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RESUME

Les infections du site opératoire ont un impact significatif sur la santé et constituent donc un

indicateur de la qualité des soins dispensés dans un établissement hospitalier.

L’objectif assigné a notre étude consistait a isoler et identifier les bactéries multi-résistantes
(BMR) des prélévements purulents du site opératoire au niveau de différents services hospitaliers
du CHU Mustapha Bacha d’Alger et de déterminer leur profil de résistance aux antibiotiques et a

I’huile essentielle (HE) de citronnelle (Cymbopogon citratus).

Un total de 136 prélevements purulents ont été examinés dont 77 étaient positifs. L’examen
cytobactériologique du pus a révélé que les germes les plus dominants sont les entérobactéries
avec un taux de 46.67%, suivis par S. aureus et Streptococcus sp. avec une fréquence de 15% et
10%, respectivement. Le profil d’antibiorésistance a permis de mettre en évidence la présence de
plusieurs BMR dont des entérobactéries résistantes aux céphalosporines de troisieme génération (
22 souches), des Staphylococcus aureus résistant a la Meéticilline (SARM) ainsi que des
Acinetobacter baumannii  résistant au céftazidime et imipéneme (CAZ-R IMP-R) et des
Pseudomonas aeruginosa résistant au céftazidime et imipéneme

Le profil de résistance de ces BMR a I’HE de citronnelle a été exploré par plusieurs méthodes. En
aromatogramme, ce sont les SARM qui ont manifest¢ une plus grande sensibilité a [’action
inhibitrice de I’huile avec des diamétres de zones d’inhibition de 43 et 85 mm, suivis par les
especes BLSE du genre Proteus. En microatmosphere, de meilleurs résultats ont été obtenus, en
particulier pour les SARM ou une inhibition totale a été obtenue pour la quasi-totalité des souches.
En dilution en milieu gélosé, les SARM sont les plus sensible a I’activité antibactérienne de

citronnelle avec des valeurs de CMI qui oscillent entre 0.015% et 0.062%.

L’essence de citronnelle parait étre une solution naturelle et efficace dans la lutte contre les BMR
et pourra faire partie intégrante de 1’arsenal thérapeutique anti-infectieux. Reste a confronter ses

résultats avec les données toxicologiques.

Mots-clés : Infections site opératoire ; Bactéries multi-résistantes ; Antibiogramme ; Huile

essentielle ; Citronnelle ; Anti-infectieux.



ABSTRACT

Surgical site infections have a significant impact on health and are therefore an indicator of the

quality of care provided in a hospital setting.

The aims of our study were to isolate and identify multi-drug resistant bacteria (MDR) from
purulent samples of surgical site at the various hospital departments of the Mustapha Bacha
Hospital in Algiers and then to determine their antibiotic resistance against both antibiotics and

lemongrass (Cymbopogon citraus) essential oil the essential oil (LGEO).

A total of 136 purulent samples were examined while 77 samples were positive. The
microbiological analysis of purulent samples revealed that the most dominant strains were
enterobacteria with a rate of 46.67%, followed by S. aureus and Streptococcus sp. with a
frequency of 15% and 10%, respectively. The antibiotic resistance profile revealed the presence of
several MDR species including Enterobacteriaceae resistant to third generation cephalosporins
(CTX-R 22 strains), Meticillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Acinetobacter
baumannii resistant to ceftazidime and imipenem (CAZ-R IMP-R) and Pseudomonas aeruginosa

resistant to ceftazidime and imipenem.

The resistance profile of MDR strains to Lemongrass was explored by several methods. By disc
diffusion assay, MRSA were found to be the most sensitive strains with diameters of inhibition
zone (DIZ) ranged between 43 and 85 mm, followed by the ESBL species of the genus Proteus. In
the vapour diffusion method, better results have been obtained, in particular with MRSA micro-
organisms which have been inhibited totally for almost all strains. In dilution in agar medium,
MRSA is the most sensitive to the antibacterial activity of citronella with MIC values ranging
from 0.015% to 0.062%.

Finally, Lemongrass oil seems to be a natural and effective solution in the fight against MDR
bacteria and can be used as a bioactive component to treat various diseases related to nosocomial
infections. Further studies will be necessary in the future to assess the toxicology data of this

volatile oil.



Keywords: Surgical infections site; Multi-drug resistant bacteria; Antibiotic; Essential olil;

Lemongrass.

uadla

bl g Aadidl e N Ao g o jbine ed Julls daall o 5 il sl el & gall clledlY ()

idinnally An) jall any L = o el e (BMR) oo sbiall saamiall L i€l aaai s J e Al all odgd aaaall Cagll o\S 36
a1 35 5 Ay sad) clalizaall Uy 5Kl o3a e slia (520 a3y ¢ Aanalall il Jall 3 LG Lilaas aalall
.(Cymbopogon citraus) ki g siws

O dalall da le 7 el (5 gla 5 Sl aadl) ClS 5, dplag) CiilS Lgie 77 lpand S 4n 8400 [ 36 & s (e
Streptococcus sp. « Staphylococcus aureus ki <Z46.67 S enterobacteria (s )bl SV L 5l
o slaall sa0mall Ly il (e daall 3 m g e 4 o) clalimall e glial) i aelus 385, Vil e 710 5715
Staphylococcus s, (43 22 ) Gl daad) () sas siléand 4s 34l entérobactérie<lls (& L (BMR)
(CAZ-R liadl 5 aun3lild & 5ladl Acinetobacter baumanniic (MRSA) ol 4 idl qureus
. eliadl 5 i JUELA o l5al) Pseudomonas aeruginosa s IMP-R)

4asisalle aromatogramme & sk, (3 sk By Sl g il Sy s de gliall Badsiall Ly S0 A slie 500 (se RIS o
O 585 i (0 BLSE Leali ale 85 (1 43 (e iy ddadiall ey 3l dpalad i dulia &yl 3l SARM
Jsanll a3 Cun SARM J il Lali 5 Juadl il e J seanll o3¢ microatmosphére 4 sy Wi Proteus
LSl sl Baliall Lpa JSYI 58 SARM, (5 sk oy (3 il 48yl Lol Ly 58 SVl paend S s e
/0.062 Y 70.015 w555 CMI all ae Sl g yiud

Ay 5 ¢ (5 sl AadlSa alic (e e 3o (585 Lo g s BMR 4adlSa 8 Jladl) 5 oasadal) Jall g S5 yid) <y of sams
Adanll by ae Lol 45 )lid] aay

Qa5 i bl ) A gaaldl Claliadl) e CadSl) A i) Baantie LSy | oal jal) adsal) 8 s e 1 Apalidal) cilaldl)
s sl



INTRODUCTION

L’hopital qui est normalement considéré comme un lieu de savoir, d’enseignement médical
et d’hygiéne, peut devenir dans certaines circonstances, une source d’infection; ceci soit par
I’utilisation de méthodes invasives, soit dans le cas de plusieurs hdpitaux, par défaut d’hygiene,

d’organisation, de conscience professionnelle ou par manque de moyens (CTIN, 1999).

L’objectif principal de la chirurgie est de guérir le malade tout en évitant les complications liées a
I’acte chirurgical. Aucune intervention n’est totalement aseptique, quels que soient les précautions
prises et le traitement utilisé. L’altération des défenses immunitaires locales au niveau de I’incision,
et genérales par I’intervention, rendent tout site opératoire vulnérable a I’infection. Parmi ces
complications, I’événement le plus redouté et honni des chirurgiens est I’infection du site opératoire

(CTIN, 1999).

Les infections nosocomiales, aussi appelées « infections hospitaliéres », sont définies par
I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) comme des infections acquises pendant un séjour a
I’hopital et qui n’étaient ni présentes ni en incubation au moment de 1’admission du patient.Parmi
les infections nosocomiales, les infections du site opératoire sont les plus fréquentes (OMS, 2008)

Les infections du site opératoire (1ISO) sont un sujet d’actualité et un véritable probléme de santé
publique parce qu'elles sont fréquentes. Aux Etats-Unis, les 1SO représentent 14 a 16 % de toutes
les infections nosocomiales soit la deuxiéme cause la plus fréquemment rapportée aprés les
infections urinaires(Wong, 1999). Dans I’enquéte de prévalence réalisée en France en 2001, 10,3%
des infections nosocomiales étaient des 1SO. La prévalence globale des ISO chez les patients opérés
était de 2,7 % (Raisin, 2003).En Algerie et selon des études faites dans quelques hopitaux, le taux
d’incidence des ISO varie de 14 % (Soukhal et al., 2006) au CHU de Béni Messous & 27.8 % au
CHU de Blida (Bezzaoucha, 1999).Il s’agit d’un probléeme important qui limite le bénéfice
potentiel des interventions chirurgicales(OMS, 2008). Elles constituent une source majeure de
mortalité pour les patients soumis a des procédures chirurgicales (7.5%). Elles entrainent une
prolongation du séjour postopératoire de 6.5jours (en moyenne) de plus,des visites médicales
supplémentaires, I’utilisation d’antibiotiques et d’autres traitements, une diminution de la qualité de

vie et un surcodt de traitement tres elevé (Institut national de santé publique du Québec, 2014).

L’infection est en général acquise pendant I’intervention elle-méme, avec une origine soit exogéne

(air, matériel médical), soit endogene (flore cutanée). Les micro-organismes infectieux sont divers

1



et dépendent du type et de la localisation de I’intervention et des anti-infectieux recus par le patient.
Les principaux facteurs de risque sont 1’étendue de la contamination peropératoire, la durée de

I’intervention et 1’état général du patient (OMS, 2008).

Un autre probleme qui représente probablement I’un des problémes de santé publique les plus
inquiétants de ces dernieres années, est la dissémination des bactéries multirésistantes (BMR). Les
bactéries sont dites multirésistantes aux antibiotiques (ATB) lorsque, du fait de I'accumulation de
résistances acquises a plusieurs familles d’antibiotiques, elles ne sont plus sensibles qu'a un petit
nombre d'antibiotiques utilisables en thérapeutique. La multirésistance est une étape vers I’impasse

thérapeutique (Raisin., 2010).

La résistance aux antibiotiques est un phénomeéne biologique que la médecine aura du mal a faire
disparaitre. L’évolution permettra toujours aux bactéries de s’adapter. Une meilleure utilisation des
antibiotiques ne pourra que ralentir 1’extension des résistances et la découverte de nouvelles
molécules actives reste une nécessité. Les huiles essentielles (HE) présentent une tres grande
richesse de molécules, tant en nombre qu’en variété. Leur criblage permettrait de découvrir de
nouveaux antibactériens, qui pourraient constituer une alternative a I’usage des ATB conventionnels

devenus inefficaces (Guinoiseau, 2010).

L’objectif assigné a notre travail consiste a isoler et identifier les espéces bactériennes impliquées
dans les infections du site opératoire (plaies suppuratives) provenant de différents services
hospitaliers du CHU Mustapha Bacha d’Alger et de déterminer leur profil d’antibiorésistance et
d’estimer ainsi la prévalence des BMR. En outre et afin de lutter contre les BMR, la recherche de
nouvelle molécules anti-infectieuses parait étre une nécessité. A cet effet, nous avons évalué le
pouvoir antibactérien de 1’huile essentielle d’une plante aromatique et médicinale, la Citronnelle
(Cymbopogon  citratus) par plusieurs méthodes complémentaires  (aromatogramme,
microatmosphére et dilution en milieu gélosé) et ce sur toutes les souches BMR identifiées
(Entérobacteéries réesistantes aux Céphalosporine de troisieme géneération, Staphylococcus aureus
résistants a la Méticilline (SARM), Acinetobacter baumannii ceftazidime/imipéneme multirésistant
et Pseudomonas aeruginosa résistant a la ceftazidime et I’imipénéme ).

L’objectif final de notre travail est d’essayer de juguler, un tant soit peu, la résistance bactérienne
aux ATB via la recherche et la mise au point de nouvelles molécules anti-infectieuses naturelles et

efficaces.



Chapitre 1

INFECTIONS SUR SITE OPERATOIRE

1.1.Définitions

Le terme nosocomial vient du grec « Nosokomeone » qui signifie hopital, et quantifie ce qui se rapporte
aux hopitaux.Les infections nosocomiales sont des maladies infectieuses (bactérienne, fongique,
parasitaire ou virale) contractées dans une structure de soins, soit par le personnel soignant du fait de son
activité, soit par le patient. Dans ce dernier cas, I'infection est considérée comme nosocomiale lorsqu'il
est prouvé qu'elle était inexistante lors de I'admission du patient a I'hdpital, et que 48 heures se sont
écoulées entre I'hospitalisation et la déclaration des premiers signes cliniques (Amiel, 2005).

Les localisations les plus fréquentes sont les voies urinaires (sonde), les plaies opératoires, I'appareil
respiratoire (malades sous ventilation assistée) et les cathéters intravasculaires(Nauciel, 2000).

Les infections du site opératoires (ISO) se définissent par la présence de pus provenant d'une des
localisations suivantes :

- partie superficielle de I'incision chirurgicale (peau et tissus sous cutanés).

- partie profonde de l'incision chirurgicale (tissus mous profonds en dessous de I’aponévrose)

- cavité ou organe a proximité ou a distance du site opératoire mais lié(e) a I’intervention.

Une ISO est considérée comme une infection nosocomiale quand elle n'est ni présente ni en incubation a
I’entrée et si elle survient dans les 30 jours qui suivent I’intervention ; cette période est étendue a un an

en cas de mise en place de matériel prothétique artificiel(Vincent et al., 2008).

Vh el //./ /
Infection ~ . .

de la o
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B
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Figure 1.1. Classification anatomique des infections du site opératoire (Pear, 2007).



Tableau 1.1 : Classification anatomique des infections du site opératoire (Benedettoet al., 2013).

Classification
anatomique des 1SO

Définition et organes concernés *

Infection superficielle
de la plaie

Infection profonde de
la plaie chirurgicale

Infection du site
opératoire d’organe

ou cavité

L’infection se manifeste jusqu’a 30 jours aprés 1’opération etelle concerne
uniquement la peau ou les tissus sous-cutanés de 1’incision.

L’infection se manifeste jusqu’a 30 jours aprés D’intervention (si pas
d’implant) ou jusqu’a un an (si présence d’implant) et elle semble liée a
I’opération. Elle implique les tissus mous profonds (par exemple, fascia,
couches musculaires) de I’incision.

L’infection se manifeste jusqu’a 30 jours aprés D’intervention (si pas
d’implant) ou jusqu’a un an (si présence d’implant) et elle semble li¢e a
I’opération. Elle implique n’importe quelle partie du site chirurgical (par
exemple, organe ou cavité), en dehors de I’incision, qui a été ouverte ou

manipulée durant 1’opération.

*Diagnostic d’infection du site opératoire(superficielle, profonde, d’organe ou cavité)établi par un chirurgien.

1.2.Epidémiologie

Aux Etats-Unis, les 1SO représentent 14 & 16 % de toutes les infections nosocomiales soit la deuxiéme

cause la plus fréquemment rapportée aprés les infections urinaires(Wong, 1999). Dans I’enquéte de

prévalence réalisée en France en 2001, 10,3 % des infections nosocomiales étaient des 1SO. La

prévalence globale des ISO chez les patients opérés dans les 30 jours précédant I’enquéte (ou dans

I’année pour ceux porteurs de matériel prothétique) était de 2,7 %. Parmi 1’ensemble des infections

nosocomiales identifiées chez les opérés, les ISO représentaient 25,4 % et les infections urinaires 37 %.

