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Résumé :

L'objectif de cette étude est d'isoler des souches de S.aureus a partir du lait cru de
vache, et évaluation de la qualité microbiologique collectée de la wilaya de Laghouat, ceci
afin d'eétudier la prévalence de ce germe dans ce dernier. Dans le second volet, nous sommes
intéressés a I'étude de la résistance des isolats vis-a-vis quelques molécules d'antibiotiques. A

cause du Covid-Sars-19, I’étude s’est focalisée seulement sur la partie bibliographique.

Le lait est un aliment tres riche, équilibré et de grande qualité, il est collecté a partir
des mammiferes. C'est I'une des principales sources d'énergie de calcium, de protéines, de
graisses et de vitamines, ce qui en fait un complément de la ration nutritionnelle des

consommateurs.

De nombreuses études portant sur les S.aureus justifient par I’'immense réle qu’ils
jouent en pathologies infectieuses humaines et vétérinaires. La recrudescence de la multi
résistance aux agents antimicrobiens constitue un probleme majeur de la santé publique dans
le monde, en raison des fréquences qui ne cessent d’augmenter et provoquent des impasses

thérapeutiques dans le prochain avenir.

Mots clés : le lait cru ; S.aureus ; laghouat ; résistance au antibiotique



Abstract:

The objective of this study is to isolate strains of S.aureus from raw cow's milk, and
evaluation of the microbiological quality collected from the wilaya of Laghouat, in order to
study the prevalence of this germ in the latter. In the second part, we are interested in the
study of the resistance of isolates towards a few molecules of antibiotics. Because of the

.Covid-Sars-19, the study focused only on the bibliographic part

Milk is a very rich, balanced and high quality food, it is collected from mammals. It
is one of the main sources of energy of calcium, proteins, fats and vitamins, which makes it a

.supplement to the nutritional intake of consumers

Numerous studies relating to the S.aureus are justified by the immense role they play
in human and veterinary infectious pathologies. The resurgence of multi-resistance to
antimicrobial agents constitutes a major public health problem in the world, due to the

frequencies which continue to increase and cause therapeutic impasses in the next future

Key words: raw milk , S.aureus ,laghouat, resistance of antibiotics
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INTRODUCTION

Les aliments ne peuvent jamais étre entiérement salubres et indemnes de
dangers. En effet, la sécurité alimentaire est aujourd’hui menacée par de nombreux
agents pathogénes responsables d’une variété de maladies, incluant les bactéries, les

moisissures et les virus.

Les intoxications alimentaires sont considérées comme [’une des principales
causes de toutes les maladies d’origine alimentaire. Elles ont un impact majeur sur la
santé publique dans le monde entier (LE LOIR et al, 2003).

Le maintien du secteur laitier ne doit pas se focaliser uniquement sur 1’agent
producteur qui est la vache, mais aussi sur la qualité du lait collecté. En effet le lait est
considéré comme un milieu biologique complexe, composé de toutes les molécules
nécessaires au développement des microorganismes et sa qualité peut étre affectée par
de nombreux facteurs tels que les contaminations au cours et apres la traite et la

présence d’infections des mammites (AGGAD et al., 2009).

A ce jour, 250 différentes maladies d’origine alimentaire sont décrites et les
bactéries représentent les agents responsables de deux tiers des épidémies de ces
maladies. Parmi les bactéries prédominantes impliquées dans ces maladies, on a le
Staphylococcus aureus, reconnu dans le monde entier comme un important agent
pathogene polyvalent de I’homme et 1’animal, provoquant ainsi une grande variété de

maladies, allant de la sévérité de I’intoxication alimentaire (LE LOIR et al, 2003).

En dépit de sa pathogénicité, S. aureus est également hébergé dans les narines
de 20 & 30% de personnes en bonne santé, alors qu’environ 60% de la population

héberge le micro-organisme par intermittence.

Le S. aureus est présent de méme sur la peau et les muqueuses des animaux
producteurs de denrées alimentaires, tels que les ruminants ou il est fréguemment
associé aux mammites subcliniques, conduisant a la contamination du lait et ses

dérivés.

La virulence de cet agent pathogéne dépend en fait de plusieurs facteurs parmi
eux, la résistance aux antibiotiques, qui constitue une menace majeure pour la santé

publique dans le monde, en raison de la circulation de souches résistantes dans



I’environnement et la possible contamination de I’eau et de la nourriture (DE BOER

et al, 2009).

L’utilisation répandue d’antibiotique a accentué 1’émergence de souches multi-
résistantes, ce qui rend plus difficile son éradication. La multi-résistance de S. aureus
est assez commune dans les milieux hospitaliers et les fermes (LIVERMORE, 2000 ;
SAKOULAS et MOELLERING, 2008) ; ou elle fut détectée chez les animaux (LEE,
2003) et les aliments comme la viande (NORMANNO et al, 2007 ; PESAVENTO
et al, 2007), le lait et ses produits (GUNDOGAN et al, 2006 ; PELES et al, 2007 ;
PEREIRA et al, 2009) ainsi que les produits de la péche (BELENEVA, 2011).

En raison de son expansion continuelle dans les milieux hospitaliers et
alimentaires, chaque étude épidémiologique analyse une situation particuliere,
permettant non seulement de suivre et de comprendre son évolution, mais également

de définir des stratégies de lutte au niveau de la santé humaine et animale.

En Algérie, S. aureus est frequemment isolé dans des structures hospitaliéres,
avec une résistance de I’ordre de 90% vis-a-vis de la pénicilline. Des résistances vis-
a-vis de I’Oxacilline et de la Cefoxitine (MRSA) ont été rapportées (RAHAL et al,
2001).

