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Glossaire
Abces

L’abces est 1’accumulation locale de pus apres nécrose dans une cavité, peut étre superficielle
ou profonde

Adhésion

L’adhésion est le processus dynamique permettant a une bactérie de passer de 1’état libre a
1”état fixé.

Anthrax

L'anthrax est une infection staphylococcique de I'appareil glandulaire pilosébacé, caractérisée
par I'agglomération de plusieurs furoncles a tendance nécrosante. L'ensemble rouge vif est
violacé a son sommet.

Bactériémie

La bactériémie traduit le passage dans le courant sanguin, dans certaines circonstances, des
bactéries de la flore buccale et du foyer infectieux d’origine buccale.

Biofilm

Le biofilm est un film de micro-organismes d’une ou plusieurs espéces, adhérant a une
surface submergée ou soumise a un environnement aqueux.

Carie dentaire

La carie dentaire est une maladie infectieuse. Son étiologie, multifactorielle, est intimement
liée aux bactéries cariogénes et aux sucres fermentescibles, dans le mécanisme d’acidogénése.

Cellulite

Cellulite infectieuse est due a une infection des tissus mous sous-cutanés, liée a la présence
d’un streptocoque ou d’un staphylocoque doré.

Commensalisme

Le commensalisme est une relation dont une population tire profit, alors que I’autre n’en subit
aucun préjudice et n’en retire aucun bénéfice.

Folliculite

La folliculite est I'infection de I'appareil pilo-sébacé (le poil et sa racine) par un germe qui est
le plus souvent le staphylocoque dore. On I'appelle aussi furoncle. 1l ressemble a un gros
bouton rempli.

Furoncle

Le furoncle estinfection aigué d'un follicule pilosebacé due au staphylocoque
aureus.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Furoncle
https://fr.wikipedia.org/wiki/N%C3%A9crose

Gingivite
L’inflammation est confinée a la gencive, Elle est réversible.
Impétigo

L'impétigo est une infection de la peau trés contagieuse, généralement bénigne, causée par des
bactéries (staphylocoques ou streptocoques) qui pénetrent dans la peau. Le plus souvent, elles
infectent une partie fragilisée ou blessée de I'épiderme.

Infection focale

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

Microbiome
Le microbiome est I’environnement spécifique du microbiote.
Microbiote

Le microbiote est I’ensemble des micro-organismes (bactéries, levures, champignons, virus)
dans un environnement spécifique appelé microbiome.

Mutualisme
Le mutualisme (synergisme) est une relation symbiotique dont deux populations tirent profit.
Nécrose

Mort cellulaire ou tissulaire due aune maladie, un traumatisme, une hypoxie,
une irradiation, une infection aigug, etc. ; la constellation de changements qui accompagnent et suiven
t une lésion cellulaire irréversible dans les organismes vivants.

Septicémie

La septicémie ou sepsis est une infection grave, qui se propage dans I'organisme par voie
sanguine a partir d'un foyer infectieux initial. Le plus souvent d'origine bactérienne
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Introduction

La cavité buccal est la principale interface entre le corps et ’envirenement extérieur,
surtout pour les tout-petit. Elle abrite un des écosystémes bactériens les plus complexes de
I’organisme. Elle est considérée comme la porte d’entrée principale d’infections dites focale,
depuis de nombreuses années. A défaut de trouver I’origine de la pathologie, la bouche est

souvent incriminée[1].

En effet, pleusieurs centaines d’especes de microorganismes cohabitent dans la cavité
buccale : bactéries, levures, protozoaires et virus. Elle représente donc un réservoir potentiel
important de microorganismes pathogénes [2]. Parmi les especes pathogenes les plus connue
dans le monde Bacteria , on distingue Staphylococcus aureus. Cette bactérie appartient a la
famille de Staphylococcaceae [3]. Elle est responsable de nombreuses infections réfractaires
aux traitements, de par ses résistances aux antibiotiques, et sa persistance en milieu

biologique.

Dés 1942, sont apparues des souches de Staphylocoque résistantes a la pénicilline par la
production de la pénicillinase, rendant nécessaire la recherche de nouveaux antibiotiques. A
partir 1960, la métécilline qui est une bétalactamine résistante aux pénicillinases, a été
utilisee. Comme pour la pénicilline en 1961, S.aureus a développé rapidement des résistances
vis-a-vis de cet antibiotique; d’ou le terme de Staphylococcus aureus Résistant a la
Métécilline (SARM). Et maintenant, pleusieures souches de ce pathogéne sont considérées

comme multi-résistantes [4].

Au cours de cette étude, on s’est intéressé a 1’isolement et 1’1dentification des isolats de
Staphylococcus aureus a partir des peélevements de la cavité buccale des enfants malades
ayant un age compris entre 7 joures et 16 ans, au niveau de I’EPH d’Amizour. Le but est la
caractérisation moléculaire des SARM, et de tester l’activité des antibiotiques afin de
répondre & la problématique suivante : Quel est la nature des proteines a I’intérieur de

S.aureus , qui leur ont conféré une résistance a la métécilline ?
Ce travail comportera deux parties :

e La premiére partie est une synthése bibliographique sur des généralités sur
Staphylococcus aureus et la cavité buccale.
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e La deuxieme partie expose I’expérimentation mise en ceuvre pour 1’isolement,
purification et I’identification de S.aureus , et enfin I’étude de la sensibilité¢ des

souches de S.aureus isolées aux antibiotiques et la caractérisation moléculaire.



Synthese bibliographique
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I.Staphylococcies aureus

1.Historique

Staphylococcies aureus fut découverte en 1870 lors de 1’étude microscopique

d’échantillonsde pus [1].Ces bactéries furent initialement nommées « micrococci », du grec
Kokkos pour grain. Ainsi Robert Koch en 1878 et Louis Pasteur en 1880 décrivent des
grappes de coques dans du pus d’origine humaine [2].Leur implication possible en tant
qu’agents pathogénes ne fut démontrée que plus tard par AlexcinderOgston en 1881 [3]. La
poursuite de ses travaux aboutit en 1882, a la description des Staphylocoques (du grec
« staphyle » pour grappe de raisin), par opposition aux streptocoques (coques en chaine).Enfin
en 1884, Anton J.Rosenbach, chirurgien allemand, isola 2 souches différentes de

Staphylocoques qu’il baptisa en fonction de la couleur des colonies obtenues : S.aureus

(dorées) et S.albus (blanches) [4].
2. Classification phylogénique

Il existe plusieurs types de classification de S.aureus dont la classification de BERGEY est la
plus utilisé (tableau I) [5].
Tableau 1 : Taxonomie de Staphylococcus aureus[6].

Régne Bactéria ou Eubacteria

Phylum Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae

Genre Staphylococcus

Espéce Staphylococcus aureus
3. Habitat

S.aureus est un commensal de la peau et des muqueuses de ’homme et des animaux (rhino —
pharynx, intestin). Chez I’homme,il est principalement présent au niveau du tractus
respiratoiresupérieure, en particulier dans les fosses nasales [7],mais aussi au niveau du cuir

chevelu et les mains .Dans la bouche, il coloniserait préférentiellement la surface des
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dents. Cette bactérie peut survivre longtemps dans I’environnement, et sa présence due a

une contamination par I’homme ou par les animaux [8].
4. Caracteres bactériologique :

Les principaux caracteres bactériologiques des staphylocoques sont résumés dans le tableau
Il.

Tableau Il : Principaux caracteres des Staphylocoques [9].

Morphologie Cocci sphérique de 0,5 a 1um de diamétre :
-en amas (grappes de raisin) :S.aureus ;

-en paires, amas irréguliers : autre especes.

Coloration de Gram Gram+.

Mobilité Immobiles (mouvements browniens).

Type respiratoire Anaérobies facultatifs en général.

Oxydase Positive.

Catalase Positive.