La surveillance des ISO réalisée en France en 2003 a démontré que surl07576 interventions

chirurgicales, 1 616 (1,5 %) ont été suivies d'une ISO (Institut national de santé publique du Québec,

2014).En Algérie, I’incidence des infections du site était estimée a 8 % selon une étude au CHU Bab El
Oued en 2011 (Makhlouf, 2011).

1.3.Modes et voies de contamination

La contamination du site opératoire survient essentiellement en péri-opératoire(Benedettoet al.,

2013).L’infection peut étre d’origine endogene ou exogene :




1.3.1.L’origine endogéne

Elle est représentée par le patient et qu’est majoritairement en cause dans les 1SO.Les bactéries
proviennent soit de la peau (staphylocoques pénétrant la plaie lors de I’incision ou des manceuvres
chirurgicales), soit des tractus respiratoire, digestif, génital et urinaire (contenant naturellement des
bactéries Gram négatif et anaérobies), soit d'un site opératoire infecté et concerné par 1’acte chirurgical.

1.3.2. L’origine exogéne

Elle est représentée par le personnel et I'environnement. Les bactéries commensales de la flore cutanée
ou muqueuse (mains, cuir chevelu, naso-pharynx, périnée) des membres de I'équipe opératoire, les
bactéries pathogénes dont ils seraient porteurs sains ou infectés (streptocoque du groupe A) et les
bactéries présentes sur les instruments (mal stérilisés ou longtemps exposés a l'air ambiant)peuvent étre
a l'origine d'ISO(Hajjar et Valence, 2008).

Des ISO liées a des contaminations post-opératoires sont cependant possibles. En chirurgie digestive, il
s’agit alors souvent d’un lachage des sutures ; en chirurgie traumatologique, d’une ISO si le foyer
opératoire n’a pas pu étre fermé en fin d’intervention (perte de substance). La contamination post-
opératoire par les drains ou les pansements est tres rare.

Les voies de transmission des micro-organismes ne sont pas parfaitement connues. Elles peuvent étre
aeriennes, manuportées ou de contiguité a partir de la flore endogéne (cutanée, digestive)
(SociétéFrancaise d’Hygiéne Hospitaliére, 2010).

1.4.Les facteurs de risque

1.4.1.Facteurs de risque liés au patient

Ils sont nombreux : ages extrémes de la vie, maladies sous-jacentes (diabete, immunodépression),
obésité, dénutrition, tabagisme (Benedetto et al., 2013).La présence d'une infection a distance du site
opératoire, dont les micro-organismes peuvent contaminer le site chirurgical par voie cutanée,
hématogene ou lymphatique.L’hospitalisation préopératoire prolongée et 1’état générale du patient et sa
susceptibilit¢ a I’infection(Hajjar et Valence, 2008).Le score ASA (American Society of
Anesthesiology) classe les patients en 5 catégories (Kientega, 2012) :

ASA 1 : patient sain ; ASA 2 : patient avec une atteinte systémique légére ; ASA 3 : patient avec une
atteinte systemique sérieuse mais non invalidante ; ASA 4 : patient avec une atteinte systémique avec
une menace constante pour la vie ; ASA 5 : patient moribond.(Annexe 1, Tableau 1)

1.4.2.Facteurs de risque liés a I’acte chirurgical

- Type de chirurgie : Parmi les facteurs de risque liés au geste opératoire lui méme, la classe de
contamination d’Altemeier est le plus important (Avril et al., 1992). D’aprés Altemeier,les plaies
chirurgicales sont classés en quatre classes de contamination (Annexe 1, Tableau 2) :



Classe | : chirurgie propre ; Classe Il : chirurgie propre contaminée ; Classe Il : chirurgie contaminée ;
Classe IV : chirurgie sale et infectée ;

- Duréé d’intervention : le risque infectieux est d’autant plus important que la durée opératoire est plus
longue.

- La technique opératoire : elle est liée a I’experience et la compétence de chirurgien.

- Le site opératoire : L’intervention a proximité d’une zone infectée et sur une région pileuse et humide

augmente le risque d’infection du site opératoire(Kientega, 2012).

1.5.Agents responsables des infections du site opératoire
Les bactéries sont les agents microbiens en cause dans la majorité des 1ISO. On observe aussi, dans
certaines circonstances, des levures et des champignons filamenteux (Hajjar et Valence, 2008).

1.5.1. Les bactéries & Gram négatif

1.5.1.1.Entérobactéries

Les Entérobactéries font partie de la famille des Enterobacteriaceae.Ce sont des bactéries & Gram
négatif, mobiles, péritriches et poussent surmilieux ordinairesen aérobiose et en anaérobiose. Sur gélose
nutritive,elles forment des colonies de 1 8 3 mm de diamétre, bombees, lisses et brillantes (Denis et al.,
2007).Ellesréduisent les nitrates en nitrites, ont une réaction d’oxydase négative et utilisent le glucose
par voie fermentaire.L’identification des entérobactéries se fait d’abord par 1’étude des caractéres
biochimiques(Fauchére et Avril,2002).

Les Entérobactéries sont des bactéries qui colonisent I’intestin de ’Homme et 1’animal. En dehors du
tube digestif, elles peuvent étres transitoirement présentes sur différentes parties du revétement cutanéo-
muqueux (Nauciel, 2000).Elles possédent un antigéne O ou somatique au niveau de la paroi bactérienne
de nature lipopolysaccharidique, il est en fait I’endotoxine bactérienne. Les souches mobiles, pourvues
de flagelles possédent un antigene H ou flagellaire constituéd’une protéine, la flagelline. L’antigéne K
ou capsulaire est généralement constitué d une couche externe poly-saccharidique. Quand il est présent,
il entoure le corps bactérien et empéche les anticorps d’accéder a I’antigéne O. Tous ces antigénes sont
de structure tres variable. Ils servent ainsi a definir des sérovars a I’intérieur de 1’espéce (Avril et al,
1992 ; Fauchére et Avril, 2002).

Parmi les espéces les plus rencontrées en médecine humaine, Escherichia coli, les bactéries de genre
Klebsiella, Enterobacter et Proteus (Nauciel, 2000).

1.5.1.2.Pseudomonas aeruginosa

LesPseudomonas aeruginosafont partie de la famille desPseudomonaceae(Delarras, 2007). Ce sont
bacille a Gram négatif, aérobie strict, oxydase positive, mobile par un flagelle polaire, se cultivent sur
milieux ordinaires a une température optimale de croissance de 30° C. L’une des caractéristiques de

I’espéce P. aeruginosa est la production d’un pigment bleu ou pyocyanine. L’aspect des colonies est
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particulier ; elles sont rugueuses avec un reflet métallique. C’est une bactérie répandue dans la nature.
On la trouve aussi dans 1’environnement hospitalier. Elle fait partie de la flore transit de I’Homme ; dans
le tube digestif et plus rarement dans la salive (Fauchére et Avril, 2002).

P.aeruginosa posséde des fimbriaes qui permettent 1’adhésion aux muqueuses. Certaines souches sont
entourées d’une pseudocapsule polysaccharidique qui augmente 1’adhésion de la bactérie et exerce une
action antiphagocytaire. La bactérie produit plusieurs toxines cytotoxiques: deux hémolysines et
I’exotoxine A (Nauciel, 2000).

1.5.1.3. Acinetobacter baumannii

Les Acinetobacter baumanniifont partie de la famille des Moraxellaceae (Delarras, 2007).Ce sont des
bacilles a Gram négatif d’aspect coccoide. Ces bacille sont dépourvus de flagelles, aérobies strictes, non
fermentaires, ne réduisent pas le nitrate et sont oxydase négatif (Denis et al.,2007). Leur culture est
facile sur les milieux usuels, elle donne des colonies lisses, muqueuses, blanc-jaunatre et d’aspect
butyreux (Avril et al., 1992).

A.baumannii est retrouvé au sien de la flore cutanée commensale de 25% des individus. Trés répondu
dans I’environnement hospitalier, Acinetobacter peut se développer dans des solutions antiseptiques,
dans des savons liquides et coloniser les appareils médicaux et les mobiliers, et les sols (Fauchéreet
al.,2002). Il est doté d’un lipopolysaccharide aux propriétés d’endotoxine et une capsule protége la
bactérie de la phagocytose(Denis et al., 2007).

1.5.2. Les bactéries a Gram positif

1.5.2.1.Staphylocoque

Le genre staphylococcus appartient a famille de Staphylococaceae(Delarras, 2007). Ce sont des

bactéries coques a Gram positif, non encapsulées, ayant un aspect en grappe en microscope optique,

immobiles, anaérobies facultativeset catalase positive(Denis et al., 2007).

Ces germes se cultivent treés bien sur milieux ordinaires a 37°C ; en 24 heures, les colonies sont lisses,

rondes, opaques et bombées. Les colonies peuvent étre pigmentées en jaune doré ou jaune citrin et sur

gélose au sang, certaines souches sont hémolytiques.Les germes appartenant a ce genre sont des

commensaux de la peau et des muqueuses de I’Homme et des animaux (Denis et al., 2007).

On distingue notamment 1’aptitude a produire une enzyme appelée coagulase. Cette enzyme inhibe la

phagocytose, active la coagulation et permet la formation de thromboses. Ainsi, il existe les

staphylocoques coagulases positifs (Staphylococcus aureus) et les staphylocoques coagulases négatifs

(Staphylococcus epidermidis, S. saprophyticus, S. hominis, S.capitis ...) (Dennis et al., 2007).

Staphylococcus aureus, comme toute bactérie pyogene, est 1’origine d’infections suppuratives. Il s’agit

le plus souvent d’auto-infection a partir de la flore endogéne, mais ’origine peut aussi étre exogene,

c’est le cas des toxi-infections (Denis et al., 2007).

La paroi de S. aureus possede des adesines: protéine A, un récepteur pour la fibronectine et un

récepteur pour le fibrinogene. Elle produit de nombreuses toxines: hémolysines, leucocidines,
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entérotoxines et Exfoliatine. Et elle produit différentes enzymes qui peuvent favoriser sa diffusion
(Nauciel, 2000)

1.5.2.2 .Streptocoque

Les streptocoques sont des cocci sphériques a Gram positif, se disposent en chainette plus au moins
longues, appartiennenta la vaste famille des Streptococcaceae.lls sont immobiles, asporulés,
différenciables des staphylocoques par I'absence de catalase et leur culture nécessite habituellement des
milieux riches. Ce sont des bactéries ubiquistes, saprophytes des eaux, de 1’air et du sol. Elles sont aussi
commensales des cavités naturelles ou des téguments de ’Homme et des animaux (Hart et Shears,
1997 ; Delarras, 2007).

Trois grands groupes de streptocoques peuvent étre distingueés :

1 le groupe de streptocoques pyogénes ressemble les especes les plus virulentes et responsables de
suppurations. Ces souches sont béta-hémolytiques et appartient aux groupes A, B, C et G de
Lancefield ;

2 le groupe de streptocoques oraux « streptocoques viridans », commensaux des muqueuses

habituellement non hémolytiques et non groupables par la méthode de Lancefield ;

3 les streptocoques du groupe D commensaux du tube digestif de I’Homme et des animaux (Avril,
1997)

La caractérisation d’un antigene polysaccharidique de la paroi permet ensuite de situer les streptocoques

parmi les groupes sérologiques de Lancefield (AaH etde KaT).

1.5.2.3 . Entérocoques

Les Entérocoques font partie de la famille d’Enterococaceae ; ce sont des cocci ovulairesa Gram positif
groupés en paire ou en chainette.lls sont aéro-anaerobies facultatifs, rarement capsulés, immobiles et ne
possede pas la catalase. Ils se cultivent bien sur milieux ordinaires ou sur des milieux hostiles (en
particulier ceux contenant une concentration élevée de NaCl) (Nauciel, 2000).

Les entérocoques sont des germes ubiquistes (sols, eaux douces et marines, végétaux), qui vivent en
commensalisme dans I’intestin de I’Homme et des animaux.Ils peuvent étre pathogénes pour I’Homme

et pour les animaux (Dellaras, 2007).



Chapitre 2
ANTIBIOTIQUES ET ANTIBIORESISTANCE

2.1.Définition d’un antibiotique

Les antibiotiques sont des substances élaborées par des microorganismes, ou des substances
synthétiques, qui sont bactériostatiques ou bactéricides a faible dose.Elles ont une toxicité sélective pour
les cellules procaryotes et une toxicité faible pour les cellules eucaryotes (Fauchére et Avril, 2002).

Les antibiotiques a spectre large, agissant sur la majorité des espéces bactériennes pathogenes a Gram +
et a Gram- alors que les antibiotiques a spectre étroit, ayant une action limitée (antibiotiques des
bactéries a Gram +) ou trés limitée (antibiotiques staphylococciques) sur les bactéries (Delarras, 2007).

2.2.Mode d’action des antibiotiques
La plus part des ATB inhibent des voies métaboliques de la bactérie. Chaque famille d’ATB posséde
son site d’action propre(Annexe 2, Tableau 1) (Nauciel et Jean-Louis, 2005). On distingue :

v" des antibiotiques agissant sur la synthése du peptidoglycane.

v" des antibiotiques inhibant la synthése protéique.

v" des antibiotiques agissant sur les acides nucléiques.

v' des antibiotiques agissant sur les membranes.

2.3.Résistance bactériennes aux antibiotiques

2.3.1.Définition de la résistance

En microbiologie, une bactérie est dite résistante quand elle supporte une concentration d’ATB
notablement plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres souches de la
méme espéce ou des individus de la méme culture. Selon la définition clinique une bactérie résistante est
une bactérie qui échappe au traitement ce qui peut se manifester par un échec clinique. La définition
génétique correspond a la présence de génes de résistance au sein de la bactérie, détectés par des
techniques génétiques (Guillot, 1989).

2.3.2.Types de résistance

Il existe deux grands types de résistance aux antibiotiques :

La résistance naturelle : est présente chez toutes les bactéries de la méme espéce ou du méme genre
bactérien. Elle a pour support génétique le chromosome bactérien.

La résistance acquise : n’est présente que chez certaines souches de la méme espéce ou du méme
genre.

Sur le plan génétique, la résistance peut étre acquise par la bactérie (qu’elle est habituellement sensible a
I’ATB testé) par deux voies :

- Soit par des mutations dans le génome, on parlera alors de transmission verticale a la descendance.

9



- Soit par I’acquisition d’information génétique étrangere (elle a pour support les plasmides ou les
¢léments transposables ou les intégrons), en provenance d’autres bactéries, par transfert horizontal
(Courvalin, 2008).

2.3.3.Mécanismes de resistance

Les bactéries ont développé quatre grands mécanismes de la résistance pour échapper a I’action des
antibiotiques utilisés en thérapeutique (Louzniewski et al., 2010) :

Diminution de la perméabilité de la membrane bactérienne.

Production d'enzymes inactivant les ATB.

Un systeme d’efflux actif conduit & une diminution de la concentration intracellulaire de I’ATB.

Modification de la cible des antibiotiques.

Pompe defflux e O

Enzyme dégradant : 39 (J
'antibiotique — o
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9 y /) [@
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Figure 2.1 : Les mécanismes de résistance de la bactérie (Willeyet al., 2013).

