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RESUME

La recrudescence de la multirésistance aux antibiotiques des staphylocoques dorés constitue un

probléme majeur de santé publique, provoquant souvent des impasses thérapeutiques.

L’objectif assigné a notre étude est axé sur le diagnostic bactériologique des prélévements
cliniques provenant de différents services hospitaliers du CHU Mustapha d’Alger, en vue de
déterminer la prévalence des Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) et d’évaluer
ainsi leur profil de résistance aussi bien aux antibiotiques (ATB) qu’a I’huile essentielle (HE) du

thym commun (Thymus vulgaris L.).

La sensibilité¢ aux ATB a été déterminée par la méthode de diffusion des disques en milieu gélosé,

selon les normes duCLSI (The Clinical&Laboratory Standards Institute).

Un total de 190 souches de S. aureus, dont 52 SARM, ont été isolées de différents prélévements
cliniques chez 172 patients. La majorité des S. aureus est issue de suppurations superficielles avec
69 isolats,suivis par les hémocultures ou le nombre des souches était de 37. Les souches SARM
étaient isolées des suppurations superficielles avec 26 isolats.

La totalit¢ des souches SARM sont résistantes a la pénicilline, I’oxacilline et 1’ofloxacine. Une
importante résistance a ét¢ signalée pour les ATB de la famille des aminosides, en I’occurrence
kanamycine et gentamycine avec un taux de 80.77% et 61.54%, respectivement.

En revanche, toutes les SARM ¢étaient sensible a 1’action inhibitrice de I’HE du thym avec des
diamétres de zones d’inhibition qui varient entre 30 et 50 mm pour la dose 20 pL, et entre 32 et 80
mm a 40 pL/disque. De meilleurs résultats ont été obtenus en microatmosphére avec une

inhibition totale pour tous les isolats SARM provenant des prélévements bronchiques.

Ces résultats, trés encourageants, laissent entrevoir la possibilité d’utilisation de ’HE du thym
comme alternative a 1’antibiorésistance des SARM. Son intégration dans 1’arsenal thérapeutique

parait pleinement justifiée. Seul I’avenir nous dira I’impact réel de ces nouvelles acquisitions.

Mots-clés :Staphylococcus aureus résistant méticilline ; Antibiogramme ; Huile

essentielle ; Thymus vulgaris ; Carvacrol ; Aromatogramme.



ABSTRACT

Nowadays, the resurgence and reappearance of Multi-Drug Resistance bacteria (MDR) and
pathogenic staphylococci is still a major public health concern which often leads to therapeutic

failure.

The aims of our study were to isolate, identify and determine the occurrence of Methicillin
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) from different clinical samples of Mustapha Hospital
(Algiers) and to evaluate their resistance to both antibiotics and Thymus vulgaris essential oil

(TVEO).

Sensitivity to antibiotics was determined by disc diffusion method, according to the standards of

CLSI (The Clinical&Laboratory Standards Institute).

A total of 190 S. aureus strains, including 52 MRSA, were isolated from different clinical
specimens of 172 patients. The majority of S. aureus originated from superficial suppurations with
a 69 strains, followed by blood cultures where the number of strains was 37. MRSA were isolated
from surface suppurations witha 26strains.

All MRSA strains are resistant to penicillin, oxacillin and ofloxacin. Significant resistance has
been reported for aminoglycosideantibiotic family, namely kanamycin and gentamycin at 80.77%
and 61.54%, respectively.In contrast, all MRSA strains were sensitive to the inhibitory action of
TVEO with diameters of inhibition zones ranging between 30 and 50 mm for the 20 pL dose and
between 32 and 80 mm at 40 uL of TVEO per disk. Better results have been obtained in the
vapour phase with a total inhibition for all MRSA micro-organisms isolated from bronchial

specimens.

Finally, our findings are very interesting and suggest the potential use of TVEO against MRSA
species. Its integration into the therapeutic arsenal seems fully justified. Further studies will be

required in the future to assess their toxicity and human health benefits.

Keywords: Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus; Disc diffusion method; Essential oil;

Thymusvulgaris; Carvacrol; Aromatogramme.



INTRODUCTION

Les bactéries pathogeénes sont responsables de plusieurs maladies épidémiques et
pandémiques. Dés lors, la quéte de nouvelles substances anti-infectieuses est devenue un intérét de
santé publique. A partir d’une succession d’observations et de travaux de nombreux chercheurs dont
Pasteur, Joubert, Duchesne puis Fleming, cette quéte a abouti a la découverte des antibiotiques

(ATB) (Trémoleéres, 2013).

