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Résumé
Occence et profil d'antibiorésistance
desStaphylococcus aureuisolés de produits alimentaires

De nombreuses études portant surSeswreusse justifient par 'immense réle qu'il
joue en pathologie infectieuse humaine et vétéenaia recrudescence de la multirésistance
aux agents antimicrobiens constitue un problemeumaje santé publique dans le monde en
raison des fréquences qui ne cesse d’augm|entemm)quent des impasses thérapeutiques

dans le prochain avenir.

Objectifs : Estimer la prévalence de&3. aureusdans différents aliments et évaluer leurs
sensibilité vis-a-vis de 20 antibiotiques.

Méthodes: L'isolement de S. aureusa été effectué a partir de différents produits
alimentaires. L'identification des souches a étdisé par le test de coagulase et I'API staph.
Le profil de résistance des isolats a été étudiéapport a leur sensibilité a une vingtaine
d’antibiotiques par la technique standard de difiusde I'antibiotigue en gélose.
L’évaluation des CMI, a été effectué par la techeigle dilution en milieu solide pour
I'oxacilline, et par E-test pour la tétracyclinel@tchloramphénicol.

Résultats: Sur les 107 échantillons analysés, 56 (52,33%ig6t contaminés p&@. aureus
avec une incidence élevée dans le lait cru de vaben), les plats cuisinés (55%) et les
viandes crues (50%). L'étude de la sensibilité antibiotiques a montrée des isolats SASM
présentant un taux de résistantes 100% a I'aciligxigue, 87,03% a la bacitracine, 62,96%
a la péniciline G, 35,15% a la fosfomycine, 29,62l'acide fusadique, 25,92% a
I'erythromycine, 18,51% a la kanamycine, 14,81% #étracycline, 5,55% a la spiramycine et
lincomycine. Au total, nous avons noté 26 diffésethénotypes de résistance dont 45
souches avaient une résistance a au moins trosaigues. Deux souches SARM (3,57%)
étaient détectées. Le caractere multirésistantdes SARM est confirmé par une résistance
a toutes les béta lactamines, aux macrolides ptofd de résistance est de phénotype MLS
constitutif pour les deux souches ainsi, aux aniilessavec le phénotype K pour I'une et le
phénotype KT pour l'autre. Aucune résistance paras isolats vis-a-vis de la vancomycine,
le chloramphénicol, la gentamycine et la pristamgci

Conclusion : la prévalence élevée et la multirésistance @esaureusest devenu
remarquablement répandue dans les aliments. Calassitent la mise en ceuvre d’'une
stratégie active, efficace ou la sécurité micramajue des aliments doit étre garantie afin

d'éviter la propagation de résistance aux antirbiertss par ces micro-organismes.

Mots clés: Staphylococcus aureusgcurrence aliments, résistance aux antibiotigaesst, CMI.
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Abstract
Occurrence and antimicrobial resistance ofStaphylococcus aureus
isolated from various fos

Many studies on Staphylococcasireustake an important part in human and veterinary
infectious diseases. The resurgence of multiplesteesxes to antimicrobial agents constitutes
a major problem on public health in the world cagsand increasing therapeutic impasses in
the near future.

Aims: To estimate the prevalence of Staphylococauseusin various foods and evaluating
their sensitivity against 20 antibiotics screws.

Methods: The isolation of Staphylococcasireuswas performeérom various food products.
Identification of strains was carried out by thegolase test and the API Staph. Phenotypic
analysis of isolates was tested for their sensjtiyiwenty antibiotics) by the standard
technique of diffusion of the antibiotic agar. Tésaluation of MIC was done by the dilution
technique on solid medium for oxacillin, and E-testtetracycline and chloramphenicol.

Results: In 107 samples analyzed, 56 (52.33%) were infewtgd Staphylococcus aureus

with a high incidence in raw cow's milk (70%), paepd foods (55%) and raw meats (50%).
The study of the sensitivity to antibiotics has whoisolates SASM with a rate of 100%
resistant to acid nalidxique, 87.03% to bacitrad2,96% to penicillin G, 35.15% to

fosfomycin, 29.62% to fusadique acid, 25.92% tdlenmycin, kanamycin 18.51%, 14.81%
to tetracycline, 5.55% to spiramycin and lincomydmtotal, we found 26 different resistance
phenotypes and 45 strains were resistant to at these antibiotics. Two MRSA strains

(3.57%) were detected and the character of themwitiresistant MRSA was confirmed. This

resistance is crossed with all betalactams and tiesistance profile to macrolides is
constitutive MLSB phenotype of the two strains toimoglycosides (one strain phenotype is
K and the other KT phenotype). There is none rascd to vancomycin, chloramphenicol,
gentamicin and pristamycine among our isolates.

Conclusion: the high prevalence and multiple resistance$.odureusbecame remarkably
widespread in food. This requires the implementatiof an active strategy where
microbiological food safety must be ensured in otdeprevent the spread of antimicrobial
resistance by these microorganisms.

Keywords: Staphylococcuaureus foods, milk, meats, Antimicrobial resistance,dstf CMI
technique
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Introduction

Introduction

Les aliments ne peuvent jamais étre entieremest karsécurité alimentaire est toujours
menacée par de nombreux agents pathogenes resigsndaine variété de maladi¢Beleneva,
2011).

Les intoxications alimentaires sont considéréesmeriune des principales causes de
toutes les maladies d'origine alimentaire. Ellesusnimpact majeur sur la santé publique dans le
monde entier.

A ce jour, 250 différentes maladies d'origine aliaére sont décrites et les bactéries sont
les agents responsables de deux tiers des épidémiess maladies (Bhatia et Zahoor, 2007).
Parmi les bactéries prédominantes impliquées dass nsaladies,Staphylococcus aureus,
reconnu dans le monde entier comme un importamtgggthogene polyvalent a 'homme et
I'animal, provoquant ainsi une grande variété ddéadias, allant de la sévérité de l'intoxication
alimentaire (McCormiclet al, 2001; Le Loiret al, 2003), le syndrome du choc toxique, a des
infections moins graves, comme les furoncles (Lal®88).

En dépit de sa pathogénicit, aureusest également hébergé dans les narines de 20-30%
de personnes en bonne santé, alors qu'environ @d%pbpulation héberge le micro-organisme
par intermittence (Kluytsmaet al, 1997).

S. aureusest présent de méme sur la peau et les mugueusesideaux producteurs de
denrées alimentaires, tels que les ruminants oestil fréquemment associé aux mammites
subcliniques conduisant & la contamination duelastes dérivés (Jablonsky et Bohach, 1997).

La virulence de cet agent pathogene dépend eddalusieurs facteurs parmi eux, la
résistance aux antibiotiques, qui constitue uneaoemajeur pour la santé publique de part le
monde, en raison de la circulation de souchesta@ées dans I'environnement et la possible
contamination de I'eau et de la nourritutte Boeret al, 2009.

L'utilisation répandue d'antibiotiques a accentfidérgence de souches multirésistantes,
ce qui rend plus difficile son éradication. La mufisistance dé&. aureusest assez commune
dans les milieux hospitaliers et les fermes (Liveran 2000; Sakoulas et Moellering, 2008) ; ou
elle fut détectée chez les animaux (Lee, 2008ssaliments comme la viande (Normaratal,
2007; Pesaventet al, 2007), le lait et ses produits (Gundogsral, 2006 ; Pelegt al, 2007,
Pereiraet al, 2009) ainsi que les produits de la péche (Belen2911).

Pour ces nombreuses raisons, cette bactérie dejonos fait I'objet d’'une étude
pointilleuse dans des domaines multidisciplinaitets: la biologie moléculaire, biologie
cellulaire, phylogénie, génétique évolutive, etc.

1
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En raison de son expansion continuelle dans legeuwilhospitaliers et alimentaires
chaque étude d’épidémiologie analyse une situgiamiculiére, permettant non seulement de
suivre et de comprendre son évolution, mais égalerde définir des stratégies de lutte au
niveau de la santé humaine et animale.

Une telle situation nous a convaincu a étudieat'@ctuel de ce microorganisme, étant
donné qu’en Algérie, peu de publications sont séak sur ce sujet, surtout dans le domaine
alimentaire.

Dans ce travail on a réalisé une analyse phénatgpigs souches & aureussolées de
différents aliments durant une période de 8 moisnagau du laboratoire d’hygiéne et de
pathologies animales de I'Université de Tiaret @etlaboratoire de microbiologie fondamentale
et appliquée , Université d’'Oran.

La prévalence croissante 8e aureus multirésistant aux médicaments, et qui limite le
options thérapeutiques disponibles pour le traiténdes infections associées a ce pathogéne est
devenue une question préoccupante dans le moniée. &dr conséquent, la détermination de la
sensibilité ou de la résistance des souches auRi@igues est trés importante sur le plan
clinique et économique. Cependant les souchegéasdataient caractérisees en fonction de leur
résistance a un panel d’antibiotiques puis la cotnagon minimale inhibitrice était évaluée via
deux méthodes : la technique des E-test et celle didution sur milieu gélosé.

L’étude réalisée sera principalement centrée sardseix groupes d&. aureus les
souches résistantes a la méthicilline SARM etdegises sensibles a la méthicilline ou SASM.

L'objectif de cette étude consiste donc a:

- isoler et identifier des souches$leaureusians différents aliments ;

- étudier la résistance des souches Sle aureusvis-a-vis de certaines familles
d’antibiotiques ;

- déterminer la distribution des souches SARM ABM dans les aliments, ainsi que le
pourcentage de résistance aux antibiotiques;

- mettre en évidence le caractére multirésistastsdeches selon leur profil de sensibilité
aux familles d’antibiotiques ;

- évaluer la CMI.
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1. Le genreStaphylococcus

1.1. Historique

Les premiéres descriptions des staphylocoqueséitiesten forme de coques) isolés a
partir de pus d’abces datent de 1871 mais ce glesguelques années plus tard que ces travaux
permettront de proposer un nom a la bactérie rer@mmnAinsi en 1878, Robert Koch en
Allemagne et Louis Pasteur en 1880 en France d#rigdes grappes de coques dans du pus
d’origine humaine (Fasquelle, 1974 ; Karthik, 2007)

Plus tard; en 1883, Ogston crée le nom de « Stapbglie » pour décrire ces grains
(kokkos) groupés en amas irréguliers a la faconmed'grappe de raisin (staphylos). Ogston
différencie ainsiStaphylococcusde Streptococcus(Spicer, 2003 ; Breche, 1988Stephen
et Hawkey, 2006).

En 1884, en Allemagne Rosenbach donne la premiéscrigtion du genre
Staphylococcusen obtenant des cultures pures de ces bactériesmdieu solide. I
différencie ainsiS. aureusde S. albuspar la coloration des pigments produits par lesriek
(blanches ou Dorées) (Avetal., 1992 ;Karthik, 2007).

En 1885, Zopf a placé Les staphylocoques et lesocoques dans le genéicrococcus,
sépareés par la suite par Flugge, Evans, Bradfdxiven (1955) qui classent les cocci anaérobies
facultatifs et aérobies dans le gerB&aphylococcuset Micrococcus, respectivement. Cette
classification est basée sur leur action vis-edeisa gélatine et le test d’oxydation —fermentation
du glucose. Une nette distinction basée sur lgposition de 'ADN entre les deux genres a été
proposée par Silvestri et Hillen (1965). Le poutage en bases G+C de I'ADN des
microcoques est de 63-73%, comparé a ce lui dggndtewoques 30-39%, indiquant qu'il
n’existe pas de relation entre les deux genrep(®teet Hawkey, 2006).

1.2. Habitat
Il s'agit de germes ubiquitaires, les staphyloesgsont des bactéries commensales de la
peau et des muqueuses de 'homme et des animainn(etal., 2011 ; Nagasetal., 2002).
Chez 'homme, les staphylocoques en particulieeksces. aureuset S. epidermidis
font partie de la flore résidente cutanée de nombrimdividus qui sont des «porteurs

asymptomatiques».
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lls jouent un réle important dans I'équilibre phgesichimique de la peau et constituent
une barriere de colonisation, empéchant I'implaotatle bactéries de la flore transitofi@ylie
etal., 2005 jHirshetal., 2004).

Cependant, I'habitat préférentiel & aureuschez 'lhomme est la muqueuse nasale. |l
existe 3 statuts de portage nasalSdeaureus Environ 20% de la population est porteuse de
maniere permanente (porteurs persistants), enéidéf sont porteurs de maniére intermittente,
avec des souches qui varient au cours du tem@)%tne sont pratiquement jamais porteurs
(Flandrois, 1997 ; Eveillard, 2007). La distinctientre porteurs permanents et intermittents est
importante. En effet, les porteurs permanents natdensité bactérienne plus élevée et un risque
plus important d’infection. De plus, les techniguis typage moléculaire ont montré que les
porteurs persistants sont souvent colonisés aveméme souche alors que les porteurs
intermittents sont colonisés, a différents momeat®c des souches génétiquement différentes
(Vandenbergtet al, 1999).

Les mécanismes impliqués dans le portage nasal eswmtdre mal compris. lls font
intervenir des facteurs lies a I'hdte, des factechastériens et des facteurs environnementaux
(Kluytmanset al, 1997; Nouweret al, 2001).

Les souches d&. aureussont présentes également sur les membranes meaguedus
tractus respiratoire ainsi que le tractus urogémtacomme flore transitoire dans le tractus
digestif Quinn et al, 2011). Ces bactéries survivent et proliferentfaitide leur particuliere
résistance aux conditions hostiles de I'environn@meels que la dessiccation (ils survivent
plusieurs mois dans des produits pathologiquesédbés), aux variations de température (ils
résistent 2 h a 55° C, voire 1 h a 60° C), au aswootique (salinité de I'eau) et résistent encore
mieux en milieux albumineux (Brecle¢al., 1989.

lls sont largement disséminés dans I'environnemrettyuves dans le sol, les poussieres
('air), I'eau et dans certains produits alimergair(laitages, conserves salé¢Shimeld et
Rodgers, 1999).
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1.3. Position taxonomique et classification

Selon la classification de Garrigt al (2007) ; Le genré&taphylococcusappartient au
phylum des Firmicutes constitué de quatre clas€dgstridia, Mollicutes, Bacilli, Togobacteria
La classe deBacilli est constituée de deux ordr8sicillaleset Lactobacillales dont chacun est
divisé en quatre famillesStaphylococcaceaeonstitue la 4™ famille desBacillales celle-ci
comprend un seul genr8taphylococcu$GC% 30-39%). Le genr8taphylococcusccupe une
place trés importante en pathologie humaine et @eim

La taxonomie du genr8taphylococcua subi plusieurs remaniements successifs grace
au développement du séquencage d’ARNr 1&$%,distingue plus de quarante espéces de
Staphylococcudont 24 sous especes comme il est indiqué damableau 1 (Alomar, 2007). Un
certain nombre d'entre elles sont trouvées chembhe, d'autres sont présentes chez les animaux
ou dans les aliments (viandes, produits laitietcs,.g (Avril et al, 1992 ;Quinnet al, 2011).

Parmi les espéces retrouvées chez ’lhomme, trpésces occupent une place privilégiée
S aureus, S. epidermidist S. saprophyticydes autres sont rarement impliqguées en pathologie
humaine. Le genr8taphylococcugst séparé en deux groupes sur la base de lanpeede la
coagulase (Alomar, 2007).

Le groupe desStaphylococcua coagulase négative avec 33 especes dont lait@ajer
présente pas de risque sanitaire telles §taphylococcus xylosuStaphylococcus lentus,
Staphylococcus sciurisolés de lait ou de fromage (Moretal, 1999 ; Blaiottiet al, 2004).
D’autres espeéces telles gutaphylococcus epidermidis Staphylococcus haerma$y/gont
impliquées dans les infections nosocomiales (Frenay, 1999).

Le groupe des Staphylococcus a coagulase posgtveoastitué de 7 especes identifiees
a Staphylococcus aureusStaphylococcus delphiniStaphylococcus hyicusStaphylococcus
intermedius Staphylococcus lutrae, Staphylococcus pseudintause8taphylococcus schleiferi
(tableau 2). Celles-ci peuvent étre impliquées dissinfections humaines (Avet al, 1992 ;
Quinnet al, 2011).
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Tableau 1 :Présentation des espéces du g&taphylococcuéKrieg et Holt, 1984).

Especes

présence en produits alimentaires

Risque ou intérét

Staphylococcus coagulase positive

. aureussubspanaerobius
. aureussubspaureus

. delphini

. hyicussubspchromogenes
. hyicussubsphyicus

. intermedius

lutrae

. pseudintermedius

. schleiferisubspcoagulans
. schleiferisubspschleiferi
taphylococce coagulase négative
. arlettae

. auricularis

. capitissubspcapitis

. capitissubspurealyticus

. caprae

. carnosussubspcarnosus
. carnosussubsputilis
S.caseolyticus

. chromogenes

. cohniisubsp cohnii

. cohniisubspurealyticus
. condimenti

. epidermidis

. equorumsubspequorum
. equorumsubsplinens
felis

. fleurettii

. gallinarum

. haemolyticus

. hominissubsphominis

. hominissubspnovobiosepticus
S.kloosii

S. lentus

S. lugdunensis

S. muscae

S.nepalensis

. pasteuri
piscifermentans

. pulvereri

. saccharolyticus

. saprophyticusubspsaphrophyticus
. saprophyticusubspbovis
. sciurisubspsciuri

. sciurisubspcarnaticus

. sciurisubsprodentium

. sciurisubsplentus

. Simiae

. simulans

. succinussubspcasei

. succinussubspSuccinus
S.vitulinus

S.warneri

S. xylosus

NDOLLLOLLLOYLOLOLOOLOOOOO

VO OLLLLLLOLOLOLOY

NnuOuLLLOLOLOLOLOLO OO

Lait, fromage, viande
Lait
Lait
Lait
Lait, fromage, viande

Lait
Lait

Lait
Lait, fromage, viande
Lait, viande
Lait
Lait, viande
Saucisson, Mozzarella
Lait

Lait, fromage

Lait, fromage, Saucisson
ait, fromage, Saucisson
Lait, fromage

Lait, fromage
Fromage
Lait, viande
Lait

Lait, fromage
Lait

Saucisson
Poisson
Saucisson

Lait, fromage, Sasois

Lait
ait, fromage

Lait

Lait
Seson

Saucisson

Lait, saucisson
Lait, fromage, viande, sason

\

Pathogene

Ferment

Ferment

Ferment
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Tableau 2: principaux caractéres permettant de différencésr éspeces et les sous
especes du du gen8taphylococcuproduisant ou pouvant produire une coagul&seifteet
al., 1985 ; Devrieset al, 2005 ; Alomar , 2007).

