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Glossaire

Aldolase : Complexe enzymatique qui catalyse la scissionrdctdse 1-6- diphosphate, utilisée
pour les marquages métaboliques.

Antibiothérapie : Un traitement par antibiotique

Antimutagéne : Produit s'opposant aux substances susceptibiesodilire des mutations
Atopique : Relatif a l'atopie, prédisposition familiale a tegémes affections, telles que des
allergies.

Atrophie: Diminution, réduction, dépréciation, rétrécissetnen

Ballonnements :Gonflement du ventre par les gaz

Bordure en brosse :Est un des différents types d'organisation desawitosités avec les
microvillosités basales et les plateaux striés.plateau strié se caractérise par la densité des
microvillosités.

Bulleux : Qualifie une affection cutanée avec apparitiotulées

Canule : Tuyau introduit par un orifice de lI'organisme.

Chorion : Définit le tissu conjonctif sous-jacent dans omequeuse.

Colite : Inflammation du colon

Commensal :Espéeces commensal@gnt l'une vit associée a l'autre en profitant d&sris de
ses repas, mais sans lui nuire.

Déshydratation : Etat d'un organisme qui a subi une importanteepieau.

Duodénum : Début de l'intestin gréle a la sortie de I'estomac

Dyspnée :Difficultés de respiration, suffocation, essoufilent.

Eczéma atopique :Est une maladie dermatologique. Les plaques roagjearaissent en général
entre I'4ge de 3 mois et 2 ans. Débutant et prédorhiau visage, I'eczéma siége avant tout sur
les joues, le front, le cou. Il peut s'étendre ain chevelu, plus rarement déborder sur le thorax
et les plis de flexion.

Emétique : Qui provoque des vomissements.

Endémique : Qui a les caractéres de I'endémie, d'une malatigcpliere a une région ou elle
existe en permanence.

Endocardite : Inflammation de I'endocarde, de la membrane intdtneceur

Entérocolite : Inflammation de l'intestin gréle et du colon.

Entérocytes : Cellule de I'épithélium de la muqueuse intestindtt le pdle apical est revétu
d'un plateau strié présentant la réaction d'unspietase alcaline.



Epidémie : Atteinte simultanée d’'un grand nombre d’individdisin pays ou région par une
maladie contagieuse

Epithélium : Tissu fondamental formant soit un revétement extéen surface de la peau) ou
interne (en surface d'une muqueuse), soit une gland

Flatulences :Accumulation de gaz dans l'appareil digestif

Follicule : Structure arrondie au sein d'un tissu ou d'unra¥ggui délimite une cavité ou une
substance.

Folliculite : Inflammation d'un follicule pileux.

Furoncle : Petit abceés limité produit par un staphylocoque.

Gastro-entérite : Inflammation aigué des muqueuses de I'estomageseintestins

Holoxénique : Animal librement exposé depuis sa naissance ausopriganismes de son milieu
naturel et notamment & ceux que son espece a axqaeurs de son évolution.

Hyperhémiée : Augmentation de la quantité de sang dans leslampd d'une partie du corps.
lléon : Partie de l'intestin gréle

Impétigo : Affection contagieuse de la peau, due au streptmogaractérisée par le
développement de pustules qui se transformentaias jaunes.

Jéjunum : Partie de l'intestin gréle entre le duodénumilébh

Lamina propria : Tissu conjonctif tapissant les muqueuse dontdgueuse digestive

Léthargie : Sommeil pathologique profond avec relachement oiase total.

Lipophilie : Affinité pour les corps gras, tendance a la sugian graisses
Lymphoblastiques : Relatif aux lymphoblastes, cellules apparentées glakules blancs du
sang.

Maladie de Crohn : maladie inflammatoire chronique de I'ensembleuthe tdigestif

Nosocomial: Qui se contracte a I'hndpital "infection nosocomiale

Ostéomyélite :Affection inflammatoire staphylococcique des os.

Otite : Affection inflammatoire de I'oreille

Pathogéne:Est un agent biologique responsable d'une maiaftietieuse.

Périnéphrétique : Situé autour du rein.

Phlegmon: Inflammation purulente d'un tissu organique

Placebo :Produit inactif substitué a un médicament pouetda participation psychologique du
patient.

Pochite: Est une inflammation de la poche constituée apnesanastomose iléo-anale.
Putréfaction : Pourrissement, décomposition

Pyrrolidone: Tétrahydropyrrole C4HON.



Rectocolite hémorragique (RCH) : Est une maladie inflammatoire chronique intestinale
(MICI) qui affecte I'extrémité distale du tube digjé c’est-a-dire le colon et le rectum (qui est
toujours touché).

Septicémie: Infection générale provoquée par le développérdergermes pathogenes dans le
sang

Sevrage :Arrét de l'allaitement d'un enfant ou d'un patith@al pour lui donner une alimentation
plus solide.

Sinusite : Inflammation des muqueuses des sinus (cavitégérieur des os) de la face.

Spasmes Contraction musculaire violente, passagere etlamiaire

Syndrome du choc toxique: (SCT) Est une maladie infectieuse rare et aiguée mais
potentiellement Iétale causée par une toxine baat®e qui pénetre dans la circulation sanguine
suite a une infection par un agent pathogene. @wetire, appelée TSST-1, est un des nombreux
facteurs de virulence associ&aphylococcus aureus, ou staphylocoque doré.

Thrombus : Caillot sanguin formé dans une veine ou une agepeovoquant la thrombose.
Transit : Passage des aliments dans l'appareil digestif

Villosités intestinales : Sont des structures (replis de la muqueuse eisdu tonjonctif sous-
jacent) de l'intestin gréle permettant I'amplificatdes processus d'absorption par augmentation
de la surface intestinale et donc du nombre delesll

Virulence : Désigne le caractere pathogene, nocif et violamt thicro-organisme (bactérie ou
champignon).

Zoonose :Maladie qui peut se transmettre de I'animal a limenou de 'homme a I'animal

(Reverso, 2007)
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Introduction

Staphylococcus aureus est la premiére cause d’infections bactérienngawers le Monde
(Weems, 2001). S aureus est impliqué dans 19 a 25% des bactériemies, 2®% @es
pneumonies, 32 a 44% des infections cutanées &t 36% des toxi-infections alimentaires
collectives (Diekema et al.,, 2001; Vincenot et al., 2008). En Algérie, 18% des cas
d’intoxications alimentaires recensés sont dus @olessommation de produits laitielsespece
bactérienne la plus frequemment incriminée dansab@sinfections impliquant le lait cru et les
produits laitiers demeur&aphylococcus aureus (De Buyser et al., 2001), et I'une des
principales causes de contamination du lait cruSagohylococcus aureus reste la mammite sub-

clinigue (Normanno et al., 2007).

Une mammite est une inflammation de la elend’origine principalement bactérienne,
qui se traduit trés fréquemment par une élévatiomambre des cellules somatiques du lait
(Deverriere, 2007). S. aureus est I'agent étiologique des mammites cliniquesubtdiniques le
plus prépondérant et le plus contagie(BPeles et al., 2007). Plusieurs études menées dans la
région de la Mitidja en Algérie, ont montré desxtale prévalence de mammites cliniques
variant de 17 a 35%Rahal et al., 2009) et une enquéte menée a Jijel a permis de dguzaide
test de CMT (California Mastitis Test), la présedeemammites chez 80% de vaches dans 15
exploitations (doui et al., 2009).

Le traitement et la prévention de cette infectiequierent |'utilisation massive d'antibiotiques, ce
qui est en partie responsable de I'émergence dbhes@eS. aureus résistantes aux antibiotiques
chez les troupeaux laitiefs ollai et al., 2008).

Staphylococcus aureus a développé des résistances a la plupart des@tigies mis sur le
marché, en particulier la méthicillineS (aureus résistant a la méthicilline ou SARM)
(Hiramatsu et al., 2002). De nombreux cas de mammites a SARM chez les teaxpkitiers
ont été rapporteKwon et al., 2005 ; Moon et al., 2007), la présence de telles souches chez le
troupeau laitier est considérée comme étant uneaseopar la directive européenne et constitue
donc une menace directe pour I'Hom(&tJ, 2003).

De méme, les SARM sont devenus endémiques dan®mdbreux hépitauXEady et Cove,
2003). Entre 1970 et 1985, la proportion des SARM au dei aureus était comprise entre 2 et
6%. En 2000, la prévalence des SARM est supérie®@ erEurope(Fluit et al., 2001). Elle
atteint 50% aux Etats-Unis et en Austrglieemersma et al., 2004). En France, elle est de 30%

en 2000(L epelletier et Richet, 2001). Un rapport sur le pourcentage de soucheS. deireus



résistantes a la méthicilline, isolées dans huibidatoires, chez des patients hospitalisés en
Algérie, a montré que 37,5% des souches isolégnétdes SARMOMS, 2008).
Kaszanyitzhy-Juhasz (2007) a rapporté le premier cas de transmission dirdetesouches
SARM entre les vaches et 'Homme, ce qui a maiééatette menace. Les contaminations de
produits laitiers parSaphylococcus aureus ou ses entérotoxines peuvent étre a l'origine
d’épidémies chez les consommatedsverriere, 2007). En 1997, a Caracas, ont a rapporte une
intoxication massive de 462 patients suite a lasoommation de lait non pasteurisé. Les analyses
ont montré, qu'il s’agissait d& aureus produisant les entérotoxines A e(asqualatto et al.,
1998).

Ce constat est alarmant surtout, lorsque ces selstiTd résistantes aux antibiotiqsvon et

al., 2005). Les industries laitieres sont particulieremenbpogipées par ce probleme, notamment
celles qui produisent du fromage au lait cru. Dastégies pour diminuer lincidence de
Saphylococcus aureus dans le lait sont donc déja appliquées. Les teclesigactuelles
préconisent la pasteurisation ou alors I'emploi logctéries lactigues douées d’activité
antibactérienne a I'égard des micro-organismesoggties et d’altératio(Hamama et al.,
2002).

En plus de l'intérét des bactéries lag®gudans la fabrication et la conservation des
produits alimentaires, certaines souches ont égtel® comme ayant des effets bénéfiques sur la
santé humaine (probiotiques). A I'heure actueliéfigbntes études mettent en exergue I'effet
bénéfique de certains probiotiques. La consommat®mres micro-organismes a été suggérée
comme traitement pour divers désordres intestirtalle que la diarrhée infectieuse dont celle
associée &. aureus (Vesterlund et al, 2006).

De nombreuses études ont fait I'objet de rechescind’effet inhibiteur des bactéries lactiques a
I'égard de Staphylococcus aureus. Cependant peu d'études semblent s'étre intéresaées
I'interaction entre les bactéries lactiguesedureus résistant aux antibiotiquéslamama et al .,
2002 ; Charlier et al., 2008).

C’est dans ce contexte que s’inscrit céttele, qui a pour objectif le criblage de souches
de bactéries lactiques douées d’activité antibertée envers. aureus multirésistants.

Un isolement et une identification de souchesSdaureus a partir de selles de patients
diarrhéiques soumis a une antibiothérapie, au nided’hdpital d’Amizour, et a partir de lait de

vaches mammiteuses apres traitement aux antibestigeront menes.



Des antibiogrammes des souches identifiées comaméSeaureus seront effectués afin de
sélectionner les souches résistantes aux antibesiq

Un criblage de souches de bactéries lactiquesa aectué sur la base de leur effet
antibactérien a I'égard des souchesdamireus sélectionnées.

La souche de bactérie lactique ayant témoigné decileure antibiose sera retenue pour
des testsn vitro envers S aureus.

Enfin, une étuden vivo sur lapins holoxéniques infectés @iaureus multi-résistant sera
menée. Apres dissection des lapins, des coupeddgigiues des portions intestinales et coliques
seront réalisées, dans le but de voir si il yaftet erobiotique voire thérapeutique de la bactérie
lactique choisie, sur la muqueuse intestinale agmr@gocation de la diarrhée.
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1. Définition

Le groupe des bactéries lactiques, aéfi@igpour la premiere fois par Orla-Jensen (1919),
il réunit plusieurs genres de bactéries a Gram tipopossédant des caractéristiques
physiologiques et métaboligues communes, mais pagois peu d’homologie de leurs acides
nucléiquegSutra et al, 1998) Les bactéries lactiques sont des cellules hétgriogs et chimio-

organotrophegde Roissart, 1986)

2. Principales caractéristiques

Les bactéries lactiques sont un groupbatdles, coccobacilles ou cocci, a Gram positif,
asporulés, généralement immobiles, anaérobies ma@igtolérants, ne possedant ni nitrate
réductase, ni cytochrome-oxydase. En outre, ebdignéfient pas la gélatine, ne produisent pas
d’'indole ni d’hydrogene sulfureux et seulement quek espéces hydrolysent faiblement la
caséine. Elles ont des exigences nutritionnellespbexes en ce qui concerne les acides aminés,
les peptides, les vitamines, les sels, les acides € les glucides fermentescib(@ellaglio et
al., 1994).

Selon le type de fermentation utilisé, les bactdiaetiques sont ditdSutra et al, 1998)
-Homofermentaires : I'acide lackgest le seul produit de la fermentation du glacos
-Hétérofermentaire : la fermemtatidu glucose aboutit a la formation d’acide

lactique et d’autres composés : éthanol, @Cautres acides organiques.

Ces bactéries ont une faible aptitudeymithgdtique et pour un bon déroulement de leur
métabolisme, elles ont besoin selon I'espece, démaix tels que le manganese, le magnésium,
le molybdene, le sélénium et le {@esmazeaud et de Roissart, 1994).

Elles sont généralement mésophiles, certainespsyahrotolérantes ou thermotolérantes. Elles

se développent majoritairement a pH 5,5-6,5 ebo®s sont encore actives a pH 9,6 ou pH 3,2.

Elles ont des tolérances trés variables vis-awisal(Caplice et Fitzgerald, 1999). (Tableau I,

Annexe 1)

Certaines espéces forment sur milieu hypersacobhaites capsules (dextran) volumineuses :

c’est le cas deeuconostoc mesenteroid@ourgeois et Larpent, 1996).

Certaines souches possedent une pseudo-catalaserioant uniquement en présence d’heme

exogene présent dans le milieu. Ainsi, comme letebias lactiques n’éliminent pas facilement

le peroxyde, elles sont considérées comme micapaées(Tailliez, 2001).
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3. Taxonomie et classification

Elles appartiennent a la lignée d@snicutes,a la classe deBacilli, et a I'ordre des
Lactobacillales(Garrity et Holt, 2001). Phylogénétiquement, elles appartiennent au phylesn d
Clostridium (G+C < 50mol %). Traditionnellement le genBifidobacteriuma été associé aux
bactéries lactiques. Par la suite, il a été sépamaison du contenu G+C > 50mol% et affecté au
phylum desActinomycesNéanmoins, les bifidobactéries sont également dénseés comme des
bactéries lactiques, en raison de leurs proprgtgsiologiques et biochimiques semblables et du
fait qu’elles partagent certaines niches écologaqmmmunes aux bactéries lactiques tel que le
tractus gastro-intestinéKlein et al.,1998).
La premiere classification des bactéries lactigpas Orla-Jensen (1919) est basée sur la
morphologie, écologie et propriétés physiques (amtiqulier la température optimale de
croissance), ainsi il les a classé en trois taxdimermobacterium, Streptobacteriieh
Betabacterium(Matthias et Rudi, 2005). En se basant sur le type fermentaire et sur la
morphologie cellulaire,de Roissart (1986) a classé ces dernieres en quatre genres
(Lactobacillus, Streptococcus, Pediococetiseuconostoret 59 especes.
Cependant, I'application de techniques de biologieléculaire pour la détermination de
relations phylogénétiques entre les bactériesgaeti associées aux aliments a résulté en des
changements significatifs dans leur classificattaronomique. SeloAxelsson (2004) les
bactéries lactiques englobent environ 20 genretestplus importants sontlactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Pedioe®c Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, VagaeoectWeisella.Le genre Lactobacillus
est le plus grand, comportant autour de 80 espiédentifiecegAxelsson, 2004).
Deux nouvelles especes lactiques ont été isolées milieu viande. Il s’agit déactobacillus
versmoldensi¢Krockel et al.,2003)et Vagococcus carniphilué Shewmakeret al.,2004).Ces

deux especes ont été respectivement isolées dissanicru et de la viande hachée.

3.1.Lactococcus
Les études de Schleifetral(1985) basées sur des critéeres moléculaires, ontrengu’il

était justifié de séparer les streptocoques laeiquésophiles du genstreptococcust de créer
le genreLactococcusLa taxonomie moléculaire des lactocoques a alzolatidifférenciation de
cing espeécesl.c. lactis, Lc. garvieae, Lc. raffinolactis, Lc.aptarumet Lc. picium. Lc. lactis
englobe trois sous especes et un biolar,lactisssp.lactis, Lc. lactisssp.cremoris, Lc. lactis
ssp. hornieae, Lc. Lactissp.lactis biovar diacetylactis(Mofredj et al, 2007 ; Castala et
Montel, 2008).
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Les bactéries de ce genre sont des cocci en ctesirdet longueur variable, homofermentaires,
présentant des antigénes du groupe N, avec unétatage minimale de croissance dédet
optimale de 30°C, ne peuvent pas croitre en présdec 6,5 % de NaCl et a pH 9,6. Les
lactocoques se retrouvent principalement danstletdes cremes fermentées ainsi que dans les
fromages o ils sont en quantité dominante et dans lesquelpilent un réle irremplacable en
contribuant a la structure et en assurant la coatien et la salubrité des produ({tde Roissart

et Luquet, 1994).

3.2.Enterococcus

Ce genre renferme 30 espé@@arrity et al, 2005)mais uniqguement deux d’entre elles
sont importantes en tant que probiotiqudsnterococcus faeciunet Enterococcus faecalis
(Klein et al., 1998).Les entérocoques se caractérisent par leur déwvaiogmt a 10 et a 46,
leur aptitude a croitre en présence de 6,5% de NAQIH 9,6 et de survivre a un traitement de
60°C pendant 30miigSutra et al, 1998) lIs sont retrouvés dans de nombreux habitatsjtedde
tractus gastro-intestinal, cavité buccale et let heppareil génital de 'Homme et d’autres
mammiféres et également chez les oiseaux, repiisgctes, plantes, dans le sol et I'eau
(Morandi et al.,2005).
Toutefois, l'utilisation des entérocoques chez hitoe reste trés controversée, étant donné
gu’ils sont parfois associés a la contaminatioralet a la résistance aux antibiotiques. C’est
pour cela que la sélection correcte des souchkes ¢eésts d’'innocuité prennent une importance
vitale dans le cas des entérocoques et permetéegaicntir I'innocuité des souches utilisées.
Ces souches sont le plus souvent utilisées comaieopiques pour les animaux, mais il existe
des produits renfermant des cultures vivantds. daecalisou dE. faeciumet destinés a
I'utilisation humaine, tels que « Symbioflor » auBioflorin » qui sont commercialisés en

Allemagne, en Autriche et en Suigssguierdo alegre, 2009).

3.3.Lactobacillus

Les bactéries appartenant au geaobacillusse distinguent des autres bactéries a Gram
positif par le fait qu’elles sont anaérobies ounwa€rophiles, immobiles, dépourvus de catalase
et d’oxydase. Trés polymorphes, leur morphologierasicopique varie d’'une espéce a l'autre,
de coccobacilles aux bacilles fins et allongés.rimmatabolisme énergétique est fermentaire. Le
principal produit final de la dégradation des sacest I'acide lactique auquel peut s’ajouter
I'acide acétique, I'éthanol et le G@our les especes hétéro- fermentajfesney et al.,2000).
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Les travaux de taxonomie moléculaire ont incité dlan et Weiss (1986) a subdiviser les
lactobacilles en trois groupes selon leur type &maire(Sutra et al, 1998):

Groupe |: il comprend les especes homofermentad@gatoires, c'est-a-dire produisant
exclusivement de l'acide lactigue a partir du gheeolls sont incapables de fermenter les
pentoses et le gluconate. Ce groupe est constiém&itbn 25 especes, la plupart thermophiles
(croissance a 48) dont Lb. delbrueckii, Lb. acidophilugt Lb. helveticus.La plupart des
especes sont présentes dans le lait et les prddiigéss, mais un grand nombre a été isolé chez
I’'Homme et les animaux (tractus digestif, organ@sitgux).

Groupe Il : ce sont des espéces hétérofermenfaicatatives, c'est-a-dire capables d'utiliser la
voie hétérofermentaire dans certaines conditionsnee une concentration en glucose limitante.
Il est constitué d'une vingtaine d’especes dabt casei, Lb. curvatus Lb. saket Lb.
plantarum,majoritairement mésophiles. lls sont isolés desrémes, des produits laitiers et des
produits carnés.

Groupe Il : il est constitué d’espéces hétérofertaiees obligatoires, c'est-a-dire utilisant laevoi
des pentose phosphates pour la fermentation desé®xet des pentoses. C’est un groupe qui
rassemble des espéces relativement hétérogenaitsuesophiles, commieb. brevis, Lb. kefir

et Lb. sanfransiscoOutre leur présence dans les produits laitiersagiés, certaines especes se
développent dans le tube digestif de 'Homme, eligpent & I'équilibre de la flore intestinale.

4. Habitat

Elles sont capables de croitre dans dedittons environnementales variées, et sont ainsi
retrouvées dans divers environnements tels quealdus intestinal de nombreux animaux
terrestres et aquatiques, les produits laitiess pl@duits de la mer, ou encore certaines plantes
(Ringo et Gatesoupe, 1998)D’une maniére générale, les bactéries lactiques sbiquistes
dans les aliments fermentés et non ferme(®ésinkraus, 1983; Soomrcet al., 2002) et font

partie de la microflore commensale de 'HomfAdams, 1999).

5. Effets positifs sur la santé

L’intérét des bactéries lactiques en matdesanté humaine a été initialement proposé en
1907, par le russe Metchnikoff. Selon lui, les ddetcilles pouvaient réduire la putréfaction
intestinale, en modifiant la microflore intestinakt ainsi prolonger la vie. Depuis, un grand
nombre d’études sur I'effet potentiel des bactdaetques sur la santé a été pulfleouault et
al., 2001). Les bactéries lactiques qui ont un effet positifla santé sont appelées probiotiques.

Ces derniers sont définis comme étant « des migamismes vivants, qui une fois consommes
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en des quantités adéquates, conférent un biemfaitla santé de I'h6te #AO/OMS, 2001).Le
tableau | montre certains des produits commerciaux contet@sisouches probiotiques vendus

en France et les indications pour lesquelles ité sonseillés.

