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Introduction

Introduction

De nombreuses recherche portent sur Staphylococcus aureus, a cause de la gravité des
infections engendrées chez les humains et les animaux, et cela grace aux plusieurs facteurs de
virulence qu'elle présente et sa capacité a développer une résistance aux différents
antibiotiques.

C est une bactérie commensale de la peau et des muqueuses, en particulier les narines
et les voies gastro-intestinales de 'Homme. La colonisation nasale concerne environ 30-50%
de la population générale (Wertheim, 2005). S. aureus peuvent également coloniser le
pharynx, I'intestin, le périnée, la peau et les aisselles.

Ce micro-organisme est responsable d'infections tres polymorphes : communautaires
ou nosocomiales, superficielles ou profonde, benignes ou létale. Ainsi, causant des infections
cutaneées telles que la folliculite et les furoncles, les infections muqueuses comme les otites et
la conjonctivite. Ces infections peuvent se développer en septicemies, bactériémies,
pneumonies, ostéomyélites et endocardites (Kim, 2014).

La pathogeénicité de S. aureus est liée a la synthése de nombreux facteurs de virulence,
parmi eux on trouve les enzymes (coagulases, fibrinolysines et protéases) et des toxines
(entérotoxines, leucocidines) (Bergon, 2016).

Le présent travail a pour objectif de détecter certains facteurs de virulence de S.
aureus, et parmi eux ont a : la présence d une capsule polysaccharidiques, la révélation positif
au test de la coagulase vis-a-vis du plasma Humain, ainsi la résistance a I antibiotique «
Oxacilline », et cela afin de répondre a la problématique suivantes : la pathogénicité de S.
aureus est due a plusieurs facteurs de virulences, quels sont ces facteurs ?

Pour cela nous avons structuré ce travail en trois parties interdépendantes :

Partie 1: est destinée a présenter la bactérie S. aureus ainsi que ces niches écologique et
factures de virulence.

Partie 2: est consacrée aux matériel, méthodes et techniques utilisées pour I'identification de
S. aureus et la mise en évidence de ces facteurs de virulence.

Partie 3: concerne les résultats obtenus et les discussions, suivis d une conclusion générale.
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I. Staphylococcus Spp
I.1.Historique

Plusieurs travaux réalisés dans les années 1870 ont mis en évidence la présence de cocci
dans des pus et des abcés. Considérées comme une entité unique, ils furent nommés Cocco
bacteria septicum par Billroth en 1874 (Pascale, 2013).

Ainsi en 1878, Robert Koch en Allemagne et Louis Pasteur en 1880 en France décrivent
des grappes de coques dans des pus d origine Humaine (pus de furoncles et d ostéomyélites).
La méme anneée, en Ecosse, Alexander Ogston propose le nom « Staphylococcus » (staphylé :
grappe et kokkos : grain) car les bactéries se regroupent en amas irréguliers ressemblant a une
grappe de raisin (Hennekinne, 2009). Les premiers isolats et cultures in vitro ont été réalisés
par Ogston en 1881(Claire, 2012).

I.2. Taxonomie

Selon la 2éme édition du « Bergey's Manual of Systematic Bacteriology », le
Staphylococcus aureus aussi appelée  « Staphylococcus doré » étant classée parmi les
bactéries a Gram positif (Garrity et al., 2007), dans le phylum des Firmicutes, a la classe des
Baccilli, et a I'ordre des Bacillales.

Le genre Staphylococcus est rattaché a la famille des Staphylococcaceae qui contient 4
autres genres : Gemella, Jeotgalicoccus, Macroccus et Salinicocus.

Actuellement, plusieurs espéces et sous-espéces ont eté détectées au sein du genre
Staphylococcus, qui sont scindées en deux groupes selon qu'elles produisent ou non la
coagulase :

- Coagulase positive : dont S. aureus considérée comme | espéce la plus pathogene.
- Coagulase négative : contient les espéces S. epidermidis, S. capitis, S. hominis... (Le
loir et Gautier, 2010).
I.3.Caractéres bactériologiques
1.3.1. Morphologie
S. aureus est immobile, non sporulé, apres une coloration de Gram, il se révele étre
des cocci a Gram positif, d'environ 0,5 a 1 pum de diamétre (Figure 01) (Touatia, 2016 ;
Eyque et al., 1998).
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Figure 01: Aspect de S. aureus apres a une coloration de Gram.

Sur milieux solides, il se dispose en amas irréguliers polyédriques évoquant I'aspect
de grappe de raisin (Aouati, 2009 ; Fauchere et Avril, 2002). Cependant sur milieu
liquide, il est souvent isolé, en diplocoques, ou en tétrades, ou en trés courtes chainettes
(Le Minor et Veron, 1990).

La majorité des souches de S. aureus sont depourvues de capsule. Néanmoins,
quelques souches peuvent former des colonies mucoides qui sont entourées d une pseudo-
capsule « Le Slime » dans un milieu riche (Le Minor et Veron, 1990).

1.3.2. Caractéres culturaux
S. aureus est une bactérie aéro-anaérobie facultatif, sa croissance est plus rapide et
plus abondante en conditions aérobies quen conditions anaérobies. C'est une bactérie
mésophile dont la température optimale de croissance est comprise entre 30 et 37°C. Elle
est capable de se multiplier a des valeurs de pH comprises entre 4,2 et 9,3 avec un pH
optimal de croissance de 7 a 7,5. Elle est halotolérante et peut se multiplier en présence de
concentrations élevées de chlorure de sodium (en général jusqu'a 10 %) (Brisabois et al.,
1997 ; Schleifer et Bell,2009). Elle peut aussi tolérer une activité en eau tres réduite (Aw
=0,83) (Verdier et al., 2012).
Cependant, les souches small colony variant de Staphylococcus aureus sont au
contraire ponctiformes, non hémolytiques et non pigmentée.
1.3.3. Caractéres biochimiques

S. aureus est caractérisé par la production d'une catalase et d'une coagulase mais pas
d oxydase, et aussi la production d'une endonucléase thermostable et la fermentation du
mannitol ( Shittu et al., 2007 ; Durand, 2009).



Les souches de S. aureus sont : indole (-), acétone (+), uréase (+), réduisent le télurite de
potassium et les nitrates en nitrites, et produisent de I'ammoniaque & partir de l'arginine
(Aouati, 2009 ; Le Minor et Veron, 1990).
1.4.Niches écologiques
1.4.1. Dans I'environnement

S. aureus est une bactérie trés répandue dans I'environnement. Elle est capable de
survivre dans un large éventail de biotopes. Ces capacités expliquent en partie la difficulté a
éradiquer cette bactérie. 1l posséde la capacité d'adaptation et de résistance au stress
importants, on le trouve de fagcon trés répandue dans la nature, fréqguemment dans I'eau, I"air,
les poussiéres cette bactérie peut étre aussi isolée de facon sporadique dans le sol, I'eau douce,
le sable de la plage, I'eau de mer et la surface des plantes (Dworkin, et al., 2006).

1.4.2. Chez I'étre vivant

S. aureus est un germe ubiquitaire (Le Minor et Veron, 1990). Son réservoir naturel est
I'lhomme et les animaux a sang chaud (Touatia, 2016). Dans les heures qui suivent la
naissance, S. aureus colonise la peau, I'ombilic, le tube digestif et le périnée du nouveau-ne.
Cette colonisation fluctue jusqu'a I'age de 6 ans ou I'on considére qu elle est représentative
du portage a I'age adulte.

