légerement convexe, opaque, luisantes, non pigmentées

S. intermeduis

Colonies de 5 a 6,5mm, légérement convexes, bords réguliers, opaques,
brillantes, habituellement non pigmentées.

S. Lutrae

Colonies de 3,5 a 4,5 mm, circulaire, Iégérement convexes, lisses, brillantes,
opagues, non pigmentées.

500 nm

Figure 1 : Aspect de S. aureus en microscopie électronique (X 20000) (Anonyme, 2022).




| .3.2 Caractéres biochimiques :

De nombreuses études ont permis de dresser des profils métaboliques pour la plupart des
espéces de Staphylocoques, dont les principaux caractéres biochimiques sont : la production
de la catalase, la capacité a métaboliser les sucres et la production d’arginine d’hydrolase

(ADH) (Le Loir et al. ,2010).
Les principaux caracteres biochimiques des Staphylocoques sont résumés dans le tableau 3 :

Tableau 3 : Principaux caracteres biochimiques des SCP (Kloos et Bannerman,1999)

Caracteres S. S. S. S. S. lutrae S.
aureus | Delphini | hyicus | intermeduis schleiferi

Staphylocoagulase + + d + + -
Clumping factor + - - d - +
Thermonucléase + - + + () +
Hémolyse + + - d + (+)
Catalase + + + + + +
Oxydase modifié - - - - - -
Phosphatase + + + + + +
alkaline
Pyrrolidonyl - ND - + ND +
arylamidase
Ornithine - ND - - ND -
décarboxylase
Uréase d + d + + -
Glucosidase + ND d d ND -
B glucorinidase - ND + - ND -
B galactosidase - ND - + + (+)
Arginine + + + d - +
dihydrolase
Production + - - - - +
d’acétoine
Réduction du + + + + + +
nitrate
Hydrolyse de - ND - - ND -
I'esculine
Résistance a la - - - - - -
novobiocine
Production d’acide
en anaérobie a
partir de :
D-Tréhalose + - + + + d
D-Mannitol + (+) - (d) d -




D-Mannose + + + + + +
D-Turanose + ND - d ND -

D-Xylose - - - - + -

D-Cellobiose - + - - ND -

L-Arabinose - + - - ND -

Maltose + + - () + -

Saccharose + + + + ND -

N- + ND + ND (+)
acétylglucosamines

Symboles : + : concerne 90 % ou plus des souches ; - :90% des souches sont négatives ;
d :11a 89 % des souches sont positives ; ND : non déterminé ; () indique une réaction
retardée. Adapté de (Kloos et Bannerman,1999 ; Kloos et schleifer,1986 ; SCHLEIFER 1986).

Caracteres distinctifs des différentes especes de Staphylocoques a coagulase positifs :

A) Staphylocoagulase libre :

C’est une coagulase libre, qui se lie a la prothrombine de I’hote, elle provoque I'activation de
cette derniéere qui va transformer le fibrinogéne en fibrine (Brun et al., 2003).

La recherche de cette coagulase est le test essentiel qui permet de distinguer les souches
pathogenes, car la staphylocoagulase joue un role important dans le pouvoir pathogéne de

Staphylocoque (lutter contre la phagocytose et les anticorps) (Brun et al., 2003).

B) ADNase Thermosbale (thermonucléase) :
C’est une endonucléase résistante aux température élevés (15 minutes a 100 C°).

Caractéristique des trois espéeces : S. intermeduis, S. hyicus et S. aureus (Brun et al., 2003).

C) Phosphatase acide :

La phosphatase acide de S. aureus est un critere de pouvoir pathogene discuté, tres utile
mais pas de valeur absolue, car comme elle est présente dans des Iésions caractéristiques,

elle peut aussi parfois trouver sur la peau normale saine (Le loir et al.,2010).



1.3.3. Caractéres hémolytiques (FRENEY et al., 2007) :

L'activité hémolytique des Staphylocoques peut étre mis en évidence sur des milieux gélosé
contenant des globules rouges humains ou animaux :

A) Chez S. aureus :

Quatre exotoxines hémolysines ou stapylolysines (alpha, B, 6 et Gamma-hémolysine) sont
produites. L’hémolysine Alpha est produite par 95% des souches de S. aureus.

B) S. Lutrae :

Produisent une hémolyse sur sang du mouton.

C) S. Schleiferi :

Produisent une hémolyse totale sur sang du mouton.

D) S. Delphini :

Produisent une hémolyse sur du sang humain.

E) Chez S. intermedius :

100% des souches produisent des B, 6 hémolysines.

1.4. Ecologie et habitat :

Les Staphylocoques sont trés répandus dans la nature et occupent une variété de niches
écologiques. Les espéces du genre Staphylococcus sont tres ubiquitaire. Présentes sur la
peau et les muqueuses des humains, des animaux a sang chaud, le sol, l'air et I'eau. On les
retrouve surtout dans les fosses nasales et le pharynx (20 a50% des individus), tubes
digestifs, téguments. llIs sont considérés comme pathogenes opportunistes, avec pouvoir

invasif et toxinogéne (Cristian et al.,2015).

