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Glossaire

Adhésion

L'adhésion est le processus dynamique permettant a une bactérie de passer de I'état libre a

I'état fixe.
Adhésines

L’adhésines est une molécule adhésive bactérienne jouant le rdle de ligand dans une

interaction de type ligand-récepteur.
Bactériemie

La bactériémie traduit le passage dans le courant sanguin, dans certaines circonstances, des

bactéries de la Flore buccale et des foyers infectieux d'origine buccale.
Biofilm

Le biofilm est un film de micro-organismes d’une ou plusieurs especes, adhérant a une

surface submergée ou soumise a un environnement aqueux.
Habitat
L'habitat d'un organisme est le site ou il s'établit dans I'écosysteme.
Infection focale

L’infection focale est le processus expliquant I'apparition d'un foyer secondaire a partir d'un

foyer primaire.
Taxonomie

Systeme de classification des bactéries.

Source : (Qeuvauvillierz et al., 2007).
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Introduction Générale

La cavité buccale entre en contact avec des nombres considérables des
microorganismes a partir d’une variété de source environnementales extérieure (L’air, I’eau,
nourriture), et avec d’autres étres Humains ; le personnel médical soignant, la famille, amis
(Liljemark, Bloomquist, 1996). Elle est considérée comme un potentiel réservoir pour les

microorganismes pathogeénes respiratoire (Mojon, 2002).

Plusieurs groupes de microorganismes sont présentes dans la cavité buccale tels que ;
les bactéries, virus, protozoaire, levures (Fasquelle, 1974). Parmi ces microorganismes ;
Staphylococcus aureus, qui est considéré 1’une des espéces la plus pathogénes présent dans
la microflore buccale chez les malades hospitalisés (Teng et Col, 2002).

Staphylococcus aureus fait partie des agents étiologiques par la présence de
nombreux facteur de virulence (Manadhar et al., 2018), qui sont les exoenzymes, les
toxines, les adhésines. ces souches de S. aureus produisant des exotoxines tels que la
Leucocidine de Panton et Valentine, Jouer un role important dans les infections

communautaires (Shallcross et al., 2013).

Au cours de cette étude, on s’est intéressé a la mise en évidence de certains facteurs
de virulence comme la présence de la capsule, la résistance aux antibiotiques, la production
des substances coagulant le plasma Humain en suivant la croissance des souches de S. aureus
dans ce milieu physiologique, afin de répondre a la problématique suivant : la virulence de
S. aureus impliquée dans des infections Humaines est due a la production de plusieurs

composés, quels sont ces composés ?
Ce manuscrit comporte deux parties :

La partie 1 est une synthese bibliographique portant une présentation des
Staphylococcus aureus et ces facteurs de virulence, et des généralités sur la cavité buccale.

La partie 2 expose une description des protocoles expérimentaux utilisés (matériel
et méthodes) ainsi que les résultats obtenus, L’ensemble des résultats sera ensuite discuté

pour aboutir une conclusion générale.
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I.1. Historique

Les staphylocoques ont été identifiés dés 1’aube de 1’¢ére pasteurienne par Luis
Pasteur (Fleurette, 1989). C’est a Sir Alexander Ogston que 1’on doit 1’isolement de la
bactérie, en 1881, apres I’analyse microscopique des prélévements de pus provenant d’abces
Humaine (Ogeston, 1882 ; Krakaeur et al., 2016). Ses travaux aboutissent, a la description
des staphylocoques (du grec « staphyle » pour grappe de raisin), par opposition aux
streptocoques (coques en chaine) (Dicko, 2013 ; Oliveiraet al., 2018). En 1884, Rosenbach
cultiva le staphylocoque in vitro et décrivit deux premieres especes, Staphylococcus aureus
et Staphylococcus epidermidis, différenciées par la couleur des colonies obtenues, étaient
dorees et blanches (Thomer et al., 2016).

1.2. Classification phylogénique

La classification de Bergey est illustrée dans le (Tableau I).

Tableau I : Taxonomie de Staphylococcus aureus (Camille, 2014).

Régne Bactéria ou Eubacteria

Phylume Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae

Genre Staphylococcus

Espéce Staphylococcus aureus
1.3. Habitat

Staphylococcus aureus est une bactérie a laquelle nous sommes quotidiennement
exposes mais seulement certaines personnes sont porteuses sur de longue période (Sollid et
al., 2014). Cette bactérie fait partie de la flore commensale de I’Homme et de I’animal. Elle
est preésente sur la peau et les muqueuses, notamment au niveau des voies aériennes
respiratoires supérieures et dans les intestins. Chez I’'Homme, elle est principalement
retrouvée dans les muqueuses nasales en raison de 1’affinité de la bactérie pour I’épithélium

qui tapisse les cavités (Aly et al., 1977 ; Mulcahy et al., 2012).
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Les staphylocoques peuvent également survivre sur des surfaces inanimées telles que

la literie, et les poignées de portes (Freeman-Cook, 2006).

I.4. Caractéres bactériologiques

1.4.1. Caracteres morphologiques
Les staphylocoques sont des coques Gram positif, non mobiles, non sporulés, de 0,5
a 1,5 um de diamétre (Larpent, 2010 ; Prescott et al., 2013) (Figure 01).

Figure 1 : Image de Staphylococcus aureus (Avril et al., 1992)

Sur les milieux solides, ils se disposent en amas irréguliers polyédriques, évogquant
I’aspect caractéristique de « grappes de raisin » (Ananthanarayan et Paniker, 2006). Alors
qu’en milieu liquide, ils sont souvent isolés, en diplocoques, en tétrades ou en trés courtes
chainettes (Le loir et al., 2003).

La majorité des souches de S. aureus sont capsulées, mais elles peuvent perdre leurs

capsules apres cultures (Le loir et al., 2010).