2.4 Multirésistance

Il est d’usage de parler de multirésistance face a une bactérie qui, du fait de I'accumulation de
résistances naturelles ou acquises, n'est plus sensible qu’a un petit nombre d'antibiotiques habituellement
actifs en thérapeutique ou face a "une bactérie sensible a moins de 3 familles d'antibiotiques”
(Lozniewski et al.,2010). La multirésistance est une étape qui préceéde I’impasse thérapeutique

(Gagnaire et al.,2015).
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L’acquisition d’une BMR peut se faire de deux manieres :

- soit de maniére exogeéne a partir de I’environnement hospitalier du patient ou a partir d’autres patients
porteurs dans une unité.

- soit de maniére endogeéne par sélection au sein de la propre flore du patient d’une souche préexistante
multirésistante (Cattoen, 2015).

Les principales bactéries multirésistantes sont :

2.4.1. Staphylococcus aureus résistants a la méticilline (SARM)

Résistante naturelle : Les Staphylococcusaureus sont naturellement résistants a 1’aztréoname,l’acide
nalidixique et la colistine (Courvelin et al., 2006).

Résistance acquise : Deux mécanismes principaux de résistance (Daurela et Leclercga, 2008)sont
décrits :

- la production d’une pénicillinase plasmidique qui inactive la pénicilline G et I’ampicilline.

- Méticillino-résistance par modification de cible :La résistance a 1’oxacilline est conférée par
I’acquisition d’une cassette chromosomique SCCmec portant le géne mecA, qui code une
protéine membranaire additionnelle (PLP2a) dont I’affinité pour les béta-lactamines est tres
faible, entrainant une résistance croisée a toutes les molécules de cette famille (Haenni et al.,
2011).

2.4.2. Pseudomonas aeruginosa résistant a la ceftazidime et ou I’imipénéme

Résistance naturelle : P. aeruginosa est caractérisé par la faible perméabilité de sa membrane externe,
associée a la présence d’une céphalosporinase inductible et 1’existence de pompes d’efflux actifs. Ces
caractéristiques expliquent sa résistance a des [-lactamines comme les aminopénicillines, les
céphalosporines de 1%¢, 2°™ etde 3°™ génération et méme certains carbapénémes (Mérensa et al.,
2012).

Résistance acquise :

- L’acquisition de résistance aux B-lactamines chez Pseudomonas aeruginosa résulte de mutations
entrainant une surproduction de la céphalosporinase constitutive AmpC, une surexpression des
systemes d’efflux actif et une diminution de perméabilité membranaire.

- Production des BLSE qui sont des enzymes dont le spectre, plus ou moins large, inclut les C3G et
les CAG (céfépime).

- Les carbapénémases sont des B-lactamases dont le spectre s’étend aux carbapénémes (imipéneme,
méropénéme et/ou doripéneme).

- La résistance aux aminosides est liée a 1’acquisition d’enzymes modificatrices ou de méthylases et

parfois d’une surexpression de pompes d’efflux.
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- La résistance aux fluoroquinolones est essentiellement liée a des mutations responsables d’une

modification structurale de I’ADN gyrase. La surexpression des pompes d’efflux contribue

également a cette résistance.

L’accumulation de ces différents mécanismes peut conduire a des souches P. aeruginosa

multirésistants(Mérensa et al., 2012).

2.4.3. Acinetobacter baumannii ceftazidime et ou imipénémemultirésistant

Résistance naturelle :

Production des Céphalosporinases est a I’origine de la résistance aux aminopénicillines, a
céfalotine et la céfoxitine chez 1’espéce A. baumannii.

Imperméabilité naturelle confére une résistance naturelle aux  chloramphénicols et a
triméthoprime.

A. baumannii est également naturellement résistant a 1’ertapénéme, a la fosfomycine, au
triméthoprime, a ’acide pipémidique, a la norfloxacine (mais pas a I’acide nalidixique), aux

furanes et il est peu sensible a I’aztréonam (Decréa, 2012).

Résistance acquise :

pénicillinases plasmidiques conferent la résistance aux pénicillines a large spectre (ticarcilline,
pipéracilline).

résistance aux céphalosporines de troisieme génération (C3G) liée a la surexpression de
céphalosporinases chromosomiques.

La résistance aux carbapénémes liée a 1’association d’hyperproduction de céphalosporinase et
d’imperméabilité.

L’acquisition de BLSE plasmidique conférant une résistance a I’ensemble des béta-lactamines a
I’exception des carbapénemes.

la résistance aux aminosides est liée a la production d’enzymes inactivatrices (acétylases,
adénylases et phosphotransférases) et a des mécanismes d’efflux impliquant des pompes.

la résistance aux fluoroquinolones est due a des mutations au niveau des genes de I’ADN gyrase
et la topoisomérase,ainsi les systemes d’efflux qui jouent un réle important(Decréa, 2012).

2.4.4.Entérobactéries résistantes aux Céphalosporines de 3°™ Génération

Résistance naturelle : Le principal mécanisme de resistance des entérobactéries aux B-lactamines est la

production de -lactamase (Robin et al., 2012).

Résistance acquis :

Résistances non enzymatiques
Modification de la cible : modification des PLP par mutation
Hyperproduction de systéme d’efflux : résistance au céfoxitine et C2G.
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- Diminution de la permeabilité a été associée a une résistance aux carbapénémes chez des
souches hyperproductrices de céphalosporinases ou de BLSE (Robin et al., 2012).

Résistance enzymatique

- PB-lactamase a spectre étendu : Elles conférent une résistance a toutes les pénicillines, aux
céphalosporines de 1 et 2°™ génération et I’aztréonam.

- L’hyperproduction d’un Céphalosporinase confére une résistance a au moins une C3G, a toutes
les pénicillines ainsi qu’a toutes les céphalosporines de 2e geénération (C2G) et aux
céphamycines.

- Production de trois types de carbapénémases appartient aux classes (A, B et D) d’Ambler et
conferent une résistance au carbapéneme.
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Chapitre 3
Mateériel et Méthodes

Notre stage de fin d’études a été effectué au niveau de 1’unité de bactériologic du laboratoire de
microbiologie au CHU Moustapha Bacha d’Alger et ce durant une période de 4 mois (1 Février au
31 Mai 2017). Durant cette période, nous avons réalisé une étude prospective qui a porté sur 136
prélevements de pus du site opératoire (plaies suppuratives) des patients hospitalisés au niveau de
différents services hospitaliers du CHU.

3.1. Matériel

3.1.1. Prélevements cliniques

Les prélevements purulents au niveau du site opératoire ont été effectués par personnel soignant et
acheminés au laboratoire de Microbiologie de 1’hdpital. Ces échantillons englobent toutes
suppurations qu’elles soient superficielles (plaie traumatique et chirurgicale) ou profondes
(localisation abdominale, pelvienne, ostéo-articulaire).

Selon la localisation de pus, le prélevement se fait a 1’aide d’une seringue stérile pour les

suppurations profondes ou bien avec un écouvillon dans le cas des suppurations superficielles.

Le prélevement est recu avec une fiche de renseignement clinique contenant le nom et le prénom du
patient, 1’age, le sexe, le type d’intervention, le site de prélévements, le service hospitalier et,
éventuellement, les traitements antérieurs. Par la suite, il est enregistré dans un registre de
laboratoire. Un numéro d’ordre interne au laboratoire lui est attribué (numéro inscrit sur la fiche de

renseignements et sur le prélévement).

3.1.2. Souches bactériennes de référence
Afin de valider les différents tests effectués, nous avons utilisé les souches de références citées dans
le Tableau 3.1.

Tableau 3.1. Souches de référence utilisées dans 1’étude

Souches Réference
Escherichia coli ATCC 25922
Staphylococcus aureus SASM ATCC 25923
Staphylococcus aureus SARM ATCC 43300
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Klebsiella pneumoniae carbapénemase positif ATCC BAA-1705
Klebsiella pneumoniae carbapénemase négatif ATCC BAA-1706

SASM : Staphylococcus aureus Sensible a la Méticilline ; SARM : Staphylococcus aureus Résistant a la Méticilline ;
ATCC : American Type Culture Collection
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3.1.3. Huile essentielle de citronnelle

L’essence aromatique de citronnelle (Cymbopogon citratus DC.) provient de la société « Extral-
Bio » de production des huiles essentielles, sise a Chiffa (Blida). Cette huile aromatique a éte
distillée a partir de la partie aérienne fraiche de la plante (tige et feuilles) qui est cultivée au niveau
de ladite société, et ce au mois de Juin 2016. L’identification botanique de la plante a été faite
antérieurement au niveau du conservatoire du Jardin d’Essais d’El-Hama (Alger). Le procéde
d’extraction utilis¢ par la société est ’entrainement a la vapeur d’eau conduit a échelle industrielle
sous pression. Aussi, I’HE est certifiée « 100% naturelle » car n’ayant était additionnée ou
mélangée a aucun solvant organique durant la phase de production. De plus, aucuns traitements
organique (engrais) ou chimiques (pesticide) n’ont été utilisés durant la phase de culture. L’HE a été
conservée dans des flacons stériles teintés a 4°C et a I’abri de 1’air et de la lumicre, pendant toute la
durée de notre travail, pour éviter d’éventuels phénoménes d’oxydation, d’altération chimique ou de
contamination microbienne.

La composition chimique de I’HE a été réalisée par analyse chromatographique et a révélé que le

géranial est le constituant majoritaire (28,9%), suivi par le néral (24,3%) et le myrcéne (23.9%).

3.1.4. Réactifs et milieux de culture
Les réactifs, colorants et antibiotiques utilisés lors de notre étude sont cités en Tableau 3.2.

Tableau 3.2. Réactifs et milieux de culture utilisés.

Colorants Fuchsine ; Violet de Gentiane ; Solution de Lugol ; Bleu de methylene

Réactifs Réactif de Kovacs; Reéactif de Voges et Proskaver 1 et 2: VP1 et VP2 ; -
Réactif de tryptophane désaminase TDA ; - Réactif pastorex et Réactif
Staphaurex plus* ; Plasma de lapin reconstitué

Antibiotiques Amoxicilline + Ac. clavulanique (AMC 10/20ug), Céfotaxime (CTX,30uQ),
Imipénéme (IPM,10ug), Ertapénéme (ERT,10ug), Gentamicine(GEN,30ug),
Ciprofloxacine(CIP, 5ug), Cotrimoxazole(SXT,1.25/23. 75 ug), Ticarcilline
(TIC,75uQ), Pipéracilline (PIP,100ug), Céftazidime (CAZ, 30ug),
Tobramycine (TOB, 10ug), Lévofloxacine(LVX,5ug), Colistine
(COL,10ug), Tobramycine(TOB,10ug), Oxacilline (OXA,1ug), Pénicilline
(PEN ,10pl), Erythromycine(ERY,15ug), Clindamycine (CLI,2ug),
Pristinamycine(PRI,15ug), Vancomycine(VAN,30ug), Tétracycline (TCY
,30ug), Acide fusidique (FUS,10ug), Amikacine (AMK,30ug), Ofloxacine
(OFX, 5ug), Ampicilline (AMP,10pg), Gentamicine Haut niveau
(GEN,120u9), Streptomycine Haut niveau (STH,300ug), Teicoplanine
(TEC, 30ug), Lévofloxacine (LVX, 5ug).

Milieux de culture | Gélose Nutritive ; Gélose au Sang Cuit ; Gélose au Sang Frais ; Milieu de
Chapman ; Gélose Hektoen ; Milieu de Mueller-Hinton

Autres Alcool & 95% ; Eau oxygénée H,0,. Eau physiologiques a 5% ; L’huile de
vaseline ; L huile 4 'immersion stérile ; Eau de javel ; - Galerie Api 20°
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3.2. Méthodes

3.2.1. Examen bactériologique du pus
3.2.1.1. Examen macroscopique du prélévement
L’examen macroscopique repose sur l’observation de la consistance, la couleur, 1’odeur et le

caractére éventuellement sanglant (hémolyse) du pus.

3.2.1.2. Coloration simple au bleu de méthyléne

Principe : La coloration simple au bleu de méthyléne, consiste a évaluer I’abondance et la nature

des leucocytes (lymphocytes, polynucléaires), la forme des bactéries (cocci, bacilles) et leur

disposition (chainettes, diplocoques, grappe) ainsi la présence des levures, des hématies, des

cellules épithéliales (Guezlane-Tebibel et al., 2011).

Technique :

- Déposer sur une lame porte objet une goutte de 1’eau physiologique stérile puis mélanger avec
le prélévement de pus.

- Répandre quelgues gouttes de colorant sur le frottis et laisser en contact pendant 20 minutes.

- Laver abondamment a I’eau distillée.

- Sécher dans la flamme d’un bec bunsen et examiner au microscope optique a 1’objectif x 100 a

immersion (Dellaras, 2007).

3.2.1.3. Mise en culture

Principe : Pour les examens microscopique le prélévement est ensemenceé sur des milieux gélosés

solides en boite de Pétri et dans un milieu liquide en tube, afin de déterminer les caractéres

culturaux de ces bactéries (Dellaras, 2007). Ceci permet par la suite une identification bactérienne
ainsi que I’étude de la sensibilité aux antibiotiques lorsque la bactérie est isolée en culture pure

(Denis et al., 2007).

Technique :

- Culture dans un milieu d’enrichissement, le Bouillon Glucosé Tamponné (BGT) : tremper
I’écouvillon de prélévement dans le BGT, (ou déposer une goutte pour les prélévements a la
seringue), puis I’incuber a 37°C pendant 24h. Apres 24h, observer a ’ceil nu les cultures, et
noter les trois caractéres culturaux :

e Turbidité, trouble plus au moins intense du milieu.
e Formation d’une pellicule, masse de cellules flottant & la surface et formant un voile
e Dépobt, sédiment au fond du tube plus au moins abondant, coloré ou non.

- Culture sur milieu gélosé :
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- Ensemencer les boites de gélose (Gélose sans frais GSF, Gélose sang cuit GSC, Gélose
Hektoen, Gélose Chapman) en effectuant un écouvillonnage au niveau de premier cadran puis
poursuivre I’encensement par la technique des quatre cadrans a 1’aide d’une pipette pasteur.

- Les boites sont ensuite incubées pendant 24 a 48 h a 37°C en atmosphére ambiante pour les
milieux Chapman et Hektoen et a 35.5°C a 5% de CO; pour GSF et GSC.

- - Apres I’incubation, observer a I’ceil nu les colonies bactériennes développées sur les milieux

gélosés en boite de Pétri et noter les caractéres culturaux.

3.2.1.4. Examen microscopique a I'état frais

Principe : Il permet 1’observation des bactéries vivantes et la détermination de leur morphologie, de

leur mode de groupement et de leur mobilité éventuelle (Dellaras, 2007).

Technique

- Déposer, sur une lame stérile une goutte de 1’eau physiologique stérile puis apporter et dissocier
dans I’eau une colonie bactérienne bien isolée.

- Recouvrir d’une lamelle et observer au microscope optique a objectif x 40.

3.2.1.5. Coloration de Gram

Principe : La coloration de Gram repose sur les caractéristiques de la paroi bactérienne. Elle permet

de cataloguer les bactéries en deux grands groupes : les Gram-positifs et les Gram-négatifs

(Guezlane-Tebibel et al., 2011).

Technique: Apreés fixation du frottis par passage de la lame dans la flamme du bec bunsen.

- Recouvrir la lame par un 1* colorant, le violet de gentiane pendant une minute. Le violet de
gentiane est un colorant puissant va traverser les parois et les membranes des bactéries pour se
fixer dans le cytoplasme. A cette étape toutes les cellules sont colorées en violet.

- Rincer a I’ecau distillée.