Condition de culture -Température optimale a 37°C ; croissance a 10°C et a

45°C selon les especes.
-pH optimal de 7,2 a 7,4.

Caracteres spécifiques Halotolérants : 6,5% de Na CI.

Milieux de culture d’usage | Gélose nutritive, gélosetrypticasesoja. ..

courant

Milieux d’isolement sélectifs Gélose de Baird-Parker ; Milieu de Chapman...

Milieu d’enrichissements sélectifs | Bouillon de Giolitti-Cantoni.

4.1.Caracteres morphologique :

S.aureus est de forme sphérique (coque) et se regroupe généralement en amas,souvent

qualifiés de grappes de raisin (figure 1).
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Figure 1 : Image de S.aureusau microscope électronique

D’un point de vue macroscopique, cette bactérie se caractérise par la pigmentation dorée de
ses colonies, justifiant le nom vernaculaire de « Staphylocoque doré ».ces cocci mesurent de
0,5 a1, 5 um de diametre, sont immobiles, non sporulés et positifs a la coloration de Gram
[10]. Comme chez la majorité des bactéries Gram positives, 1’enveloppe de S.aureus est
composée d’une paroi €paisse riche en peptidoglycane et en acide téicoiques. On y trouve
chez peu de souches la présence de capsule visible en microscope optique en présence d’encre
de chine.Mais lessouches peuvent perdre leur capsule aprés culture. En revanche, la majorité
des souches isolées dans les infections humaines et animales produisent des polyosides

capsulaires qui forment des microcapsules non visibles en microscope optique [11,12].

4.2. Caracteres biochimiques

S.aureus a un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif. Ces bactéries
possedent une activité catalase, phosphatase, ainsi que des nucléases thermostables mais pas
d’oxydase[13,14].Est une espece productrices de coagulasse, d’un pigment caroténoide jaune
doré et la présence d’une protéine A de paroi caractérisent Staphylococcus aureus(SCP)
[15].Le diagnostic permettant de distinguer S.aureus des autres espéces est basé sur des tests
réalisés sur colonnes tels que I’identification du facteur agglomérant, de la coagulas, des
hémolysines et de la désoxyribonucléase thermostable ou thermonucléase[16].

4-3- Caracteres culturaux :

In vitro, S.aureus est une bactérie peut exigeante. En effet, en plus d’étreaéro-anaérobie
facultatif, elle est facilement cultivable en milieu gélosé classique tel que CBA (Colombia

Blood Agar), TSA (TrypticSoy Agar) ou BHI (BrainHeart Infusion) ; ainsi que
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dans les milieux liquides correspondants [17,18].Sur gélose au sang,S.aureus peuvent
produire des colonies jaune doré entourés d’une B-hymolyse.certains milieux de culture
peuvent étre utilisés soit dans un but d’identification soit dans un but sélectif, on retrouve : la
gélose Chapman ou MSA (Mannitol-Salt-Agar) qui présent un caractere halophile ainsi que la
capacité a fermenter le mannitol. La gélose sélective Columbia qui est additionnés
d’antibiotique CNA ou CAP. Les milieux chromogénes, en fonction de la couleur des
colonies obtenue : (Chrom IDR,CHROM agar R staph aureus, BBL CHROM agar R Staph
aureus) ; et aussi la gélose chromogéne(MRSA) contient de la céfoxitine :(SAMR=apparition
des colonies colorés en vert, SAMS= ne poussent pas.S.aureus se développe entre 10 et 42°C
avec une température optimale de 37°C et un pH compris entre 7,4 et 7,6[19].Les colonies
peuvent étre observées apres 24hd’incubation, de taille variable,

Circulaire de 2a3 millimetres de diamétre, opaque, Iégérement bombées ou aplaties.
5.Facteurs de virulences

Le pouvoir pathogéne de S.aureus est lié a sa capacité de survie et a ses nombreux facteurs de
virulences telles que les protéines de surface qui initient la colonisation des tissus de 1’hote,les
facteurs inhibant la phagocytose,et la libération des toxines et des enzymes qui lésent les

cellules et les tissus de I’hote.

5.1. Protéine de surface

> La protéine A : Il s’agit d’une protéine caractéristique de I’espece S.aureus. Elle est
retrouvée dans la majorité des souches pathogene pour I’homme, et elle est produite lors de la
phase exponentielle de croissance [20]. La protéine A inhibe 1’opsonisation et la phagocytose
de la bactérie grace a sa capacité de fixation au fragment FC des immunoglobulines de classe
G et M[21].Elle joue un r6le dans la capacité des S.aureus a coloniser les tissus, dans le
phénomeéne d’agrégation bactérienne et la protection de la bactérie face a 1’action des agents

antimicrobiens produits par les cellules immunitaires[22].

5.2. Toxines

> Hémolysines : Les souchesde S.aureus ont un pouvoirhémolytique qui est lié a la
production de toxines protéiques, au nombre de quatre (alpha, beta, gamma, delta), elles ont
une action cytolytique sur les plaquettes et les globules rouges [23,24].

a)a —hémolysines : Toxine a, c’est une exotoxine protéique de PM de 33 Kda, thermostable,
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antigénique. Elle est la plus fréquente chez les souches d’origine Humaines (90%) que chez
les souches animales (50 a 60%).Elle peut détruire les neutrophiles ou bien diminuer leur
capacite a attaquer la bacteérie [25].

b)p-hémolysines : Les toxinesp, elle est trés fréquente chez les souches de S.aureus d’origine
animale (de 75 a 100%)que chez les souches humaines(10 a 50%). Il s’agit d’une
phospholipase de type C. Elle agit sur un grand nombre de cellules incluant les globules
rouges, les globules blancs et les fibroblastes [25].

c)d —hémolysines : Toxine 9, ¢’est une protéine de PM de 103 Kda, composée de sous unités,
elle est thermostable, facilement antigénique, elle cause des dommages sur la membrane d’un
certain nombre de cellules des mammiféres. Elle a une activité hémolytique, mais bien qu’elle
a de nombreux effets cytotoxiques, son importance dans 1’étiologic des maladies liée a
S .aureus reste assez peu claire [26].

d)y —hémolysines : La toxine vy, antigénique chez I’Homme. Elle stimule la dégradation des
phagocytes, ce qui augmente les dommages tissulaires liés a la réponse inflammatoire [27].

> Leucocidine de Panton Valentine (PVL)

C’est une protéine a deux composants non associés mais agissent en synergie sur les
membranes cellulaires. Lerdle de la PVL n’est pas encore clairement défini, mais elle semble
étre un facteur important de la nécrose tissulaire, notamment des dommages musculaire, car
elle est retrouvée dans la majorité des infections nécrosantes [28].Cette substances n’est
présente que dans les granulocytes de I’homme et de lapin [29].

> Les entérotoxines

Il existe huit (08) A, B, C1, C2, C3, D, E et H. Ce sont toutes de puissants super antigenes
capable de stimuler la prolifération non spécifique des lymphocytes T [30].Elles sont
responsables d’intoxination alimentaires dues a la consommation d’aliments contaminés par
S.aureus. Ce sont des protéines thermostables, et résistantes aux enzymes protéolytiques et
partiellement a la chaleur.

> Toxines du syndrome de choc toxique (TSST-1)

Est une protéineextracellulaire, d’origine chromosomique ; qui agit comme un super antigene.
Elle induit la synthése d’anticorps dont la fréquence augmente avec 1’dge .On la trouve dans
20% des souches S.aureus [24].

> Exfoliatines

Ce sont des toxines épidermolytiques, ayant une spécificité d’action sur la peau, dont
’activité entraine un découlement intra-épidermique [31].Elles sont responsables d’érythéme

et de clivage de I’épiderme, causant 1’épidermolyse bulleuse staphylococcique. On distingue
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deux sérotypes différents : exfoliatine A, la plus fréquente ; elle est thermostable, codéepar un
géne chromosomique (90%). Et les exfoliatines B, qui est thermolabile et
d’origineplasmidique (4 a 5%). Les deuxsérotypes peuvent étre produits par une méme souche
[32].