Souches 1 2 3 4 5 6 7 8
Catalase + - + + + + + +
Clumping factor + - - - d i} i} }
Croissance en aérobie+ - + + + + + +
Pigmentation possible+ - - - - - - -
des colonies
Réduction des nitrates+ - + + + + + n
DNase thermostable + + - + + + + +
Hémolyse + + + - d + + +
Production d’acétyl- + - - - - . + +
méthyl-Carbinol (VP)
béta —galactosidase - - - + + + d
D-galactose* + - Nd + + + + +
D-mannitol* + - + - d + + d
Saccharose * + + + - + Nd + Nd
D-tréhalose * + - - + + + + d
D-ribose* + - + + + )
D-xylose* - - - - - + . )
Resistance a8ug/ml  + Nd - - - - - i
d’'acriflavine
Résistance a la + Nd - + . i} } _

Polymixine B

+: >90% des souches positives;>90% des souches négativesl;= entrell et 89% des souches sont positivékl;= non

determiné ; * = Acidification en aérobiase
1. S. aureus subsp. aureu®,; S. aureus subsp. anaerobiu8.; S. delphini;4. S. hyicus ;5. S.

intermedius 6. S. lutrae ;7. S. pseudintermedius; S. scleifri subsp. coagulans.
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2. L'especeStaphylococcus aureusgent pathogéne

Staphylococcus aureusst I'espéce la plus pathogene du gedtaphylococcuest la
premieére cause d’infection bactérienne a traversmdmde(Corne, 2004). Les infections &
aureussont tres polymorphes, allant d’atteintes cutar#esgnes comme les furoncles ou les
panaris a des pathologies mettant en jeu le prienostal comme les septicémies, les

intoxications alimentaires et les infections dutégese nerveux centrélL.owy, 1998).

2.1. Caracteres morphologiques

A I'examen microscopique, |€staphylococcus aures® présente sous l'aspect de cocci
sphériques de 1um de diameétre, a coloration de Guasitive, immobiles, non sporulés. La
grande majorité des souches sont capsiuheeso mais perdent progressivement leur capsule en
culture, d'autres forment des colonies mucoidaesmt entourées d'une pseudocapsule (Fauchere
et Avril ,2002 ; Guiraud et Rosec, 2004).

Sur les cultures en milieu solide, ils se disposemtamas irréguliers polyédriques,
évoquant l'aspect caractéristique de "grappes de'rgdAnanthanarayan et Paniker, 2006).
Alors qu'en milieu liquide, ils sont souvent isgléa diplocoques, en tétrades ou en tres courtes
chainettes (en générale de 3 a 5 éléments) (leedod., 2003). Examinés sur lames, aprés avoir
été isolés d'une gélose, l'aspect en mosaiqualestél (Figure 1).

2.2. Caracteres biochimiques

Toutes les souches & aureusont un métabolisme aérobie prédominant et anagrobi
facultatif, produisent une coagulase, une nucléhsemostable et une catalase mais pas
d’'oxydase (Ananthanarayan et Paniker, 2006% S. aureusont: indole -, acétone +, uréase +,
VP +, MR +, réduisant le téllurite de potassiumlest nitrates en nitrites, et produisant de
'ammoniaque a partir de I'arginine (Fasquelle, 491.e Minor et Verron, 1990 ; Freney al,
1999).

La plupart des souches sont lipolytiques produiseuet zone opaque lorsqu’elles sont
cultivées dans des milieux contenant le jaune d'(A@nfinthanarayan et Paniker, 2006). La
paroi cellulaire des staphylocoques est résistamtlysozyme et sensible au lysostaphine, qui
clive spécifiguement les ponts pentaglycine de [Stagoccus spp (Le loiret al, 2003).
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Figure 1 : Observation microscopique des Staphylocoques (68663)

De plus, les souches d& aureuscontrairement aux autres espeéces produisent de
I'hémolyse béta, caractéristique utile lorsqu'oerche a identifier un staphylocoque (Couture,
1990).

S. aureusest capable de dégrader de nombreux substratgliglues, protéiques et
lipidiques grace a sont équipement enzymatiqua¢ret984).

Le métabolisme glucidique est particulierementregéant. La plupart des sucres sont
fermentés (glucose, saccharose, lactose et manndoylucose est utilisé en anaérobiose et
aérobiose ainsi que le mannitol. (Couture ,1980iraud et Rosec, 2004).

Cependant, la production de pigments (caracterdturaux), d'hémolyse et la
dégradation du mannitol; ce sont des indices adgque ne peut se fier pour identifier le
germe de facon certaine. Il faut donc procéderrmaidentification par I'étude de différentes
propriétés biologiques et biochimiques (Fasquélg4).

Globalement, I'espec®. aureugpeut étre différenciée des autres staphylocoquetapa

présence simultanée d'une coagulase libre et dNese thermostable (Fauchere et Auvril,
2002 ; Couture, 1990).
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2.3. Caracteres culturaux

Staphylococcus aurewsont des germes peu exigeants sur le plan nutitiblerent de
grandes variations (Guiraud et Rosec, 2004)ulent facilement sur milieux usuels simples
en aérobie comme anaérobiose dans des tempérdaui®sC a 48.5 °C avec un optimal de 30
°C a 37 °C et un pH de 4.2 a 9.3 avec un optimal @7.5 (Le loireet al, 2003 ; Bhatia et
Zahoor, 2007 ; Di Giannatalet al, 2011). Il est capable de se multiplier dans ehdgeux
contenant 5 a 10% de NaCl. Ces caractéristiqueferem aS. aureuda capacité de coloniser
une grande variété d’alimen(@hatia et Zahoor, 2007).

En milieu liquide, la culture est rapide, en quelgjlheures un trouble homogéne puis un
dépot sont observeés, il n'y a pas de productiopigleent en milieu liquide (Ananthanarayan et
Paniker, 2006).

Sur milieux solides, Les colonies observées apredéures d'incubation sur gélose
ordinaire sont larges (2-4 mm de diametre) circafgilégerement bombées lisses, luisantes. La
pigmentation des colonies peut varier du blangaaoe ou jaune orangé (Denis et poly, 2007 ;
Flandrois, 1997 ; Ananthanarayan et Paniker, 2006).

Sur gélose au sang, les souches typiquS.deureuspeuvent produire des colonies de
grand diamétre que celles produites sur géloséiaatet de couleur jaune doré, entourées d’'une
hémolyse béta (Couture, 1990 ; Denis et Poly, 2087aureugpeut également étre cultivé en
milieu sélectif tel que : Le milieu Chapmamilieu gélosé hypersalé (7.5 % de Na Cl) qui
contient du mannitol, il permet une culture abondaleS. aureusaprés une incubation de 24-48
heures. Les colonies sont alors entourées d'urt f@loe puisqu’elles fermentent le mannitol.
La pousse sur ce milieu ne constitue qu'une inginapuisque d’autres germes tel que les
entérocoques ou les Proteus, peuvent cultiver dessu

Par contre, en bactériologie alimentaire pour isetecaractériser le staphylocoque, le
milieu de Baird Parker est utilisé. Il est a basetd@lurite de potassium et de jaune d’oSuf.
aureuss’y présente sous forme de colonies noires (rémtuctu tellurite) avec un halo claire

autour (protéolyse) (Ananthanarayan et Paniker$ 2@kenis et Poly, 2007).

10
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2.4. Pouvoir pathogéne d&. aureus
La pathogénie d8. aureusest un phénomene complexe, faisant intervenimomiétude
de facteurs de virulence. C’est I'action combinéel’dnsemble de ces facteurs qui explique le

fort pouvoir pathogene de cette bactérie et laitodk de maladies humaines gu’elle provoque

(Hiron, 2007).

Protéines de surface
(phase exponentielle)

Protéines sécrétées
(phase stationnaire)

Coagulase : Entérotoxine
51 1 15t .
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Figure 2 Facteurs de virulence & aureugGordonet al, 2008)

2.4.1. Facteurs de virulence

Pratiqguement toutes les souches Staphylococcus aureusxpriment de nombreux
facteurs de virulence potentiels qui contribuetd @athogénicité du germe, en produisant des
enzymes et des cytotoxines (Todar, 2005) qui peemieen particulier de convertir les tissus
locaux de I'hdte en nutriments nécessaires a lssance bactérienne : il s’agit d’hémolysines,
de nucléases, de protéases permettant une pémeétilas tissus et une adhésion sélective, mais
aussi des lipases, des hyaluronidases et des @adlags (Dinget al,2000 ; Nehaétal.,2010 ).
Certaines souches produisent une ou plusieurs etedpes : la toxine-1 du syndrome du choc
toxique (TSS-1), des entérotoxines (SE), des taxexdoliatives (ET) qui affectent les cellules

du systéme immunitaire ou le TSST-1 et les ent&noés staphylococciques sont considérées

11
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comme des toxines pyrogénes super antigenes (Py$Bogeset al., 2000 ; Thomast al,
2007; Zhang, 2011) (Figure 2).

2.4.1.1. Composants de surface

S. aureugexprime un certain nombre de facteurs qui onbkemtiel d'interférer avec les
mécanismes de défense de I'hdte. Cela comprenglétasnts a la fois structurelle et solubles de
la bactérie (Nehadt al,, 2010 ).

. Exopolysaccharides capsulaires

L’interaction deS. aureusavec son héte dépend fortement de ses propriétsartice.

La majorité des isolats d&. aureusexpriment un polysaccharide de surface. Cela agpélée
une microcapsule, car elle peut étre visualiséepguemicroscopie électronique a la différence
des capsules vraies de certaines bactéries qufanl@ment visualisés en microscopie optique
(Todar, 2009). La capsule polysaccharidique estimge durant la phase de croissance post-
exponentielle (O’riordan et Lee, 2004). Une clasatfon de ces polysaccharides en 11
sérotypes capsulaires a été proposée dont les B/pms8 représentent 75 % des infections
humaines.

La plupart des isolats & aureugésistants a la méthicilline sont de type 5 (Lowy,
1998). Les souches d8. aureusisolées d'infections expriment des niveaux eéledés
polysaccharide, mais perdent rapidement la capémisgu'elles sont cultivées en laboratoire
(Timothy, 2008). La fonction de la capsule dangitalence n'est pas entiérement claire, bien
gu'elle faciliter I'adhérence de la bactérie audutes endothéliales (P6himann-Dietee al,
2000), la capsule est capable d’interférer avephagocytose deS. aureug(Thakkeret al,
1998) et pourrait masquer les antigenes de la pathilaire (Risleyet al, 2007), et confere a la
bactérie une forme de résistance vis-a-vis debiatijues (Deverriére, 2007).

» Acides teichoiques (polysaccharide A)

Ce sont des polymeres linéaires de ribitol ou geégbl, représentant environ 40 % du
poids de la paroi bactérienne, unis par des ligighrosphodiesters et substitués selon les cas par
de la N-acétylgalactosamine. Les acides glycéiohtéques sont trouves chez les
staphylocoques, sauf ch& aureusS. xylosuset S. saprophyticugjui possedent de l'acide
ribitol-teichoique; le substituant le plus fréquesst la N-acétylglucosamine. Les acides

teichoiques d&. aureusont aussi appelés polysaccharides A. Ce sont ddmtaurs cellulaires

12
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importants dans les processus inflammatoires qactérisent les réponses immunes en réaction
aux infections a bactérie a Gram positif (Kartt@07).

Les acides teichoiques jouent un grand réle dassineractions entre bactéries et
cellules et dans la fixation des bactériophages. sibnt impliqués dans I'activation du
complément et I'adhésion aux surfaces muqueusagaisent ainsi la colonisatidly et Levit
, 1987).

. Peptidoglycane

ChezS. aureusla production de grandes quantités de peptidagydors d’infections
locales (abces, infections articulaires) provognechimiotactisme des cellules phagocytaires et
une libération de cytokines (IL-1, IL-6, IL-8 et F\alpha) qui, en grande quantité, provoquent
des Iésions tissulaires et une hypertheri@@rrity et al.,2007 ; Avrilet al,, 2003) (Figure 2).

2.4.1.2. Facteurs d’invasion et d’adhésion

Les cellules deS. aureusexpriment a leur surface des protéines qui faeatis
l'attachement a [I'hdte fonctionnant comme des add®squi sont ancrées dans le
peptidoglycane. Ces adhésines peuvent jouer urdedls la colonisation de I'hnéte et au cours de
la maladie invasive (Stephathal, 2006). Cing protéines ont été caractérisées :

. Protéine A

Il s'agit d'une protéine (PM 42 kDa) antigéniquaractéristique de l'espé& aureus
Elle est élaborée par plus de 90% des souchegjiderhumaine (biotype A), les souches
d'origine animale étant moins souvent productriégle est absente chez les staphylocoques a
coagulase négative, sauf chez certains qui possademucléase thermostable (Sutra et Poutrel,
1994.

La proteine A sdixe sur la fraction Fc des immunoglobulines huneaingG ce qui
inhibe la phagocytose (Meriret al, 2009).

En plus de son aptitude a réagir avec les IgGrdgeme A possede plusieurs propriétés
biologiques et semble intervenir dans le pouvoithpgéne; elle interfere avec le systéme
immunitaire; active le complément par la voie digise et déclenche la réaction de phagocytose,

elle est mitogéne et cytotoxig(fchlievertet al., 2010).

13
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. Protéine de liaison au collagene

Elle permet I'adhésion d&. aureus au cartilage (pattét al., 1994). Ce récepteur du
collagéne pourrait constituer un facteur de viraéeimportant dans les infections osseuses et
articulaires &. aureugBuckinghamet al., 2004).

. Protéine de liaison au fibrinogéne

C'est une protéine de surface, tres riche en lygtivede 21 kDa) qui parait étre fixée au
corps bactérien appelée coagulase liée ou "clumipictor” provoque l'agrégation des bactéries
en présence de plasma.

Le clumping factor est présent chez presque tdagesouches d'origine humaine mais |l
est moins fréquent chez les souches d'origine aai(Reancoiset al, 1997).

Il est responsable de la formation d'une sorte deecagtour des germes qui deviennent
ainsi résistants a la phagocytose et entraineffdrtaation d'emboles septiques (Fauchere et
Avril, 2002).

. La protéine de liaison a la fibronectine

Les récepteurs pour la fibronectine contribuentadhérence d&. aureusaux caillots

plasmatiques et aux biomatériaux ayant un contabmpgé avec le sang. lls ont ainsi un role

important dans l'initialisation des infections sarps étranger§-oster et McDevitt, 1994).

2.4.1.3. Substances élaborées p&raureus

Toutes les souches d& aureusproduisent des substances excrétées dans le milieu
extracellulaire et sont douées soit d’'une actiginéymatique, soit d’une activité toxique; mais la
distinction entre ces deux formes d’activité biapg est souvent difficile (Bhatia et Zahoor,
2007).

De méme, le caractere extracellulaire de ces sutegan’est pas toujours respecté,
certaines d’entre elles restent fixées a la mengbegtoplasmique (Le Minor et Veron 1990).

a- Enzymes

* Coagulase libre

La sécrétion de la coagulase est le caractere ¢axigne essentiel. La présence de cette
enzyme définit I'espéces. aureus (Fasquelle, 1974). C'est une enzyme extracellylaire
thermostable peu antigénique (Phonimdaetray., 1990).

14
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Elle est capable de coaguler en quelques heumgadma humain (ou de lapin) prélevé
sur héparine, oxalate ou EDTA. Cette protéine &sigihe chromosomique, elle est produite
pendant la phase exponentielle de croissance duegéioster et Mc Devitt, 1994).

La coagulase se lie a la prothrombine de I'héterpmumer un complexe appelé
staphylothrombine, la thrombine ainsi activée tfamse le fibrinogéne en fibrine. Il semble que
la présence de cette enzyme soit lie a la capdeBe aureus provoquer l'infection (Francois
et al, 1997), elle recouvre les corps bactériens dbagee de fibrine, ce qui les protege et inhibe
leur phagocytose et favorise leur disséminatiopmvoquant la coagulation localisée (Todar,
2009).

* Fibrinolysine ou staphylokinase

De nombreuses souches 8Seaureusexpriment un activateur du plasminogéne appelé
staphylokinase. C’est une enzyme qui transformgldeminogéne en plasmine, elle agit sur le
plasma humain, de chien, de cobaye et de lapindieset al, 2002).

Cette substance thermolabile est antigénique, téaise les souches pathogénes
humaines, et est sécrétée par les germes ayamisgésde caillot, elle contribue a sa dislocation
et peut jouer un réle dans la formation de microae® suppurés responsables des métastases
septiques (Flandrois, 1997%inet al, 2003) .

» Désoxyribonucléase thermostable

C’est une enzyme thermostable responsable de bhyadr de ’ADN de cellule de I'hote
(Kumaret al,, 2009) .

La désoxyribonucléase thermostable (thermonucléstg)roduite par toutes les souches
deS. aureusainsi que par environ 5% de souches de staphyimsoa coagulase-négative, alors
que celle des autres espéeces bactériennes esithbilen Ces nucléases interviennent dans la
formation des lésions (Guiraud et Rosec, 2004).

» Catalase

C’est un enzyme qui convertit le peroxyde d’hydnog accumulé dans la cellule,

resultant du métabolisme ou lors de la phagocytmsenolécules d’eau et d’'oxygene, ce qui

empéche la formation de radicaux oxygeneés toxigoes la bactériéWilliam, 2009).
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* Protéases
Elles hydrolysent certaines protéines, telle questéphylokinase, et contribuent a la
destruction du caillot et a la formation de micrbehes bactériens, responsables de métastases
septiquegEl Kouri, 1998).
* Hyaluronidase
C’est une enzyme thermolabile (80 kDa), agissaptHaacide, elle provoque un effet
lytigue important sur I'acide hyaluronique, subs&afondamentale du tissu conjonctif (Murray
et al, 2009) dont elle diminue la viscosité; ce qui apeffet, de permettre la diffusion des
staphylocoques dans les tissus (Foster et McD&a84).
» Lipases et estérases
La plupart des souches 8e aureugpossédent ces enzymes capables de métaboliser les
graisses cutanées et jouent un réle dans la disagon de l'infection, favorisant ainsi la survie
des staphylocoques (Kapkedlal, 1992).
* Phosphatases
Les phosphatases alcaline et acide (pH optimau® &0,5,2) sont localisées sur la
membrane cytoplasmique ou l'acide teichoique. t@&erphysiologique n'est pas connu. Seule la
phosphatase acide est partiellement libérée dandiéu (Avril et al, 1992).
» pB-lactamases
Elles inactivent lesg3-lactamines et jouent un rble important dans lastaésce des
souches de staphylocogues a ces antibiotiques (halizzt al., 2010).
b- Les toxines
S. aureusproduit un certain nombre de molécules cytotoxéggei peuvent étre divisés
en quatre classes qui comprennent les quatre hémesy (alpha, béta, delta et gamma) et la
leucocidine de Panton-Valentine, également conrus de PV-leucocidingPrévost, 2004)
Chaque classe est discutée individuellement ciedesssll s’agit de toxines a activité
membranaire.
* L'Alpha-hémolysine ou alpha toxine staphylococcique
L’'alpha-hémolysine, ou alpha-toxine staphylococeiqest de nature protéique,
thermostable, antigénique, induisant la formati@anticorps neutralisants (Avrét al, 1992).
Toxique vis-a-vis de nombreux types de cellulesrdenmiféres, elle est dermonécrotique et
neurotoxique. Elle est particulierement active Isgrérythrocytes de lapin (Dingetal.,2000).