1.4.1. Chez I'homme:

50% des individus sont porteurs des différentes especes de Staphylocoques. Celles-ci se
retrouvent dans le nez et la gorge, sur les mains et le périnée ainsi que dans les selles

(Bannerman et al. ,2007).



A) Peau :

De nombreuses espéeces de Staphylocoques se retrouvent sur la peau surtout S. aureus et
peuvent étre présentes en tant que bactéries résidentes ou bien transitoires. Les bactéries
résidentes sont des bactéries autochtones a I'héte ; tandis que les bactéries transitoires sont
dérivées de sources exogenes. Ces bactéries transitoires sont généralement éliminées en
guelques heures ou quelques jours, a moins que les obstacles normaux de défense de I'h6te

soient compromis (Gotz et al.,2006).

B) Muqueuses :

Les Staphylocoques se retrouvent sur la plupart des muqueuses humaines. Toutefois, la
distribution de ces espéces, sur les différentes muqueuses, varie en fonction de leurs
préférences écologiques (Bannerman et al. ,2007).

Les muqueuses nasales sont un site majeur de colonisation, ou S. aureus est trés répandu,
en particulier chez I'adulte et adhére de maniére sélective aux cellules de I'épithélium nasal

(Gotz, et al.,2006).

1.4.2. Chez les animaux :

Comme chez I'hnomme, les Staphylocoques retrouvés chez les animaux ont pour habitat
principal la peau et les muqueuses. S. hyicus est un résident des ongulés (bovins, caprins,
équins...), S. intermedius est isolé chez nombreuses espéces.

Néanmoins, les especes de Staphylocoques hébergées chez les animaux ne sont pas tout le

temps retrouvées chez 'homme (G6tz et al., 2006).



1.4.3. Dans l'environnement :

Ces bactéries ont été isolées de facon sporadique a partir d'une grande variété de sources

environnementales telles que le sol, le sable de plage, I'eau de mer, I'eau douce et la surface

des plantes.

Les Staphylocoques sont également isolés des denrées alimentaires (viande, volaille et
produits laitiers), mais aussi sur les surfaces des batteries de cuisine, les ustensiles, les
meubles, les vétements, les couvertures, les tapis, les toiles, le papier-monnaie ainsi que la

poussiére et I'air dans les zones habitées (Go6tz et al., 2006).

I.5. Pouvoir pathogénes :

La symptomatologie clinique des infections a Staphylococcus aureus est liée a une série
d’enzymes et de toxines extracellulaires comme les coagulase plasmatiques, les
hémolysines, les leucocidines, les exfoliatives, les entérotoxines et la toxine du syndrome de

choc toxique (FRITZ et al. ,2008).

Les infections causées par les Staphylocoques sont subdivisées en 2 groupes :

I.5. 1. Infections invasives suppuratives : sont des infections locales avec formation de pus

(furoncles, pneumonie, impétigo bulleux) (FRITZ et al. ,2008).

A. Infections de la peau et des tissus :

Ce sont des infections bénignes ou séveres, Il s’agit souvent d’auto-infection a partir de la

flore endogene, on distingue : anthrax, furoncle......etc (FRITZ et al. ,2008).

B. Infections du tractus respiratoire :

Pneumopathie Staphylococcique : rare mais grave (fievre, toux productive, nécrose, abces),
S. aureus est responsable de 10% des cas de pneumopathies nosocomiales et de 1% des

pneumopathies aigues communautaire (Brun et al.,2007).



C. Infections du systéeme nerveux centrale :

L'infection survient par voie hématogéene ou contigué aprés chirurgie ou traumatisme. On

distingue : abcés du cerveau, empyeme sous durale associé ou non a une ostéite cranienne

et la thrombophlébite du sinus caverneux (furoncle de I'aile du nez) (Brun et al.,2007).

D. Infections urinaires :
Rares mais peut provoquer une infection parenchymateuse des reins (avec ou sans abces)

(Brun et al ,2007).

E. Infections musculaires et osseuses :

Cas des ostéomyélite aigues, ostéomyélites chroniques, ostéomyélites sur prothése
articulaire, les arthrites septiques et les bursites (Cunningham et al. ,1996).

I.5. 2. Toxicoses :
Intoxination alimentaire qui surviennent aprés ingestion d’un aliment contaminé par les
entérotoxines de Staphylocoque. |l y a apparition des nausées, vomissements et diarrhée

guelques heures apreés I'ingestion (Brun et al.,2007).

I.6.Méthodes d’isolement et identification :

1.6.1. Milieux d’isolement et caractéres culturaux :

1.6.1.1. Milieux non sélectifs :
Les Staphylocoques peuvent pousser sur des géloses ordinaires non sélectives comme la
gélose nutritive, gélose tryptase soja, milieu gélosé non sélectif enrichi de sang et gélose

coeur cerveau (Brun et al.,2007).



La plupart des colonies sur ces milieux ont un diametre de 1a 3mm apres 24h et 3 a 8mm
apres 3j d’incubation a 35°C en aérobie. Sur gélose au sang, les colonies sont souvent beta-

hémolytiques (Brun et al.,2007).