- Ensuite, traiter la lame au Lugol et laisser agir pendant 30 secondes. Le Lugol sert de mordant:
celui-ci va renforcer le violet de gentiane contenu dans le cytoplasme bactérien.

- Rincer a I’eau distillée.

- Chasser en suite le violet de gentiane avec une solution d'alcool a 95°pendant 15 secondes.
Cette étape est cruciale car elle détermine quelle bacterie est Gram+ et quelle est Gram- :

v Les bactéries Gram + possedent une paroi riche en peptidoglycane, composant qui
empéche l'alcool d'emporter le violet de gentiane, celui-ci reste dans le cytoplasme. Les

bactéries n'étant pas décolorees.
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v" Les bactéries Gram- possedent une paroi pauvre en peptidoglycane, composant qui ne
l'aise pas l'alcool d'emporter le violet de gentiane, celui-ci sort du cytoplasme. Les
bactéries sont donc décolorées.

- Rincer la lame rapidement, puis la plonger dans un deuxieme colorant de contraste, la Fushine.
Ce colorant traverse toutes les parois et membranes et va colorer en rose toutes les bactéries qui
ont été décolorées durant I'étape précédente. les bactéries Gram + étant colorées en violet
n'apparaitront pas en rose.

- Rincer et sécher la lame, puis observer au microscope optique a l'objectif x 100, avec I'huile
d'immersion.

v" Les bactéries a Gram + restent toujours colorées en violet

v' Les bactéries Gram — apparaitront en rose (Guezlane-Tebibel et al., 2011).

3.2.1.6. Identification des bactéries

3.2.1.6.1. Identification des cocci a Gram positif

- Test d'orientation : test de catalase

Principe : La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et
anaérobies facultatives. Elle décompose I'eau oxygénée formée en eau et en oxygene qui se dégage
(Delarras, 2007).

Technique : Prendre une lame porte objet propre. Déposer sur celle-ci une goutte d'eau oxygénée et
émulsionner un peu la culture obtenue sur gélose.

Lecture : Le dégagement de gaz (O,) indique la présence de la catalase: catalase +.

- ldentification des staphylococcus
B Recherche de la coagulase

Principe : La coagulase, enzyme capable de coaguler le plasma sanguin a été mis en évidence chez
certains staphylocoques. La présence d'une coagulase est considérée comme étant I'élément
principal de détermination du caractére pathogéne des staphylocoques.
Staphylococcus aureus produit deux types de coagulase:

v La coagulase libre extracellulaire qui réagit avec la prothrombine du plasma.

v' La coagulase liée localisée sur la paroi bactérienne qui réagit avec les fibrinogenes

plasmatiques pour produire un coagulum.

» Recherche de la coagulase libre
- Reprendre le lyophilisat de plasma de lapin en y ajoutant aseptiqguement 6 ml d'eau distillée

stérile.
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Agiter le flacon plusieurs fois de fagon a assurer une compléte dissolution, tout en évitant la
formation de mousse.

Dans un tube stérile introduire successivement: 0.3 ml de plasma de lapin reconstitué +
quelques colonies du staphylocoque a tester. Bien homogéneiser.

Dans un autre tube stérile, préparer un témoin positif en introduisant quelques colonies du
I’ATCC S. aureus. Incuber les tubes a 37°C pendant 2h, 4h et 24 h

Lecture : La lecture est considérée comme positive lorsque le coagulum occupe les % du volume

initialement mis en jeu (Figure 3.1).

Figure 3.1: Test coagulase libre

» Recherche de la coagulase liée : Test de Staphaurex

Staphaurex est un test rapide d’agglutination latex pour I’identification des staphylococcus

possédant le facteur d’agglutination, la protéine A et/ou les antigénes de surface spécifiques du

Staphylococcus aureus (Remel, 2012).

Technique

Placer une goutte de latex test sur un cercle d’une carte de réaction et 1 goutte de latex contrdle
sur un autre cercle.

A T’aide d’un batonnet d’homogénéisation, prélever une quantité suffisante de colonies bien
isolées, pour couvrir I’extrémité du batonnet.

Emulsionner 1’échantillon de culture dans la goutte de latex test en frottant avec I’extrémité du

batonnet. Etaler le latex sur environ la moitié de la surface du cercle.

Lecture :

Résultat positif : Une agglutination du latex test accompagnée d’une absence d’agglutination du

latex contréle indique la présence de coagulase, de protéine A ou d’antigénes communs de S.

aureus dans la culture testée.

Résultat négatif : Une absence d’agglutination dans les deux réactifs signifie que la culture

analysée n’est vraisemblablement pas de 1’espéce S. aureus (Figure 3.2).
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PASTOREX*
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Figure 3.2 : Test Staphaurex

Identification des streptococcus

a) Recherche du pouvoir hémolytique

Les streptocoques peuvent étre classés selon I’hémolyse qu’ils produisent sur gélose au sang en:

o

Streptocoques B hémolytiques, qui produisent une hémolyse compléte des hématies avec
éclaircissement de la gélose autour de la colonie.
Streptocoques o hémolytiques qui produisent une hémolyse incompléte avec une coloration

verdatre autour des colonies
Streptocoques non hémolytiques ne produisent aucune modification de la gélose autour des

colonies (Denis et al., 2007).

b) Test d’agglutination par Pastorex Streptococcus : Test de groupage

Principe : Test d’agglutination de particules de latex pour I’identification des streptococcus des

groupes A, B, C, D, F et G. Lancefield a montré que la majorité des streptocoques pathogénes

possédaient des antigenes spécifiques polysaccharidiques permettant leur classification en groupes.

Ce test utilise une méthode simple d’extraction enzymatique de I’antigéne spécifique du groupe

contenu dans la paroi. L’antigéne extrait est identifié par des particules de latex sensibilisées par un

anticorps anti — antigene du groupe de streptocoques (Biomérieux, 2016).

Technique :

Dans un tube de 10 mL de I’eau physiologique, ajouter 0.4 mL d’enzyme d’extraction.

Prélever 2 a5 colonies suspectes a 1’aide d’une pipette pasteur et les émulsionner dans la
solution enzymatique. Incuber 10 minutes a 37° C.

Retirer les tubes et les laisser refroidir a température ambiante. L’extrait est alors prét a étre
utilisé. Déposer une goutte de chaque reactif au latex sur les cercles de la carte de reéaction.
Ajouter une goutte de 1’extrait sur chacun des six cercles avec une pipette Pasteur.

Imprimer un mouvement de rotation douce a la carte. L’agglutination sur un ou plusieurs cercles

doit normalement apparaitre en 30 secondes.
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Lecture : La réaction est positive si une agglutination apparait avec un des réactifs ou si celle-ci est
plus importante avec un des réactifs qu’avec les cinq autres. Si aucune agglutination n’apparait, la

réaction est négative.

3.2.1.6.2. ldentification des bacilles a gram négatif

- Tests d'orientation : Test d'oxydase

Principe : L’oxydase ou Cytochrome oxydase est une enzyme présente dans certaines chaines
respiratoires cytochromiques bactériennes (Dellaras, 2007).

Technique :

- Sur un morceau du papier filtre, déposer une goutte de réactive d’oxydase.

- Prélever a I’aide d’une pipette pasteur stérile une colonie isolée et 1’écraser sur le papier.
Lecture : Une coloration violet foncé apparait immédiatement sur le papier ou en quelques

secondes : test oxydase +.

- ldentification biochimique des entérobactéries par AP1 20E

Principe : API 20E est un systéeme standardisé pour I’identification des Enterobacteriaceae et autre

bacilles a Gram négatif non fastidieux comprenant 21 tests biochimiques miniaturis€s, ainsi qu’une

base de données. Cette technique consiste a réaliser 20 tests avec la galerie, puis interpréter les

résultats a I’aide de la base de données API 20E. La galerie se compose de 20 microtubes contenant

des substrats déshydratés pour la mise en évidence d’enzymes ou de fermentation de sucres. Les

tests enzymatiques sont inoculés avec une suspension dense, réalisée a partir d’une culture pure, qui

réhydrate les substrats. Les réactions produites durant la période d’incubation se traduisent par un

changement spontané ou révélé par I’addition de réactifs. La fermentation des carbohydrates

entraine une acidification se traduisant par un virage spontané de I’indicateur coloré (BioMérieux,

2009).

Technique

- Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau distillée dans
les alvéoles pour créer une atmosphére humide, puis placer la galerie dans la boite d’incubation.

- Prélever quelques colonies et préparer une suspension bactérienne dans ’eau distillée stérile.

- Remplie les tubes et cupules des tests CIT, VIP et GEL avec la suspension bactérienne et
uniquement les tubes des autres tests.

- Réaliser une anaérobiose dans les tests ADH, LDC, ODC, H2S, URE en remplissant leur cupule
d’huile de vaseline.

- Refermer la galerie et I’incuber a 37°C pendant 24H. - Apres incubation, noter sur la fiche de

résultat, toutes les réactions spontanées.
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- La révélation des trois TDA, VP et indole est faite par 1’ajout des réactifs nécessaires (TDA,
VP1, VP2 et KOVACS).

- L’identification est obtenue a I’aide d’un code formulé aprés la lecture de la galerie.

Lecture : La lecture des galeries API se fait selon les indications du fournisseur. Aprés codification

des réactions en un profil numérique : les tests seront regroupés en groupe de 3 prennent les chiffres

(1, 2 ou 4) pour un test positive et le chiffre 0 pour un test négative. On obtient un nombre de 7

chiffres (profil numérique). L’identification est alors obtenue en comparant avec le catalogue

analytique.

3.2.1.7. Tests de sensibilité aux antibiotiques
3.2.1.7.1. Antibiogramme
Principe : L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a été réalisée par la méthode de diffusion sur
milieu gélosé Mueller-Hinton selon les normes et les recommandations du comité de
I’antibiogramme de la société frangaise de la microbiologie (CASFM, 2014). L’antibiogramme
repose sur le principe de la compétition entre la croissance d’une bactérie et la diffusion d’un
antibiotique dans un milieu gélosé a partir d’un support papier pré-imprégné (Denis et al., 2007).
Technique : Préparation de I'inoculum :
- A partir d'une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d'isolement approprié, racler a l'aide d'une
pipette pasteur quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
- Bien décharger lI'anse dans 10 ml d'eau physiologique stérile a 0.9% .
- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0.5 MF.
Ensemencement :
- Tremper un écouvillon stérile dans I'inoculum.
- Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée seche de haut en bas en stries serrées.
- Répéter l'opération 2 fois en tournant la boite 60 ° a chaque fois, sans oublier de faire
pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la
périphérie de la gélose.
Application des disques d'antibiotique :
- Appliquer les disques sur une gélose MH écouvillonnée de la suspension de la souche.
- Presser chaque disque d’antibiotique a 1’aide de pinces bactériologique stérile et ne pas
déplacer les disques aprés application.
- Incubées les boites pendant 24h a 37°C.
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Lecture :
- Mesurer le diamétre des zones d’inhibition en millimeétre a 1’aide d’une régle graduée.
- Comparer les résultats obtenus aux valeurs critiques "standardisation des tests de sensibilité
aux antibiotiques a I'échelle nationale 7°™ édition 2014 * (Annexe 3, Tableaux 1,2,3,4,5 et
6).

- Classer les bactéries dans 1’une des catégories S sensible, I intermédiaire et R résistant.

3.2.1.7.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices
- Technique E-Test
Principe : C’est une technique de détermination de la CMI, validée pour les bactéries non
exigeantes et pour un certain nombre de bactéries exigeantes comme Streptococcus pneumoniae
(Benslimani et Benamrouche, 2011)
Technique
- Sur une boite de Gélose MH écouvillonnée de la suspension de la souche a tester (de la
méme maniere que 1’antibiogramme), déposer la bandelette a 1’aide d’une pince stérile, en
commengant par ’extrémité correspondant aux concentrations les plus faibles de
I’antibiotique testé puis en progressant jusqu’aux concentrations les plus élevées. Eviter la
formation de bulles d’air entre la gélose et la bandelette, une fois appliquée la bandelette ne
peut étre déplacée. Laisser la boite couvercle en haut pendant 15 mn au plus.
- Incuber la boite a 35°C pendant 24h.
Lecture
- La CMI de I’antibiotique testé est lue a 1’ceil nu, boite ouverte et bien éclairée.
- Elle correspond a la graduation, située a la jonction entre I’ellipse (dessinée par 1’inhibition
de la culture bactérienne) et la bandelette E-test (Figure 3.3 ).Comparer les résultats obtenus,
aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture correspondantes.

- Classer la bactérie dans 1’une des catégories S, R ou L.

Valeur de la CMI

Figure 3.3. CMI de la pénicilline G d’une souche S. pneumoniae (E-test)
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- Technique automatisée par MicroScan® WalkAway96 plus

Principe : L’automate MicroScan® WalkAway 96 plus (Figure 3.4) permet la détermination des

concentrations minimales inhibitrices (CMI) par micro-dilution, basée sur la croissance réelle des

bactéries dans chaque puits d’antibiotique, suivant les normes recommandees par la CLSI

(Benamrouche, 2014).

Mode opératoire

- Introduire toutes les données concernant le prélevement et la souche a étudier, dans le logiciel
Lab-Pro. Un code barre est attribué a chaque souche.

- Prélever 1 a 2 colonies bien isolées et inoculer dans la solution d’inoculation, mélanger
vigoureusement (8 a 10 fois) afin de bien I’homogénéiser, puis vider dans le bac d’inoculation.

- ATlaide de I’appareil Renok, transférer le milieu d’inoculation a partir du bac vers la plaque

- Incuber la plaque dans le Walk-Away pendant 24h a 48h

Lecture : Apres I’incubation, Le résultat est obtenu par I’impression automatique d’un rapport

comprend le profil de résistance ou de sensibilité aux antibiotiques testés de I’espéce testée.
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Figure 3.4: Micro Scan® Walk Away 96 plus (a gauche), plague Walk Away 96 plus (a droite)

3.2.2. Tests complémentaires
Pour certains antibiotiques ou familles d’antibiotiques, I’antibiogramme standard n’est pas suffisant
et, par consequent, des tests complementaires doivent étre pratiqués avant une interprétation

définitive (Ammari et Ouar-Korichi, 2014).

3.2.2.1. Recherche de la résistance de Staphylococcus aureus a I’oxacilline :
Principe : Pour S. aureus, le disque de céfoxitine est comparable a celui de 1’oxacilline pour
détecter la resistance a 1’oxacilline par production de PLP2a (gene mecA<6) ; cependant, le disque

de céfoxitine est plus facile a lire et donc c’est la méthode préférée (Ammari et Ouar- Korichi,

2014).
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Technique :

- Déposer un disque de FOX sur une gélose MH écouvillonnée de la suspension de la souche a
tester.

- Incuber a 35° C pendant 24h.

Lecture : Mesurer les diametres d’inhibition. Pour les souches (OXA S), le diamétre d’inhibition

doit étre > 22 mm alors que pour les souches (OXA R) il doit étre < 21 mm.

Remarque : A fin de valider les résultats, utiliser un contrdle de qualité a I’aide d’une souche S.

aureus ATCC 43300 mecA(+) (diametre d’inhibition FOX < 21 mm) et S. aureus ATCC 25923

mecA (+) (diametre d’inhibition FOX 23 429 mm)

3.2.2.2. Recherche de la B-Lactamase a Spectre Elargi (BLSE) chez les entérobactéries

On recherchera une BLSE devant un diametre inférieur aux valeurs suivantes : céfotaxime (CTX <
27mm), ceftazidime (CAZ < 22mm), ceftriaxone (CRO < 25mm) .