L’avénement de ces nouvelles molécules, au lendemain de la seconde guerre mondiale, fut un
avantage important pour I’homme dans cette lutte contre les maladies infectieuses. Ainsi,
I’introduction des ATB en thérapeutique a fait progresser 1’espérance de vie de I’homme, sans doute
plus qu’aucun autre traitement médical. Aprés moins d’un demi-siécle d’existence, ce brillant tableau
affiché par ces anti-infectieux s’assombri progressivement. Durant ces 30 derniéres années, les
infections microbiennes sont devenues récurrentes du fait de I’apparition progressive des bactéries
pathogénes résistantes aux ATB. La surconsommation des ATB a aidé ces bactéries, dotées d’un
incroyable pouvoir d’adaptation, a prendre progressivement le dessus (Martinez, 2009 ; Kempf et

Zeitouni, 2012 ; Batardet al., 2012).

L’¢évolution rapide de la résistance bactérienne aux ATB est un phénomene actuellement préoccupant
dans les pays en voie de développement ou les pathogenes résistants aux ATB peuvent avoir une plus
forte prévalence dans certains pays africains. L’Algérie est un pays du nord de I’Afrique ou les
récentes données de résistance aux ATB indiquent une situation inquiétante. En effet, ces dix
derniéres années ont ét¢ marquées par I’émergence et la dissémination de nouveaux genes de

résistance notamment dans le nord du pays (Baba Ahmed-KaziTani et Arlet, 2014).

Les especes du genre Staphylococcus figurent parmi ces germes qui ont un fort pouvoir
adaptatif et ont développé différents mécanismes de résistance aux ATB. Plus de 90% des souches
produisent une pénicillinase. L'oxacilline reste active contre ces souches, mais des staphylocoques
hospitaliers, et plus récemment communautaires (présents hors de 1'hopital), ont développé une
résistance croisée entre les pénicillines M (méticilline, oxacilline) et les autres B-lactamines par la
production d'une Protéine Liant les Pénicillines (PLP) et ayant une faible affinité pour ces composés

(Fernandez-Gerlinger et Mainardi, 2014).



Staphylococcus aureus est a 1’origine de pathologies extrémement variées, qui peuvent &tre des
infections suppuratives, localisées ou systémiques, mais aussi des syndromes liés a 1’action de
toxines. Ces infections relévent d’un véritable probléme de santé publique tant par la virulence de la
bactérie que par I’émergence de souches multirésistantes aux ATB. Selon les services hospitaliers,
ces derniéres représentent entre 20 et 50% des souches (Nuemiet al., 2013). Les premiers cas
rapportés d’infection a S. aureus résistant a la méticilline (SARM) datent de plus de trente ans et
revétaient un caracteére nosocomial ; I’acquisition de SARM étant liée a I’hospitalisation récente ou a
I’exposition prolongée et récurrente aux ATB. Néanmoins, depuis les années 1990, les infections
lies aux staphylocoques se sont multipliées chez les adultes et les enfants n’ayant aucun des facteurs
de risque d’acquisition de SARM habituellement décrits (Del Giudiceer al, 2012 ; Michel et
Pharm, 2013).

Face a cette préoccupation mondiale — qu’est I’émergence des staphylocoques multi-résistants,il est
primordial de conduire des études épidémiologiques afin de comprendre et de contrdler la diffusion

et I’augmentation de la résistance des staphylocoques aux ATB.

C’est dans ce contexte que nous avons orienté notre étude qui a été réalisée au niveau du
laboratoire de Bactériologie du Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) Mustapha d’Alger. Notre
travail s’est axé principalement sur le diagnostic bactériologique de différents prélévements cliniques
(hémoculture, liquide céphalo-rachidien (LCR), urines, prélévements bronchiques, suppurations
superficielles , ponctions et matériels (cathéters)), provenant de patients hospitalisés ou des
consultations externes, en vue de déterminer la fréquence des Staphylococcus pathogénes isolés, en
particulier les SARM, et d’évaluer ainsi leur profil de d’antibiorésistance afin de mieux définir les
stratégies thérapeutiques et préventives. En outre et afin de contrecarrer cette résistance des SARM,
nous avons testé 1’efficacité anti-infectieuse de 1’huile essentielle du thym commun (7hymus

vulgaris) sur ces souches de SARM, en utilisant plusieurs méthodes microbiologiques.