6.Profile de résistance :
Les années 1940 ont marqué le début d’une période de développement de nouveaux
antibiotiques. Durant 20 ans, les chercheurs ont mis a jour une vingtaine de nouvelles classes

d’antibiotiques (figure)[33].

Staphvlococcus aureus

1942 : introduction
de la pénicilline

1944 : pB-lactamase ————————»f

S. aureus penxillne R

1960 : mtroduction

de la methicilline

1962: gememecdA —

S. aureus méthicilline R ’

1980-90 : utilisation de la
de la vancomycine

1996 :
modification de la paroi

_—

2002: géne vand

S. aureus
mrermediaire/résistant

aux glycopeptides

Figure 2 : Historique d’apparition des résistances aux antibiotiques chez S.aureus[34].
6-1-Résistance a la Pénicilline :

Le début de I’ére de [I’antibiothérapie, correspond a [D’introduction de la pénicilline.
Néanmoins, en 1942, apparut la premiere souche de S.aureus résistante a la pénicilline
[36],par production des pénicillinases, qui inactivent la pénicilline G et les pénicillines a
spectre étendu (pénicilline A), telles que 1’ampicilline, I’amoxicilline ou la pipéracilline [37].
De par, ces souches résistantes sont rapidement devenues majoritaires, rendant la pénicilline

inefficace contre prés de 90% des souches de S.aureus [36].
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6.2.Résistance a la Méthicilline

En 1960, la premiere souche résistante a la méthicilline est apparue [38].Les souchesde
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM), causent un probleme majeure de
santé¢ public & I’heure actuelle, elle est le fruit de géne mecA, codant pour une nouvelle
protéine de liaison a la pénicilline (PLP 2a) modifiées, localisé sur la cassette chromosomale
Staphylococcique (SCC) [36, 38, 39, 40].

6.3. Résistance a la vancomycine

La résistance des souches de S. aureus a la vancomycine est li¢e quant a elle a I’acquisition
d’un plasmide contenant le géne vanA acquis trés vraisemblement d’entérocoques résistants a
la vancomycine [41]. Le géne vanA code pour une ligase qui, en créant une liaison ester au
niveau du précurseur du peptidoglycane, diminue 1’affinit¢ de la vancomycine avec le

peptidoglycane et empéche ainsi son action bactéricide [42].

I1. Cavité buccale
1. Définition

La cavité buccale est une cavité irréguliére représente le premier segment du tube digestif.Elle
est délimitée en avant par les lévres ; latéralement par les joues ; en arriére par 1’isthme de
gosier et les tonsilles palatines ; en bas par les plancher de la bouche [43] ; au centre de la
cavité comprend la Lang mobile ; les dents et les glandes salivaires ; elle est recouverte par
une muqueuse buccale.Elle assure également la manducation présentant 1’ensemble des

actions mécaniques et des actions de digestion [44].

Cavité buccale

Lévre supériel

Palais mou

Luette Amygdale

palatine

Papilles linguales
Molaires

Prémolaires

Canine

Figure 3 : Schéma de 1’anatomie de la cavité buccale [45]

2. Langue
C’est un organe musculaire et mobile attaché au plancher buccale, présentant un muscle strié

qui est recouvert d’un ensemble des papilles fongiformes et caliciforme et les papilles
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filiformes et foliées [46] ; Ces papilles permettant la sensation et la distinction du différent

golt alimentaire [47].
Elle est impliquée dans les fonctions de mastication ; dégoutation et phonation [48 ; 49].

3. Salive et les glandes salivaires:

Les sécrétions salivaires sont des réponses hormonales et nerveusesdans la cavité buccale, qui
résultent d’unmécanisme biologique bien compliqués, qui assuré par deux grandes types de
glandes salivaires (majeures et mineures)[50 ; 51] ; Sous forme d’un liquide composé plus de
99% d’eau et le reste est constitué d’une partie organique et d’une partie minérale [52].Elles
assurent deux principales fonction ; digestive et protectrice, mais elles jouent également un

réle protecteur antibactérien [53 ; 54].
4. Dent :

C’est un organe dur blanchatre ; généralement composé d’une couronne libre et d’une ou
plusieurs racines implantées dans la cavité buccale ; Impliquée dans les fonctions de destiné a
saisir ; retenir et broyer les aliments, Les dents entretiennent différents anatomies et de

multiples pathologies [55]

L’installation d’un biofilm dentaire ou plaque dentaire, contenant de 10° Bactéries dans 10mg
de biofilm dentaire [56], c’est la cause principale des caries dentaires ; les caries précoces du

jeune enfant(Earlychildhood caries) représentent une forme sévére des
maladies[57].

La carie dentaire peux provoquer des pathologies soit locales (abceés, cellulite, nécroses
gingivales, bactériémie....); des maladies loco-régionales(angines, pharyngites, laryngites,

sinusites, otites, uvéites...) ; des pathologies a distance (cardiovasculaires,...) [58].
5. Amygdales

L’amygdale est une masse de tissu lymphoide formant un anneau sur les parois du pharynx ou
de la gorge.Elle est formée de cellules stimulaires aux lymphocytes de systeme sanguin fixée
dans des tissus fibreux, ont un pouvoir de phagocytose ; elles aident egalement a protéger le
pharynx des invasions bactériennes, car le pharynx représente le siege d’une flore
microbienne commensale et opportuniste notamment «les staphylococcus aureus,

streptococcuspneumonie, Neisseriameningitidis,Haemophilusinfluenzae et

10
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Brahamellacatarrhalis » [59].

Elles peuvent s’enflammer et progressivement s’infecter est généralement causée par

streptocoques béta hémolytique et les staphylococcus aureus[60 ; 61].
6. Muqueuse buccale

C’est une muqueuse qui revét la paroi interne des lévres et de la cavité buccale [62],
Constituée par une mosaique de domaines adjacents, présente des modifications de sa
localisation et de tissu qui lui sont sous-jacents, elle estcaractérisé par trois types fonctionnels
qui différent selon leur composition « la muqueuse masticatrice, la muqueuse couvrante ou

bordant, et la muqueuse spécialisée »[63].

Ses fonction sont multiples possede une fonction de protection primordiale ; elle est
également une barriére vis-a-vis des bactéries ou virus grace a une protection immunitaire
permanente assurée par le systeme immunitaire locale et grace a la salive par les brais des
immunoglobulines et d’autre facteur (lysozyme ; lactoferrine) ; ainsi que, elle participe dans

la guérison des lésions ; comprendre une fonction sensitive, sensoriels et gustative. [64].
7.Flore buccale

La cavité buccale abrite 1’un de microbiomes les plus divers de corps humain, elle est

considérée comme la porte d’entrée principale d’infections dites focales, depuis de
nombreuses années[65].
Elle estComposee de plusieurs centaines a milliers d’espéces différentes de microorganisme,
notamment des bactéries, des virus, des champignons, des protozoaires et des archées. Elle
représente donc un grand réservoir potentiel de microorganismes potentiellement pathogenes
[66].

La diversité bactérienne requiert, pour vivre et se développer dans ce milieu ; des
surfaces d’adhésions favorables, des conditions nutritives et respiratoires riches et variées, et
des facteurs physicochimiques compatibles. Le nombre d’espéces buccales est estimé entre
500 et 700 espéces, et chaque individu abrite 100 a 200 de ces 700 espéces [67 ; 68].

Le macrobiote buccal principalement constitué de bactéries a développé des stratégies
de résistance et de perception de son environnement, il est plus au moins diversifié,ce sont
principalement sous formes libres, mais il est surtout constitué de formes coloniales,

consistant en biofilms organisées [69].