Les effets sur I'hdte sont largement dus a la feienade canaux membranaires ce qui induit une
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perturbations au niveau de la perméabilité memimgnaotamment des échanges Na+/K+
(Prévostet al, 2006 ) ce qui provoque la lyse de la celluldégl(Seegeet al, 1990 ; Hiron,
2007).
* p-hémolysine
La béta-hémolysine est thermolabp@ssédant une activité de sphingomyélingae
altere les membranes riches en lipides. Elle exlyste en grande quantité par de nombreuses
souches dé&. aureugFannyet al, 2008) Glenny et Stevens, qui I'ont identifiée en 1935t on
montré qu’elle était hautement hémolytique pouréieghrocytes de mouton mais pas de lapin.
Le réle de la béta-hémolysine dans les maladieséemu parS. aureusn’est pas encore
clairement compris. Elle possede un haut niveaxpdéssion chez les souches animales, la
majorité des isolats humains de S. aureus n'exptipes de 3-toxine. (Todar, 2005).
* d-hémolysine
La delta-hémolysine, aussi appelée delta-lysineleita-toxine, un peptide de 26 acides
aminés. Thermostable et hydrophobe, faiblemenganigue, elle agit comme un détergent sur
les membranes biologique (Arvidson et Tegmark,1200a majorité des souches 8eaureus
(97 %) synthétise cette toxine. Elle a une actiwéénolytique (Fanngt al, 2008 ) .
* Gamma-hémolysine
Elle est antigénique chez 'homme, formée de deanstituants | (PM: 29 kDa) et I
(PM: 26 kDa) agissant en synergie dont le cholektghibe leur actionProduite par 30 % des
souches hospitalieres & aureuselle possede un spectre d'activité assez largpadie son
action sur les lymphocytes T, les polynucléairestmophiles, les monocytes, les macrophages
(Gravetet al, 2001).
* Leucocidines de Panton Valentine
Il s’agit d’exotoxines bactériennes o@ pectre d’activité lytique de cette toxine est
restreint aux monocytes, aux macrophages, aux pol§aires neutrophiles et aux
métamyeélocytes; les érythrocytes ne sont pas IfRéamardet al, 2003, Fannyet al, 2008).
Chacune de ces toxines est un dimere de deux pest&écrétées sous forme non associees,
nommeées S et F (pour« slow » et « fast » selornMiéesse de migration) (Woodin, 1960).
Le géne codant la LPV est porté par un bactérioplagagn’est retrouvé que chez 1 a 2 %
des souches cliniques 8e aureugPeacoclet al, 2002).La composante S lie a un récepteur de

leucocytes et le F rend la membrane permégdnso-Tarrést al, 2005)
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Les leucotoxines induisent un influx d’ions“Gaet, en conséquence, une formation de
pores permettant I'entrée d’éthidium (Bareioal, 2006).

Les souches productrices de LPV sont classiqueassticiées a des infections cutanées
primitives, notamment les furoncles). Les pneum®miécrosantes, mais aussi des osteomyélites
(Durupet al, 2007).

* Entérotoxines

Les entérotoxines staphylococciques sont de petsrdgents d'intoxication alimentaire
staphylococcique suite a la consommation d’alimeotstaminés (elles sont émétisantes, avec
ou sans diarrhée). Elles sont thermostable, réssséaix enzymes protéolytiques et assez stables
sur une large gamme de pH (Bendaletbwl., 2009 ;Di Giannatalet al.,2011).Les propriétés
biologiques des entérotoxines peut rester inchamyés pasteurisation (Asa al, 2003 ;
Holeckovaet al, 2004). Selon Anderson at. (1996), I'entérotoxine A (SEA), par exemple,
réserve certaines de ses activités biologiques&&énin a 121°C.

La production d’entérotoxines staphylococcique psarnmencer a partir d'une faible
concentration bactérienne €1§) aprés une incubation de 2h a 37°C. chez I'hombds
symptomes se manifestent aprés ingestion d’'uneeppiantité de toxine (0.5ng/ml) (Balabetn
al., 2000 ; Le Loiret al, 2003 Di Giannatalet al, 2011).

Neuf types antigéniques majeurs de la SE ont étinreis et désignés SEA, SEB, SEC,
SED, SEE, SEG, SEH, SEI et SEJ (Zhatgal, 1998). Toutes ces toxines présentent une
activité superantigéniques en interagissant avecdbules présentatrices d'antigene et, stimulent
la prolifération non spécifique des cellules T @=dnet al, 2000 ;Nehakt d., 2010), parmi les
superantigenes seule les SE ont une activité éngetldactivité superantigene et émétique de la
SE sont deux fonctions distinctes localisées sardienaines distincts de la protéine (Hoede
al, 1994; Dinges, 2000).

Leur pouvoir émétique, encore mal caractérisé,gemit plutdt sur leur activité
superantigénique et neurotoxique (Onetral, 2001 ;Le Loiret al, 2003 ; Argudiret al, 2010).

» Toxine du syndrome du choc toxique

La toxine TSST-1 a été reconnue comme la causeuneajlel syndrome de choc toxique
staphylococcique TSS, caractérisée par une fiénre,hypotension, desquamation. La TSST-1
est une protéines. extracellulaire a unigue chapper@ennant a une grande famille d’exotoxine
pyrogenes produite.par plusieurs soucheS.@ereugNagasest al, 2002). TSST-1 est la seule

des PTSAgs a pouvoir traverser les membranes magsdtiamacet al., 1997). L'activation
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des cellules T par les PTSAgs est généralemenidgzdse comme une cause de choc mortel
chez les patients avec un syndrome du choc toxithez, qui ces toxines agissent en tant que
super-antigénes (Miethlet al.,1993).

. Toxines exfoliatines

Certaines souches @& aureugenviron 5%) secréetent une toxine a tropisme cutkné
toxine épidermolytique ou exfoliatine.

On distingue 2 sérotypes A et B: le géne codasétetype A est chromosomique (90 %
des exfoliatines) et celui codant le sérotype Bptstmidique (4 a 5 % des exfoliatines). Les 2
sérotypes peuvent étre produits par une méme sogskel et al, 1992). Toxines
épidermolytiques possédant une activité mitogéene lssi lymphocytes T ; responsable de
staphylococcies cutanées bulleuses que l'on obsparéois au cours des septicémies a

staphylocoque et au cours de I'impetigo (Alomaf20

2.5. Types d'infections

S. aureugeut étre responsable de deux types de syndroesemfections suppuratives
et les toxi-infections ou toxémies staphylococcgjue
2.5.1. Infections suppuratives

Elles sont caractérisées par plusieurs phasesoldépation bactérienne, l'invasion, la
destruction des tissus de I'néte et la réponsanmfiatoire.

Les facteurs de virulence impligués sont les pne®ide surface qui initialisent la
colonisation des tissus de I'h6te et les factewsirthibent la phagocytose par les leucocytes
(Lowy, 1998).S. aureusse fixe aux cellules et au collagene de la magideacellulaire par des
protéines de surface appelées adhésines.

Les adhésines ont des récepteurs spécifiquesatitece qui pourraient expliquer les
différentes formes cliniqgues des infectionS.aaureugGomezet al, 2004). La résistance a la
phagocytose passe par la formation de biofilm iatégration intracellulaire d&. aureusen
particulier dans les cellules endothéliales (Loh898,).

Les infections aS. aureusles plus fréquentes sont les infections cutanéqumuses
telles que les folliculites, impétigo, furonclesitfrax, panaris, cellulites ou les sinusites et les

otites. Il s’agit le plus souvent d’auto-infestaisoLowy, 1998).
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2.5.2. Infections toxiques staphylococciques

Les infections toxiques staphylococciques regratufgechoc toxique staphylococcique,
la maladie exfoliante généralisée, les toxi-infmasi alimentaires, la pneumonie nécrosante
(Dinges et al, 2000).Le syndrome de choc toxique staphylococcique esvggué par la
diffusion dans l'organisme de la toxine (TSST-1) @& certaines entérotoxines (B, C, etc.)
(McCormicket al, 2001).

La particularité des toxines produites lors du ctmdque staphylococcique est d'étre
des superantigénes qui vont entrainer une activdiéis lymphocytes T. Ces derniers vont libérer
brutalement et massivement des cytokines pro-inflatoires responsables des signes de choc
(Gillet et al, 2002). Ce syndrome associe une fievre supérieure a 39A€, hypotension
artérielle et une érythrodermie scarlatiniforme ééfisée, suivie 7 a 14 jours plus tard d’'une
desquamation intense et d’'une atteinte multi-vedee©On retrouve la toxine TSST-1 dans 20%
des souches d& aureugFanny,2008).

La toxine de Panton et Valentine individualiséesdEnpneumonie nécrosante n’est pas
un superantigéne mais détruit les polynucléairesneaine une nécrose du tissu pulmonaire et
des muqueuses de voies aériennes (&tlat, 2002).

Le syndrome d'exfoliation généralisée est une évgtrmie douloureuse initialement
péri-orbitaire et péri-buccale, qui se généralis@4 heures, et qui est suivie par un décollement
bulleux, régressif en 2 a 4 jours sous antibiothiéraC'est une pathologie rare (Eveillard, 2007).

Les intoxications alimentaires &. aureusreprésenteraient de 15 a 30 % des toxi-
infections alimentaires collectives. Elles sont ogquées par lingestion d’entérotoxines
staphylococciques qui sont toutes émétisantegxadption notable de la TSST-1, Ces toxines
produites par les souches 8eaureussont thermostables, résistent a la cuisson eeamymes
du tube digestif. Elles contaminent les alimergsplus souvent les produits laitiers et la viande
(Avril et al, 1992 ; Fanngt al, 200§. L'intoxication est caractérisée par une incubatourte
(1 a 6 heures apreés l'ingestion), des crampes ainades douloureuses, des vomissements, des
diarrhées et I'absence de fievre. L'évolution estplus souvent favorable en I'absence de
traitement, mais la survenue d'un choc toxique hstEqroccique est possible en cas

d’intoxination massive (Wootoet al, 2004).
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3. Génétique deS. aureus
3.1. Génome

Le génome d&. aureus été séquencé pour 6 soucheSdaureugBabaet al, 2002;
Holdenet al, 2004; Kurodaet al, 2001). Il s’agit d’'un chromosome circulaire qongprend
2,82 x 106 a 2,9 x 106 pb. Le contenu en GC e88#& 84% du génome est codant et entre
2592 et 2748 génes ont été identifi@saureusontient en général un plasmide de 20 000 a
25 000 pb contenant une trentaine de géenes (Kwala 2001).

Le génome d&. aureuse caractérise par sa complexité et sa plasti@t&éomparaison
des génomes séquencés et I'analyse par la techdegienicropuces a ADN d’'un échantillon
représentatif des différentes lignées Sle aureusmontrent qu’environ 75% du génome est
hautement conservé (Holdehal, 2004; Lindsay et Holden, 2004)a majorité des genes de ces
régions conservées sont impliqués dans la rémicalie I'’ADN, la synthése protéique et les
fonctions métaboliques.

Un quart du génome est caractérisé par une vatgagénétiqgue importante et les genes
de ces régions sont dévolus a des fonctions n@ntsies a la croissance et a la survie. Ces
régions variables sont composées déléments gé&estignobiles acquis par transferts
horizontaux a partir d’autres soucheslaureust d’autres espéces bactériennes plus ou moins
éloignées (Fitzgeraldt al, 2001) Ces €léments génétigues mobiles comprennent desngén
prophages, des transposons, des seéquences dinserdies plasmides, des cassettes
chromosomiques, des ilots de pathogénicité, desgnomiques (Lindsay et Holden, 2004). La
plupart de ces éléments génétiques mobiles tratespates géenes de virulence ou des génes de
résistances aux antibiotiques
3.2. Support génétique de la virulence

Il existe un tres grand nombre de genes liés drldemce : au moins 40 genes codant
pour des toxines, 20 codant pour des facteurs d&dh et 44 régulant la transcription de
produits associés a la virulence. Les génes cquantles toxines sont regroupés dans des flots
de pathogénicité qui sont des éléments génétiqudslen (Kurodaet al, 2001). Prés de 75%
des souches cliniques 8e aureumnt des génes codant pour des toxines (Beztkal, 2003).

La synthese des facteurs de virulence est biphasila phase initiale de la croissance
bactérienne, ce sont surtout les génes codant pes adhésines qui sont activés.

Secondairement, les géenes des toxines prenneelais.rLa synthése de I'ensemble de facteurs
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de virulence est coordonnée par des systemes diatiég de la virulence appesdyr (accessory
gene regulator) (Bronnet al, 2004; Dufouret al, 2002).

Le systemeagr met en jeu un mécanisme de déclenchement par uh«seuorum
sensing »: il code pour un peptide (peptide audoiiteur) qui est sécrété dans l'espace
extracellulaire et son accumulation agit comme igna sur la densité cellulaire conduisant a
I'activation du systéemagr (Yarwood, Schlievert, 2003).

Le systemeagr possede un polymorphisme génétique avec quatrepgsoalléliques
identifiés (Jarrauet al, 2000; Jiet al, 1997). Ce polymorphisme pourrait expliquer laedsité
des infections entrainées [@raureusPar exemple, le systeragr type IV est retrouvé dans les
souches productrices d’exfoliatines alors que ¢texlses produisant TSST-1 ont un syst&ge
de type Il (Jarrauet al, 2002).

4. Resistance aux antibiotiques deS. aureus

La résistance bactérienne aux antibiotiques owianéisistance est un phénomeéne de
portée universelle, il n'a cessé d’augmenter dei@namprogressive au cours de ces dernieres
annees. Ce probleme de santé publique touche @isldaf santé animale et la santé humaine
(Faye, 2005). La diffusion d’'un grand nombre det®aes pathogénes résistantes a plusieurs
antimicrobiens a été reconnue par I'Organisationndiede de la santé animale (OIE),
I'Organisation des Nations Unies pour l'alimentatiet I'agriculture (FAO) et I'Organisation
mondiale de la santé (OMS) comme un probléme séaauaison de la frequence avec laquelle
de nouveaux phénotypes de résistance apparaissent [|ps agents pathogenes et méme chez
les microorganismes commensaux (OIE, 2008).

L’histoire des résistances bactériennes commenee latilisation des sulfamides dans
les années 30. Les streptocoques résistants eémergtrcompliquérent le traitement. Plus tard,
dans la premiere année d'utilisation de la pémall la résistance de certaines souches
bactériennes apparait, détruisant la molécule par peénicillinase. D’abord découverte chez
Escherichia coli(Sanders1999), une enzyme ayant les mémes propriétés rétaituvée peu
aprés dans dautres espéces, notamment chez Ighylsteoques coagulase positifs.
L’augmentation des staphylocoques résistants péfacilline s’accrut dramatiquement en
quatre ans : 14 % en 1944 et 59 % en 1948.
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Au moment ou les autres antibiotiques (streptongjct@tracycline, chloramphénicol)
apparaissent a la fin des années 40, la fréquimsetaphylocoques résistants approchait de 70-
80 % (Levy, 1984 ; Leclercq, 1999).

4.1. Origine de l'antibiorésistance

On cite classiquement deux origines : résistant@elée ou intrinseque correspondant a
la capacité de résister a la présence d'un antjb@spour toutes les souches d'une espéce ou d'un
genre bactérien. Habituellement le support de céttistance est chromosomique. On oppose a
la résistance naturelle, propriété d'espéce owedesgla résistance acquise qui est une propriété
de souche. Cette derniére correspond a la capieis@pporter une concentration d'antibiotique
beaucoup plus élevée que celle supportée par tessaouches de la méme espece (Schwarz et
Chaslus-Dancla, 2001). Elle peut s'acquérir soit mpartation chromosomique qui est un
phénomeéne spontané et rare et n'explique pas tlstedsistances rencontrées en clinique, soit
par acquisition de matériel génétique exogéReescott, 2000). La résistance acquise par
transfert de matériel génétique représente 80% #@s résistances acquises rencontrées chez les
bactéries isolées en clinique.

Une place a part est conférée a la résistanciepdniofiims. Dans des environnements
alimentaires particuliers, 18. aureuspeut développer des mécanismes particuliers dsanse
aux antibiotiques comme la formation d’'un biofilm &nt que réponse adaptative de protection
des colonies. Ce type de résistance s’observeragatdors des circonstances qui mettent en jeu
des processus physiques pour la conservation glmercomme les traitements acides et les
processus d’irradiation (Faye, 2005).
4.2. Mécanismes de I'antibiorésistance

Sur le plan biochimique, 4 grands mécanismes @acBont mis en jeu lors de
I'acquisition de la résistance aux antibiotiqueshi@arz et Chaslus-Dancla, 2001):

- Stratégie dite « offensive » par inactivationyagnatique de I'antibiotique ;

- Stratégie dite «d'évitement» par modificatione da molécule cible de
I'antibiotique ;

- Stratégie dite « de contournement » par shunvdies métaboliques classiques ;

- Stratégie dite « d’expulsion » par diminutionldgerméabilité de I'antibiotique et par

accélération du mécanisme d’efflux.
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4.2.1. Résistance a la pénicilline

La pénicilline était le premier antibiotique déwert en 1929 par Alexender Fleming.
Introduit dans le début des années 1940, pratiquetoeates les souches & aureusttaient
sensibles a la pénicilline G, mais en 1944, la pEenpreuve de résistance 8e aureusa la
pénicilline avait déja paru. Aujourd'hui presquates les souches @& aureussont résistantes
aux pénicillines naturelles, celle-ci implique dusse résistance a I'ampicilline, 'amoxicilline,
la ticracilline, la pipéracilline et a I'aminopéilime (Rice ,2006).

Le mécanisme de résistance a la pénicilline repaséa synthese par la bactérie d’une
enzyme appelé@-lactamase ou pénicillinase. Cette enzyme plasmédinductible hydrolyse le
cycle B-lactame des pénicillines A et G et les rend ivasti(Korta et Mobashery, 1998). La
production de cette enzyme est inactivée par lebiteurs de pénicillinase (acide clavulanique,

sulbactam, tazobactam) (Eveillard, 2007).

4.2.2. Résistance a la méticilline

La meéticilline, I'oxacilline et d’autres pénicilles résistants a I'action de la pénicillase
sont introduites dés les débuts des années 1960gtmaitement des infections causées par les
S. aureugésistants a la pénicilline. Cependant, au fitt@lmps des souches &aphylococcus
aureusrésistant a la méticilline (SARM) commencera@paraitre et & se répandne sein du
milieu hospitalier et plus récemment au sein dedmmunauté (Pesavena al, 2007). La
résistance a la méthicilline est croisée vis-aedds autres béta-lactamines, ce qui implique que
les souches méticillino-résistant doivent toujodtre considérées comme résistantes a toutes les
B-lactamines y compris aux céphalosporines®@éggnération (Katayalima et Hiramatsu, 2000).

La résistance deS.aureusa la méticilline est principalement due a la migdiion de la
cible desp -lactamines, enzymes appelées aussi protéingsldigmenicilline (PLP). Les PLP
interviennent dans la synthése de la paroi bacggieen catalysant la formation des ponts
peptidiques entre les chaines glycaniques (Ghuyk@d4). LesB-lactamines se fixent a ces
enzymes et bloquent la polymérisation de la pagditdrienne, altérant ainsi sa structure et
provoguent la lyse de la bactéri®.aureus produit naturellement 4 PLP, I¢slactamines
doivent en inhiber plus d’'une pour obtenir une \aigti anti bactérienne efficace (Korta et
Mobashery, 1998).
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Les SARM synthétisent uné™PLP modifiée appelée PLP2a, qui a une faible affini
pour lesf -lactamines (Berger, 1999). Cette derniere esiraume, et peut réaliser a elle seule la
syntheése de la paroi bactérienne, méme lorsqueguae autres PLP sont inhibées (Garner,
1988).