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’isolement des souches de S.
aureus a partir du lait cru de vache dans la ville de Laghouat, et ceci dans le but
d’étudier la prévalence de ce germe dans ce produit alimentaire et leur sensibilité a
quelques antibiotiques. A cause de la pandémie du Covid-Sars-19, le travail s’est

interrompu et nous nous sommes intéressés que sur la partie théorique.



Généralité sur le lait cru

I. Etude bibliographique
1.1. Généralité sur le lait de vache cru

Le lait de vache est un liquide alimentaire, opaque blanc mat, Iégerement bleuté ou plus
ou moins jaunatre, de saveur légerement sucree, constituant un aliment complet et équilibré

avec une odeur peu marquée et un gout douceatre (MAZYOYER, 2007).

Le lait cru est un lait qui n’a subi aucun traitement de conservation sauf la réfrigération
a la ferme. La date limite de vente correspond au lendemain du jour de la traite. Le lait cru
doit étre porté a 1’ébullition avant consommation (car il contient des germes pathogénes)
(FREDOT E.,2006).

1.1.2-Composition du lait de vache cru

Le lait de vache est composé essentiellement d’eau, du lactose, des caséines, de la B-
lactoglobuline, de I’a-lactalbumine et des acides gras courts (C4 a C10). Sa masse volumique
est de l'ordre de 1030 g.I"" pour un litre de lait entier composé de 40 g.I"' de matiére grasse
(DEBRY, 2001). Le figure 01 démontre la composition moyenne du lait de vache estimé en

gl'.

Figure 01. Composition Globale du lait de vache cru en matiere organique et minérale
(ROMAIN et al., 2008).

Compositoin globale du lait( g.I) Composition minérale du lait (g.I)

) @ Sodim (0,58)
®Eau (870) # Magnésium (0.12)
@ Calcrum (1.23)
@ Phosphore (0.95)
uCitnte (> 1.6)

W Chlore (1.19)

# Lactose (49)
W Lipides (33-47)

@ Protéines (32-35)

6 Cendre(7) & Potassium (1.41)
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a. Eau

L’eau est le constituant le plus important du lait qui lui confere un caractére polaire. Ce
caractere polaire lui permet par la suite de former une solution vraie avec les substances
polaires telles que les glucides, les minéraux et une solution colloidale avec les protéines
hydrophiles de sérum. Le lait de vache est constitué de 87% d'eau (AMIOT et al., 2002).

b- Les lipides:

La matiére grasse laitiere représente une source de lipides importante dans
I’alimentation humaine, cette matiére représente 3 a 6% de la composition du lait. Cependant,
plus de 98,7% des lipides présents dans le lait sont des glycérides neutres, répartis en

triglycérides (98,3%), diglycérides (0,3%) et en monoglycérides (0,03%).

Les autres composants lipidiques sont des acides gras libres (0,1%), des phospholipides
(0,8%), des sphingolipides (0,27%), du cholestérol (0,30%), des caroténoides et de la
vitamine A (0,002%) (COUVREUR et HURTAUD, 2007). La figure 2 représente la

Structure d'un globule de matiere grasse.

Figure 02. Structure d'un globule de matiere grasse (VINGOLA, 2002)

phospholipides triglycérides
solides
charges
négatives
N
lipoprotéines, enzymes, = triglycérides
agglutinines liquides

c. Les protéines

Les protéines sont des éléments essentiels au bon fonctionnement des cellules vivantes,

elles constituent une part importante du lait et des produits laitiers (3 a 4%) (LEONIL et al.,
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2013). Selon leur solubilité dans I'eau, les protéines sont classées en deux catégories ; les
caséines qui se regroupent sous forme de micelles protéiques et les protéines du sérum (béta-
lactoglobuline, alpha-lactalbumine) qui se retrouvent sous forme d'une solution colloidale et
se précipitent sous l'action de la chaleur (JEAN AMIOT et al., 2002).

cl. Les caséines

Les caséines forment prés de 80% de toutes les protéines présentes dans le lait (soit 25-
28 g.I'") (LEONIL et al., 2013). Ce sont des phosphoprotéines qui se regroupement sous
formes sphériques appelée “micelle”. Dans un litre de lait, on compte environ 1,14 x 10'[]
micelles de caséines, avec un diamétre d’environ 50 a 500 nm (LEONIL et al., 2013). On
distingue quatre types de ces protéines, qui sont les caséines aS1, aS2, B et k (VIGNOLA,
2002).

c2. Les protéines de sérum

Les protéines de sérum représentent environ 20% des protéines totales. Les deux
principales protéines de cette classe sont ; la B-lactoglobuline et I'a-lactalbumine. Les autres
protéines qui forment cette classe sont les immunoglobulines, I’albumine de sérum bovin et la
lactoferrine (VIGNOLA, 2002).

d. Les glucides

Le principaux sucres du lait est le lactose, il est considéré comme le composé
prépondérant de la matiere seche totale (BENHILA et MELAHI, 2015). Il est responsable
par son godt sucré et par sa concentration élevée de la saveur douce et agréable du lait frais
(ROMAIN et al., 2008).

e. Les minéraux

La fraction minérale du lait est composée de chlorures, phosphates, citrates, sulfates et
bicarbonates de sodium, potassium, calcium et de magnésium. Ces minéraux sont répartis soit
en solution dans la fraction soluble, soit sous forme liée dans la fraction insoluble (ou
colloidale) (ROBINSON, 2005). Le tableau 01 demontre la composition en mg des

principaux sels minéraux qui compose le lait.
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Tableau 01 : Composition en mg des principaux sels minéraux du lait (CIQUAL, 2008)

Minérau Valeur
X (mg)

Calcium 119

Fer 0.1

Magnési 10
um

Phosphor 86
e

Potassiu 148
m

Sodium 45

f. Les vitamines

Sont des molécules complexes de taille plus faible que les protéines, de structure trés
variées ayant un rapport étroit avec les enzymes, car elles jouent un réle de coenzyme
associée a une apoenzyme protéique (BENHILA et MELAHI, 2015). On classe les

vitamines en deux grandes catégories :

> Les vitamines hydrosolubles (vitamines du groupe B et vitamine C) de la phase
aqueuse du lait.