1.4.2. Caractere culturaux

S. aureus est capable de croitre sur une large gamme de milieux de culture, sélectifs
(gélose Chapman, et Braid Parker), ou non sélectifs (milieu enrichi en sang, gélose nutritive).
Sur une gélose au sang, les souches « typiques » de S. aureus donnent des colonies lisses,
convexes avec des diameétres de 1 a 3 mm, de couleur jaune dorée due aux caroténoides, et

sont souvent hémolytiques (Freney, 2007).

Elles sont des bactéries mésophiles (croissance optimal a 37°C), neutrophiles et se
développent a de fortes concentrations en NaCL (Le Loir et al.,, 2010). De plus, cette
bactérie possédeé la capacité de croitre dans des conditions hostiles avec des tempeératures de
7 a 48°C ou un pH compris entre 4 et 10 (Valero et al.,2009).
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1.4.3. Caracteres biochimiques

Le métabolisme de Staphylococcus aureus est de type aéro-anaérobie facultatif qui
produit une catalase, mais pas de I’oxydase (Cheng et al., 2010). Elle se distingue des autres
espéces par la présence des pigments jaune dorée de ses colonies, et par la fermentation de
mannitol, coagulase positive (Wilkinson et al., 1997) ainsi la production d’enzyme de type
DNase (Couture, 1997). Il est: indole -, Acétone +, uréase +, VP+, MR+, réduisant le
tellurite et le nitrate de potassium en produisant de nitrite et d’ammoniac a partir de I’arginine
(Freney et al., 1999).

1.5. Mode de transmission

La transmission des souches de staphylocoques peut étre due soit a un portage direct
par I’individu lui-mé&me, soit par une contamination transitoire par un autre réservoir (Price
et al., 2016).

1.6. Résistance de S. aureus aux antibiotiques

Les antibiotiques sont des molécules d’origine naturelle ou synthétique, dont la
majorité a été découvert entre 1940 et 1960. 1l existe de nombreux antibiotiques répartis en

différentes familles selon leur structure moléculaire ainsi leur mode d’action (Lewis, 2013).
L’évolution de I’antibiorésistance du S. aureus est englobée dans le (tableau I1).

Tableau Il : Progression historique de ’antibiorésistance du S. aureus (Pittet et al.,
2000).

Période Historique

1942 - Découverte de la pénicilline

- Premiéres souches de S. aureus résistantes a la pénicilline

1950 - Augmentation de la proportion des souches de S. aureus résistantes a
la pénicilline

1956 - Découverte de la vancomycine

1960 - Introduction des pénicillines antistaphylococciques (famille de la
méthicilline)

- Emergence de souches de S. aureus résistantes a la methicilline
(SARM) (gene mecA)
1970 - Augmentation de la proportion des souches de SARM




Staphylococcus aureus

- Augmentation de I’utilisation de vancomycine

1980 - SARM endémique dans la plupart des hopitaux, en particulier aux
USA

- Utilisation élargie de la vancomycine, y compris en prophylaxie
chirurgicale dans les hopitaux a forte endémicité pour SARM

- Introduction et utilisation rapide large de la teicoplanine

1997-1999 - Modification de la paroi (gene vanA)

1.6.1. Résistance a la pénicilline

Des souches de S. aureus produisant des pénicillinases ont été détectées, suite a
I’introduction de 1a pénicilline dans les années 40 (Holmes et al., 2011). Cette antibiotique
est définie par la présence d’un anneau B-lactame essentiel a son activité (Vestergaard et
al., 2019). En effet la pénicilline induit un disfonctionnement toxique de I’appareil de
biosynthése de la paroi qui implique un cycle continu de synthése et d’autolyse (Foster,
2017).

1.6.2. Résistance a la méthicilline

Les premiers isolats résistants a la méthicilline sont apparus en 1960 (Peacock et
Paterson, 2015). La paroi bactérienne des staphylocoques est formée d’une épaisse couche
de peptidoglycane, structure réticulée de N-acétyl glucosamine, N-acétyl muramique et de
tétrapeptides linéaires composé de L-alanine-D-glutamine-L-lysine-D-alanine. La synthese
de la paroi est un phénoméne continu chez les bactéries impliquant des reactions de
transglycosylation et de transpeptidation. Les [-lactamines sont des antibiotiques
bactéricides pour S. aureus comprenant les pénicillines, les céphalosporines et les
carbapénémes. Leurs cibles sont des enzymes impliquées dans les réactions de
transglycosylation et transpeptidation, nommées protéines liant les pénicilline (PLP). Les -
lactamines inhibent la synthése de la paroi via I’acylation des PLP essentielles a la survie de
S. aureus (Bush et Bradford, 2016).

1.6.3. Résistance a la vancomycine

La vancomycine est un antibiotique capable de diffuser a travers la paroi des bactéries
a Gram positif pour atteindre sa cible, le dipeptide D-Ala-D-Ala, a I’extrémité du
peptidoglycane. La vancomycine est une grosse molécule qui ne pénétre pas a I’intérieur du

cytoplasme. Elle n’atteint sa cible que lorsque les dipeptides sont transloqués a la surface
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extérieure de la membrane bactérienne (Santos-Beneit et al., 2017). Cet antibiotique est
utilisé dans le cas d’infections causées par des souches de S. aureus SARM. Son utilisation
a I’échelle planétaire a exercé une pression de sélection sur S. aureus entrainant I’émergence

de clones résistants (Leloir et Gautier, 2010).

1.7. Facteurs de virulence
S. aureus est responsable d’un grand nombre d’infections chez I’ Homme, notamment
des infections cutanées (folliculites, impétigos, panaris, furoncles) et des infections des

muqueuses (conjonctivites, pneumonies, otites, salpingites, endométrites) (Lowy,1998).