La PLP2a est codée par un gene chromosomiqueéappel (Chambers ,1997)! est
transporté dans un élément génétique appelé Staurgal Chromosomal Cassette (SCC).
SCQmecest un fragment de 21-67 kb qui s’intégre dansitenunique proche de l'origine de
réplication du chromosome & aureugHiramatsuet al, 2002).

Selon les criteres du comité de I'antibiogrammeadsociété francaise de microbiologie,
une souche est considérée comme méticillino-rédestsi la concentration minimale inhibitrice

(CMI) de I'oxacilline est supérieure a 2 mg/l (Ebao, 2009).

4.2.3. Résistance aux aminosides

Les aminoside sont des antibiotiques bactériciddéisés en thérapeutique pour obtenir
une synergie bactéricide avec un inhibiteur de daoipbactérienne (glycopeptide ou béta-
lactamine) (Tankoviet al, 1997).

Les aminosides inhibent la synthese protéique efixaat sur la sous unité 30S du
ribosome bactérien (Ramirez et Tolmasky, 2010). C&H de la gentamicine, nétilmicine et
tobramycine sont égale a 0,1ou 0,2 mg /I et cadldainikacine a 0,5mg/l (Tabet al, 1987).

La résistance aux aminosides est rarement dus end&tions affectant les cibles ribosomales
des antibiotiques. Le principal mécanisme de ra@is¢st aux aminosides (kanamycine, amikacine,
tobramycine, gentamicine, nétilmicine) est surtduta la production par les staphylocoques
d’enzymes modifiant la cible ribosomale. Il existeis enzymes de résistance, chacune d’entre
elles conférant un phénotype de résistance speeifigix aminosides (Tableau 3). Ces enzymes
(acétyltransférases, nucléotidyl-transférases espotransférases) sont codées par des genes
plasmidiques ou transposables (Tankati@l, 1997). Les trois phénotypes de résistance sont
(Bismuth et Leclercq, 2000 ; Leclercq, 2002) :

. Aminoglycoside phosphotransférase (3')-lll : cetteeyme confére la résistance a
la kanamycine et 'amikacine (phénotype K). Cetieyene est présente chez moins de 10% des
souches meéticillino- sensibles.

. Aminoglycoside nucléotidyltransférase (4’-4”): tt® enzyme confere la

résistance a la kanamycine, a 'amikacine ettd@deamycine (phénotype KT).
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Cette résistance est présente chez environ 1/8odehes résistantes a la méticilline.

. Aminoglycoside acétyltransférase (6’) - aminogkide phosphotransférase
(27) : cette enzyme bifonctionnelle confere laisésnce a la kanamycine, L'amikacine, la
tobramycine, la nétilmicine et a la gentamicineépitype KTG). Cette enzyme est détectée
chez 2/3 ou plus des souches méticillino-résistarite tableau suivant récapitule les principaux

mécanismes de résistances aux aminosides

Tableau 3 :Principaux mécanismes, supports et phénotypessiktaéces acquises aux
aminosides (Quincampoix et Mainardi, 2001).

Enzymes| Support | phénotypes| K | An Tm [ Gm Net
géneétique

aph3’ aph3'a K R |R S S S

ant4’ ant4’a KT R |R R S S

aph2”- | aph2”a KTG R |R R R R
aac6'e

aaco6’

K: kanamycin; An: amikacine; Tm: tobrarmg; Gm: gentamicine; Net: nétilmicine. S: SensilReRésistant.

4.2.4. Résistance aux glycopeptides

Les glycopeptides (teicoplanine et vancomycinet sdgilisés en alternative aux béta-
lactamines dans le traitement des infections ahgtapoques dorés meéticillino-résistants. Ces
antibiotiques ont un effet bactéricide s’exercamtément. lls agissent sur la synthese de la paroi
bactérienne a un stade plus précoce que les lmttarimes, en ciblant le résidu D-alanyl-D-
alanine du peptidoglycane pour se fixer (Tankatical, 1997). Les souches sont identifiées
comme sensibles a la vancomycine si la CMI = 2ragll, mais les populations de sensibilité
diminuée présentent une CMI de 6 a 8 mg/L) (McQal al, 2006).

En 1997, Hiramatsu et al. (1997) décrivent le pegi8i aureu<liniques isolé avec une
résistance intermédiaire a la vancomycine. Depdi@ytres souches dg.aureusavec une
sensibilité réduite, voire résistantes a la vanaangy(VISA, CMI =6 a 8 mg/l) ont été identifiés

au Japon et aux Etats-Unis. Ces souches de ségsitiiminuée aux glycopeptides sont
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désignées comme GISA : Glycopeptides Intermedsadphylococcus aureyPesaventet al,
2007).

Le mécanisme de résistance a la vancomycine est lig épaississement de la paroi
bactérienne qui piege les glycopeptides dans lexhas superficielles en les empéchant
d’atteindre la membrane cytoplasmique ou le peptid@ne est synthétisé (McCalluet al,
2010). Cette résistance est due a des mutatios dereusobtenues apres transfert conjucatif
de l'opéron de génganA codant pour la résistance a la vancomycine chezmérocoques

résistants aux glycopeptides (Tankoeial, 1997 ; McCallunet al, 2006).

4.2.5. Résistance aux Macrolides, Lincosamides, gptogramine (MLS)

Les MLS sont des inhibiteurs de la synthese pratéign stimulant la dissociation entre
ribosome et ARN de transfert. Les macrolides (éoytficine, josamycine, sipramycine) et les
lincosamides (clindamycine) exercent une activaétériostatique vis-vis des staphylocoques et
ont de se fait un usage therapeutique limité atections peu séveres, dues a ce germes.

La résistance aux MLS est due a trois mécanisiraddau 4) :

» La modification de la cible des antibiotiques gsii k& mécanisme le plus répandu
et confére un spectre de résistance croisé entceohiuges, lincosamides et streptogramines B.
d’ou son nom de MLG car ces antibiotiques ont des sites de fixatiomrouns. En effet les
souches résistantes produisent une enzyme, ung/lasghd’origine plasmidique (codée par le
geneemi) qui modifie la cible ribosomale par méthylatid@ristino, 1999). La résistance MgS
est dite inductible quand la méthylase est procsetdement en présence de macrolide inducteur
(comme I'érythromycine), ou constitutive, lorsqaepkoduction est permanente, et indépendante
de l'antibiotique.

La production de méthylase inductible n’entraine rdsistance qu’aux antibiotiques
inducteurs, qui sont les macrolides a noyau det 114 etomes (€rythromycine, roxithromycine,
clarithromycine, dirithromycine, azithromycine) edoque les macrolides a noyau de 16 atomes
(josamycine et spiramycine), les lincosamides ¢&mycine et lincomycine) et les
streptogramines B (pristinamycine | et quinuprislimestent actifs car sont non inducteurs. La
production constitutive de méthylase induit unastasce croisée a tous les antibiotiques de la
famille, a I'exception des streptogramines. Enteff@ur ces derniéres, I'effet synergique des

composants A et B permet le maintien de I'actiint&itro. Le marqueur de la résistance de type
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constitutif est la résistance a la clindamycine.pligpart des SARM présentent une résistance
MLSg constitutive(Leclercq, 2002).

Le mécanisme le plus fréequemment en cause estdiioation de la cible: le phénotype
associant la résistance aux macrolides, aux limcm&s et au composé B des streptogramines
(phénotype MLS8 constitutif) prédomine chez les SARM est lié au ggémmA de nature
transposable ; la résistance isolée aux macrobdég ou 15 atomes de carbone (phénotype
MLSB inductible) se retrouve aussi plus souvent chezSIBRM et est liee au genermC

d’origine plasmidique (Cristino, 1999) Tableau 4

* Les mécanismes defflux actif ne touchent que Iesbetiques de structure
apparentée. Les macrolides a noyau de 14 et 15eatq@rythromycine, roxithromycine,
clarithromycine, dirithromycine, azithromycine) é&sdpar lensr et les streptogramines A codés
parle genevga, peuvent subir un efflux actif par mécanismes AlBPRendant alors que les
macrolides a noyau de 16 atomes (josamycine etragaine), les lincosamides (clindamycine et
lincomycine) et les streptogramines B (pristinamgcl et quinupristine) restent actifs car sont
non inducteurs (Ross et al, 1990).

e L'inactivation enzymatique est due a diverses ereg/nspécifiques. Les
lincosamides peuvent étre inactivée par une ac&ytdée par un gene plasmididued
(Leclercq, 2000)Les streptogramines sont touchées par une hyérotaglée par le gengb.

Le génevat est responsable d’acétylation des streptograaneCe géne est trés souvent
associé au gengb sur le méme plasmide (Tankoetal, 1997).
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Tableau 4 : Principaux mécanismes, supports et phénotypessiltagces acquises aux

macrolides et apparentés (Quincampoix et Main2@01).

mécanisme | Support Roéle C14/|C16 |lin |SgB | SgA | syn
Génétique C15
Modification | ermC(ind) méthylase| R |S S S S S
de cible
ermA(const) | méthylase | R R R R S S/
Inactivation linA acétylase | S S R S S S
vat acétylase | S S S S R I/R
vgb hydrolase | S S S R S R
Efflux vga pompe |S S S S R I/R
mef pompe | R S S S S S
msr pompe |R S S R S S/

C14/C15: macrolides a 14 ou 15 de C (érythromya@righromycine);C16: macrolides a 16 atomes de C(spiramycine); lin :
lincosamides (Clindamycine); SgB: streptogramine BA:Sdreptogramine A; syn : synergistines (pristiyame, quinupristine-
dalfopristine); S: Sensible; I: Intermédiaire; R: R&mt; ind: inductible; const: constitutif.

4.2.6. Résistance aux fluoroquinolones

Les fluoroquinolones (ofloxacine, pefloxacine, roifoxacine) inhibent la croissance
bactérienne par arrét de la synthese de ’ADN.e€Cadtion est secondaire a I'inhibition de deux
topomérases bactériennes : 'ADN gerase, qui csgtalle surenroulement de I’ADN, et ’ADN
topomérases IV qui es responsable de la décatandes chromosomes au cours de la
réplication (Childet al, 1995). La résistance aux fluoroquinolones estalune modification de
la cible, soit la topo-isomérase IV par mutatios denes chromosomiqugsA ou griB soit les
sous-unités de la gyrase par une mutation au ssngdnegyyrA ou gyrB. Cette résistance
touche essentiellement les staphylocoques hagpjtan particulier le staphylocoque doré

résistant a la méticilline (McCalluet al, 2006).
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4.2.7. Autres résistances

. La résistance aux sulfamides est de nature chramigse, liee a une
hyperproduction d’acide paraaminobenzoique.

. La résistance aux tétracyclines est due soit a aoamsme d’efflux par une
protéine membranaire codée par les géeesou tetl d’origine plasmidique soit une protection
de la cible par une protéine codée par le génsjicsabldetM.

. La résistance a la rifampicine est liée a la s&eale mutants résistants au niveau
de la sous-unit de I'ARN polymérase ADN dépendant.

. La résistance a la fosfomycine est due a la séleae mutants au niveau du
systeme de transport de la molécule dans la badggneglgT etuhp).

. La résistance a l'acide fusidique est secondaiie &da sélection de mutants
résistants au niveau du facteur d’élongation irteant dans la synthése protidique soit a une

modification de la perméabilité d’origine plasmidey(Bismuth et Leclercq ; 2000).

4.3. Evaluation de I'antibiorésistance

Considérant que la résistance des bactéries aibiagiofues est treés variable et semble
en augmentation, l'isolement et l'identification swgfisent souvent plus pour mettre en ceuvre
une antibiothérapie efficace (Rennat al., 2008. Alors faire appel aux laboratoires de

bactériologie pour réaliser des tests de senglséitnble étre nécessaire.

4.3.1. Méthodes de test de la sensibilité bactéries

Les tests de sensibilité bactérienne les plus dimaront pour but d'étudier I'effet
bactériostatique des antibiotiques. Pour chaquech®owactérienne, on peut définir une
concentration minimale inhibitrice (CMI) qui corpesd a la concentration minimale
d'antibiotique qui inhibe la croissance visiblegkrme. Elle est donc associée a un phénomene
macroscopique, ce qui explique sa relative factitgbtention et son universalité (Jorgensen,
1997).

C’est une information intéressante et pertinenta jp@ praticien puisque dans la majorité
des cas on recherche essentiellement une inhilwigaroissance bactérienne pour permettre aux

défenses immunitaires de combattre I'infection pidiicacement (Eberlin et Renaud, 1994).
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Cette CMI est obtenue grace a trois méthodes. Sajoe ces méthodes sont expérimentales et
applicables selon les laboratoires et les conditamfaisabilités.

. Méthode par dilutions successives
a) Dilution en bouillon

L’ensemencement est réalisé sur des milieux deuradt liquides contenant des
concentrations décroissantes d’antibiotiques. Orterdéne alors par une méthode
turbidimétrique la CMI du germe étudié comme laamnration la plus faible pour laquelle les
bactéries ne se sont pas développées en 24 hr{8ergel997 ; Renngt al, 200§.

Ce type de méthode, initialement réalisé par unthodé de macrodilution (plus de 2
mL de milieu de culture), a été remplacé par dethoaes de microdilution (moins de 50D0) et
a été largement automatisé. Cependant, compte denwsa lourdeur, cette méthode est
aujourd’hui peu utilisée en pratigue dans les latmires d’analyse mais elle constitue la
méthode de référence (Kahimettial.,2006).

b) Dilution en gélose

La dilution en gélose implique I'incorporation d'@yent antimicrobien dans un milieu
gélosé a des concentrations variables, en générmldilution en série de 2 en 2, suivie de
I'ensemencement d’'un inoculum bactérien défini aslaface de la gélose de la boite. Ces
résultats sont souvent considérés comme les @b pour la détermination d’'une CMI pour
la combinaison de I'essai bactérie/antimicrobien.

Les avantages de la dilution en gélose comprennent

i) la capacité de tester plusieurs bactéries sumn8eme ensemble de boites de gélose en
méme temps;

i) le potentiel d’améliorer l'identification de I&€MI et de développer la gamme de
concentration antibiotique ;

iii) la possibilité de semi-automatiser la méthaateutilisant un appareil de réplique des
inoculums. Des appareils de réplication des inauslgont disponibles commercialement et ils
peuvent transférer entre 32 et 36 inoculum bactériEférents sur chaque boite de gélose.

La méthode de dilution en gélose présente audsiicgrdésavantages, par exemple :

i) quand ils ne sont pas automatisés, ces testdresriaborieux et exigent des ressources

économiqgues et techniques importantes ;
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i) une fois les boites préparées, elles doivenat @ilisées dans la semaine ;

i) il n’est pas toujours facile de lire les CMil ka pureté de I'inoculum n’est pas facile a
évaluer(NCCLS, 2002).

. Méthode par diffusion de disque en milieu solide

Les méthodes de diffusion ou antibiogrammes stalsdaont les plus utilisées par les
laboratoires de diagnostic. Elles consistent a si&pa la surface d'une gélose Muller Hinton
préalablement ensemencé avec une culture pure sleutzhe a étudier, des disques de papier
imprégnés d'un antibiotique donné. Il se forme @lam gradient de concentrations en
antibiotique autour du disque de papier et la eserise bactérienne est bloquée jusqu’au
diamétre ou les concentrations du gradient sorieggal supérieures a

la CMI. Avec la mesure du diamétre de la zone itibn et grace a des abaques, on
pourra classer la bactérie en sensible (S), intdiairé (I) ou résistante (R) (Jorgensen et
Ferraro, 2009). Généralement, plus la zone d'itibitiest importante, plus la concentration
d’antimicrobien nécessaire pour inhiber la croissabactérienne des organismes est faible.
Cependant, cela dépend de la concentration d'afitjoie contenue dans le disque et de sa
diffusibilité (NCCLS, 2002).

Cette méthode est la plus simple, la plus rapidie elius utilisée. Le codt est faible. Mais
elle est critiquée par certain auteur en raisomdaque de corrélation parfois entre les diametres
d'inhibition et les CMI déterminées par les méttsode références (Kamagated., 2001).

. Méthode en milieu solide par E-test

La technique de gradient de diffusion ou le E test,une technique de détermination de
la CMI fondée sur l'utilisation de bandelettes iégnées d'un gradient exponentiel prédéfini de
I'antibiotique a tester couvrant une zone contidaed,016 a 256 mg/l ou 0,002 & 32 mg/l en
fonction des molécules. Les bandelettes sont dgsosts inertes, hydrophobes de 5 mm de large
et 80 mm de long. Elles sont appliquées sur laasarfi'une gélose préalablement ensemencée
avec la souche & étudiée. Aprés incubation, l'itibibde la croissance bactérienne se traduit par
la présence d'une ellipse dont le point d'intergecavec la bandelette définit la CMI. Une
échelle de lecture imprimée sur la face supérielerda bandelette permet une lecture rapide
(Brown, 1991). C'est une technique simple maisegtiassez codteuse. Un des avantages du E
test, est qu'il fournit une gamme de valeurs de G&Hucoup plus grande que les techniques de
dilutions (Jorgenseet al.,2003).
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La plupart des méthodes de test de la sensib#itdamnent que des résultats qualitatifs.
C'est & dire nous renseigne directement sur lel ptefla bactérie. Quelques unes d'entre elles
mesurent soit la CMI (variable quantitative), sam diametre d'inhibition (mesure semi-
quantitative).

L'interprétation du profil bactérienne se fait &tjpales concentrations critiques :

La concentration critique supérieure et la coneiotn critique inférieure. Ces
concentrations sont fixées par les Comités NatiwrdiAntibiogramme. Par exemple CASFM
(Comité de I'Antibiogramme de la Société FrancaiseMicrobiologie), EUCAST (European
Commitee for Antimicrobial Susceptibility TestingRennieet al, 2008).

On distingue les trois catégories de profils suizan

1. La croissance en présence de la plus forte otmati®n d'antibiotique est le fait,
des souches résistantes, en d'autre terme la plitbel@chec thérapeutique est forte ;

2. La croissance en présence de la plus faible ecdration seulement est
caractéristique des souches intermédiaires, cesiguifie que le succés thérapeutique est
imprévisible ;

3. linhibition de la croissance aux deux concdiung d'antibiotique est spécifique

des souches sensibles, qui signifie que la prababile succes thérapeutique est forte
(NCCLS, 2002).
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1. Rappel sur les objectifs

Le premier objectif consiste a isoler difféerentesiches des. aureusa partir de divers
biotopes: viande fraiche, lait de vache cru, latvdiche pasteurisé, patisserie, plats cuisinés.
Tout ceci nous permet de déterminer la prévalence.

En second, le profil de résistance $leaureussolés vis-a-vis de vingt antibiotiques est

évalué.

2. Durée et lieu de I'étude

Notre étude a debuté en novembre 2011 et a dung@8 Les analyses ont été réalisées
au niveau du laboratoire d’hygiéne et pathologienafe, institut des sciences vétérinaires de
I'université IBN KHALDOUN Tiaret.