Chapitre 1. Généralités sur les Staphylocoques

Chapitre 1
Généralités sur les Staphylocoques

1.1.Caractéristiques des staphylocoques

1.1.1. Condensé historique

En 1878, Louis Pasteur (1822-1895), travaillant avec Emile Roux et Chamberland sur les germes des
maladies, observa au microscope, dans le pus de furoncle et d'ostéomyélite, des formations en « amas
de grains » qu'il appelle staphylocoque (Karthik, 2007). En 1880, Alexander Ogston (1844-1929),
un écossais, isola le premier les staphylocoques a partir d'abces et d'autres Iésions cutanées et les
cultiva in vitro, reconnaissant leur role dans l'inflammation et la suppuration. Il décrivit en 1881 la
premicre espéce connue de staphylocoque : Staphylococcus aureus ou staphylocoque doré en raison

de la couleur des colonies bactériennes obtenues en culture.

Plus tard, une autre variété de staphylocoques, donnant des colonies bactériennes non pigmentées,
sera nommeée tout naturellement staphylocoque blanc (Kock etal., 2009). En 1953, est isolée pour la
premiére fois, au Canada, une souche de Staphylococcus aureus résistante a la pénicilline qui était a
l'origine de 1ésions de la peau, de pneumonies chez les enfants ou de septicémies. L'arrivée d'un autre
ATB, la méticilline, dans les années 60, a mis fin a cette épidémie. La résistance a la méticilline de
souches de S. aureus isolées en pathologie humaine n'a pas mis longtemps a survenir et a ét¢ décrite
des 1961 au Royaume-Uni. Et & partir des années 1970, les souches de Staphylococcus aureus
Résistantes a la Méticilline (SARM) sont devenues I'une des premicéres causes des infections acquises

a I'hopital (infections nosocomiales) avec une dissémination mondiale (Cleefet al., 2010).

1.1.2. Classification taxonomique

Selon 1’ouvrage de référence pour la taxonomie bactérienne « Bergey’s Manuel of
SystematicBacteriology, la 2éme ¢édition »(Garrity et al., 2004).

Domaine : Eubacteria ou Bacteria

Phylum XIII: Firmicutes

Classe I: Bacilli

Ordre I : Bacillales

Famille VIII : Staphylococcaceae

Genre 1 : Staphylococcus

Espece : Staphylococcus aureus



Chapitre 1. Généralités sur les Staphylocoques

1.1.2.1. Staphylocoque doré

Les souches de S. aureus sont connues pour provoquer des infections de la peau : furoncles,
folliculites, panaris, impétigo, abcés mammaires chez les femmes qui allaitent.

La moindre Iésion cutanée peut leur donner 1'occasion de proliférer (Wulfezal., 2008). Les infections
des muqueuses sont ¢galement fréquentes (Figure 1.1).

Au niveau génital, un déséquilibre de la flore naturelle peut laisser aux staphylocoques 1'occasion de
proliférer. Ils peuvent aussi atteindre les yeux (conjonctivites), les oreilles (otites) ou les voies
respiratoires (pneumonies, pleurésies). Toutes ces infections sont susceptibles de se compliquer et
d'aboutir a des bactériémies. L'évolution peut alors étre fulminante, aigu€ et associée a des
localisations secondaires multiples et variées (valves cardiaques, os, articulations, rein et cerveau)
(Todar, 2005).

Le choc toxique staphylococcique (trés rare mais potentiellement mortel), avec sa forme mineure, la
scarlatine staphylococcique, sont dus a des souches productrices de toxines qu'on appelle

entérotoxines. Le syndrome d'exfoliation généralisée, et sa forme mineure localisée, l'impétigo

bulleux, sont dus a des souches productrices d'exfoliatines(Nehal et al.,2010).

S. aureus partage avec la bactérie Escherichia coli le premier rang des germes responsables
d'infections nosocomiales. L'élévation de I'incidence des infections staphylococciques est en rapport
avec le nombre croissant de malades immunodéprimés mais aussi avec la multiplication des
procédures invasives qui lésent la barriere cutanéo-muqueuse (interventions chirurgicales, pose de
cathéters ou de sondes, implantation de prothéses). De telles procédures favorisent la pénétration
dans l'organisme de souches véhiculées par les patients ou par les membres de 1'équipe soignante

(transmission manuportée) (Thomas etal., 2007).
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Figure 1.1 :Principales infections humaines causées par les staphylocoques (Thomas etal., 2007).