Les méthodes de détection de la BLSE sont :

3.2.2.2.1. Test de synergie

Principe : Les BLSE dérivées des enzymes de classe A (Ambler) sont inhibées par les inhibiteurs
de B-lactamase (acide clavulanique) (Ammari et Ouar-Korichi, 2014).

Technique : Le test de synergie doit étre fait dans les mémes conditions standards de
’antibiogramme en déposant un disque d’AMC a 30 mm centre a centre d’un disque de : CAZ,
CTX ou CRO et ATM.

Lecture : La production d’enzyme peut se traduire par I’apparition d’une image de synergie ou
bouchon de champagne entre les disques : - AMC et CTX - AMC et CAZ - AMC et ATM.

En absence d’une image de synergie, la production de BLSE sera suspectée devant toute diminution
du diametre autour des disques de C3G.

Elle peut étre due a :

- Lasynthese d’une BLSE de type CMT (Complexe Mutants TEM)

- L’association de plusieurs mécanismes : BLSE + Céphalosporinase hyperproduite.

Dans ce cas, la recherche de CMT se fera en rapprochant les disques CTX- AMC de 20mm et

25mm au lieu de 30mm.
3.2.2.2.2. Test de confirmation ou technique du double disque

Ce test devra étre fait systématiquement devant :

- L’absence de synergie avec diminution des diametres des C3G
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- La présence d’une résistance aux molécules suivantes : ampicilline, ticarcilline, ceéfazoline, avec
un diameétre<6émm, par contre I’AMC présente un diameétre d’inhibition (Ammari et Ouar-
Korichi, 2014).

Technique

- Déposer un disque d’AMC et un disque de C3G (CTX ou CRO) a une distance de 30 mm
(centre a centre). Laisser diffuser les antibiotiques pendant une heure, a la température ambiante
(sur la paillasse), la boite sera déposée couvercle vers le haut.

- Apres 1h d’incubation, Oter le disque d’AMC et le remplacer par un disque de CTX ou CRO.

- Incuber la boite 18h a 35°C.

Lecture

Le test du double disque est positif quand le diamétre d’inhibition autour du C3G appliqué apreés la

diffusion du disque AMC est > Smm par rapport au diamétre d’inhibition autour du disque de C3G

(Figure 3.5).

AMC puis CTX

Figure 3.5 : Test de double disque positif

3.2.2.3 Recherche et approche phénotypique des carbapénémases chez les entérobactéries,
Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii

Signes d’appel

- Diametre d’inhibition pour méropéneme et imipénéme <22 mm

- Diametre d’inhibition pour ertapénéme < 21 mm

- Présence de colonies discretes dans la zone d’inhibition des carbapénémes

- CMI (E-test) pour les carbapénémes >2 pg/ml

- CMI (E-test) pour ertapénéme > 0.5 pg/ml

Et habituellement

- Résistance aux C3G (ceftazidime, céfotaxime, ceftriaxone)
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3.2.2.3.1 . Carbapénémase de la classe A d’Ambler : Test se synergie entre AMC-IMP

Principe : Ce test permet la détection des carbapénemases de la classe A d’Ambler qui sont

inhibées par I’acide clavulanique. Une image de synergie est recherchée entre I’acide clavulanique

et I’imipéneme (Ammari et Ouar-Korichi, 2014).

Technique

- Déposer les disques AMC et IMP 1’un a coté de I’autre sur une gélose MH écouvillonnée de la
suspension de la souche a tester. Incuber 18a 24h a35°C

Lecture : En présence d’une image de synergie entre le disque d’IMP et celui de ’AMC, le résultat

est positif.

3.2.2.3.2. Carbapénémase de classe B d’Ambler : Métallo-carbapéenémase

Il s’agit d’enzymes dépendantes du Zn++ et inhibées par ’EDTA. Ces enzymes conferent une
résistance aux pénicillines (la sensibilité a la pipéracilline est variables selon le type d’enzyme), aux
carbapénemes, aux C3G et aux céphamycines ; seul I’aztréonam n’est pas inactivé (Ammari et

Ouar-Korichi, 2014). Elles sont détectées par :

- Inhibition par PEDTA :
Déposer un disque d’IPM +EDTA (IM+ED) a c6té d’un disque d’imipenéme.
Lecture: L’EDTA inhibe I’enzyme entrainant une augmentation du diametre d’inhibition du

disque IM+ED par rapport au disque IPM seul.

- Test de Hodge modifié : Ce test est a 100% de sensibilité et de spécificité pour détecter les
carbapénemases de la classe B d’Ambler.

Technique

- Préparer une suspension d’E. coli ATCC 25922 & 0.5MF dans 5 ml d’eau physiologique.

- Diluer cet inoculum au 1/20°™ (0,5 ml de suspension de 0,5 MF + 4,5 ml d’eau physiologique.

- Ensemencer une gélose MH par écouvillonnage, laisser sécher 3 a5 mn.

- Déposer au centre un disque d’ertapénéme 10 pg.

- A partir du disque, faire une inoculation en trait avec la souche a tester et avec deux souches de
réference (K.pneumoniae ATCC BAA-1705 : carbapenémase positive) et K.pneumoniae ATCC
BAA-1706 : carbapénemase négative). Incuber a 35°C pendant 24 h .

Lecture : Aprés I’incubation, les souches productrices de carbapénémase de type B vont pousser

jusqu’au contact du disque d’Ertapéneme ou Méropinéme.
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- Le test est positif quand E. coli ATCC 25922 au contact d’une souche productrice de
carbapénémase de type B, va pénétrer et croitre dans le diamétre d’inhibition en donnant un
aspect d’invagination de la culture.

- Le test est négatif quand il n’y a aucune modification du diamétre d’inhibition d’E. coli ATCC

25922 au contact des souches a étudier.

3.2.3. Evaluation du pouvoir antibactérienne de I'huile essentielle in vitro

L’évaluation des propriétés antimicrobiennes des molécules terpéniques et des produits naturels est
basée sur I’inhibition de la croissance des microorganismes soumis a I’HE. A cet effet, nous avons
utilisé deux méthodes qualitatives (aromatogramme et microatmosphere) et une technique
guantitative (détermination des concentrations minimales inhibitrices) lors de notre screening.

3.2.3.1. Technique de diffusion en milieu solide (Aromatogramme)

Cette technique a été décrites par plusieurs auteurs (Zaika, 1989 ; Tyagi et Malik., 2011). C’est la
méthode que nous avons adoptés pour évaluer, dans une premiére étape, le pouvoir antibactérien de
I’essence de citronnelle sur la croissance des BMR (Figure 3.6). Elle est basée sur une technique
utilisée en bactériologie, I'antibiogramme.

Au cours de cette méthode, nous avons utilisons des disques de 9 mm de diameétre (Antibiotica-
Testblattchen, Schleicher & Schuell, D-3354, Dassel, Allemagne) qui ont été imprégnés d’une
certaine quantité d’HE (20 et 40 uL d’HE par disque) afin d’apprécier I’effet « dose-dépendant ».
Le disque sera déposé au centre d’une boite Pétri contenant un milieu gélosé préalablement
ensemencé par une souche microbienne. L'étude du pouvoir antimicrobien est identique a celui de
I'antibiogramme. La seule différence réside dans le remplacement des disques d’ATB par des
extraits aromatiques.

Chaque boite Pétri est ensuite fermée et incubée dans 1’étuve a température adéquate (37°C pendant
24h pour les bactéries). La phase liquide de 1’essence aromatique diffuse a partir du disque au sein
de la gélose et y détermine un gradient de concentration. Les especes BMR vont se développer sur
toute la surface gélosee sauf la ou elles rencontrent une concentration d'essence suffisante qui
inhibe leur croissance. Aprés incubation et a la sortie de 1’étuve, I’absence de la croissance
microbienne se traduit par un halo translucide autour du disque et dont le diametre de la zone
d’inhibition (DZI) est mesuré et exprimé en millimétres (mm). Ainsi, la souche microbienne sera
classée comme étant sensible, intermédiaire ou résistante vis-a-vis de I’HE.
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Figure 3.6: Pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle déterminé par

diffusion en milieu solide (aromatogramme) (Guinoiseau, 2010).

3.2.3.2. Technique de diffusion en phase vapeur (Microatmosphere)
Cette technique a été utilisée afin d’évaluer le pouvoir inhibiteur de la phase volatile de ’'HE

(Figure 3.7). Cette méthode est rarement explorée; peu d’auteurs ont évalué les propriétés
inhibitrices de la phase vapeur des molécules terpéniques (Tyagi et Malik, 2011 ; Boukhatem et
al., 2014).

Le disque imprégné est déposé au centre du couvercle de la boite Pétri, renversée pendant la durée
de I’expérience. Celui-ci n’est donc plus en contact avec le milieu gélosé. De la méme maniere que
I’aromatogramme, nous avons appliqué 2 quantités croissantes au disque. En premier lieu, 20 uL
d’huile a été déposée sur un disque de papier filtre de 2 cm de diametre. Dans le second essai, un
disque de 4 cm a été imprégné par 40 uL d’huile. Le diametre du disque differe selon la quantité
d’huile a imprégner afin d’obtenir son bon étalement sur le couvercle et, par conséquent, une
meilleure diffusion et évaporation. La préparation de 1’inoculum, I’ensemencement, 1’incubation et
la lecture des résultats ont €té réalisés de la méme maniere que la méthode de diffusion en milieu
gélosé (Aromatogramme). La boite est fermée avec le couvercle en bas et mise a 1’étuve a 37°C
pendant 24 h. Il se produit une évaporation des substances volatiles qui, en contact avec les BMR
ensemencés préalablement sur le milieu gélosé, va inhiber leur croissance. Apres incubation et a la
sortie de I’étuve, I’absence de la croissance bactérienne se traduit par une zone translucide sur la
gélose de contour plus ou moins nette, a tendance circulaire.

Gelose Mueller Hinton

£ ensemencée en nappe

I j#—— DBoite de pétri renversée

Incubation

- z -
| I . Déveleppement microbien

Figure 3.7 : Pouvoir antimicrobien de I’huile déterminé par microatmosphére (Bousbia, 2004).
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La seule différence entre cette méthode et les aromatogrammes réside principalement dans la
position du disque imprégné. Cette méthode permet de mettre en évidence la diffusion des

composants volatils des HE a I’intérieur d’une boite Pétri.

3.2.3.3. Technique de dilution en milieu gélosé (macrodilution)

La technique de dilution en milieu solide est recommandée par le National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS, 2000) pour évaluer la sensibilité des bactéries micro-aérophiles aux
agents antibactériens. Elle consiste a ensemencer, par un inoculum standardisé, une gamme de
concentration décroissante en HE dispersée de facon homogéne et stable dans le milieu de culture.
Apres incubation, I’observation de la gamme permet d’accéder a la CMI, qui correspond a la plus
faible concentration en HE capable d’inhiber la croissance bactérienne.

Cette technique, tres fiable et reproductible pour les agents antimicrobiens hydrosolubles, pose un
probléme de diffusion et d’homogénéité de dispersion avec les HE qui ont une trés faible solubilité
dans les milieux de culture aqueux. Ce probléme a été résolu en partie par 1’utilisation d’un
émulsifiant non ionique, en 1’occurrence le Tween 80.

La dilution en gélose implique I’incorporation d’un agent antimicrobien dans un milieu gélosé a des
concentrations variables, en général une dilution en série de 2 en 2, suivie de I’ensemencement d’un
inoculum bactérien défini a la surface de la gélose de la boite.

Une série de dilution de I’HE est préparée avec un intervalle de concentrations qui varie entre 2% a
0,0078% pour les BMR. L’ensemencement de chaque milieu sera fait par touche a I’aide d’un
écouvillon stérile. Les boites Pétri seront incubées a 37°C pendant 24h. La lecture des résultats se
fait visuellement en observant s’il y a Dl’apparition d’une éventuelle colonie microbienne, en
comparaison avec une boite témoin (exempte d’HE). La CMI se définie comme étant la plus petite
concentration du produit pour laquelle aucune croissance n'est visible a 1'eeil nue. Le résultat sera
exprimé en % (v/v).

A noter que les CMI ont été déterminées uniquement pour les souches ayant manifesté une certaine
sensibilité a 1‘action inhibitrice de I’HE par les méthodes préliminaires.
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Chapitre 4

Résultats et discussion

Notre étude s’est axée sur I’examen cytobactériologique des prélevements purulents provenant deu
site opératoire de différents services hospitaliers du CHU Mustapha Bacha (Alger). Aussi, les
bactéries multi-résistantes ont été isolées et identifiés afin de déterminer leur profil de résistance

aussi bien aux antibiotiques qu’a I’huile essentielle de citronnelle.

4.1. Répartition des prélevements selon leur nature

Durant notre stage, nous avons effectué une analyse bactériologique de 136 prélévements purulents
provenant de patients post-opérés au niveau de différents services chirurgicaux et cliniques du CHU
Mustapha Bacha.

Parmi les 136 prélévements de pus obtenus, 97 prélevements sont des suppurations superficielles
avec un taux de 71.32% et 39 prélevements sont des suppurations profondes avec un taux de
28.68% (Figure 4.1).

= Pus superficiel

Pus profond

Figure 4.1 : Répartition des prélévements selon leur type (n=136)

Cliniguement, le diagnostic d'infection repose surtout sur la présence d'un écoulement purulent au
niveau du site chirurgical. Ceci peut étre associé a un cedéme, un érythéme, une déhiscence de la
plaie ou a la formation d'abces. Lors de toute suspicion d'infection, des prélevements doivent étre
réalisés pour examen microscopique direct, cultures et antibiogramme. Il est tres important que cet
envoi soit accompagné de bons renseignements cliniques notamment sur le niveau et le type de
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prélevement : la présence de bactéries isolées a partir d'un prélevement purulents superficiels d'une
plaie n'a pas du tout la méme signification clinique qu'un prélévement profond ou un écoulement
purulent franc (Dadé Ben Sidi et Hadara, 2008). Au titre d’exemple, les staphylocoques a
coagulase négative et les corynébactries sont considérés comme des contaminants dans les pus
superficiels car ils font partie de la flore cutanée alors que leur isolement dans des pus profonds

peut révéler une infection.

4.2. Répartition des prélevements selon la culture
L’examen cytobactériologique a révélé la présence de germes dans 77 cas (55 superficiels, 22
profonds), avec des taux de 56.62% et 38.23%, respectivement et 7 cultures contaminées (flore

poly-microbienne) avec une fréquence de 5.15 % (Figure 4.2).

5.15%

m Culture positive
® Culture négative

[ Flore contaminée par > 3

germes

Figure 4.2 : Répartition des prélévements selon les cultures obtenues (n=136).

Selon Troillet et Zanetti (2002), la contamination bactérienne de la plaie est une étape obligatoire
pour la survenue d'une ISO. Elle est le plus souvent endogene, la source de la bactérie étant dans ce
cas la flore cutanée ou muqueuse du patient bien qu'une source exogene puisse étre en cause (l'air
de la salle d'opération, le personnel ou les instruments). Bien que les mesures d'asepsie soient
efficaces, elles ne peuvent cependant pas éliminer toute contamination. Ceci provient entre autres
du fait qu'environ 20% des bactéries cutanées colonisent en profondeur des annexes telles que les
follicules pileux, et peuvent ainsi résister a une désinfection de surface.