1.6.1.2 Milieux sélectifs :

e Gélose de Chapman (75g /I de Na Cl) qui inhibe le développement de nombreux
contaminants et permet de reconnaitre les colonies de Staphylocoques dorés par
fermentation de mannitol (Chantal, 1976).

Les colonies observées aprées 24 heures d'incubation sont lisses, opaques, convexes et

présentent un bord net ; la pigmentation jaune a jaune-orangée n'est pas toujours

apparente (Chantal, 1976).

e Gélose Baird Parker, en aérobiose, les colonies sont noires de 1Imm de diameétre
(Chantal, 1976).

Baird Parker est enrichi au jaune d’ceuf et au tellurite de potassium, il permet la révélation
d’une part de la lécithinase par la présence d’un halo d’éclaircissement du jaune d’ceuf et

d’autres part la réduction du tellurite en tellure (colonies noires) (Chantal, 1976).



1.6.2. Méthodes d’identification :

1.6.2. 1.Méthodes phénotypiques :

Chez les Staphylocoques les méthodes phénotypiques reposent sur des tests de croissance
ou sur des caractéristiques biochimiques a I'aide de trousse d’identification commerciale qui
sont des méthodes trés utilisés en routine car elles sont rapides et pas couteuses, parmi ces

tests on distingue :
e Galeries d’identification sur critéres biochimiques :

La détermination de I'espece peut étre réalisé a I'aide des galeries biochimiques
d’identification miniaturisé comme les galeries APl Staph ; les ID Staph 32 (qui peuvent

distinguer les especes a coagulase positives ; le Systéme VITEK 2 (bio Mérieux) et le Systeme

BD Phoenix (Becton Dickision) (Pellerin et al., 2010).

1.6.2. 2. Méthodes génotypiques :

Reposant sur I’ADN, elles consistent a caractériser des traits particuliers de ’ADN

chromosomique, plasmidique ou ADN total de la souche a identifier.
Le but est d’analyser des paramétres du génome et détecter un polymorphisme de séquence

d’ADN par des méthodes directes comme le séquencage ou indirectes avec amplification

(test PCR).

Ces méthodes présentent I'avantage d’étre indépendantes de I'expression de génes
spécifiques dans les conditions de culture (milieu de laboratoire), elle ne nécessite pas de
culture in vitro et permettent facilement I'identification de I'espéce qui est difficilement

cultivé (Pellerin et al., 2010).



Chapitre Il : ANTIBIOTIQUES

II.1. Définition :

Un antibiotique (ATB) est un composé chimique, élaboré par un organisme vivant ou produit
par synthése. La plupart des ATB sont des substances hémi -synthétiques issues de la
modification chimique de molécules naturelles produites par des microorganismes du sol

(Turpin et Velu ,1957).

I1.2. Types des antibiotiques :

11.2.1. Origine naturelle :

20 % proviennent de champignon, 70 % proviennent d'actinomycetes et 10 % Proviennent
des bactéries (non actinomycétes) en particulier des genres Bacillus et Pseudomonas (Mehdi

,2008).

11.2.2. Origine synthétique :
Les ATB sont obtenus soit a partir de dérivés artificiels, soit en recréant des substances
primitivement extraites de micro-organismes. On distingue les sulfamides, métronidazole,

isoniazide, acide nalidixique et les fluoroquinolones (Mehdi ,2008).

Il existe aussi des antibiotiques d’origine semi synthétique, ils sont obtenus en modifiant au

laboratoire une substance produite par un microorganisme (Mehdi ,2008).

I1.3. Mode d’action des ATB : Les antibiotiques peuvent avoir 2 modes d'action (Tableau 4)

11.3.1. Bactéricide :

C’est une dose thérapeutique qui est capable de provoquer la mort de la cellule bactérienne.

Mesurée par la détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) ou la plus
petite concentration d’ATB capable de détruire de 99,99% d’un inoculum bactérien (Le Loir

et al.,2010).



11.3.2. Bactériostatique :

C’est I'action d’'une molécule d’antibiotique qui a une dose thérapeutique capable d’inhiber

la croissance d’une population bactérienne.

Mesurée par la détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI, ou plus petite

concentration d’ATB capable d’inhiber la croissance de cette population (Le Loir et al.,

2010).

La distinction entre les deux types d'activité peut se faire en comparant in vitro la CMI

(Concentration minimale inhibitrice) et la CMB (Concentration minimale bactéricide).

e CMI et CMB sont proches voir similaires pour les ATB bactéricides

e Un antibiotique dont la CMB est trés supérieure a la CMI, sera considéré comme

bactériostatique.

e Un antibiotique bactériostatique ne peut a lui seul éradiquer une infection ; il

empéche la prolifération bactérienne, et facilite la destruction des germes par les

défenses de I'hote.

e Un antibiotique bactéricide est préférable pour les infections grave et surtout chez

les patients dont les défenses immunitaires sont déficientes (Le Loir et al., 2010).