Chapitre 1. Généralités sur les Staphylocoques

1.1.3. Facteurs de virulence et de physiopathologie

1.1.3.1. Composants de la paroi

Les composants de la paroi comme le peptidoglycane, les acides teichoiques et lipoteichoiques
possedent des effets biologiques démontrés in vitro, notamment la sécrétion de cytokines par les
cellules lymphomonocytaires(Schijfellenetal., 2010). Alors que le peptidoglycane est peu
immunogene, les acides teichoiques (polymeres linéaires du ribitol phosphate) donnent naissance a
des anticorps que l'on trouve dans le sérum de malades atteints d'infection récente. Ces acides
teichoiques sont les récepteurs de bactériophages (lysotypie des staphylocoques) (Jensen et Lyon,
2009).

Des polysaccharides capsulaires sont trouvés chez la majorité des souches (Loezaetal., 2004). Cette
capsule permet une meilleure résistance des souches a l'opsonisation et a la phagocytose. Certaines
produisent un exopolysaccharide (glycocalix) qui entraine la formation d'un biofilm engluant les
bactéries et leur permettant d'adhérer aux surfaces extérieures (Lozanoetal., 2011). Certaines
protéines ou glycoprotéines sont responsables de la spécificité de type. Il existe 14 sérotypes mis en

évidence par réaction d'agglutination (Zmantaretal., 2011).

1.1.3.2. Facteurs d’invasion et d’adhésion

D’aprés Gomez-Sanz etal. (2010),S. aureus colonise la peau et les muqueuses en adhérant aux
cellules et aux composants de la matrice extracellulaire. Ilse fixe aux cellules par l'intermédiaire de
protéines de surface, les andésines, qui sont ancrées dans le peptidoglycane (Figure 1.2). Cing

protéines ont été caractérisées :

v La protéine A, élaborée uniquement par les souches d'origine humaine, se lie au fragment des
immunoglobulines. Elle intervient dans I'opsonisation et la phagocytose.

v’ La protéine de liaison au collagéne permet 1'adhésion de S. aureus au cartilage.

v' La protéine de liaison a la fibronectine permet l'adhésion de S. aureus aux caillots
plasmatiques mais aussi aux biomatériaux (cathéters, protheses).

v’ La protéine de liaison au fibrinogéne qui provoque l'agrégation de bactéries en présence de
plasma permettant de transformer directement le fibrinogéne en fibrine.

v’ La protéine de liaison a 1'élastine.
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Figure 1.2 :Facteurs de virulence chez les Staphylococcus aureus(Gordon et al., 2008).

1.1.3.3. Substance élaborées par Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus élabore des protéines diffusibles douées soit d'activité toxique, soit d'activité
seulement enzymatique (Fessleretal., 2010).

» Toxines : Selon Mc Dougalletal. (2010), cinq principales toxines sont décrites chez
Staphylococcus aureus :

- Les hémolysinesont une action cytotoxique sur de nombreuses cellules eucaryotes,
notamment les globules rouges et les plaquettes. L'hémolysine a, secrétée par la quasi-totalité
des souches de S. aureus, est mise en évidence avec des hématies de mouton. La
perméabilisation membranaire entraine une fuite osmotique du contenu cellulaire aboutissant
a la mort des cellules. La cytolyse de plaquettes et de monocytes libére des cytokines et
d'autres médiateurs de la réaction inflammatoire expliquant le choc septique des infections
séveres a S. aureus.

- La leucocidineagit sur les polynucléaires et les macrophages chez lesquels elle provoque la
perte de mobilité, la dégranulation, la destruction nucléaire et la lyse cellulaire. Cette protéine
a role important dans la formation du pus.

- L’exfoliatineest une protéine thermostable responsable des 1ésions d'érythrodermie bulleuse

que l'on observe parfois au cours des septicémies a staphylocoques et au cours de l'impétigo.
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Lesentérotoxines, dont il existe 7 sérotypes différents, sont des protéines thermostables
responsables d'intoxications alimentaires qui apparaissent 1 a 6 heures apres l'ingestion.Des
souchesde S. aureus produisent une entérotoxine. Il s'agit d'une protéine thermostable,
insensible aux enzymes protéolytiques du suc digestif.