Ces infections peuvent mener a des bactériémies et faire 1’objet de métastases

septiques a 1’origine de foyers des infections profonds (Pilly, 2008).

La capacité des staphylocoques pathogénes a provoquer de nombreuses infections
différentes est probablement due a 1’expression de nombreuses toxines, facteurs de virulence

et protéines qui adhérent a la paroi cellulaire (Belmamoun, 2016) (Figure 02).

A Surface proteins Secreted proteins
(exponential-growth phase) (stationary phase)
Coagulase Enterotoxin B

TSST1
a-Toxin

Protein A
| S

: ™
Evlasl.m- u Peptidoglycan Capsule
binding L L
e
prolem p B Ribitol
. teichoic
Collagen-
binding
protein
¢
: Cross-linking
€0 peptides
Fibronectin- o
bindipg merbrana - ~Lipoteichoic
protein O, acid
Clumping factor

!
Cell-wall- Repeats Ligand-binding
anchoring domain
domain

Figure 2 : Facteurs de virulence chez Staphylococcus aureus (Lowy, 1998)
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1.7.1. Facteurs structuraux

IIs interviennent dans la reconnaissance de S. aureus par les cellules hotes.

1.7.1.1. Capsule polysaccharidique

La capsule améliore la virulence en conférant a la bactérie une meilleure résistance
face au systéme immunitaire de 1’hote, notamment en interférant avec la phagocytose,
(Nilsson et al., 1997 ; O’Riordan et Lee, 2004 ; Cunnion et al., 2003 ; Nanraetal., 2013).
Elle facilite également 1’adhérence de S. aureus aux cellules épithéliales, endothéliales,
monocytes. Dans ce cas, elle induit la sécrétion par ces cellules de cytokines inflammatoires
(IL-1B, IL6, TNF, IFN) et la chimiokine (IL-8) (Nilsson et al., 1997 ; Soell et al., 1995).

1.7.1.2. Peptidoglycane
Le peptidoglycane est immunogene et mitogéne (Grov et al., 1978 ; Dziarski et al.,
1979 ; Verbrugh et al., 1983). Il posséde une activité chimiotactique sur les neutrophiles en

stimulant I’activation de la cascade du complément (Riber et al., 1990).

1.7.1.3. Acides téchoiques
IIs sont également appelés polysaccharides A, caractérisent les réponses immunes en
réaction aux infections a bactérie a Gram positif (Karthik, 2007), jouent un réle de contréle

de I’activité enzymatique et protection contre le stress environnemental (Xia et al., 2010).

1.7.2. Composants de la surface
1.7.2.1. Protéine A (spa)

Il s’agit d’une protéine de 42KD, caractéristique de I’espece S. aureus, Se lie a la
partic FC de I’immunoglobuline (sutra et poutrel, 1994). Elle représente I’'un des
mécanismes les plus importants d’évasion immunitaire de S. aureus en liant notamment aux
IgG, aux récepteurs 1 du TNF et aux facteurs de VVon willebrad (Lacey et al., 2016). Elle
favorise le développement de biofilm et joue un réle dans la protection de la bactérie contre

les agents antimicrobiennes (Merino et al., 2009).

1.7.2.2. Adhésines
Elles sont des protéines bactériennes nommées MSCRAMM ou « Microbial Surface
Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules », S. aureus exprime ces protéines a

sa surface pour favoriser I’attachement a certaines molécules de I’hote telles que la
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fibronectine, la laminine, le collagéne qui forment la matrice extracellulaire des surfaces
épithéliales et endothéliales (Clarke et al., 2006 ; Foster, 2013).

1.7.2.2.1. Proteéine de liaison a la fibronectine

C’est une protéine qui est présent dans la majorité des souches de S. aureus
(Vaudaux et al.,1995). La fixation a la fibronectine permet une interaction avec les
récepteurs de la fibronectine au niveau de la cellule hote. Cette interaction permet ainsi a S.
aureus d'adhérer une large gamme de types cellulaires différents, telle que les cellules
épithéliales et endothéliales, les ostéoblastes, les fibroblastes, les kératinocytes (Paharik et
al., 2016 ; Lacey et al., 2016).

1.7.2.2.2. Protéine de liaison au fibrinogéne

Elle est appelée également coagulase liée, est responsable de 1’adhésion bactérienne
aux tissus endommageés et aux caillots sanguins (Foster et al., 2013 ; Bodén et al., 1989).
C’est une protéine de surface pouvant étre diffusible suite a 1’autolyse., elle est dépourvue
d’activité enzymatique et elle inhibe la phagocytose par les neutrophiles en formant a la
surface de S. aureus une couche protectrice de fibrinogéne, empéchant la reconnaissance du
pathogéne, méme opsonisé (Ko et al., 2013). Au sein du genre Staphylococcus, uniquement
I’espéce S. aureus posséde cette protéine (Brown, 2005).

1.7.2.2.3. Proteéine de liaison au collagene (CNA)

La CNA représente un facteur de virulence dans l'arthrite septique, influence la
progression des infections bactériennes dans divers modéles animaux, permet également aux
bactéries d'adhérer suffisamment fortement aux structures tissulaires contenant leur ligand.
Ainsi, se lient a la protéine C1q du complément et empéche la voie classique de fixation du
complément. De plus, la CNA contribue a la virulence des kératites a S. aureus, des
ostéomyélites, et des mammites démontrant que la capacité d'interagir avec le collagéne offre
un avantage général aux bactéries dans la pathogenese (Patti et al., 1994 ; Herman-Bausier
et al., 2016 ; Paharik et al., 2016 ; Madani et al., 2017).