11
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Le déséquilibre de la flore orale crée par un changement biologique dans la bouche cela

pourra traduire par une modification qualitative et quantitative de la flore, avec la

transformation de la flore résidente en pathogénes opportuniste et ainsi la survenue de maladie

caries, parodontales (gingivite et déchaussement) [71,72].

Cette flore microbienne est complexe se composé de différents types de bactéries a Gram

positif et & Gram négatif, peuvent étre aérobies ou anaérobies facultatives ou obligatoires
(tableau I11)[74].

Tableau I11 : Principale bactéries a Gram positif et négatif de la cavité buccale[75].

Gram Genre Espéces buccales
Bacilles facultatifs Actinomyces viscosus
Corynebacterium matruchotii
Gram positif Lactobacillus acidophilus, salivarius

Bacilles anaérobies

Bifidobacterium

dentium

Clostridium

sporogenes, subterminale

Ebacterium

nodatum, saburreum

Pseudoramibacterium

alactolyticuss

Cocci facultatifs

Enterococcus

faecalis

Staphylococcus

aureus, epidermidis

Streptococcus_ mutans, anginosus
mitis, oralis
Streptococcus oraux
Cocci anaérobies Anaerococcus prevotii
Micromonas micros

Gram negatif

Bacillus anaérobies

Fsobacterium

nucleatum, periodonticum

necrophorum
Bacillus facultatifs-non | Haemophilus Influenzae, segnis
mobiles Klebsiella Pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Bacillus facultatifs | Campylobacter consisus, sputorum,
mobiles rectus, curvus
Cocci anaérobies Veillonella parvula, atipyca, dispar
Cocci  anaérobies ou | Neisseria sicca
facultatifs

12
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Le genre Staphylococcus comporte 47 especes et 24 sous-especes, dont 17 sont retrouvees
chez ’homme[76].

La localisation préférentielles de Staphylococcus aureuset le rhinopharynx (fosses nasales et
la gorge) [77],mais il est également retrouvées sur la langue, les levres et dans la salive ,
responsable des maladies parodontales [78 ].

cette bactérie est typiquement porté de fagon asymptomatique pour I’homme, cependant elle
provoque un large éventail d’infections cliniques allant des infections courantes telles que les
infection de la peau et des tissus mous (SSTIspour « skin and soft tissu infections ») incluant :
la folliculite ;le furoncle ; I’anthrax, 1’abces, la cellulite, I’'impétigo, les plaies chirurgicales
postopératoires [79]. Et les ostéomyélites [80]. Certaine infection ORL (angine, otites,
sinusites [81].Les souches portant des toxines particuliéres peuvent étre associées a des états
pathologique spécifiques ; y compris le syndrome staphylococcique de la peau ébouillantée
(SSSS pour « staphyloccalscalded skin sydrome ») [82], elle provoque des infections
meurtriere comme le syndrome de choque toxique ( TSS pour « Toxicshocksyndrome ») [83];
la toxi-infection alimentaire [84] ; et la pneumonie nécrosante [85].

S.aureus peut aussi provoquer une septicémie ou sepsis[86] ; entre 1995 et 2002, 20% de
septicémie nosocomiales aux Etats-Unis ont été causés par S.aureus[87]; De plus, les
infections & S.aureus aux Etats-Unis causées par le SARM (64% en 2003)[88], ont été
associees statistiquement & une mortalité plus élevee [89].

La cavité buccale de feetus est stérile non colonisée, la naissance marque le passage de la vie
intra utérine stérile a la vie extra utérine et I’environnement, avec les autres individus [90].

Au cours des premiers jours de la vie, elle commence a étre colonisée par
Stréptococcussalivariuset par la suite par d’autres bactéries ; Staphylococcus, Nacardia,

Veillonella, Bacteriodesespéces[91].

Une étude de Costello et al montrait que les bébés prématurés ayant un faible poids a la
naissance, présentaient dans le mois suivant de leur naissance une forte proportion de
Staphylococcus dans la cavité orale et une forte proportion de Streptococcus sur la peau
contrairement a leur habitat classique [92].

Selon la structure anatomique de la bouche il existe de grandes variations en espéces et en
nombre. Des rapports récents indiquent des taux de portage élevés des SARM dans la cavité
buccale [93].
Une autre étude réalisée par Georgio kouros et al en 2015 a montré que les
staphylococcus aureus qui peut étre trouvé dans I’environnement buccale quelles que soient
13
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les conditions parodontales et doit donc étre considéré comme un membre de la flore
transitoire ne participant pas a la pathologie parodontale sites sous-gingivaux et la surface de
la langue semblent étre un habitat inhabituel du SARM.
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I. Mateériel et méthodes

1.Cadre et objectif de I’étude

Cette étude a été éffectuée au niveau du pavillon pédiatrique et urgence pédiatrique (PUP)
de ’EPH d’amizour ; durant une période d’un mois , allant d’avril a mai 2021. Elle inclus les
enfants agés de 6 joures a 16 ans, consultant pour une angine, dans le but de la caractérisation
moléculaire de la résistance de Staphylococcus aureus isolés de la cavité buccale, aux
antibiotiques.

L’analyse microbiologique des prelévements de la cavité buccale a été réalisée au niveau de
laboratoire de bactériologie de ’EPH d’ Amizour et au niveau de laboratoire de microbiologie

du ’université.

2.Prélévements

La collecte des souches de S.aureus, isolées a partir de la cavité buccale des enfants
malades par un écouvillonnage au niveau de la surface des dents, la langue, la gencive, et les
amygdales, par abaissement de la langue par le patient pour bien voir ces amygdales. Les
échantillons sont mis dirrectement dans des tubes contenant 1 ml du bouillon BHIB (Annexe
N°2) ; et mis en incubation dans une étuve a 37°C pendant 24h, afin d’enrichir la flore avant
de faire un ensemencement sur gélose.Chaque prélevement a été accompagné d’une fiche de
rensegnements remplie (numéro de patient,date, age, sex, maladie, prescription

d’antibiotique) (Annexe N°1).

3.1solement et purification des S.aureus

L’isolement a été effectué sur la gélose Chapman (Annexe N°2), par ensemencement par
stries pour chaque prelévement. Ce milieu permet d’isoler les bactéries halophiles car ils
contient une forte teneur en Nacl (7,5%) et inhibe la croissance de la plupart des bactérie
autres que les Staphylocoques. Ce milieu permet aussi d’étudier la fermentation du mannitol
par virage de couleur du rouge au jaune de ’indicateure de pH, le rouge de phénol, autour des
colonies. L’incubation est réalisée a 37°C pendant 24 a48 h.Un résultat positif consiste a avoir

un milieu jaune, dans le cas contraire la boite réste rouge.

Aprés I’incubation de milieu sélectif ensemencé, il a été procédé a la purification des
colonies bactériennes par réisolement sur le méme milieu afin d’obtenir des souches pures
pour entamer I’identification. Les colonies sont repérées selon leurs aspects et leurs

morphologies.
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4.1dentification
Dans le but d’identifier les souches isolées, le protocole expérimentale suivant a été

effectués :

4.1.Coloration de Gram

La coloration de Gram est utilisée dans le but de la classification des bactéries en deux
groupes ; les bactéries a Gram negatif qui apparaissent roses, et les bactéries a Gram positif
qui apparaissent violettes. Cette information est importante car elle utilisée dans la

taxonomie(Annexe N°3) .

4.2 Test de catalase

Certaines bactéries produisent de peroxyde d’hydrogéne (H,O;), pendant leur repiration
aérobie. Celui-ci est tres toxique et certaines bactéries sont capable de le dégrader grace aux

enzymes qu’elles synthétisent et notamment la catalase. Cette enzyme catalyse la dégradation

du peroxyde d’hydrogéne (H,O;) selon la réaction : H,0; *,0 + O,
Ce test permet de différencier les staphylocoques catalase(+) des streptocoque catalase (-).
4.3. Test du coagulase libre

Ce test consiste a mettre en évidence la capacité d’une bactérie a produire une coagulase, qui
est une enzyme qui provoque la coagulation du plasma en convertissant le fibrinogéne en
fibrine insoluble qui forme alors le caillot.