Chez I'adulte, S. aureus est présent dans les zones cutanées humides et colonise surtout
les muqueuses des fosses nasales et de l'oropharynx mais aussi le périnée. La peau,
particulierement celle des mains, est régulierement colonisée (Mallet et al., 2004).

Le site de colonisation préférentiel de S. aureus chez I'homme est la muqueuse nasale. 20 a
30% des adultes sont porteurs de S. aureus au niveau des fosses antérieures du nez. 20% sont
également au niveau digestif et entre 8 et 15% au niveau vaginal.

I.5.Mode de transmission

La transmission intra-ou interhumaine s opére généralement par contact direct
(manuportage) (Nauciel et Vilde, 2005). Plus rarement, elle peut étre indirecte a partir d une
source environnementale (vétements, draps, matériels médicaux), ou aussi par I intermédiaire
des aliments (la multiplication d'une souche produisant de Ienterotoxine peut étre
responsable d"une toxi-infection alimentaire collective) (Avril et al., 2003).

I.6.Pathogénicité
S. aureus est a la fois une bactérie commensale et pathogéne de I'Homme. Cette apparente

contradiction a rendu cette bactérie particulierement intéressante a explorer au niveau



moléculaire. Les travaux de séquencage du génome de S. aureus ont permis de percer le secret
de ce pouvoir d adaptation (Holtfreter et al., 2007).

Le génome de S. aureus est formé de deux domaines fonctionnels distincts. La majeure
partie du chromosome (75%) appelé « core » contient les génes qui assurent le métabolisme
de la bactérie. La deuxiéme partie du génome (25%) est constituée d éléments génétiques
accessoires et mobiles comme des plasmides, transposons, prophages ou des filots de
pathogénicité portant la plupart des genes associés a des facteurs de virulence (Issartel et al.,
2005 ; Juuti et al., 2004).

L expression de la majorité de ces facteurs de virulence est régulée par de nombreux
systemes dont le plus général est appelé Accessory Gene regulator (Agr) (Robert, 2013).
I.7.Facteurs de virulence

La virulence des souches de S. aureus est liee a la production d'une grande variété de
composes. Ces composés sont soit associes a la paroi de la bactérie (protéine A, adhésines),

soit excrétés dans I'environnement de la bactérie (toxines, enzymes) (Figure 2).
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1.7.1. Facteurs de virulence sécréter lors de la colonisation de I'hote :

A. Adhésines

S. aureus possede des composantes de surfaces, appelées adhésines, reconnaissant
différentes protéines du plasma et\ou de la matrix extracellulaire.

Les adhésines les mieux caractérisé sont celles qui reconnaissent le fibrinogene ou la
fibrine, le collagéne ou la fibronectine.

-Adhésines ancrés dans la paroi (MSCRAMMS)

Les MSCRAMMs (Microbial Surface Components Reconizing Adhesive Matrix
Molecules) sont des protéines associées au peptidoglycane de la bactérie par des liaisons
covalentes. Ces adhésines sont responsables de I'attachement de la bactérie a différentes
matrices extracellulaires comme le collagéne, le fibrinogéne ou la fibronectine et initient la
colonisation (Patti et Hook, 1994 ; Patti et al., 1994a ; Foster et Hook, 1988).

e Proteine de liaison au fibrinogenes ou CIf

Les plus decrites sont CIfA et CIfB qui sont des coagulases liee a la paroi cellulaire,
agissant comme des facteurs d agglutination. CIfA se lie au fibrinogéne de la matrice
extracellulaire a différents sites, ce qui joue un role dans I'activation des plaquettes et la
formation de caillots sanguins. CIfB se lie a la kératine 10 et a la loricrine, jouant un role dans
I"adhésion aux cellules épithéliales nasales desquamées.

e Proteine de liaison au collagéne Cna

Elle permet I'attachement au collagéne de S. aureus lors d’infections articulaires ou
osseuses. Et elle se lie également a la protéine complémentaire C1q, inhibant ainsi I"activation
du systeme immunitaire de I"'héte.

e Protéine de liaison a la fibronectine ou FnBP

Les plus connus sont FNBPA et FnBPB qui sont des protéines qui se lient a plusieurs
composant de la matrice extracellulaire, notamment la fibronectine, Iélastine et le
fibrinogeéne.

FnBPA et FnBPB contribuent a I'adhérence de S. aureus aux caillots plasmatiques mais
également aux biomatériaux comme les cathéters, quand ces derniers ont un contact prolongé
avec le sang (Menzies, 2003). Elles jouent un rdle important dans [initialisation des

infections sur corps étrangers (Eveillard, 2007).



-Adhésines sécrétés (SERAMS)

Une deuxiéme classe d adhésines a été décrite plus recemment, les SERAMs (Secretable
Expanded Repertoire Adhesive Molecules) (Joél, 2014). Elle regroupe les protéines
suivantes:

e Protéine Eap

Son role est de faciliter sa propre phagocytose par les cellules phagocytaires, mais aussi de
se fixer aux produits de dégradation de la matrice extracellulaire. Ainsi, S. aureus s attaque de
préférence aux tissus lésés et il masque les récepteurs des leucocytes pour limiter leur
infiltration. Donc elle inhibe la réaction inflammatoire qu'elle a elle-méme provoquée
(Robert, 2013).

e Protéine Efb

La protéine Efb interagit avec le fragment C3 du complément, cette interaction contrecarre
I"activation du complément et I'opsonisation (Lee et al., 2004). De plus, elle se lie aux
plaquettes via le fibrinogene ou via les récepteurs GPIlIb/Illa et inhibe ainsi |'agrégation
plaquettaire.

1.7.2. Facteurs de virulence sécreéter lors de la prolifération tissulaire

A. Enzymes
-DNase thermostable

La DNase thermostable appelée également thermonucléase est une endonucléase qui
coupe les acides désoxyribonucléiques (ADN) en nucléotides ou polynucléotides en
hydrolysant les liaisons phosphodiesters (Delarras, 2007).
-Catalase

S. aureus posséde une catalase permet la dégradation du peroxyde d oxygene en eau et
dioxygéne. Elle est tres utile en pratique pour différencier les staphylocoques des
streptocoques (Robert, 2013).
-Coagulase

La coagulase ou staphylocoagulase codée par le gene coa est une protéine de 40 kDa. Elle
est retrouvée libre ou associée a la membrane (Kaida et al., 1989). Cette enzyme a été
rattachée a la classe des SERAMs car elle ne possede pas de motif LPXTG (Boden et Flock,
1989). C’est une exo-enzyme (protéine extracellulaire), son domaine N-terminal s'associe a la
prothrombine pour former la staphylothrombine responsable de la polymérisation du
fibrinogene en fibrine d’ou la coagulation du plasma d'homme ou de lapin (le loir et Gautier,

2010). Le caillot sanguin formé protége la bactérie de la phagocytose.



-Fibrinolysine

La fibrinolysine, également connue sous le nom de staphylokinase, est une enzyme
sécrétée de 15,5 kDa codée par un bactériophage (Sako et Tsuchida, 1983 ; Van Wamel et
al., 2006).