1.7.3. Composants sécrétés
1.7.3.1. Exoenzymes
1.7.3.1.1. Coagulase libre
Appelée également la staphylocoagulase, c’est une protéine extracellulaire
thermostable caractérise les souches de S. aureus, a I’exception de Staphylococcus delphini,

Staphylococcus intermedius, Staphylococcus hyicus, qui possedent aussi la coagulase
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(Langlet et al., 1992). Elle provoque la coagulation du plasma Humain ou du lapin en
absence de Ca2+, (prélevé sur EDTA, oxalate, héparine, citrate) (Avril et al., 1992). Elle
forme avec la prothrombine du plasma, un complexe nommé Staphylothrombine qui

converti le fibrinogéne en fibrine (Peacock, 2006).

1.7.3.1.2. Hyaluronidase
C’est une enzyme extracellulaire thermolabile qui hydrolyse 1’acide Hyaluronique,
ce qui permet la diffusion tissulaire des S. aureus (Makris et al., 2005). Cette enzyme est

produite uniquement dans la phase exponentielle de croissance (Poncholi, 2002).

1.7.3.1.3. Staphylokinase

C’est une glycoprotéine de 136 acides aminés sécrétée par certaines souches de S.
aureus (Alessi, 2000). Elle forme un complexe avec le plasminogéne, (Deverriére et al.,
2007). Facilite ainsi les précurseurs de la protéase fibrinolytique plasmine et I’activation des
plasminogenes (Jin et al., 2004). Cette enzyme joue un role dans la formation d’embolies
septiques (Avril et al., 1992).

1.7.3.1.4. Catalase
Cette enzyme empéche la formation de radicaux oxygénés toxiques, aprés avoir

inhibé la bactéricidie intraleucocytaire (Peacock, 2006).

1.7.3.1.5. Protéases

Elles sont présentée chez S. aureus et regroupent les métalloprotéases, les sérines
protéases et les thiolprotéases (Arvidson, 1973 ; Drapeau, 1978). La protéase joue un role
dans la protection de S. aureus par la clivation de certains peptides antimicrobiens
cationiques tels que la cathelicidine LL-17 produite par les neutrophiles et les kératinocytes

(Sieprawska-Lupa et al., 2004).

1.7.3.2. Toxines
Les souches S. aureus sécretent un grand nombre de toxines. Elles sont résumées

dans le tableau I11.
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Tableau 111 : Toxines impliquées dans la virulence de S. aureus (Vincenot et al., 2008)
Familles Principales toxines Mécanismes d’action

Toxines -Choc toxique staphylococcique par

Super - Toxine du choc toxique activation du systéme immunitaire et

antigéniques

staphylococcique

- Entérotoxines A a E, G, |
au

libération de cytokines de

I’inflammation.
- Réaction auto-immune.

- Intoxication alimentaire.

Toxines formant

Des pores

- Toxines a hélice alpha
- Alpha-hémolysine
- Gamma-hémolysine

-Leucocidine de Panton-

Valentine

- Destruction des cellules de défense de
I’hote par formation de pores au niveau

des membranes cellulaires.

Toxine a activité

protéolytique

- Exfoliatines

-Syndrome d’exfoliation généralisé

- Impétigo bulleux staphylococcique
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Cavité buccale

I1.1. Généralités sur la cavité buccale

La cavité buccale est située entre le massif osseux facial supérieur et la mandibule,
elle est divisée en deux parties par I’interposition des arcades alvéolo-dentaires en forme de
fer a cheval. Elle contient les lévres muqueuses, réunies latéralement au niveau des
commissures labiales, la langue, le plancher buccal, les gencives, les vestibules, la face
interne des joues, les trigones rétro molaires et le palais (figure 03). (Maladiére et Vacher,
2016). Elle est limitée par les levres en avant, deux parois latérales formée la face interne
des joues, la voute palatine (palais osseux ou dur) et le voile du palais (palais mou) en haut,
une paroi inférieur composée du plancher buccal (muscle mylohyoidien) dans lequel la
région cervicale dont la partie centrale est occupée par la langue mobile et en arriere les
piliers antérieurs et postérieurs ainsi que la tonsille palatine latéralement et 1’isthme du gosier
par laquelle la cavité buccale communique en arriére avec le pharynx (Maladiére et Vacher,
2016).

Elle assure plusieurs fonctions grace aux différents organes qu’elle posseéde

(Voellinger, 2017).

Lévre supérieure
(relevée)

Frein de la lévre
supérieure

Palais osseux Gencives

Gosier

Palais mou . i
Tonsille palatine
Uvule Langue (relevée)
Joue Frein de langue
Orifice du conduit
Molaires de la glande
submandibulaire
Prémolaires .
) Gencives
Canine
Incisives Frein de la levre
i inférieure
Vestibule

Lévre inférieure
(abaissée)

Figure 3 : Schéma d’anatomie de la cavité buccale (Tortora et al., 2009)
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11.2. Structure de la cavité buccale

La cavité buccale est composée de :

11.2.1. Langue

La langue est un organe musculaire et mobile, c’est le plus volumineux dans la cavité
buccale (Jung, 2018) Elle est impliquée dans la perception du gout grace aux papilles qui se
situent a sa surface mais elle joue également un réle essentiel dans la phonation, la

déglutition et la mastication (Sevenmice, 2008).

11.2.2. Dent

La dent est formée d’une couronne (la partie visible de la dent), d’une ou plusieurs
racines (la partie invisible de la dent) et d’un collet séparant les deux. Plus largement 1’organe
dentaire comprend 1’odonte (I’email, la dentine, le cément et la pulpe) et le parodonte (tissus

de soutien de la dent) (Lautrou, 1997).

11.2.3. Gencive

La gencive est un muqueux buccal masticatoire, recouverte de kératine, qui recouvre
les proceés alvéolaires des méachoires et entoure les parties cervicales des dents. Fermement
accrochée aux dents et a I’os environnant, la gencive est la partie visible du parodonte que

I’on examine lors de I’examen buccal initial. (Aude, 2011).