Comment faire le test de la coagulase libre :

e Dans un tube a hémolyse en ajoutant 0,5 ml de plasma humain et 0,5 ml d’une culture
de staphylocoques de 24 heures en bouillon.

e Placé le mélange a I’é¢tuve a 37°C pendant 24 heures.

e Observez la culture a I'intervalles réguliers au cours des quatre heures qui suivent.
Toute formation de caillot est un résultat positif.

e Si aucun caillot n’est observé au bout de 4 heures, 1’essai peut etre poursuivi avec une
incubation pendant une nuit a la température ambiante et une observation finale a 24
heures.

L’organisme de contrdle positif devrait présenter une coagulation au bout de 24 heures ,

contrairement a I’organisme de controle négatif( Figure 4).
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Fégure 4 : Représentation du test de coagulase (Contréle +, Controle -)

5.Antibiogramme

L’antibiogramme est une technique de laboratoire visant a tester la sensibilité d’une souche
bactérienne vis-a-vis d’un ou plusieurs antibiotiques supposés ou connus. 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 National Committee for Clinical
Laboratory Standard (NCCLS, 2007) , ou d’un antibiotique liquide. Il existe trois types
d’interprétation selon le diamétre du cercle qui entoure le disque d’antibiotique : souche ou

bactérie sensible, intermédiaire ou résistante.
5.1.Test de ’Oxacilline liquide

Pour la préparation d’antibiotique ; dans 10 ml d’eau d’istilleé stérile ,10 mg d’Oxacilline
(poudre injectable d’un flacon de 1 g) sont dissous. Dans un tube stérile contenant 9 ml de
BHIB, on ajoute 900 pl de la sussponsion bactérienne de 24 heures, et 100 ul de I’Oxacilline
préparé.

Le résultat aprés 24 h :

e Présence d’un trouble : la souche bactérienne présente une résistance a 1’Oxacilline.

e Abscence d’un trouble : 1a souche bactérienne sensible a 1’Oxacilline.

5.2.Test de diffusion du disque de cefoxitine

Un inoculum est préparé a partir d’'une culture pure de 18 heures sur milieu d’isolement
(Chapman). Quelques colonies bien isolées sont raclées a ’aide d’une pipette Pasteur,
déchargées dans 5 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%. La suspension bactérienne est bien
homogénéisée . Le milieu Mueller-Hinton (MH), coulé en boites de Petri sur une épaisseur de

4 mm, I’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de I’inoculum.

17



Matériel et méthodes

Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne, essoré en le pressant
fermement sur la paroi interne du tube afin de le décharger au maximum, puis frotté sur la
totalité de la surface gélosé seche, de haut en bas, en stries serrées .

L’opération est répétée trois fois en tournant la boite de 60° & chaque fois n sans oublier de
faire pivoter 1I’écouvillon sur lui-meme. L’ensemencement est fini en passant 1’écouvillon sur
la périphérie de la gélose. L’écouvillon est rechargé a chaque fois qu’une boite de Petri est

ensemencée.

Un disque d’antibiotique est appliqué par boite ; a 1’aide d’une pince stérile. Le disque ne
doit pas étre déplacé. Les boites sont ensuite incubées immédiatement pendant 24 heures a
37°C.

6.La mise en évidence de la capsule

La capsule est I’enveloppe qui peut entourer la paroi de certaines bactéries. Elle est
géniralement de nature polysaccharidique . Néanmoins,certaines capsules sont de nature
proteique.

Elle peut étre mise en évidence au microscope par la réalisation d’une susponsion
bactérienne dans de I’encre de Chine. La capsule apparait alors sous la forme d’un halo clair

et réfringent.

7.Dosage des protéines par la méthode (Bradford, 1976)
Le dosage des protéines totales est déterminé selon la technique de Bradford, (1976) .

La méthode de Bradford est une méthode colorimétrique dont le principe repose sur
I’adsorption du bleu de Coomassie G-250 sur les protéines (avec les acides aminés basiques
tel que : Arg, Lys, His).

Une fois lié aux protéines sa couleur vire vers le bleu avec une absorbance maximale de
595 nm, dont l’intensit¢ de la coloration est proportionnelle a la quantité de protéines

présentes dans 1’échantillon.
7.1.Préparation de réactif de BRADFORD

10 mg de bleu de Coomassie G-250 a été dissous dans 5 ml de méthanol, un volume de
10ml d’acide phosphorique a 85% a été ajouté a la solution,compléter avec I’eau distillée

jusqu’a un volume de 100ml, ce mélange est soumis a une agitation pendant lheur a
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I'obscurité.
Apres avoir laissé sédimenter 24h, immédiatement filtrée deux fois, Ce réactif doit étre

conservé a 4°C et a I’abri de la lumiére.
7.2.Solution BSA (Bovin Serum Albumin)

Préparation de 0,1 pg/pl de solution de BSA comme solution de référence dont le principe

repose sur la réalisation d’une courbe d’étalonnage par un spectrophotometre UV/visible.
7.3.Elaboration de la courbe d’étalonnage des protéines

Une gamme d’étalon est préparée a partir d’une solution meére de sérum-albumine bovine
(BSA) (0,1ug/ul) selon les quantités suivantes : 0, 40, 80, 120,160 et 200 ml. Toutes les
dilutions des solutions protéiques sont effectuées dans 1’eau distillée stérile. Les échantillons

et le blanc sont ajustés a un volume final de 200ml.

Apres addition de 2ml du réactif de Bradford et agitation, la solution est laissée a 1’obscurité

15min puis 1’absorbance est mesurée a595 nm contre le blanc( tableau IV).( Annexe 5).

Tableau 1V : Préparation de la gamme d’étalonnage de la BSA (0,1pg/ul).

N° tube Blanc 1 2 3 4 5
BSA (0,1ug/pl) 0 40 80 120 | 160 | 200
Eau distillée (ul) 200 160 120 80 40 0
Total (pul) 200 200 200 200 200 200
Réactif Bradford (ul) 2000

7.4.Préparation des échantillons

Les échantillones bactériens résistants a 1’Oxacilline ont été récupérés, ensuite centrifugés a
4000 rpm pendant 5 min a 4°C. Le surnagent de chaque échantillon a été récuperé. Une
gamme d’étalon est préparée a partir de ces surnageants (0,1ug/ul) selon les quantités
suivantes : 0, 40, 80 et 120 ml. Toutes les dilutions des solutions protéiques sont effectuées
dans I’eau distillée stérile. Les échantillons et le blanc sont ajustés a un volume final de

200ml.
Apres addition de 2ml du réactif de Bradford et agitation, la solution est laissée a 1’obscurité
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Tableau V: Préparation de la gamme d’étalonnage des proteines de S.aureus (0,1ug/pl).

N° de tube Blanc 1 2 3
Surnagent (0,1ug /ul) 0 40 80 120
Eau distillée (pl) 200 160 120 80
Total (ul) 200 200 200 200
Réactif de Bradford
(Ul 2000
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Résultats

I1- Résultats

1.Résultats de la caractérisation de la population d’étude

Un total de 80 prélévements de la cavité buccale des enfants infectés admis au service des
urgences pediatriques de 1’hopital d’Amizour a été réalisé, 43 chez les filles, et 37 chez les
garcons. La caractérisation de la population incluse dans cette étude sont illustrées dans le

tableau V1 et la figure 05:

Tableau VI : Caractérisation des patients inclus dans 1’étude.