C’est une protéine qui se fixe au plasminogéne et active la production de plasmine qui
digére la fibrine des caillots permettant ainsi la dissémination des bactéries au foyer
d'infection (Robert, 2013 ; Prescottet al., 2003 ; Sneath, 1986).

Elle est impliquée dans la résistance a la réponse immunitaire innée de I'hdte, et posséde
également la propriété d’ empécher la phagocytose (Jin et al., 2004).

-Protéase

Les protéases sécrétées par S. aureus ont comme propriété de contr6ler I'adhésion de la
bactérie. 1l en existe quatre majeurs et elles ont en commun la méme cascade enzymatique qui
veut dire elles s activent entre elles : la sérine protéase (SspA ou protéase V8), la cystéine
protease 1(Ssp B ou staphopain B), la cystéine protéase 2 (ScpA) et la métalloprotéase
(auréolysine ou Aur) (Robert, 2013).

Lors de I'infection, la protéase V8 peut cliver certaines protéines de I'h6te comme les
chaines lourdes des immunoglobulines, indépendamment de leur classe ou I'inhibiteur de
protéase a, induisant une augmentation de 1'activité protéolytique de I'hote. Elle assure la
protection de S. aureus en clivant certains peptides antimicrobiens cationiques tels que la
cathélicidine LL17 produite par les kératinocytes et les neutrophiles . Parallelement, la
protease V8 agit également sur les protéines bactériennes elles-mémes, notamment par
clivage de la coagulase liée, entrainant une diminution de I’adhérence aux cellules hotes et
donc une meilleure dissémination .

Les cystéines protéases sont également impliquées dans la dégradation des élastines, des
immunoglobulines G, des peptides antimicrobiens et des protéines du plasma (Kulig, 2007).
Les protéases de S. aureus sont relativement insensibles a la plupart des inhibiteurs de
protéases du plasma Humain (Dubin, 2002).

-Lipases et Estérase

Les principales lipases sont la glycérolester hydrolase (gene geh) et une estérase (gene lip)
qui hydrolysent respectivement les chaines longues et les chaines courtes des triacylglycérols
(Fischetti et Tedesco, 2006). Les lipases ont démontré un chimiotactisme envers les
granulocytes et permettent une diminution de la phagocytose (Rollof et al., 1988).

L association des lipases et d'une enzyme appelée FAME (Fatty Acid Modifying

Enzyme), capable d estérifier les acides gras en cholestérol, permet de favoriser I'entrée de la
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bactérie au niveau cutanée. En effet, les acides gras retrouves dans les abcés ont montré des
propriétés toxiques pour S. aureus. Leur estérification abolit cet effet et permet a la bactérie
de coloniser les lésions cutanées (Chamberlain et Brueggemann, 1997 ; Lu et al., 2012).
-Hyaluronidaze

C’est une enzyme qui cible I'acide hyaluronique, un composant essentiel de la matrix
extracellulaire (MEC). En dégradant I'acide hyaluronique, cette enzyme facilite la diffusion
des bactéries a travers les tissus en modifiant la structure de la MEC. Ainsi, S. aureus peut se
propager plus facilement a travers les tissus de I'h6te. L hyaluronidaze agit en tant que
facteurs de diffusion, permettant aux bactéries de coloniser de nouveaux sites et d éviter les
réponses immunitaires.
-Phosphatase

Les phosphatases alcaline (pH optimal 10,8) et acide (pH optimal 5,2) sont localisées sur
la membrane cytoplasmique ou les acides teichoiques. Leur rdéle physiologique n’est pas

connu. Seule la phosphatase acide qui est partiellement libérée dans le milieu (Aouati, 2009).

B. Toxines

v' Les exotoxines

Les exotoxines produites par S. aureus sont des protéines toxiques qui jouent un role
majeur dans la virulence de la bactérie, ciblent les membranes des cellules eucaryotes, par la
formation de pores membranaires laissant s'échapper les ions, agissent par lyse enzymatique
ou agissent sur le systéme immunitaire (Super-antigene).

v Leucocidine de Panton Valentine

La leucocidine de Panton Valentine (PVL) est une toxine synergohyménotrope composée
de deux sous-unités protéiques : LukF-PV et LukS-PV, codes respectivement par les génes
LukF-PV et LukS-PV. Ces deux composés sont capables de s assembler en oligomeres et de
se fixer spécifiguement sur la membrane des cellules phagocytaires de I"'humain et du lapin
(Williams, 1963).

La PVL appartient a la famille des toxines formant des pores, elle induit une lyse des
cellules sanguines mononuclée de I'héte comme les polynucléaires neutrophiles, les
monocytes et les macrophages. Elle posséde la capacité de créer des pores dans les
membranes plasmiques des cellules cibles sur lesquelles elle se fixe et provoque la formation
des canaux membranaires laissant passer les cations divalent ce qui induit un désordre ionique
majeur, libération des cytokines, activation intracellulaire des protéases, induction de

I"apoptose et enfin la mort cellulaire. A forte dose, la PVL a un effet nécrotique sur les
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polynucléaires humain tandis qu'a faible concentration, elle induit une apoptose dépendant de
la voie mitochondriale (Martin et al., 2000).

% Hémolysines

Les hémolysines représentent des classes cruciales de toxines produites par S. aureus, jouant

un réle central dans sa pathogenése.
-Hémolysine a (alpha)

L hémolysine o ou a-toxine, codée par le géne hla, est une des toxines les plus puissantes
caractérisées chez S. aureus. L'hémolysine o est sécrétée sous forme de monomeére. Lors de la
liaison a son récepteur ADAM-10 qui est a la surface de la membrane plasmique des cellules
cibles, les monoméres s oligomérisent en hexamére ou heptamere pour former un pore
transmembranaire, dans les lymphocytes, les érythrocytes, les plaquettes, les cellules endo- et
épi- théliales. Les dommages causes a la membrane entrainent la lyse des cellules cibles
(Song et al., 1996).

L'hémolysine a se lie aussi a des récepteurs spécifiques et induit la sécrétion de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires (Cheung et al., 2002), ses effets deléteres sont
doubles : mort des cellules impliquées dans I'immunité innée et acquise, mais également
stimulation du métabolisme de I'acide arachidonique, exocytose et dysfonctions de la
contractilité, aboutissant a la dissémination bactérienne et a des altérations de 1’hémostase
(Dinges et al., 2000).