3. Nature des échantillons

Le présent travail repose sur I'analyse de 107 rédloans qui se répartissent comme suit:

- 26 échantillons de viande fraiche prélevés all'gt

- 20 échantillons de lait de vache cru préleves tlgmes différentes ;

- 18 échantillons de lait de vache pasteurisésésa I'étal ;

- 23 échantillons de pétisserie prélevés a I'étal

- 20 échantillons de plats cuisinés prélevés déstlences universitaires sis au niveau
de la wilaya dg1ARET.

L’échantillonnage effectué lors de notre étude é a@nforme aux directives des deux

normes ISO et normes algérienne NA.

4. Méthodologie
4.1. Méthode de prélevement
4.1.1. Viande fraiche

Le prélévement de la viande fraiche est effectuésapécoupage de quelques morceaux
a l'aide de coteau stérile et en présence d'urpbetatif afin d’assurer I'asepsie. Ces morceaux
sont ensuite placés dans des flacons stériles.

Le prélevement de viande hachée est effectué aorige sde la machine. Chaque
échantillon pese 150 g est placé dans un flacoites{ISO 6887-2, 2003 ; NA 644, 1989).
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4.1.2. Lait de vache cru
La valeur de I'examen bactériologique du lait deheadépend en grande partie de la
qualité du prélevement, qui dépend a son tour deedhnique de l'opérateur. La technique
de prélevement suit les recommandations de MiaRgJ) :
-Lavage des mains.
-Lavage et séchage des trayons.
-Désinfection de I'extrémité du trayon a l'aide d’goton imbibé d’alcool a 70°.
- Elimination du premier jet de lait.
- Saisir le flacon a préléevement entrpdace et les doigts de la main droite et on re®urn
le flacon de fagon a diriger le bouchon vers le bas
- Dévisser le bouchon de la main gauche et on ite mntre I'index et le majeur de
la main droite. Tube et bouchon ont alors leurseowves dirigées vers le bas afin d’'éviter
toute contamination.
- Saisir alors le trayon de la main gaucha, le ramene en position horizontale
et on trait dans le flacon incliné plus de 10 niités de lait de chaque trayon .

La quantité de chaque échantillon prélevé est @aml0

4.1.3. Lait de vache pasteurisée conditionné

Le prélevement du lait de vache pasteurisé estééall’étal chez le commercant. Lequel
le recoit le jour méme de son conditionnement. (6887-2, 2003 ; NA 1050, 1997).

4.1.4. Patisseries
Les échantillons sont prélevées directement all&thaide d’'une cuillere stérile, les

pieces découpées en deux moitiés sont recuesithigtigjuement dans un bocal stérile.

4.1.5. Plats cuisinés
Le prélévement des plats cuisinés porte sur diitéréléments (viande, légumes, sauce)
composant le plai I'aide de cuilléres stériles, on procéde aux lg@ments des plats chauds,

Chaque élément est placé dansflacon stérile.
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4.2. Transport et conservation des échantillons

Une fois prélevés, les échantillons sont placéss dame glaciérea une température
voisine a +4°Cpuis acheminéesu laboratoir€lSO 17604, 2003).
4.3. Traitement des échantillons

Les échantillons sont traités au laboratoire aufkesuivant leur prélévement. En aucun
cas I'échantillon ne doit étre congelé. Le contdicect avec I'échantillon se fait dans des
conditions rigoureuses d’asepsie, ce qui impliguilisation d’'un matériel stérile (ISO 7218,
2003).

Les aliments conditionnés (lait pasteurisé), deviire soumis a un nettoyage de leur
emballage, par un détergent, puis désinfecté del’diun coton imbibé d’alcool a 95%.

Dans le cas des bocaux, on veille au nettoyagealegercles et les joints de fermeture.
Ouvrir aseptiqguement apres avoir agiter manuellériiéchantillon (ISO 3100- 2, 1988 ; NA
850, 1997).

4.4. Préparation des échantillons

Le lait contenu dans un récipient de préeléevementseaplement homogénéisé par
agitation avant I'analyse (ISO 8261, 2001 ; NA 108997).

La viande placée sur un plateau stérile est caégra la surface a I'aide d’'un bec
benzene jusqu’a carbonisation. On élimine ainstalke-ci une pellicule superficielle de 2 mm
d’épaisseur, de maniére a dénuder une surfacecde %5 cm au moyen d’'un coteau stérile,
couper la bande de viande puis la découper enN86s6887-2 ; NA 645, 1989).

Pour les plats cuisinés et la patisserie qui ptésemne grande hétérogénéité, prélever
des parties aliquotes de chaque composant en teaarite de leur proportion (ISO 6887-4 ;
NA 15174, 2004).

4.4.1. Prise d’essai, suspension mére

Dans le cas dproduits liquides (lait), agiter soigneusementhi@ntillon pour essai afin
d’assurer une répartition aussi uniforme que ptsst®s micro-organismes, en retournant
rapidement plusieurs fois le récipient contenaétHantillon. Prélever 10 ml de I'échantillon et
I'ajouter a 90 ml de diluant PSE (Peptone, Sel,)Elaei mélange est agité pendant 1 a 2 minutes
afin d’obtenir une dilution de 10(1ISO 6887-1, 1999 ; NA 5912, 2007). En ce qui @ne les
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produits solides (viandes, patisseries, platswési 10 g de I'échantillon sont ajouté a 90 ml de
diluant PSE (ISO 6887-2, 2003 ; NA 1204. 1992 ; &87-4, 2003 ; NA 15174, 2004).

4.4.2. Recherche d&taphylococcus aureus

4.4.2.1. Isolement

L'isolement sélectif est réalisé sur gélose BaiatkBr par étalement en surface et
incubation a 37°C pendant 1 a 3 jours (MarchalairBon, 1973).

Le milieu Baird Parker est le plus utilisé en mimadogie alimentaire, pour étre le plus
sélectif et favorise mieux la croissanceStaphylococcugque le milieu Chapman (Joffin ; 1999).
Ce milieu est constitué d’'une base gélosée contehaohlorure de lithium, du glycocolle et du
pyruvate, auquel on rajoute avant utilisation tellurite de potassium et du jaune d'ceuf. La
sélection est réalisée par le lithium et le teltu(Guiraud; 1998).

Pour lisolement deS. aureus,0,1 ml de la suspension mére (dilution*10sont
transférées a la surface du milieu Baird Parkéncubation est réalisée a 37° C pendant 24 -48
heures (ISO 6888, 1983).

4.4.2.2. Caractéristiques des colonies
» Aspect macroscopique
Les colonies d&taphylococcuprésumées pathogenes sont noires, brillantes gexes
(1 a 1,5 mm de diametre aprées 24 h d'incubatiofh,®te 2,5 mm de diametre apres 48 h
d'incubation) sur le milieu Baird Parker, entourélsne zone claire due a I'hydrolyse des
protéines de l'ceuf. Des zones opaques dues #vif@clipolytique (lécithinase) peuvent
apparaitre plus tardivement (apres 24 heures) leamso clair (Guiraud, 1998).
D’autres bactéries peuvent donner des aspectsiqdest: Micrococcus, Bacillus
(Joffin ; 1999).
» Aspect microscopique (Coloration de Gram)
La coloration de Gram est effectuée a partir ddenies cultivées sur gélose Baird
Parker, présentant I'aspect caractéristique diuhgtapoque. Elle peut étre aussi réalisée sur le

milieu Chapman, pour confirmer la présence deia@tdiplocoques et en grappes de raisin.

4.4.2.3. Purification. des souches isolées
Les colonies sont ensemencees, sur le milieu adéqulieu Chapman). Celles qui

présentent un aspect caracteristique . de/celul tagsdocoques; sont réensemencées a l'aide
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d’'une pipette Pasteur, en stries selon la méthedegdatre cadrant a fin d’obtenir des colonies
bien isolées. Une coloration de Gram est refaitauab fois pour contréler la pureté des souches.
La conservation est réalisée dans des tubes deegdi conservation par piqure centrale. Les
tubes sont ensuite conservés au réfrigérateuCalds repiquages sont effectués tout les 15
jours (Stepheset al.,2006) (Annexe ).

4.4.3. Identification biochimique
En plus des caracteres morphologiques, I'identificaest aussi effectuée sur la base de

guelques caractéeres biochimiques (Guiraud; 1998neyet al, 2007) :

4.4.3.1. Identification du genre
. Test de catalase

La catalase est une oxydoréductase intervenant ldam&canisme de résistance a la
bactéricidie. Ce test permet de différencier leplsylocoques des streptocoques. A partir d'un
isolement, une petite quantité de culture bactégesst prélevée a I'aide d’'une pipette Pasteur;
on fait réagir la colonie dans 1 goutte de peroxytigdrogene (HO,) (10 volume) déposée sur
une lame.

Une réaction positive se traduit par le dégagermeriiulles de gaz (oxygene).

Ce test peut étre réalisé en tube contenant OderkbO,; a I'aide d’une pipette Pasteur
des colonies sont prélevées et introduites dangk Le résultat et identique a celui obtenu lors
du test sur lame (Deng al,, 2007).

. Test d’oxydase

Phénylene diamine oxydase communément appeléalfisxgst une enzyme permettant
d'oxyder les dérivés méthylés du paraphényléneidaifiamille des cytochromes). Incolore, le
N diméthyl paraphényléne diamine prend une colonatose une fois oxydé, entre 5 a 10
secondes. L'oxydase ne doit pas étre recherchéeiade cultures sur des milieux contenant des
glucides fermentescibles.

Prélever une colonie isolée et I'écraser sur lgudisd’'oxydase. L'apparition d'une

coloration rose sur le papier filtre atteste dprigssence de I'oxydase (Larpenb@l, 1997).
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4.4.3.2. Identification de I'espece
. Test de la staphylocoagulase

A l'aide d'une pipette Pasteur, prélever une patéiechaque colonie sélectionnée et
I'ensemencer dans un tube de bouillon cceur-cenhetiaber a 37°C durant 18 a 24 heures.

0,1 ml de chaque culture sont ajoutées stérile@aéhn8 ml de plasma de lapin frais dans
des tubes stériles et incuber a 37 °C. La coagulatu plasma est examinée apres 4 a 6 heures.
Quand le coagulum occupe plus des trois quartsotlume initialement occupé par le liquide, la
réaction a la coagulase est considérée comme@ositi

A titre de controle on ajoute 0,1 ml de bouillon ureeervelle stérile a la quantité
recommandée de plasma de lapin et on incube a 6@ que la réaction soit valable, le
plasma du tube témoin ne devra pas montrer de signeoagulation durant 24h (ISO 6888,
1983 ; 1058, 1996). La souche de contrble egtées Staphylococcus auredsT CC 25923.

. Test de la thermonucléase « ADNase »

Cette enzyme est recherchée sur une culture edidsooeur cervelle incubé a 37°C
pendant 24 heures. La culture est centrifugée peridaminutes, puis le surnageant est porté au
bain thermostable a 100 °C pendant 15 minutes ddngte de celui-ci refroidi puis déposée
dans un puits préalablement creusé dans la gélbde #&dditionnée de bleu de toluidine. La
gélose est incubée a 37°C pendant 4 heures. Lanue@sle la thermonucléase se traduit par un
halo rose autour du puits, le reste de la gélosgedee de couleur bleu (ISO 8870, 2006 ; NA
1058, 1998).

. Détermination du profil biochimique

De nombreux dispositifs d’identification préts artiploi sont proposés et fournissent des
résultats fiables. Parmi ces systemes, la galgnie2B STAPH permet par la mise en évidence
de vingt caractéres biochimiques classiques dérdiftier lesStaphylococcus aureukesautres
especes du gentaphylococcud es tests étudiés par cette galerie sont :

- Attaque de différents sucres ou polyalcools ;

- Recherche de nitrate réductase, de phosphatasegjnthe dihydrolase et d’'uréase
(Marchalet al,, 2005).
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. Technique :

Réunir fond et couvercle d’une boite d’'incubatidanmépartir environ 5 ml d’eau distillée
dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.

Un inoculum bactérien dopacité égale a 0,5 de MeaRd est préparé avec l'eau
physiologique stérile a partir d’'une culture puee XB heures sur gélose Columbia au sang. A
l'aide d’'une pipette, remplir I'eau physiologigemsemencée dans les tubes de la galerie a
I'exception des cupules sans pour autant dépdssgveau des tubes.

Créer une anaérobiose dans les tests ADH et UREereplissant leurs cupules d’huile
de paraffine ensuite renfermer la boite d’'incubatd incuber a 37 °C pendant 18 a 24 heures.
La lecture peut s’effectuer, soit directement @goport aux résultats du tableau d’identification,
ou bien aprés transformation de ces résultats éa chiffré dont la signification est donnée par
un index numérique (API web) (CLSI, 2000 ; Murrda903).

4.5.4. Détermination de la sensibilité aux antibiagques

L’'antibiogramme est effectué selon la méthode aassde diffusion de I'antibiotique
sur gélose a partir de disques d’antibiotiquesrskds recommandations du National Committee
for Clinical Laboratory Standard (NCCLS, 2000).

4.5.4.1. Antibiogramme

La suspension bactérienne doit étre homogénéissjastée jusqu’a atteindre une opacité
équivalente a 0,5 McFarlan. L'ajustement s’opéerajentant, soit de la culture a la suspension
bactérienne, soit de I'eau physiologique stérile.

Le milieu Mueller-Hinton (MH) (Annexe 1) est couln boites de Pétri de 90 mm de
diametre sur une épaisseur de 4 mm, son ensememicgaitese faire dans les 15 mn qui suivent
la préparation de I'inoculum.

Un écouvillon stérile est trempé dans la suspenisamtérienne, I'essorer en le pressant
fermement sur la paroi interne du tube afin dedehdrger au maximum, puis le frotter sur la
totalité de la surface gélosée seche de Muelleteidjrde haut en bas, en stries serrées.

L’opération est répétée deux fois en tournant lebde 60° a chaque fois, sans oublier
de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. L'ensentement est fini en passant I'écouvillon sur

la périphérie de la gélose.
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4.5.4.2. Antibiotiques testés

La sensibilité des différentes souches a été détéaressentiellement vis-a-vis de vingt
antibiotiques : la pénicilline G (10 Ul), la ceftire (30ug), I'oxacilline (1ug ), la gentamicine
(10 png), la tobramycine (1Qg ), la kanamycine (3Qg ), 'amikacine (3Qg ) I'érythromycine
(15 pg), la spiramycine (1Qug), la lincomycine (10ug), la pristinamycine (1), la
vancomycine (3@ug), I'ofloxacine (5ug), la tétracycline (3@g), le chloramphénicol (30g), la
fosfomycine (5Qug), I'acide fusidique (1@ug), la bacitracine (89g), I'acide nalidixique (3Qug),
la noviobicine (3Qug).

Ces antibiotiques appartiennent a différentes famieprésentées dans I'annexe Il.

4.5.4.3. Application des disques d’antibiotiques

Six disques d’antibiotiques sont appliqués pardyai$ sont espacés de 24 mm, centre a
centre.

Chaque disque d’antibiotique est appliqué a I'alidme pince stérile. Une fois appliqué,
le disque ne doit pas étre déplacé.

Les boites sont immédiatement incubées pendantelBé en atmosphére ordinaire a
37°C.

Les diameétres des zones d’inhibition sont mesuté@sde d’'un pied a coulisse.

Les résultats sont comparés aux valeurs critijgasant sur la table de lecture, ensuite
la bactérie est classée dans I'une des catégegnsible, intermédiaire ou résistante (Annexe II).

La souche de contrdle de qualité 8&iphylococcus auredsT CC 25923 traitée dans les
mémes conditions que la souche a tester. Ce cendide le résultat du test et permet de

contrdler les disques d’antibiotiques et la qualiiémilieu Mueller-Hinton.

4.5.5. Recherches complémentaires obligatoires derésistance des. aureus
4.5.5.1. Recherche de la résistance 8¢aphylococcus spp I'oxacilline
. Test de diffusion du disque de céfoxitine
La résistance des staphylocoques aux isoxazolytifiéres (oxacilline) est recherchée a
'aide d’'un disque de céfoxitine (30g), en plus du disque d’oxacilline lui méme dans le
conditions standard (OMS, 2008).

La mesure du diamétre d'inhibition (Annexe |l) deé faire a I'aide d’un pied a coulisse.
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Un test de confirmation par la technique du sdregpm@ I'oxacilline est réalisé (test
MRSA).

. Test de screening a I'oxacilline poufs. aureus(test MRSA)

Ce test concerne uniquement les souchesStghylococcus aureugrésentant une
résistance a I'oxacilline (NCCLS, 1997, OMS, 2005).

Dans 10 ml d’eau distillée stérile, 6 mg d’oxaodli(poudre injectable d’'un flacon de 19)
sont dissous, une dilution au dixieme dans de lthstillée est réalisée.

La solution obtenue est répartie a raison de 2 amltpbe. Ainsi conditionnées, ces
solutions peuvent étre conservées a — 20 °C pendsntsemaine, au bout de laquelle elles
doivent étre renouvelées.

Dans une boite de pétri stérile de 90 mm de dian2tml de cette dilution sont déposés,
18 ml de gélose Mueller-Hinton additionnée de 4%Nie Cl (Annexe 1) ysont ajoutés, le
contenu est mélangé par des mouvements rotatbinesculum est réalisé de la méme maniere
que celui de I'antibiogramme.

La boite de Pétri est divisée en quatre cadrdhts:est ensemencé par la souche a tester,
les deux autres par les souches de référergteghylococcus aureusTCC 25923 souche
sensible a I'oxacilline eStaphylococcus aureusTCC 43300 souche résistante a I'oxacilline,
alors que le quatriéme cadrant est non ensem8l@ELS, 1997, OMS, 2005).

La boite est ensuite incubée durant 24 heures @ 8i°atmosphére normale. La pousse
de plus d’'une colonie suffit pour indiquer une sésice a I'oxacilline, impliqguant une résistance

a toutes les bétalactamines (ensemencement en)masse

4.5.5.2. Recherche de la béta lactamadegt du treflg

La recherche de Iglactamase est réalisée pour toute souche présematiametre a la
pénicilline < 28mm (NCCLS, 1999 ; OMS, 2005).

A partir d’'une culture pure de 18 h de la souch&ulier, une subculture en bouillon
coeur-cervelle est réalisée ainsi que pour les ssudh références.

La souche deS. aureusATCC 25923 sensible a la pénicilline (témoin néyatist
ensemencee sur la totalité de la gélose Muelleteidjrun disque de pénicilline G est appliqué
par la suite au centre de la boite. Une nouvelke fette méme souche est ensemenceée en strie

radiale sur cette méme boite allant du centre lgensériphérie. De la méme maniére, sont
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ensemenceées la soucBe aureusATCC 43300 résistante a la pénicilline (témoin p)set la
souche a tester. La boite est incubée pendantur8ha 37°C en atmosphere normale.

La production de Ig-lactamase (Pénicillinase) par la souche a étuelida souche
témoin positif induit la culture de la souche témagégatif (sensible a la pénicilline) jusqu’au

contact du disque de pénicilline.

4.5.5.3. Détermination de la concentration minimal@nhibitrice

a-Détermination de la concentration minimale inhibtrice en milieu solide vis-a-vis
de l'oxacilline

La CMI a l'oxacilline pour toutes les souches Sleaureus présentant une résistance a
I'oxacilline.