Patients 80
Age [7jr-2ans] | [3-5]ans [6-8]ans | [9-11]ans | [12-14]ans | [16 ans]
Sex G F G F G F G F G F G F

Nombrede | 17 14 10 | 12 6 3 1 5 3 8 0 1

prélevements
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[7jr-2ans] [3-5ans] [6-8ans] [9-11ans]  [12-14ans] [15ans]
Age(année)

Figure 5 :Répartition des patients infectés selon la tranche d’age et le sexe.

Les enfants inclus dans 1’étude ont été classés en 6 différentes catégories d’age. La
fréquence la plus élevée des enfans infectés par S .aureus enregistrée durant la période
d’étude, a été marquée chez les enfants ayant de 7 jours a 5 ans. D’une maniére intéressante,

nous avons constaté que la tranche d’age [7 jours- 2ans] chez les garcons est la plus touchée ;
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par contre la tranche d’age [3-15]ans, est plus touché chez les filles.

2.Résultat de ’enrichissement, d’isolement et la purification de S.aureus
2.1 .Enrichissement

Apres 24 heures d’incubation sur milieu BHIB, les tubes doivent présenter un trouble. Dans
notre étude, sur les 80 échantillons pour lesquels nous avons effectué un enrichissement ; 55
(68,75%) d’entre eux était positive (présente un trouble) aprés incubation sur le
BHIB.(Figure 6, 7 et 8).

M négatif M positif HFilles MW Gargon

47%

31,25%

68,75%

Figure 06:Résultats des Figure 07 :Résultats des
échantillons positif et négatif échantillons positifs selon le sexe

Figure 8 : Résultat positif d’un échantillon incubé dans BHIB .
2.2.1solement
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Les souches ont été ensemencées par des stries sur la gélose Chapman, et incubées a 37°C
pendant 24 heures.On observe des colonies arrondies a bords régulier de 1 a 2 mm de
diamétre, pigmentées et entourées d’une auréole jaune (fermentation de mannitol).(Figure 09)

5

A : Résultat négatif | B : Résultat positif |

Figure 09 :Aspect macroscopique des colonies sur milieu Chapman.

2.3.Purification

Des isolements répétés sur le milieu Chapman, on permet de purifier les isolats.(Figure 10)

Figure 10 :Résultatde la purification sur Chapman.

2.3.1.Vérification de la pureté des souches
» Coloration de Gram
Les résultats de la coloration de Gram des isolats ont révélé que les 55 isolats sont Gram +.
Staphylococcus aureus se présente sous forme de cocci sphérique, en paires, des colonies
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violette en grappe de raisin.
3.Test de catalase
La totalité des isolats(55 souches) sont catalase +, ont décomposé 1’eau oxygéniée en eau et

en oxygeéne qui se dégage.Ce qui se traduit par le dégagement des bulles de gaz.(Figure 11)

Catalase négatif Catalase positif

Figure 11 :Résultat du test de catalase.

4.Test d’identification de Staphylococcus aureus
Les tests d’identifications ont permis de confirmer I’appartenance des souches isolées a

I’espéce Staphylococcies aureus.

4.1.Test de coagulase
Un test de coagulase est réalisé pour les 55 souches suspectés d’étre de S.aureus.( Les

résultats obtenus montrent que la totalité des souches coagulase positifs)

5.Test de I’Oxacilline liquide
Aprés 24 heures, on observe la présence d’un trouble pour la totalité des échantillons, donc
toutes les souches bactérienne présentent une résistance a 1’Oxacilline.
6.Test de diffusion du disque de Céfoxitine
Le test d’antibiogramme réalisé a 1’égard des 55 souches de S.aureus isolées révéle que ces

derniéres sont résistantes a céfoxitine.
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7. La capsule

Tout les échantillons présent une capsule sous forme d’un halo clair (figure 12).

Figure 12 : Observation de la capsule du S.aureus sous microscope optique

8.Dosage des proteines
Aprés I'utilisation d’un spectrophotomeétre UV /Visible & 595 nm pour mesurer les

absorbances ; les résultats obtenus sont représenté dans la figure 13 .

o
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=
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0 0,5 1 1,5 2 25 3
Concentration de la BSA (mg/mL)

Figure 13 : Courbe d’étalonnage de la solution de BSA (1 mg/ ml) Bradford,(1976).

8.1.Dosage des proteines des S.aureus

Les concentrations ont été calculées en utilisant la fonction de la courbe d’étalonnage

(Y=0,1448X) sachant que, Y :Absorbance, X :Concentration. Les résultats sont représentés

dans la figure 14 .

25



Résultats

Figure 14 : Résultat des réactions des proteines de S.aureus avec le réactif de Bradford

Une comparaison entre les concentrations des protéines du S.aureus en solution et la

concentration des protéins du témoin sous forme d’un histogramme, représenté dans la figure

15.

5

45 T

HP6
4

mP9
3,5

m P15
c 3

L= EPl6
s2 25

2 m P17
Y- 2

gg: m P18
o 1,5

mP19

1 = P20

0,5 H P22

0 rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrTrrTTTT T T T T T T T T T T T T T T T T T TTTTTTI .P23

T P15P18 P22 P25 P28 P31 P34 P37 P40 P46 P50 P54 P57 P60 P63 P68 P71 P74
. m P24
Code des prélevement

Figure 15 : Les concentrations des protéines de S.aureus et le Témoin.

Aprés avoir mesuré les absorbances et calculé les concentration de chaque souche, nous
avons obtenu des valeurs variée ; certaines sont inférieues a la concentration de témoin
signifée que la souche a utilisée les proteinrs sans synthétisé d’autres. Par contre, nous avons
d’autre valeurs supérieurs a celle de témoin , signifie que les souches ont synthétisée des

nouvelles protéines.
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Discussion

La plupart des études se sont concentrées sur le portage nasal en tant que principal réservoir
de Staphylococcus aureus , sans tenir compte des dommages potentiels causés par le portage

buccal en tant que tel.

S.aureus est une cause majeure des infections bactériennes communautaires et hospitalieres
chez I’homme. La plupart des facteurs contribuant a sa pathogénése sont sa persistance
comme un commensal, sa capacité de résistance a plusieurs agents antimicrobiens et son

pouvoir de synthese de facteurs de virulence [92], [93], [94].

Au cours de notre étude, le taux de portage buccal général de S. aureus chez les enfants
malades est de 69%. Ce résultat est supérieur a celui rapporté par Rita et ses collaborateurs,
avec un taux de 67% aux sud-Est du canada [95].par comparaison, le taux de portage oral de
ces bactéries dans d’autres pays, comme au Danemark avec un taux de 50 a 80% [96], au
Australie avec 59% [97], Brésil avec 56,9% [98], Inde avec 47% [99], au Japonavec un taux
33% en 1991[100] et avec un taux 43% en 1997 [101] , au néo-zélandaises avec 27% [102] et

aulsraél avec un taux de 12%][103], et au Etat unis avec 9,2% [104].

Le taux de portage enregistré chez les patients de sexe féminin est supérieur a celui
enregistré chez le sexe masculin. Ce résultat est différent des données bibliographiques,
notamment dans les travaux de Dossi et ses collaborateurs [105].

Concernant le sexe, les nouveau-nés du sexe masculin (50%) ont le taux de portage le
plus élevé comparé a celui du sexe féminin (27.58%). Le méme résultat a été obtenu par
Alsubaie et al. 2012 [106]. Le facteur influencant le portage buccal des S.aureus chez les
nouveau-nés liés au contact étroit avec le personnel et I’environnement ; CependantLazenby
et ses collaborateurs, ont rapporté dans leur étude que le taux de portage le plus élevé des

SARM chez les nouveau nés en raison d’uneaccouchement par césarienne [107].

Le taux de portage de S. aureus enregistré chez les patients grippés est plus élevé par
rapport a celui enregistré chez les non grippés, I’analyse statistique a montré une association
significative entre la prévalence des bactéries de Staphylococcus aureuset les infections de la
gorge , Comme ce germe est plus fréquent responsables d’angine au cours des résultats que

nous avons obtenus , peut étre accorde avec les résultats de [108]et [109].