-Hémolysine B (beta)

L hémolysine B est codée par le géne hlb. Cette toxine est une phospholipase C possédant
une activité sphyngomyélinase permettant la dégradation de la sphyngomyéline présente sur
la membrane des érythrocytes. Selon I'espece, la teneur en sphyngomyeéline des érythrocytes
est plus ou moins importante. Cette différence explique le fait que les hématies murines,
pauvresnnen sphyngomyéline ne soient pas lysées par HIb contrairement aux hématies de
mouton, riches en sphyngomyéline qui sont fortement lysées (Dinges et al., 2000).
-Hémolysine v (gamma)

Le gene hlg code 3 polypeptides : deux composés S, HIgA et HIgC et un composé F,
HlgB. Les génes hlgB et HIgC font partie d’un opéron alors que hlgA est transcrit seul.
L hémolysine y est responsable de la lyse des érythrocytes et des leucocytes. Il existe deux
combinaisons possibles pour former 1"hémolysine y : HigA/HIgB ou HIgB/HlgC, la premiére
étant particulierement active sur les hématies murines, alors que la deuxiéme est active sur les
hématies humaines et de lapin (Vandenesch et al., 2012). Selon la combinaison, la spécificité

de I’hémolyse est plus ou moins importante (Dinges et al., 2000).
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-Hémolysine 6 (delta)

L'hémolysine & est une toxine singulic¢re par sa taille de seulement 26 aa, sa stabilité a la
chaleur et sa capacité a agir comme un surfactant au niveau des membranes. Cette toxine,
codée par le géne hld, se présente sous la forme d’une hélice alpha possédant des domaines
hydrophobes (Janzon et al., 1989). Sa structure lui permet de former des cylindres
hydrophobes pour perméabiliser la membrane des cellules cibles. Cette toxine est aujourd hui
rattachée a une famille de petits peptides sécrétés sans peptide signal et possédant une activité
cytolytique, les Phenol Soluble Modulins (PSM) Le gene hld posséde la particularité d étre
codée par I'ARN I, effecteur du systeme Agr et ARN régulateur. L expression d'hld est
initiée en phase exponentielle et est régulée par le systeme Agr lui-méme (Dinges et al.,
2000).

-Super-antigénes

S. aureus sécréte une variété de toxines appartenant a la famille des super antigenes (plus
de 20 super antigénes) qui est également nommee famille de toxines pyrogenes. Ces toxines
induisent une prolifération non spécifique et massive des cellules T, atteignant jusqu'a 20%
de toutes les cellules T. Elles agissent en se liant aux chaines variables du TCR (récepteur des
lymphocytes T) VP des lymphocytes T et aux chaines a et B du CMH II (Major
Histocompatibility Complex Class 1) sur les cellules présentatrices d antigene. Cette liaison
détourne I'activation normale des cellules T, provoque une libération massive des cytokines et
entrainant une « tempéte de cytokines ».

S. aureus sécrete 2 groupes de super antigenes : la « Toxic Shock Syndrome Toxin-1 »
(TSST-1) et les entérotoxines staphylococciques (SEs ou « Staphylococcus Entérotoxines »)
avec les protéines « enterotoxin-like » (SEIs) (Lina et al., 2004).

-Toxine du syndrome du choc toxique (TSST-1) est a I'origine de plus de 90 % des chocs
toxiques menstruels, sa mortalité est faible proche de 0 %, et 50 % des chocs non menstruels
(Bohach et al., 1990), mais peut étre aussi secondaire a une bactériémie, la mortalité dans ce
dernier cas étant de I'ordre de 20 % (Bernal et al., 1999 ; Becker et al., 2003).

TSST-1 est trés soluble dans I'eau, n'a pas de résidus cystéine et elle est généralement
résistante a la chaleur et a la protéolyse (Dinges et al., 2000).

-Entérotoxines staphylococciques (SE) comprennent SEA, SEB, SEC, SED, SEG, SEH,
SEI, SER et SET. Ces SE ont une résistance intermédiaire a la chaleur et a la digestion par la

pepsine.
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Ces super antigénes causent des intoxications alimentaires et se distinguent par leur
capacité de provoquer des vomissements suite a I"ingestion d une ou plusieurs SE présente sur
les aliments qui ont été contaminés par S. aureus (Dinges et al., 2000).

-Toxines épidermolytiques ou Exfoliatines (ET)

Les exfoliatines sont responsables de I'impétigo bulleux staphylococcique et du syndrome
d’exfoliation généralisée. Ces infections sont surtout retrouvées chez les nourrissons et les
enfants (Bailey et al., 1995).

Quatre exfoliatines ont été décrites. Les exfoliatines A et B respectivement codées par les
génes eta (support bactériophagique) et etb (support plasmidique), sont les mieux
caracteérisées et les plus souvent retrouvées lors d infection humaine. Les exfoliatines C et D
sont respectivement codées par les génes etc et etd (support chromosomique).

Les exfoliatines clivent la desmogléine-1(DSG-1), une glycoprotéine transmembranaire
du desmosome présente dans les couches superficielles de la peau, qui maintient I"adhésion
entre les kératinocytes, reliant les cellules granuleuses de 1’épiderme. Ce clivage induit
I"apparition de lésions bulleuses (Ladhani, 2003).

Les exfoliatines A et B sont considérées comme des superantigénes grace a leur fonction

activatrice de la prolifération des lymphocytes T (Ladhani, 2003).

1.7.3. Facteur de virulence sécréter lors de contournement du systéeme immunitaire

A. Capsule

Les polysaccharides capsulaires (dit également Capsule) sont retrouvés dans 90% des
isolats cliniques de S. aureus, mais la bactérie perd sa capsule généralement apres la culture
(Robert, 2013).

La capsule améliore la virulence en conférant a la bactérie une meilleure résistance face
au systeme immunitaire de I'hdte, notamment en interférant avec la phagocytose et en
empéchant les anticorps d'accéder aux épitopes de surface (Nilsson et al., 1997 ; Cunnuion
et al., 2003 ; O’Riordan et Lee, 2004 ; Nanra et al., 2013).

La capsule posséde des exo-polysaccharides qui peuvent constituer un biofilm, élément
majeur de virulence, permettant une adhésion accrue aux surfaces des dispositifs médicaux
implantable. Cette propriété pourrait favoriser la formation d abces (Dauwalder et al., 2006
et 2007).

B. Paroi cellulaire

La paroi de S. aureus est composée d'acides téichoiques et de peptidoglycane. Le

peptidoglycane (PG) possede une activité endotoxine-like proche du lipopolysaccharide,
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provoque la libération des cytokines par les macrophages et l'activation du systeme
complément. Il provoque aussi I'agrégation des plaquettes, pouvant ainsi, déclencher une
coagulation intra-vasculaire disséminée (Durand, 2009).

Le peptidoglycane permet également la liaison de plusieurs protéines de surface,
désignées MSCRAMM, ces derniéres vont permettre I'adhésion a la surface des cellules a
infecter. Les acides téichoiques (LTA) sont des polysaccharides antigéniques liés de facon
covalente aux chaines de peptidoglycane (AVRIL, 1992). lls provoquent une réponse
inflammatoire en induisant la sécrétion de cytokines et chimiokines par les phagocytes
mononuclés.

1.7.4. Protéines de surface

Les protéines de surfaces peuvent intervenir dans la colonisation, I'adhésion, la diffusion
et I'invasion dans un organisme cible (Robert, 2013).

-Protéine A

La protéine A codée par le gene spa est considérée comme un facteur de virulence majeur
et pleiotropique chez S. aureus. Cette protéine de surface possede de multiples roles dans
I"interaction avec les cellules hotes durant le cycle infectieux (Foster, 2005).