» Les vitamines liposolubles (vitamines A, D, E et K) associées a la matiére grasse,
dont certaines sont au centre du globule gras et d’autres a sa périphérie (POUGHEON,
2001).

g. Les enzymes

Les enzymes sont des substances organiques de nature protidique, elles sont produites
par des cellules ou des organismes vivants, agissant comme catalyseurs dans les réactions
biochimiques. Environ 60 enzymes ont été répertoriees dans le lait dont 20 sont des

constituants natifs. Une grande partie se retrouve dans la membrane des globules gras, par
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ailleurs, le lait contient de nombreuses cellules (leucocytes, bactéries) qui élaborent des
enzymes (POUGEON, 2001)

1.1.3. Les facteurs affectant la composition de lait de vache

La composition chimique du lait et ses caractéristiques technologiques varient en
fonction d’un grand nombre de facteurs, ces facteurs sont classés en facteurs intrinséques et

extrinseques.

Les facteurs intrinséques sont liés a I’animal, elle dépend de son 1’age, son état sanitaire,
et d’autres facteurs génétiques. Les facteurs extrinseques sont liés au milieu et a la conduite

d’¢élevage comme par exemple ; la saison, le climat, et I’alimentation. (STOLL, 2003).
a. Les facteurs intrinséques

Les mutations probables existantes en particulier les mutations ponctuelles affectent
considérablement la qualité du lait, ces mutations donnent par la suite des protéines
différentes qui ne se distinguent que par 1’échange d’un ou deux acides aminés. Les variantes
génétiques des protéines du lait, notamment ceux de la caséine x (x-Cn) et de la B-
lactoglobuline (B-Lg), affectent la composition du lait de vache (JAKOB et HANNI, 2004).

D’autre part, au cours de la lactation, les quantités de matiére grasse, azotées et des
caséines évoluent de fagcon inversement proportionnelle a la quantité de lait produite. Les taux
de la matiére grasse et azotée, élevés au vélage, diminuent au cours du premier mois et se
maintiennent a un niveau minimal pendant le deuxiéme mois. lls amorcent ensuite une
remontée jusqu’au tarissement. Le lait produit en fin de lactation présente les mémes
caractéristiques du lait sécrété par les animaux agés. En outre, les taux des protéines et des
lipides ont tendance a diminuer au cours des lactations successives (MEYER et DENIS,,
1999).

b. Les facteurs extrinseques

L’alimentation joue un réle important, elle permet d’agir a court terme et d’une maniere
differente sur les taux de matiére grasse (taux butyreux) et le taux des protéines, elle peut étre
améliorée par des apports spécifiques en acides aminés (lysine et méthionine). Il existe
plusieurs types d’aliments favorisent I’amélioration du taux butyreux (HODEN et COULON,
1991).
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1.1.4. Les caractéres organoleptiques du lait cru de vache

Juger la qualité du lait par son godt et son odeur exige une habileté considérable qui ne
peut étre acquise que par la pratique. L’examen de la consistance, de la couleur, de 1’odeur et
de la saveur du lait cru peut apporter certaines indications sur la qualité du produit
(GUIRAUD, 2003).

a. Les caractéres physico-chimiques
al. PH

Le pH renseigne précisement sur I'état de fraicheur du lait. Un lait de vache frais a un
pH de l'ordre de 6,7. S'il y a une action des bactéries lactiques, une partie du lactose du lait
sera dégradée en acide lactique, ce qui entraine une augmentation de I’acidité et donc une
diminution du PH (CIPC, 2011).

a2. L'acidité du lait

A la sortie du pis de la vache, le lait frais a une acidité naturelle due a la présence de
protéines, de substances minérales et d’acides organiques (CIPC lait., 2011). Puis au fur et a
mesure de la conservation du lait, des bactéries lactiques se développent et de 1’acide lactique
se forme par fermentation du lactose. Cette acidité développée conduit a la dénaturation des
protéines (CIPC, 2011). Un lait cru frais normal a une acidité titrable de 14°D a 17°D
(GUIRAUD, 2003).

a3. La densité

Elle oscille entre 1,028 et 1,034. Elle doit étre supérieure ou égale a 1,028 a 20°C. La
densité des laits de grand mélange des laiteries est de 1,032 a 20°C. La densité des laits
écrémes est superieure a 1,035. Un lait a la fois écremé et mouillé peut avoir une densité
normale (VIERLING, 2008).

ad. La masse volumique

Le lait contient différents éléments dispersés comme les microorganismes, globules

gras, micelle de caséine qui peuvent étre séparés selon leur masse volumique.

Elle est définie par le quotient de la masse d’une certaine quantité de lait divisée par
son volume (POINTURIER, 2003). Elle est exprimée en grammes par millilitre ou en
kilogrammes par litre, elle varie selon la température, car le volume d’une solution varie selon
la température (VIGNOLA, 2002).
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a5. Point de congélation

Le point de la congélation originel du lait de vache se situe normalement entre -0,530
°C a-0,575 °C, en moyenne a -0,555 °C. 1l est légérement inférieur a celui de 1’eau. Un point
de congélation supérieur a -0,530 °C permet de soupconner une addition d’eau au lait. Cette
mesure est effectuée a 1’aide d’un cryoscope (VIGNOLA, 2002).

a6. Point d'ébullition

Il est défini comme la température atteinte lorsque la pression de vapeur de la solution
est égale a la pression appliquée. Il est I'égerment supérieur a celui de l'eau, soit : 100.5°C
(JEAN et al., 2002).