La deuxiéme partie de notre étude consiste a bien étudier et caractériser les 55 souche de
Staphylococcus aureus isolées, Nous avons procédé a [’étude de leurs profils

d’antibiorésistances ,les testant a 2 différents antibiotiques( Cefoxitine, Oxacilline).
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Staphylococcus aureus isolées dans notre étude affiche pratiquement une résistance marquée
pour tous les antibiotiques utilisés, elles sont toutes résistantes a 1’oxacilline 100% et a la

céfoxitine 100%, Ces resultat corroborent avec ceux trouvés par [110]. Ce qui s’approche
aussi des resultats de [111] ou il explique que la sécrétion de pénicillinases est présente chez

70 a 90% des Staphylococcus aureus.

Des resultats obtenus lors de notre étude ; il a été constaté que le taux de résistance a la
méthicilline des 55 souches de S. aureus isolées est de 100%. Ce taux est supérieur de celui
enregistré dans leshopitaux algériens ont démontré une augmentation importante de
staphylococcus aureus résistantes a la méthicillineavec un taux de 10% en 1997 [112] aux
environs de 40% en 2005 [113], et a celui rapporté par Hala et ses collaborateurs avec un
taux de 52,43% et 48,54% en Egypte et 1’Arabie saoudite respectivement [114]. Cette
résistance est conférée par la production d’une nouvelle PLP, appelée PLP2a et codé par le

géne mecA

La derniere étape de notre étude comprend le dosage des protéines de la culture bactérienne
de S.aureus , aprés avoir mesuré les absorbances et calculé les concentrations de chaque
souche , nous avons obtenudes valeurs variée certaine sont inférieurs a la concentration de
témoin signifiée que la souche elle est utilisée les protéines pour sa nutrition sans synthétise
d’autre protéines, par contre nous avons d’autre valeurs supérieurs a celle de témoin, signifie

que les souches synthétise des nouvelles protéines ; Ces protéines peuvent étre :

e Laproteine A, qui inhibe 1’opsonisation et la phagocytose de la bactérie grace a sa
capacité de fixation au fragment FC des immunoglobulines de classe G et M[21].

e La toxine y-hémolysines qui stimule la dégradation des phagocytes[27].

e La staphylokinase qui actionne le mécanisme de transformation du plasminogene en
plasmine et provoque la dissolution du thrombus contenant les S.aureus et par
conséquent leur dissémination [115].

e Laproduction de B-lactamases ; induit le phénomene de résistance des bactéries
contre les antibiotiques . La résistance a la méticilline, il s’agit d’une résistance
acquise par modification de la cible principale de nombreuses -lactamines, la
PLP2.[116]. Et peut etre ces souches ont un autre mécanisme qui est une

hyperproduction de la pénicillinase Staphylococcique[28].

La cavité buccale d’un enfant signalée comme 1’un des réservoir potentiels de S.aureus , bien
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qu’elle soit considérée comme transitoire et non permanente [117],[118] cependant , on craint
qu’il ne devienne potentiellement le principal réservoir de S.aures [119].Cela accentue

I’importance d’une bonne hygiéne bucco-dentaire
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Conclusion

Staphylococcus aureus est bien désigné comme un agent pathogéne clinique et

épidémiologique. Cette étude s’étale sur 3 mois, effectuée dans ’EPH d’Amizour et

laboratoire de microbiologie d’universit¢ A.MIRA-B¢jaia.

Au cours de cette période, 80 prélevements de la cavité buccale ont été realisés pour des

enfants venus consulter .Ces enfants sont repartis selon leur age et leur sexe.

Les résultats bactériologigques et épidemiologiques de cette étude ont permis de révéler

plusieurs points :

» Une prévalence de 68,75 de S.aureus dans la cavité buccale des enfants malades.

» Les enfants les plus touchés sont ceus qui appartiennent a la catégorie d’age incluse

entre [7jr-2 ans].

> Les enfants de sexe féminin présentent un nombre plus élevé de S.aureus dans la

cavité buccale (53%) que chez les enfants de sexe masculin (47%).

» 100% des souches sont catalase et coagulase positifs.

> 100% des souches sont résistantes a la métécilline.

En perspective, ces résultats doivent étre complétées par une série d’autres tests, beaucoup

plus performants, a savoir :

>

>
>
>
>

Mener une étude prospective sur une large gamme d’échantillons ;

Etudier les mécanisme de la multirésistance aux antibiotique des souches isolées ;
Caractérisation moléculaire de la résistance aux antibiotiques ;

Etudier une population saine pour la comparaison qualitative des germes isolés ;
Caractérisation moléculaire des isolats dans le but de déterminer leurs origines

(commensale ou pathogéne).
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Annexe 1 : Fiche des renseignements des patients inclus dans I’étude

Annexes

Code | Mois Age Sexe Maladie Prescription Résultat
D’antibiotiqu
e

P1 Avril 12 ans Fille Angine Oui -
P2 Avril 14 ans Fille Diabétique Oui -
P3 Avril 2 mois 1/2 | Gargon Grippe Oui -
P4 Avril 9 mois Garcon Grippe Oui -
P5 Avril 14 mois Garcon Absence Oui -
P6 Avril 2ans 1/2 Fille Absence Non +
P7 Avril 7 ans Fille Absence Oui -
P8 Avril 9 mois Fille Absence Non -
P9 Avril 12 ans Fille absence Non +
P10 | Avril 6 ans 1/2 Garcon Lazme Non -
P11 | Avril 4 mois Fille Grippe Non -
P12 | Avril 2 ans Garcon Grippe Oui -
P13 | Avril 5 ans Garcon Diabétique Non -
P14 | Avril 6 ans Garcon Angine Non -
P15 | Avril 9ans Garcgon Angine Non +
P16 | Avril 11 ans Fille Absence Non +
P17 | Avril 2mois 1/2 | Fille Grippe Non +
P18 | Avril 3ans Gargon Grippe Non +
P19 | Avril 3 ans Fille Angine Non +
P20 | Avril 2 mois 1/2 | Gargon Grippe Non +
P21 | Avril 19 jours Fille Probleme Non -

respératoire
P22 | Avril 18 mois Fille Absence Non +
P23 | Avril 6 jours Garcgon Anémie Non +
P24 | Avril 7 mois Fille Absence Non +
P25 | Avril 13 ans Garcgon Absence Non +
P26 | Avril 3ans Garcgon Probleme Non +

respératoire
P27 Avril 3ans 1/2 Fille Absence Non +
P28 | Avril 2 ans Garcon Angine Non +
P29 | Avril lan Fille Grippe Non +
P30 | Avril 4 ans Fille Gastroenterit | Non +

e
P31 Avril 2ans 1/2 Garcgon Grippe Non +
P32 Avril 11 mois Garcgon Grippe Non +
P33 | Avril 3 mois Garcgon Grippe Non +
P34 | Avril 4 ans Fille Angine Non +
P35 Avril 10 ans Fille Absence Non +
P36 | Avril lan Garcgon Grippe Non +
P37 Avril 2 mois Fille Grippe Non +
P38 Avril 22 mois Fille Grippe Non +
P39 | Avril 4 ans Garcgon Toxication Non +
P40 Avril 2 mois Fille Grippe Non +
P41 | Avril 13 mois Fille Absence Non -
P42 | Avril 6 ans Garcon Grippe Non -