11.2.4. Salive et les glandes salivaires

La salive est un liquide biologique incolore et visqueux qui baigne la cavité buccal
la sécrétion salivaire est assurée par trois paires de glandes salivaires principales : la glande
parotide, la sous maxillaire et la sublinguale et par une grande quantité de glandes
accessoires dispersées dans la muqueuse bucco pharyngée. Elle est constituée a 99% d’eau

et 1% de constituants organiques et inorganique (Jung, 2018).

11.2.5. Amygdales

Les amygdales doivent leur nom a la sensation de striction de la gorge (latin : angere
= serrer, suffoquer) (Mallet, 1997). Elles forment de cellules stimulaire aux lymphocytes du
systéme sanguin fixé dans des tissus fibreux et elles jouent aussi un réle dans la protection

du pharynx, des invasions bactériennes (Dedio et al., 1988).
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11.2.6. Flore buccale

La cavité buccale héberge plusieurs espéces bactériennes Gram positifs et Gram

négatifs (Tableau 1V), et de champignons. Tous ces microorganismes rassemblés sous le

nom de la flore buccale, vivent dans un écosysteme buccal et constituent le biofilm buccal

(Sixou et al., 2007).

Tableau 1V : Principale Bactéries de la cavité buccale (Rossi et al., 1995).

Bactéries a Gram Genre Espéces buccales
positif
Bacilles facultatifs Actinomyces Naeslundii
Viscosus
Corynbacterium Matruchotii
Lactobacillus Acidophillus
Rothia Mucilaginosa
Bacilles anaérobies Bifidobacterium Jentium
Clostridium Butiricum
Ramsum
Eubacterium Brachy
Yurrii
Cocci facultatifs Enterococcus Faecalis
Staphylococcus aureus
Epidermidis
Streptocoques oraux Pneumoniae
Cocci anaérobies Finegoldia Magna
Peptococcus Niger
Bactéries a  gram
négatif
Bacilles anaérobies non Tannerella Forsythia
mobile Porphyromonas Endodontalis
Gingivalis
Bacilles anaérobies Selenomonas Artemidis
mobiles Flueggei
Centipeda Periodontii
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Bacilles facultatifs non Aggregatibacter Actinomycetemcomitans
mobile Eikenella Corrodens
Pseudomonas Aeruginosa
Bacilles facultatifs Campylobacter Cansisus
mobiles Sputorum
Capnocytophaga Gingivalis
Sputigena
Cocci anaérobies Veillonella Atipyca
Dispar
Cocci  aerobies  ou Neisseria Sicca
facultatifs Moraxella Catarrhalis
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Matériel et Méthodes

|.1. Cadre et I’objectif de I’étude

Cette etude a eté effectuée au niveau du laboratoire biologie générale de I’université
A. Mira Bejaia, durant une période allant du mois de mai jusqu’au mois du juillet 2022.
L’objectif principal de ce travail s’est axé sur I’évaluation de certains facteurs de virulence

des souches de Staphylococcus aureus isolés de la cavité buccale des enfants.

1.2. Origine des souches

Les souches de Staphylococcus aureus utilisées dans cette étude sont isolées a partir
des angines infantiles (origine clinique) consultés dans les structures hospitaliéres de la

wilaya de Bejaia. Un total de 22 souches a été étudié.

1.3. Revivification et purification des souches

La revivification des souches a pour objectif I’obtention d’une culture jeune et pure.
Des repiquages successifs ont été réalisés sur gélose Chapman et sur le bouillon nutritif
(BN).

Les souches de S. aureus utilisées dans cette étude ont été conservées dans des tubes

de bouillon nutritif, conservés a 4°C.

A. Sur le bouillon nutritif

Un volume de 1 ml de la culture déja conservée a été repiqué dans des tubes de 9ml

de bouillon nutritif puis incubé a 37°C durant 24h.
B. Sur milieu Chapman

Elle consiste a ensemencer la surface de la gélose Chapman, a 1’aide d’une anse de

platine, incubées & 37°C pendant 24h.

La purification des souches a ¢été réalisée sur le milieu Chapman. Pour s’assurer de

cette derniére, I’étape des observations macroscopiques et microscopiques est indispensable.

1.4. Observation macroscopique et microscopique

1.4.1. Coloration de Gram
La coloration de Gram est utilisée dans le but de classification des bactéries en deux

groupes, les bactéries a Gram positif qui apparaissent violettes et les bactéries a Gram négatif
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qui apparaissent roses. Elle permet de se renseigner sur la forme et le regroupement des
bactéries.

Les étapes suivantes ont été effectuées :

° Prélévement d’une colonie isolée a I’aide d’une anse de platine ;

. Dépot de la colonie sur une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame,
et puis réaliser un étalement bactérien séché et fixé a la chaleur ;

o Coloration du frottis par le violet de gentiane, et laisser agir 1 min puis ringage
a ’eau distillée ;

o Etalement de la lame par une solution iodo-ioduréee (Lugol), laisser agir 1min

puis ringage a 1’eau distillée ;

o Décoloration a I’alcool et laisser agir de 10 a 15 secondes puis rincage a I’eau
distillée ;

. Contre coloration avec quelques gouttes de la fuchsine, et laisser agir pendant
Imin;

o Ringage a I’eau distillé puis séchage.

L’observation du frottis coloré se fait sous le microscope optique (grossissement 10

x 100) apres 1’ajout d’une goutte de I’huile a immersion.

1.4.2. Test de catalase

Le test de catalase permet de différencier entre les espéces bactériennes bactérienne.
A partir d’un isolement, une petite quantité de culture bactérienne est prélevée, pour chaque
souche de Staphylococcus aureus, puis placée sur une lame qui contient une goutte de

peroxyde d’hydrogéne, une réaction positive se traduit par un dégagement des bulles de gaz.