1.1.5. Les caractéristiques microbiologiques du lait

De nombreuses especes bactériennes sont susceptibles de se développer dans le lait, il
constitue pour elles un excellent milieu nutritif. Au cours de leurs multiplication dans le lait,
elles libérent des gaz (oxygéne, hydrogéne, gaz carbonique...etc.), des substances
aromatiques, de ’acide lactique, diverses substances protéiques, voire des toxines pouvant
étre responsables de pathologie chez I'homme (Institut de I’élevage., 2009;GUIRAUD
J.,2003).

a. Les flores microbiennes de lait cru
al. Flore originelle

Le lait contient relativement peu de microorganisme quand il est sécrété par les
mamelles de 1’animal en bonne santé. Il devrait contenir moins de 5000UFC (unités formant
colonies). La flore naturelle du lait cru est un facteur essentiel particuliérement a ces

propriétés organoleptiques (FOTOU et al., 2011).

Le Lait cru est protegé contre les bactéries par des substances inhibitrices appelées «les
lacténines» mais leur action est de trés courte durée (environ 01heure) (GUIRAUD, 2003).

a2. Flore de contamination

La flore de contamination représente 1’ensemble des microorganismes contaminant le
lait, de la récolte jusqu’a la consommation. Elle peut se composer d’une flore d’altération, qui
causera des défauts sensoriels ou qui réduira la durée de conservation des produits, et d’une

flore pathogéne dangereuse du point de vue sanitaire (VIGNOLA, 2002).

Ces contaminations par divers microorganismes peuvent provenir de 1I’environnement :

des entérobactéries, des pseudomonas, des flavobacterium, des microcoques, des

9
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coryneébacteries, des Bacillus, etc., la contamination peut étre aussi causée par I’intermédiaire
du matériel de traite ou de stockage du lait. Des contaminations d’origine fécale peuvent
entrainer la présence de Clostridium, d’entérobactéries, de coliformes et, éventuellement,
d’entérobactéries pathogénes comme par exemple; Salmonella, Yersinia, etc., ce qui
démontre I’importance du contréle rigoureux du lait (LEYRAL et VIERLING, 2007).

> Flore d'altération

Elle est responsable de la dégradation des constituants du lait cru comme les lipides et
les protéines et aussi de la détérioration de ses caracteres organoleptiques (GUIRAUD, 2003).

Parmi ces micro-organismes on trouve la flore aérobie mésophile totale et les coliformes.
> Flore pathogene

Les germes pathogénes auxquels on accorde une importance particuliére, en raison de la
gravité ou de la fréquence des risques qu'ils présentent sont les bactéries infectieuses comme

par exemple : Selmonella sp, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Clostridium

perfringens, Campylobacter sp, Staphylococcus sp et Clostridium botulinum (VIGNOLA,
2002).
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1.2. L'antibiorésistance bactérienne et leur impact sur la santé humaine
1.2.1. Introduction

Les antibiotiques sont des molécules, d’origine naturelle ou synthétique, possédant la
propriété de tuer (bactéricide) ou de limiter la croissance (bactériostatique) des bactéries. Une
grande majorité de ces molécules a été decouverte dans les années 1940 jusqu’aux années
1960, I’age d’or de la découverte des antibiotiques (LEWIS, 2013).

Il existe de trés nombreux antibiotiques répartis en différentes familles selon leur mode
d’action ou leur structure moléculaire. La plupart d’entre eux cible les fonctions
physiologique ou métaboliques essentielles a la cellule bactérienne. Parmi les antibiotiques
bactéricides : les B-lactamines (pénicillines, céphalosporines, carbapénemes, monobactames)
et les glycopeptides inhibant la synthése de la paroi bactérienne.

En particulier, les B-lactamines se lient aux enzymes appelées protéines de liaison des
pénicillines (PLP) qui participent a la synthése du peptidoglycane, le principal constituant de
la paroi bactérienne. Il existe différentes PLP (PLP1,PLP2, etc.) n’ayant pas la méme affinité
vis-a-vis des B-lactamines. Les glycopeptides tels que la vancomycine inhibent la synthése de
la paroi bactérienne en induisant un encombrement stérique qui bloque 1’assemblage des
précurseurs lors de la formation du peptidoglycane. Les quinolones sont des antibiotiques de
synthese, empéchent quant a eux la réplication de ’ADN bactérien en inhibant ’ADN gyrase
nécessaire a cette étape. Il existe d’autres mécanismes d’action des antibiotiques tels que le
blocage de la synthése protéique ou I’inhibition de la production d’acide folique nécessaire a
la synthése des bases nucléiques (LEWIS K., 2013).

1.2.2. La résistance bactérienne aux antibiotiques et leur mécanisme

Un microorganisme est considéré « résistant » vis-a-vis d’un antibiotique lorsque sa
concentration minimale inhibitrice (CMI) est plus élevée que celle qui inhibe le
développement de la majorité des autres souches de la méme espéce. Les bactéries sont dites
multi-résistantes lorsqu’a la suite d’une accumulation de résistance naturelle et acquise, elles
ne sont sensibles qu’a un petit nombre limité d’antibiotique (CARLE, 2009). La résistance

peut étre naturelle, ou acquise
a- La résistance naturelle et résistance acquise

al- La résistance naturelle
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Les génes de résistance font partie du patrimoine génétique de la bactérie, la
résistance naturelle est un caractére présent chez toutes les souches appartenant a la méme
espece. Ce type de résistance est detecté des les premiéres études réalisées sur I’antibiotique

afin de déterminer son activité et contribue a définir son spectre antibactérien.