La protéine A est une protéine de 42 kDa qui peut étre présente sous deux formes :
sécretee ou associee a la paroi bactérienne. Elle posséde 5 domaines extracellulaires (A, B, C,
D, E). Et elle fait partie de la famille des MSCRAMMs. Cette protéine a un interét important
en biochimie du fait de son affinité pour les immunoglobulines G (Ig G). L interaction se fait

par la chaine lourds des immunoglobulines, au niveau de la queue Fc.
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Matériel et Méthodes

Ce travail a été réalisée au niveau du Laboratoire Microbiologie de la Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie de I'Université Abderrahmane-Mira Bejaia durant la
période allant de mois de Mars au mois de Juin 2024. Le but principal de cette étude étaient
d“étudier les facteurs de virulence des souches de Staphylococcus aureus.

Il. Matériel et méthodes
I1.1. Origines des souches
Au cours de cette étude, neuf souches de S. aureus ont été utilisées (tableau ). Elles ont
éteé isolées a partir des angines infantiles et conservées dans le bouillon cceur-cervelle (BHIB)
a4°C.
Tableau | : Liste des souches bactériennes étudiées

Souche Référence Origine
P58 1
P58 2
Staphylococcus aureus P58 3 Angines infantiles
P58 4 (Clinique)

P58 5
P59 1
P59 2
P59 3

P59 4

I1.2. Revivification et vérification de la pureté des souches bactériennes

La revivification des souches des S. aureus a pour but d obtenir des cultures jeune, fraiche et
pure. La purification se fait par des repiquages successifs sur un milieu d'isolement (Gélose
Chapman) et sur le bouillon (BHIB).

Un volume de 1ml de la culture conservée de S. aureus est ensemencé dans un tube

contenant 9 ml du bouillon BHIB puis une incubation est effectuée, dans I'étuve, a 37°C
pendant 18-24heures.Une fois une croissance est détectée ; des repiquages sur gelose
Chapman sont réalises.
La vérification de la pureté des bactéries utilisée est assurée par la coloration de Gram qui
permettra de distinguer le Gram mais aussi la morphologie des bactéries aprés observation au
microscope optique a I"objectif (GX 100).

Les bactéries a Gram positive seront colorées en violet tandis que les bactéries a Gram

négativ seront colorées en rose.
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11.3. Détermination de la présence des facteurs de Virulence chez les S. aureus utilisés
11.3.1. Test de catalase

La catalase est une oxydoréductase intervenant dans le mécanisme de résistance et
permettra également la décomposition de peroxyde d hydrogéne (H20-) produit par la souche.
Ce test permet de différencier les staphylocoques des streptocoques.

La recherche de cette enzyme consiste a mettre sur une lame stérile une colonie de
Staphylococcus aureus, prélevée a partir de la gélose Chapman, en contact direct avec le
peroxyde d hydrogene (H20,).

L observation se fait a I'ceil nu, s'il y'a une effervescence (apparition des bulles dair).

+ Catalase+: présences d effervescence.

+ Catalase - : absence d’effervescence.

11.3.2. Test de la coagulase

Afin de différencier entre les staphylocoques a coagulase positive (SCP) et les
staphylocoques a coagulase négative (SCN), on réalise le test de la coagulase. Pour réaliser ce
test, on procéde comme suite :

Quelques colonies caractéristiques sur gélose Chapman ont été ensemencées dans un
bouillon BHIB, puis incubée a 37°C pendant 18-24heures. Apres croissance, dans des tubes a
hémolyse, on met 0,5 ml de plasma Humain en lui ajoute 0,5 ml de chaque bouillon BHIB
présentent un trouble. Puis les tubes sont bien mélanger au vortex et incubée a 37°C pendant
30 minutes, 1 heure, 4 heures et 24 heures. Un résultat positif se traduit par la prise en masse
du plasma dans le tube a hémolyse.

Une coagulation put étre observée aprés les 30 minutes premiéres d incubation, mais la
lecture doit étre poursuivis jusqu a 24 heures, car la réaction est plus au moins lent selon les
souches.

11.3.3. Test de DNase

Ce test permet I'identification et la différenciation de S. aureus des autres espéces
bactériennes. 1l est réalisé sur la gélose a la DNase, a lI'aide d'un écouvillon stérile, nous
avons ensemenceé par striés toutes les souches de S. aureus.

Apreés incubation a 37°C pendant 24heures, nous avons inondé la boite pétrie avec le HCI
a IN. Aprés contact de 5 minutes, nous avons éliminé I'exces de HCI.

Le test DNase est positif lorsqu un halo claire est apparait autour des colonies et le reste

de la gélose est opaque.
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11.3.4. Recherche de production de biofilm

Afin de détecter la capacité de production d’un biofilm chez les souches de S aureus,
nous avons choisir la méthode de culture sur la gélose Rouge Congo (Rewatkar et Wadher,
2013 ; Kara Terki, 2014).

Sur gélose RCA, a partir des cultures bactériennes de 24 heures sur bouillon BHIB,
nous avons ensemence par striés a I'aide d'anse de platine bien stériliser, toutes les souches de
S. aureus. Puis incubée a 37°C pendant 24heures.

Les souches de Staphylococcus aureus productrice de biofilm donnent des colonies
noires, tandis que le non producteur reste rouge.

11.3.5. Détection de la capsule

La mise en évidence de la capsule se fait au microscope optique par la réalisation d'une
coloration de capsule.

Sur une lame stérile, on met une goutte d une suspension bactérienne (bouillon BHIB), et
a une distance de 0.5 cm on dépose une goutte de I'encre de chine, puis on recouvre les deux
gouttes avec une lamelle. L observation se fait a I'objectif (GX 40).

La capsule polysaccharidique, apparait sous forme d'un halo claire entourant le corps
bactérienne.
11.3.6. Dosage des protéines des cultures bactériennes par la méthode de Bradford (1976)

La méthode de Bradford est un dosage spectrophotométrique, basé sur le changement
d absorbance aprés la fixation d'un colorant, se manifestant par le changement de la couleur
du Bleu de Coomassie G250 apres liaison avec les acides aminés basiques (arginine, histidine,
lysine) et les résidus hydrophobes des acides aminés (aromatique) présents dans la ou les
protéines. La forme liée (anionique) du colorant est bleu, et posséde un spectre d absorption
maximal 595 nm. Les formes libres (cationiques) du colorant sont rouges et marrons,
absorbant a 465-470 nm. Le changement d'absorbance est proportionnel a la quantité de
colorant lié, indiquant donc la concentration en protéines dans I'échantillon.

A-Elaboration de la courbe d étalonnage standard

La réalisation d'une gamme étalon se fait a partir de quelque tube de concentration
connues. On utilise généralement la BSA (Bovin Sérum Albumine) comme protéine standard
(tableau I1). Cette gamme permet d établir une courbe d'étalonnage de la concentration en
fonction de I'absorbance (DO) mesurée. Pour ce faire plusieurs réactifs ont été préparés : le
réactif Bradford et la solution mere de BSA (0,1g/L).
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Tableau Il : préparation de la gamme étalon de la BSA.

Numéro de | Blanc |1 2 3 4 5 6 7 8
tubes

BSA(ml) |0 01 |02 |03 |04 [05 |06 |07 0.8
Eau distillé | 1 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2
(ml)

[BSA] 0 1 2 3 4 5 6 7 8
(mg/ml)

Bradford 1 1 1 1 1 1 1 1 1
(ml)

La mesure de la DO se fait avec le spectrophotometre, a une langueur d onde de 595
nm. La valeur obtenue permet de tracer un droit étalon : absorbance = f (concentrations).
B-Préparation des échantillons

A partir des cultures bactériennes fraiches de 24 heures, dans différents bouillons
BHIB, Muller Hinton(MH) et Bouillon nutritif, on centrifuge 5 ml de chaque souche de S.
aureus a 4000 rpm pendant 15 minutes. Aprés la centrifugation on récupére le surnageant
dans un tube stérile.