La présence d’un écoulement stérile a la culture peut étre expliquée par la présence des germes

anaérobies stricts qui nécessite des milieux et des conditions d’incubation spécifiques, ou par la
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décapitation des germes par une antibiothérapie préalable (Schadé, 2001), comme il peut s’agir

d’un examen de controle que le médecin demande pour mieux établir le diagnostic.

Les cultures qui présentent 4 types de germes (ou plus) sont considérées comme des cultures
contaminées par une flore polymicrobienne. La contamination peut étre expliquée par le non-
respect des conditions idéales de prélevement et de transport des échantillons ou par une mauvaise

manipulation au niveau de laboratoire.

4.3. Répartition des prélevements positifs selon le sexe
La répartition des patients par sexe, fait apparaitre que le taux des femmes (55.84%) se rapproche
au taux des hommes(44.16%), avec un sexe ratio Femme/homme 1.26 (Figure 4.3).

® Féminin

B Masculin

Figure 4.3 : Répartition des prélévements selon le sexe (n= 77).

4.4. Répartition des prélevements positifs par tranches d’age
Durant notre étude, nous avons reparti les cas positifs en tranches d’age. Eu égard des résultats
obtenus, il apparait clairement que les adultes sont les plus touchés par I’infection du site opératoire.
(Tableau 4.1)

Tableau 4.1: Répartition des prélévements positifs selon 1’4ge (n=77)

Tranche d’age Effectif | Pourcentage (%)
<lans 7 9.09
1- 9 ans 4 5.19
10- 19 ans 2 2.6
20- 49 ans 14 18.18
50 — 99 ans 13 16.88
Adulte d’age indéterminé 37 48.05
Total 77 100
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Ces taux éleveés sont associés a la comorbidité (diabete, HTA, immunodépression, insuffisance
rénale ...) présente souvent chez des adultes.

4.5. Répartition des prélevements positifs par service hospitaliers

Les prélevements purulents des plaies opératoires recus au laboratoire de microbiologie du CHU
Mustapha proviennent de différents services hospitaliers. Au cours de notre étude, nous avons
réparti les prélevements positifs par service. Nous avons noté que le taux le plus élevé des ISO a été
retrouvé dans les services d’orthopédie-traumatologie avec un taux de 24.68%, suivi par la clinique
de chirurgie infantile (CCI) et chirurgie générale, avec des taux de 12.99% et 11.69 %
respectivement. La fréquence la plus faible a été enregistrée au niveau des services d’oncologie,
ORL, dermatologie, diabétologie et pneumologie avec un méme taux de 1.30%. Aussi, hous avons
noté un taux de 7.79% pour les patients consultés a titre externe (patients sortants mais hospitalisés
auparavant) (Figure 4.4).

Externe 17,79
Pneumo-phtisiologie [ 1,30
Diabétologie =3 1,30
Dermato [3 1,30
ORL |3 1,30
Oncologie [ 1,30
Gastrologie [ 2,60
Clinique médicale infantile CMI [0 2,60
Réanimation [l 3,90
Urgences médico-chirurgicales [ 5,19
Chirurgie thoracique [ 5,19
Neurochirurgie [ 5,19
Gynécologie [ 5,19
Chirurgie cardiaque [ 6,49

Chirurgie générale J 11,69
Clinique chirurgicale infantile CCI ) 12,99
Orthopédie ] 24,68

Figure 4.4 : Répartition de prélevements positifs par service hospitalier (n=77).

Il semblerait que les services ou sont effectués des actes chirurgicaux invasifs, nécessitants
I’utilisation d’importantes ouvertures et le pose de matériels prothétiques tels que les services
d’orthopédie, CCI et chirurgie générale qui ont un risque élevé d’étre le siege de développement de

germes potentiellement pathogénes. Ce risque est d’autant exacerbé, si le patient est a un age
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critique (personne agée, enfant bas age) ou s’il présente des maladies chroniques sous-jacentes

responsables d’une immuno-dépression.

4.6. Répartition des prélevements positifs selon le type de culture

L’analyse cytobactériologique du pus nous a permis de classer les cultures en deux groupes :
cultures monomicrobiennes avec un taux de 54.55% et cultures polymicrobiennes avec un taux de
45.45% (Figure 4.5).

60.00% - 54.55%
50.00% - 45.45%
40.00% H Culture monomicrobienne
. 0
30.00% - H Culture poly microbienne
20.00% -
10.00% -
0.00%
Culture Culture poly
monomicrobienne microbienne

Figure 4.5 : Répartition des prélevements positifs selon le type de culture (n=77).

La contamination du site opératoire est ainsi tres fréquente et souvent inévitable (Troillet et
Zanetti, 2002). Les germes responsables d’une infection du site chirurgical sont normalement
inoculés durant I’intervention et proviennent de la peau ou des muqueuses non stériles touchées
(digestive, urogénitale, respiratoire) durant 1’intervention. En outre, les germes peuvent provenir
d’un foyer infectieux distant concomitant. Les sources exogenes peuvent étre: le personnel
chirurgical, I’environnement de la salle opératoire et tous les instruments qui entrent en contact avec
le site opératoire. La présence de plusieurs sources d’infection augmente les chances de
contamination des plaies opératoires par une variété de germes hospitaliers (Benedetto et al.,
2013).

4.7. Répartition des germes isolés a partir des cultures positives

Au cours de cette étude, nous avons enregistré 77 cas de préléevements purulents de culture positive.
Les germes ayant été identifiés, a partir de ces cultures, ont été au nombre de 120 bactéries .Les
germes les plus fréquemment isolés étaient : les entérobactéries en premiére position avec un taux

de 46.67% et une prédominance de genre Klebsiella spp. (17 sur 56 entérobactéries) et E. coli (11
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sur 56 entérobactéries) (Tableau 4.2). Ensuite, les S. aureus viennent en deuxiéme position avec un
taux de 15% suivi par les Streptococcus spp. avec un taux de de 10%. Nous avons noté la présence
de P. aeruginosa et A. baumannii avec une fréquence de 8.33 et 7.5%, respectivement. Et en dernier
nous avons trouvé les entérocoques, les BGN oxydatifs autre que P. aeruginosa (Aeromonas
hydrophila et Achromobacter xylosoxidans) et les SCN avec des taux plus faibles (6.67, 4.16 et
1.67%, respectivement) (Figure 4.6).

B Entérobactéries

W Staphylococcus aureus

m Streptococcus sp

B Pseudomonas aeruginosa

W Acenitobacter baumannii

W Streptococcus sp

M Autres BGN oxydatifs

m Staphylocoque a
couagulase négative

Figure 4.6: Répartition des germes isolés a partir des cultures positives (n=120).

Tableau 4.2 : Répartition des entérobactéries isolées (n=56)

Germes isolés Effectif %
Klebsiella 18 (K. pneumoniae = 13) 32.14
Escherichia coli 11 19.64
Proteus sp. 7 12.5
Enterobacter cloacae 8 (Enterobacter cloacae = 7) 14.28
Serratia 4 7.14
Morganella morganii 3 5.35
Citrobacter freundii 2 3.57
Providencia stuartii 1 1.78
Entérobactérie non identifié 2 3.57

Concernant les entérobactéries, il s’agit d’une vaste famille qui représente prés de trois quarts des

isolements d’un laboratoire de bactériologie médicale. Ce sont pour la plus part des hotes de tractus
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digestif de ’Homme et des animaux, mais certaines, telles les Serratia, sont rencontrées d’une
maniéré préponderante dans le milieu extérieur. Elles sont responsables de maladies opportunistes
dans le cadre des infections nosocomiales (Denis et al., 2007). Elles proviennent en ce cas de la
flore digestive résidente ou d’un défaut d’hygiéne au d’asepsie (Vaubourdolle, 2013).

Dans notre études les entérobactéries représentent les germes les plus isolées dans les ISO avec un
taux de 46.67%. Ce résultats concorde avec de celui de Guetarni (2014) sur les 1ISO au CHU

d’Oran de I’année 2014, ou les entérobactéries représentent 60% des germes isolés.

Parmi les entérobactéries identifiées, nous retrouvons les Klebsiella spp. (32.14% dont 23.21% de
K. pneumoniae), et E. coli (19.67%) qui prédominent. Plusieurs études rapportent la prévalence de
ces espéces dans les ISO. Citons I’étude de Mahiout et Taleb (2014) sur les ISO au CHU de Blida
en 2014 qui ont obtenu des taux de 17.73% de K. pneumoniae et 12.41% de E. coli chez des

patients hospitalisés.

Les Klebsiella sont des bactéries trés répandues dans la nature, elles sont présentes dans la flore
fécale de ’Homme et sont souvent commensales de la peau, des muqueuses et des voies
respiratoires (Podschun et Ullmann, 1998). Les infections a Klebsiella pneumoniae sont
généralement des infections nosocomiales suite a des actes chirurgicaux lourds, de la pose de
cathéter, de dialyse (Kone, 2010).

E. coli est I’espéce dominante de la flore aéro-anaérobie du tube digestif. Elle est impliquée dans de
nombreuses infections a point de départ urinaires ou digestives : suppurations localisées ou
septicémies. Il peut s’agir d’infections communautaires ou nosocomiales (Nauciel et Vildé, 2000).
Les S. aureus sont des commensaux de la peau et des muqueuses de I’Homme et des animaux. Ces
bactéries tiennent une place tres importante aussi bien dans les infections communautaires que dans
les infections nosocomiales. Elles peuvent provoquer des suppurations localisées ; les plus
fréquentes sont cutanées et sous-cutanées comme les surinfections de plaies post-opératoires
(Nauciel et Vildé, 2000).

Dans notre étude, S. aureus prend la deuxiéme place des germes responsables d’ISO avec une
fréquence de 15%. Le rapport de Enquéte National de Prévalence des Infections Nosocomiales
(ENPIN) en 2012, montre un taux de 13.5% de S. aureus dans les ISO ce qui concorde avec nos

résultats.
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Ces taux éleve de S. aureus peut étre expliquée par la présence de deux facteurs de risque
d’infection : la rupture de la barriere cutanéo-muqueuse qui favorise la pénétration des germes et le
portage nasale (Corne, 2004). Le portage nasal est un facteur de risque de survenue d’ISO et peut
quadrupler le risque d’ISO a ce méme germe, en comparaison de patients non porteurs (Birgand,
2014). En chirurgie propre, cardiaque ou orthopédique, il a été montré que les S. aureus
responsables des ISO sont identiques dans 75% a 80% des cas aux S. aureus présents en pre-
opératoire dans le nez du patient opéré (Société Francaise d’Hygiéne Hospitaliére, 2010)
Pseudomonas aeruginosa est une bactéric pathogéne opportuniste par excellence. C’est un
microorganisme hydrophile, retrouvé dans les environnements humides tels que les sols, les
végetaux et les eaux (Cabrolier et al., 2014).

Dans notre étude, le taux de P. aeruginosa est de (8.33%) qui concorde avec les résultats de I’ENP
des IN 2012 soit (6.9%) d’ISO. Les infections a P. aeruginosa sont presque toujours nosocomiales.
(Nauciel et Vildé, 2005). Ces infections sont favorisées par les exigences nutritives restreintes de
cette bactérie, par sa capacité a survivre dans 1’environnement humide et a coloniser I’eau ou des
solutions diverses. Les épidémies hospitaliéres rapportées concernent des secteurs d’activité variés
et mettent en jeu divers modes de transmission : contamination des patients par 1’intermédiaire de
I’eau du réseau, de solutions ou de matériel médicochirurgical et de transmission manuportée

(Sécher et al., 2005).

A baumannii sont des microorganismes ubiquistes de 1’environnement naturel et hospitalier. Elles
font partie de la flore cutanée de I’'Homme et des animaux. Ces bactéries sont responsables
d’infection nosocomiale qui concerne essentiellement 1’arbre respiratoire, I’appareil urinaire, les

plaies, notamment sur cathéter, et peuvent évoluer en bactériémie (Denis et al., 2007).

Dans notre étude A. baumannii représente 7.5% des germes isolés du I1SO. Ce taux est élevé par
rapport au taux marqué dans 1’étude de Mahiout et Taleb (2014) au CHU de Blida (2.66%). Selon
d’autres études, ce germe est considéré comme un pathogeéne opportuniste responsable d’un taux
croissant d’infections nosocomiales sévéres. Plusieurs épidémies dues a cette bactérie ont été
répertoriées, touchant principalement les patients immunodéprimés, sous une antibiothérapie et
exposes a des séjours prolongeés. La diffusion épidémique est attribuée a la transmission manuportée

et a la survie prolongée du germe dans I’environnement hospitalier (Lahsoune et al., 2007).

4.8. Profil de résistance des souches isolées

38



Durant notre étude réalisée au niveau de service de microbiologie CHU Mustapha Bacha, 120
souches ont été isolées de différents prélevements de pus des ISO regus au laboratoire. Le test de
sensibilité aux antibiotiques a été réalisé par méthode de diffusion sur milieu gélosé
(antibiogramme) ou par automate Walk-Away (CMI en milieu liquide) et interprété selon les

recommandations du CLSI.

4.8.1. Entérobactéries :

Un total de 56 souches d’entérobactéries ont été isolées. Nous avons constaté une tres grande
résistance des entérobactéries vis-a-vis d’amoxicilline-acide clavulanique (64.28%), gentamicine
(58.93%) et cotrimoxazole (53.57%). Nous avons noté une résistance remarquable aux
céphalosporines de 3°™ génération (céfotaxime) avec un taux de 39.28% ; sur les 22 souches, la
majorité (21 souches) sont sécrétrices de BLSE et 1 souche non sécrétrice (Céphalosporinase haut
niveau), et aux fluoroguinolones (ciprofloxacine) avec un taux de (32.28%).

Par contre la résistance a 1I’imipéneme et 1’ertapénéme était rare avec un taux de 1.78% (K.

terrigena). L’ensemble des antibiotiques testés et les résultats de 1’antibiogramme sont illustré dans
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la Figure 4.7.

Figure 4.7: Profil d’antibiorésistance des entérobactéries (n=56)

4.8.2. Pseudomonas aeruginosa
Un nombre de 10 souches de Pseudomonas aeruginosa ont été isolées. Nous avons noté 30% de

résistance a la ticarcilline, 20% de résistance a la pipéracilline et un taux faible de résistance a la
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ceftazidime, gentamicine tobramycine, ciprofloxacine, lévofloxacine et/ou colistine avec un taux de

10%. L’ensemble des antibiotiques testés et les résultats sont résumés dans la figure 4.8.
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Figure 4.8 : Résultats de 1’antibiogramme de P. aeruginosa (n=10)

4.8.3. Acinetobacter baumannii

Un total de 9 souches d’A. baumannii qui ont été identifiée. Nous avons noté des taux élevés de
résistance a la ticarcilline (88.88%), a ceftazidime (77.77%) par sécrétion d’une Céphalosporinase,
a imipéneme (77.77%), a gentamicine (77.77%), a Ciprofloxacine (77.77%) et a tobramycine
(66.66%). Aucune résistance n’a été signalée pour la colistine. L’ensemble des antibiotiques testés

et les résultats de 1’antibiogramme sont résumés dans la figure 4.9.
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Figure 4.9 : Résultats de I’antibiogramme d’Acinetobacter baumannii (n= 9).
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4.8.4. Staphylococcus aureus
Les souches de S. aureus étaient au nombre de 18.Elles étaient toutes résistantes a la pénicilline. 7

souches de SARM ont été identifiées avec un taux de 38.88%. nous avons noté aussi une résistance
remarquable a la gentamicine, a I’amikacine a I’érythromycine avec un taux de 38.81%. Des faibles
taux de résistance ont été enregistrés pour 1’acide fusidique (27.77%), I’ofloxacine (11.11%) et la
clindamycine (11.11%). Aucune résistance n’a été observée pour les pristinamycine et la

vancomycine. Le profil de sensibilité des S. aureus est illustré dans la figure 4.10.
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Figure 4.10 : Résultats de I’antibiogramme de S. aureus (n=18)

4.8.5. Streptocoques

Un total de 12 souches de streptocoque ont été isolées. Les streptocoques ont présentés une
résistance remarquable a 1’érythromycine et a la tétracycline avec un taux de 50% et a la
clindamycine avec un taux de 33.33%. Des faibles taux de résistance a la pénicilline (25%) et a
ampicilline (8.33%). Par ailleurs, toutes les souches étaient sensibles a la pristinamycine et a la
vancomycine. Leur profil de résistance est illustré dans la figure 4.11
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Figure 4.11 : Profil de résistance des streptocoques aux antibiotiques (n=12).