1.4.3. Test de coagulase

La coagulase est une protéine extracellulaire, permettant la différenciation des
Staphylocoques a coagulase positive (SCP) des staphylocoques a coagulase négative (SCN).
Le test est réalisé dans des tubes a hémolyse, par le mélange de 0,5 ml d’une culture de S.
aureus de 24h sur bouillon BHIB avec 0,5 ml du plasma Humain. Homogénéisé en agitant
le tube puis incuber a 37°C pendant 24h.Le milieu doit étre observé toutes les 2 heures, un
caillot moins compact visible avant la 24éme heure doit étre considéré comme positif.

Coagulation du plasma = Coagulase positive, absence de caillot = Coagulase négative.
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1.5. Mise en évidence des facteurs de virulence

1.5.1. Presence de la capsule

La capsule est généralement de nature polysaccharidique, ou protéique. Mise en
évidence au microscope par la réalisation d’une coloration de spore qui consiste au dépot
d’une goutte d’une suspension bactérienne sur une lame et a une distance de 0,5 mm, une

goutte de I’encre de Chine est déposée. Elle apparait sous forme d’un halo clair et réfringent.

1.5.2. Croissance dans le plasma Humain
La croissance dans le plasma est réalisée dans le but de se renseigner sur la capacité
de la synthése des enzymes dans le sang vu que le plasma est un milieu trés riche en

protéines.

1.5.2.1. Obtention des cellules bactériennes

Une centrifugation nécessaire a été réalisé pour 1’obtention des cellules qui permet le
dépdt de ces derniéres et la récupération de culot en éliminant du surnagent qui est un
ensemble de métabolisme synthétique par les bactéries. Le protocole est illustré dans la
(Figure 04).
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Figure 4 : Schéma des étapes de I’obtention du culot

1.5.2.2. Dosage des protéines par la méthode de Bradford
Le dosage des protéines est déterminé par la technique de Bradford (1976), cette

technique est basée sur I’adsorption de bleu de Coomassie G- 250 sur les protéines.

1.5.2.3. Elaboration de courbe d’étalonnage des protéines
Une gamme d’étalon a été réalisée a partir d’une solution mere de sérum Albumine

bovine (BSA) (100ug/ul) selon le (Tableau V).
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Tableau V : Préparation de la gamme d’étalon de BSA (100ug/ul).

Matériel et Méthodes

Tuben®

Volume

(ul)

Blanc

10

BSA(100p
g/ul)

300

600

900

1200 1500

1800

21000

24000

27000

30000

Eau
distillée

(ki)

30000

27000

24000

21000

1800 1500

1200

900

600

300

Total (ul)

30000

30000

30000

30000

30000 | 30000

30000

30000

30000

30000

30000

réactif de
Bradford

(k1)

5000

1.5.3. Préparation des échantillons

Apres la récupération des surnageant des échantillons bactériens, une gamme

d’étalonnage a été réalisée a partir de ces surnageant (100ug/ul) selon le (Tableau V1).
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Tableau VI : Préparation de la gamme d’étalon des protéines de S. aureus (100ug/ul)

W Blanc 1 2
Volume (ul)
Surnageant 0 300 600
(100pg/pl)
Eau distillée (pl) 30000 27000 24000
Total (ul) 30000 30000 30000
réactif de Bradford
(ul) 5000

|.6. Résistance aux antibiotiques

L’antibiogramme est une technique de laboratoire permet de tester la sensibilité

d’une souche bactérienne vis-a-vis d’un ou plusieurs antibiotiques.

L'antibiogramme est effectué selon la méthode classique de diffusion de
I'antibiotique sur gélose a partir de disques d'antibiotiques selon les recommandations du
CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute).

Ensemencement

Cette méthode consiste a déposer des disques d’antibiotiques sur la totalité de la
surface de la gélose Muller Hinton (MH) ensemencée a partir d’une colonie caractéristique
suspendue dans de I’eau physiologique. Pour cela, un prélévement, a I’aide d’une anse de
platine, de 3 a 4 colonies bien isolées a partir d’une culture pure et fraiche sur gélose, est
effectué. Les colonies prélevées sont déchargées dans 5Sml d’eau physiologique, et bien

homogeénéisées au vortex, pour obtenir un inoculum & 0,5 Mac Farland (102 UFC/ml).

Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne, et essoré en le
pressant fermement sur la paroi interne du tube pour le décharger. L'écouvillon est frotté sur
la totalité de la surface d’une boite de Pétri contenant de la gélose Mueller Hinton séche, de
haut en bas en stries serrées puis 1’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60°

a chaque fois, sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme.
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Le disque des antibiotiques sont appliqués sur les boites de Pétri ensemencée a 1’aide
d’une pince stérile. Les boites ainsi obtenues sont incubées a 37°C pendant 24 heures

(Figure 05).

A T’aide d’une régle, les différents diamétres des zones d’inhibition obtenus autour
des disques d’antibiotiques sont mesurés et I’interprétation en Sensible (S), Intermédiaire (1)

ou Résistante (R) est effectuée selon les criteres définis par le (EUCAST 2010 et 2019).
Les antibiotiques testés sont les suivants :

Vancomycine 30ug, Clindamycine 10pg, Céfoxitine 30pg, Amoxicilline + Acide
clavulanique 30ug,

Céfoxitine

Clindamycine

Figure 5 : Test d’antibiogramme.
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Résultats et discussion

11.1. Revivification et purification des souches de S. aureus

A. Sur le bouillon nutritif

Dans le milieu nutritif liquide, la croissance des souches de S. aureus apparait sous

forme de trouble concentrée au fond du tube (Figure 06).