Pour évaluer la concentration des protéines présents dans le surnageant des souches de
S. aureus, on prend un volume égal a celui utilisé pour la gamme d étalonnage standard de la
BSA (le volume total et le volume de Bradford), puis lire la DO au spectrophotométre a 595
nm, au final ; les mesures sont apportées sur la courbe étalon pour obtenir la concentration
correspondante aux mesures, ou bien calculer directement a partir de I'équation de la courbes
d étalonnage (Y= aX).

11.3.7. Etude de la sensibilité a I'Oxacilline

La méthode de I'antibiogramme est la technique la plus couramment utilisée pour évaluer
la sensibilité des micro-organismes aux agents chimio-thérapeutiques. C'est une méthode
analytique permettant de définir in vitro, I'antibiotique le plus actif sur un germe, celui qui a
le plus de chance de guérir le malade infecté par le germe identifie.

Le protocole de standardisation et de dilution de I'inoculum est décrit dans les

recommandations émises par CA-SFM.
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A-Technique d antibiogramme

A partir d’une culture pure de 48 heures sur Gélose Chapman pour les souches P58s et
P593, a l'aide d’une anse de platine on prend 3 colonies bien isolées et parfaitement
identique, on les mettre dans 10 ml de bouillon BHIB, puis incubée dans I'Etuve a
37°C pendant 18-24 heures.

Aprés incubation, une dilution au 1/10 a été réalisée, on prend 9 ml de I'eau
physiologique en lui ajoute 1ml de bouillon BHIB présent un trouble, ce qui
correspond approximativement a une charge de 10" UFC/ml, puis bien mélanger la
suspension bactérienne au vortex.

La Gélose Muller-Hinton est coulé dans des boites de pétrie simple compartiment a
une epaisseur de 3 mm et laissee refroidir a fin d ensemencé I'inoculum. Pour cela un
écouvillon stérile est imbibé dans la suspension bactériennes, ensuite en le decharge en
le pressant fermement sur la paroi interne des tubes, puis en ensemence par strié¢ serrée
toute la surface de la gélose. L opération répétee deux fois en tournant la boite de 60°
a chaque fois et faire pivoter I"écouvillon sur lui-méme, et sans oublier de passée
I"écouvillon sur la périphérie de la gélose a cette etape I'ensemencement est terminer.
A l'aide d'une pince, on prend I'antibiotique “ Oxacilline ”, et en le dépose au centre
de la gélose, puis incubée dans I'Etuve a 37°C pendant 24 heures.

Aprés incubation, on constate la présence ou l'absence de la zone d inhibition autour

de I'oxacilline, et mesurer le diametre de la zone.
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I11. Résultats et discussion
I11.1. Revivification et vérification de la pureté des souches
A- Sur bouillon BHIB

La croissance des souches de S. aureus dans le milieu BHIB est révélée par la
présence d'un trouble.
B-Sur gélose Chapman

La croissance des souches de S. aureus sur la gélose Chapman se résume par
I"apparition des colonies jaune, bombée avec des bords réguliers. On observe aussi un virage
de couleur du milieu vers le jaune, ce qui indique la capacité des souches a fermenter le

mannitol (Figure 03).

Figure 03 : Aspect macroscopique de S. aureus sur gélose Chapman.

L observation microscopique de I'ensemble des souches de S. aureus apres coloration
de Gram a montré des cellules sous forme de cocci, Gram positif de couleur violet, arrangées
en diplocoque et en grappe de raisin.

111.2. Détermination de la présence des facteurs de Virulence chez les S. aureus utilisés
111.2.1.Test de la catalase

Une effervescence a été observée chez les 9 souches de S. aureus, ce qui indique sa
capacité a produire I'enzyme de la catalase issue de la dégradation de H20- et dégagement de
I"oxygeéne.
111.2.2.Test de DNase

L'ensemble des souches de S. aureus ensemencé sur la gélose DNase, et apres
inondation avec HCI 1N, nous avons observé une zone (halo) claire autour des colonies, ce

qui indique que S. aureus présent I'enzyme DNase.
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I11.2. 3.Recherche de production de biofilm

La gelose Rouge Congo est un milieu particulierement utilisé pour détecter les souches
productrices de slim. Sur ce milieu, les souches qui présente le PIA (polysaccharide
intercellulaire adhésine) donnent des colonies noires tandis que les souches qui ne présente
pas le PIA donnent des colonies rouges (Chaieb et al., 2005).

Les 9 souches de S. aureus ont été ensemencées sur milieu Rouge Congo afin de
détecter leur capacité a produire de slim. Les souches de S. aureus producteurs de cette
structure présent le phénotype positive (+) lorsque les colonies sont noires ou phénotype
variable lorsque y'avait un mélange de couleur des colonies rouge et noire, et présent le

phénotype (-) lorsque les colonies sont rouges (Tableau I11).

Tableau 111 : Résultat de production de biofilm par S. aureus
Souche de S. aureus Couleur de colonie Phénotype
P58 Colonie noire et rouge. Variable
P58 Colonie noire Positive
P583 Colonie rouge Négative
P584 Colonie noire et rouge Variable
P585 Colonie noir Positive
P59, Colonie noir Positive
P59, Colonie noir Positive
P593 Colonie noir et rouge Variable
P59, Colonie noir et rouge Variable

Aprés incubation de 24heures, la production de slim est observée chez toutes les
souches de S. aureus qui présente un phénotype positif ou variable (Figure 04), a I'exception

la souche P58z qui présent un phénotype négatif.
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Figure 04 : S. aureus producteurs de slim.

111.2.4. Detection de la capsule

L observation microscopique d’une coloration a 1’état frais, avec I'encre de chine a
indiqué I'existence d une capsule polysaccharidique sous forme d'un halo clair entourant le
corps bacterien, ce qui assure la capsulation des souches de S. aureus testés.

La capsule est un eélément génétique mobile qui mene a I'obtention des facteurs de
virulences et une résistance aux antibiotiques (Haudiquet et al., 2021).

Le premier mécanisme de protection développé par S. aureus est représenté par la
formation d’une capsule, qui est une structure polysaccharidique entourant la paroi cellulaire
bactérienne. L’expression de deux principaux sérotypes CP5 et CP8 améliore la virulence et
la survie de S. aureus in vivo (Kuipers et al., 2016).

Il a été démontré que I’expression de la capsule polysaccharidique de S. aureus
dépond la présence ou I’absence de CO.. Comme résultat, la densité des capsules et donc
I’inhibition de la phagocytose dépondent de la localisation de la bactérie dans I’organisme
(Soell et al., 1995).

La capsule facilite ’adhérence de S. aureus aux cellules épithéliales, endothéliales et
aux monocytes (Nabti et Tieb, 2019).