5.1. Traitement de certaines affections intestinateavec diarrhée

Certaines bactéries lactiques sont uésdans la prévention ou le traitement des diasrhée
infectieuses et des troubles digestifs liées a liaepd’antibiotiques(Hickson et al., 2007)
(Tableau II, Aannexe 1) Les diarrhées associées a la prise d’antibiotiquasstituent un
probleme fréquent qui touche environ 20% des p@tibospitaliségBartlett, 1992). Plusieurs
mécanismes d’action des bactéries lactiques datraitement des affections intestinales avec

diarrhées ont été proposes :

» Production de substances antimicrobiennes
Certaines bactéries lactiques ont la daépale produire des substances antimicrobiennes

comme les acides organiques, le peroxyde d’hydevgém encore les bactériocinelsb.
rhamnosusGG produit par exemple des composés tels que lexyeée d’hydrogéne et le
pyroglutamate qui inhiberi vitro la croissance de plusieurs bactéries a Gram pesii Gram
négatif(Meurman et al., 1995).Kovacs-Zomborszkyet al (1994)ont notamment montré que
chez des porcs canulés au niveau du duodénumldéde, apres consommation d'un mélange
de probiotiques dénommé «lLacto Sacdxb.( acidophilus, E. faecium, Saccharomyces
cerevisiag, la concentration en acide lactique passe de24a7,22% et le pH diminue de 7,39
a 6,42 dans liléonParallelement a cette diminution de pH, ces auteuwts observé une

diminution de la population’8scherichia colidans les contenus intestinaux et les féces.

» Immunomodulation

Plusieurs expériences chez 'Homme etrfah montrent que certaines bactéries lactiques
ingérées peuvent moduler les fonctions du systénmeunitaire.De Simoneet al. (1992)ont
montré que l'ingestion d’'un mélange Be bifidumet Lb. acidophilusg(Infloran®) entraine une
augmentation du pourcentage de lymphocytes B dansahg. Des études plus spécifiques
portant sur la production d’anticorps ont montré tjungestion deLb. rhamnosusGG raccourcit
la durée des diarrhées causées par les rotavigtsratle en paralléle la production d’anticorps
contre ces dernie(Sarker, 2005 ;Szymanskiet al, 2006).
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Tableau | Exemples de produits probiotiques commerciauxeatsl applicationglzquierdo

alegre, 2009)

Produits

Souches

Effets

Activia® (Danone)

Bifidobacterium animali©N-173 010

Aide a réguler le transit

Actimel® (Danone)

Lactobacillus caseDN-114 001

Renforce les défenses

naturelles de I'organisme

Yakult

Lb. caseiShirota

Régule le transit et
Renforce les défenses

naturelles

BION®3(Merck)

Lactobacillus gasseri, Bifidobacteriu
bifidum, Bifidobacterium longum

vitamines + minéraux

mRenforce les défenses

naturelles de I'organisme.

Aide a retrouver la forme

BION® Transit (Merck)

Lb. plantarum299V

Evite I'inconfort intestinal

et les ballonnements

BION® Voyage (Merck)

Probio-Te€Quatro :
Lactobacillus acidophilu§A-5
Bifidobacterium lactiBB-12
Streptococcus thermophil@&sTY-31
Lactobacillus delbruckiLBY-27

Réduit la diarrhée du

voyageur

BION® Flore intime
(Merck)

Lactobacillus rhamnosusSR-1

Lactobacillus reuterRC 14

Restaure et protege
I'équilibre de la flore

vaginale

VSL#3®

Bifidobacterium breve, B. longum,
Bifidobacterium infantis, Lb.
acidophilus, Lactobacillus plantarum
Lb. casei, Lactobacillus bulgaricus,

Sc. thermophilus

Traite le syndrome de
I'intestin irritable, la colite

ulcérative et de la pochite.

Lacteof (Axcan

Pharma)

Lb. acidophilus

Evite la diarrhée

Gefilus® (Valio)

Lb. rhamnosu§&G

Renforce les défenses

naturelles de I'organisme




|. Bactéries lactiques

> Inhibition de I'adhésion des agents pathogenes épiithélium intestinal

Plusieurs auteurs se sont intérességslhdson des bactéries lactiques au tractus digestif
L’idée générale est qu’'une forte adhésion de cethbas a I'épithélium intestinal interférerait
avec celle des agents pathogénes par saturatiositdesde fixation. L’adhésion des bactéries
lactiques a I'épithélium digestif a été étudi@evitro avec des lignées cellulaires d’origine
coligue ou intestinale (Caco-2 et HT-29), animdfchneitz et al., 1993) ou humaine
(Chauviere et al., 1992).Certaines études ont montré que l'adhérencs. drireus au mucus
intestinal humain a été réduite de 39-40% lmartobacillus rhamnosu&G, Lactococcus lactis
ssp lactis et Propionibacterium freudenreichissp shermanii, alors que l'adhérence de
Lactobacillus reuteriLc. lactisetP. freudenreichiréduit I'adhérence d& aureus de 27- 36%,
apres 2 h d'incubatiofvesterlund et al, 2006).

5.2. Amélioration de la digestion du lactose

L'un des effets des bactéries lactiquelsageté le plus mis en avant et démontré chez
I’'Homme est celui qui concerne I'amélioration detbblérance au lactose qui est due a une faible
activité en lactase intestinale sur les entérocgieesvillosités situées dans la bordure en brosse
du jéjunum De Vreseet al.,200]). Le lactose non digéré dans l'intestin grélefegnhenté dans
le c6lon conduisant a la production d’acides orgaes a chaine courte et de gaz tels que
I'hydrogéne, le méthane et le gaz carbonique. Cedyits présents en quantités excessives dans
le cOlon peuvent provoquer flatulences, spasmesstinbux, douleurs abdominales,
ballonnements et diarrhées osmotiq(@s Villiers, 1995).Marteau et al. (1990) ont montré

que plus de 90% du lactose du yaourt est digér2 @b sujets déficients en lactase.

5.3. Cancérogenese

Des expériences menées avec des modelesanet chez 'Homme ont montré que
plusieurs bactéries lactiques pouvaient diminugtdex d’enzymes responsables de I'activation
de certains procarcinogenes telles quB-glucuronidase, I@—glucosidase, I'azoréductase, ou
encore la nitroreductasgsaacs et Herfarth, 2008).Plusieurs travaux épidémiologiques ont
également suggéré un effet positif de la consonumatie Lb. caseisur le risque de cancer
superficiel de la vessie chez la soyfismita et al.,1994)et du yaourt sur le risque de cancer
du sein(Van't Veer et al.,1989).
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5.4. Diminution du cholestérol sérique

Plusieurs études rapportent que la coratort en cholestérol sérique diminue pendant la
consommation de grandes quantités (680 a 5 000amjooir) de produits laitiers fermentés
(Bazarre et al., 1983). Gilliland (1990) a montré que plusieurs bactéries, notammdmt
acidophiluset B. longum,sont capables de limiter le taux de cholestérofjsienchez des porcs
nourris avec un régime riche en cholestérol. Cesy@sébactéries sont capables d’assimiler le
cholestéroln vitro en présence de taurocholate de sodium, une plertoe cholestérol assimilé
(environ 20%) a notamment été retrouvée dans labreme cellulaire de ces bactériastiques
(Zhang et al., 2008).Certaines autres études ont montré que I'’hydrotiese sels biliaires par

certaines bactéries lactiques conduirait a unectémudu cholestérglLiong et shah,2005).

5.5. Diminution des allergies alimentaires

L’allergie alimentaire du nourrisson saduit souvent par de I'eczéma atopique. Les
traitements curatifs et préventifs de cette pathielpar des bactéries lactiques ont été évalués
lors d’'une étude clinique sur 27 nourrissons neuatl sein et souffrant d’eczéma atopique
(Isolauri et al, 2000).1l a été notamment observé qu’apres deux moigaieient avec une
formule supplémentée drb. rhamnosusGG et B. lactisBb12, il ya eu une amélioration plus
rapide de I'état atopique en comparaison avec ¢eigg placebo. Un effet préventif dé.
rhamnosusGG a aussi été observé chez des enfants a risqgeiedaéparents atopiques
(Kalliomaki et al,2001).
Le tableau Il récapitule les effets sur la santé les plus couramm@ttribués aux bactéries

lactiques.
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Tableau Il Effets positifs des probiotiques sur la santé hamééffets probables ou suspectés)
(Izquierdo alegre, 2009)

Effets des probiotiques Mécanismes d’activité pegso

Amélioration de la digestion du lactose Action de laB-galactosidase bactérienne

dans l'intestin gréle

Diminution des allergies alimentaires Diminution du passage des protéines
alimentaires par diminution de la

perméabilité intestinale

Stimulation du systéeme immunitaire

Réduction du risque des diarrhées Résistance a la colonisation par des agents

pathogenes

Stimulation du systéme immunitaire

Traitement des maladies inflammatoires Modulation de la flore intestinale

de l'intestin - Stimulation du systeme immunitaire
Réduction du cholestérol - Assimilation du cholestérol

- Déconjugaison des sels biliaires
Prévention du cancer du cb6lon Stimulation du systéme immunitaire

Production de composés antimutagéniques

Modulation des enzymes fécales

carcinogéniques

Dégradation de carcinogenes

Elimination des bactéries impliquées dans la

production de cancérogéenes
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Il. Staphylococcus aureus

1. Taxonomie

Les staphylocoques ont été découvertsPpateur et Koch en 1877 a partir du pus de
furoncle et d'ostéomyeélite. En 1881, Ogston faiskt premiére étude détaillée des
staphylocoques et regroupait ces bactéries dagenee Saphylococcus. En 1884, Rosenbach
était capable d’isoler ces bactéries et de produre culture pure. Il décrivafitaphylococcus
aureus a cause de l'apparence jaune-orangée des colohiesomtrait queS aureus était
responsable de furoncles et d’infections des pldiasnéme année, Gram mettait au point une
méthode de coloration des bactéries a partir dletvite gentiane : les staphylocoques étaient
classés parmi les coaiGram positi{Corne, 2004).

Sur la base d'analyses des séquences eéless gcodant pour 'ARNr 16S, le genre
Saphylococcus appartient au phylum desSirmicutes, a la Classe deBacilli, a I'ordre des
Bacillales et a la famille deStaphylococcaceae (Garrity et al., 2005).

Le genreSaphylococcus dispose de plus d’'une trentaine d’espéces diviséedeux groupes
selon leur aptitude a produire une coagulase. Mletuent six especes de ce genre sont a
coagulase positiv8. intermedius, S. lutrae, S. schleiferi ssp coagulans, S. delphini, S hyicus, S

aureus ssp aureus et S. aureus ssp anerobius (Lamprell, 2003 ; Al alam, 2008).

2. Caractéristiques générales

Les bactéries de I'espeBeaureus sont des coques a Gram positif de 0,5 a 1,5 um de
diamétre, qui sont associées par paire, en chesndé 3 a 5 coques, ou en amas irréguliers en
grappe de raisinéFigure 1), leur paroi cellulaire est formée de trois constitts majeurs: le
peptidoglycane composé d'unités répétitives de étydglucosamine3-1-4 liées a l'acide N-
acétylmuramique, des acides téchoiques au ribito$phates liés via des N-acétylmanosaminyl
B-1-4-N-acetylglucosamine au muramyl-6-phosphatdagtrotéine A, liée au peptidoglycane
par liaison covalentéSutra et al., 1998).

La majorité des souches isolées dinfetichumaines et animales produisent des
polyosides capsulaires qui forment des microcapsualen visibles en microscopie optique
(Schleifer, 1983).

Sur les milieux gélosés couramment usliggelose nutritive, TSA, gélose columbié,
aureus produit des colonies circulaires, a bords régulibmnbées et luisantes. Leur diametre
varie de 1 a 3 mm aprés 24 h £B%t de 3 a 10 mm aprés 5 jours. Plusieurs soutd&s
aureus produisent des colonies pigmentées en jaune doag qu moins intensgSutra et al.,
1998).
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Figure 1 A : S aureusvue en microscopie optique apres coloration de GMad000), B :S.
aureus vue en microscopie électroniq( 3025)(in Al alam, 2008).

S aureus est chimioorganotrophe, de type respiratoire aimaérfacultatif, a oxydase
négative et catalase positive. Sa croissance ast ralpide et plus abondante en conditions
aérobies gu’en conditions anaérobies. C’est untebaanésophile dont la température optimale
de croissance est comprise entre 30 €33 fonction des souches (température minimale :
entre 5 et 10C ; température maximale : environ 45). Il est capable de se multiplier a des
valeurs de pH comprises entre 4,2 et 9,3 avec urogthinal de croissance de 7 a 7,5. Il est
halotolérant et peut se multiplier en présenceateentrations élevées de chlorure de sodium
(en général jusqu’a 10 %$utra et al., 1998 ).

La majorité des souches @& aureus sont hémolytiques et produisent une ADNase ainsi
gu’une coagulase qui coagule le plasma de ld@mprell, 2003).

Le génome deS. aureus est constitué par un chromosome circulaire d’@emv2800 paires
de bases. Les genes responsables de la viruledeclatrésistance aux antibiotiques se trouvent
aussi bien dans 'ADN chromosomique qu’extra-chreamique. Ces genes s’échangent entre
souches, entre espéeces ainsi qu’entre bactériesn Grasitif par les éléments extra-

chromosomiquef_ecornet, 2007).

3. Habitat

Les souches d& aureus sont trés répandues dans la nature (air, eay,@Bont des
bactéries commensales de la peau et des muqueaisétochme et de I'animal. Cependant, le
principal réservoir de cette bactérie reste I'Homm®& a 40 % des adultes ont un portage nasal
persistant d&. aureus & une densité de 1@ 1d UFC/cnf, le reste de la population a un portage
intermittent. A partir des sites de porta§eaureus colonise les territoires cutanés en patrticulier,

les zones humides (aisselles, périnée) et les rldatzkoet al., 1981 ; Peacoclet al., 2001).
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4. Pouvoir pathogene
4. 1. Facteurs de virulence

La virulence des souches 8eaureus impliquées dans des infections humaines ou
animales est liée a la production d’'une grandeét@rde composés. Ces composés sont soit
associés a la paroi de la bactérie (protéine fepturs pour des glycoprotéines de I'hote,
polyosides capsulaires), soit excrétés dans I'enmiement de la bactérie (toxines, coagulase,
enzymes)Sutra et al., 1998 ).
Les facteurs de virulence majeursSlaureus sont présentés danstébleau Il

4. 2. Principales pathologies
»= Chez les animaux (mammiféres)

Les principales pathologies duwess aureus en élevages sont les infections
mammaires ou mammites chez les femelles en laot@tache, brebis, chevre). Chez la vache,
les infections mammaires duesSaaureus sont le plus souvent sub-cliniques et peuvent passe
inapercues, alors que chez la chévre et la brebies évoluent trés souvent vers une forme
gangreneuseS. aureus est responsable de 20 a 40% des infections mansrsute-cliniques
chez la vache. La présence 8eaureus dans le lait, produit destiné a la consommation,

représente un risque pour la santé humgsogra et al., 1998 ; Deverriere, 2007).

= Chez 'Homme

C'est l'agent pathogene le plirequemment rencontré dans les infections
nosocomiales et suppuratives superficielles cutamégueuses telles que les folliculites, les
furoncles, les impétigos, les sinusites et legstill est responsable de septicémies a I'origne
localisations viscérales pleuro-pulmonaires (abméideux), cardiaques (endocardites aigués),
ostéo-articulaires (ostéomyeélites) ou urinaireslggmon périnéphrétique), de toxémies qui
regroupent le syndrome de la peau ébouillantéea@i@mbe Ritter du nouveau-né), le syndrome
du choc toxique et les intoxications alimentapéscenot et al., 2008).
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Tableau Il Principaux facteurs de virulence Saphylococcus aureus (Sutra et al., 1998 )

Composés

Propriétés ou caracteéristiques

Réle présénou démontré

dans la virulence

Composés associés a la par
-Protéine A

-Polyosides capsulaires

-Adhésines

-Fixation des IgG par leur partie
Fc

-Deux sérotypes prédominants (5
et 8). Forment des microcapsules
pouvant masquer la paroi
-Fixation de la fibronectine ou du

collagene

)

~

U

-Résistance a la phagocytose

-Résistance a la phagocytose

-Adhésion aux cellules de

I'hbte. Colonisation

Toxiques protéiques

-Toxinesa, B, y etd

-Entérotoxines
(A,B,C,D,EetH)
-Exfoliatine

-Toxine du syndrome du cho
toxique (TSST-1)

-Actions sur la membrane
cellulaire Effet cyto-toxique et/ou
cytolytique. -Activité hémolytique
invitro

-Action sur les fibres nerveuses
digestives.

-Rupture des liaisons

intercellulaires (desmosomes)

c-Superantigénes (activation des
lymphocytes T)

-Lésions cellulaires et

tissulaires. Lyse des hémati

-Action émeétique. Etat de
choc modéré
-Découlement des couches
superficielles de I'épiderme
(maladie de Ritter du
nouveau-ne)

-Etat de choc (déréglements

physiologiques multiples)

Coagulase et enzymes
-Coagulase
-Hyaluronidase

-Lipase, phosphatase,

nucléases, protéases

-Coagulation du plasma sanguin
-Hydrolyse de I'acide
hyaluronique

-Hydrolyse de différentes
macromolécules biologiques
(lipides, acides nucléiques,

protéines)

-Formation de thrombus
-Diffusion tissulaire dé&.
aureus

-Dégradations cellulaires ou
tissulaires. Fourniture de

nutriments &. aureus
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4. 3. Toxi-infections alimentaires

Une toxi-infection alimentaire staphylocmpie (TIAS), est plutét une intoxication due a
I'ingestion d’'une ou de plusieurs entérotoxinesdpites dans un aliment contaminé par un
staphylocoqugKeérouanton et al., 2007). La dose infectieuse d’entérotoxine staphylocoaeiqu
est d’environ 1ng/g d’aliment, ce taux est attéimsque la population d&. aureus excede les
10° cellules/g. Cependant, les entérotoxines serdiétectables méme & un niveauSiaureus
faible (1G cellules/g) (Lamprell, 2003). La concentration d’entérotoxine A requise pour
provoquer une TIAS chez I'étre humain est de 20igg SEB est également tres toxique, une
dose de 04g/kg est susceptible de provoquer un choc toxitnaz €Homme(Bhunia, 2008).

Les syndromes typiques associés aux TIgymissent généralement 2 a 6 heures aprés
ingestion et se traduisent par des vomissements @vesans diarrhées, crampes abdominales,
généralement pas de fievre quelque fois une léggperthermie ou bien au contraire une
hypothermie. Des complications peuvent survenifagtion de la dose de I'entérotoxine ou
bien de la sensibilité de I'individu et de son @atsanté : déshydratation, irritations musculaires
hypotension et état de choc. Cependant la mortaditéres rare et n’atteint que les individus
sensibles aux méfaits de la déshydratafieng et Stewart, 2001 ; Jay et Loessner, 2005 )
D’apresDe Buyseret al. (2001) un rapport annuel sur les intoxications alimeetafait sur 7
pays indique que le lait et les produits laitismt impliqués dans 1 a 5% des cas d’intoxications
alimentaires. Au Brésil, en 1999 ont eu lieu depiémies d’intoxication alimentaire touchant
au total 378 personnes qui avaient consommeé danasudu fromage au lait cru, dans l'autre du
lait cru. L'analyse du fromage et du lait cru dgpfamiére épidémie a montré qu’ils contenaient
S aureus dans des quantités allant de 2,4.802.16 UFC/g et qu'il y avait eu production
d’entérotoxines A, B et C. L'analyse du lait nonsigarisé indiquait la présence de
staphylocoques & coagulase négative cette fodans des quantités supérieures a%2UmC/g,
et la production d’entérotoxines C et D. Les entéimes spécifiques détectées supposaient que
la source de contamination venait dans le prenasrdes manipulateurs du fromage, et dans le
second cas, de mammites cliniqg®sneao do carmo,2002)

Une étude realisée a Alger, qui a porté68uvaches laitieres appartenant a 22 élevages
distincts, a permis d'aboutir aux résultats suwatés analyses bactériologiques des échantillons
de lait ont montré la présence de coques a Grarntifpo®tamment des staphylocoques a
coagulase positive (7%), des staphylocoques a utasm négative (1%) et des streptocoques
(7%) ( Boulbina et al., 2009).
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4. 4. Entérotoxines

Les entérotoxines staphylococciques (S&)t sle petites protéines de faible poids
moléculaire (28 kDa en moyenne) constituées d’umple chaine d’acides aminés repliée sur
elle-méme sous forme globulaiang et Stewart, 2001; Le Loiret al., 2003).
S aureus produit une grande variété d’entérotoxines (ACBD, E, G, H, I, J, K, L, M, N, O, P,
Q, R et U), mais 95% des intoxications alimentaisesit provoqués par les entérotoxines
classiques : A, B, C, D et E. L'entérotoxine A lasplus frequemment produi{felisseret al.,

2009).Letableau IV résume quelques caractéristiques des entérotastimgisylococciques.

4. 4. 1. Caractéristiques

Elles sont résistantes aux enzymes prdigoes telles que la trypsine, la chymotrypsine
et la papaine. La pepsine dégrade les entérotoaimes < 2 mais elle est inefficace a pH > 2.
Par ailleurs, les entérotoxines peuvent résistaction des sucs digestifs, gastrique et intestina
(Sorianoet al., 2002).

Elles sont relativement thermostables. bagéme thermique (temps et température de
chauffage) pour une inactivation totale d’'une estt&tine varie en fonction des entérotoxines et
dépend des conditions expérimentales (pH et corigosidu milieu, concentration
d’entérotoxine dans le milieu, méthode de mesurdadquantité de toxine ou de l'activité
toxique résiduelle aprés chauffage): de 5 a 30 tega 123C a plusieurs heures entre 80 et 100
°C. La stabilité vis-a-vis du pH serait maximale l peutre et serait moins affectée par des
valeurs de pH élevées (pH 10-11) que par des \abmsgses (pH 4-Fputra et al., 1998).

Les entérotoxines sont exprimées de fagbérente et leur production dépend de la phase
de croissance de la bactérie, SEA et SEJ sont @éng&nt synthétisées pendant la phase
exponentielle alors que SEB, SEC et SED sont ptesiipendant la transition entre la phase
exponentielle et la phase stationnaire de croigsafi@hunia, 2008). Les différentes
entérotoxines staphylococciques, présentent dabtsdes de conformation dans leur séquence
d’acides amines (dont certaines tres conservéeshdine polypeptidique des entérotoxines est
constituée d'un taux élevé de lysine, acide aspati acide glutamique et de tyrosine. Elles
possédent toutes des activités biologiques siragdifang et Stewart, 2001)cependant elles

sont sérologiqguement distinctéigan et al., 2006).
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Tableau IV Caractéristiques des entérotoxines staphylococsidag et Loessnet, 2005 ;
Bhatia et Zahoor *, 2007).