La toxineresponsable du choc toxique staphylococcique(TSST-1): cette protéine antigénique
entraine la formation d'anticorps protecteurs. Cette toxine a un effet pyrogene et entraine
l'activation simultanée de plusieurs sous-populations lymphocytaires, ce qui entraine la
libération de plusieurs médiateurs responsables de la symptomatologie du choc

staphylococcique.

v" Enzymes non toxiques :

La coagulase-libre est une exo-enzyme coagulant le plasma d'homme ou de lapin. C'est une
protéine thermostable, toujours produite par les souches de S. aureus et non produite par
S.epidermidiset S. saprophyticus. Elle active la prothrombine en thrombine. La thrombine
ainsi activée agit sur le fibrinogene qu'elle transforme en fibrine. C'est un facteur primordial
dans le pouvoir pathogeéne en coagulant le plasma autour des coques et en les protégeant de la
phagocytose ; elle est a 'origine des thrombophlébites suppurées.

La fibrinolysine est caractéristique des souches pathogenes humaines. En activant le
plasminogene en plasmine, elle provoque la dislocation des caillots endoveineux qui libére
des micro-embols septiques, facteurs de septicémie et de localisations septiques secondaires.
La désoxyribonucléase (ou DNAses) sont des facteurs de destruction des noyaux cellulaires.
La DNAse thermostable est spécifique de S. aureus.

L’hyaluronidase est une enzyme thermolabile hydrolysant I'acide hyaluronique, substance
fondamentale du tissu conjonctif : elle favorise ainsi la diffusion des staphylocoques dans le
tissu conjonctif.

La lipase : la majorité des souches produisent cette enzyme qui semble constituer un facteur
de virulence dans les abces ou en modifiant les lipides bactériens, elles favorisent la survie

des staphylocoques (Moneckeetal., 2007).



Chapitre 1. Généralités sur les Staphylocoques

1.2. Antibiotiques actifs sur Staphylococcus aureus
1.2.1. Béta-lactamines
» Meécanisme d’action :
Les P-lactamines ont pour cibles différentes enzymes (protéines liant les pénicillines« PLP »en
bloquant la polymérisation du peptidoglycane et secondairement la synthésepar la bactérie d’auto-

lysines conduisant a sa mort (Daurel et Leclercq, 2008).

Quatre types de PLP (PLP1, PLP2, PLP3 et PLP4) sont produits par les S. aureus, dontles trois
premiers sont considérés comme les cibles les plus importantes des béta-lactamines(Courvalin et

Leclercq, 2012).

» Meécanismes de résistance :
La résistance aux B -lactamines repose sur deux grands types de mécanismes qui sont :
-La production de B-lactamases (pénicillinase).

- La modification de la cible des -lactamines.

A/-Mécanisme de résistance par production de -lactamases

Les B-lactamases sont des enzymes qui catalysent I’inactivation des pénicillines enhydrolysant le
cycle B-lactame. Le géne blaZ codant pour les pénicillinases peut étre porté par un plasmide ou par
un transposon.L’existence d’une pénicillinase entraine une résistance a la pénicilline G et aux
pénicillines A (ampicilline, amoxicilline), aux carboxypénicillines (ticarcilline), et aux
uréidopénicillines(pipéracilline). Ce mode de résistance est présent chez 90 % des isolats

cliniques(Daurel et Leclercq, 2008 ; Courvalin et Leclercq, 2012).

B/-Mécanisme de résistance par modification de la cible des béta-lactamines

Cette résistance est liée a la présence du géne mecA qui code pour une PLP autre que lesPLP
normales de S. aureus nommée « PLP2a » ou « PLP’ » ayant une faible affinité pourles -lactams, en
entrainant par conséquence une résistance a I’ensemble des B-lactamines, y compris les pénicillines

M « oxacilline » (Courvalin etLeclercq, 2012).

1.2.2.Aminosides

» Meécanisme d’action
Les aminosides inhibent la synthése protéique, en exercant une activité bactéricide rapide qui justifie
leur association aux antibiotiques inhibiteurs de la synthése de la paroi (oxacilline et vancomycine)

pour le traitement des infections graves(Daurel et Leclercq,2008).
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» Meécanisme de résistance
La résistance des staphylocoques aux aminosides est surtout due a la production d’enzymes
inactivatrices. Trois classes d’enzymes existent dont chacune est responsable d’un phénotype de
résistance spécifique (Daurel et Leclercq, 2008).Les enzymes inactivant les aminosides sont codées
par des geénes plasmidiques ayant un fort potentiel de dissémination (Quincampoix et

Mainardi,2001).

Tableau 1.1 : Enzymes inactivatrices des aminosides et phénotypes

de résistance (Daurelet Leclercq, 2008).