Tableau 4 : Antibiotiques bactériostatiques et bactéricides (Le Loir et al., 2010)

ATB a action bactériostatique

ATB a action bactéricide

Macrolides
Sulfamidés
Tétracyclines
Lincosamides
Nitrofuranes
Phénicolés
Ethambutol
Cyclosérine

B-lactames
Fluoroquinolones
Aminoglycosides

Nitroimidazoles
Glycopeptides (bactéricidie lente)
Polymyxines
Synergistines
Ansamycines
Acide fusidique
Isoniazide
Pyrazinamide




I1.4. Spectre d’action des ATB : il existe deux grandes catégories :

11.4.1. Antibiotiques a spectre étroit :

lIs ne tuent qu’un nombre limité de bactéries. Ils peuvent cibler et tuer les bactéries a
I'origine de la maladie tout en laissant en vie les autres bactéries, qui peuvent étre
bénéfiques. Ces antibiotiques sont habituellement prescrits lorsque la bactérie a I'origine de

I'infection est exactement connue (Pascal ,2014).

11.4.2. Antibiotiques a spectre large :

lIs sont efficaces contre de nombreuses bactéries, y compris certaines bactéries résistantes
aux antibiotiques a spectre étroit. Ce type d’antibiotique est prescrit lorsque I'on ne connait
pas exactement quelle est la bactérie a I'origine de I'infection ou lorsque la maladie est

causée par plusieurs bactéries différentes (Pascal ,2014).

I1.5. Mécanisme d’action des ATB (Figure 2) :

11.5.1. Antibiotiques actifs sur la paroi bactérienne :

Les bactéries sont entourées d'une coque en peptidoglycane, polymeére de sucres réticulé

par des ponts de nature peptidique. Plusieurs classes d'antibiotiques prennent pour cible des
enzymes intervenant dans la synthése de cette paroi. Dans cette catégorie, nous trouvons :

v Les B-lactames, qui inhibent la transpeptidase intervenant dans la synthése de la paroi .
v'  Les glycopeptides, qui se lient a un intermédiaire de synthése.

v" Quelques molécules d'intérét mineur (fosfomycine, cyclosérine, bacitracine, acide

Fusidique, polymyxine et, dans une certaine mesure, la néomycine) (Frangoise et al.,2007).



11.5.2. Antibiotiques actifs sur la synthése protéique :
Il existe des inhibiteurs de :

v La sous-unité 50S des ribosomes, qui empéchent la fixation d'un nouvel acide aminé
sur la chaine en croissance (phénicolés) ou le transfert de la chaine en croissance du site
A vers le site P (macrolides, lincosamides, streptogramines).

v’ La sous-unité 30S, qui empéchent ou perturbent la liaison des aminoacyl-ARNt aux

ribosomes (tétracyclines, aminoglycosides) (Frangoise et al.,2007).

11.5.3 : Antibiotiques actifs sur le métabolisme des acides nucléiques :

On distinguera les antibiotiques actifs d'une part sur la synthése des ARN et d'autre part,

sur la synthése des ADN ou de leurs précurseurs.
v Les inhibiteurs de I'ARN polymérase sont représentés par la classe des ansamycines,
tandis que les inhibiteurs de I'ADN-gyrase regroupent les quinolones.

v Les sulfamidés agissent sur la synthése de I'acide folique.

v Les diaminopyridines inhibent la réduction de I'acide folique en tirant parti de la

différence de sensibilité de la dihydrofolate réductase bactérienne (Pascal ,2014).

11.5.4. Antibiotiques inhibiteurs de voies métaboliques :

Chez les bactéries, le métabolisme procéde de voies tres variées car ils ont acquis une
capacité d'adaptation a la vie dans des milieux nutritifs et des conditions de survie trés
différents des eucaryotes. Malgré ce fait, le nombre de molécules d'antibiotiques agissant a

ce niveau et utilisables en clinique est trés réduit (Frangoise et al.,2007).



@ Inhibition de la synthése @ Inhibition de la synthése
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Figure 2. Cellule bactérienne et modes d'action des antibiotiques (Pascal L,2014).



Chapitre Il : RESISTANCE DES STAPHYLOCOQUES AUX ANTIBIOTIQUES :

I11.1. Introduction :

Le traitement anti bactérien est un traitement dirigé contre un agent infectieux ; c’est un
anti-infectieux d’ou les antibiotiques qui sont considérés comme le groupe le plus important

(Fritz. et al. ,2008).

L’Organisation mondiale de la Santé (OMS) a publié sa premiére liste « d’agents pathogenes
prioritaires » résistants aux antibiotiques, contre lesquelles il est urgent d’avoir de nouveaux
antibiotiques. La liste de 'OMS comporte trois catégories selon I'urgence du besoin de
nouveaux antibiotiques : critique, élevée ou moyenne (OMS, 2017).

Staphylococcus aureus, a montré de la résistance a la méthicylline, résistance intermédiaire

ou compléte a la vancomycine qui sont classées dans la liste des catégories” élevée”.