Entérotoxine Dose PM* Point Localisation génétique*

staphylococcique | émétique’ | (kDa) | isoélectrique*

(SE)

A 5 27,1 7,3 Prophage

B 5 28,336 8,6 Chromosome, transposon,
plasmide

C1l 5 27,531 8,6 Plasmide

C2 5-10 27,531 7,8 Nd

C3 <10 27,563 8,1 Nd

C (bovine) Nd 27,618 7,6 Tlot de pathogénicité

C (ovine) Nd 27,517 7,6 Nd

C (caprine) Nd 27,6 7 Nd

D 20 26,360 7.4 Plasmide (pIB485)

E 10-20 26,425 7 Bactériophage défectueux

G Nd 27,043 57 « Enterotoxine gene cluster »
(egc), chromosome

H <30 25,210 Nd Nd

I Faible 24,928 Nd egc, chromosome

J Nd 28,565 8,65 Plasmide (pIB485)

K Nd 25,539 6,5 flot de pathogénicité

L Nd 24,593 8,66 Tlot de pathogénicité

M Nd 24,842 6,24 egc, chromosome

N Nd 26,067 6,97 egc, chromosome

@) Nd 26,777 6,55 egc, chromosome

Nd : Non déterminé (e)
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4. 4. 2. Mode d’action
Les entérotoxines staphylococciques difiérdes autres entérotoxines du fait qu’elles
possedent des propriétés superantigeniques eteguiehgissent pas directement sur les cellules
de la muqueuse intestinale, elles ont une doubierac
- Elles stimuleraient des récepteurs spaafigd’entérotoxines localisés au niveau du tractus
gastro-intestinal, ce stimulus activerait le cemegveux émétique via des fibres sensitives du

nerf vague, ce qui entrainerait des vomissementsnis(Sutra et al., 1998) (Figure 2).

AI|r_ne’nt Production
contaminé parS. d’entérotoxines ‘ Consommation
aureus dans I'aliment

L’entérotoxine
stimule le nerf

vague de I'estomac

Aprés 1 a 6 h induit
des vomissements.

Figure 2 Mécanisme d’une intoxication due a une entéromstaphylococcique
(Bhunia, 2008).

- Toutes les entérotoxines staphylococcigliéss a des syndromes de chocs toxiques sont
des superantigenes bactériens, ce sont des mdécapables de stimuler une population de
lymphocytes T beaucoup plus importante que celfeuste par les antigenes conventionnels.
Ces derniers nécessitent des cellules T CD4 quilitéat leur contact avec le récepteur
d’antigénes des lymphocytes T (TCR) et la molécde classe Il du complexe
d’histocompatibilit¢ majeur MHC. Les superantigéngsant a eux sont des molécules
bifonctionnelles qui se fixent aux molécules desséall du MHC et sur les récepteurs TCR via

leur chainef (VPB) sans intermédiairgFigure 3), et cette interaction TCR-entérotoxine-
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molécules de classe Il du MHC stimule les macrgpbace qui conduit a la production des
cytokines (IL1, IL2, IFNy, TFEN-0), une surabondance de IL2 et de HNnduit une
surexpression des molécules de classe Il (MHC) anmsacrophage, qui a son tour fixe plus de
molécules de superantigenes (active plus de cellleLa synthese des cytokines semble étre la
cause de la plupart des symptémes des gastroeststiphylococciqudday et loessner, 2005

; Bhunia, 2008).

IL2 et IFNy stimulent la synthese des MHC-II dans
macrophage et augmente la présentation des
superantigenes aux cellules T

e

\ macrophage

- 4 ||"| INF-o

TCR ——
‘4\ MHC-11—— "} choc tu:aque
f Antigene 7 W\ Superantigéne

Présentation li' Présentation d'un
antigéne conventionel superantigéne

Figure 3 Mécanisme d’action d’une entérotoxine (superama) staphylococcique
(Bhunia, 2008).

Les entérotoxines staphylococciques sesponsables de modifications histologiques. Des
lésions de type inflammatoire sont observées ddfésahtes parties du tractus gastro-intestinal,
les Iésions les plus séveres apparaissant dansntias et les parties hautes de l'intestin gréle.
Dans ces zones, la muqueuse est hyperhémiée ainfmédes neutrophiles infiltrés dans
I'épithélium et la lamina propria sous-jacente. Exsudat mucopurulent est présent dans la
lumiére du duodénum. Dans le jéjunum, les crypted agrandies et la bordure en brosse est
interrompue voir absente en certains endroits. DéKrats étendus de neutrophiles et de

macrophages apparaissent également dans la lanoimidapdu jéjunun{Deverriere, 2007).
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5. Résistance aux antibiotiques

Le traitement des infections & aureus repose essentiellement sur [l'utilisation
d’antibiotiques. Cependant, depuis 1960, on assistéémergence croissante de souches
résistantes aux antibiotiques, avec une incideecgdches résistantes a la méthicilline (SARM)
actuellement supérieure a 30 % en Fra(g&k alam, 2008). Ces souches de SARM sont
devenues progressivement résistantes a de nomsrelasses d’antibiotiques telles que les
macrolides, les aminosides et les fluoroquinolomes Algérie 13,9% des souches de SARM
isolées chez des patients hospitalisés sont neitiientes(OMS, 2008). Compte-tenu de la
fréquence des infectionsSiaureus, I'émergence de souches Heaureus multi-résistantes aux

antibiotiques constitue un probleme préoccuparsaee publiqu¢Al alam, 2008).

5. 1. Bétalactamines

Au commencement, la péniciline était déonent efficace contre les infections
staphylococciques, mais l'utilisation répandue diecderniére a contribué a I'émergence en
1940 de souches résistantes a la pénicilline @uetpénicillines A par production d’une
pénicillinase d’origine plasmidiquesS. aureus résistant a la pénicilline était pandémique dass |
années 50 et au début des annég®e0eo et Chambers2009) (Figure 4).
La résistance des staphylocoques aux pénicillinessMsecondaire a une modification de la
cible, a savoir la synthese d’'une protéine dedmig la pénicilline PLP2a (ou PLP?2 codée par
le genemecA, et qui présente une affinité diminuée pour teués bétalactamingBatard et al.,
2005).
En France, la résistance a la méthicilline concédrheé 15 % des souches communautaires de
Saphylococcus aureus (Van der Meer-Marquet et al., 2004).L’augmentation de la fréequence
de ces souches, et leur association a des factewisulences, incite & une surveillance serrée de
ce phénoméeng/andeneschet al., 2003).
Le tableau V résume le nombre et le pourcentage de soucheStaphylococcus aureus
résistantes a la méthicilline isolées dans certiberatoires chez des patients hospitalisés en

Algérie.
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Tableau V Nombre et pourcentage de souches 8ephylococcus aureus résistantes a la
méthicilline isolées par laboratoire chez des padidospitalisés en Algér{®MS, 2008).

MRSA

Laboratoires nombre %
Institut Pasteur d’Algérie - Dely Ibrahim - Servide bactériologie médicale 29/81 35,8
Secteur Sanitaire de Birtraria - Alger - Laborataientral 28/48 58,3
CHU Frantz Fanon - Blida - Laboratoire central 39/9 40,2
CHU Beni Messous - Alger - Laboratoire central /7T 13,8
Hopital militaire régional universitaire de Condiae - Laboratoire de 25/56 | 44,6
microbiologie
E.H.S Dr M.A. Maouche - Alger - Service de Biolo@i&nique. 3/9 FE
Centre Pierre et Marie Curie - Alger- Laboratoieatral 8/42 19
EHS El Hadi Flici - Bab El Oued - Alger - Laborawicentral 40/80 50
Totaux globaux 182/485| 37,5

FE : Faible effectif (<30), CHU: Centre Hospitaloiversitaire, EHS : Etablissement

Hospitalier Spécialisé

5. 2. Glycopeptides

Les glycopeptides (vancomycine et teicoipl@) représentent le traitement de premiére
intention en cas de résistance a la méthicillinedaliergie aux pénicillinesLa résistance a la
teicoplanine a été décrite des les années 80 ohexs dtaphylocoques a coagulase négative puis
chezS. aureus, la premiére souche @aphylococcus aureus intermédiaire a la vancomycine n'a
été décrite qu’en 1997, et la premiére souchetadses a la vancomycine en 20(2igure 4)
(Batard et al., 2005).
Cette résistance intermédiaire n'est pas assocaEs plasmides ou a des transposons, elle est
attribuée a une surproduction du peptidoglycarspaesable d’'une augmentationld@paisseur
de la paroi bactérienne, et donc du nombre de diefixation des glycopeptides que sont les
diméres D-Ala-D-Ala(Hiramatsu, 2001).En revanche, la résistance vraie $laphylococcus
aureus a la vancomycine, décrite sur quelques souchesEgats-Unis, et caractérisée par des
CMI > 32 mg/l, est médiée par le gemanA, probablement transféré horizontalement
d’Enterococcus spp (Batard et al., 2005).La vancomycine en Algérie reste pour linstant, le
seul antibiotique constamment efficace ; cepend@dpital de Bologhine (Alger) rapporte dans

son bilan, une souche &aureus ayant présenté une résistance a la vancomyciredareees

23



Il. Staphylococcus aureus

ne peuvent étre prises en considération en I'absgmconfirmation par une détermination de la
CMI (OMS, 2008).

Fleming découvre la pénicilline

Premiére utilisation de la pénicilline Syndrome du choc toxique
Emergence de PRSA Emergence de C-MRSA
Pandémie (PRSA Emergence de CA-MRSA en U.S
Premiére utilisation
de la méthicilline Emergence de VRS
Emergence de MRS
| ‘ MRSA en U.S
_ I

| 1920 1930 | 1940 | 1950 | 1960 | 1970 | 1980 | 1990 | 2000 |

Pandémie (PRSA £>

Pandémie (H-MRSA) |

Syndrome du choc toxique en L :>
pandémie (C-MRsA) [ >

Figure 4 Emergence de souches$l@ureus résistantes aux antibiotiques et leurs vagues

pandémiques dans le temps aux Etats-(Iét.eo et Chambers2009).

5. 3. Aminosides

L’activité bactériciden vitro des aminosides s@aphylococcus sppest rapide, plus rapide
en particulier quecelle des glycopeptides. La survenue de mutatiomsndantla pénétration
intracellulaire des aminosides contre-indideer administration en monothérapie. En pratique,
le principal mécanisme de résistanceStphylococcus spp aux aminosides est enzymatique.
Les enzymes APH(3’), ANT(4’) et APH(2")-AAC(6’) irdivent respectivement la kanamycine
(phénotype K), la kanamycine et la tobramycine (oitype KT), et kanamycine, tobramycine et
gentamicine (phénotype KT(Asseray et al., 2002). La fréquence de la résistance a la
gentamicine parmi les SARM a augmenté au coursadeges 70 et 80, pour atteindre environ
90 % des souches vers 19%ubry-Damon et al., 1997).Depuis le début des années 90, la
tendance s’est inversée, avec des fréequencesidanée a la gentamicine de 50-60 % dans les
années 95-98, de 11 a 20 % en 1999 et 2BBArand et al., 2004).

5. 4. Macrolides, lincomycines et streptogramineLS)

Les macrolides et les lincomycines ont wwivité bactériostatique, alors que les
streptogramines ont, en I'absence de résistancestagptogramines B, une activité bactéricide.
Plusieurs genes de résistance aux MLS ont ététslétrezStaphylococcus aureus. En France,
les plus fréquents soetm(A) et e'm(C). Les genegrm conferent une résistance croisée aux
macrolides, lincomycines et streptogramines B. Lexjression peut étre soit inductible soit
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constitutive. Seuls les macrolides a 14 et 15 asodeecarbone peuvent induire I'expression de
erm chez Saphylococcus aureus (Leclercq, 2002). En France, environ 50 a 60 % des souches
hospitalieres deaphylococcus spp. sont sensibles a I'érythromycine, et environ 30 &ats
résistantes aux lincomycines. La sensibilité avepsbgramines concerne 96 % des souches de

Saphylococcus spp(Leclercq et al., 2003).

5. 5. Quinolones

Les fluoroquinolones présentent I'avantdaene bonne activité bactéricide, d’'une bonne
diffusion tissulaire et dune excellente biodisguliié permettant leur utilisation.
Malheureusement, leur forte capacité a sélectiodesrmutants résistants a fait apparaitre en

guelques années des taux de résistance tres élhegsles staphylocoques. En France, la

sensibilité deaphylococcus sppaux fluoroquinolones concerne actuellement envé@@ 70 %

des souches, et principalement les souches résistatta méthicillinéLeclercq et al., 2003).

La moxifloxacine et la gatifloxacine, de nouvell@esolécules de fluoroquinolones, sont

caractérisées par leur faible capacité a sélewiodes mutants résistantsvitro, mais les

applications thérapeutiques de ce constat restééteaimine(Batard et al., 2005).

Le tableau VI résume le nombre et le pourcentageStiphylococcus aureus résistants aux

antibiotiques (rapporté par 19 laboratoires de obimlogie chez des patients hospitalisés et

externes en Algérie).

Tableau VI Nombre et pourcentage de souches3Bphylococcus aureus résistantes aux

antibiotiques chez des patients hospitalisés etreas en AlgéricOMS, 2008).

Hospitalisés Externes Total

Antibiotiques Nombre % Nombre % Nombre %
Penicilline 1552/1629 95,2 786/845 938 2338/2474 594
Oxacilline 11/71 15,5 8/33 24,2 19/104 18,2
Cefoxtine 197/702 28 92/397 23 289/1099 26,2
Kanamycine 123/254 48,4 50/139 35,9 173/393 a4
Gentamicine 126/906 13,9 25/463 583 151/1369 11
Amikacine 162/1092 14,8 56/511 10)9 218/1608 18,6
Erythromicine 352/1448 24,3 127/642 19,8 479/2090 22,9
Clindamycine 28/171 16,3 8/80 10 36/251 14,3
Pristinamycine 17/797 2,1 6/446 1,3 23/1243 1,8
Vancomycine 1/1787 0,05 0/841 0 1/2628 0,03
Rifampicine 75/1114 6,7 22/507 4,3 97/1621 5,9
Cotrimoxazole 339/1448 23,4 106/643 16,5 445/209121,3
Acide fusidique 233/701 33,2 111/396 28 344/1097 1,33
Ofloxacine 101/929 10,8 21/399 52 122/1328 9,1
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I1l. Antagosine des bactéries lactiqgues

1. Substances antimicrobiennes produites par les bigries lactiques

1. 2. Acides organiques

Les bactéries lactiques sont sélectionmées leurs propriétés acidifiantes, phénomene
déterminant dans linhibition des flores pathogeri8sphylococcus aureus, Salmonella,
Clostridium) et des microorganismes d'altératiorPsgudomonas, Brochotrix et les
entérobactériesjSmith et Palumbo, 1983; Schillinger et Licke, 1990 Leurs propriétés
inhibitrices sont attribuées a la production d'asidrganiques, notamment lactique et acétique.
L'effet inhibiteur de ces acides est étroitemantlia diminution du pH du milieu et a la fraction
d’acide non dissociée. La diminution du pH cause anidification du cytoplasme cellulaire
(Kashket, 1987) qui se traduit par une inhibition de la flore axkEnsible telle que
Pseudomonas (Talon et al, 1980). La fraction acide non dissociée, étant lipophiigpeut
diffuser passivement a travers la membrane etpdis$ gradient électrochimique de protons ou
altérer la perméabilité de la membrane ce qui ahg@eait une perturbation des systemes de
transport de substratdmmor, 2004).

1. 2. 1. Acide lactique

L’acide lactique est le métabolite majptwduit par les bactéries lactiques. Au cours de la
fermentation, ses formes dissociée et non dissoeié® en équilibre et 'amplitude de la
dissociation dépend du pH. A bas pH, une grandatii@éale I'acide lactique est maintenue sous
sa forme non dissociée et elle est toxique pounatebreuses bactéries, levures et moisissures.
Lindgren et Dobrogosz (1990)ont montré qu’a différentes valeurs de pH, la eoi@tion
minimale inhibitrice (CMI) de la forme non dissoeiétait différente a I'encontre @ostridium
tyrobutyricum, Enterobacter sp. etPropionibacterium freudenreichii ssp.shermanii. En outre,
les stéréo-isomeres d’acide lactique different iadssis I'activité antimicrobienne. L’'acide
L(+)-lactique est plus inhibiteur que I'isomeére PBenthin et Villadsen, 1995).
Charlier et al. (2008) ont montré que l'acidification du lait par additiale l'acide lactique
jusqu'a des valeurs de pH 4,5 — 4,4, empéche leteanpent la croissance @maphylococcus

aureus.,

1. 2. 2. Acide acétique

L’acide acétigue peut interéagir avec lesmniranes cellulaires et causer une acidification
intracellulaire et une dénaturation protéiqtieiang et al., 1986).Son activité antimicrobienne
est plus efficace que celle de I'acide lactiquenetionné sa plus grande valeur de pKa (acide

lactique 3,08 et acide acétique 4,75) et son gpaticentage en forme non dissociée par rapport
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a l'acide lactique a un pH donn@arnshaw, 1992). L'acide acétique agit de maniere
synergétique avec l'acide lactique. En effet, Beclactique abaisse le pH du milieu favorisant
ainsi 'augmentation de la toxicité de I'acide agqée (Ammor, 2004).

Certaines études ont montré qu’a pH 5, l'acideiqaétavec sa forme non dissociée pouvait

inhiber la croissance dg&aphylococcus aureus (Charlier et al, 2008).

1. 3. Peroxyde d’hydrogene

Il est produit par les bactéries lactiqwss présence de I'oxygene comme résultat de
I'action des flavoprotéines oxydases ou de la NApéftoxydase. L'effet antimicrobien du
peroxyde d’hydrogene résulterait de I'oxydation dgsupes sulfhydriles causant une
dénaturation d’'un grand nombre d’enzymes. Il résait aussi de la peroxydation des lipides
membranaires augmentant ainsi la perméabilité dmdmbrane(Kong et Davidson, 198Q)
H.O, peut étre aussi un précurseur de la productioradieaux libres bactéricides comme les
ions superoxide (&) et hydroxyle ©OH). Ces radicaux peuvent endommager I'ADN
(Byczkowski et Gessner, 1988).actobacillus paracasel F2 produit 2,72mmol/l d'kD et il a
été montré que la production de peroxyde d’hydregear des souches deactobacillus ou
Lactococcus lors de cultures mixtesnhibait la croissance d& aureus (Ocaiia et al.,1998 ; Ito
et al.,2003 ; Otero et Nader-Macias, 2005).

1. 4. Dioxyde de carbone (C®

Les bactéries lactiques hétérofermentaires syst#mdtidu dioxyde de carbormomme
métabolite secondaire. Son accumulation dans leum@xtérieur crée une anaérobiose qui peut
étre toxique pour les microorganismes aérobiesirgabition des réactions enzymatiques de
décarboxylation et I'accumulation de €@ans la bicouche lipidique membranaire pourrait
causer un dysfonctionement dans la pérméaliiktund, 1984 ; Baliarda, 2003).

1. 5. Composés aromatiques
1. 5. 1. Diacétyle

C’est un produit du métabolisme du citrate quiresponsable de I'aréme « beurre » des
produits laitiers. Les bactéries a Gram négatf,lévures et les moisissures sont plus sensibles
au diacétyle que les bactéries a Gram positif. iaeédyle inhibe la croissance bactérienne en
interagissant avec une protéine fixatrice d'arginice qui affecte I'utilisation de I'arginine
(Motlagh et al, 1991) Le diacétyle a 344 pg/ml inhibe les souched.dieria, Salmonella,
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Yersinia, E. coli et dAeromonas (Jay, 1986).Dans I'étude deVinderola et al. (2002) a la
concentration de 50ppm, le diacétyle a inhibé ¢essance dEscherichia coli.

1. 5. 2. Acétaldéhyde

Il est produit paib. delbruckii ssp bulgaricus par action d’'une aldolase a thréonine, qui
clive la thréonine en acétaldéhyde et glycine. Etlamné que.b. delbruckii ssp bulgaricus et
. thermophilus ne métabolisent pas I'acétaldéhyde dans le yaibsthccumule dans le produit
a une concentration de 25 ppm. L'acétaldéhyde 40D0ppm inhibe la croissance 8eaureus,
Salmonella typhimurium et E. coli dans les produits laitie(Riard et Desmazeaud, 1991).

1. 6. Acides gras

Certains lactobacilles et lactocoques avec leuisit@s lipolytigues peuvent produire des
quantités significatives d’acides gras libres densait fermenté(Rao et Reddy, 1984)Les
acides gras insaturés sont actifs contre les bestér Gram positif et peuvent présenter une
activité antifongique dépendante de la longueurrdeasfications, la concentration et le pH du
milieu (Gould, 1991).L’action antimicrobienne des acides gras serag& dda molécule non
dissociée et pas a I'anion, étant donné que le plesaeffets profonds sur leur activité avec un
effet bactéricide rapide a bas gKabara, 1993) On a longtemps pensé que les membranes
cellulaires sont les cibles primaires des acides gntimicrobiens. On a démontré gu’ils étaient
capables d'affecter la perméabilité cellulaire et ttansport des nutriments et que des
concentrations micromolaires de ces acides affe€aativité des enzymes membranaires. Les
acides gras insaturés sont eégalement capablesi@¥mles organismes par auto-oxydation et

formation de peroxydes et de radicgang et Johanson, 1992).

1. 7. Substances antimicrobiennes de faible poid®léculaire

Plusieurs études se sont intéressés @tagtion de substances antimicrobienne de faible
poids moléculaire par les bactéries lactiq@esddy et al., 1983 ; Silvaet al., 1987) Ces
substances partagent plusieurs caractéristiqugduerd'avoir un faible poids moléculaire, elles
sont actives a bas pH, solubles dans l'acétonemtistables et montrent un large spectre
d'activité (Axelsson, 1990). Jusqu'ici, trois substances ont été décrites, éReaet et
Reutéricycline, toutes les deux sont produites ldarreuteri et le 2-Pyrrolidone- acide 5-
carboxylic, produit paiLb. casel ssp.casa, Lb. casa ssp.pseudoplantarum et Streptococcus
bovis (Chen et Russell, 1989; Huttuneret al., 1995). Les organismes les plus sensibles a la
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Reutérine incluent des especes des getaghylococcus, Listeria, Salmonella, Shigella,
Clostridium, Candida et Trypanasoma (Axelssonet al.,1989).