Préparer une solution mere a 16@ml (16 mg de poudre de I'antibiotique diluée dans
10 ml d’eau distillée).

Commencer par la distribution d’eau distillée dahaque tube et a partir de la solution
mere, procéder a la distribution de I'antibiotigele changeant de pipette a chaque fois que
nécessaire.

Prendre 2 ml de chaque dilution d’antibiotique (168@ml, 80 ug/ml & 0,16ug/ml) en
allant de préférence de la plus faible a la plutefdilution et la mettre dans les boites de

Petri correspondantes (1&/ml a 0,016ug/m), ajouter dans chaque boite 18 ml de
Mueller Hinton + 2 % de NaCl. Homogénéiser par nesugnts rotatoires et laisser solidifier.

Préparer les suspensions des souches a test@&s efodches témoins, de la méme
maniére que pour l‘antibiogramme (0,5 Mac Farlapd)s appliquer 3ul des différentes
suspensions sur la gélose a l'aide d’'une microfapkeicuber les boites de 18 a 24 heuresa 35
°C (OMS, 2005).

b- Détermination de la concentration minimale inhibtrice par bandelettes E-Test

Une suspension bactérienne d’'une opacité équivabe®5 McFarlan est préparée avec
I'eau physiologique a partir d'une culture bacténie pure de 18 h sur milieu Chapman.

Tremper un écouvillon stérile dans la suspensiactdsienne, I'essorer en le pressant
fermement sur la paroi interne du tube, afin dééeharger au maximum.

Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surfagélosée du milieu Muller Hinton en stries
serrées, répéter 'opération deux fois, en touraactiaque fois la boite de 60° , sans oublier de

43



Matériel et méthodes

faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir 'eemencement en passant I'écouvillon sur la
périphérie de la gélose.

Appliquer les bandelettes E-test (tétracyclieechloramphénicol), a I'aide d’'une pince
stérile, sur la surface de la gélose. Utiliser la@delette par boite, une fois appliquée, la
bandelette ne doit pas étre déplacée. IncLBer 24 heures a 37° C.

La valeur de la CMI correspond a l'intersection @esllipses. Comparer ces résultats
aux valeurs critiques figurant sur un tableau réabgtif des valeurs critiques pour les CMI 8e
aureus(Annexe ll).

La bactérie est classée dans I'une des catégoBessible,Intermédiaire ouRésistant
(NCCLS, 2006 ; OMS, 2005).
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1. Prélévements

Au cours de la période détude s’étalant du 31 Bretoau 31 Juin 2012, 107
prélevements de différents aliments ont été anslgae Laboratoire d’hygiéne et pathologie
animales a l'université d’'IBN KHALDOUN - Tiaret.

Il s’agit de viande fraiche, de lait de vache ate,lait de vache pasteurisé, de patisserie

et de plats cuisinés (Tableau 5).

2. Cultures des prélevements

Le résultat des cultures des prélevements estriggedans le tableau 6.

Sur 107 prélévements analysés, 77 se sont révesitifp (développement bactérien), soit
un taux de 71,96%. Nous considérons comme podégsprélevements qui aprés culture sur les
différents milieux utilisés, montrent un dévelopmarmbactérien. Ce taux de positivité est assez

élevé mais en aucun cas ne permet de prédire laégo@actériologique des échantillons.

3. Taux d’isolement deStaphylococcus spa partir de cultures positives

Sur le milieu de culture (Baird Parker), les coémiprésentant I'aspect macroscopique
caractéristique du geni®taphylococcusnt été prélevées. Le développement bactérien esur c
milieu ne constitue qu’une indication, d’autresti®aes Micrococcus)peuvent également y étre
cultivées (Joffin eal., 2006).

Sur le milieu Baird Parker, les colonies 8taphylococcusipparaissent noires, convexes,
brillantes, de diamétre compris entre 0,5 et 2 miowées d’'un halo clair due a I'hydrolyse des
protéines de I'ceuf, aprés une incubation de 48Fr& BJoffinet al, 2006 ) (Figure 4).

Sur milieu Chapman, les colonies 8e&aphylococcuspparaissent souvent pigmentées et
entourées d’'une aréole jaune dans le cas ou leitobast fermenté, sinon les colonies sont de
couleur blanche. Ces colonies sont arrondies ash@glliers de 1 a 2 mm de diametre apres 24
heures d’'incubation a 37°C (Carbonnell@let1990)(Figure 5).
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Tableau 5Répartition des prélévements selon leur nature

Type de prélevements Nombre  dePourcentage
prélévement
Viandes Poulet 05
Fraiches Viande hachée 09
Merguez 05 24,29%
Viande en morceal 07
Lait de vachecru 20 18,69%
Lait de vache pasteurisé 18 16,82%
Patisseries 23 21,49%
Plats cuisinés 20 18,69%
Total 107 100%

FIATS cuisines
18,69%

Patisseries
21,49%

Lait de vac
nactarical £ Q0L

Viande fraiche

24,29%

Lait de vach
crul8,69%

Figure 3: Répartition globale des prélévements selon lejiroei

Tableau 6 Répartition des préléevements selon leur culture

Culture Nombre Pourcentage
Présence 77 71,96%
Absence 30 28,03%
Total 107 100%
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Colonie noire
entourée d’'un halo
claire

Figure 4 : Aspect des colonies d&& aureusur milieu Baird Parker

Colonies
pigmentées
en jaune

Figure 5: Aspect des colonies & aureusur milieu Chapman
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La totalité des souches detaphylococcus sppsolées répondent aux caractéristiques
macroscopiques et microscopiques du g&taphylococcus

Notons que sur 77 prélevements positifs, 63 souchppartiennent au genre
Staphylococcyssoit une fréquence de 58,87% de la totalité dbardillons prélevés (63/107) et
81,81% des échantillons présentant des culturesivess(63/77) (Tableau 7); Ainsi, plus du
deux tiers des souches isolées sont des staphveso@e qui montre l'importance de la

contamination par ce germe.

4. Identification de I'especeS. aureus
Sur les 63 souches appartenant au g8taphylococcyss6 souches pures ont été identifiées

a 'especes. aureupar la mise en évidence de la coagulase libradatiibn du plasma de lapin
frais) (Figure 6)Ja DNase (Figure 7¢t par la galerie biochimique API Staph (Figured®) qui
représente un taux de 81,88 % de I'ensemble deshesude staphylocoques isolées (56/63),
72.72 % sur la totalité des prélevements qui s& awérés positifs (56/77) et 52,33% sur la
totalité des prélevements examinés (56/107) (Tablga

Le reste des souches appartient aux especes dasmgagative.

On considére que la réaction a la coagulase egtveoguand le coagulum occupe plus des
trois quarts du volume initialement occupé pardeitie. Le plasma du tube témoin ne montre
pas de signes de coagulation (Figure 6).

L’apparition d'un halo rose qui s’étend sur Immnamins autour du puits traduit la présence
de thermonucléase. Seule la couleur rose peutaéitibuée a l'activité de la thermonucléase
(Figure 7).

LesS .aureudermentent plusieurs sucres, sur la figure 8tdie des sucres se traduit par
le virement de couleur vers le jaune. Le viragecdaleur du rose vers le rouge indique la
réduction du nitrate en nitrite et le virage dunauwers le rose désigne la présence d’arginine
dihydrolase (ADH) et de I'uréase (URE Pour la production d’acétyl méthyl-carbinol (\yP

parS. aureusse traduit par la couleur violette.
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Tableau 7 :Fréquence d’isolement & aureus

Prélevements Cultures Nombre de souches Nombre de
positives de staphylocoques souches de

S. aureus

107 77 63 56
100% 71,96% 58,87% 52,33%

Souche a tester
Coagulasé

Témoin
Coagulasé

Figure 6: Mise en évidence de la coagulase libre chez |phgiacoques

Souches .aureus
ATCC 2592¢

Témoin

Souche a tester

Figure 7 : Mise en évidence de la DNase chez les staphylosoque
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Figure 8 : Mise en évidence des caractéres biochimique paiSARPH.
5. Répartition des souches d8. aureusselon la nature des prélevements

Les 56 souches d8. aureusont été isolées a partir d’'une variété de prélevesne
d’aliments, soit une prévalence de 52,3% sur I'eride des échantillons analysés, avec des
fréquences significativement élevées dans le taif( €0 %), plats cuisinés (55 %) et les viandes

crues (50 %), comparées a celles des autres afir(ieaibleau 8, Figure 9).

Nos résultats montrent que le taux de contaminatiBn aureusest plus élevé que celui
observé dans l'enquéte précédemment menée en HKalieplusieurs types de denrées
d’alimentaires, qui a révélé une prévalence ¢othdS. aureusde 17,3% et un taux variant de
contamination allant de 17,1% a 48,1% dans les yit®dcarnés (Normanno etl., 2005 ;
Normanno etal., 200%) et 17% dans le lait et ses dérivés (Normannal.et200%). Il est
également supérieur a celui d’Andréakt qui rapportent une occurrenceSaureusde 66,7%
dans le lait cru bovin au Brésil (Andréadt, 2008). Par contre cette contamination est iafera
celui de Jgrgensen ak. qui ont rapporté une fréquence élevéSdaureugprovenant de lait en
vrac de bovins et caprins (75% et 96,2%, respetvd) en Norvege (Jorgensenagt 2005),
alors qu’'un taux de 53,3% était indiqué a partirpiélévements de viande cru en Turquie
(Gundogan eal., 2005).

Au Portugal, Pereira el. rapportent un taux de 71,8% 8e aureussolé de différents
aliments (Pereira etl., 2009).Ces résultats mettent en évidence un risque petenéjeur pour
les consommateurs en particulier en I'absence oBhggrigoureuse et de mesures préventives
pour éviter toute source de contamination qui edgga la production d’entérotoxines SE dans
les alimentgNormanno etal., 200%). La prévalence d8&. aureusdans chaque type d’aliment
laisse a suggérer que ceux d'origine animale soisource prédominante de contamination et

dont I'origine peut étre expliquée de plusieurs i®@s.
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Tableau 8 :Répartition des souches S8eaureusn fonction des prélévements

Type de prélevement Nombre de Nombre et (%)
prélevements | S. aureussolés
P 05 1 (20%)
Viandes VH 09 5 (55,5%)
Fraiches M 05 3 (60%)
VM 07 4 (57,1%)
Totale 26 13 (50%)
Lait de vache cru 20 14 (70%)
Lait de vache pasteurisé 18 7 (38,8%)
Patisseries 23 11 (47,8%)
Plats cuisinés 20 11 (55%)
Totale 107 56 (52,3%)
Plats cuisinés Rlacts

o fraiches 50%
il

55

Lai
pasteurisé
38.80%

Figure 9 : Répartition des souches 8eaureusn fonction des prélévements
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Il se trouve que IS. aureusest la bactérie la plus fréquemment isolée arpdetimammite
bovine dans le monde entier (Andréakt 2008) ; Elle est responsable d’environ 40% des to
les cas de mammites bovines en Algérie (Kaidilet2011), ou la contamination du lait cru par
des mamelles infectées est évidente et contribdaendgauvaise qualité microbiologique du lait
(André etal., 2008).

Dans les fermes visitées, la contamination pavliemnement due notamment au manque
d’hygiene dans les batiments d’élevage et au adeila traite, sont autant de facteurs expliquant

la frequence élevée de cette bactérie dans les#tdres de lait cru.

La présence dé&. aureusdans la viande crue peut étre suite a la contdimmales
carcasses lors de l'abattage. Bien que les régiasales soient considérées comme le site
principal de la colonisation p&. aureusces organismes sont également présents darstestr
intestinal. Au cours du processus d’abattage, dsasses peuvent étre contaminées soit par le
contenu du tractus intestinal soit par I'enviromeat d’abattage.

La présence dé&. aureusdans les aliments peut aussi bien étre expliguse upe
contamination introduite directement dans la nturei due a une mauvaise manipulation et a
'ignorance ou négligence des pratiques d’hygieramp les manipulateurs de denrées

alimentaires au cours de la production, la tramsé&dion et /ou la distribution.

Les aliments exposés a une contaminationJoaaureusen post-traitement, représentent
un risque important pour la santé humaine, en e#gbathogéne est supposé avoir été éliminé
par la chaleur durent le traitement (cuisson ougpaisation) par conséquent, sa présence dans
les aliments transformés est généralement indieatésr mauvaises conditions d'hygiéne (Crago
et al., 2012). La propagation d&. aureuspar les manipulateurs daliments suscite des
préoccupations et doit étre éliminé dans la chalingentaire.

Dans les quelques cas rapportés concernant lepdaiteurisé€, la principale cause de
contamination était toujours en post-pasteurisaginrraison de I'équipement défectueux et les
mauvaises pratigues de manipulation des produdkniil etal., 2009). Cela estonfirmé par
notre étude qui révele entre autres une fréqueaaddtamination non moindre concernant les

aliments transformés.
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Les taux de contaminations sont de I'ordre de 5%%sdes plats cuisinés, 47,8% dans la
patisserie et 38,8% dans le lait pasteurisé. Amgirésence d&. aureugdans les aliments crus
est moins grave que sa présence dans ceux quiaibrtobjet d’'un traitement thermique
(cuisson ou pasteurisation) d'une part, en raisan ld faible présence de souches
entérotoxigenes, de l'autre, de la concurrenceadmitroflore dans les aliments crus qui est
susceptible d’inhiber la croissance$leaureugSoriano etl., 2002).

Ces rapports illustrent I'impact potentiel que athpgéne peut avoir sur la santé publique

et l'industrie alimentaire.

6. Test de sensibilité aux antibiotiques

La nourriture est un facteur important dans ledfam de la résistance aux antibiotiques
(Pesaventoet al, 2007). Les souches d®&. aureussont connues pour étre frequemment
résistantes aux antimicrobiens a cause de leucit@@aproduire une barriere exopolysaccharide
d'un coté et de l'autre, leur localisation au sdes micro-abceés, qui limitent I'action des
antibiotiques (Gundoguet al, 2006).

La sensibilité aux antimicrobiens de nos 56 soud®S. aureussolées a été analysée;
Aucune des isolats n’étaient sensibles a tousrébiatiques testés. Trois souches (5,38)
montré une résistance unique, toutes a l'acidedinalue, les résistances doubles étaient
présents dans 6 (10,7%) des souches isolées aleres 47 autres souches (83,9%) ont montré
des résistances multiples § antibiotiques) (selon CLSI, 2007).

Le plus haut taux de résistance a été observé paxide nalidixique (100%), la
bacitracine (87%) et a la pénicilline (64%), suipar la fosfomycine (35%), I'acide fusidique
(30%), érythromycine (26%), la tétracycline et &mamycine (16%), comme l'indique le tableau

suivant.
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Tableau 9 :Sensibilité des isolats d& aureusaux antibiotique$n=56).

Antibiotiques

Résistant n (%)

Intermédiaire n (%)

Sensible n (%)

Pénicilline
Oxacilline
Céfoxitine
Gentamicine
Tobramycine
Kanamicine
Amikacine
Erythromycine
Spiramycine
Lincomycine
Pristinamycine
Bacitracine
Vancomycine
Ofloxacine
Acide nalidxique
Tétracycline
Chloramphénicol
Fosfomycine
Acide fusidique
Noviobiocine

36 (64%)
2 (3%)
2 (3%)
0
1(1,7%)
9 (16%)
5 (9%)
15 (26)
0
3 (5%)
0
49 (87%)
0
2 (3%)
56 (100%)
9 (16%)
0
20 (35%)
17 (30%)
0

Nd
0
Nd
0
0
3(5%)
2 (3%)
1 (1,7%)
5 (9%)
2 (3%)
0
Nd
0
0
0
1(1,7%)
0
Nd
0
0

20 (35%)
54 (96%)
54 (96%)
56 (100%)
55 (98%)
44 (78%)
49 (87%)
40 (71%)
51 (91%)
51 (91%)
56 (100%)
7 (12%)

56 (100%)

54 (96%)

46 (82%)
56 (100%)

36 (64%)
39 (69%)

56 (100%)

Nd : non déterminé
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6.1. Les souches SARM Staphylococcus aureugésistant a la
méthicilline)
6.1.1. Fréquence

A l'aide du test a la céfoxitine, deux soucheslesr56 isolats d8. aureus
non redondantes présentent une résistance a laitoéfo avec une zone
d’inhibition < 19 mm, plus de leurs résistances a I'oxacillinesdi@s conditions
standards de I'antibiogramme ; Cette résistaniaexacilline est confirmée grace

au screening tegFelten etal, 2002).

Souches .aureus
ATCC 43300

Souche a tester

Souches .aureus
ATCC 25923

Figure 10 : Test de la recherche de la résistance a I'oxagittimeezS. aureus

La culture de plus d’'une colonie de la souche (Egjure 10) dans cette gélose a
concentration élevée d’oxacilline, suffit pour ioner une résistance a cet antibiotique, ce qui
implique une résistance a toutes felactamines. Les souches de référenseaureusATCC
43300 résistante a I'oxacilline 8t.aureusATCC 25923 sensible a I'oxacilline étaient testée
dans les mémes conditions.

Selon CLSI (2007), il est possible de conclura arésence de 02 souchesaureus
résistantes a la méthicilline (ou a l'oxacillinepit un taux de (1,86%) de la totalité des
échantillons analysés (2/107) et 3,57% sur I'efderdes souches @aureussolées (2/56).
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Cette résistance est confirmée par la déterminatgolta CMI par microdilution en milieu
solide pour l'oxacilline (figure 11); Les résultatdbtenus sont trés proches de ceux de la
diffusion en milieu solide, ils concordent d’'une m@e générale avec ceux des diametres
d’inhibition; les antibiotiques ayant induit unetipe zone d’inhibition présentent une forte CMI
sur les souches correspondantes.

La figure 11 montre la présence d'une culture baatée dans les boites A, B, C, D, E,
F,G correspondant aux différentes concentrationsxatilline, ce qui signifie que ces
concentrations sont trés faibles pour inhiber tassance de la souche test. L’absence de culture
visible dans la boite H correspond a la plus faddecentration ou CMI d’oxacilline inhibant la
croissance de cette souche.

La concentration minimale inhibitrice des deux $ws vis-a-vis de I'oxacilline est
4ug/ml pour la souche isolée du lait de vache €M) > 16pg/ml pour la souche de viande
fraiche. On peut alors considérer nos souches pyigoaement résistantes a l'oxacilline
(MRSA).

6.1.2. Répartition des souches SARM en fonction durélevement

Les résultats de notre étude indiquent que les dmlats de SARM sont d’'une origine
animale : viande de poulet fraiche (1 souche)ietta (1 souche), aucun SARM n’a été isolée
de lait pasteurisé, de plats cuisiné ou de paisEeableau 10).

Les infections a SARM sont un probleme de santdiguuén a I'échelle mondiale, en raison
de la gravité des maladies qu'ils peuvent caussgula récemment, les infections a SARM sont
principalement recrudescentes en milieu hospitdkeis le monde entier (Normanalo,2007%).