Cette resistance peut étre due a 1’inaccessibilité de la cible pour I’antibiotique, a une
faible affinité de cible pour I’antibiotique ou encore a I’absence de la cible. La résistance
intrinseque est permanente stable est transmissible a la descendance (transmission verticale)
lors de la division cellulaire, mais elle n’est pas transférable d’une bactériec a I’autre
(transmission horizontale) (MANDELL et al, 2009).

a2- La résistance acquise

Les bactéries, préalablement sensibles a un antibiotique, peuvent développer une
résistance a cet antibiotique, ce qui implique des changements genétiques chromosomiques ou
extra-chromosomiques. Elles ne concernent que quelques souches, d’une méme espéce
normalement sensible a un antibiotique donné. La résistance acquise possede généralement un
faible risque de transmission horizontale lorsque la résistance est la suite d’une mutation
chromosomique. En revanche, la résistance acquise est considérée comme ayant un potentiel
élevé pour la diffusion horizontale de résistance aux antibiotiques, lorsque les genes de
résistance sont présents sur des éléments génétiques mobiles (plasmides et transposons)
(KHACHATOURIANS, 1998 ; commission Européenne, 2008).

a.2.1-Mutation chromosomique (évolution verticale)

La mutation chromosomique spontanée constitue un mécanisme de résistance aux
antibiotiques chez environ 10 a 20 % des bactéries. Elle se produit environ une fois pour
chaque milliard de divisions cellulaires (PLLASCH, 2003). Ces mutations sont associées a
des erreurs non corrigées survenant pendant la réplication d’ADN ou réarrangements
génomiques spontanés ..., les génes de résistance se situent alors dans le chromosome de la
bactérie. Une mutation n’affecte qu’un caractére, et la résistance ne concerne généralement
qu’un antibiotique ou qu’une famille d’antibiotique ayant le méme mécanisme d’action

(YAMASHITA et al, 2000).
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a.2.2-Acquisition des génes de résistance (évolution horizontale)

Les génes de résistance se trouvent dans un fragment d’ADN bactérien Ssitué a
I’extérieur de certains €¢léments mobiles du chromosome, tels les transposons. Cette forme de
résistance est transférable d’une bactérie a I’autre et méme a des bactéries d’espece différente.
Le transfert d’un seul plasmide augmente aussi le risque d’une résistance a plusieurs
antibiotiques (CARATTOLI, 2001).

v' La transformation

La transformation est un processus actif qui permet le transfert et 1’échange de géne, ce
phénomeéne naturel est controlé par des génes chromosomiques qui permettent 1’absorption de
I’ADN exogene libre par une cellule compétente (BACON et al, 2003)

Beaucoup de bacteéries transformables libérent leur ADN pendant la croissance. Ainsi, au
moins 50 bactéries différentes ont été démontrées comme étant compétentes pour acquerir

des genes libérés dans I’environnement par d’autres organismes, méme d’origine eucaryote

(Plantes, levures ...) (HAVARSTEIN et al, 1998).

Les génes acquis aprés transformation doivent étre intégrés dans un plasmide ou un
chromosome pour étre fonctionnel (LEVY et al, 1998) aprés une recombinaison homologue

entre les séquences exogenes et endogénes .
v’ La transduction

La transduction est un mécanisme de transfert de ’ADN d’une bactérie a une autre,
dont le vecteur est un virus bactérie appelé bactériophage. Ce mécanisme se produit
généralement lorsqu’un virus porte accidentellement de I’ADN d’une cellule bactérienne et
I’injecte dans une autre essentiellement a la méme espéce. Deux types de transduction sont
rencontrés : la transduction  généralisée et la transduction spécialisée (DAVISON et al,
1999)

v' Laconjugaison

Les plasmides sont souvent transférés par conjugaison. La conjugaison est un processus
au cours duquel I’ADN est transféré d’une bactérie donatrice a une bactérie réceptrice par un
mécanisme complexe nécessitant un étroit contact cellulaire et responsable pour que la

résistance puisse se transmet aux bactéries filles. Les bactéries ayant recu cet éléement mobile
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peuvent se rétablir et redevenir sensibles aux antibiotiques si elles ne sont pas exposées a ces
derniers (YAMASHITA et al, 2000).

Figure 03: Différents moyens pour le transfert horizontal des genes de résistances aux

antibiotiques (GEORGE et al.,1998)
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b-Mécanismes biochimiques de résistances aux antibiotiques

Qu’ils soient d’origine extra-chromosomique ou inscrits dans le chromosome bactérien
ces mécanismes sont nombreux. Plusieurs mécanismes sont souvent impliqués simultanément
dans la résistance aux antibiotiques.

b1-Mécanismes d’inactivations enzymatiques de I’antibiotique

Ce mécanisme est le plus fréquent et concerne toutes les classes majeures
d’antibiotique. Des enzymes, produites par les bactéries, inactivent I'antibiotique en le
modifiant ou en I'hydrolysant.
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Tableau 02 : Recapitulatif des mécanismes biochimiques de résistance aux principaux

antibiotiques (Thése du doctorat en médecine 2017)