1. 8. Bactériocines

Les bactériocines sont des peptides ouwcdemlexes de peptides (généralement 30 a 60
acides aminés) synthétisés au niveau des ribosahegui ont un effet bactéricide ou
bactériostatique sur d’autres espéces souventaaxiganement procheg¢Klaenhammer, 1988 ;
Garneau et al.,, 2002). Dans tous les cas, la cellule productrice est inmig@e vis-a-vis de
I'action de sa propre bactériocine.

Les bactériocines produites par les bexgtdactiques ont été classées lKenhammer
(1993) en quatre classes sur la base de leur poids ntaikecuthermostabilité, sensibilité

enzymatique, présence d’acides aminés post-trasuneilement modifiés et mode d’action.

1. 8. 1. Classe 1 regroupdes lantibiotiques : peptides de taille infériear® kDa, stables a la
chaleur et qui contiennent des acides aminés itkebi soufrés formés post-
traductionnellement, c’est-a-dire la lanthionirepiméthyl lanthionine, la déhydrobutyrine et la
déhydroalanine. lls peuvent étre divisés en deaxugs :

Groupe la: comprend des peptides cationiques, hydrophobésngéls et contenant
jusqu’a 34 acides aminés.

Groupe Ib :comprend les peptides globulaires, chargés négaéut ou sans charge nette
et contenant jusqu’a 19 acides ami(idsAuliffe et hill, 2001 ; Twomeyet al.,2002).

Certains lantibiotiques sont par aillecosistitués de deux peptides agissant ensemble pour
avoir une activité comme la lacticine 314Figure 1, Annexe 1)

1. 8. 2. Classe Il peptides de taille inférieure a 10 kDa, stables éhlaleur, ne contenant pas
d’acides aminés modifiés. Leur point isolélectrigqiaeie entre 8 et 10. Cette classe est divisée en
trois groupes.

Groupe lla : contiennent entre 27 et 48 acides aminés et otégawne partie N-terminale
hydrophobe contenant la séquence consensus YGNGVai'un pont disulfure et une partie C-
terminale moins conservée, hydrophobe ou amphigiiedétermine la spécificité d’action
(Fimland et al., 2000). Elles ont toutes une activité coniresteria monocytogenes. Certaines

bactériocines de ce groupe contiennent égalemedeuxieme pont disulfure dans leur domaine
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C-terminal qui semble étre important dans la sStdibn de la structure tertiaire. Il semble par
ailleurs qu'il leur conférerait une meilleure adévantimicrobienne, une meilleure résistance a
I'exposition a des hautes températures et un spekaction plus larg€Eijsink et al., 1998 ;
Richard et al.,2006).

Groupe lIb : comprend les bactériocines ayant besoin de deutidpsppour avoir une
activite. Deux types de bactériocines de groupe péuvent étre distingués : le type E
(Enhancing) ou la fonction d’'un des deux peptides est d’augerd’activité de 'autre et le type

S (Synergy) ou les deux peptides sont complémentgibestu et Thonart, 2009).

Groupe llc: selon Calo-Mata et al. (2008), ce groupe consiste en des bactériocines
sécrétées par la voie générale de sécrétionsec-dependent secreted bacteriocins » qui inclue
toutes les bactériocines de classe Il n'appartenardu groupe lla ni au groupe llb dont
I'acidocine B et I'entérocine A.

1. 8. 3. Classe lll Protéines de taille supérieure a 30 kDa et sersialdéa chaleur. La
structure et le mode daction de ces bactériociddgrent complétement des autres
bactériocines produites par les bactéries lactiquestte classe ne contient que quatre
bactériocines : I'helveticine J produite paactobacillus helveticus A, I'enterolysine A produite
par Enterococcus faecium, la zoocine A produite paSoreptococcus zooepidemicus et la
millericine B produite parSreptococcus milleri (Nilsen et al., 2003 ; Papagianni, 2003 ;
Nigutova et al.,2007).

1. 8. 4. Classe IV Protéines complexes, glycoprotéines ou lipopretinécessitant une entité
non protéique pour leur activi{éOscariz et Pisabarro, 2001).

D’aprés Calo-Mata et al. (2008) la classe IV englobe les peptides cycliques rsfized des
entités glucidiques ou lipidiques pour leur acéviPeu est connu sur la structure et le mode
d’action de ces bactériocines. Se sont des bactéei® caractérisées par I'existence d’une liaison
covalente entre les extrémités N et C-terminalesadehaine polypeptidique et a ce jour
uniquement 7 bactériocines circulaires synthétigsesdiverses bactéries a Gram positif, sont
rapportéegMartin-Visscher et al., 2008). Dans le cas de bactéries lactiques, elle inclue la
leuconocine S, la lactocine 2Calo-Mata et al., 2008)et la carnocycline AMartin-Visscher

et al.,2008).
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La plupart des bactériocines produites par lesébiast lactiques décrites jusqu’a présent ont une
activité dirigée contre les bactéries a Gram pgogitiais quelques travaux ont monté que
certaines d’entre elles ont une activité contre dastéries a Gram négatif exemple de la
bactériocine (JW15BZ) produite pdub. fermentum qui inhibe la croissance de€lebsiella

pneumoniae (Von Mollendorff et al.,2006).

Il est généralement admis que les baciiées agissent au niveau de la membrane
cytoplasmique en s’y insérant et en s’y regroupeauisant ainsi la formation de pores et donc
une fuite d’ions, d’ATP et d’autres métaboli{@eeganet al.,2006) (Figure 2, Annexe 1)Par
conséquent, la force protonmotrice (PMF) des aedlglensibles diminue ou s’épu{dontville
et Chen, 1998) Le tableau V montre des exemples de bactériocines et leutrspd'@action sur

Saphylococcus aureus.
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Tableau VII Exemples de bactériocines de bactéries lactiquedsue spectre d'action sur
Saphylococcus aureus (Charlier et al.,2009)

BL (bactériocines)

Spectre d'inhibition/activité Suaureus (+/-)

Lactococcus sp.

Nisine

Lacticine 3147
Lacticine 481
Lactococcind, B et M

Large spectre (+)
Large spectre (+)
Spectre moyen (nd)
Spectre étroit (-)

Lactobacillus sp.

Lactocine 27
Sakacine A
Sakacine B
Plantaricine C
Curvaticine 13

Spectre étroit (nd)
Spectre étroit (nd)
Spectre étroit (nd)
Large spectre (nd)
Large spectre (nd)

Pediococcus sp.

Pediocine A
Pediocine AcH (PA-1)

Large spectre (+)
Large spectre (+)

Leuconostoc sp.

Leucocine A-UAL187

Large spectre (nd)

Enterococcus sp.

Entérocine A
Entérocine P

Spectre étroit (-)
Large spectre (+)

Carnobacterium sp.

Carnocine H
Piscicoline 126
Divercine V41

Large spectre (+)
Large spectre (-)
Large spectre (nd)

+, inhibition deS aureus

nd, activité indéterminée s\8 aureus ou non mentionnée dans les études caractérisant ces

bactériocines.

—, aucune inhibition &8eaureus
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I. Isolement des souches d&taphylococcus aureus
1. A partir des selles
1. 1. Provenance des échantillons
Cinquante- huit (58) échantillons de selles soitgwés a partir de patients diarrhéiques
soumis a une antibiothérapie au niveau des differegrvices de I'hépital d’Amizour (médecine
interne, chirurgie et pédiatrie).
Les prélevements de selles sont collectés sténlerdans des boites de coproculture, puis
acheminés dans I'heure au laboratoire.
Les renseignements ci-dessous sont recueillis ggrague patient
- Age et sexe
- Antibiotiques administrés
- Service hospitalier
1. 2. Isolement
Une noix de selles est diluée dans un tube conté&mhde milieu Chapman liquide. 1ml
d’huile de vaseline est ajouté a la surface, puisibe est incubé a %7 pendant 24 h. A partir
du bouillon trouble, un ensemencement par inondatie la surface d'une boite de gélose
Chapman est effectué, puis I'excés est rejeté.dit lle Pétri est incubée a°87pendant 24 h
(Figure 5).

2. A partir de lait de vaches mammiteuses
2. 1.Provenance des échantillons
Dix-sept (17) échantillons de lait de veEhmammiteuses (apres traitement aux

antibiotiques) sont aseptiquement collectés andetdifférentes fermes de la région d’Amizour.
Ces derniers sont immédiatement transportés danglaoiere puis analysés au laboratoire.
Les données ci-dessous sont recueillies

- Type de mammite

- Aspect du lait

- Antibiotiques administrés

33



Matériel et méthodes

2. 2. Isolement

1ml d’échantillon de lait est ensemencé dans ue tdntenant 9ml de milieu Giolitti et
Cantoni additionné de tellurite de potassium. 1lthuide de vaseline est ajouté a la surface du
milieu, puis le tube est incubé a°87pendant 24 h. Aprés noircissement du bouillon, un
ensemencement par stries sur la surface d’'une deitgelose Chapman est réalisé. La boite de
Pétri est incubée a &2 pendant 24 (Figure 6).

Il. Purification et identification des souches d&taphylococcus aureus

Apreés incubation, les colonies sont sélectionnéesasbase de leur aspect morphologique
(couleur jaune doré, bords reguliers, bombéesaniges et un diametre de 1 a 3m@tra et
al., 1998). Ces derniéres sont repiquées successivement as Bhaid fois sur gélose Chapman
dans le but de les purifier.
L’identification des souches d&aphylococcus aureus est réalisée par l'utilisation de 4 tests
principaux :

1 Coloration de Gram
2 Test de la catalase
3 Testde la coagulase

4 Test de la DNase

» Test de la coagulase
- Ensemencement a partir d'une colonie caract@ustsur milieu chapman d’un bouillon BHI
(cceur cervelle) puis incubation 24 h a 37°C au-bédanie.
- 0,5ml de plasma de lapin oxalaté sont répartis dies tubes a hémolyse stériles, puis 0,5 ml de
chaque bouillon BHI présentant un trouble sonilsté@ent ajoutés.
- Les tubes sont mélangés au vortex puis incul8¥@. L'observation se fait toutes les heures
pendant 8 heures puis au bout de 24 h. Un tedtifpsisitraduit par la formation d’un coagulum
(Guiraud et Rosec, 2004).

= Testde la DNAse
- A partir des colonies caractéristiqgues sur Chapmae,gélose a ADN est ensemencée par strie
centrale, puis les boites de Pétri sont incub&& @ pendant 24 h.
- La révélation de Il'activité se fait en vaporisanta surface de la gélose une solution d’acide
chlorhydrique (HCI 1N). L'apparition d’'une zone ictaautour de la strie indique la présence
d’'une DNAse(Guiraud et Rosec, 2004).
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1g de selles—l

Y
N

«—— 5ml de Chapman liquide + 1ml d’huile de
vaseline

N

Incubation a 3°C/24r

Ensemencement par inondation

v
<—— Gélose Chapman

Incubation a 3°C/24r

l

Isolement de colonies jaunes"
Repiquage 3 a 4 fois sur
gélose Chapman

Figure 5 Isolement dé&taphylococcus aureus a partir des selles
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1ml de lait

<«—— 9ml de Giolitti Cantoni + 1ml d’huile de
vaseline

g

Incubation 24 h/3TC

Ensemencement par stries

v
<— Gélose Chapman

Incubation a 3°C/24t

l Repiquage 3 a 4 fois sur
Isolement de colonies jaunes 4”7 W gélose Chapman

Figure 6 Isolement d&taphylococcus aureus a partir de lait mammiteux
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[ll. Sélection des souches d8taphylococcus aureusiultirésistantes

1. Préparation de linoculum standard deS. aureus

L’activité de tout agent antibactérien etpendante de la densité de la suspension
cellulaire de la souche cible utilis@leeroy et De Vuyst, 2005) Ainsi, I'inoculum de la souche
de S aureus eststandardisé.
A partir d’'une culture fraiche, obtenue sur bounlloutritif, un ensemencement par stries est
réalisé sur gélose Chapman. Apres incubation a péfdant 18 h, les colonies sont prélevées et
reprises dans un tube d’eau physiologique, jusapoir une densité optique fixée a : 0,5 a 625
nm (specro Shimadzu UV mini 1240). Ensuite destidihg décimales ont été realisées dans de
I'eau physiologique (1® & 10°), & partir des dilutions préparées fijusqu'a 16), 1ml de
chaque dilution a été ensemencé en masse dansélose ¢°CA, puis incubé a 37°C pendant

24h. Au terme de l'incubation le dénombrement axsries est réalis@-igure 7).

2. Antibiogrammes des souches d&. aureus

Dans le but de sélectionner les soucheS dareus multirésistantes, parmi celles isolées
des selles et du lait mammiteux, ces dernieredaiintobjet d’un antibiogramme standard sur
gélose Mueller Hinton selon les recommandation€ AvsSFM (2009).Pour étudier la résistance
du Saphylococcus aureus a la méthicilline, il est recommandé d'utiliser défoxitine comme
marqueur phénotypique pour la détection de latadsie et d'incuber & 30°C au lieu de 37°C
(Fernandeset al.,2005).
Le tableau VIII résume quelques caractéristiques des antibiotigséss

Tableau VIl Antibiotiques testés et leurs diametres critiquasr Staphylococcus aureus (CA-

SFM, 2009)
Antibiotiques | Abréviations Classes Charge du disqueDiameétres critiques
(mm)

S R
Pénicilline G P Pénicillines 6 Ug > 29 <29
Oxacilline OX Pénicillines S5 ug > 20 <20
Céfoxitine FOX Céphalosporines 30 ug > 27 <25
Céfotaxime CTX Céphalosporings 30 ug > 26 <23
Gentamycine GM Aminosides 15 pg > 20 <20
Erythromycine E Macrolides 15 Ul > 22 <19
Pristinamycing PT Streptogramines 15 pg > 22 <19
Vancomycine VA Glycopeptides 30 pug >17 -
Ciprofloxacine CIP Fluroquinolones 5 ug > 22 <19

S : sensible R : résistant
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2. 1. Préparation de linoculum

A partir d’'une culture pure et fraiche d& Heures, les colonies & aureus isolées sont
raclées a I'aide d’'une anse de platine, 'ansemestite déchargée dans 5ml d’eau physiologique,
aprés homogénéisation de la suspension bactérennertex, lesnocula sont ajustés jusqu’a
obtenir une DO de 0,50 & 625nm (enviroff WEFC/mI). Une dilution & 16 est effectuée, pour
avoir 10 UFC/m.

2. 3. Ensemencement

SelonCA-SFM, (2009) :

1- Un écouvillon stérile est trempé dans la suspertsactérienne & IUFC/m

2- L’écouvillon est essoré en le pressant fermensemtla paroi interne du tube afin de le
décharger au maximum.

3- Sur une boite de Pétri présentant 4mm d’épaisiegélose Mueller Hinton, I'écouvillon est
frotté sur la totalité de la surface de la gélosdaut en bas et en stries serrées

4- L’opération est répétée trois fois en tournarttdite de 60° a chaque fois sans oublier de faire
pivoter I'écouvillon sur lui-méme.

5- Finir 'ensemencement en passant I'écouvillonigypériphérie de la gélose.

6- Les disques d’antibiotiques son déposés sugltzsg Mueller Hinton, incubée a 30°C pendant

24 a 48 heures.

2. 4. Lecture

Aprés incubation, on mesure a l'aide d'ymied a coulisse les différents diamétres des
zones d’inhibition obtenus autour des disques datiques. L'interprétation en sensible (S)
intermédiaire (I) ou résistante (R) est effectuglersles criteres définis par GA-SFM (2009).
Remarque :

Les deux souches 8eaureus ayant témoigné d’une multirésistance (I'une isaléeselles

et 'autre de lait mammiteux) sont retenues powuiige de I'étude.
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Dénombrement des colonies sur gélose PCA
aprés incubation a 3/24h

Figure 7 Standardisation deifioculum deSaphylococcus aureus
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IV. Mise en évidence de l'activité antibactériennen vitro de souches de bactéries
lactiques a I'égard des souches d& aureusrésistantes aux antibiotiques

1. Souches de bactéries lactiques utilisées
Six (6) souches de bactéries lactiquesténutilisées durent cette étude.
- Enterococcus faecalis (1)
- Enterococcus faecalis (2)
- Enterococcus sp.
- Lc. Lactis ssp.lactis (1)
- Lc. lactis ssp.lactis (2)
- Lb. paracasei ssp.paracasei
Ces derniéres on été identifiees par séquencalgeideARN 163Bendali, 2009) et font partie
de la collection bactérienne du Laboratoire de bhaslogie de lait et probiotique de I'université
A. Mira de Béjaia.
Avant toute utilisation des souches, une vérifaratde leur pureté est indispensable. Apres
guelques repiquages successifs, des tests ragidaames permettent de vérifier la pureté des
souches :
= Aspect des colonies obtenues apres isolement soseg®IRS a 37°C pendant 48 h
pour les souchesLp. paracasei, Enterococcus faecalis (1), Enterococcus faecalis (2)
et Enterococcus ssp.), et a 3 pendant 48h pourc. lactis (1) etLc. lactis (2).
= Coloration de Gram et test de la catalase

2. Préparation de linoculum standard des bactéries lactiques

Afin de pouvoir comparer I'aptitude dedfé@tientes souches de bactéries lactiques a
produire des substances antimicrobiennes, une at@iedtion des conditions de culture est
indispensable, Pour cela lecula des souches testées sont standardisés @FYmI. A partir
d’une culture fraiche, obtenue dans 5ml de bouilNtRS, un ensemencement est réalisé sur le
méme milieu gélosé. Apres 48 h d’'incubation a 3@BadiC, les colonies isolées sont raclées a
I'aide d’'une anse de platine, I'anse est ensuitthddyée dans 5ml d’eau physiologique, aprés
homogénéisation de la suspension bactérienne aexydesinocula sont ajustés jusqu’a obtenir
une DO de 0,50 a 620nm (specro Shimadzu UV mindLZnsuite des dilutions décimales sont
réalisées dans de I'eau physiologique(8010°), & partir des dilutions préparées flj0squ'a
10®), 1ml de chaque dilution est ensemencé en masseute gélose MRS, puis incubé & 30 ou
37°C pendant 48h.

Au terme de l'incubation le dénombrement des cesmist réalis@-igure 8).
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Figure 8 Standardisation deifioculum des bactéries lactiques
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3. Test des spots

L’activité antibactérienne des souche$aleéries lactiques a I'égard 8eaureus est mise
en évidence par un test d’antagonisme direct quleetest des spots. Aprés avoir rempli les
boites de Pétri avec de la gélose MRS (solidifiégeehée), @ de la suspension bactérienne de
la souche de bactérie lactiqgue {LOFC/mI) sont déposés en spots. Les boites soh&eéqres
du bec bunsen pendant 30 min puis incubées a 387D pendant 18 KkFernandezet al.,
2007).Apres la période d’'incubation, les spots sontugeas de 10 ml d’'une gélose semi-molle
de PCA en surfusion ensemencée avec 1ml d’'uneredftaiche de la souche Seaureus a 10
UFC/ml, puis incubées a 37°C pendant 18 h. Au tatenéa période d’'incubation, les diametres
des zones d’inhibition sont mesufésgure 9).
La souche de bactéries lactiques ayant témoigré deilleure antibiose vis-a-vis des souches

deS aureus, sera retenue pour des tastsitro etin vivo.
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Figure 9 Schéma du test des spots
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4. Mesure de la concentration extracellulaire des ionkK”

Pour savoir si la souche de bactérie laetiggtenue a un impact sur la perméabilisation de
la membrane de&s. aureus exprimé par la fuite des ions*kKdu contenu cytoplasmique, la
concentration externe de ces derniers est mesang® lds surnageants des cultures mixtes et
pures (témoins) par spectrophotométrie de flamnaéa@pareil est principalement utilisé pour le

dosage des cations alcaling,INa’, K* et C4>.

4. 1. Préparation des cultures mixtes

Deux Erlen-Meyer de 100 ml sont remplislpanl de bouillon BHI, puis inoculés par 2ml
de la suspension de la souche de bactérie lactiefeaue & TOUFC/mI. Le premier Erlen-
Meyer est ensemencé par 2ml de la suspension H& fouche de. aureus retenu, le second

par 2ml de la suspension de F'Zsouche d& aureus a des taux de IQFC/ml (Figure 10).

4. 2. Préparation des cultures pures (témoins)

Les cultures sont réalisées dans des Erlen-MeyetOfenl contenant chacun 18ml de
bouillon BHI.
- Le premier Erlen-Meyer est inoculé par 2ml desispension de 1a*% souche deS. aureus
retenu & 10UFC/ml.
- Le deuxiéme Erlen-Meyer est inoculé par 2ml deuspension de 1% souche d&. aureus
retenu & 10UFC/ml.
- Le troisieme Erlen-Meyer est inoculé par 2ml @esulispension de la bactérie lactique retenue a
10° UFC/ml.
L’incubation des cultures pures et mixtes, estatffiée a 37C sous agitation de 180rpm pendant
4 heures. Des prélevements de 3ml a un intervallé Heure sont effectués, puis centrifugés a
6000tr/min. Les surnageants sont récupérés afimemurer la concentration des ion§ péar le

photometre de flamm@igure 10).
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Souche 134 10 Souche 23 10 LAB a 1@
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Saureus1a 10 S aureus2 a6
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Incubation a 37°Csous agitation de
180rpm pendant 4 heures

!

Des prélevements de 3ml a un intervalle de 1 heusent effectués, puis
centrifugés a 6000tr/min. Les surnageants sont répeérées afin de mesurer la

concentration des ions K par le photométre de flamme

Figure 10Mesure de la concentration extracellulaire des iohs
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4. 2. Etablissement de la courbe d’étalonnage

1,919 de KCI (chlorure de potassium), sont dissiaus une fiole de 1l, puis complétés avec de
I'eau distillée. Une solution de 1 g/l d€ Kst obtenue. A partir de la solution mére, dastidihs
sont préparées (5 mg/l, 8 mg/l, 10 mg/l, 12 mgilmg/l et 20 mg/l), ces derniéres sont dosées
au photometre de flamme aprés que celui-ci soibréalpar le passage d’'une solution d'eau
distillée pure. La courbe d’étalonnage est trac¥esorbance = f ([K] en mg/l)

Les surnageants des cultures centrifugés sont desébétat afin de déterminer s'il est
nécessaire de les diluer. Si c’est le cas, ilsrgeddués puis a nouveau dosés de maniere a

rentrer dans la gamme d’étalon.