Cette liste a été établie pour essayer d’orienter et de promouvoir la recherche-
développement de nouveaux antibiotiques, dans le cadre des efforts de I'OMS pour lutter

contre la résistance croissante aux antimicrobiens dans le monde (OMS,2017).

lll.2. Sensibilité des Staphylocoques aux antibiotiques :

En 1928, I'observation de I'inhibition de croissance d’une culture de Staphylocoques autour
d’une colonie de penicillium par Alexander Fleming conduira a la production de Pénicilline G,
premier véritable antibiotique utilisé en thérapeutique, comme traitement des infections

Staphylococciques (Ito et Hiramastu, 1998).

I11.3. Epidémiologie de la résistance des Staphylocoques aux antibiotiques :
Des 1930, sont apparues les premiéres souches de Staphylococcus aureus résistantes aux
sulfonamides et a la pénicilline (Jean-Claude, 2015).

L’augmentation du nombre des Staphylocoques résistants a la pénicilline s’est accrue



dramatiquement en quatre ans : 14 % en 1944 et 59 % en 1948. Au moment ou les autres
antibiotiques (streptomycine, tétracycline, chloramphénicol) apparaissent a la fin des années
40, la fréquence des staphylocoques résistants approchait de 70-80 % (Leclercq, 1999).

Pendant longtemps, ces souches se trouvaient au milieu hospitalier ou elles provoquaient
des maladies nosocomiales, mais maintenant elles sont plus fréquentes hors hépital. Aussi,
on est en face d’un grand probleme de I'efficacité futur des antibiotiques confrontés a ces

souches pathogenes multirésistantes (Jean-Claude ,2015).

Il est urgent de revoir la stratégie d’application des antibiotiques existants pour éviter au
mieux le risque de dissémination des souches résistantes existantes et d’apparition de
nouvelles souches résistantes afin de lutter contre les espéces pathogenes (Jean-Claude

,2015).

lll.4. Types de résistance aux antibiotiques :

Les bactéries ont un grand pouvoir d’adaptation qui leur permet d’acquérir de nouvelles

propriétés (modification de leur génome ou information génétique nouvelle) leur

permettant de résister aux antibiotiques (Pascal ,2014).
La résistance aux ATB peut étre une propriété intrinséque des cellules mais peut étre acquise

soit par mutation, soit par transfert horizontal.

111.4.1. Résistance naturelle :

Concerne toutes les souches d’une espece bactérienne et pré-existe a I'usage des

antibiotiques.
Cette résistance est chromosomique et a un caractére permanent transmissible aux cellules
filles lors de la réplication bactérienne, C'est une propriété intrinséque des bactéries (Pascal

,2014).



Exemple : Résistance naturelle de S. aureus aux ATB :

Presque toutes les classes majeures d’antibiotiques ont une action sur S. aureus, mais
quelques

ATB échappent a la régle et n’ont aucune action anti staphylococcique, il s’agit de :

e L’aztréonam représenté par la classe de beta lactamine.
e Quinolones de premiére génération (fluméquine, acide pipémidique, acide

nalidixique et acide oxolinique).

e Des peptides cycliques (polymixine B et polymyxine E ou colymicine).
Ces résistances naturelles ont été mises a profit dans la conception de milieux de culture de

bactériologie sélective pour les Staphylocoques (Larpent et al ,2010).

l1l.4. 2. Résistance acquise :
Concerne une partie des souches d’une espéce bactérienne normalement sensible et
apparait a la suite de l'utilisation des antibiotiques (Pascal,2014). L’acquisition d’un nouveau

mécanisme de résistance résulte soit :

111.4.2.1. Acquisition par mutation :

La résistance par mutation est spontanée. De nombreuses études montrent que ce
phénomeéne joue un réle important dans I’évolution de la résistance aux antibiotiques, Ce
phénotype mutateur peut conférer un avantage sélectif a la souche qui le posséde (Jean-

Claude L, 2015).

lll.4. 2.2. Acquisition par transfert horizontal :
C’est I'acquisition d’'une information génétique provenant d’'une bactérie déja résistante.

La résistance et la multirésistances surtout, peuvent étre acquises par transfert des
plasmides multi résistants a large spectre d’hote, pouvant se maintenir et s’exprimer de
facon stable dans de nombreuses espéces bactériennes tant Gram+ que Gram- (Jean-Claude

1,2015).



La résistance acquise aux antibiotiques est la conséquence délétere directe de deux causes
synergiques liées a I'activité humaine :

e |'utilisation massive d’antibiotiques en santé humaine et animale, qui entraine la sélection

des bactéries les plus résistantes.

e la dissémination des bactéries résistantes ainsi sélectionnées, directement par
transmission au sein des populations humaines et animales « transmission croisée », et

indirectement via I'environnement (Jarlier, 2019).

lII.5. Principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques (Figure3) :

l11.5.1. Inactivation de I'antibiotique par une enzyme bactérienne :

C’est la situation la plus fréquente (Pascal, 2014).

lIl.5. 2. Diminution de la quantité d’antibiotique atteignant la cible :
L'antibiotique n’est pas modifié, mais il ne peut pas accéder a sa cible au sein de la bactérie :
e Soit parce qu’il ne peut plus y pénétrer en raison de la baisse de la perméabilité
membranaire.