Mécanismes Inactivation Modification de Efflux Imperméabilité
enzymatique la cible
Les | La production Une altération Un efflux actif & | se rencontre chez
“llactamines | des - des PBP peut l'aide de les Gram(-)
lactamases réduire leur transporteurs et confére une
affinité pour les | peut conférer un | résistance aux f
B-lactames niveau modéré -
de résistance lactames trop
a la plupart des B | hydrophiles pour
lactames. 11se | yigcor 4 travers
rencontre surtout | la membrane
chez externe
P.aeruginosa )céphalosporines
; pénicillines a
large spectre)
Les macrolides | décrit plus préoccupant | La résistance par
uniquement dans les efflux est le
chez E coli et souches de mécanisme le
Pseudomonas Staphylocoques | plus fréquent de
26ruginosa), etde résistance chez
implique la Streptocoques
. Streptococcus
production
pyogenes«
d'enzymes
mais il est

(érythromycine

estérases)

égalementprésent

chez
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S. pneumoniae

Les aminosides

C’est le
mécanisme de

résistance le

plus courant

Une diminution
de Il'affinité de
I'aminoglycoside
pour sa cible
ribosomiale est
ligeala
production
d’une méthylase.

On les retrouve

actuellement

essentiellement

chez les bacilles

Gram(-) non

fermentants et
les

entérobactéries

Une
imperméabilité
de la bactérie est
responsable
d'une résistance
croisée a tous les
aminoglycosides.
Elle se rencontre

chez certaines

souches de

Staphylococcus

Les quinolones

Ce mécanisme

dépend de la
production
d’une protéine
qui lie les

fluoroquinolones

et est capable

de les déplacer

de leur liaison a

I’ADN gyrase

ou a la topo-

L'acquisition ou

la surexpression

d'une pompe a
efflux

fonctionnant par

échange contre
les protons réduit
la concentration
des

fluoroquinolones

dans la bactérie

Une
imperméabilité
de la bactérie par

réduction de

I'expression du

géne codant

pour les porines
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isomérase 1V.

Ce mécanisme

se répond chez

les Gram(-).

b2-Modification de la pénétration des antibiotiques :

Cette résistance concerne surtout les bactéries a Gram négatif, et entraine une

diminution de la quantité d’antibiotique atteignant la cible (GERARD A ;2009). Il y a:

- Mécanismes d’entrée des antibiotiques dans la cellule bactérienne : par Pénétration a
travers la paroi et/ou la membrane externe et par la pénétration a travers la membrane

cytoplasmique.
- Résistance par imperméabilité de la structure externe de la bactérie
- Perte de porines membranaires

-Résistance liée a une modification de la perméabilité de la membrane interne
(CALGAGNO F; LACROIXR ;2011) (DECOSTER A ;2014)

b3- Résistance par mécanisme d’efflux actif

Il s’agit d’un systéme actif reposant sur la présence de protéines particulieres
jouant le réle de pompe permettant 1’expulsion des molécules nocives pour la bactérie, dont
les antibiotiques, dés qu’ils pénétrent dans la cellule bactérienne. Cela entraine une
diminution de la quantité d’antibiotique atteignant la cible (MAMMEDI H;2008) (GERARD
A;2009).

b4- Résistance par modification ou substitution de la cible

Apres I’entrée dans la bactérie, I’antibiotique doit en général se fixer sur sa cible pour
agir. Si cette cible est modifiée, cela entraine une diminution de reconnaissance par
I’antibiotique et une diminution de I’efficacité. La bactérie acquiert une résistance qui souvent

s’étendra a toute une famille d’antibiotiques. Ce mécanisme est observé avec de nombreux

antibiotiques et de nombreuses bacteries.
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La modification peut aussi consister en une modification quantitative de la cible. Une
hyperexpression par exemple aura pour consequence la nécessité d’utiliser une quantité

supérieure d’antibiotique pour la méme efficacité d’action (DECOSTER A ;2014).
1.2.3- L'impact d'antibiorésistance bactérienne sur la santé humaine et animal

L'antibioresistance des bacteries est un probléme de santé publique touchant a la fois la
santé animale et la santé humaine. Actuellement il n'y a pas de consensus scientifique

concernant I’impact sur antibiorésistance des antibiotiques utilisés en élevage .

Il nous a donc paru interessant de réaliser une synthése des connaissances sur ce
domaine. Les références études confirment le réle de I'antibiotherapie en usage vétérinaire
dans la survenue de l'antibiorésistance des bactéries et précisent les différents facteurs
intervenant dans ce processus : nombre danimaux traités, type antibiotique et modalités

d'utilisation.
Les modalités de transfert d'antibiorésistance de I'animal a I'hnomme sont citées :

- Le transfert direct par les bactéries antibiorésistantes et le transfert indirect par
diffusion des génes de résistance faisant appel a des mécanismes plus complexes. La voie de
transfert la plus fréguemment mise en cause dans la littérature reste la chaine alimentaire.
Cependant la quantification du transfert d'antibiorésistance de I'animal a I'nomme reste une
question en suspens (FAYE K.,2005).

- L’utilisation inadéquate des antibiotiques peut contribuer fortement a la mise en place
des bactéries pathogenes résistantes dans un environnement donné. Ce constat a amené a
identifier des gestes inappropriés qui favorisent ces évenements. Ces gestes sont en général
liés a I’emploi non approprié de ces molécules antimicrobiennes. Le premier concerne la
consommation accrue et inappropriée des antibiotiques. On note I’existence d’un paradoxe,
plus les antibiotiques sont utilises, plus ils perdent leur efficacité (Monnet, 2000). Leur
utilisation excessive est identifiee comme contribuant a la mise en place des bactéries

résistantes en particulier par utilisation non conforme.
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1.3. Généralité sur le staphylococcus aureus
1.3.1. Historique

Le staphylococcus aureus (S. aureus) est un ennemi intime et permanent depuis la nuit
des temps. Le Staphylocoque fut démasqué a la fin du XIX¢éme siécle, I’observation au
microscope faisant apparaitre des « amas de grains » dans le pus de furoncles. D’abord
observé par ROBERT KOCH en 1878, il fut reconnu par LOUIS PASTEUR deux ans plus
tard (FASQUELLE, 1974 ; KARTHIK, 2007).