4.8.6.  Entérocoques

Les souches d’entérocoque isolées étaient de nombre de 8, elles étaient toutes résistantes a la
clindamycine. Un taux élevé de résistance a été enregistré pour 1’érythromycine (75%) et le
lévofloxacine (50%) et la streptomycine HN (50%). Une résistance faible a été enregistré pour la
gentamicine HN (37.5%) et ’ampicilline (25%). Aucune résistance n’a été observée pour la
vancomycine. L’ensemble des résultats obtenus lors de 1’antibiogramme sont illustré dans la figure
4.12.
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Figure 4.12: Résultats de I’antibiogramme des entérocoques (n=8)

La résistance bactérienne aux antibiotiques peut étre naturelle (phénotype sauvage) ou bien
acquise (phénotype résistant).
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Les B-lactamines constituent la famille d’antibiotiques la plus utilisée en thérapeutique en
milieu hospitalier du fait de leur bonne diffusion tissulaire et leur large spectre d’action. Leur
utilisation souvent excessive contribue a I’apparition de résistance acquise parmi les principales
especes bactérienne isolées dans les ISO de notre étude.

Durant notre stage nous avons enregistré 37 souches de BMR avec un taux de 30.83% ce qui
concorde avec les résultats de Mahiout et Taleb (2014) sur les ISO au CHU de Blida ou le taux
de BMR était de 36.84%.

4.9. Prévalence des BMR dans les prélevements purulents du site opératoire
Nous définissons comme BMR :
- Les entérobactéries résistantes aux C3G (sécrétion d’une BLSE/ Céphalosporinase haut

niveau).

Staphylococcus aureus résistant a la Méticilline SARM.

Acinetobacter baumannii résistant & la CAZ / IMP.

- Pseudomonas aeruginosa résistant a la CAZ/IMP.

Les BMR fréguemment rencontrées étaient les entérobactéries CTX R (en majorité secrétrice de
BLSE) avec un taux de 59.46%, suivi par A. baumannii multirésistant et SARM avec un taux de
18.92% et le P. aeruginosa résistant a la CAZ et I’'IMP avec un taux de 2.70% (Figure 4.13).

P. aeruginosa
IMP R/ CAZR
2.70%

Figure 4.13 : Répartition des BMR isolées (n= 37)
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Parmi les entérobactéries isolées (Tableau 4.3), nous retrouvons en premier les Klebsielles avec un
taux de 45.45% (7 souches K. pneumoniae BLSE+, 2 souches K. terrigena BLSE+ et une K
terrigena BLSE-), suivi d’E. coli BLSE+, Enterobacter BLSE+ avec un taux de 18.18%. Ensuite,

nous retrouvons Proteus sp. avec un taux de 13.63% et Serratia sp. avec une fréquence de 4.54%.

Tableau 4.3: Répartition des entérobactéries résistante a la céfotaxime (n=22)

Souche %
Klebsiella 45.45
Escherichia coli 18.18
Enterobacter 18.18
Proteus 13.63
Serratia 4,54

Les statistiques que nous avons effectuées dévoilent la dominance de ’espéce K. pneumoniae par
rapport aux souches d’entérobactéries résistantes au C3G dans tous les prélévements de pus des ISO
recus au laboratoire. Effectivement, c’est chez 1’espéce K. pneumoniae que la premiere résistance
au céfotaxime fut détectée, ajoutant a cela qu’elle est suspectée d’étre la cause de I’émergence des

plasmides de résistance au C3G.

Le test de synergie (image de bouchon de champagne entre AMC- CTX s'avere positif pour 21
souches d’entérobactéries CTX R et 1 souche BLSE- (K. terrigena) mais sécrétrice de
carbapénemase (IMP-R et ERT-R).

Les taux de résistance associés les plus élevés ont été observés pour les aminosides (GN), le
cotrimoxazole et les fluoroquinolone (ciprofloxacine).
Nous remarquons aussi I’apparition des souches IMP-R et ERT-R, dans telle situation, des impasses

thérapeutiques sont a craindre.

A .baumannii est un germe hospitalier qui présente des taux élevés de resistance. Dans notre étude
des taux de résistance élevés ont été observes pour la majorité des antibiotiques testés et aussi pour
I’imipénéme par la sécrétion de carbapénémases (test de Hodge modifié positif pour 5 souches),

sauf la colistine qui reste toujours sensible.
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Figure 4.14: Souche d’Acinetobacter baumannii productrice de Carbapénémase de
classe B (Test de Hodge modifié +)

Un nombre de 7 souches de SARM a été enregistré parmi les BMR avec un taux de 18.92% ce
qu’est en accord avec les résultats obtenus dans I’étude de Chablou (2011) sur les infections
nosocomiales au service de réanimation polyvalente de Fes (Maroc), ou le taux de SARM isolé des
ISO était de 11.6%.

La résistance a la Méticilline est en fait croisée a toutes les B-lactamines. Elle est due a 1’acquisition
d’une nouvelle PLP inductible, la PLP2a, ayant trés peu d’affinité pour les B-lactamines. La PLP2a
est codée par le gene mecA, inclus dans un élément génétique mobile intégré dans le chromosome

« staphylococcal cassette chromosome » ou SCC mec (Jehl et al., 2012).

Les SARM hospitaliers sont habituellement résistants a la kanamycine, I’amikacine, la gentamicine
et aux fluoroquinolones. lls peuvent également résister aux macrolides, aux tétracyclines, a la
fosfomycine est a la rifampicine (Jehl et al., 2012).

Aucune souche de S. aureus résistant aux glycopeptides n’a été enregistrée.

Chez le Pseudomonas aeruginosa, il n’est pas exceptionnel d’isoler des souches cliniques

résistantes aux antibiotiques.

En effet ; Pseudomonas aeruginosa est naturellement résistant a de nombreux antibiotiques
notamment aux béta-lactamine par la production d’une céphalosporinase inductible de type AmpC
analogue a celle des entérobactéries du groupe 3, mais aussi aux difficultés de pénetration des
antibiotiques (porines peu perméables et nombreux systémes d’efflux) (Jehl et al ; 2012).

Cette résistance naturelle touche les aminopénicillines, céphalosporine de lere génération,
céphalosporine de 2eme génération y compris les céphamycines, le céfotaxime, la céftrixone et

I’ertapénéme, il reste donc sensible aux carboxypénicilline, ureidopénicilline, a certaines
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céphalosporines de 3eme génération ( céftazidime), au céfépime, a [’aztréonam et aux
carbapénemes (imipinéme, méropéneme, doripéneme) (Jehl et al ; 2012)
Rares souches de Pseudomonas aeruginosa multirésistants ont été isolées dans notre étude ( nous

avons enregistré une souche résistante au céftazidime et imipéneme).

4.10. Screening antibactérien de I’huile essentielle de citronnelle in vitro

L’étude de I’activité antibactérienne de 1’essence aromatique de citronnelle a été effectuée par 3
méthodes différentes et complémentaires (aromatogramme, microatmosphere et dilution en milieu
gélosé pour la détermination des CMI). Ce screening a été réalisé sur des souches bactériennes
multirésistantes isolées a partir des prélévements purulents du site opératoire. Au total, 28 BMR a
Gram- et 7 Gram+ ont été utilisées lors de cette étude.

4.10.1 Méthode de I’aromatogramme

L’activité antibactérienne a été effectuée par technique de diffusion en milieu de culture gélosé
(aromatogramme) en utilisant deux quantités croissantes en huile (20 et 40 pL/disque). Les résultats
de ce screening sont illustrés dans les figures 4.15, 4.16 et 4.17.

Il apparait clairement, d’aprés les zones d’inhibition obtenues, que les souches de SARM qui sont
les plus sensibles avec des DZI qui varient entre 39 et 85 mm et une moyenne de 55.7 mm, suivis
par les especes BLSE du genre Proteus avec des DZI qui oscillent entre 18 et 40 mm et une
moyenne de 25.6 mm. Les espéces BLSE de K. pneumoniae sont les moins sensibles a I’action
inhibitrice de I’HE avec une moyenne de DZI de I’ordre de 10.5 mm. En revanche, une seule espéce

de P. aeruginosa a été testée avec une résistante totale.

100 —+—
90 + SARM
80 —+
70 +
60 E. coli BLSE
50 . Proteus BLSE +
40 A.baumannii K. terrigena T l
30 + E. cloacae K. pneumoniae
BLSE BLSE +

© g uE
10 | E‘*E —— —— 515

o - -

+ Moyenne o Valeurs extrémes(1) * Valeurs extrémes(2) * Minimum/Maximum
Figure 4.15: Variation des DZI pour les Bactéries multi-résistantes en aromatogramme (20

puL/disque).
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En outre et avec la dose de 40 puL en HE, de meilleurs résultats ont été obtenus. Dans le méme
sillage que précédemment, c’est toujours les SARM qui sont les plus sensibles a pouvoir inhibiteur
de la phase liquide de I’essence avec des DZI qui s’échelonnent entre 43 et 85 mm avec une
moyenne de 65,2 mm, suivis par les especes BLSE de Proteus (35 mm) et d’E. coli (24.7 mm).

Par contre, les espéces BLSE de K. pneumoniae demeurent les moins sensibles avec une moyenne
de DZI égal a 14.2 mm.

100
SARM
80 + -
=+
60 + E. coli BLSE Proteus BLSE
* )
. ) 3
40 + A.baumannii . K.terrigena N
E. cloacae BLSE K. pneumoniae
20 + =‘=
*
+ Moyenne o Valeurs extrémes(1) ¥ Valeurs extrémes(2) ¢ Minimum/Maximum

Figure 4.16 : Variation des DZI pour les Bactéries multi-résistantes en aromatogramme (40
pL/disque).

(@) (b)
Figure 4.17: Aromatogramme d’une souche de SARM a 20 pL (a) et 40 uL (b)

La bibliographie regorge d’études sur le pouvoir antibactérien des HE et actuellement, personne ne

peut nier P’action des HE sur les souches bactériennes résistantes, voire multirésistantes, aux

antibiotiques (Dorman et Deans, 2000 ; Burt, 2004 ; Doran et al., 2009 ; Tyagi et Malik, 2011).
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Nos résultats obtenus révelent que les bactéries a Gram+ sont les plus sensibles en comparaison
avec les Gram — qui ont été inhibées certes, mais leurs DZI demeurent inférieurs. En fait ces
derniéres possédent une résistance intrinseque aux agents biocides, qui est en relation avec la nature
de leur paroi bactérienne (Tepe, 2005 ; Gille, 2010). Cependant, du fait que les mécanismes
d’action des HE et leur sélectivité envers certaines bactéries restent jusqu’a présent mal élucidés,
d’autres auteurs ont mentionné, dans leurs publications, qu’il n’existe aucun lien apparent ni aucune
corrélation entre I’action bactéricide des HE et la nature de la paroi bactérienne (Wilkinson, 2003).
Sur le plan phytochimique, I’activit¢ antifongique de I’HE de citronnelle pourrait étre due a la
présence de plusieurs éléments connus pour leur activité biologique. Ces principaux composants
sont Géranial, Néral et Géraniol, qui ont déja prouvé leur fort pouvoir dans I’inhibition de la

croissance bactérienne (Doran et al., 2009).

4.10.2. Méthode de Microatmospheére
La microatmosphére ou méthode de diffusion en phase vapeur est une technique basée sur
I’exploitation des propriétés volatiles pour inhiber la croissance bactrienne sans contact direct avec

I’HE. Les résultats de ce screening sont illustrés dans les Figures 4.18, 4.19 et 4.20.

Nous pouvons conclure que les SARM sont, de loin, les souches les plus sensibles a 1’action
inhibitrice de la phase vapeur de I’HE avec des DZI variant entre 31 et 85 mm et une moyenne de
56.7 mm. De plus, deux isolats SARM ont été inhibés totalement. A moindre degré, les espéces
BLSE du genre Proteus ont été aussi inhibées avec une moyenne de DZI égale a 26.3 mm. En
revanche et contrairement a la méthode des aromatogramme, beaucoup de résistance ont été

constatées aussi bien pour le P. aeruginosa que touts les isolats du genre Klebsiella avec E. coli.

100 +
SARM
80 | T
60
+

40 + . E. coli BLSE Proteus BLSE

A.baumannii Py
20 T E. cloacae BLSE )y : i

: : K. pneumoniaeK. terrigena
+ BLSE
0 - < — - —— ——
+ Moyenne + Minimum/Maximum

Figure 4.18 : Sensibilités des Bactéries multi-résistantes en microatmosphére (20 pL/disque).
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A forte dose, de meilleurs résultats ont été enregistrés, en particulier pour les SARM ou, cette fois
ci, la quasi-totalité des espéces qui ont été inhibées totalement. Les DZI obtenus varient entre 70 et
85 mm avec une moyenne de 82.8 mm, suivis par les Proteus (44.3 mm) et A. baumannii (31 mm).
Seules les especes BLSE de K. pneumoniae et E. cloacae qui ont manifesté une résistance totale.
Pour ce qui est d’E. coli, 2 espéces (50%) qui ont présenté une résistance totale alors que les 2
autres ont manifesté une certaine sensibilité avec des DZI de 35 et 45 mm.

Proteus rettgeri BLSE

Figure 4.19: Diamétre des zones d’inhibition de quelques BMR en microatmosphere
(a droite : 40 L, a gauche : 20 uL)
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Figure 4.20: Sensibilités des Bactéries multi-résistantes en microatmosphere (40 pL/disque).

Le pouvoir antibactérien de la phase gazeuse des essences aromatiques n’est pas surprenant du
moment que plusieurs travaux ont été publiés en ce sens mais la littérature scientifique reste peu
prolixe (Tyagi et Malik, 2011). A I’heure actuelle, nous pouvons affirmer, sans conteste, qu’il
existe des centaines de publications et autres conférences publiées et qui mettent en évidence le
potentiel antibactériens des extraits végétaux aromatiques en aromatogramme. Cependant, ce
nombre ne dépasse pas, au mieux, une vingtaine d’articles de recherche ou revues de synthése

(review) qui mettent en exergue 1’effet bactériostatique de ces produits volatils en microatmosphere.

Une étude scientifiqgue (Doran et al., 2009) a testé 1’activité de la phase vapeur de I’essence de
citronnelle contre les germes bactériens de S. aureus résistant a la Méticilline (SARM). Les résultats
de cette étude ont révélé que la vapeur de 'HE a exhibé une certaine activité inhibitrice sur la
croissance de toutes les bactéries, mais qu’elle est variable et dépendante du temps d’exposition. De
plus, d’autres souches ont été inhibées in vitro (Acinetobacter baumannii, Clostridium difficile et
Enterococcus faecium résistant a la Vancomycine).