e Soit parce qu’il est expulsé activement vers I'extérieur de la bactérie par des protéines

jouant le réle de pompe (systemes d’efflux) (Pascal, 2014).

lIl.5. 3. Modification de la cible :
e Modifications quantitatives : par exemple, I'absence de paroi chez les bactéries du

genre Mycoplasma est responsable de leur résistance naturelle aux B-lactamines.



e Modifications qualitatives : la modification de la structure de la cible peut diminuer son

affinité pour I'antibiotique. C'est un mécanisme fréquent de résistance acquise (Pascal,

2014).
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(1) Diminution de la pénétration de I"antibiotique dans la bactérie.

(2) 'antibiotique peut étre inactivé par lYaction d’une enzyme.

(3) La modification de la cible empéche la fixation de I"antibiotique.

(4) La protection de la cible empéche la fixation de I'antibiotique.

(5) Les systémes d’efflux provoquent une élimination de IYantibiotique hors de la cellule.

Figure 3. Différents mécanismes de la résistance aux antibiotiques (Pascal, 2014).

Ill. 6. Facteurs favorisant la résistance aux antibiotiques :
11l.6.1. Mauvais usage des antibiotiques dans les pays en développement :
e L’équipement insuffisant des laboratoires rendent le diagnostic précis difficile face a
une situation infectieuse, donc probleme d’identification bactérienne.
e La prescription de traitement de fagon empirique face a une infection virale ou

parasitaire (paludisme) sont inadaptés et inutiles.



e Ladurée d'utilisation trop courte ou la dose des antibiotiques trop faible, parfois pour

des raisons économiques (probleme du co(t).

e |'usage des antibiotiques est parfois mal controlé avec beaucoup d’automédications
L'ensemble de ces phénomeénes conduit a une augmentation des résistances qui est

préoccupante (Oliver, 2014).

111.6.2. Dissémination des bactéries résistantes :

Elle se fait essentiellement par les contacts interhumains. Beaucoup de bactéries sont
transmises par un défaut d’hygiéne des mains. Les lieux de soins jouent également un role
crucial, certains malades porteurs de bactéries multirésistances ne sont pas isolés des
patients fragiles. L'utilisation intensive et prolongée d’antimicrobiens avec des régles
d’hygiene souvent déficientes favorise I'’émergence et la dissémination de bactéries
résistantes ou multi résistantes. Celles-ci sont responsables « d’infections nosocomiales »

gui peuvent également devenir communautaires avec des germes résistants (Oliver, 2014).

111.6.3. Usage des antibiotiques chez les animaux :

L'augmentation des besoins alimentaires pour une population mondiale de plus en plus
nombreuse a conduit a I'utilisation en routine dans les élevages des antibiotiques comme
activateurs de croissance et agents de prévention.

En Amérique du nord et en Europe, on estime que 50 % des quantités d’antimicrobiens
produites sont destinés aux animaux d’élevage et aux volailles. Ces pratiques ont contribué a

I'augmentation de la présence de micro-organismes résistants qui peuvent se transmettre

de I'animal a ’'homme, comme les salmonelles (Oliver, 2014).



lll.6. 4. Pression de sélection exercée par les antimicrobiens :

Des milliards de souches microbiennes sont présents chez une personne normale, parmi
lesquelles certaines sont sensibles et d’autres résistantes. L'utilisation d’antimicrobiens pour
traiter une infection agit non seulement sur I'agent pathogene spécifique responsable de la
maladie, mais décime également des populations d’organismes sensibles dans I'ensemble du

corps (tube digestif en particulier) (Oliver, 2014).



Deuxieme partie :

Etude expérimentale



I. Objectifs de I’étude :

Les objectifs de la présente modeste étude sont :

» En premier lieu, d’évaluer la sensibilité des isolats de staphylocoques obtenus des

surfaces dans un abattoir avicole.

» En second lieu d’établir les profils de résistance des isolats étudiés.

« Il est a rappeler, que notre étude fait partie d’un projet de thése de doctorat dont le théme

principal est I'étude de la sensibilité des Staphylocoques d’origine aviaire aux

antimicrobiens ».

« Des antibiogrammes sont réalisés sur des isolats déja isolés et conservés pour les tests

ultérieurs ».



Il. Matériels et Méthodes :
II.1. Matériels :
II.1.1. Lieu et période de I’étude :

Cette étude a été réalisée, au niveau de laboratoire d’IDAOA, département Clinique, de
I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire (ENSV) Alger. Sous la direction de Dr. BOUIYAD L
durant la période de Mars — Avril de I'année 2022, afin d’évaluer la sensibilité des souches

de Staphylocoques.

Les 27 isolats de Staphylocoques ont été prélevé a partir des carcasses des volailles de

I'abattoir avicole, qui ont été offert par Doctorante BOUCHENAFA.H.