5. Etude de I'antagonisme de la souche de LAB enweles souches d8. aureusdans

du lait écrémé

L’étude de I'antagonismim vitro de la souche deAB a I'égard des deux souches$le
aureus est effectuée en culture mixte dans du lait éérércandia », afin d’évaluer le potentiel
inhibiteur de LAB & I'égard des de®aureus. Les cultures mixtes de LAB & L10OFC/ml et des
deux souches d& aureus & des taux de $QFC/ml, sont réalisées dans des tubes de 8ml de lai
écrémé stérile. Les cultures pures (témoins), sfiattuées dans des tubes contenant 9ml de lait
écrémé stérile, inoculés par chaque souch& dmireus a des concentrations finales de® 10
UFC/ml. Les cultures pures et mixtes, sont incub&e37C, puis des prélévements a un
intervalle de 2 heures sont effectués durant 24esewafin de suivre I'évolution du pH et le

nombre deS. aureus par comptage des colonies sur gélose Pdgure 11).

La souche d&. aureus qui aura témoigné d’une plus grande sensibiligéavvis de LAB lors de

I'étudein vitro, sera retenue pour I'expérimentationvivo sur lapins holoxéniques.
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Incubation a 37°C/24h

Des préléevements a un intervalle de 2 heures sorifextués durant 24 heures,
afin de suivre I'évolution du pH et le nombre deS. aureus(1) et (2) par
comptage des colonies sur gélose PCA

Figure 11 Cultures pures et mixtes des deux souchesaleeus dans du lait écrémé
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V. Etude in vivo de I'antagonisme de LAB envers la souche d§. aureusretenue
1. Standardisation desnocula

Avant de procéder a I'expérimentation aen une standardisation de®cula de la
souche test (LAB) et de la souche cib® dqureus retenue) dans du lait écrémé est effectuée
(Figures 12 et 13).
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Figure 12 Standardisation de I'inoculum &aureus dans du lait écrémé
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Figure 13 Standardisation deifioculum de LAB dans du lait écrémé
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2. Préparation des animaux d’expérimentation

L’étude a porté sur 10 lapins blancs hélogues, agés de 30 jours, provenant de la région
d’Amizour de la wilaya de Béjaia. Ces derniers s@piartis en deux lots de quatre lapins et un
lot de deux lapins utilisés comme témoins (un HigEique et un autre sans aucun traitement).
L’élevage de ces lapins est effectué au niveavaténalerie (FSNV) de l'université de Béjaia.
lls sont d’abord installés, dans le milieu qui |étit réservé, une semaine avant de commencer
I'étudein vivo pour éviter toute instabilité de leur microflordestinale qui serait due au stress
ou au régime alimentaire. Chaque lapin est placé dans une cage congue pour ce genre
d’expérimentation. Ces animaux ont recu une aliatért ordinaire microbiologiquement non

contrélée (herbes et eau de robinet).

3. Estimation du nombre des staphylocoques dans flare fécale

Avant de contaminer les lapins p& aureus, une estimation du nombre des

staphylocoques dans la flore fécale, est effectuégélose Chapmdgmigure 14).

4. Provocation de la diarrhée

La diarrhée est provoquée par 'adminigirapar voie orale d’'une dose journaliere de 5 ml
de lait écrémé stérile « Candia » contenant 1’5BC/ml deS. aureus « préferment ». Le
« préferment » d&. aureus est préparé tous les jours durant la période d¢anunation (5

jours)(Figure 12).

5. Traitement
Juste apres l'apparition de la diarrhée, les lapamd traités comme suit:

» Lot 1 (non traité) : les lapins recevaient 5 mlaleécrémé stérile par voie orale.

= Lot 2 (traité) : les lapins recevaient 5 ml de &irémé fermenté par LAB & 2210FC/m.
Ce lait fermenté est préparé quotidiennement dueapériode du traitement (7 jour@jigure
13).
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Figure 14 Protocole de dénombrement$8eureus dans les selles des lapins
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6. Dénombrement deS. aureusdans les selles

Avant le dénombrement d&. aureus dans les selles, la cage de chaque lapin est bien

nettoyée, pour éviter une éventuelle contamingteomd’autres micro-organismes.

Le dénombrement d&. aureus est effectué tous les matins pendant toute la geride

I'expérimentation animale (12 jours), et il estlig@comme suit :
» Durant la période de contamination aaureus (5 jours) ;
= Durant les 7 jours de traitement avec LAB ;

4 heures aprés I'administration de la dosesdaureus ou a la suite du traitement, les selles de
lapin sont prélevées avec une spatule stérile pos#®s dans une boite de Pétri stérile, puis
acheminées immédiatement au laboratoire pour pes@@ddénombreme(Eigure 14).

L’état sanitaire et le comportement des lapins ext taractéristiques des selles (aspect,

consistance et volume), sont suivis durant cetteed

7. Dissection
La dissection est effectuée a différegtapes de I'expérimentation animale :
- Un lapin sain n’ayant recu aucun traitement (tiérnest disséqué a la fin de I'expérimentation.
- Un autre lapin est disséqué dés apparition diahdéarrhéique persistant.
- Un troisieme lapin rendu diarrhéique est disségpis sept jours de traitement avec le lait
fermenté au LAB.
- Un quatrieme lapin diarrhéique et n'ayant rece du lait écréemé stérile (lapin non traité) est
également disséqué apres sept jours du déclenchdméndiarrhée.
Les différentes étapes de la dissectont rapportées comme suit :
= Apres l'installation du lapin (anesthésié avec Hlomforme) sur une plaque stérile dans une
hotte a flux laminaire stérile, une petite incisaun niveau du ventre (de la cage thoracique a
la poche urinaire) est réalisée a 'aide d’'une lalmelissection stérile.
= A laide d’'une pince stérile, la peau est soigneuwset ecartée.

= Des portions de I'intestin et du colon sont pré&s/ét mises dans 100 ml de formol a 10%
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8. Réalisation des coupes histologiques
8. 1. Préparation des lames

Les coupes histologiques des portionssiimales et coliques des lapins disséqués, sont
réalisées au niveau du laboratoire d’anatomie etydelogie pathologiques de Mme le Dr
AMRANE (Béjaia), selon la méthode dé¢ould (1984). Cette méthode consiste en plusieurs
étapes : la circulation (déshydratation, éclaiemssnt, imprégnation), I'enrobage, la microtomie,
I'étalement et la coloration des lames.

Les étapes de la circulation sont résumées damaldeau IX.

Tableau IX Etape de la circulation (déshydratation, éclasesent et imprégnation)

Etape Durée
Déshydratation :
Ethanol (70%) ler bain ; 30 min
Ethanol (80%) 2eme bain ; 30 min
Ethanol (90%) 3eme bain ; 1h
Ethanol (96%) 4éme bain ; 1h
Acétone un seul bain ; 20 min
Eclaircissement :
Xylene ler bain ; 30 min
Xylene 2eme bain ; 1h
Imprégnation :
Paraffine 1er bain ; 30 min a 66C
Paraffine 2éme bain ; 1haelC

8. 2. Etalement et coloration histologique

Les segments d’intestins et de cdlons sarbés dans des blocs de paraffine. Les coupes
histologiques réalisées au microtomaridd’épaisseur) sont étalées sur des lames. Ceidern
subissent une coloration qui est effectuée sewétiepes décrites dangdbleau X.
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Tableau X Etapes de la coloration histologique

Etape Durée
1- Déparaffinage : Xylene 20 min a 66C
2- Alcool (96%) 1 min
3- Réhydratation : Eau 10 min
4- Premiere coloration : Hématoxyline de Harris 10 min

7- Rincage a 'eau courante

6- Eau acidifiée (eau + 5 gouttes d’'HCI)

7- Ringage a I'eau courante

8- Eau ammoniacale (eau + 5 gouttes d’ammoniac)
9- Rincage a 'eau courante

10- Deuxiéme coloration : Eosine

11- Ringage a I'eau courante

13- Montage des lames a I'Eukitte

2 immersions

2 immersions

10 immersions

8. 3. Observation microscopique

L’observation microscopique des lames @régs, est faite au microscope optique (Zeiss).

VI. Analyse statistique

Le test effectué dans cette étude sigtistiest le test de Student de comparaison des

moyennes de deux échantillons appariés sougiledbSTATISTICA 5.5 (Ed. 99). Ce teste est

utilisé pour :

- La mesure de la concentration extracellulaireides K

- L’étude de I'antagonisme de la souche de LAB emVes souches dé&. aureus dans du lait

écrémeé

- L’étudein vivo de I'antagonisme de LAB envers la souch&admireus retenue
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Résultats et discussion

Chapitre I. Isolement et identification des souchedeStaphylococcus aureus

1. A partir des selles

Au cours de cette étude qui s’est déroulée dusapétiode allant de décembre 2008 a mars
2009 a I'népital d’Amizour de la wilaya de Béjarmus avons fait des prélévements de selles sur
58 patients diarrhéiques soumis a une antibiotlérap
L’isolement des souches & aureusa partir des échantillons de selles, est effestuéyélose
Chapman, les souches ayant donné des colonies-gauége sont retenues pour des tests
d’identification en se référant aux données@leraud et Rosec (2004)Les résultats obtenus
sont rapportés dans Tableau XI.

Tableau X| Résultats de I'identification des souchesSdaureus

Test effectué Caracteres Résultats lllustration
recherchés
Culture sur | Fermentation du | Colonies jaunes dorées
milieu mannitol entourées d’'une auréole
Chapman jaune (mannitol +)
Coloration Aspect des Cocci a Gram positif
de Gram cellules disposées en amas
et type de paroi
Test de la Présence d’'une | Apparition d'une
catalase
catalase effervescence
Test de Présence d’'une | Aprés pulvérisation de HCI
I’ADNase ADNase 1N surla gélose a ADN
les stries apparaissent
entourées de zones claires
Test de Présence d’'une | Coagulation du plasma
coagulase coagulase
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Au total, 5 souches d&. aureug8,62%) ont été isolées et identifié€Bableau Xll). Les autres
cas de diarrhées seraient dus a d’autres ageri&yibas autres quUe. aureus.

Tableau Xl Répartition des souches 8eaureusen fonction du service hospitalier, age, sexe et

antibiotiques administrés au patient

Souche | Service | Age Sexe| Antibiotiques
hospitalier administrés au patient
S Chirurgie | 33 ans F Cefacidal et
gentamicine
S Pédiatrie | 18 mois| F Cefacidal et
gentamicine
S; Pédiatrie | 8 mois | H Amoxilline
Sy Médecine | 83 ans H Cefacidal
interne
S Médecine | 68 ans H Ampicilline
interne

S : souche 8eaureussolée des selles, F : femme, H : homme

En effet, les diarrhées associées auwbiatitiues (DAA), dont l'incidence varie dans la
population générale de 5 a 25 % en fonction deibarique prescritBartlett, 2002), sont le
plus souvent liées a un déséquilibre de la flotestmale, qui altere profondément la flore
dominante, en particulier par le fait de 'émergede souches pathogenes conmhastridium
difficile, Staphyloccocus aureuSalmonellaspp. ouEscherichia coli(Kaltenbach et Heitz
2004).

Une étude menée pBaba-Moussaet al. (2010) sur 115 patients diarrhéiques sous
antibiothérapie, hospitalisés en Afrique, montré que sur les 230 prélevements de selles,
13,91% (43/230) des diarrhées sont duS.aaureus 18,7% (43/230) a Salmonella 13,5%
(31/230) aVibrio cholerae 4,3% (10/230) &higellg 35,21 % (81/230) &scherichia coli8,7%
(20/230) eClostridium difficileet 5,6% (13/230) a d’autres bactéries Gram négatif

Flemming et Ackermann (2007)ont rapporté dans une étude basée sur les diarrhées
nosocomiales causeées [&r aureus que sur 2727 échantillons de selles prélevésrtir ke
patients sous antibiothérapie, 198 (7,3%) et B4806) souches respectivementieaureuset

deClostridium difficileont été isolées.
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1.1. Données répertoriées

® Age des patients
Parmi les 58 patient36,2% étaient ages de plus de 65a#3,1% de moins de 6ans et
20,7% entre 6 et 65ans.

L’age est un facteur de risque significatif de DARAlisque leur fréquence est plus élevée
chez les enfants de moins de six ans et chez tesrpees agées de plus de 65 @waltenbach
et Heitz 2004).

Ces diarrhées sont particulierement fréquentes ldsepersonnes agées polypathologiques, car
'age et la sévérité des maladies chroniques ass®cont des facteurs de risque démontrés
(McFarland, 1995).

Toute diarrhée, méme apparemment banale, peufrartiehez une personne agée, fragile une
déshydratation ou aggraver une dénutrition, etrimrdr a déstabiliser une situation précaire
(Slotwiner-Nie et Brandt, 2001).

Cependant le taux de diarrhée le pluséetegte chez les enfants de moins de 6ans avec
43,1%. En effet, la fragilité et la sensibilité gwne enfant font de lui une cible favorable pour
divers agents microbiens. Dés la premiere colaopisatdes micro-organismes pathogenes
nuisibles peuvent peupler les différentes mugqueasesgendrer diverses pathologies telles que
les infections respiratoires, meéningites et leedtibns gastro-intestinales accompagnées de
diarrhée(Delmee, 2003).
Divers facteurs peuvent aussi favoriser I'implaotat de micro-organismes pathogenes
responsables de diarrhées, telle qu'une antibiagférnon adaptée, une malnutrition ou une
alimentation non équilibrée, un manque d’hygieneuouallaitement artificiel non adéquat.
Effectivement, I'augmentation du nombre de casrbd@ques a cette tranche d'age peut étre
associée a la baisse de l'allaitement maternel,ac&r mois les nourrissons commencent a
développer progressivement leur systéme immunif@@medant qu’il se produit une baisse des
anticorps d’origine maternelle, ce qui rend lesrmiesons vulnérables aux infectio(@iouf et
al., 1990).
Dans les pays en voie de développement avec un daumorbidité modéré ou élevé, les
nourrissons allaités au lait artificiel ont desqries de mourir de diarrhée ou de pneumonie
respectivement de 4 a 14 fois plus élevés que mmevant du lait maternEDMS, 2000).

Plus de 20% des enfants souffrant de déssrintestinaux développent des diarrhées

persistantes qui sont associées a une augmendatiosque de mortalitBoclé, 2005).
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La diarrhée représente en Algérie et de part ledddiune des causes principales de mortalité
chez I'enfant de moins de cing ans (5 a 10 millidasmorts par an dans les pays en voie de
développementjOMS, 2006).

Selon I'estimation de I'OMS, 3,2 millions de déassignables a la diarrhée surviennent aux
cours des deux premiéres années de la vie, priecigat apres déshydratation. En Algérie, en
1999, 21692 enfants de moins de cing ans ont éspitatisées pour diarrhée, dont 1374

décéderont par déshydratati@imeoni, 2000).

® Antibiotiques administrés aux patients
Les différentes classes d’antibiotiquemiadstrées aux patients étaient réparties comme
suit: les céphalosporing85%), pénicillines(31,6%), aminoside$20%), imidazoles(8,4%) et
oxazolidinoneg5%) (Figure 15).
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Figure 15 Taux d’antibiotiques administrés aux patients passe

Les classes dantibiotiques les plus adbtrifes aux patients diarrhéiques, sont la
céphalosporine et la pénicilline.

En effet, I'incidence des DAA varie en ftina de I'antibiotique prescrit : 5 a 10 % pour
I'ampicilline, 10 a 25 % pour I'association amoXicie—acide clavulanique, 15 a 20 % pour les
céphalosporines de troisieme génération, 2 a 586Ipe fluoroquinolones, les macrolides et les
tétracyclinegBartlett, 2002).

Actuellement, les DAA sont le plus souvent cons@esta la prescription de bétalactamines,

mais elles peuvent survenir apres la prescriptoprésque tous les antibiotiqudylonakis et
al., 2001).
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La dose totale et la voie d’administratiofont pas d’influence significative sur la
fréequence des DAA, mais le nombre d’antibiotiquessprits et la durée de I'antibiothérapie

augmentent nettement le risque de survenue de @dAckarland, 1998).

Les diarrhées &. aureus surviennent essentiellement apres la prescriptien d
fluoroquinolones, associées ou non a d'autres ratdéanti-infectieuses. Elles entrainent un
déséquilibre de Iflore digestive et permettent la sélectionRleaureugnéthicilline-résistants,
retrouvés dans la majorité des DAMSaaureugKaltenbach et Heitz 2004).

Flemming et Ackermann (2007)ont trouvé, que sur 71 patients diarrhéiques aves d
échantillons de selles positifsS aureus 25,3% recevaient des fluoroquinolones, 23,9% des

céphalosporines et18,3% des pénicillines.

L’étude réalisée pddaba-Moussaet al. (2010),a montré que sur 21 patients atteints de
diarrhée aS. aureus 7 ont été traités avec I'ampicilline, 10 aveankkicilline , 3 avec la
gentamicine et un seul recevait de la céfuroxintezes patients, la diarrhée a souvent disparu
lorsque le traitement anti-staphylococcique appéoarété administré, comme la vancomycine,

ou a l'arrét de I'antibiothérapie qui a permitéaanstitution de la flore digestive.

La prévention des DAA repose essentiellgmsur [Iindication justifiee d'une
antibiothérapie, sur le choix de I'antibiotique ®ir des mesures d’isolement des malades
infectés pour limiter la transmission exogene ddédatérie par manuportagkaltenbach et
Heitz, 2004).

Effectivement, plusieurs publications doemtent le fait que les antibiotiques sont souvent
prescrits de fagon inadéquate ou pour une dur@ddrngue. Une sur-utilisation des antibiotiques
dans les hopitaux, expose les patients a des effetondaires potentiels, favorise le
développement des infections comme les DAA, etrdagd’émergence de bactéries résistantes
nécessitant l'utilisation d’antibiotiques plus masts, plus colteux et souvent plus toxiques
(CINQ, 2005).
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2. A partir de lait de vaches mammiteuses

L’isolement des souches Siaphylococcus aurewsété effectué durant la période mars a
Mai 2009, a partir de lait de 17 vaches mammitewsesa région d’Amizour, apres que ces
derniéres eurent été traitées avec des antibictiqRermi elles, 3 ont été atteintes de mammites
cliniques(17,64%) et les 14 autres de mammites subcliniq82s35%).

95% des cas de mammites sont subclinidoessjue les bovins sont atteints de mammites
subcliniques, des changements macroscopiques dasllaa ne sont pas observés, il se produit
des changements dans la composition et la qualetitéit produit(Fox et al, 2001).

Une étude réalisée a Rio de Janeiro sumbBasmites bovines causées paapBylococcus
aureus a montré que les 98 échantillons de lait colestént tous issus de vaches atteintes de
mammites subcliniqug€oelhoet al.,2009).

Une enquéte menée a Jijel a permis deletépar le test de CMT (California Mastitis
Test), la présence de mammite chez 80% des vadhes 15 exploitations, 95% de ces

mammites étaient subcliniquéRahal et al.,2009).

Les souches de staphylocoques isolées & fdad échantillons de lait ayant donné une
coloration noire du milieu de Giolitti Cantoni, sgourifiées sur gélose Chapman et les souches
fermentant le mannitol et formant des colonies ¢adaré sont retenues pour des tests
d’identification(Tableau XI).

4 eéchantillons de lait ne contenaient passtaphylocoques, on en a conclu que ces
mammites étaient dues a des agents microbiensajuteedes staphylocoques.

Les tests d'identification ont permis de confiriappartenance de 10 souches 8.1;0) a
I'espéce Staphylococcus aureuglles étaient toutes isolées a partir de vachesnts de
mammites subcliniques qui recevaient un traiteni@ma-mammaire (Amoxicilline plus acide

clavulanique).
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Sur 17 échantillons de lait de vaches mammite@&8:8% sont duead S. aureus23,6% de ces
mammites n’étaient pas dues a des staphylocodue% étaient dues a des staphylocoques a

coagulase négative @tigure 16).

0O 17,6%

@ Staphylocoques a coagulaségative

B Staphylococcus aureus
O Autres

B 58,6%

Figure 16 Fréquence d’isolement des bactéries a I'originendenmites

SelorDeverriere (2007),dans les Pyrénées-Atlantiques et le rayon de Rogutds cas
sporadiques de mammites cliniques bovines sontipatement dus &taphylococcus aureus
En seconde position, on note I'importance des stapbques a coagulase négatipeis, par
ordre de prévalence décroissant, viennent les tettegues, lesPasteurellaceae,les

entérobactérieg\rcanobacterium pyogendss corynebactériesPseudomonaspp. etc.

Une étude realisée a Alger, qui a porté6uvaches laitieres appartenant a 22 élevages
distincts, a permis d'aboutir aux résultats suwatés analyses bactériologiques des échantillons
de lait ont montré la présence de coques a Grarntifpo®tamment des staphylocoques a
coagulase positive (7%), des staphylocoques a utasm négative (1%) et des streptocoques
(7%) ( Boulbina et al.,2009).

Les mémes observations ont été faiteipeamane (2009),sur 19 échantillons de lait de
vaches mammiteuses (récoltés dans la région dealR&}6,31% de ces mammites n’étaient pas
dues a des staphylocoques, 21,05% étaient duessaagdnylocoques a coagulase négative et 52,

64% aS. aureus.

Concernant I'épidémiologie analytigue demmmites &. aureusle réservoir principatie
staphylocoques est constitué par les infectionslsufues etcutanées des trayons (traumatisme,

surinfection suite de I'eczéma contagieux@s sources accessoires de Staphylocoques sont, le
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lieu de couchagd,aliment, I'air, les insectes, les équipements teains de I'éleveur et les
autres animaux. Au contraire, les entérobactériesngrocoques se trouvent surtalans la

litiere (Deverriere, 2007).

En plus de I'implication des mammites disspertes financiéres, il ne faut pas négliger
leur incidence en santé publique. L'utilisationeimsive des antibiotiques pour le traitement et la
prévention des mammites constitue une menace owahté humaine par I'émergence de
souches antibio-résistantes qui, par le biais dustant introduites dans la chaine alimentaire
(Werckenthin et al.,2001).
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Chapitre 1. Antibiogrammes des souches d&. aureus identifiees

Pour pouvoir sélectionner les souchesSdeureuanultirésistantes a partir de selles et de
lait de vaches mammiteuses, des antibiogrammessdernieres ont été effectués
1. Souches isolées des selles

Les résultats des antibiogrammes des ssudeStaphylococcus aureusolées des selles
sont représentés dansllableau Xl

Tableau Xl Antibiogrammes des souches$leaureussolées des selles

Souches de Antibiotiques

S.aureus | P OX | FOX| CTX| GM | E | PT| VA | CIP
S R R S R S S | S| S S
S R R S R S S | S| S S
S3 R R R R S S | S| S S
Sy R R S S S S| S| S S
S R R S S S S| S| S S

S: sensible, R: résistant
Les résultats obtenus indiqguent que swobBches deS. aureusisolées, 100% sont
résistantes a la pénicilline G et a I'oxacillis®@% a la céfotaxime20% a la céfoxitine, aucune
résistance n’a été détectée pour la gentamicighremycine, pristinamycine, vancomycine et
ciprofloxacine(Figure 17).
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Figure 17 Taux de résistance des soucheSdaureugisolées des selles) aux différents
antibiotiques testés
Toutes les souches & aureussolées sont sensibles a la céfoxitine a I'exceptie la souche
(Ss) qui y est résistante et qui est par la méme eddista la méthicilline et a toutes les
bétalactamine@~igure 18).
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Figure 18 Antibiogrammes dé&. aureugS;)
(1:0X,2:FOX,3:P,4:CTX,5:VA,6:CIP,;:E,8:PT,9:GM)

Les résultats montrent que les souchdgdsoont développé des résistances aux béta-
lactamines (oxacilline, céfotaxime et céfoxitine)aimm pas aux aminosides, macrolides,
streptogramines, glycopeptides et fluroquinolones.