P43 Avril 6 mois Fille Grippe Non -
P44 | Avril 3ans 1/2 Fille Grippe Non +
P45 | Avril 14 ans Fille Absence Non -
P46 | Avril 15 ans Fille Grippe Non +
P47 | Avril 3 mois Fille Grippe Non +
P48 | Avril 3 mois Garcgon Grippe Non -
P49 | Avril 1 semaine | Garcon Anémie Non +
P50 | Avril 8 mois Garcgon Virus Non +
P51 Avril 13 ans Fille Infection Non +
urinaire
P52 | Avril 7 ans Garcon Absence Non -
P53 | Avril 10 ans Fille Absence Non +
P54 | Avril 2 mois Garcgon Grippe Non +
P55 | Avril 8 mois Garcgon Térticoide Non +
P56 | Avril 6 mois Garcon Grippe Non +
P57 | Avril 6 ans Fille Grippe Non +
P58 | Avril 14 ans Fille Abceés de dent | Non +
P59 | Avril 3 ans Fille Grippe Oui +
P60 | Avril 3 ans Fille Grippe Non +
P61 | Avril 14 ans Fille Angine Non +
P62 | Avril 14 ans Fille Absés de dent | Non +
P63 | Avril 3ans 1/2 Garcgon Angine Non +
P64 | Avril 9 ans Fille Angine Non +
P65 | Avril 7 ans Garcgon Angine Non +
P66 | Avril 5 ans Gargon Angine Non -
P67 | Avril 6 ans Fille Douleur Non -
abdominal
P68 | Avril 3ans Fille Infection Non +
urinaire
P69 | Avril 3 ans Garcgon Angine Non +
P70 | Avril 14 ans Garcgon Tuberculose Non +
P71 Avril 6 mois Garcon Grippe Non +
P72 | Avril 5 ans Fille Opération Non +
(Hémigdales)
P73 | Avril 4 ans Fille Angine Oui +
P74 | Avril 13 ans Gargon Grippe Non +
P75 | Avril 4 ans 1/2 Garcgon Angine Non +
P76 | Avril 15 joures Garcgon Angine Non +
P77 Avril 1 ans Fille I .Urinaire Non -
P78 | Avril 5 ans Fille Angine Non -
P79 | Avril -
P80 Avril 9 ans Fille Grippe Non -
Annexe 2 : milieux de culture
Tableau 1 : Gélose Mueller-Hinton
Composition Valeur
Infusion de viande de boeuf 300.0 ml
Peptone de caséine 1759
Amidon de mais 159
Agar 17.0¢g

PH=7.4




Tableau 2 : Milieu Chapman

Annexes

Composition Quantité
Extrait de viande (bovin ou porcin) 1g
Peptone de caséine et de viande 10 g
Chlorure de sodium 75¢
Mannitol 10 g
Agar 159
Rouge de phénol 0.025¢g

PH=7.6

Préparation : 111 g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave : 15 minutes a 120°C.

Tabeau 3 :Bouillon cceur-cervelle (BHIB)

Composition Valeur
Infusion de cervelle de veau 125¢g
Infusion de cceur de boeuf 50.0 g
Peptone 10.0g
Glucose 2090
Chlorure de sodium 2049
Phosphatase de sodium 59

PH=7.4

Préparation : 37 g par litre d’eaau distillée. Stérilisation a I’autoclave : 120°C a 20 minutes.

Annexe 3 : Coloration de Gram

Tableau 01 : Violet de gentiane

Composition Valeur
Phénol 290
Violet de gentiane 1g
Ethanol a 90° 10 ml
Eau distillée 100 ml
Tableau 02 : Lugol
Composition Valeur
lodure de potassium 20
lode métalloide 19
Eau distillée 300 ml
Tableau 03 : Fuschine de Ziehl
Composition Valeur
Fuschine basique 19
Phénol 59
Ethanol a 90° 10 ml
Eau distillée 100 ml
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Annexe 04 :Profiles de résistances de Staphylococcies aureus vis-a-vis des antibiotiques

Souches [TE |P |FC |OX |CIP S C RD |RP |E
P6 ® |® |5 |® |5 |® |® (S) S |
P9 29(S) [® |[>30(S)|® |28(S) |17(S) |/ >34(S) | 23(S) | 24(S)
P10 24(S) |® [>30(S) |® | 26(S) |18(S) |/ >30(S) | / 25(S)
P16 ® |® |® ® 225 |® |® >30(S) | 24(S) | 25(S)
P20 ® |® |>30(S)|® |>30(S)|® |>30(S)|>30(S) | 28(S) | 26(S)
P31 ® |® |® ® |5 |® |I 24(S) |1 /
P32 ® |® |® ® |5 |® |/ 24(S) |/ /
P33 ® |® |30 |[® |5 |® |/ 40(S) |/ /
P35 ® |® [38S) |® |5 |® |/ (S | 43(S) |/
P36 ® |® |5 |[® |5 |® |/ S |® ®
P37 ® |® |5 |® |5 |® |/ S |® ®
P40 ® |® [>30(5) |® |(S) |/ S) >30(S) |/




Absorbance (nm)

Code Concentration
40 80 120 (0,1 pg/ul)
P6 0,270 1,878
P9 0,326 2,253
P15 0,645 4,456
P16 0,398 2,750
P17 0,376 2,598
P18 0,376 2,598
P19 0,263 1,816
P20 0,618 4,269
P22 0,280 1,937
P23 0,588 4,065
P24 0,307 2,124
P25 0,361 2,494
P26 0,385 2,663
P27 0,367 2,538
P28 0,372 2,570
P29 0,393 2,713
P30 0,626 4,294
P31 0,375 2,593
P32 0,613 4,235
P33 0,358 2,474
P34 0,378 2,614
P35 0,362 2,499
P36 0,594 4,106
P37 0,321 2,218
P38 0,373 2,575
P39 0,398 2,753
P40 0,608 4,198
P41 0,389 2,690
P44 0,381 2,630
P46 0,343 2,368
P47 0,283 1,956
P49 0,638 4,407
P50 0,246 1,698
P51 0,361 2,495
P53 0,390 2,695
P54 0,375 2,591
P55 0,594 4,106
P56 0,410 2,835
P57 0,608 4,198
P58 0,611 4,223
P59 0,374 2,582
P60 0,586 4,049
P61 0,370 0,370
P62 0,374 2,587
P63 0,347 2,400
P64 0,354 2,448
P65 0,602 4,159
P68 0,366 2,527
P69 0,374 2,582




P70 0,339 2,340
P71 0,369 2,550
P72 0,296 2,046
P73 0,312 2,154
P74 0,250 1,730
P75 0,278 1,919
P76 0,287 1,981




Résumé

L’objectif de ce travail est d’étudier la caractérisation moléculaire de la résistance de

Staphylococcus aureus a la métécilline isolés de la cavité buccale des enfants malades.

80 prélevements a été effectu¢é au niveau de I’ EPH d’Amizour. Les cultures des
prélevements de la cavité buccale ont été positives a S.aureus dans 68,75 % des cas. La
fréquence la plus élevée d’isolement de la bactérie a été observée chez les enfants de 7 jours a

2 ans . Une prévalence de 53% de S.aureus chez les filles et 47% chez les garcons .

100 % des prélevement ont été traitée par des antibiotiques et tous les échantillons sont
résistants a la métécilline ; et aussi sont positifs aux tests de catalase et de coagulase . Un

dosage des protéines de S.aureus a été également réalisée.
Mots clés : Staphylococcies aureus ; cavité buccale ; enfants ; antibiotiques .
Abstrat

The objective of this work is to study the molecular characterization of the resistance of

Staphylococcus aureus to metecillin isolated from the oral cavity of sick children.

80 samples were taken at the EPH of Amizour. Cultures of oral cavity samples were positive
for S.aureus in 68,75 % of cases. The highest frequency of isolation of the bacteria was
observed in children from 7 days to 2 years of age. A prevalence of 53% of S.aureus in girls

and 47% in boys.

100% of samples were treated with antibiotics and all samples are resistant to metecillin; and

also test positive for catalase and coagulase. A S.aureus protein assay was also performed.

Keywords: Staphylococcus aureus; oral cavity; children; antibiotics.