111.2.5. Dosage des protéines des cultures bactériennes par la méthode de Bradford
(1976)
A-Elaboration de la courbe d étalonnage standard :

Les résultats de la mesure de I'absorbance (DO) des déférentes concentrations de la

protéine standard BSA (Bovin Sérum Albumine) sont montré dans le (tableau 1V) (Annexe

4). A partir de ces résultats, on a réalisé une courbe d étalonnage (Figure 05).
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Figure 05 : Courbe détalonnage de la protéine standard BSA (mg/ml).

B-Résultats du dosage des protéines dans les surnageant des cultures bactériennes

A partir de la courbe d étalonnage précedente, nous avons déterminé I"équation de la
droite a partir de laquelle nous avons calculés les concentrations protéiques de nos
échantillons.
Cette équation se présente sous la forme suivante : Y= 0.2058X, avec Y= absorbance et X=
concentration protéique. Les resultats des concentrations se résument dans (Tableaux V, VI,
VII, et VIII) (Annexe 4).

Une différence caractéristique des concentrations en protéine a été observée chez les
souches de S. aureus en fonction des milieux de culture (BHIB, BN, MH).

«+ Dans le milieu BN

1.4
1.2

[
1

oo oo
N A o
1

m [protéines]

[protéines] mg/mi

o
]

FOOOB O OO
T LSRN LA

Souches bactérienns de S.aureus

Figure 06 : Histogramme de la concentration des protéines dans les surnageant des cultures

des souches S. aureus dans le bouillon nutritif.
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La concentration des protéines des souches P58 (1, 2, 3 et 4) et P59 (1, 2, 3 et 4) sont
toutes inférieures a celle de blanc (1,039 mg/ml), a I'exception la souche P58s qui présente
une concentration (1,146 mg/ml) qui est supérieure a celle du blanc, cette augmentation de
concentration peut étre considérer comme une souche virulente et les protéines surproduites
peuvent étre des facteurs de virulence.

«+ Dans le milieu MH

u [Brotéines]

[Protéines] mg/ml
OCOo0O kPR
ONP~OOFRLNR~OYO

SRS ARORGRARSRORORG

B DS DY DY DB DO O O O

~°<f7 Qf? Q°3 Q°> <f3 <f7 Qf? Q°> Q°7
Souches de S. aureus

Figure 07 : Histogramme de la concentration des protéines dans les surnageant des cultures

des souches S. aureus dans le bouillon MH.

Dans ce milieu en a constaté :

Les souches de S. aureus P581, P58 et P59: montrent une augmentation significative
de la concentration en protéines, tandis que les souches P58 (3, 4, 5) et P59, présent une
concentration de protéine lIégerement supérieure a celle de blanc qui est a (0,835 mg/ml).

Les souches P59z et P594 montrent un pic d augmentation de la concentration en
protéine comparé avec le blanc jusqu'a atteindre respectivement les valeurs (1,593 mg/ml) et
(1,049mg/ml).

Cette variation de concentration en protéine peut correspondre a la capacité des
souches de S. aureus a synthétiser des facteurs de virulence telles que la protéine A (Ferry et
Timsit, 2020), les adhésines (Timothy, 2019).
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Figure 08 : Histogramme de la concentration des protéines dans les surnageant des cultures
des souches S. aureus dans le bouillon BHIB.
Dans ce milieu on a observé une légére diminution chez toutes les souches de S.
aureus par rapport au blanc qui est a (1,569mg/ml).

«» Le milieu BHIB avec I'oxacilline

4.25 -
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Figure 09 : Histogramme de la concentration des protéines dans les surnageant des cultures
des souches S. aureus dans le bouillon BHIB additionné de I'oxacilline
Dans ce milieu on a observé une forte concentration en protéine notamment la souche
P59z qui présent une concentration plus haut.
Apreés avoir interprété les résultats des concentrations en protéines chez les souches de

S. aureus, et apres avoir comparé au résultat de blanc, nous avons constaté une variation de
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valeur qui sont supérieures a celles de blanc, ce qui révélé une synthése récente de protéines
qui semble étre des facteurs de virulence, et parmi eux on peut citer :

S. aureus produit une protéine caractéristique qui est la protéine A présent chez la
majorité des souches Humain (Sutra et Poutrel, 1994).

La protéine A présente un rble essentiel dans le developpement de biofilm et la
protection des bactéries vis-a-vis des agents antimicrobienne élaboré par les cellules
immunitaire (Merino et al., 2009).

Comme elle a aussi une capacité a synthétiser une substance thermostable nommée la
fibrinolysine produit par les souches pathogenes.

La fibrinolysine joue un réle majeur dans la création des micro-abcés purulents
responsable de la métastase septique (Flandrois, 1997 ; Jin et al., 2003).

111.2.6. Résultat de I'étude de la sensibilité a I'Oxacilline

Le test de I'antibiogramme par I'oxacilline chez les souches de S. aureus a pour
objectif de déterminer la sensibilité de cette bactérie aux antibiotiques de la famille des beta-
lactamine particulierement la méthicilline et ses dérivés comme I'oxacilline (Jorgensen et
Ferraro, 2009).

Apres 24heures d incubation, I'antibiogramme par la méthode des disques sur gélose
MH réaliser pour les souches P58s et P59z a révélé des zones d inhibition des diametres

déférentes (Figure 10).

Figure 10: Résultat de test d antibiogramme par I"oxacillines chez S. aureus.
S. aureus peut développer une résistance a I'oxacilline par la production de géne mecA
qui code a la protéine PBP2a (Pénicillin Binding Protein 2a), cette protéine transformée a une
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faible affinité pour les pénicillines notamment I'oxacilline, ce qui favorise le développement
et la croissance de S. aureus malgré I'existence de I'oxacilline (Lowy FD, 2003).

Les souches de S. aureus résistantes a la méthicilline (SARM) possedent souvent des
flots de pathogénicité qui codent pour divers facteurs de virulence, tels que : les toxines, les
enzymes, et les protéines de surface. (Otto M, 2014).

Les régulateurs globaux de la virulence, comme Agr (accessory gene regulator) peut
influencer a la fois la résistance antibiotique et I'expression des facteurs de virulence. (Novick
RP, 2003).
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Conclusion

Staphylococcus aureus, est un agent pathogéne qui possede la capacité a coloniser les
muqueuses chez les Humains et les animaux, et qui peut causer déférentes maladies et
infections a cause de son pouvoir pathogéne (facteurs de virulence).

S. aureus, a démontré une capacité a stimuler un mécanisme de résistance a chaque
antibiotique récent, particulierement a la famille des beta-lactamine comme la méthicilline et
I"oxacilline.

Le présent manuscrit a porté sur I'étude de la pathogénicité des souches de S. aureus
dans différentes niches écologiques.

Neufs souches de S. aureus ont été utilisé et sont coagulase et catalase positive,
possede une capsule polysaccharidique et une capacite a former le biofilm.

Pendant cette recherche, en a constaté que S. aureus a produit différents facteur de

virulence, et développée une résistance a I'oxacilline.

Perspectives

Les résultats de cette étude sont preliminaires, et des recherches plus approfondies sont
nécessaire pour détecter a quelle phase de croissance les facteurs de virulences sont produites,
et vérifier la formation de biofilm chez S. aureus ainsi sa résistance aux antibiotiques et

réaliser des PCRs.
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Annexe 1 : composition des milieux de cultures.