En 1881, ALEXANDER OGSTON isola la bactérie a partir d’abcés post-opératoires et
reproduisit 1’infection chez I’animal. Ces amas furent a I’ origine du nom qu’il lui donna,
Staphyle désignant la grappe de raisin en grec. OGSTON différencie ainsi Staphylococcus de
Streptococcus (SPICER, 2003 ; BRECHE, 1988 ; STEPHEN et HAXKEY, 2006). Et ce
fut en 1884 qu’ANTON ROSENBACH cultiva le Staphylocoque in vitro et en décrivit la
premiére espéce connue : Staphylococcus aureus, ou bien Staphylocoque doré, ainsi nommé
en raison de la couleur des colonies obtenues en culture (AVRIL et al, 1992 ; KARTHIK,
2007).

1.3.2. Définition

Le S. aureus, communément appelé staphylocogue doré, est un staphylocoque a
coagulase positive (LICITRA G,2013). C'est une bactérie commensale de la peau et des
muqueuses dont la niche principale est la fosse nasale.

La colonisation est définie comme le portage asymptomatique de la bactérie et
concerne environ 30 a 50% de la population générale au niveau nasal .D 'autres sites peuvent
également étre colonisés par S. aureus tels que le pharynx, l'intestin, le périnee, la peau et les
aisselles. L'nomme est le principal réservoir, ces bactéries sont eégalement retrouvées dans
I'environnement (eau, air, surfaces. aliments) et chez I'animal, notamment d'élevage
(WERTHEIM H et al.,2003).

Le S.aureus est le micro-organisme pathogéne le plus souvent incriminé dans des cas de
toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) par le lait et les produits laitiers. Elle
déclenche des nausées, vomissements, diarrhées, douleurs abdominales et maux de téte voire
des conséquences plus graves chez les jeunes enfants, les femmes enceintes et les personnes
immunodéprimées (VAN KESSEL et al., 2004).
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1.3.3. Caractéristique de Staphyloccocus aureus

a-Morphologie

Tableau 03: Principaux caracteres des Staphylocoques (CAMILLE, 2007).

Caractere

Résultat

Coloration de Gram

Gram positive

Morphologie - Cocci sphérique de 0,5 & 1um de diameétre
-en amas (grappes de raisin) : S.aureus
Asporulé, Acapsulé (LORY et al., 2004)
(CARIP, 2008).

Catalase Positive

Coagulase Positive

Mobilité Immobile

Type de respiratoire

Anaérobies facultatifs en général

Milieux de culture d’usage Courant

G¢élose nutritive, gélose trypcase soja...

Milieux d’isolement sélectifs

Gélose de Baird-Parker ; Milieu de

Chapman...

Milieu d’enrichissements Sélectifs

Bouillon de Giolitti- Cantoni.
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Figure 04: Couques de Staphylococcus aureus disposées en grappes de raisins ;
micrographie électronique a balayage (Gx100) (WIILLEY et al, 2010).

b-Taxonomie:

Tableau 04 : Classification de Staphylococcus aureus

Classification :

-Régne : Bacteria

-Phylum : Firmicutes

-Classe : Bacilli

-Ordre : Bacilliales

-Famille : Micrococaceae

-Genre: Micrococcuset

stomatococcus

-Espeéce :

Staphylococcus aureus

(DWORKIN et al., 2006).
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1.3.4. Les caracteres physiologiques et biochimiques

Toutes les souches produisent une catalase mais pas d’oxydase. Ainsi, les souches de
S.aureus sont: indole, acétone, uréase, réduisant le téllurite de potassium et les nitrates en

nitrites, et produisant de I’ammoniaque a partir de 1’arginine (KLOOS et al, 1990).

De plus, la plupart des souches de S. aureus contrairement aux autres espéces
produisent de I'némolyse béta, caractéristique utile lorsqu'on cherche a identifier un
staphylocoque (COUTURE, 1990).

Le métabolisme glucidique est particulierement intéressant. La plupart des sucres sont
fermentés (glucose, saccharose, lévulose, lactose et mannitol). Le glucose est utilise en
anaérobiose et aérobiose ainsi que le mannitol. L’utilisation du mannitol est une indication
importante parce que ce polyalcool est fermenté par S. aureus et S. epidermidis
(FAUCHERE 2002 ; FASQUELLE, 1974).

Tableau 05 : Caracteres biochimiques de S.aureus (LE LOIR et GAUTIER, 2010).

Caracteres : S.aureus :
Pigmentation de la colonie +
Croissance anaérobie +
Croissance aérobie +
Staphylocagulase +
Clumping factor +
Thermonucléase +
Hémolyse +
Catalase +
Uréase D
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Beta glucosidase +
Production d'acétoine +
Reduction des nitrites +
Hydrolyse de I'esculine +

Symboles : +; concerne 90% ou plus des souches, D ; 11 a 89% des souches sont

positives
1.3.5. Toxinogénicité

Le S.aureus produise une toxine appellée "entérotoxine staphylococcique”. Elle est
différente des autres entérotoxines dont la structure est constitués d'une seule chaine d'acide
aminée (LEYRAL et VIERLING, 2007). Ce sont des protéines thermostables de poids
moléculaire compris entre 25000 et 35000, solubles dans I'eau et les eaux salines (AIT
ABBELOUAHAB D, 2001).