Figure 6 : Aspect des souches S. aureus dans le bouillon nutritif.

B. Sur le milieu Chapman

Aprées I’incubation, des colonies rondes, bombées de 1 a 2mm de diamétre, entourées
d’une auréole jaune a été observée cela indique la fermentation du mannitol. Ce milieu
contient une concentration de 7,5% NaCL qui inhibe la plupart des autres germes (Figure

07).

Figure 7 : L aspect des colonies des isolas de S. aureus sur le milieu Chapman.
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11.2. Observation macroscopique et microscopique

11.2.1. Coloration de Gram
Les résultats de la coloration de Gram ont montré que I’ensemble des souches sont
Gram positif. S. aureus se présente sous forme de Cocci sphérique, en paires, des colonies

violette en grappe de raisin.

11.2.2. Test de catalase
La totalité des souches de Staphylococcus aureus testées sont catalase positive,

(Figure 08).

Figure 6 : catalase positive

11.2.3. Résultats du test de coagulase

Les résultats obtenus montrent que les souches de S. aureus étaient de coagulase
positive. La propriété de ces souches a provoquer la coagulation de plasma est due a la
sécrétion d’une protéine extracellulaire ; la Staphylocoagulase. Ce dernier joue un role
central dans le pouvoir pathogéne des Staphylocoques, en leur permettant de lutter contre

les anticorps (Le loir et Gautier, 2010). (Figure 09).

Figure 7 : coagulase positive
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11.3. Mise en évidence des facteurs de virulence
11.3.1. Capsule

L’observation microscopique a permis d’observer une capsule sous forme d’un halo
clair. ce qui confirme que les souches de S. aureus testées sont capsulées. La capsule est
considérée comme un élément génétique mobile, conduise a 1’acquisition de facteur de
virulence et de résistance aux antibiotiques, interagisse physiquement avec 1’enveloppe

bactérienne. (Haudiquet et al., 2021).

11.3.2. Croissance dans le plasma Humain

Aprés I’incubation, la plupart des souches de S. aureus testées presentent des
Coagulation. en absence de Ca2+, S. aureus provoque la coagulation du plasma humain
(Awvril et al., 1992). La coagulase forme avec la prothrombine (coagulase-reacting factor :
CRF) du plasma, un complexe appelé Staphylothrombine qui converti le fibrinogene en
fibrine (Peacock, 2006), c’est un facteur primordial dans le pouvoir pathogéne en coagulant
le plasma autour des coques et les protégeant de la phagocytose (les leucocytes ayant une
mauvaise pénétration a Dintérieur des caillots de fibrine), elle est a I’origine des

thrombophlébites suppurées (Avril, 1992). (Figure 10)

Figure 8 : Résultats de la croissance de S. aureus dans le plasma Humain.

11.3.3. Dosage des protéines

Les résultats obtenus sont représentés dans le (Tableau VII).
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Tableau V11 : Résultats de ’absorbance de la gamme d’étalon

Concentration de protéines (100ug/pl) DO (595 nm)
0 0

10 0,02

20 0,04

30 0,08

40 0,08

50 0,1

60 0,13

70 0,145

80 0,17

90 0,185

100 0,22
0,25

y =0,0021x
R*=0,9909 @
0,2
0,15
8
0,1
[ J

0,05
0

0 20 40 60 80 100 120

concentration de protienes (mg/ml)
Figure 9 : Courbe d’étalonnage de la solution BSA (1000 mg/ml).

11.3.4. Dosage des protéines de S. aureus
Les concentrations ont été mesurées en utilisant la fonction de la courbe
d’étalonnage (Y= 0,002 X) sachant que, Y : absorbance, X : concentration, les résultats sont

représentés dans le (tableau VI1II).

Apreés avoir comparé entre les concentrations des protéines du S. aureus en solution

et la concentration des protéines de témoin et mesuré les absorbances et calculé les
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concentrations de chaque souche, nous avons obtenu des valeurs variées ; tous les valeurs de
concentration du S. aureus sont supérieurs a celle de témoin, signifie que les souches ont

synthétisé des nouvelles protéines, parmi ces protéines on peut distinguer ;

La protéines A ; caractéristique de 1’espéce Staphylococcus aureus, elle est élaborée
par 90% des souches d’origine Humaine (Sutra et Poutrel, 1994), elle a un rdle dans le
phénoméne d’agrégation bactérienne et favorise le développement du biofilm, renforcant
également I’adhésion et la protection de la bactérie face a I’action des agents antimicrobiens
produits par les cellules immunitaires (Merino et al., 2009). fibrinolysine ; c’est une
substance thermostable antigénique caractérisé les souches pathogénes humaine, sécrétée
par les germes ayant colonisés le caillot, joue un role dans la formation de microemboles

suppurée responsable des métastases septique (Flandrois, 1997 ; Jin et al., 2003).

Tableau V111 : Résultats de la mesure de la DO pour le dosage des protéines.

Souche Absorbance (nm) Concentration (100ug/pl)

BNT 0,06 28,5
ENF37 0,035 16,66
ENF47 0,019 9,05
P46 0,033 15,71
P72 0,021 10

P74 0,015 7,14
P76 0,020 9,52
S20 0,038 18,09
SRYS 0,166 79,05

11.3.5. Résistance aux antibiotiques

Le résultat de I’antibiogramme réalisé par la technique des disques est indiqué dans
le (tableau IX). La souche de Staphylococcus aureus présente une résistance au Céfoxitine
et Clindamycine, en revanche la souche reste sensible a I’association Amoxicilline-acide

clavulanique, et la Vancomycine (Figure 12).
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A. Céfoxitine

Toutes les souches de S. aureus sont résistantes au Céfoxitine 100%, ces résultats
corroborent avec ceux trouvés par (Rebiahi et al., 2011). L’étude réalisée au Brésil par
Gushiken et al qui ont annoncé un taux mois élevé qu’est de 16,6%. (Gushiken et al., 2016).
Ces taux sont bien plus élevés que ceux rapportés dans divers publications nationales (étude
de Tlemcen 10,6% (Bentrar et al., 2016). Cette résistance est conférée par la production

d’une nouvelle PLP, appelée PLP2a et codé par le gene mec A.