1. Bouillon cceur cervelle (BHIB) :

Pour 1 litre d’eau distillée :

Infusion de cervelle de veau............ooovviiiiiiiiiiiiii e 12,5¢
Infusionde coeur de boeuf.........ooooiiiiiii 50
Peptone. .. ..o 10g
GIUCOSE. ... e bttt s 29
Chlorure de sodium.........couiiiiiii i e, 2g
Phosphatase di Sodique...........ovviiuiiiiiiiii e 5¢
pH=7,4

Stérilisation a I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
2. Bouillon nutritive (BN) :

Pour 1 litre d eau distillée :

Extrait de viande...........c.ooiiiiiiiii 19
EXIrait de VUL . ..ot e e 2,59
PePtONe. ..o 5g
Chlorure de sodium..........oouiiiiiii e 5¢
pH=7,2

Stérilisation a I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
3. Bouillon Muller-Hinton ((MH) :

Pour 1 litre d eau distillée :

Hydrolysat de caséine...............ooiiiiiiiiiiii e 17,5g
Infusionde viande............oooiiiiii i, 2g
AMIAON. Lt 1,5¢
pH=17,4

Stérilisation a I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
4. Gélose Chapman :

Pour 1 litre d’eau distillée :

Extrait de viande.............coooiiiiiiiiii lg

Peptone. ... ..o 10g
Chlorure de Sodium ... 75g
Mannitol. ..o 10g

Rouge de phénol....... ... 0,025¢g
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pH=74
Stérilisation a I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
5. Gélose Muller-Hinton (MH) :

Pour 1 litre d’eau distillée :

Hydrolysat de viande.............oooiiiiiiiii e, 17,5¢
Infusionde viande ............ooiiiiiiii 2g
AMIAON. ...t e e 1.5g
N ) P 17¢g
pH=7,4

Stérilisation a I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
6. Gelose Rouge Congo Agar (RCA) :

Pour 1 litre d eau distillée :

BHIB. .o 37¢g
SaACChATOSE. .. ettt e 50g
N 10g
ROUEZE CONGO. .o 0,8¢g
pH=7,4

Stérilisation a I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
7. Gélose DNase :

Pour 1 litre d eau distillée :

80 01101 20g
Acide désoxyribonucléique. .........ooeviuiiiiiii 2g
Chlorure de sodium. ..........ooiiiii i 5¢g
N .2 ) 12¢g
pH=7,4

Stérilisation a I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

8. Eau physiologique :

NAC L 9¢g
Bau diStillee. ...ttt e e e, 1litre
Ph=74

Stérilisation a I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
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Annexes 2 : Composition des réactifs utilisés lors de la coloration de Gram.

1. Violet de gentiane :

Violet de gentiane. .........ouvvuiiniitiii i lg
Phénol. .. ..o 2g
Ethanol a 90°. ... i 10ml
Eau distillée. ... ..o 100ml
2. Lugol :

lodure de POtasSIUML. ... .oveine it 2g
Tode métalloide. .........c.ovieeiiii i lg
Eaudistillée. ... ... 300ml

3. Fuschine de Ziehl :

Fuschine basique.........c.ooiiiiiiii e lg
Phénol... ... Sg
Ethanol @ 00°. ... .o 10ml
Eaudistillée. ... ... 100ml

Annexes 3 : Composition des réactifs utilisée pour le dosage.

1. Réactif de Bradford :

Bleu de Coomassie G250........coviiiiiiiiiiii i Smg
Acide phoSphorique 88%0........c.ccveieeieiieie e e 5mi
ELhanol 8 95%0.......ccuiiiiiiciice e 2,5ml
BaU distillée. .......oveit it 50ml

Ce réactif doit étre filtré puis, il peut étre conservé pendant 1 mois a une température
de 4°C et al'abride la lumiére.
2. Lasolution mére BSA :
Bovin Sérum Albumine (BSA).... ..o 10mg
Eau distillée. ..o 100ml
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Annexe 4

Tableau IV : Résultat de I'absorbance de la protéine standard BSA.

Concentration de la BSA (mg/ml)

DO a 595 nm

0

0

0,362

0,425

0,623

0,812

0,814

0,825

0,839

O NO|OT A |WIN| -

0,894

Tableau V : la concentration des protéines des souches de S. aureus dans le bouillon
nutritive (BN)

Souche | blanc | P58; | P58, | P58z | P584 | P58s | P59: | P59, | P593 | P59,

DO a595 | 0,214 | 0,183 | 0,100 | 0,159 | 0,158 | 0,236 | 0,198 | 0,100 | 0,157 | 0,100
nm

[protéine] | 1,039 | 0,889 | 0,485 | 0,772 | 0,767 | 1,146 | 0,962 | 0,485 | 0,762 | 0,534
(mg/ml)

Tableau VI : La concentration des protéines des souches de S. aureus dans le bouillon

Muller-Hinton (MH).

Souche | blanc | P58; | P58, | P58z | P584 | P58s | P59: | P59, | P593 | P59,

DOa59 | 0,172 | 0,200 | 0,198 | 0,179 | 0,165 | 0,181 | 0,191 | 0,168 | 0,328 | 0,216
nm

[protéine] | 0,835 | 0,971 | 0,962 | 0,869 | 0,801 | 0,879 | 0,928 | 0,816 | 1,593 | 1,049
(mg/ml)

Tableau VII : La concentration des protéines des souches de S. aureus dans le bouillon

BHIB.

Souche blanc P581 P583 P584 P585 P59, P59,
DO a 595 0,323 0,194 0,227 0,250 0,250 0,188 0,208
nm

[Protéines] | 1,569 0,942 1,103 1,214 1,214 0,913 1,010
(mg/ml)

Tableau VIII : La concentration des protéines des souches de S. aureus dans le bouillon
BHIB additionnée de « I'oxacilline ».

Souche Blanc P585 P59;
DO a 595 nm 0,828 0,862 0,869
[Protéine] (mg/ml) 4,02 4,19 4,22




Résumé

L objectif de notre travail étant d'étudier la pathogénicité des souches de
Staphylococcus aureus dans différents niche écologique.

Au cours de ce travail, un total de 9 souches de S. aureus est testé pour son pouvoir de
produire des facteurs de virulence de nature protéique. Les résultats obtenus révelent que les
souches utilisées produisent une catalase, une coagulase et une Dnase. Elles sont caractérisées
par la formation des biofilms, d’une capsule. Le dosage des protéines par la méthode de
Bradford (1976) a montré une synthese de molécules de nature protéiques dans les différents
milieux de culture utilisés probablement jouent un réle dans la virulence de ces bactéries.

Mots clé : Staphylococcus aureus ; ; coagulase ; facteur de virulence.

Abstract

The objective of our work is to study the pathogenicity of Staphylococcus aureus
strains in different ecological niches.

During this work, a total of 9 strains of S. aureus are tested for their power to produce
virulence factors of a protein nature. The results obtained reveal that the strains used produce
a catalase, a coagulase and a DNase. They are characterized by the formation of biofilms and
a capsule. The determination of proteins by the Bradford method (1976) showed a synthesis
of protein molecules in the different culture media used, probably playing a role in the
virulence of these bacteria.

Keywords : Staphylococcus aureus ; coagulase ; virulence factor.