Ce qui est en accord avec les observafaitess parBaba-Moussaet al. (2010)qui ont
trouvé que sur 21 souches & aureusisolées des selles de patients diarrhéiques post
antibiothérapie, 100% étaient résistantes a lacpéme G, 95% a I'oxacilline et seulement 2%
étaient résistantes a la pristinamycine et 6% dedatamicine. Aucune résistance n'a été

rapportée pour la vancomycine.

En effetS. aureusa développé différents mécanismes de résistancaribiotiques, en
particulier aux bétalactamines. Cette résistansesdaches d8. aureusaux béta-lactamines est
due principalement a deux facteurs, la synthéseétllactamases et la présence du geeé
qui code pour une protéine de liaison aux péniali (PLP2a) de faible affinité aux
bétalactamines, conférant ainsi une résistancetasdes bétalactamin@Batard et al.,2005).

Actuellement, 80 a 95 % des souches Sdeaureus hospitalieresproduisent une
pénicillinase qui inactive la plupart des péniois, rendant leurs indications obsolétes dans le
cadre d’'une infection &. aureusEffectivement, si une résistance a la pénicillBest détectée,
les bétalactamines suivantes seront inactives icijgre G, ampicilline, amoxicilline,
ticarcilline, pipéracilline. En revanche, I'assdma a des inhibiteurs de pénicillinase (acide
clavulanique, sulbactam, tazobactam) restaure uemsilslité a ces antibiotiques. Les
céphalosporines et 'imipéneme ne sont pas hydéslpsr la pénicillinas@aurel et Leclercq,
2008).
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Lindberg et al. (2009) ont isolé 116 souches d& aureusa partir de selles d’enfants, pour
lesquelles ils ont recherché l'antibiorésistance, ils ont constat&, 78% présentent une
résistancea la peénicilline G, 3% a I'érythromycine A, 2% a tlatracycline, 0,9% a la

clindamycine et aucune résistance pour la métieilli

De nombreuses souchesSdeaureudhospitalieres et plus recemment communautaires ont
développé une résistance croisée entre I'oxacilinkes autres béta-lactamines par production
d’'une protéine (PLP2a). Cette derniére résistasteplas facilement décelée par le test de la
céfoxitine (Daurel et Leclercqg, 2008).C’est le cas de la soucki8;) qui est un SARM isolé a
partir des selles d’'un nourrisson diarrhéique dei8radmis au service de pédiatrie.

Cependant, le diagnostic de certitude de la miticitésistance repose sur la détection du géne
med par PCR(Daurel et Leclercq, 2008).
Efuntoye et Adetosoye (2003pnt trouvé 5 SARM (7%) sur 72 souchesSleaureussolées a

partir de selles d’enfants diarrhéiques de moinginig ans.

Staphylococcus aureugsistant a la méthicilline est le premier agenth@gene
responsable d’'infections nosocomiales et post-opiées. |l est devenu endémique dans certains
secteurs de I'hépital, comme les centres de rédidncdes services de long séjour et les services
de réanimation (30% des infections nosocomiales$, sbuches hypervirulentes 8e aureus
responsables de chocs toxiques et de pneumoniessagates gravissimes ont émergé, entrainant
un taux de mortalité élevé. Les SARM sont devemaEmiques en milieu hospitalier mais des

SARM d’origine communautaire sont de plus en ptégdiemment rapporté€orne, 2004).
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2. Souches isolées du lait mammiteux
Les résultats des antibiogrammes des ssudlStaphylococcus aureusolées de lait

mammiteux sont représentés dangdeleau XIV

Tableau XIV Antibiogrammes des souches$leaureussolées de lait mammiteux

Souches de Antibiotiques

S.aureus |P OX|FOX|CTX|GM | E PT| VA|CIP
L, R S S S S S| S| S S
L, S S S S S S| S| S S
Ls S S S S S S| S| S S
Ly R S S R S S |S | S S
Ls R R |1 R S S |S | S S
Le R R |S S S S| S| S S
L, R R |S R S S |S | S S
Lg S S S S S S| S| S S
Lo S S S S S S| S| S S
L1o S S S S S S| S| S S
S :sensible [: intermédiaife : résistant

Les résultats obtenus indiquent que swdl@hes d8. aureussolées50% sont sensibles
a tous les antibiotiques testés. Par corb@o sont résistantes a la pénicilline 0% a
I'oxacilline et30% a la céfotaxime. Aucune résistance n’a été déqmeér la céfoxitine,
gentamicine, erythromycine, pristinamycine, vancomg et ciprofloxacingFigure 19).
Ce qui est en accord avec les résultats obtenu€qehoet al. (2009)qui ont trouvé que sur 21
souches deS. aureusisolées de lait de vaches atteintes de mammiteslisigues, 42%
présentaient une sensibilité vis-a-vis de tousalesbiotiques testés, par contre 47% étaient
résistantes a la pénicilline, 25% a I'oxacilline48% a I'ampicilline.
Boulbina et al. (2009) ont isolé 10 souches d& aureusa partir de lait de 69 vaches
atteintes de mammites  appartenant & 22 élevagssnots en Algérie,l'étude de
I'antibiorésistance des 10 souches vis-a-vis ddghiaiigues, a montré I'existence de 6
antibiotiques pour lesquels aucune résistance té'aoléservée (érythromycine, spiramycine,
enrofloxacine, triméthoprime/sulfamethoxazole, ngoime et la rifampicine). En revanche, des
résistances ont été observées par rapport auxsaamtéiotiques (la pénicilline, l'oxacilline,

I'amoxicilline, I'ampicilline, la ceftiofure, la leéracine et la tétracycline).
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Figure 19 Taux de résistance des soucheSdaureussolées de lait mammiteux aux différents
antibiotiques testés
La souche (b) est celle qui présente le plus de multirésistaelte est résistante a la pénicilline,

oxacilline, céfotaxime et elle présente un diaméttermédiaire vis-a-vis de la céfoxitine
(Figure 20).

Figure 20 Antibiogrammes dé&. aureugLs)
(1:0X,2:FOX,3:P,4:CTX,5:VA,6:CIP,;:E, 8:PT,9:GM)

Dans une étude rapportée phckerson (2008),45 quartiers de mamelles de chévres
traitées aux antibiotiques, contenaiedtaphylococcus aureugendant leur traitement. Il a
rapporté que méme avec un traitement et une vai@dmahistration optimale, seulement 90,9%
des infections intra-mammaires disparaissaient ¢&teqpent pour les chevres et chez les vaches
le taux était inferieur, il reste donc toujours Uakge proportion de bactéries non éliminée, cette

persistance peut étre due a la sélection de soudsestantes aux antibiotiques, elle peut
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également étre due a la non accessibilité desiatigibes a la zone d'infection en quantité
efficace(Gruet et al, 2001) ou encore a la formation de biofilms par les d@gcdeS. aureus

ce qui les rend moins sensibles aux antibiotidiegchior et al.,2006)

Les bétalactamines sont trés largemeliségs pour le traitement des mammites bovines,
ce qui a conduit a I'apparition de résistance cleszsouches d&. aureusresponsables des
mammites. La production de bétalactamases estctresante chez les souches $leaureus
d’origine humaine tandis que la recherche de lenadyrction chez les souches d’origine
vétérinaire n’'est pas couranfdndré et al, 2008). Dans l'étude deKaszanyitzky-Juhasz
(2007) 96% et 55% de souches 8e aureudsolées respectivement de patients humains et de

mammites étaient bétalactamase positive.

L’évaluation de la résistance aux antibises des agents de mammites constitue donc un
outil important pour le contréle des mammites evrdié étre effectué dans toutes les

exploitations laitieres.

Le nombre d’infections &. aureugésistant a la méthicilline (SARM) chez les animasxk
surprenant, donnant un réle considérab& aureuszomme agent pathogéne pour les bovins et
les humainsReinoso et al. (2008) ont rapporté dans une étude basée sur la casatieni
génotypique de souches 8eaureussolées d’origines différentes : Homme, mammitegires
et aliments dorigine animale, que les résistanpesvenant de mammites sub-cliniques
pouvaient constituer une zoonose et donc une mgroacd’Homme.

Weese et Duijkeren (2009)en s’appuyant sur des études ayant identifie ©,5 & de souches
SARM présentes dans le lait cru et dans deux sdedésomages, confirment que la présence des

SARM dans les produits alimentaires a une incidelvaxte sur la santé humaine.

Les deux souchéS;) et (Ls) isolées respectivement des selles et du lait magomitont

éte retenues pour I'étude de I'antagonismetro avec les souches de bactéries lactiques.
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Chapitre 1ll. Mise en évidence de l'activité antibatérienne in vitro de souches de

bactéries lactiguesa I'égard des souches d8. aureusrésistantes aux antibiotiques

1. Test des spots

Six souches de bactéries lactiques ontritéées a I'égard des deux souchesSdaureus

(S3) et (Ls) (Tableau XV).

Tableau XV Résultats du test des spots

Souches tests Diametres (mm) des zones d’inhibition des souchdex
S. aureus(Ss) S. aureus(Ls)
Lb. paracasei 20 18
Enterococcus faecald) |13 11
Enterococcus faecali®) | 15 11
Enterococcusp. 15 12
Lc. lactis(1) 15 11
Lc. lactis(2) 13 11

Toutes les souches tests utilisées

poamtdgonisme direct, ont donné des zones

d’inhibition a I'égard des deux souches cibles;) (8t (Ls). Cependant, la souchesfLsemble

présenter des diamétres de zones d'inhibition i@dsits que ceux de la souchg)(S

Lb. paracaseitémoigne de la meilleure activité antibactérieengers les deux souches 8e

aureus(S;) et (Ls), avec respectivement des diamétreszdees d’inhibition de 20 et 18mm
(Figure 21),elle sera donc retenue pour la suite de I'étude.

Figure 21 Test des spots, : Lb. paracasea I'égard de5. aureugSs) avec une zone d’inhibition

de 20 mm,b : Lb. paracasea I'égard de5. aureugLs) avec une zone d’inhibition de 18 mm
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L’antagonisme des bactéries lactiques mnes souches d& aureugst diprobablement,

a la synthése de plusieurs composés antimicrobéesayoir : des acides organiques (lactique,
acétique, formique, phényl-lactique), le dioxyde clrbone, le peroxyde d’hydrogéne, le
diacétyle, I'éthanol ou encore des composés pragsigssimilables aux bactériocir{®dtessens

et De Vuyst, 2002).

Anaset al. (2009) on étudié l'activité antibactérienne de 8 espeded actobacillusa
I'égard deS. aureugar le test des spots, ils ont trouvé gaetobacillus plantarunest la souche
test qui a témoigné du meilleur effet antagonifige.ont attribué cet effet inhibiteur a deux
facteurs ; la production d’acide lactique et det®@acines.

Une étude qui a porté sur la sélectionaleclses de bactéries lactiques antibactériennes, a
montré que sur les 20 souches isolées, 3 d’enligs appartenant aux genr8freptococcus
Enterococcuset Lactococcusprésentaient une bonne activité antibactérieniégard deS.
aureusATCC 27853 par la méthode de diffusion en miliélpgé, avec des diamétres de zones
d’inhibition respectivement de (32,5), (28,2) e8,@mm). Ce pouvoir antibactérien est attribué
aux bactériocines aprés que I'hypothese de l'effes acides organiques et du peroxyde
d’hydrogénesoit écartée, cada neutralisation du surnageant et I'ajout de eatln’entrainent
pas de diminution du diameétre d’inhibiti¢ibabioui et al.,2005).

Karska-Wysockiet al. (2009)ont étudié I'effet antagoniste ddv. acidophilus, Lb. casei
et Lc. lactisssp.cremorisenvers un SARM (ATTC 4330@gr le test des spots en milieu gélosé.
Les résultats obtenus montrent que: les souches lweacidophiluset Lb. caseirévelent des
zones d’inhibition avec des diameétres respectivérder27,7 et 23mm, par contre la souche de

Lc. Lactissspcremorisn’a montré aucune activité a I'égard $leaureus.

L’inhibition deS. aureugpar la production de peroxyde d’hydrogéne chemtegches de
Lactobacillus est bien connyeertaines sont capables de provoquer un effet fastigtique sur
les souches d&. aureugbien que catalase positive) avec une concentrdéoi 18 mmol/l et un
effet bactéricide avec une concentration allard,8ea 1 mmol/[Charlier et al,, 2008)

Ito et al (2003)ont étudié le potentiel dec. lactisa inhiber les micro-organismes pathogénes et
d’altération par la production de peroxyde d’hydrog, ils ont montré qu’une quantité de
350ppm de peroxyde d’hydrogéene produite par desh&sudelc. lactis avait une action

antibactérienne efficace confe aureus.

71



Résultats et discussion

2. Mesure de la concentration extracellulaire des ionkK”
Pour savoir dib. paracasei a un impact sur la perméabilisation de la membdms.
aureusexprimé par la fuite des ions'Kla concentration externe de ces derniers est né@su

dans les surnageants des cultures pures et mixtesudlon BHI(Figure 22).

Au bout de 4h d’incubation, la concentratiles ions Kdans les surnageants des cultures
pureqS. aureugls), S. aureugSs), Lb. paracaséi est restée la méme, avec des valeurs proches
de 46 mg/l. Cette concentration en ions K+, mesde#es les cultures pures, est probablement
celle du milieu BHI.

Par contre, pour les cultures mixtesLtle paracasei avec respectivement chacune des
deux souches d&. aureus(Ss) et (L), la concentration en ions *Kdes surnageants, est
respectivement de 108 mg/l et 100 mg/l. mais lésuva réelles de la fuite du potassium sont de
62 mg/l et 54 mg/l (la concentration des ionsdéns les surnageants des cultures mixtes moins
celle des cultures pures).

La souche gpprésente une plus grande fuite du contenu cygogptfue en ions Kque la
souche (k) en présence deb. paracaseiavec une différence significative aprés 4 heures
d’incubation [RBy< Py oo (Tableau IV, Annexe 2).

1207

—e— S. aureu (S;) + Lb. paracase
—m— S. aureu (Ls) + Lb. paracase

—a— S. aureudLs)

S. aureu (S3)

20 —%— Lb. paracase

O T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Temps (heur)

Concentration exira cellulaire en ions K+ (mg/1)

Figure 22 Mesure de la concentration des ionsdés surnageants des culturdsgureugLs),
S. aureusSs), Lb. paracaseiS. aureugLs) + Lb. paracaseiS. aureugS;) + Lb. paracaseien
fonction du temps

La perméabilisation de la membraneSleaureusexprimé par la fuite des ions’ken

présence deb. paracaseipeut s’expliquer par la production dar. paracasei de métabolites
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qui auraient un effet anti-staphylococcique, cebstances pouvant étre assimilées a des
bactériocines.

En effet, Il est généralement admis que les baciékes agissent au niveau de la membrane
cytoplasmique en s’y insérant et en s’y regroupeauisant ainsi la formation de pores et donc
une fuite d’ions K, d’ATP et d’autres métabolits®eeganet al., 2006). Par conséquent, la
force protonmotrice (PMF) des cellules sensiblanimliie ou s’épuis€Montville et Chen,
1998)

Bendaliet al. (2008)ont détecté une concentration d’ionsdé 33 mg/l dans le surnageant
de culture (en bouillon BHI) deisteria monocytogeneaité par la bactériocine de la méme
souche déactobacillus paracasessp paracaseapres 4 heures d’incubation.

Hobbset al. 2008 ont comparé l'effet de 3 antibiotiques (daptomgcitetracycline et
moxifloxacine)et de la nisine sur la perméabilisation de la mambrdeS. aureus8325-4, ils
ont constaté que la nisine est la molécule quitdeaplus grand impact sur la viabilité des
cellulesde S. aureset ils ont enregistré une grande fuite du contiaplasmique en ions (K

Mg®*) et ATP, aprés seulement 10 minutes de conti&ihénplusS. aureul

3. Etude de I'antagonisme dd.b. paracaseienversS. aureus(S; et Ls) dans du lait
écréme

L’étude de I'antagonismig, vitro, deLb. paracasea I'égard des souchégS. aureugSs)
et (Ls), est effectuée en cultures mixtes dans du la&ndé. Des cultures pures (témoins) sont
également réaliség¢Bigure 23 et 25).
Les dénombrements et la mesure du (Bifjure 24 et 26)ont été effectués toutes les deux

heures pendant 24 h.

Les résultats rapportés dansfigsres 23 et 25montrent que les souches SleaureugSs)
et (Ls) en culture pure présentent une courbe de craissaormale, abordant la phase
exponentielle des le début de la culture. Une amggtien des taux cellulaires des deux souches
(Ss) et (Ls) ainsi qu'une diminution de leur pH & des valeespectivement de 4,5340FC/ml,
pH 6,09 et 7,9.70UFC/mI, pH 5,65 aprés 24 h d'incubation sont eisteges(Tableau IX et X,
Annexe 2).Tandis qu’en cultures mixtes, la croissance des deuches (Set Ls) en présence
delLb. paracasesuit deux allures différentes :
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. Lb. paracasein culture mixte avecS. aureus(Ls)

On remarque qu’il N’y a pas de diminutid@ la croissance d8. aureus(Ls) son taux
augmente & 4.T10JFC/ml aprés 4 heures de culture, cependant lebronteS. aureugLs) est
nettement inferieur au témoin a partir de 9d°Gieure de culture avec uddférence significative
[Poos> Pows> Py (Tableau V, Annex 2),par la suite le nombre d& aureugLs) reste stable a
10" UFC/ml durant les 24 h de culture. On suppose koe paracaseiinduit une phase
stationnaire précoce ch&z aureugLs). Quantau pH de la culture mixte (pH 4,9), il est plus bas

que celui du témoin (pH 5,65) aprés 24 heures tareu

10
9 -
8 -
€ i
) 7
L
2 6
o
3 5 —e— S. aureugLs) a 16 UFC/ml
_m 10° UFC/ml deS. aureugLs) +
4 10 UFC/ml deLb. paracasei
3 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Temps (heures)

Figure 23 Cinétique de croissance 8eaureugLs) en culture mixte avelch. paracaseet en

culture pure, dans le lait écreme

8 -
7
6 w
5 -
T4
3. —e— S. aureugLs) & 16 UFC/ml
). —=— 10° UFC/ml deS. aureugLs) +
1] 10° UFC/ml deLb. paracasei
0 w \ T \ \ \
0 5 10 15 20 25 30

Temps (heures)

Figure 24 Evolution du pH de la culture mixte & aureugLs) avecLb. paracaseet de la
culture pure dé&. aureugls), dans le lait écrémé
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. Lb. paracaseen culture mixte avecS. aureus(S;)

Pendant les 4 premiéres heures de culture, audifférence significative n'a été
enregistrée entre la culture mixte et témoirSd@aureuqSs) [Pos> Poog (Tableau VI, Annexe
2), le nombre deS. aureusSs) est resté stable entre 6 h et 20 h & une valed0d&FC/ml,
cependant il a été nettement inferieur au témoat awve différence hautement significatji?g,,
> P,,s> Py, pour ensuite diminuer jusqu’ & atteindre un boende 4.19 UFC/ml aprés 24
heures de culture. Cette diminution peut étre onetée par I'effet antagoniste de la souche de
Lb. paracaseia I'égard deS. aureus(Ss), on suppose donc que cette souche a produit des
substances ou des métabolites qui inhibent lasance dé&. aureus(Ss).

Une plus grande diminution du pH de la culturigten(pH 4,8) par rapport a celui de la

culture pure (pH 6,09) est enregistrée apres 2#ekallincubation.

10
9 |
8 -
E 7
O
o
D 6
> —e— S. aureusS;) a 16 UFC/m
= 5 —s 10° UFC/ml deS. aureusS;) +
4 16 UFC/mldeLb. paracasei
3 I I I I I 1
0 5 10 15 20 25 30

Temps (heures)

Figure 25 Cinétique de croissance 8eaureugSs) en culture mixte avelch. paracaseet en

culture pure, dans le lait écreme
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pH
N

—e— S. aureusS;) & 16 UFC/ml
—s— 10f UFC/ml deS. aureusS;) +

10 UFC/mldeLb. paracasei
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Figure 26 Evolution du pH de la culture mixte & aureugS;) avecLb. paracaseet de la

culture pure dé&. aureugSs), dans le lait écrémé

Une étude qui a porté sur 8 bactériesgaes appartenant au gerractobacillusisolées
de lait de chevre en Algérie, a montré que 3 debeetériesl(p. plantarum Lb. paracasessp
paracaseiet Lb. rhamnosuspouvaient inhiber la croissance 8eaureuset queLb. rhamnosus
en culture mixte dans du lait écrémé stérile a8eaureusréduisait la croissance de cette
derniére de 1,6 Log apres 24 h de culture et umibition totale de la souche a été enregistrée
apres 72 h. L'effet antagoniste die. rhamnosugnversS. aureugst attribué a la production par
cette derniere d’acides (lactique et acétique)uetadsubstance protéique (bactérioci()as et
al., 2008).