Une étude faite en Algérie en 2011, révele quealex tde SARM a été en constante
augmentation dans le milieu hospitalier avec 4,8% 2002, 33,2% en 2004, 45% en 2006 et
52% en 2011 (Rebiahi @i., 2011 ; Bekkhoucha el., 2009). Ce pourcentage, méme s'il est
inférieur & ce qui a été rapporté pour le SénégkdseEtats-Unis, avec respectivement 70% et
72%, il est proche de celui rapporté en Egypte@# 2out en restant nettement supérieur a ceux
rapportés pour la Cote Ivoire, le Maroc et la Timavec respectivement 25%, 19,3%, et 15,3%
(Mastouri etal., 2010).
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Concentrations d’Oxacilline en boites: A:0,125 pug/miB: 0,25ug/ml, C: 0,5ug/ml,D: 1 pg/ml,E:2 ug/ml F: 4 ug/m| G: 8
pg/mi, H: 16 pg/ml.

Figure 11 : Résultat de la microdilution sur milieu solide @sss de I'oxacilline.

Tableau 10: Répartition des souches SARM en fonction des peéh@nts

Type de pvt Nb de pvt | Nb de S.aureus | Nb de SARM % des S ARM
Viande fraiche 26 13 01 50%
Lait cru 20 14 01 50%
Lait pasteurisé 18 07 00 00
Poulet 23 11 00 00
Plats cuisinés 20 11 00 00
Total 107 56 02 100%

Cependant, seuls quelques cas de SARBY les animaux producteurs d'aliments et dans
les aliments d'origine animale ont été signalég(R€03 ; Kitai eal, 2005).

La plupart des animaux peuvgnt étre colonisésSaaureus mais c'est seulement en

1995, Kluytmanset al. décrit la premiere éclosion d'origine alimentalee SARM qui causa la
mort a cing des vingt-un patients (Normannalgt2007%).

Depuis, peu de souches de SARM ont été isoléestia ga plusieurs aliments d’origine
animale, y compris la viande de porcs, de boviespaulet et du lait (Boera at., 2009). La

source de contamination des aliments est encoreomalue. Néanmoins peu de rapports sur la
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présence et l'origine possible de SARM dans lewaalts sont disponibles (Normaneb al.,
2007).

Les résultats de notre étude concordent avec aélbesnment réalisées, ou les fréquences
d’isolement des SARM dans les aliments sont fajdyéen que le taux trouvé dans notre étude
(1,86%) est considéré un peu élevé par rapportoatbre de prélévements, comparé au taux
enregistré par Normanno at, 200% qui a isolé 6 souches, soit (0,4%) de SARM a pdsi
1634 échantillons de lait de vache et de froma@ans une enquéte Japonaise, Kitaalket
(2005) a isolé deux souches de SARM (0,5%) arpaetid44 échantillons de viande de poulet
bien que I'étude menée en Corée comprenant 93@oabatt des échantillons de viande au
détail, a montré la présence de SARM dans deuandéitions de viande de poulet (0,2%), a
I'exclusion des échantillons de porc ou de boewidK etal., 2006).

Cependant, des fréquences plus élevées sont rappaat Van Loo eal. (2007) qui ont
trouvé 2 souches (2,5%) de SARM dans 79 échargilte viande de porc crue et de viande
bovine alors que,E.de Boeretal. (2009) ont isolé 264 souches de SARM (11,9%)rérpde
2217 échantillons de viande dans les pays nordiqDesi suggéere que les aliments d‘origine
animale sont des réservoirs de SARM et peuventsimatire I'agent pathogene a I'étre
humain (Crago e#l., 2012). En matiere de sécurité alimentaire,rissence de SARM dans les
aliments et notamment dans le lait cru de bovinésente une menace avérée, surtout quand il
est consommeé cru ou utilisé dans la production &géne, constituant ainsi une source de

contamination pour les produits laitiers transfosme

En conclusion, la pasteurisation du lait est a médté&iminer le risque pour les

consommateurs en ce qui concerne les infecti@sRiV.

7. Résistance des SARM aux autres antibiotiques
7.1. Fréquence de la résistance
Les tests d’évaluation de la résistance aux anigjpies ont été réalisés selon la méthode
classique de diffusion de l'antibiotique en gélaspartir de disques imprégnés d’antibiotiques,
selon les recommandations du NCCLS.
Les 02 souches SARM présentent une résistance i@ssac d'autres familles

d’antibiotiques.
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La résistance a la méthicilline (oxacilline) desixisouches d&taphylococcus aurewest
croisée avec celle de toutes les bétalactamines.

Ces deux souches SARM sont résistantes a la kamae/gmikacine. La résistance a la
tobramycine est signalée chez une seule souchendapt on note aucune résistance pour la
gentamicine (famille des aminosides).

Pour la famille des macrolides, nous constatons lgueésistance est de type MLSB
constitutif pour les deux souches, puisque la t@ste touche en plus de I'erythromycine, la
spiramycine et la lincomycine.

Pour les autres antibiotiques, la résistance aetble et va de I'acide nalidixique (02
souches), I'ofloxacine (02 souches) et la bacita¢D2 souches) a I'acide fusidique (01 souche)
et la fosfomycine (01 souche).

Les deux isolats de SARM sont résistants a ladgttine. La figure 12 montre la mise en
évidence de la CMI vis-a-vis de cet antibiotiqueesLCMI enregistrées correspondent a
I'intersection des 2 ellipses, elles sont égalédjag/ml pour la souche isolée de viande fraiche
(poulet) et 32pg/ml pour la souche isolée d laitae vache.

Dans une étude menée en Italie sur la sensib#$eSARM aux antibiotiques, Normanno
et al. ont rapporté que les six isolats de SARM soristastes a I'acide nalidixique et 3 souches
seulement sont résistantes dibactamines. Tandis qu’aucune résistance n’estagégnpour la
tétracycline (Normannet al., 2007).

Concernant la vancomycine, elle garde toujourshamme activité sur nos souches SARM.
Cette sensibilité est corroborée par Pesavenab. €2007) Normanno etl. (2007) en ltalie et
Vazquez-Sanchez (2012) en Espagiee,ce fait, elle constitue la molécule de choixsdén
traitement des infections graves causées par cegries néanmoins, la surveillance de la
sensibilité des SARM vis-a-vis des glycopeptideta®bligatoire, du fait que I'émergence des
souches résistantes a la vancomycine a été déjéedén milieu hospitalier dans plusieurs pays,
particulierement en Algérie par Rebiahiatt (2011), cependant cette molécule reste toujours
active dans les hdpitaux marocains (Elhamzaaoal. 2009 ; Elazhari l., 2009).

Le chloramphénicol, la noviobiocine et la pristinanme ont été constamment actifs et
peuvent étre de bonnes alternatives thérapeutidquesoncentration minimale inhibitrice des
deux SARM vis-a-vis du chloramphénicol est égale,@4 pg/ml pour la souche isolée du
poulet (Figure 13) et de 0,016 pg/ml pour celldésodu lait cru. Ce résultat rejoint ceux

signalés par Vanderhaeghenakt (2010) ou la sensibilité des SARM isolés a patérlait de
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vache en Belgique au chloramphénicol était de 9%A. milieu hospitalier ces antibiotiques
gardent une bonne activité sur les SARM ou uneilsiités de 100% était rapporté en Algérie
par Aouati (2009), Ouchénaneatt (2011) et 99% par Elzhari at. (2009) au Maroc ; dans le
but de prévenir une éventuelle transmission d’tsgpathogénes de I'aliment a 'homme et vise
vers ¢a (Pesaventoat.,, 2007), il est alors nécessaire qu’'un contr@cim et active de toute
nouvelle résistance des SARM aux antibiotiques dar®mmunauté et dans les aliments soit

systématique.

7.2. Phénotype de résistance des SARM

Une attention particuliere doit étre portée sur 88K M, du faite que les souches isolées
présentent une multirésistance, ce qui pose prabbiarprise en charge efficiente, en mesure de
retarder I'éradication ces infections. Nous remargula présence de deux profils de résistance
P/Ox/Fox/K/An/B /E/Sp/LINA/OfX/TE/FA. Chez Ie&S. aureusisolé de la viande fraiche et
P/Ox/Fox/K/An/Tm/E/B/Sp /LITE/NA/Ofx/Fos. chez laouche retrouvée dans le lait de vache
cru. Afin de caractériser plus précisément I'endenues souches de. aureusetudiées, nous
avons analysé leur phénotype de résistance vis-algs macrolides (Tableau 1&) des
aminosides (Tableau 12). La résistance de nos ssU8ARM aux macrolides est de phénotype
MLSg celui-ci implique une résistance croisée aux wolaEs, lincosamides et aux
streptogramines B par méthylation de I'’ARN ribosqua 23S. Le phénotype MkgSle type
constitutif est le dominant dans cette étude, cante alors en plus de la résistance a
I'erythromycine, a la spiramycine et a la lincommgi Cependant, en Tunisie les SARM isolées a
partir de moutons expriment un phénotype MLligductible (Gharsa «il., 2012), alors qu’en
Italie les SARM isolés a partir d’aliments d’origiranimale présentent un phénotype sensible
(Normanno eal., 200%).
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Figure 12 : La CMI de SARM vis-a-vis de la Tétracycline.

E-test
chloramphénicol

Figure 13 : La CMI de SARM (isolée du poulet ) vis-a-vis dul@amphénicol.

En milieu hospitalier la majorité des SARM isolés A&lgérie et au Maroc sont MIgS
inductibles (Ouchenane at., 2011 ; Rebiahi edl., 2011 ;Elazhari etal., 2009), tandis qu’en
Belgique, la Gréce et la Corée le phénotype ME&nstitutif est le plus dominant (Denisadt,
2004). Toutes ces observations indiquent que dleraie des deux phénotypes de résistance
MLSg (c) et MLSs (i) chez leS. aureusvarie selon les régions géographiques et que, ces
phénotypes ne peuvent pas prédire la résistante sensibilité a la méthicilline, mais prouvent

gue les SARM d’origine alimentaire expriment desiggénces plus évoluées aux macrolides.
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Les phénotypes de résistance aux aminosides dnitdiajet d’une interprétation. Nos
SARM expriment deux phénotypes de résistance aux amdemsmpliquant deux enzymes
inactivatrices (Leclercq, 2002). La souche isoléee d¢a viande est résistante a
kanamycine/amikacine: phénotype K, di a la prodactle 'enzyme APH (3)-1ll, l'autre
souche récupérée du lait de vache cru est régsida kanamycine/amikacine/tobramycine:
phénotype KT di a la production de I'enzyme ANT) (4”).

La gentamicine garde une bonne activité ros SARM, bien que I'étude menée par
Pesavento etl. (2007 en lItalie rapporte que 9,52% des SARM isolegartir de viande crue
étaient résistantes a la gentamicine.

Tableau 11 :Phénotype de résistance des SARM vis-a-vis desalices

Erythromycine | Spiramycine | Lincomycine | Pristinamycine | Mécanisme Nb
SARM
n=02

S S S S Sensible 00
R (S) (S) S MLSg Induct 00
R R R S MLSB Const 02

(S) : Résistance uniqguement si un disque d’érythoimeyest disposé a proximité.

Tableau 12 :Phénotype de résistance des SARM vis-a-vis descaidies

Kanamycine | Amikacine | Tobramycine Gentamicine Mécanisme Nb
SARM
n=02

S S S S Sensible 00

R R S S APH(3)-llI 01

R R R S ANT(4")(4”) 01

R R R R APH(2")- 00
AAC(6)
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8. Les souches SASMStaphylococcus aureusensible a la méthicilline)

8.1. Fréquence

Sur les 56 souches & aureusanalysées selon la méthode de diffusion en milidasg
selon les normes NCCLS, 54 souches se sont aveeéstbles a I'oxacilline, soit un taux de
96,42 % (54/56) des souches &eaureusisolés et 50,46% (54/107) de l'ensemble des
échantillons analysés.

8.2. Répartition des SASM en fonction du @gtevement

Les 54 isolats d&. aureusetaientuniformément sensibles a la méticilline. Ceux-antso
isolés essentiellement, a partir de lait de vachestde viande fraiche avec un taux de (24%) et
(22%) respectivement, (20%) pour la patisserieeiplats cuisinés et (12%) a partir du lait de
vache pasteurig@ ableau 13, Figure 14).

8.3. Résistances des SASM aux autres antifigques

Les tests d’évaluation de la résistance des SASWMaatibiotiques, ont été réalisés selon la
méthode classique de diffusion de I'antibiotique g&lose a partir de disques imprégnés
d’antibiotiques. La CMI vis-a vis de la tétracydiet le chloramphénicol a été mise en évidence
par la techniquée gradient de diffusion ou le E testlon les recommandations du NCCLS.

Les 54 souches sensibles a l'oxacilline, présentams cette étude des résistances a
d’autres antibiotiques, dont les profils de résistaaux antimicrobiens des isolats@leaureus

sont résumeées sur le Tableau 14 et la figure 15.

D’aprés nos résultats, le taux le plus haut dest&ste a été observé pour I'acide
nalidixique (100%), suivi de la bacitracine (~87%lba pénicilline (~63%), la fosfomycine
(~35%), la I'acide fusidique (~29%), I'erythronmige (~25%), la kanamycine (~18%) et enfin a
la tétracycline (~14%). Une faible prévalence distance a été détectée a I'amikacine (~9%), la
spiramycine et a la lincomycine (~5%). Toutes lmsches SASM, testées pour la sensibilité aux
antibiotiques, l'ont été a la vancomycine, chloréémcol, Noviobiocine, Ofloxacine,

Pristinamycine, Gentamicine et Tobramicine.

Nos isolats affichent des valeurs trés faibles 88 Gu chloramphénicol (CMI= 0,032 a
0,12ug/ml) de ce fait, elle constitue la molécuée @hoix pour le traitement des infections
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graves dues a ces bactéries. Cette situation,tsustie surveillance continue de la sensibilité
desS. aureusau chloramphénicol. Nous concernant, la senshilés ces souches bactériennes a
ces antibiotiques est attribuée a leur non-utibsatpar les praticiens et I'emploi d'autre
molécules.

Dans notre étude, toutes les souches 8le aureusmontrent une résistance a l'acide
nalidixique, celle-ci est comparable a celle refémipar Tankovic etl. (1997) qui notent que
les staphylocoques sont naturellement résistanxtgjaumolones de premiere génération, mais ils
sont en revanche sensibles aux fluoroquinolonegraade majorité des souches sensibles a la
meéticilline restent donc sensibles aux fluoroquimels comme I'ofloxacine qui garde une bonne
activité sur nos souches SASM.

Tableau 13 :Répartition des SASM en fonction des préléevements

Type de prélevement Nb de SASM % des SASM
Viande fraiche 12 22,22%
Lait de vache cru 13 24,07%
Lait de vache pasteurisé 07 12,96
Patisseries 11 20,37%
Plats cuisinés 11 20,37%
Total 54 100%
b

22,22%

Paltisserie
20,37%
' ° Lail de vache

Lait de vache cru
pastcurisé 24,07%
12,96%

Figure 14 :Répartition des SASM en fonction des prélevements
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Tableau 14 :Fréquence de résistance des SASM aux antibiotiques

% de résistance des SASM

100% 1

80%

60% -

40%

20%

Antibiotiques Nb souches| pourcentage
testés résistantes
Oxacilline Ox 00 00
Céfoxitine Fox 00 00
Pénicilline P 34 62,96 %
Kanamicine K 10 18,51%
Amikacine An 05 9,25%
Tobramycine Tm 00 00
Gentamicine Gm 00 00
Bacitracine B 47 87,03%
Erythromycine E 14 25,92 %
Lincomycine L 03 5,55%
Spiramycine SP 03 5,55%
Pristinamycine PT 00 00
Acide nalidixiqgue | NA 54 100%
Ofloxacine Ofx 00 00
Vancomycine VA 00 00
Tétracycline TE 08 14,81%
Fosfomycine FF 19 35,15%
Noviobiocine Nov 00 00
Chloramphénicol C 00 00
Acide fusadique | FA 16 29,62%
100%
8/,03%

62,96%

0%

testés

Antibiotiques testés

Figure 15 : Fréquence de résistance des SASM aux antibiotiques
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Une fréquence élevée de résistance a la bacitracété détecté parmi les souchesSde
aureus(SASM) provenant de lait cru et pasteurisé de gade viande crue, de plats cuisinés et
de patisseries ; Ce résultat rejoint celui sigmalé Gundogan et al. (2005) en Turquie, lesquels
ont obtenu un taux de résistance a la bacitra@n@d,5%) a partir de prélevement de viandes et
de poulets. La bacitracine est l'un des antibietgles plus couramment utilisés a la fois en
médecine humaine et en comme additif alimentaire,raason de ses effets favorisant la
croissance. Il a été utilisé dans I'alimentatios delailles, les porcs et les bovins pour améliorer
les taux de croissance (Capitan-Vallvey, Titos,@hé& Navas, 2002). Bien que, la Commission
européenne a récemment interdit l'utilisation debé&xitracine comme additif alimentaire
(Gundogan et al., 2005), I'apparition d'une résistaélevée dans nos échantillons peut étre

attribuée a I'ajout de cet antibiotique a des réginle veaux, agneaux et poulets.

Les SASM isolés dans cette étude révelent unetaésis de (63%) vis-a-vis de la
penicilline G. Ce résultat est en accord avec aeypportés dans d’autres travaux menés sur
différents aliments (Pereira at, 2009; Normanno «dl., 200% ; Peles etl., 2007 ; Gundogan
et al.,2005 ) avec des taux de 53.8%, 88.9%, 46,4%, #¥pectivementTandis que Acco,
Ferreira,Henriques, et Tondo (2003) ont montré 0% des souches de S. aureus isolées a
partir de manipulateurs d'aliments étaient résistam la pénicilline quant a Rebiahi a.
(2011), ils rapportent une résistance de 87,2% plasrsouches hospitalieres en Algérie. Ce qui
ne doit pas surprendre du tout, car la pénicilésel'un des antibiotiques les plus couramment
utilisés pour le traitement des infections chezhamains et les animaux. En conséquence, la
résistance a la pénicilline est un phénomene frigparmi les souches de S. aureus. Ces
données soulignent la nécessité d'une politiquel'stiisation judicieuse des antimicrobiens

dans la production alimentaire algérienne.

L'incidence de la résistance 8eaureusa la tétracycline est de 14% (8/54 isolats) des pl
gu’elle est différente dans chaque catégorie deyiroLes isolats résistants a la tétracycline
(Figure 18) ont été détecté avec une incidenceotdsante dans 'ordre suivant: les plats cuisinés
(03 souches, CMI= 16 a 32 pg/ml), viandes (02 sesidBMI=16 a 24 pg/ml), patisserie (02
souches CMI=64 & 96 pug/ml) et le lait pasteurise (@ouche CMI=24 pg/ml).

Pereiraet al, 2009 au Portugal, ont apporté un trés faibl& tde1souches résistance a la

tétracycline 0.7% (1/148&.aureusisolées de differents aliments.
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Normanno etl. 200% en Italie, ont montré que sur les 125 soucheS. @drireusollectées
a partir de la viande et des produits laitiers,i®8ats, soit un taux de 23,2% révélant une
résistance a la tétracycline tandis que Pesawatrab 2007 en ltalie isolent 42 souches a partir
de viande fraiche dont 8 souches soit un taux &% de résistance a tétracycline. Les souches
isolées de fromage et de lait cru de vache pardathl., 2008 au Brésil montrent quant & eux
une résistance a la tétracycline de (24,7%) .