11.1.2. Matériels de laboratoire, milieux de culture et réactifs :
Le matériel et les milieux utilisés dans cette étude sont :

e Densitométre (Accuchek).

e Etuve 37° (Memmert).

e Autoclave.

e Balance de précision

e Milieux de culture : MULLER HINTON (MH).
e Disques d’antibiotiques (Biorad).

e Agitateur magnétique.

e Pipettes pasteur.

e Micropipette.

11.1.2.3. Disques d’antibiotiques :

Les antibiotiques choisis pour cette étude appartiennent aux familles d’antibiotiques qui

étaient disponibles au laboratoire afin de réaliser I'antibiogramme.



Les 09 disques d’antibiotiques utilisés (BioRad) avec leurs charges sont :

Pénicilline G (10ug), Erythromycine (15ug), Gentamicine (10ug), ; Cefoxitine (30 pg),
Rifampicine (5ug), Tétracycline (30ug), Chloramphenicol (30ug). Sulfa-Trimethoprime
(25ug) ; Sulphonamides (300).

11.2. Méthodes :

11.2.1. Caractérisation phénotypique de résistance aux antibiotiques :

27 isolats et une souche de référence ATCC ont fait I'objet d’une étude de sensibilité aux
antibiotiques.

L'antibiogramme est réalisé, selon la méthode de diffusion sur gélose selon les normes du
Clinical Laboratory Standard institute (CLSI) et selon le guide de « Standardisation de
I’'antibiogramme a I’échelle nationale selon les recommandations de ’'OMS » 2002.

Pour la validation de la méthode et des résultats, une souche de controle Staphylococcus

aureus :

ATCC 25923 a été testée dans les mémes conditions que les isolats a tester

11.2.2. Préparation de milieu de culture :

Pour la préparation du milieu MULLER HINTON (milieu exigé pour la technique de diffusion

sur gélose) :

eMettre 38 grammes de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée. Porter a ébullition
jusqu’a dissolution compléte pendant une heure a I'aide d’un agitateur magnétique afin

d’obtenir un mélange homogene.

eStériliser a 'autoclave a 121°C + 1°C pendant 15 minutes.



eLe milieu préparé Répartir dans un flacon stérile pour ensuite remplir les boites de Pétri de

90mm a raison de 15 ml pour chaque boite.

Figure 4 : préparation de milieu de culture (MH) (Photos personnelle).

11.2.3. Préparation de I'inoculum :
oA partir d’une culture pure de 24 heures sur gélose nutritive un inoculum est préparé.

eQuelques colonies (3 a 5) bien isolées et identiques sont raclées a aide d’une pipette et

mises dans 5 ml d’eau physiologique stérile a 0,9 %.

eLa suspension bactérienne est homogénéisée et ajustée jusqu’a atteindre une opacité

équivalente a 0.5 Mc Farland.

eFur a mesure la suspension bactérienne est ajustée en rajoutant, soit de la culture, soit de

I’eau physiologique stérile.



11.2.4. Ensemencement des boites :

Un ensemencement sur milieu Mueller-Hinton (MH) est réalisé et doit se faire dans les 15

minutes qui suivent la préparation de I'inoculum.

e Alaide d’un écouvillon stérile trempé dans la suspension bactérienne, bien essoré
en le pressant sur la paroi du tube afin de le décharger au maximum puis frotté sur

la totalité de la surface gélosée, de haut en bas, en stries serrées.

e La totalité de la surface gélosée est frottée, de haut en bas, en stries serrés.

e |’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans

oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme.

e |’ensemencement est fini en passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

11.2.5. Application des disques d’antibiotiques :

Nous avons utilisé 9 antibiotiques, six disques sont appliqués par boite, pour tester la
sensibilité de toutes les isolats (27), par la méthode de I'antibiogramme standard, par

diffusion sur gélose de MH.

e Chaque disque d’antibiotique est appliqué manuellement a I'aide d’une pince

métallique stérile.

e L’incubation est réalisée pendant 24 heures a 37°C.

e Lesdisques d’antibiotiques utilisés (BioRad) avec leurs charges ainsi que les seuils

critiques de l'interprétation sont mentionnés dans le tableau 5 :



Tableau 5 : Liste des antibiotiques testés et leur diamétre critique.

Antibiotique testés

Charge des disques

Diameétre critique :

R I S

B-lactamines :

PénicillineG  P-10 10U <28 229
Cefoxitine 30 CX30 30 ug <21 222
Aminosides :

Gentamicine GEN 10 10pg <12 13-14 215
Rifamycines :

Rifampicine 5 RA5 Sug <16 17-19 220
Macrolides :

Erythromycine E15 15ug <13 14-22 >23
Tétracyclines :
Tétracycline  TE 30 30pg <14 15-18 219
Phénicolés :

Chloramphénicol C30 30ug <12 13-17 218

FOLATE-antagonistes :
Sulfa-Trimethoprime 25ug <10 11-15 >16
COT25

Sulfonamide 300 pg <12 13-16 217

Ul : Unité Internationale ; pg : microgramme




Figure 5 : Application des disques d’ATB et incubation des boites de pétri

(Photos personnelle).
11.2.6. Lecture :

e Aprés incubation, les disques d’antibiotiques s'entourent d’une zone d’inhibition

orbiculaire correspondant a un halo (absence de croissance).