Il en découle, d’apres les résultats de ce screening, que les HE pourront étre utilisées en tant
qu’agents de préservation pour le contréle de I’hygiéne de 1’air des systemes de climatisation,

notamment dans le milieu hospitalier, entrainant un effet bénéfique au niveau de la qualité de I’air.
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4.10.3. Méthode de dilution en milieu gélosé :

Cette technique a été utilisée pour la détermination des CMI et ce uniquement pour les bactéries
ayant montré une grande sensibilité vis-a-vis de I’action antibactérienne de I’HE. Nous n’avons
incorporé que les BMR ayant des DZI supeérieur a 40 mm. Les souches résistantes n’ont pas été
inclues dans notre recherche. Du fait de la non miscibilité des HE dans la gélose, I’incorporation
d’un tensio-actif non ionique (polysorbate 80) a été nécessaire pour une bonne diffusion de I’HE a
travers le milieu gélosé. Par ailleurs, la gamme de dilutions en HE utilisée, lors de cette étude,

varient entre 2,5 a 0.0078%. Les résultats de cette analyse sont rapportés dans le Tableau 4.4

Tableau 4.4 Résultats de la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Souches bactériennes CMI (%)
SARM (S3) <0.007
SARM (S4) 0.015
SARM (S1) 0.031
SARM (S5) 0.062
E. coli BLSE+ (E2) 0.031
E. coli BLSE+ (E3) 0.031
Proteus rettgeri BLSE+ 0.031
Acinetobacter baumannii (A1) 0.062

Les résultats de notre analyse ont révélé que les SARM sont les plus sensibles a I’activité
antibactérienne de citronnelle avec des valeurs de CMI qui oscillent entre 0.015% et 0.062%. Loin
d’étre exhaustif, I’espéce SARM (S3) a présenté la CMI la plus faible (< 0.007%). Toutes les

autres souches des entérobactéries ont eu des CMI variant entre 0.031% et 0.062%.

Plusieurs études, de part du monde, ont été réaliseées pour évaluer les activités biologiques de I’'HE
de citronnelle ainsi que leurs composés majoritaires (Singh et al., 2011 ; Sonker et al., 2014).
Aussi et d’un point de vue microbiologique, cette huile a été classée dans la catégorie des
antimicrobiens les plus puissants (Pattnaik et al., 1997 ; Zulfa et al., 2016 ). De plus, elle posséde
des propriétes antimicrobiennes avérées mais la quantité nécessaire pour inhiber ces germes est

variable (de 1 a 100 mg/ml) selon les souches microbiennes (Negerelle et Gomes, 2007 ; Singh et
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al., 2011). 1l semblerait que I’HE de citronnelle ainsi que son composé majoritaire (citral) sont plus

actifs sur E. coli avec des CMI qui varient entre 1 a 5 pL/mL et 0,001 uL/mL, respectivement.

Tableau 4.5: Résultats des CMI de citronnelle de plusieurs équipes (in Akhila, 2010)

Souches CMI Auteurs (année) Notre étude (2017)
E. coli 0.06% (v/v) Mayaud et al. (2008) 0.031% (v/v)
0.94% (vIv) Mohd et al. (2010)

10 mg/ml Bassolé et al. (2011)
S. aureus 0.38% (v/v) Mayaud et al. (2008)
2.5 mg/ml Mohd et al. (2010)
0.03% (v/v) Bassolé et al. (2011)
0.06% (v/v) Emmanuel et al. (2016)
SARM 9 pg/mi Ganjewala et al. 2014 <0.007% (v/v)
4.5 pg/ml 0.015 %(v/v)
18 pg/mi 0.031%(v/v)
0.062% (v/v)
A. Baumannii 0.25 % (v/v) Mohd et al. (2010) 0.062% (v/v)

0.5 % (v/v)
A. baumannii BMR 4.5pg/ml
18 pg/mi

4.5 pg/ml

Emmanuel et al. (2016)

Ganjewala et al. 2014

En revanche, nos résultats semblent étre en désaccord avec ceux obtenus par Hammer et al. (1999).
Ces derniers ont rapporté que, parmi les 52 HE, celle de citronnelle est la plus active sur P.
aeruginosa. Par conséquent, il est difficile, voire problématique, de faire des comparaisons entre les
valeurs des CMI de différentes publications. D’un coté, la composition chimique de 1’huile varie
considérablement, en quantité et en qualité, entre les différents travaux et, de 1’autre, les méthodes

utilisées pour asseoir cette activité in vitro et le choix des germes étudiés different entre les études.
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La plupart des méthodes utilisées ont été critiquées par plusieurs auteurs. Ces critiques ont éte
basées sur la discordance observée dans les résultats obtenus concernant 1’étude de la zone
d’inhibition et 1’étude de I’inhibition de la croissance a différentes concentrations d’huiles
essentielles. Les notions de CMI et CMB ne sont pas définies de fagon précise et universelle ; les
auteurs ont exprimé les résultats avec différentes unités (Tableau 4.5). Ces concentrations peuvent
étre exprimées en pug/mL (Oussou et al., 2008), en uL/mL (De Billerbeck et al., 2002) ou en %
(vol/vol) (Hammer et al., 1999), ce qui rend la comparaison des résultats entre eux difficile.

Les résultats que nous avons obtenus sont trés prometteurs pour 1’utilisation de la fraction
aromatique de citronnelle comme principe actif dans des préparations pharmaceutiques a visée
thérapeutique et pour lutter contre les infections nosocomiales ou liées au site opératoire. En
général, une substance peut étre considérée comme un bon agent antibactérien in vivo lorsqu’elle
elle agit a de faibles concentrations in vitro car il y a un risque de confrontation aux problémes de
toxicité in vivo. Les résultats que nous avons obtenus in vitro sont trés encourageants pour tester
’activité de cette essence in vivo. De plus, I’essence de citronnelle pourra faire partie intégrante de
I’arsenal thérapeutique anti-infectieux, en particulier contre certaines bactéries multirésistantes
(SARM et Proteus BLSE).
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CONCLUSION

Les infections du site opératoire ont un impact significatif sur la santé ; elles sont associées
dans certaines études, a une morbidité significative, une surmortalité et a des surcodts hospitaliers et
pour la collectivité. Elles constituent donc un indicateur de la qualité des soins dispensés dans un
établissement.

L’objectif assigné a notre étude consiste a identifier les bactéries multi-résistantes (BMR) isolées des
prélevements purulents du site opératoire au niveau de différents services hospitaliers du CHU
Mustapha Bacha d’Alger et de déterminer leur profil de résistance aux antibiotiques et a 1’huile

essentielle (HE) de citronnelle.

Les prélevements proviennent de différents services hospitaliers, principalement ceux d’orthopédie-
traumatologie, clinique chirurgicale infantile et chirurgie générale. L’examen cytobactériologique des
prélévements purulents a révélé que les germes les plus dominants sont les entérobactéries, suivis par

S. aureus et Streptococcus sp.

Le profil d’antibiorésistance a permis de mettre en évidence la présence de plusieurs bactéries multi-
résistantes dont des entérobactéries avec Béta-Lactamase a spectre élargie, des S. aureus résistant a la

Méticilline ainsi que des Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa.

Et dans la perspective de trouver une alternative a 1’antibiorésistance des bactéries isolées, nous
avons essayé de trouver d’autres alternatives qu’elles soient naturelles et efficaces et ne présentant
pas un degré de toxicité avére.

Eu égard de I’importance, sans cesse croissante, des huiles aromatiques en phytaromathérapie, il nous
a semblé nécessaire de leur consacrer une étude pour asseoir le bienfondé de leur potentiel anti-
infectieux. A cet effet, I’essence aromatique de citronnelle a été choisie pour évaluer son efficacité
dans I’inhibition de la croissance des BMR.

Des résultats tres encourageants ont été obtenus, en particulier pour les SARM et les especes du
genre Proteus ou une inhibition importante, voire totale, a été enregistrée pour certains isolats.

La phase vapeur de I’essence est aussi efficace ce qui laisse présager une possibilité d’application

dans la désinfections de 1’air des hopitaux et la lutte contre les contaminations aéroportées.
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Les infections du site opératoire sont un aspect privilégié des infections nosocomiales en ce qu’elles
sont relativement faciles a surveiller et a prévenir. Leur prévention s’avére un enjeu important pour

augmenter la sécurité du patient.

L’essence de citronnelle parait étre une solution naturelle et efficace dans la lutte contre les BMR et
pourra faire partie intégrante de 1’arsenal thérapeutique anti-infectieux. Reste a confronter ses

résultats avec les données toxicologiques.

Comme perspective, il serait intéressant de tester les composés purs de I’huile vis-a-vis des bactéries
multi-résistantes et d’apprécier 1’effet synergie-antagonisme entre les différents constituants,

majoritaire et minoritaire.

Faire des études toxicologiques est une nécessité, quoique ce type de recherche soit colteux. Les
composés complexes peuvent donner un éventail d'interactions avec le 1’organisme humain, et ceci
devrait étre pris en compte. Il faut également tenir du compte du fait que les études menées sur les

molécules terpéniques n’en sont qu’au stade du balbutiement.

En somme, I’objectif de notre étude a été atteint puisque nous avons contribué a valoriser la fraction
aromatique de citronnelle comme ingrédient potentiel dans la lutte-prévention des infections
bactériennes du site opératoire liées aux BMR. Son intégration dans I’arsenal thérapeutique parait

pleinement justifiée.
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Annexe 3

Tableau 1: Activité antibactérienne de I’HE de Citronnelle sur les entérobactéries
multirésistantes par différentes méthodes microbiologiques.

Souches bactériennes Aromatogramme | Microatmosph Antibiogramme (mm)
(DZ1, mm) ére (DZI, mm)
Quantité d'huile (goutte(ul)
/disque)

1G 2G 1G 2G AMC CTX IMP ERT GEN CIP SXT

(20ul) | (40ul) | (20ul) | (40ul)
E. coli BLSE+ (E1) 125 18S - - 17R <6 R 30S 30S 13R 28S | <6R
E. coli BLSE+ (E2) 50S 50S 25S 35S <6 R <6 R 36S 36S <6R 18R <6 R
E. coli BLSE+ (E3) 158 17S 25S 455 <6R <6R 318 31s <6R 28S <6 R
E. coli BLSE+ (E4) 12S 14 S - - <6R <6R 25S 30S <6R 16 R 10R
Enterobacter amnigenus BLSE+ 13S 17S - - <6 R <6 R 30S 30S <6 R 30S >30s
E. cloacae BLSE+ (E.c1) 12S 14S - - 12R <6R 36S 32S <6R 20R <6R
E. cloacae BLSE+ (E.c2) 14 S 16S - - <6 R <6 R 28S 28S <6 R 18R <6R
E. cloacae BLSE+ (E.c3) 12§ 16 S - - 12R 9R 30S 30S <6R <6 R 20S
K. pneumoniae BLSE+ (Kpl) - - - - 16 R <6R 29S 26S <6R 30S <6 R
K. pneumoniae BLSE+ (Kp2) 12S 158 - - <6R <6R >30S | >30S | <6R 10R <6R
K. pneumoniae BLSE + (Kp3) 12S 15S - - <6R <6R 32R | 30S <6R 16 R <6 R
K. pneumoniae BLSE+ (Kp4) 11S 17S - - S 12R 33S 31S 19R <6R <6R
K. pneumoniae BLSE+ (Kp5) 12S 15S - - 20S <6R 34S 32S <6R 10R <6R
K. pneumoniae BLSE+ (Kp6) 13S 19S - - <6R <6R 31S 26S <6R <6R <6 R
K. pneumoniae BLSE+ (Kp7) 14 S 19S - - <6R <6R 30S 28S <6R 10R <6 R
K. terrigena BLSE+ (Kt1) 16 S 18S - - 16 R <6R 32S 30S <6R <6R <6R
K. terrigena BLSE+ (Kt2) 14 S 20S - - 14R <6R >30S | >30S | <6R <6R <6R
K. terrigena Carbapénemase + 18S 18S - 45 <6 R <6 R 19R 8R <6 R <6R 19R
(Kt3)
P. rettgeri BLSE+ 408 50S 27S 47S 198 <6R 30S 30S 158 16 R <6 R
P. penneri BLE + 18S 22S 32 47 21S 16 R 30S 30S <6R 22S 10R
Proteus sp BLSE+ 19S 33S 20 39 22S 18R >30S | 32S 10R 18R <6R
Serratia sp BLSE + 13S 15S - - <6R <6R 30S 30S <6R 40S <6R




Tableau 2: Activité antibactérienne de I’HE de Citronnelle sur

Staphylococcus aureus résistant a la Méticilline (SARM) par différentes

méthodes microbiologiques

Souches bactériennes | Aromatogramme | Microatmosphere Antibiogramme (mm)
(DZI, mm) (DZI, mm)
Quantité d'huile gouttes (ul)/disque
1G 2G 1G 2G GEN OXA ERY CLI VAN FOX TCY
(20ul) | (40ul) | (20D (40u)
S. aureus SARM (S1) 65 S >85S >85 >85 10R 9R 31S 25S 22S 18S 19S
S. aureus SARM (S2) 48 S 43S 31S >85 17S 29R 25S 26 S 19S 20S 14 R
S. aureus SARM (S3) 43S 45S 36S 70S <6R 10R 26 R 27S 15R 18S 30S
S. aureus SARM (S4) 39S 85S 35S >85 S 24 S <6R 31S 31S 24 S 20S 31S
S. aureus SARM (S5) 50S 50 S 60 S >85S <6R <6R 25S <6R <6R 21S 20S
S. aureus SARM (S6) 60 64 64 >85 <6R <6R <6R <6 R 19S 10R 12R
S. aureus SARM (S7) >85 >85 >85 >85 <6R <6R 11R 28S 24S <6 R 14R
Tableau 3: Activité antibactérienne de I’HE de Citronnelle sur Pseudomonas aeruginosa
IMP-R / CAR- R par différentes méthodes microbiologiques.
Souches bactériennes | Aromatogramme | Microatmosphére Antibiogramme (mm)
(DZI, mm) (DZI, mm)
Quantité d'huile gouttes (ul)/disque
1G 2G 1G 2G TIC PIP CAZ TOB COL LVX
(20p1) | (40ul) | (20ul) | (40ui)
Pseudomonas - - - - 64 S 64 S >30R <2S <2S <1S
aeruginosa




Tableau 4: Activité antibactérienne de I’HE de Citronnelle sur Acinetobacter baumannii IMP-R /

CAR- R par différentes méthodes microbiologiques.

Souches Aromatogramme Microatmospheére

bactériennes (DZI, mm) (DZI, mm) Antibiogramme (mm)

Quantité d'HE goutte (ul)/ disque

1G 2G 1G 2G IMP GEN CIP TIC CAZ TOB
(20u1) (40u1) (20u1) (40u1)

A. baumannii(Al) 16 18s 24S 458 15R <6R 12R 12R 12R <6R

A. baumannii 22S 15s 14 40 >8 R >8R >2R >64R >30R >8 R
(A2)
A. baumannii(A3) 14s 185s - 28 15R 12R <6R R <6R <6R
A. baumannii(Ad) 19s 21S - 22 14R 19S <6R <6R <6R 18S
A. baumannii 12s 17s - 22 <6R <6R <6R <6R <6R 18S
(AS)
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