Il en été identifié :A,B,C1,C2,C3,D,E,F et G. L'entérotoxine A est responsable de 80%
des intoxications déclarées (DIEP et al., 2008). Elle résiste & 1’acide gastrique et aux
traitements thermiques assez importants (BONNEFOY et al., 2002). On la rencontre dans les
toxémies staphylococciques et plus particulierement lors d'un choc toxique staphylococcique
caractérisé par de I'nypotension, une hypo-alouminémie, une fiévre un cedéme important et

des dysfonctionnements organiques multiples (DIEP et al., 2008).

Tableau 06 : Caractéristiques de survie, de croissance et de toxinogenese de S.aureus

(Fiche de description de danger biologique transmissible par les aliments septembre 2011)

Parameétres Croissance Toxines (SE)
Optimum Extrémes* Production | Limites de
optimale production
Température 35-41 6-48 34-40 10-45
(°C)
PH 6-7 4-10 7-8 5-9.6
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av 0.99 0.83-0.99 0.99 0.86-0.99

NaCl (%) 0-4 0-20 0-4 0-10

Atmosphére | Aérobie Aéro- aérobie Aéro-
anagrobie anaérobie

1.3.6. Intoxication alimentaire

La toxine est responsable de trouble important de la digestion qui se manifeste en six
heures aprés ingestion de la nourriture incriminée contenant la toxine. Il se traduit par de
violents vomissements accompagnés le plus généralement par des nausées, diarrhées. Mais
I'intoxication a S.aureus n'est en générale pas mortelle pour un individu en bonne santé par
contre elle provoque un probléme grave pour les individus affaiblis par d'autres problémes

santé. Elle guérit presque spontanément dans les 24h suivant I'apparition des symptomes.
L'apparition d'une intoxication a S.aureus supposé deux condition :

* L'aliment contaminé doit €tre approprié pour la croissance et la production de la toxine

de la bactérie;

« L'aliment doit rester a une température qui permet la croissance de la bactérie
(PERRY, 2004).

» Les risques d'une intoxication alimentaire:

Les symptomes les plus fréquemment observés lors de ces intoxications sont des
vomissements violents et répétes, des nausees, des diarrhées aqueuses et des douleurs
abdominales. Occasionnellement peuvent étre observes : maux de téte, transpiration, frissons,
crampes musculaires, faiblesse générale, hypotension, et prostration.

Les TIA & S .aureus étant dues a des toxines préformées dans 1’aliment et non a une
colonisation digestive par une bactérie entéropathogéne, il n’y a en général pas de fiévre ou

une fievre modérée (MICHEL F, 2005).

Les symptomes surviennent apres une période d’incubation courte, entre 2 et 4
heures en moyenne aprées la consommation du repas contaminé, et disparaissent spontanément

aprés 18 a 24 heures.
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Les cas de déces

a lasuite de TIA a S.aureus sont trés rares et surviennent

chez les jeunes enfants et les personnes agées a la suite d’une déshydratation brutale

provoquée par les vomissements et les diarrhées (MICHEL F,2005)

Tableau 07 : Caractéristiques d’une intoxication due a l’ingestion d’entérotoxines

staphylococciques (Fiche de description de danger biologique transmissible par les

aliments Septembre 2011)

Durée | Populatio | Principaux Durée des Durée Complication Portage de
moyenne n cible | symptémes symptome dela | S staphylocogue
d’incubatio S période S
n .
contagieuse producteurs
de SE
Toute la Nausées 18- Entéro | La mortalité Portage
30min-8h population: suivies de 24 h toxines non | reste intestinal:
vomissements transmissible . o
(3h toutes caractéristique . ITeS de personne Exceptionnell % 30-20des
en moyenne) . . diarrhées e (taux de adultes.
classes s incoercibles a | mortalité :
)h . etla o, Portage nasal :
d’age (vomls,sements faiblesse personne. | 0,02),% 20-55% (37%
en fusées) .
confondues éné - | atteignantles | en moyenne)
Douleurs rale g Aucune | individus des adultes
abdominales contagiosite. '
peuvent les plus Portage manuel
Diarrhées sensibles a la g
dure déshvd - :10% du
Vertiges r 24 heures eshy _ratatlon personnel
(nourrisson
Frissons s de et personnes Qgspltaller ou
Faiblesse P agées) et
gener_ale les personnes p?rsonneIA
parfois . , d’une chaine de
) atteintes d’une .
accompagnée restauration.

d’une fievre
modérée

Lors des cas
les plus
séveres, des
maux

de téte, une
prostration et
une

hypotension
ont été
rapportés.

pathologie
sous-jacente.

Taux
d’hospitalisati
o estimé : 16
% dans le cas

ou I’agent a
été confirmé
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Conclusion :

Ce travail a aporté sur la recherche et identification de Staphylococcus aureus, qui a montré

qu'il a un réle d'agent pathogéne d'origine alimentaire comme le lait qui est un aliment vivant,

riche en facteurs qui facilitent la digestion et I’assimilation des nutriments qu’il contient

L’¢étude de la résistance des isolats aux antibiotiques révele 1’existence de résistance, avec des

proportions variables selon les familles d’antibiotiques

Les flux prouveés des germes de résistance entre I’environnement, I’homme et 1’animal

imposent une vision et une approche globale, pouvant se décliner en des mesures

stratégique afin de prévenir, d’atténuer, ou méme palier cette évolution préjudiciable de la

résistance et de la virulence :

- Edification d’une politique stratégique et efficace pour I’amélioration des conditions
d’hygiénes.

- Utilisation rationnelle des antibiotiques en respectant la dose et la période de
traitement des vaches

Afin de limiter la présence de Staphylococcus aureus dans le lait cru, nous recommandons

comme conseil suivant :

- Améliorer les conditions hygiéniques de la traite
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