B. Vancomycine

Dans notre étude il a été constaté que le taux de sensibilité a la VVancomycine des
souches de S. aureus testées est de 100%, ce taux est supérieur de celui enregistré chez
(Malinowski et al., 2002). Le pourcentage de la sensibilité a cette antibiotique pourrait étre

la cause de leur moins fréquents en Algérie du cout élevé de ces médicaments.

Amoxicilline+
Acide
clavulanique

Clindamycine

Figure 10 : Résultats de test d’antibiogramme
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Tableau IX : Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition en (mm)

Souche Vancomycine | Clindamycine | Céfoxitine AMC
BNT 19 17 08 24
SRYS 19 15 07 25
S20 18 15 08 25
ENF 37 18 16 09 23
ENF 47 18 15 08 25
P72 / / / 15
P74 / / / 22
P76 / / / 15

| => pas teste.
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Conclusion Générale

Staphylococcus aureus est un agent pathogéne majeur chez ’homme, constitue un
réel probléme de santé publique, qui peut causer de diverses maladies, allant des infections
qui évoluent a des pathologies mortelles, ainsi il est I’'une des premiéres cause d’infection

dans la cavité buccale.

C’est dans ce cadre que s’inscrit I’objectif de notre étude qui consiste a évaluer la
pathogénicité des souches de S. aureus par mise en évidence des facteurs de virulence, cette

étude s’étale sur deux mois, effectuée dans le laboratoire de biologie générale de I’université

de A. Mira-Bejaia.

Au cours de cette période, des revivifications ont été réalisés pour les souches de S.

aureus. Les résultats obtenus lors de cette étude ont permis de révéler plusieurs points :
- Concernant I’antibiogramme, toutes les souches de S. aureus qu’on a testé étaient ;

v 100% sensibles au Vancomycine et a I’ Amoxicilline +Acide clavulanique,

v' 100% résistantes a la Céfoxitine, et Clindamycine.

- 100% des souches de Staphylococcus aureus sont coagulase positive et catalase

positive.

En perspective, ces résultats doivent étre complétés par d’autres tests, beaucoup plus

performants, a savoir

- Etudier une population saine pour la comparaison qualitative des germes testes ;
- Etudier une population plus importante dans une durée plus importante ;

- Caractérisation moléculaire des isolats dans le but de déterminer leur origine

(commensale ou pathogéne).
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Annex 01 : Composition des milieux de culture

e Gelose Chapman
Composition :

Pour 1 litre d’eau distille

e Extrait de vIande .........oooiiiiniiii e lg

L ) 01705 TP 10g
* Chlorure de SOdIUM ... ...oiieiii e e 759
® MANNIEOL. ...ttt e 10g
cRouge de phénol ... ... 0,025g
L . .18g

PH du milieu prét a I’emploi a 25°C : 7 £ 0,2. Autoclaver a 120°C/30 minute.

e Milieu bouillon nutritive
Composition :

Pour 1 litre d’eau distille

e Extrait de viande ..o g
e EXtrait de 1eVUIe .....ooeii i 2,5¢
L o) 0170 U P S¢g
e Chlorure de SOIUM ......ouieii e e 5¢g
LN PP 189

PH du milieu prét a I’emploi a 25°C : 7 + 0,2. Autoclaver a 120°C/30 minute.

e Milieu Gélose Nutritive
Composition :
Pour 1 litre d’eau distille
e Extrait de viande ..........ooiiiiiii e lg
e EXtrait de 1eVUIe .....ooeii e 2,5¢

L ) 01702 L P S5¢g
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e Chlorure de SOIUM ...ttt e eeen e 5¢g

PH du milieu prét a I’emploi a 25°C : 7 + 0,2. Autoclaver a 120°C/30 minute.

e Gélose Mueller Hinton
Composition :

Pour 1 litre d’eau distille

s Extraitde viande...... ..o e, 3g

* Hydrolysat de caséine (Tryptone). ........c.ovveiiiiiiiiiiiiiii i eeeeeeaenns 17,5g
LN 116 ) s F 1,5¢
S A AT e e 18g

PH du milieu prét a I’emploi a 25°C : 7+0,2. Autoclaver a 120°C/30 minute.



Résume

L’objectif de ce travail est d’évaluer la pathogénicit¢é des souches de

staphylococcus aureus isolés de la cavité buccale des enfants.

Les souches de S. aureus ont été testé au niveau de laboratoire de biologie générale

de I'université A. Mira- Bejaia.

Toutes les souches de Staphylococcus aureus sont positifs aux test de catalase et
de coagulase. Plusieurs tests ont été réalisée ; la présence de la capsule, la résistance aux
antibiotiques, la croissance dans le plasma humain, et un test de dosage des protéines dans

le but du mis en évidence des facteurs de virulence.

Mots clés : Staphylococcus aureus ; cavité buccale ; enfants ; facteur de virulence.

Apstract

The objective of this work is to evaluate the pathogenicity of strains of
staphylococcus aureus isolated from the oral cavity of children.

Strains of S. aureus were tested at the biology laboratory level General of the
University A. Mira-Bejaia.

Strains of S. aureus are positive for catalase and coagulase tests. Several tests were
carried out ; the presence of capsule, resistance to antibiotics, growth in human plasma,

protein assay, with the aim of highlighting virulence factors.

Keywords : Staphylococcus aureus ; oral cavity ; children ; virulence factor.