En effet, des études ont montré que l'acidificatchn milieu de culture ou du lait par
addition d’acide lactique jusqu'a un pH de 4,5-dnphjbait complétement la croissance 8e
aureus(Charlier et al., 2008). Néanmoins en plus de la diminution du pH du mijlieeffet
antagoniste des acides organiques (lactique egaegtenversS. aureugésultait de I'action de
leur forme non dissociée. Effectivement, la formen rdissociée de l'acide peut traverser
passivement la membrane et acidifier le cytoplaparelibération de protons, ce qui affecte le
métabolisme cellulaire en inhibant certaines fangi(Caplice et al, 1999). Cependant dans
cette étude, le pH des cultures mixtes des sou¢Bgset (Ls) en présence deb.parcaseij est
respectivement de 4,8 et 4,91 apres 24 h de eulnS. aureugpeut croitre a des pH entre 4,6
et 10 avec une croissance optimale a pH nd@harlier et al.,2008).Si le pH ne joue qu’'un

réle mineur dans le phénomeéne d’inhibition 8eaureuson peut supposer que l'arrét de sa
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croissance est d( a 'accumulation d’autres substaanti-staphylococciques produites plar
paracasei

Otero et al. (2005)ont observé en culture mixte une inhibition der@issance d&. aureus
par Lactobacillus gassermn présence et en absence d’oxygene. Toutef®ignilconstaté qu’'en
anaérobiose aprés 24 h d'incubation, la réductieniadcroissance d8. aureusest de 19
UFC/ml par rapport & I'inoculum du départ qui estldf UFC/mI. Par contre en aérobiose, une
inhibition totale de la croissance & aureusest observée apres 24 h de culture. L'activité

antibactérienne delactobacillus gassera I'égard deS. aureusest attribuée au peroxyde
d’hydrogéne (HO,).

Karska-Wysocki et al. (2009)ont constaté une réduction de 2,98.WFC/ml du nombre
de SARM, par rapport dinoculumde départ qui est de 3,18°10FC/ml aprés 24 h de culture,
en présence deb. acidophiluset Lb. caseidans du lait additionné de peptone. Une inhibition
totale de la croissance & aureusest enregistrée apres 48 h de culture. lls ontlaomee
I'association des deux souchéd (acidophilusetLb. casej avait un effet bactéricide vis-a-vis
du SARM.

La compétition pour les nutriments jouerdle important dans I'inhibition de la croissance
de S. aureusce dernier est un trés mauvais compétiteur. Ert,effiea été rapporté que les
lactobacilles pouvaient inhiber certains agentsh@gdnes par compétition nutritionnelle
(Rousseau,2004 ; Charlier et al.,2008).
landolo et al. (1965)ont montré que la diminution de la disponibiligscutriments intervenait
dans l'inhibition deS. aureugarLc. lactisbiovar. diacetylactisHaines et Harmon (1973)ont
eégalement rapporté que la compétition pour les eéhdsnnutritifs telles que la biotine et la
niacine, interviendrait dans le mécanisme d’infobitde S. aureusen culture mixte avetc.

lactisdans le lait a 30°C.

L’étude statistique entre I'évolution dedroissance de la soucheg)(8t (Ls) en cultures
mixtes aved._b. paracaseia révélé une plus grande diminution de la croissaeS. aureugSs)
comparee a la souchesjlvis-a-vis deLb. paracaseavec une différence hautement significative
[Poo:> Pos> Pooo] aprés 20 heures de cultyfieableau VI, Annexe 2).

Par conséquent, la souche)(8st retenue pour I'antagonisiimevivo sur lapins holoxéniques.
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Chapitre IV. Etude in vivo de I'antagonisme dd_b. paracaseienversS. aureus(S;)
1. Dénombrement de staphylocoques dans la flore fécadgant contamination

L’étude a porté sur des lapins holoxéniques (flmierobienne non contrdlée), il a été donc
important d’estimer le nombre des staphylocogdass les selles des lapins avant de procéder a
la contamination par la souche 8eaureuqS;). Aprés dénombrement, une moyenne de 2 Log
(107 cellules de Staphylocoques/g de selles) a éEgistrée. Ce nombre bas de staphylocoques
dans les selles est approximativement le méme gjuétoouvé paiSimonovaet al. (2007) qui

ont étudié les caractéristiques des souchesdaureudsolées a partir de 106 échantillons de
selles de lapins appartenant a 16 fermes de la&lie occidentale. Ils ont trouvé que le nombre
total de staphylocoques variait de 1 a 1,8 Log. digpliquent, que ce nombre bas de
staphylocoques dans les selles des lapins estgme sle bonne santé et que ces mémes
observations ont été faites au niveau de I'appgastiro-intestinal des chiens.

La microflore digestive du lapin évolueeaW'age, notamment au moment du sevrage. Elle
est caractérisée par la dominance de bactériesodnee strictes du geniacteroidesque I'on
retrouve a tous les niveaux du tube digestif. Cidisis et bifidobactéries sont aussi présents,
mais l'autre particularité de la microflore du lapiéside dans le fait que la microflore aero-
anaerobie facultative est moins importante quditéeent et ne comporte pas ou trés rarement
de lactobacilles en particulier chez le lapin sel@é méme, les entérocoques sont présents de

facon irrégulierdGuillot et Ruckebusch, 1994).

2. Contamination des lapins et traitement pat_b. paracasei
2.1. Implantation de S. aureus(S;)

La contamination des lapins (Lots 1 eta®pc une dose journaliere de 5ml de lait
contenant 1,5.70UFC/ml deS. aureusa fait apparaitre I'état diarrhéique au bout deuf.
Pendant ces cinq jours, le nombreSleaureusa augmenté de 1@ 1,7. 18 UFC/g de selles
(Figure 27).

D’aprés les résultats defigure 27, on constate qu’il n’y pas de différence significative
[Pons> Poof dans I'évolution de l'implantation d8. aureugS;) au niveau de la paroi intestinale
et coliqgue des lapins des Lots 1 e(Tableau VIII, Annexe 2). Cependant I'état diarrhéique
n'est pas apparu immédiatement aprés avoir adménisine dose d&. aureugSs;) de 1,5.10
UFC/ml. Cela serait d0 au fait qu'un grand nombeeSd aureusa été détruit avant d’arriver a
I'intestin gréle et au célon. Cette diminution donmbre pouvait étre le résultat de I'effet du pH

gastrique, des sels biliaires ou de l'effet baeride la microflore intestinal@Nutri-Thema,

78



Résultats et discussion

2005). Par contre le nombre d& aureusgui arrive a l'intestin (pH neutre) augmente suite
'implantation et a la multiplication de cette sbac De plus, I'apport quotidien d& aureus
permet 'augmentation de ce nombre jusqu'a arrivda dose infectantqui est de 1,7. f0
UFC/ml.

Déclenchement de la diarrhée pt

début du traitement (Lot

0 !

Log UFCJ/c¢

0 2 4 6 8 10 12 14

Jours

Figure 27 Evolution des comptes fécaux 8eaureusu cours de I'étude vivo

L’implantation deS. aureugddans le c6lon et I'intestin des lapins serait dfaat que cette
souche possede des adhésines a sa surface, resannailifférents récepteurs des cellules
épithéliales ou en se fixant aux composants dedtxice extracellulaire de ces dernieres. Les
adhésines les mieux caractériséesSdeaureus sont celles qui reconnaissent le fibrinogene
(CIfA), ou la fibrine, le collagene (Cna) et laimectine (FnbA et FnbB)Bisognano,2000).
L’étude menée paBaba-Moussaet al. (2010)sur I'identification par PCR des géenes qui codent
pour les adhésines et entérotoxines de 21 souah& dureusisolées de selles de patients
diarrhéiques post antibiothérapie, a montré qudesuRl souches, 100% possédaient le géne
(fnbA) qui code pour I'adhésine qui se lie au fibroneetil4% pour lefbB) et 95% pour
clumping factor B(clfB) qui se lie a la fibrinogene. Concernant les ent&ioes produites : 62%
des souches produisaient I'entérotoxine A, 38%t&mtoxine B, 14% l|'entérotoxine G, 81%

I'entérotoxine LUKE-LukD et aucune production ptes entérotoxines C, D, E, K, L et T.

2.2. Traitement des lapins patLb. paracasei
Des l'apparition d’'une diarrhée persistaftinquieme jour), les lapins du Lot 1 on recu
guotidiennement 5ml de lait écrémé stérile, et cduntot 2 recevaient une dose journaliére de

5ml de lait contenant 2.10WFC/ml deLb. paracaseilurant 7 jours. Chez les lapins du Lot 1
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(non traités), I'état diarrhéique a persisté 4 goapres I'arrét de la contamination. Durant cette
période, I'état de santé des lapins s’est détéfairdinution de prise d’aliments, changement de
comportement). Au terme de cette période, on a guééle volume des selles devenait de plus
en plus grand avec un aspect mou. Par contre,ndmodeS. aureusdans les selles a diminué
de 1,7. 18a 1,7.18 UFC/g en fin d’expérimentation (I%jour) (Figure 27).

Cela est probablement di a I'arrét deolstamination mais aussi a I'effet de la microflore
intestinale qui s’oppose a l'implantation 8e aureus« I'effet de barriére », du pH gastrique et
des sels biliaires. Cependant la persistance dkatahée peut s’expliquer par une éventuelle
présence des entérotoxinesSleaureusjui ont continué a agir sur le tractus gastrosial des
lapins et provoquer ainsi une diarrhée. En effet,été prouvé que les entérotoxinesSdaureus
étaient résistantes aux enzymes protéolytiquesstajue la trypsine, la chymotrypsine et la
papaine et quelles pouvaient résister a I'actianstes digestifs, gastrique et intestif@driano
et al.,2002).

Il est connu que, les entérites aiguésé@esi palS. aureussont le plus souvent dues a
I'effet des entérotoxines produites gar aureus Cette maladie est davantage um@xication
gu’'une infection. Les symptdbmes de cette intoxaratpeuvent se traduire par des crampes
abdominales, nausée, vomissement, diarrhée, feiviee déshydratation et dans des cas graves,
la mort peut étre le résultat. Mais généralemegtkxison se produit dans les 48Zheures qui
suivent l'intoxication(Cuvelier, 2002; Bhatia et Zahoor, 2007).

Gravet et al. (1999)ont prouvé expérimentalement que la productiofliesgerotoxine A
et de la leucotoxine LUKE-LuUkD p&:. aureusiégradaient I'épithélium intestinal chez le lapin.

Une autre étude menée sur des singes aérmriapres une contamination de ces derniers
par inhalation d’'une dose mortelle de la toxinerBdpite parS. aureugpendant 10 minutes, les
singes ont développé des lésions pulmonaires a@ugine gastroentérite apres 24 h de
contamination. 48 h apres I'exposition a I'entéxite, les singes ont eu un début brusque de
léthargie progressive, de la dyspnée et de la pélmeiale, aboutissant & la mort ou a
l'euthanasie. L'’examen du célon et de lintestirs dgnges a révélé une dégradation de
I'épithélium et la présence d’une réaction inflantona (Ulrich et al., 2006).

Une étude qui a porté sur les entérotaxideS. aureugproduites dans les fromages a pate
pressée cuite a révélé, que méme aprés chauffagailth) s’il ya production d’entérotoxines
avant chauffage, celles-ci pouvaient se mainteamsdle fromage jusqu’au produit final et
constituer un risque pour le consommaigamprell, 2003).

Concernant les lapins traités (Lot 2)ndenbre deS. aureusa commencé a diminuer 24 h

apres le traitement. Cette diminution devient sigaiive apres 48 h de la prise du traitement
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[Poos> Pass> Pyo] comparé aux lapins du Lot 1, et elle est deLdd (1,58.18 & 3,5.16 UFC/qg)
(Tableau VIII, Annexe 2). C’est au terme de cette période que I'état diggeea disparu en
notant la reprise de I'aspect et de la consistaleseselles et une amélioration de I'état sanitaire
des lapins. Au 7eme jour du traitement, les comfiteaux deS. aureusdes lapins du Lot 2
paraissent retrouver leur valeur initiale comparéeax du Lot 1 avec une différence trés
hautement significative [R< P,qj]. Cette différence ne peut étre expliquée qudeptait que les
lapins du Lotl, recevaient du lait fermentélLsu paracaseet ceux du Lot 2 ne prenaient que du
lait écrémeé stérile.

Les résultats obtenus au terme de cette étude embrheffet bénéfique du lait fermenté ab.
paracaseicontre la diarrhée causée graureusCet effet bénéfique est exercé par plusieurs
meécanismes d’action dév. paracasei in viva I'égard deS. aureus

Effectivement, De nombreux effets protacte de certains probiotiques contre des
infections intestinales ont été démontrés sur dedéfes animaux. Les mécanismes impliqués
incluent la production d'acides, de peroxyde d'bgdne, de substances antimicrobiennes, la
compétition pour des nutriments ou des réceptelaghdsion, des actions antitoxines et la
stimulation du systéme immunitair€dllins et Gibson., 1999 ; Hsiao-Linget al.,2010).

Une étude qui a porté sur les entérotoxdeS. aureusdans les fromages montré que
l'utilisation d’'un levain qui comportait des lactocoques,dbatilles et des streptocoques
thermophiles pour la fabrication d’'un fromage sejss totalement €liminés. aureusainsi que
ses entérotoxines A, B et(Damprell, 2003).

Plusieurs auteurs se sont intéressésibd&on des bactéries lactiques au tractus digestif
L’idée générale est qu’'une forte adhésion de cethbas a I'épithélium intestinal interférerait
avec celle des agents pathogenes par saturatiositeesde fixation. Les bactéries lactiques
capables d’adhéraén vitro a I'épithélium humain et animal sont principalermées lactobacilles
et certaines bifidobactéries isolées de la micrefloumaine(Bernet Coconnieret al., 1993;
Coconnieret al.,1993).

En effet,Vesterlund et al. (2006)ont montré que I'adhérence & aureus au mucus
intestinal humainin vitro a été réduite de 39 a 40% par I'association Hactobacillus
rhamnosus GG, Lactococcus lactisssp lactis et Propionibacterium freudenreichiissp
shermanii,alors que I'assciation deactobacillus reuteriLc. lactiset P. freudenreichiréduitait
I'adhésion dé&. aureus de 27- 36%, apres 2 h d’'incubation.

Dans la plupart des cas, I'adhésion detebas probiotiques a la muqueuse intestinale est
due a des protéines. Toutefois, d'autres moléctddies que les acides lipotéichoiques,

polyméres amphiphiles qui s’étendent a traverolaclee de peptidoglycane de la paroi jusqu’a
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la surface cellulaire, et les exopolysaccharidedysaccharides a chaines longues attachés de
fagcon souple a la surface cellulaire ou secrétés da milieu, sont aussi impliqués dans
I'adhésion de certaines soucliejuierdo alegre, 2009).

Roos et Jonsson (2002pnt caractérisé une protéine de surface de gréentle qui
contribue & I'adhésion deb. reuteri 1063 au mucus porcin et aviaire : la protéine MDb.
méme, la protéine Msa dé. plantarumWCFS1 (232) et la protéine Mub db. acidophilus
NCFM (34) ont été identifiees comme adhésines douswu

Marzotto et al. (2006) ont rapporté (dans leur étude réalisée sur demenfigés de 12 a
24 mois alimentés avec un lait fermentéldu paracasei que Lb. paracaseisurvit dans les
selles chez 92 % des enfants examinés, une seag@i@e I'administration du lait fermenté. Cela
montre la capacité de la souche étudiée a passmwers la barriere gastro-intestinale et a
dominer temporairement la communauté des lactdbacilans les différents environnements
intestinaux.

Cependant, certaines bactéries lactiguessurvivent pas a I'environnement acide de
'estomac et ne répondent donc pas totalementdifiaition des probiotiqued.c. lactis une
espece bactérienne largement utilisée dans deslifgdditiers fermentés, est tres sensible a
I'acide et & la bile. Par contre la capacité deisude certaines souches lde. acidophilus Lb.
reuteri, Lb. plantarumet Lb. caseidans des conditions acides est prouyirteau et
Shanahan, 2003).

La dose ingérée de probiotique est aussifagteur important pour obtenir des
concentrations élevées dans les différents compamts de tube digest{izquierdo alegre,
2009).En effet, la dose journaliére thérapeutique poupnamiotique est de @G 10 cellules/ml
(Shimakawa et al., 2003) Ainsi, la quantité de TOLb. paracaseiml, administrée aux lapins,
pourrait étre suffisante pour obtenir un effet dp&utique.

3. Etude des observations des coupes histologiques
3.1. Lapin sain (témoin)
- Intestin (Figure 28a)

La paroi intestinale chez le lapin saié@n(bin) est normale, formée de quatre couches:
muqgueuse, Sous muqueuse, musculaire mugqueuse @ileuse. Les valvules conniventes avec
les villosités en forme cylindrique sont trés agpdes.

- Colon (Figure 29a)

La paroi colique est normale, constituéegdatre couches : mugueuse, SOUsS muqueuse,

musculeuse et séreuse.

Les glandes tubuleuses sont droites et le choomal.
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Villosités normales Villosités déckies

Villosités déchirées \Gbités restaurées

Figure 28 Coupes histologiques des intestins gréles desdajigseques (x40).

a : Lapin sain (témoin)

b : Lapin diarrhéique (premier jour du déclenchemeniadéiarrhée)

c : Lapin diarrhéique non traité recevant le lait éctétérile

d : Lapin diarrhéique traité recevant le lait écrénrénfnté au_b. paracasei
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Cryptes normales Cryptes détites

Pas de restauration des Cryptes Restauration des Cryptes

Figure 29 Coupe histologiques des colons des lapins disséd6%

a : Lapin sain (témoin)

b : Lapin diarrhéique (premier jour du déclenchemeriad$iarrhée)

c : Lapin diarrhéique non traité recevant le lait écE&térile

d : Lapin diarrhéique traité recevant le lait écrénrénenté au_b. paracasei
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3.2. Lapin diarrhéique (premier jour du déclenchemat de la diarrhée)
- Intestin (Figure 28b)

Les villosités de l'intestin gréle du lapdiarrhéique comparées a celles du témoin sain
(Figure 28a) semblent déchiquetées aux extrémités supériairpsésentent une infiltration
muqueuse par des globules blar{Esgure 30) ce qui indiqgue une réaction inflammatoire
probablement causée fraureuet ses entérotoxines.

La figure 30 illustre un exemple de réaction inflammatoire areau de la muqueuse intestinale

du lapin diarrhéique.

Globules blans

Figure 30 Coupe histologique de l'intestin du lapin diarrh@qmuqueuse infiltrée par des
globules blancs 60)
- Colon (Figure 29b)

Les cryptes coliques du lapin diarrhéiqamparées a celles du témoin sg@igure 29a)
présentent une atrophie des entérocytes, des $€gbane réaction inflammatoire.

Ces résultats correspondent a ceux ragpgrarUlrich et al. (2006), concernant une
expérimentation de la toxine B produite [@araureussur des singes, ils ont constaté qu’apres
développement d’'une gastroentérite, les coupeslbigtjues des portions de l'intestin gréle ont
montré une infiltration de la muqueuse par desdeytes lymphoblastiques et des Iésions au
niveau des villosités ont été observées.

Lin et al (2009)ont rapporté que les conséquences d’'une gastritendée aS. aureus
chez 'hnumain sont : unénflammation aigué de la muqueuse intestinaleloemmagement des
cellules du relief épithélial et la présence dgues Gram positifS. aureuks
Cependant, chez les enfants, les résultats d’'ustrogatérite 8. aureussemblent étre plus
graves, et incluent également des ulceres, miccésabu niveau de la muqueuse, et des débris

nécrotiques contenant des colonies bactérienrdssateutrophile@Han et al.,1999)
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3.3. Lapin diarrhéique, non traité, recevant le lait écrémé stérile
- Intestin (Figure 28c)

La muqueuse intestinale du lapin diarrhéigon traité par rapport a celle du témoin sain
(Figure 28a) présente une distension des axes villositaires, lkésions et une réaction
inflammatoire.

- Colon (Figure 29c)

La muqueuse colique du lapin diarrhéigqom traité par rapport a celle du témoin sain
(Figure 29a) montre une atrophie des entérocytes avec un taspiecidal et une infiltration de
la muqueuse par des globules blancs.

On conclue que le lait écrémé saihs paracasei,administré aux lapins diarrhéiques pendant les
7 jours, n'a pas eu un quelconque effet de rétdient sur les muqueuses intestinale et colique

de ces lapins.

3.3. Lapin diarrhéique traité recevant le lait écréné fermenté aulLb. paracasei
- Intestin (Figure 28d)

La muqueuse intestinale du lapin traitérpaport a celle des lapins diarrhéiques (premier
jour du déclenchement de la diarrhée et non tréi§ure 28 b et c),apparait avec relief normal
et présente des villosités avec une restructurdtistologique apparente (forme cylindrique) et
absence de réaction inflammatoire.

- Colon (Figure 29d)

La muqueuse colique du lapin traité compar&elle des lapins diarrhéiqué&sgure 29 b
et c),semble étre régénérée avec un chorion non inflanireaCela atteste de I'effet bénéfique
escompté deb. paracaseiadministré durant la période du traitement. Biee lgs conditions au
niveau de l'intestin gréle et du cdlon ne soiers pas propices a la croissancelLtle paracasei
cela n'a pas empéché ce dernier dexercer son &ietefique, permettant un meilleur
rétablissement de I'état diarrhéiqgue des lapingtéga et de méme une restauration des
muqueuses intestinales et coliques de ces derniers
Cela confirme que cette restructuration a pu @verisée par le probiotique en exercant un effet
antagoniste contré&. aureuset ces entérotoxines, par différents mécanismedudnt : la
production d'acides, de peroxyde d'hydrogene, tbstances antimicrobiennes, la compétition
pour des nutriments ou des récepteurs d'adhésgmactions antitoxines et la stimulation du
systéme immunitaireQollins et Gibson., 1999 ; Hsiao-Linget al.,2010).

Les mémes observations ont été faitedHaanma et al. (2008),en utilisant une souche de
B. infantisa I'égard dEscherichia colientéropathogenia vivo sur des lapins holoxéniques, ils
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ont constaté un rétablissement de I'état diarrreips lapins traités avBc infantisainsi qu’une
restauration des muqueuses intestinales et coldgiess derniers.

Dans I'étude menée pdsiao-Ling et al. (2010)en utilisant une souche dé. paracasea
I'égard dEscherichia coli entéropathogénen vivo sur des souris, ils ont constaté une
reconstitution des muqueuses intestinales dessstnaitées avetb. paracaseicomparées a
celles contaminées pé&. coli qui présentent des |ésions au niveau de la mugquiatsstinal
ainsi qu’un effacement des villosités et une réacinflammatoire.

Les probiotiques interviennent trés cedgaient dans la neutralisation de produits toxiques.
lls provoqueraient une atténuation du catabolisttradigestif et une orientation de la microflore
intestinale pour réduire I'absorption des substartogiqgues (ammoniac, amines et indole) et
diminuer les bio transformations des sels biliagesles acides gras en produits toxiques. Les
bactéries probiotiques auraient aussi la capa@térdduire des métabolites susceptibles de
neutraliser in situ certaines toxines bactérierfRebin et Rouchy, 2001).