On menant une enquéte auprés des praticiens graksstes de médicaments vétérinaires
au niveau de la wilaya de Tiaret, on a trouvé caetétracycline, I'érythromycine et la
spiramycine sont utilisés de maniere intensive peuraitement des différentes infections chez
les animaux, ce qui explique la résistance dehasreus I'égard de ces antibiotiques.

En Turquie, André edl., 2008 au Brésil ; Yesim Can, Haluk Celik, 2012t omontré que
toutes les souches @& aureussolées a partir d'échantillons de fromage etaitectu étaient
sensibles a la vancomycine et a la gentamicingucest cohérent avec notre étude.

Contrairement a Pereiraat, 2009, lesquels ont signalé une résistance a kagérine de
(2%) et au chloramphénicol de (1,4%putes les souches & aureusainsi étudiées, étaient
sensibles a la vancomycine.

8.4 .Phénotype de résistance des SASM

Les souches meticillino-sensibles (SASpEsentent des résistances multiplesprofil
de résistance le plus fréquent est noté pour lacfiére, 'acide nalidxique et la bacitracine
P.B.NA (8 souches), suivi par le phénotype P.B.NA(F souches), P.K.B.NA (4 souches), alors
gue trois souches ont été trouvé dans chacun de tmés phénotypes:B.NA.FF/
P.K.An.B.NA.E.FA.TE / NA(Tableau 15, Figure 17).

E-test
Chloramphénico

\A

. CMI= 0,12 pgimi

E-test
Tétracycline

Figure 16La CMI d’'une souche SASM
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Tableau 15 :Phénotypes de résistance des souches SASM auiotigtibs.

profils de résistance Nb Viandes | Lait Lait patisserie| Plats
des souches SASM | souches cru pasteurisé cuisinés
n=54

P.B.NA 8 2 1 2 3 0
P.B.NA.FF 5 2 1 2 0 0
P.K.B.NA 4 1 0 0 3 0
P.B.NA. K. An.FA.TE 3 2 0 0 0 1
B.NA.FF 3 0 2 1 0 0
NA 3 0 2 0 0 1
NA.FF 2 0 2 0 0 0
P.B.NA.TE 2 0 0 0 1 1
P.B.NA.E 2 0 1 0 1 0
B.NA.E.FA.FF 2 1 0 0 0 1
B.NA.E.FA 2 1 0 0 0 1
P.B.NA.FA 2 0 0 0 0 2
B.NA. FA.E.L.SP 2 0 0 1 0 1
B.NA 2 1 0 0 1 0
P.B.NA.K.E.TE 1 0 0 0 1 0
B.NA.FA.FF 1 0 0 0 1 0
P.B.NA.FA.FF 1 1 0 0 0 0
P.B.NA.E.FF 1 1 0 0 0 0
B.An.L.E.SP.FA.NA 1 1 0 0 0 0
P.B.NA.E.FA.FF 1 0 Q 0 0 1
P.B.NA.E.FA.TE 1 0 0 0 0 1
P.B.NA.E.FF 1 0 1 0 0 0
P.B.NA.K.An.FF 1 0 1 0 0 0
P.B.NA.FF.TE 1 0 0 1 0 0
K.NA 1 0 1 0 0 0
E.NA 1 0 1 0 0 0
Sensible 0 0 Q 0 0 0
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Figure 17 Souche SASM présentant une multirésistance

ATCC 43300

Souche a tester

ATCC 25923

Figure 18Production dg8-lactamase (pénicillinase) ch&z aureus
Test de trefle.
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Il faut noter que, malgré le taux élevé de résistamla pénicilline parmi nos souches, une
sensibilité a la pénicilline a été constatée comm@me chez 17 souches soit un taux de
(~ 31%) ; Les souches résistantes sont confirmaeke pest de trefle (Figure 18).

8.5. Mécanisme de résistance des souches SASM

Les 54 souches d8. aureussensibles a la méthicilline, présentent des @siss a
certaines familles d’antibiotiques. Parmi ces ses¢cii1l présentent une résistance inductible, et
03 une résistance constitutive aux macrolides @abll6), au total 14 (25,9%) souches sont
résistantes a I'erythromycine. Alors que Andrélet2008 signalent une fréquence de résistance
de (5,5%) tandis que Yesim Can et Haluk Celik, 2€dhortent un pourcentage de résistance a
I'érythromycine (50%), Contrairement, Gundoganaét 2005 ; Pereira edl., 2009, qui ont
signalé une majorité de souches sensible a I'evgtlicine avec des taux de résistance faibles
(7,5%)et (5%) respectivement.

Pour la famille des aminosides, les 54 souchesideasa la méthicilline sont également
sensibles a la gentamicine et a la tobramycine @ment ou seules 4 souches sur 54 présentent
une résistance isolée a kanamicine/amikacine (@ahlg). La résistance a la Kanamycine est
due a I'enzyme APH (3")-lll qui confere le phénpey(K). la sensibilité a la gentamicine des
SASM a été montré par Yesim Can et Haluk Celiki20ontrairement a Pereied al.2009
signalent une résistance de (2%).

Tableau 1 6:Phénotype de résistance des SASM vis-a-vis desofices

Erythromycine | Spiramycin | Lincomycine | Pristinamycine | Mécanisme Nb Nb
total | SASM
n=56 | n=54

S S S S Sensible 40 40
R (S) (S) S MLSB Induct 11 11
R R R S MLSB Const 05 03
Tableau 17 Phénotype de résistance des SASM vis-a-vis desosidies
Kanamicine | Tobramycine | Gentamicine | Mécanisme Nb total | Nb SASM
n= 56 n=54
S S S Sensible 41 41
R S S APH(3")-11 11 10
R R S ANT (4') (47) 01 00
R R R APH(2")- 00 00
AAC (6"
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Conclusion

S. aureusest bien désigné comme un agent pathogene climgépidémiologique, dans
cette étude. Il a été démontré que le rél&daureussomme un pathogene d'origine alimentaire
ne doit pas étre néglige.

Les résultats indiquent une forte prévalence (52%)S. aureusdans les échantillons
prélevés de différents aliments, ou les analysé&ngtlypiques ont mis en évidence 96,42 % de
souches de&s. aureussensibles a la méthicilline (SASM) et 3,57% de bescdeS. aureus
résistantes a la méthicilline (SARM).

La mise en évidence de leur résistance aux aritjbies révele des souches Sleaureus
multirésistantes a divers antibiotiques allant giectamines, aminosides, macrolides, jusqu’aux
fluoroquinolones. Les niveaux de résistance sonivesat €levés compte tenue des CMI
enregistrées pour quelques antibiotiques (oxaeillitétracycline), cela semble refléter une
utilisation abusive de ce type d’antibiotiques lgar praticiens vétérinaires, vu leurs bas prix par
rapport aux autres antibiotiques et en I'absengedjolitique nationale bien définie.

La résistante des isolats aux antibiotiques pdutie transmise a I'homme par la
consommation de produits alimentaires contenant loastéries multirésistantes et que
l'utilisation d'antibiotiques comme promoteurs deigsance dans I'élevage, en particulier de
ceux qui sont couramment utilisés pour les soida #ois humaine et animale, doivent étre
evités. Alors il est nécessaire d’établir un coetréctif contre les résistances aux antibiotiques
dans les aliments afin de détecter toute augmentati/ou émergence de nouvelles résistances
aux antibiotiques qui peuvent étre transféréeaudtrd's bactéries.

Les résultats de ce travail mettent en lumiéreupar approche originale, premierement le
risque €élevé pour les consommateurs en l'abserscendsures d'hygiene strictes et préventives
visant a éviter la présence d'isolatsSleaureusdans les aliments, soulignant la nécessité d'une
meilleure pratigue hygiéne au cours de la transftion des aliments et aussi lors de la
distribution et la consommation des produits alitagas finis.

Deuxiement, le probleme récurrent d’'une surconsadiomad’antibiotiques dans la
médecine humaine et animale d’aujourd’hui.

Notre étude devrait faciliter lidentification deantibiotiques risquant de favoriser
I'’émergence de souches plus résistantes et plulentes dans les aliments. Elles devraient aussi
contribuer a une prise de conscience sur un emgikpnnable et bien ciblé des antibiotiques en
général
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Aujourd’hui plus que jamais, la maitrise de la dmm@ation des SARM doit passer par
I’éducation des personnels en matiére d’hygiéneedpect des procédures de lavage des mains,
ainsi qu’'une politigue cohérente d’hygiene. Une tied de la diffusion des souches
multirésistantes et de la pression générée parmpoeEsriptions d’antibiotiques non justifiées
semble urgente. Ainsi, le contrdle régulier et kvision de toutes les prescriptions
d’antibiotiques, sont utiles et constituent un tieteurs qui va contribuer a 'amélioration de la
qualité de la prise en charge des infections chemime et I'animal.

L’actualisation des données locales, sur le pr@fidémiologique de ce germe et leur
sensibilité joue un réle important dans la ratission de I'utilisation des antibiotiques et dans
la détermination d’une stratégie de contrdle dwetiippement deS. aureusnultirésistants.

Ainsi, notre travail ouvre de nombreuses perspestiv
 Etudier une population plus importante, pendantpéreode plus longue;
» Recherche des génes de résistance (PCR) ;

* La détection d’entérotoxines produites farureuglans les aliments.
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Annexe |

Milieux de culture

Gélose ADN

Composition :
Hydrolysat trypsique de caséine............. 20,09
ADN ... 200
Chlorure de sodium...........................5,0 ¢

Bleu de toluidine.............................. 3ml

Agar... .o 120g
pH=7,3

Préparation :

39 g par litre. Stérilisation a I'autoclave a 12020min.

Gélose de Baird Parker

Composition
Peptone pancréatique de caséine............ 10g
Extrait de levure.....................coeee 10
Extrait de viande...................cooen . 5g
Pyruvate de sodium..............oooiiiennns 10g
Chlorure de lithium........................ L. 59
GlyCiNe. ..o 129
GEloSE..... v 20g
BaU....co 1000ml
Solution de Tellurite
Tellurite de potassium.........................1Q
Eaue. . SEA...... 4 .. ................ 100ml

Emulsion de jaune d’ceuf

-Bien mélanger les jaunes d’ceuf avec quatre foisuelume d’eau.

-Chauffer le mélange dans le bain d’eau réglé a®5%C durant 2 heures.

-Entreposer entre 0 a +5°C durant 18 a 24heureslaigger se former un preécipité.

-Laisser décanter et stériliser le liquide surnagear filtration, sauf si I'émulsion a été séparée
aseptiguement.

Milieu complet

Milieu de base BP ............................100ml
Solution de tellurite de potassium............1ml
Emulsion de jaune d’ceuf.....................5ml

Bouillon coeur-cervelle

Composition :
Infusion de cervelle de veau.................. 125¢g
Infusion de coeur de beeuf................... 5.0 g

Peptone........cccoeoiiiiiiiiiiiiiie.... 100 g
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GlUCOSE...ev e, 20g
Chlorure de sodium................. ...........5.0 g
Phosphatase di sodique.............. covevenn.n. 25¢g
pH= 7.4

Préparation :
37 g par litre d’eau distillée. Stérilisation autaclave a 120°C, 20 min.

Gélose colombia

Composition :
Peptone .. T2 N O N |
AMIdON.....o i 10g9
Chlorure de sodium ...5.0¢g
AGar... oo 10.0g
pH=7.2

Préparation :
42,5 g par litre d’eau distillée. Stérilisation@utoclave a 120°C, 20min

Gélose pour la conservation

Composition :
Peptone... T 1 O N O X
Extrait de V|ande .............................. 50¢g
Chlorure de sodium........................... 5.0 g
AGar... .o 10.0g
pH=7.3

Préparation : Prét a 'emploi en petits tubes fins.

Gélose hyper salée au mannitol — Chapman —

Composition :
Peptone... ..11.09
Extrait de V|ande .............................. 10g
Chlorure de sodium................covevvenees 75.0¢
Mannitol................c.cceeiiiiiiieneen.... 100 g
AGar... oo 1509
Rouge de phénol
(Solution sodique a 0.25 p. 100)............. 20 ml
pH=7.6

Préparation :
111 g par litre d’eau distillée. Stérilisation adtoclave & 120°C, 20 min.

Gélose Mueller-Hinton
Composition :

Infusion de viande de beceuf................. 300 ml
Peptone de caséine...................ceeveeeees 1759
Amidonde mais.........coevvviiiiiiiiiinns 15¢g
AGar... oo 10.0g
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Préparation :
37 g par litre d’eau distillée. Stérilisation autaclave a 116°C, 15 min.

Gélose Mueller-Hinton additionnée de 4% Na ClI

MHAQGAar ..o, 38.0¢g

NaCl.......... ..40.09

Eau distillée...........ccooevviiiii i, 1000 mi
Préparation :

Prét a I'emploi en flacons de 250 ml.

Gélose Colombia

Composition :
Peptone ...........cce i, 100 g
Extrait de viande................coiiiiiiinnns 409
Chlorure de sodium........................... 5.0 g
Agar... .o 13.0¢g
pH=7.2

Préparation :

29 g par litre d’eau distillée. Stérilisation autaclave a 120°C, 20min.

P.S.E (liquide de dilution)

Composition
Peptone.........c.ooi i 1g
NaCl............ oo e e .0, 8,509
BaU....o 1000ml

Préparation

Dissoudre les composants dans I'eau en chauffamgcessaire. Stérilisation a l'autoclave a
120°C, 20 min.
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Antibiotiques testés sur les souchessdaureugCASFM, 2007 ; NCCLS, 2006).

Familles des antibiotiques Antibiotiques testés Charge des disques

Bétalactamines Pénicilline; 10 Ul
Oxacilline; 1lug

Céfoxitine 30ug

Aminosides Gentamicine; 10ug

Tobramycine; 10ug

Kanamicine; 30ug

Amikacine 30ug

Macrolides Erythromycine; 15ug

Spiramycine; 10ug

Lincomycine; 10ug

Pristinamycine 15ug

acitracine 8ug

Glycopeptides Vancomycing 30ug
Quinolones Ofloxacine 5ug

Acide nalidxique 30ug

Tétracycline; 30ug

Autres Chloramphénicol; 30ug

Fosfomycine; 50 ug

Acide fusidique 10ug

Noviobiocine 30ug

Ul: Unité Internationalejg: microgramme
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Valeurs critiques des diametres des zones d'inbibfiourS. aureugCASFM, 2007).

Antibiotiques testés Diamétres critiques

Résistant | Intermédiaire | Sensible
Bétalactamines
Pénicilline; <28 >29
Oxacilline; <10 11-12 >13
Céfoxitine <19 =20
Aminosides
Gentamicine; <12 13-14 >15
Tobramicine; <12 >13
Kanamicine; <14 15-16 >17
Amikacine <14 15-16 >17
Macrolides
Erythromycine; <13 14-22 >23
Spiramycine; <12 12-23 >24
Lincomycine; <14 15-20 >21
Pristinamycine <19 19-21 >22
Glycopeptides
Vancomycine <14 >15
Quinolones
Ofloxacine <14 15-17 >18
Acide nalidxique <14 15-17 >18
Autres
Tétracycline; <14 15-18 >19
Chloramphénicol; <12 13-17 >18
Fosfomycine; <14 >14
Acide fusidique <15 15-21 >22
Noviobiocine <17 >18
Bacitracine <15 >22
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Préparation de la gamme de concentrations d'atitibes en milieu solide (OMS, 2005)

Solution mere | Solution mére Eau Concentration | Concentration en
d’antibiotiques (ml) distillée en tubes boites (ug/ml)
(ml) (ng/ml)

1 mi 9ml 160 16
1600 pg/ml 0,5 ml 9,5 ml 80 8

2 mi 2 ml 40 4
Changer de 1 mi 3ml 20 2
pipette 80 pg/m 0,5 ml 3,5ml 10 1

0,5 ml 7,5 ml 5 0,5

2ml 2 ml 2,5 0,25
Changer de 1ml 3 mi 1,25 0,125
pipette 5 pg/mi 0,5 ml 3,5ml 0,63 0,063

0,5 ml 7,5 ml 0,32 0,032
Changer de 2ml 2ml 0,16 0,016
pipette
0,32ug/ml

Valeurs critiques des CMI po&taphylococcus spgi©MS, 2005).

CMI
Antibiotiques critiques
testés (ug/ml)
Résistant Sensible
Tétracycline > 16 <4
Chloramphénico > 32 <8
Oxacilline >4 <2




Résumé

De nombreuses études portant sur les S. aureus se justifient par I'immense réle qu’il joue en pathologie infectieuse
humaine et vétérinaire. La recrudescence de la multirésistance aux agents antimicrobiens constitue un probléme
majeur de santé publique dans le monde en raison des fréquences qui ne cesse d’ augmenter et provoquent des
impasses thérapeutiques dans |e prochain avenir. Objectifs: Estimer la prévalence des S. aureus dans différents
aliments et évaluer leurs sensibilité vis-a-vis de 20 antibiotiques. M éthodes : L’isolement de S. aureus a é&té
effectué a partir de différents produits alimentaires. L’ identification des souches a été réalisé par le test de
coagulase et I’ API staph. Le profil de résistance des isolats a éte étudié par apport aleur sensibilité a une vingtaine
d’ antibiotiques par latechnique standard de diffusion de |’ antibiotique en gélose. L’ évaluation des CMI, a é&é
effectué par la technique de dilution en milieu solide pour I’ oxacilline, et par E-test pour latétracycline et le
chloramphénicol. Résultats : Sur les 107 échantillons analysés, 56 (52,33%) étaient contaminés par S. aureus avec
une incidence éevée dans lelait cru de vache (70 %), les plats cuisinés (55%) et les viandes crues (50%). L’ étude
de lasensibilité aux antibiotiques a montrée des isolats SASM présentant un taux de résistantes 100% al’ acide
nalidxique, 87,03% ala bacitracine, 62,96% ala pénicilline G, 35,15% alafosfomycine, 29,62% al’ acide
fusadique, 25,92% al’ erythromycine, 18,51% ala kanamycine, 14,81% alatétracycline, 5,55% ala spiramycine
et lincomycine. Au total, nous avons noté 26 différents phénotypes de résistance dont 45 souches avaient une
résistance a au moins trois antibiotiques. Deux souches SARM (3,57%) étaient détectées. Le caractere
multirésistant des deux SARM est confirmeé par une résistance a toutes les béta lactamines, aux macrolidesou le
profil de résistance est de phénotype MLSs constitutif pour les deux souches ainsi, aux aminosides avec le
phénotype K pour I’ une et le phénotype KT pour | autre. Aucune résistance parmi nosisolats vis-a-visde la
vancomycine, le chloramphénicol, la gentamycine et la pristamycine. Conclusion : laprévalence élevéeet la
multirésistance des S. aureus est devenu remarquablement répandue dans les aliments. Cela nécessitent lamise en
oeuvre d’ une stratégie active, efficace ou la sécurité microbiol ogique des aliments doit étre garantie afin d'éviter la
propagation de résistance aux antimicrobiens par ces micro-organismes.

Mots clés:

Saphylococcus Aureus; Occurrence Aliments; Résistance; Antibiotiques; E-Test; CMI; SARM; SASM; Prévaence.