e Lalecture se fait par mesure du diamétre de la zone d’inhibition obtenu autour des

disques d’antibiotiques a I'aide d’une régle ou d’un pied a coulisse.

e L’interprétation des résultats est réalisée en comparant les diametres des zones

d’inhibition autour des disques d’antibiotiques aux valeurs critiques.

e L’isolat est ensuite classé dans I'une des catégories : Sensible (S), Intermédiaire (I) ou

Résistante (R)



24 28 14 31 32 9 36 34 28 0
R |1 S S R S S S R
25 34S I 23 27 11 33 28 32 11
R S S R S S S R
26 38 12 23 26 0 32 26 32 10
S R S S R S S S R
27 28 9 2 29 11 34 29 27 0
R R S S S S S R
R 30 27 18 32 32 34 25 31 |8
S R S S S S S SR

Figure7 : Résultat de I'antibiogramme de la souche de référence ATCC 25923

(Photos personnelle).
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11l.2. Pourcentage de résistance et sensiblité des Staphylocoques aux ATB :

Les pourcentages de résistances et de sensibilités sont classés dans le tableau 7 et Figure 8 :

Tableau 7 : pourcentage de sensibilité et de résistance aux antibiotiques des isolats.

N=27
ATB R S I
n %o n %o n Yo
P-10 7 26 % 20 74 % 0 00%
E-15 24 89 % 0 0% 3 11 %
Gen-10 0 00% 2 100% 0 00%
Cot-25 7 26% 19 T70% | 4%
TE 30 27 100% 0 00% 0 00%
RA 5 0 00% 27 100% 0 00%
S-300 0 00% 27 100% U] 00%
C 30 0 00% 27 100% 0 00%
Cx 30 27 100% 0 00% U] 00%
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Figure 8 : Pourcentage de résistance et sensibilité des isolats aux ATB.

Les résultats obtenus montrent que 100 % des isolats sont sensibles a la Gentamicine,
Rifampicine, Sulphonamides et Chloramphénicol contre 100% de résistance a la tétracycline
et au cotrimoxazole.

Des résistances intermédiaires ont été observées pour I’érythromycine (11%), le reste des
isolats (89%) étaient résistants (tableau 7) et (Figure 8).

Nous observons aussi que certains isolats montrent de la résistance a plus d’'une famille
d’antibiotique :

» Le cas del'isolat 1 qui résiste aux Macrolides (érythromycine), aux tétracyclines,

antagonistes de folates et aux béta lactames (cefoxitine).
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» Ce cas n’est pas unique, d’autres isolats aussi montrent des résistances a plusieurs

familles d’antibiotiques (Figure 9).

%

H2ATB
m 3FATB
mA4FA

Figure 9 : Pourcentage des isolats multirésistants aux ATB .

Les résultats obtenus (Figure 9) montrent que 100% des isolats sont résistants a “2”” ou plus
de “2” familles d’ATB ; d’olu nous observons que 11% des isolats résistants a “2”” familles

d’antibiotiques.

Par contre 63% sont résistants a’’ 3" familles d’antibiotiques et 26% sont résistants a “4 “
familles d’antibiotiques, c’est-a-dire que 89% des isolats sont multirésistants.

On conclure que la plupart des isolats testés possédent résistance a plus de deux familles

d’antibiotique : c’est la multirésistance.
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Conclusion et recommandations :
Les résultats de cette étude indiquent que les isolats de Staphylocoques testés sont tout

sensibles a Gentamicine, Rifampicine, Sulphonamides et Chloramphénicol et en méme
temps tous résistants a la tétracycline et au cotrimoxazole. 89% des isolats étaient résistants

a I'érythromycine.
Certains isolats ont méme présenté des résistances variables a I'égard de quatre familles

d’antibiotiques) a savoir les Macrolides (érythromycine), les tétracyclines, les antagonistes

de folates et les béta lactames (cefoxitine).

Cette étude rapporte des résultats inquiétants quant a l'utilisation inappropriée des
antibiotiques dans élevages et qui pourrait participer a I'émergence de souches de
Staphylococcus résistantes chez la volaille, mais aussi a la propagation de ces derniéres a
I’'homme, notamment par la chaine alimentaire.

La résistance des Staphylococcus spp aux antibiotiques représente une menace sanitaire

majeure et un probléme de santé publique. Pour cela, afin de contréler la survenue
de I'antibiorésistance.
Les recommandations suivantes sont proposées :
» Prévenir la transmission de germes multi-résistants en améliorant les conditions
d’élevage.

» Surveiller la résistance aux antibiotiques en suivant les évolutions des Populations
microbiennes afin de détecter précocement les souches résistantes d’importance

majeure pour la santé publique.

» Sensibiliser les vétérinaires ainsi que les éleveurs sur le danger de I'usage abusif des

antibiotiques et le phénomeéne d’antibiorésistance.

» Surveiller I'utilisation des antibiotiques et limiter leur prescription en élevage.
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