Les formes les plus connues de maladiggmmatoires chroniques de l'intestin (MICI)
sont la maladie de Crohn, la rectocolite hémornagigt la pochite. De nombreux travaux ont
montré que certains microorganismes de la floreogéde pouvaient jouer un réle nocif pro-
inflammatoire au cours des maladies inflammataiesube digesti{Marteau et al.,2003) Ces
constatations ont motivé les études sur les pessibffets bénéfigues des micro-organismes
probiotiques dans la modulation des MICI. Des tuavant ainsi suggéré des effets positifs des
souches delb. rhamnosussG et le mélange de probiotiques VS(#@®ifidobacterium breve,

B. longum, Bifidobacterium infantis, Lb. acidoplsiluLactobacillus plantarum, Lb. casei,
Lactobacillus bulgaricus, Sc. thermophijudans la prévention des rechutes dans les cas de
colites, de la pochite ou encore de la maladie & 1zquierdo alegre, 2009).

Verdu et al. (2004) ont rapporté que I'effet deb. paracase(probiotique) sur la motilité
de l'intestin se traduit par une atténuation degércontractilité post-infection du muscle. lls
suggerent que les probiotiques peuvent étre ilisds le traitement du syndréme de I'intestin

irrité.
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Conclusion

Cette étude a été consacrée dans un préemgs au criblage de souches de bactéries
lactiques douées d’activité antibactérienne enSeshyl ococcus aureus multirésistant.

Au préalable, un isolement et une idecdiion de souches @& aureus ont été effectués, a
partir de lait de vaches mammiteuses et de sekegpatients diarrhéiqgues soumis a une
antibiothérapie. Au total, 15 souchesSl@ureus ont été isolées, dont 10 de laits mammiteux et
5 des selles.

Apres isolement des souchesSdaureus, des antibiogrammes ont été réalisés afin de
sélectionner celles qui sont résistantes aux aigjpies. Deux souches multirésistantes ont été
choisies, une des sellesz &t l'autre de lait mammiteux §). La souche (§ est celle qui
présente le plus de multirésistance, elle esttedges a la céfoxitine, par conséquent a la
méthicilline et a toutes les bétalactamines.

Une fois les souches &e aureus multirésistantes sélectionnées, un criblage de(&)jx
souches de bactéries lactiqueEntérococcus faecalis (1), Enterococcus faecalis (2),
Enterococcus sp, Lc. lactis (1), Lc. lactis (2) etLb. paracasei ) a I'égard de ces dernieres a été
effectué par le test des spots. Il ressort gbeparacasei est la souche de bactérie lactique qui a
témoigné de la meilleure antibiose env&saureus (S3) et (Ls) avec respectivement des
diametres de zones d’inhibitions de 20 et 18mm.

Pour savoir siLb. paracasei a un impact sur la perméabilisation de la membidng.
aureus (Sz) et (L), traduit par la fuite des ions'Kla concentration externe de ces derniers est
mesurée dans les surnageants des cultures purestes. Les résultats ont montré une plus
grande fuite d’ions Kdu contenu cytoplasmique de la souchg (@r rapport a la souchesjL

avec des concentrations respectivement de 61,&n§3mg/l de potassium.

L’effet antagoniste a également été étdaiés le lait écrémé, en présence deUBC/ml
de S aureus et 1¢ UFC/mI deLb. paracaei, avec le suivi de I'évolution du pH des cultures
pures et mixtes. Au terme de cette étude, desréift@s significatives ont été enregistrées en
cultures mixtes par rapport aux cultures pures.effet, en présence de 2L0FC/ml deLb.
paracasei une réduction de 2 et 1,5 unités logarithmiquepeaetivement pour les souches) (&

(Ls) par rapport aux témoins, a été observée aprbsd24culture. Il a été noté aussi que
I’évolution de la croissance des souchegy € (Ls) dans le lait écrémé en présence lde
paracasei, a révélé une plus grande réduction de la croiesdeS. aureus (S3) comparée a la
souche (k) avec une différence hautement significative agfEbeures de culture.

La souche (§ a été alors retenue pour I'étude de l'effet awdibrienin vivo sur lapins

holoxéniques.
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L’effet antibactérienin vivo, de Lb. paracasei enversS aureus (S3), a été clairement
démontré. Apres apparition de I'état diarrhéiquezcles lapins des Lots 1 et 2, au cinquieme
jour de la contamination p& aureus (S3), lorsque ce dernier atteint un taux cellulaire@eog.
une nettediminution du nombre d&. aureus (2,33 Log) dans les feces des lapins traités Z).o
comparés a ceux non traités (Lot 1), a été obseauéseptiéme jour de traitement. Suite a ces
résultats, une étude microscopique de portiongeastin gréle et du cbdlon a été réalisée. Les
résultats ont montré une restauration des villesitéestinales et des cryptes coliques chez les
lapins diarrhéiques traités plap. paracasei par rapport au témoin diarrhéique (premier jour du
déclenchement de la diarrhée) et au lapin diardegigon traité, recevant le lait écrémé stérile.
Chez ces derniers, les villosités et les cryptgmegissent atrophiées et détériorées par I'action
deS aureus (S3).

Ces résultats plaident en faveur de 1&#tion del.b. paracasei comme probiotique contre
les diarrhées associées aux antibiotiques causé&saphylococcus aureus.

En perspective, cette étude qui restemighire doit étre complétée par d’'autres études
relatives a :

La détection et la caractérisation destrembxines produites pa® aureus par des
techniques immunologique de biologie moléculairbéslution de leur production en présence
delLb. paracasai.

La recherche de [l'activité antibactériente Lb. paracase envers d’autres especes
responsables des diarrhées associées aux antig®stiq

La mise en évidence de la nature des anbs$ antibactériennes produites har
paracasei, leur purification et caractérisation. Ces métabslpourraient éventuellemeétre
une alternative aux antibiotiques pour traitemesnmites et autres maladi@$S. aureus multi-
résistant est impliqué. De ménidy. paracasei pourrait étre ajouté au lait cru (&iaureus est

présent) destiné a la fabrication de fromages wtaite
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Annexe 1. Données bibliographiques

Tableau | Principales caractéristigues biologiques et métgbes des bactéries lactiques
(d’aprésBaliarda, 2003 B : bacilles ; C : coques ; nd : non détermiré-;: variables selon les

especes

£ 4

= 4 8 %) Q %) = §

1= |9 /8 |238|838|58 &8 |8

S & 3 S 8 | 8¢g 8 3 s | =

8§ |8 |8 |8 |88 |/53|8 | |2 |B

c = ) bob) = O o Q — 8_ E )

8 |8 |z |2 | |38 |8 |= |B |T

O — < L > 40 a 0] [ =
Morphologie B B C Cc Cc C C C Cc C
Tétrades - - + ¥
Croissance a 10°C + +- + + + + +- + - ¥
Croissance a 45°C - +- - + - + +- - -
Croissance a pH 4,4 nd +/- - + +/- +- + - - +/-
Croissance apH 9,6 - - + + - - +
Croissance a 6,5% nd +- + +/- + - + +/-
NacCl
Croissance a 18% - - - - - - - - + -
NaCl
Production de C® - +- - - - + - - - +
Production d’'acide L DL, L L L D L, L L +/-
lactique DL DL

Tableau Il Exemples d’essais randomisés montrant un effelfgigtif de bactéries lactiques
versus placebo dans la prévention des diarrhéestdigs liees a I'antibiothérap{Prouault et
Corthier, 2001).

Antibiotique Bactérie lactique Effet
Divers Lb. rhamnosus GG 5% cas de diarrhée vs. 16%
Divers Lb. rhamnosus GG 3,7% cas de diarrhée vs. 13,3%
Erythromycine Lb. rhamnosus GG 2 jours de diarrhées vs. 8
Divers E. faecium S-68 (Bioflorin®) 8,7% cas de diarrhée vs. 27,2%
Néomycine Lb. acidophilus (Infloran®) 20% cas de diarrhée vs. 42%
Divers E. faecium SF68 (Bioflorin®) 2,6% cas de diarrhée vs. 14,5%
Ampicilline Lb. acidophilus et

Lb. bulgaricus (Lactinex®) 8,3% cas de diarrhée vs. 21%
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Mising Mersaciding

Figure 1 Séquence et structure de lantibiotiques de typiigir{e), B (Mersacidine) et d’'un
lantibiotique a «deux peptides» (Lacticine 31476AR2)(Dortu et Thonart, 2009)

K*-ATPase

Pore forme
parla

bacteriocine

Sucre

Figure 2 Destruction cellulaire par formation de pores pes ntibiotique¢Garneauet al.,
2002).
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Annexe 2. Résultats

¢ Standardisation desinocula

Afin de pouvoir effectuer les antibiograesndes souches & aureus ainsi que les tests
d’antagonisme, lesnocula des souches d& aureus et des bactéries lactiques ont été

standardisééTableau I, Tableau Il et Tableau llI).

Tableau | Résultats du dénombrement des souches a@ eus dans I'eau physiologique

Souches de | Nombre de
S. aureus cellules /ml
S 1,2.1d

S, 1,7.10

S 1,08.1§

S, 2.10°

S 1,5.10

Ly 2,5.10

L, 1,3.10

Ls 5.10

Ly 2.10°

Lsg 2,09.1§

Le 4.10

L, 2,3.10

Lg 3.10

Lo 2,3.10

L1o 2,7.10

Tableau 1l Résultats du dénombrement des souches de bactadégues dans l'eau

physiologique

Bactéries Lc. Lc. Enterococcus | Enterococcus | Enterococcus | Lb.

lactique lactis lactis faecalis (1) | faecalis(2) | ssp paracasel
1) 2)

Nombre de |2,65.10 | 1,54.10 | 1,96.10 2,14.10 1,67.10 1,7.16

cellules/ml

Tableau Il Résultats du dénombrementlde paracasei et deS. aureus (S3) dans le lait écréemeé

Nombre de
cellules/ml

Lb. paracasei

S. aureus ()

2.10

1,5.10
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Figure 1 Courbe d’'étalonnage du dosage des iohsrKspectrophotométrie de flamme

* Analyse statistique
Le test effectué dans cette étude sigtistiest le test de Student de comparaison des
moyennes de deux échantillons appariés sougiledbSTATISTICA 5.5 (Ed. 99).
Pas> Poos Pas de différence significative
Poos> Pors> Po i Différence significative (*)
Po.o1> Pons> Pooo1 Différence hautement significative (**)

Pavs< Pooo:Différence trés hautement significative (***)

Tableau IV Comparaison par le testle Student de I'évolution de la concentration ides K’
(mg/ml) des surnageants de culture mixté.llgparacase et des souches {)Set (Ls) en bouillon
BHI

Temps |S aureus (S3) en| S aureus (Ls) en Pobs Différences

(heures) | culture mixte aved.b. | culture mixte aved.b.

paracasel paracasel
Moyenne | Ecarttype| Moyenne Ecart type
(mg/ml) (mg/ml)
Pas de
différence
0 46,2 0,1 46,1 0,6 0,287 significative
1 72,95 0,06 67,84 0,05| 0,0000001 Frx
2 92,1 0,1 83,4 0,26/ 0,000001 i
3 98,48 0,17 90,4 0,36/ 0,000004 Frx
4 108 0,2 100 1| 0,00017 el

Différence trés hautement significative (***)
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Tableau V Analyse statistique (test de Student) deraissance dé&. aureus (Ls) en culture
mixte aved_b. paracasei et en culture pure, dans le lait écrémé
Inoculum de départS. aureus (Ls) & 16 UFC/ml

L.b paracasei & 1 UFC/m

Temps | S aureus(Ls) en culturel S, aureus (Ls) en culture]  Pgps Différences
(heures) | pure mixte aved_b. paracasei
Moyenne Ecart Moyenne Ecart
(Log UFC/ml) | type | (Log UFC/ml) type
0 6,04 0,12 6,04 0,121 1 Pas de
2 7,29 0,14 7,05 0,25 0,23 | différence
4 7,85 0,25 7,65 0,18 0,33 | significative
6 8,17 0,20 7,7 0,1 0,023 *
8 8,26 0,11 7,61 0,18 0,006 **
10 8,3 0,12 7,6 0,26 0,013 *
12 8,36 0,09 7,6 0,13 0,0012 o
14 8,5 0,29 7,59 0,20 0,011 *
16 8,65 0,12 7,58 0,051 0,0001 Frx
18 8,79 0,09 7,58 0,13 0,0002 Fhx
20 8,84 0,096 7,55 0,25 0,0012 *
22 8,9 0,045 7,5 0,10 0,000083 o
24 8,9 0,19 7,4 0,28 0,004 *

Différence significative(*), Différence hautemeigrificative (**), Différence trés hautement sifjoative (***)
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Tableau VI Analyse statistique (test de Student) dertassance d&. aureus (Sg) en culture
mixte aved_b. paracasei et en culture pure, dans le lait écrémé
Inoculum de départS. aureus (Ss) & 16 UFC/m

L.b paracasei & 16 UFC/m

Temps | S aureus (S3) en| S aureus (S3) en culture Pobs Différences
(heures) | culture pure mixte aved_b. paracasel
Moyenne | Ecart Moyenne | Ecart type
(Log type (Log
UFC/m) UFC/mi)
0 6,03 0,18 6,03 0,25 1 Pas de
2 7,6 0,3 7,39 0,11 0,32 différence
4 8,04 0,10 7,69 0,25 0,094 | significative
6 8,29 0,11 7,7 0,16 0,007 *
8 8,38 0,21 7,69 0,10 0,007 o
10 8,45 0,19 7,68 0,19 0,008 *
12 8,53 0,15 7,68 0,13 0,0018 o
14 8,6 0,18 7,64 0,19 0,003 *x
16 8,63 0,21 7,45 0,33 0,006 *
18 8,65 0,22 7,29 0,18 0,0012 o
20 8,66 0,23 7,13 0,12 0,0005 *
22 8,66 0,27 6,9 0,17 0,0006 Frx
24 8,66 0,045 6,65 0,18 0,0000p6 Fxk

Différence hautement significative (**), Différemdrés hautement significative (***)
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Tableau VII Comparaison par le tesde Student de I'évolution de la croissance deolaclse
(Ss) et (Ls) en culture mixte avekh. paracasei dans le lait écremé

Temps | S aureus(S;) en S aureus (Ls) en culturel  Pops Différences
(heures) | culture mixte avetb. | mixte aved_b. paracasel
paracasei
Moyenne Ecart Moyenne Ecart
(Log UFC/ml) | type | (Log type
UFC/mlI)
0 6,03 0,25 6,04 0,121 0,95
2 7,39 0,11 7,05 0,25 0,1
4 7,69 0,25 7,65 0,18 0,83
6 7,7 0,16 7,7 0,1 0,1
8 7,69 0,10 7,61 0,18 0,5 Pas de
10 7,68 0,19 7.6 0,26 0,68| difference
12 7,68 0,13 7.6 0,13 0,49| Significative
14 7,64 0,19 7,59 0,20 0,76
16 7,45 0,33 7,58 0,051 0,54
18 7,29 0,18 7,58 0,13 0,09
20 7,13 0,12 7,55 0,25 0,06
22 6,9 0,17 7,5 0,10 0,006 o
24 6,65 0,18 7,4 0,28 0,005 *x

Différence hautement significative (**)

Tableau VIII Comparaison par le testde Student de I'évolution des comptes fécauxSde
aureus S; (Log UFC/g) des lapinsde Lotlet?2

Temps Lot 1 Lot 2 Pobs Différences
(jours) Moyenne | Ecart Moyenne | Ecart type
(Log type (Log
UFC/g) UFCl)

0 2 0,418 2 0,24 1

1 4,7495 0,64 4,44 0,36 0,43

2 5,51 0,33 5,36 0,38 0,738

3 6,72 0,415 6,65875 0,3§ 0,835 Pas de

4 7,5075 0,36 7,36 0,18 0,5 différence

5 8,2325 0,02 8,2 0,35 0,92 significative

6 7,535 0,27 7,145 0,29 0,103

7 7,385 0,3§ 6,5525 0,13 0,0125 *

8 7,1425 0,3( 5,75 0,24/ 0,003 *x

9 6,82 0,30 5,1825 0,21 0,004 *x

10 6,45 0,30 4,86 0,30, 0,007 *x

11 6,25 0,39 4,32 0,33 0,0015 *x

12 6,25 0,34 3,92 0,26/ 0,00041 e

Différence significative(*) Différence hautement significative (**), Différemd¢reés hautement significative (***)
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* Evolution du pH des cultures pures et mixtes d8&. aureus (S3) et (Ls)

Tableau IX Evolution du pH de la culture mixte & aureus (Ls) avecLb. paracasei et de la
culture pure dé&. aureus (Ls), dans le lait écrémé
Inoculum de départS. aureus (Ls) & 16 UFC/ml

L.b paracasei & 1 UFC/m

Temps pH de la culture pure de pH de la culture mixte de
(heures) | S aureus (Ls) S aureus (Ls) aveclLb. paracasei
0 6,7 6,7

2 6,7 6,56

4 6,62 6,38

6 6,43 6,16

8 6,41 6,01

10 6,31 5,86

12 6,18 5,69

14 6,1 5,58

16 6,08 5,49

18 5,92 5,37

20 5,83 5,22

22 5,71 5,15

24 5,65 4,91

Tableau X Evolution du pH de la culture mixte & aureus (S3) avecLb. paracasel et de la
culture pure dé&. aureus (Sg), dans le lait écrémé
Inoculum de départS. aureus (Ss) & 16 UFC

L.b paracasei & 1§ UFC/ml

Temps pH de la culture pure de pH de la culture mixte de
(heures) | S aureus (S3) S aureus (S3) aveclLb. paracasei
0 6,7 6,7
2 6,64 6,42
4 6,6 6,35
6 6,56 6,29
8 6,45 6,13
10 6,39 6,01
12 6,34 5,76
14 6,29 5,7
16 6,24 55
18 6,18 5,32
20 6,12 51
22 6,1 4,95
24 6,09 4,81
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Annexe 3. Composition des milieux de cultures utdies

Tableau | : Gélose et bouillon Chapman

Quantité (g/l)

Composition
Extrait de viande 1
Chlorure de sodium 75
Peptone 10
Agar 15
D Mannitol 10
Rouge de phénol 0,025
pH7,4
Tableau Il : Gélose et bouillon nutritif
Composition Quantité (g/l)
Extrait de viande 1
Peptone 15
Chlorure de sodium 5
Agar 15
pH7,2
Tableau Il : Gélose et bouillon BHI
Composition Quantité (g/l)
Infusion cceur-cervelle-peptone 27,5
Chlorure de sodium 5
Phosphate disodique 2,5
D (+) Glucose 2
Agar 15
pH7,4

Tableau IV : Gélose et bouillon MRS

Composition Quantité (g/l)
Peptone 10
Extrait de viande 10
Extrait de levure 5
Glucose 20
Tween 80 1mi
Phosphate dipotassique 2
Acétate de sodium 5
Citrate triammonique 2
Sulfate de magnésium 0,2
Sulfate de manganeése 0,05
pH6,5
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Tableau V : Gélose Mueller Hinton

Composition Quantité (g/l)
Extrait de viande 2
Hydrolysat acide de caséine 17,5
Amidon 1,5
Agar 10

pH7,4

Tableau VI : Gélose PCA (Plate Count Agar)

Composition Quantité (g/l)
Tryptone 6
extrait de levure 3
Glucose 1
Agar 15
pH7,2
Tableau VIl : Bouillon Giolitti et Cantoni
Composition Quantité (g/l)
Tryptone 10
Extrait de viande 5
Extrait de levure 5
Chlorure de lithium 5
Mannitol 20
Chlorure de sodium 5
Glycine 1,2
Pyruvate de sodium 3
pH6,9

NB. L’agar n’est ajoutée que dans le cas de milielosgs.

Eau physiologique:

Eau distillée........................ 1l
Chlorure de sodium............... 99
pH 7 et autoclaver a 120°C/20min




Abstract

In this study, 15 strains @& aureus were isolated from diarrheal stools of patientbjescted to
antibiotics and milk of cows mastitis. The susdapty of isolates have permit to select two
multiresistants strains, {Bisolated from stool and £ from milk mastitis. Screening of six (6)
strains of lactic acid bacteria against)(&d (Ls) by the test spots showed tht paracasel which

is the best testified antibiosis against b8tlaureus. Thein vitro study of the antagonism between
Lb. paracasei againstS aureus (S3) and (Ls), has shown a better antibacterial activity Lds
paracasel against the strain g5compared to the strain L. Strain ($) was then used for the
antibacterial effectn vivo on rabbits holoxenic. The antagonistic effactwivo of Lb. paracasei
againstS. aureus (S3), exhibited to a greater decrease in the numb& adreus (S;) in the stools
of treated rabbits (Lot 2) compared to those utgce@lot 1). The histological sections performed
on intestinal and colic, showed a restoration tdstinal villus and colonic crypts diarrheal rabbit
treated withLb. paracasel compared to control diarrhea (first day of onsetdddrrhea) and
diarrheal rabbits receiving sterile skim milk. Angpthese, the villus and crypts appear atrophied

and damaged by the action®faureus (S3).

Keywords: Staphylococcus aureus (MRSA), lactic acid bacterid,b. paracasel, diarrhea, intestinal

atrophy.
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Résumeé

Au cours de cette étude, 15 souchesSdaureus ont été isolées a partir de selles de patients
diarrhéiques soumis a une antibiothérapie et dedtavaches mammiteuses. Les antibiogrammes
des souches isolées ont permis de sélectionner striches multirésistantes s $solée des selles

et (Ls) du lait mammiteux. Le criblage de six (6) souctesactéries lactiques a I'égard des deux
souches (§ et (Ls) par le test des spots, a montré gbeparacasei est la souche qui a témoigné
de la meilleure antibiose envers les deux soucb&salireus. L'étudein vitro de I'antagonisme de
Lb. paracasel vis-a-vis desS aureus (S;) et (Ls), @ montré une meilleure activité antibactériedee
Lb. paracasel a I'égard de la souche fjScomparée a la souchesjLLa souche (§ a été alors
retenue pour I'effet antibactéri@mvivo sur lapins holoxéniques. L’effet antagonistevivo, deLb.
paracasei enversS. aureus (S3), a exhibé une plus grande diminution du nombr&. deireus (Sz)
dans les féces des lapins traités (Lot 2) compasta non traités (Lot 1). Les coupes histologiques
réalisées sur les portions intestinales et coliqueg montré une restauration des villosités
intestinales et des cryptes coliques chez lesdagisrrhéiques traités phab. paracasei par rapport

au témoin diarrhéique (premier jour du déclenchdrdenla diarrhée) et au lapin diarrhéique non
traité recevant le lait écrémé stérile. Chez ceasides, les villosités et les cryptes apparaissent

atrophiées et détériorées par lI'actionrSdaureus (S3).

Mots clés : Saphylococcus aureus (SARM), bactéries lactiquekp. paracasei, diarrhée, atrophie

intestinale.