Phénotype/Acronyme Enzyme Kanamycine Tobramycine Gentamicine
Amikacine Nétilmicine
Sauvage S S S
Kanamycine Aminoside phospho-transférase R S S
K APH
Kanamycine- Aminoside nucléotidyl- R R S
Tobramycine transférase
KT ANT
Kanamycine- Aminoside acétyl-transférase- R R R
Tobramycine phosphotransphérase
Gentamycine APH-AAC
KTG

R : résistant, S : sensible

1.2.3. Macrolides, Lincosamides, Streptogramine (MLS)
» Meécanisme d’action

Les MLS sont des inhibiteurs de la syntheése protéique qui agissent lors de 1'élongation des chaines
peptidiques. En stimulant la dissociation du ribosome et du complexe ARN de transfert peptide. Cela
entraine une terminaison réversible de 1’¢longation protéique.Les macrolides et les lincosamides
(lincomycine et clindamycine) n’ont qu’une activité bactériostatique sur les staphylocoques alors que
les streptogramines (pristinamycine, quinupristine—dalfopristine), qui résultent de 1’association de
deux composés A et B agissant en synergie et possédant une activité bactéricide(Tankovicet

al.,1997).

» Meécanisme de résistance

- La modification de cible est de loin le mécanisme le plus répandu et confére un spectre de
résistance croisée entre macrolides, lincosamides et streptogramines B. En effet, les souches
résistantes produisent une méthylasecodé par le géne erm(chromosomique ou plasmidique)

responsable de la méthylation d'une adénine de 'ARN23S de la sous-unité ribosomale 50S.




Chapitre 1. Généralités sur les Staphylocoques

Cette altération spécifique et unique du ribosome bactérien a pour conséquence de réduire I'affinité
entre 1'érythromycine et sa cible sans doute du fait de changement de conformation de I'ARN
ribosomal 23S.

La résistance conférée est croisée entre l'ensemble des macrolides, les lincosamides et les
streptogramines B dont les sites de fixation se chevauchent, d’ou le nom de phénotype MLSB.

Ce phénotype peut étre inductible (MLSBi)quand la méthylase est produite seulement en
présence de macrolide inducteur a 14 et 15 atomes, ou constitutif (MLSBc), lorsque la production est
permanente, et indépendante de 1’antibiotique (Leclercq, 2002).

Le phénotype inductible semble prédominant chez les staphylocoques dorés sensibles a la méticilline,
tandis que le phénotype constitutif prédomine chez les SAMR (géne ermA

prédominant)(Quincampoix et Mainardi,2001).
- Efflux (phénotype MSB) : due a la présence d’une pompe ATP-dépendante codée par le géne
plasmidique msrA va conférer une résistance par efflux aux macrolides a 14 et 15 atomes

(Daurel et Leclercq., 2008).

Tableau 1.2 : Principaux phénotypes de résistance aux MLS chez les staphylocoques.

Mécanisme Classe de génes Phénotype Phénotype de résistance
14-,15M | 16-M | L | S
Méthylation ribosomale erm(A), erm(C) MLSB inductible R Sa Sa| S
MLSB constitutif R R R Sb
Efflux msr(A) MSB R S S S

a : Risque de sélection de mutant résistant.b : Activité bactéricide réduite.

1.2.4. Quinolones

» Meécanisme d’action
Les staphylocoques sont naturellement résistants aux quinolones de premicre génération comme
l'acide nalidixique mais sont en revanche sensibles aux fluoroquinolones.Les quinolones agissent en
inhibant spécifiquement la synthése de I'ADN, ceci étant rapidement suivi par la mort de la bactérie.
Cette action sur 'ADN est secondaire a 1'inhibition de deux topo isomérases bactériennes : I'ADN
gyrase, qui catalyse le surenroulement négatif de I'ADN, et 'ADN topo-isomérase IV qui est

responsable de la décaténation des chromosomes au cours de la réplication(Tankovic et al.,1997).
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» Mécanisme de résistance
Acquisition de la résistance chez les staphylocoques est largement liée la survenue de mutations
chromosomiques, ces mutations conduisent a une diminution de la liaison des quinolones sur leurs

cibles intracellulaires, ADN-topo-isomérase IV (Tankovic et al.,1997).

1.2.5.Glycopeptides

» Meécanisme d’action
Les glycopeptides agissent sur la synthése de la paroi bactérienne au cours de 1'élongation, a un stade
plus précoce que les béta-lactamines, en ciblant le résidu D-Ala-D-Ala terminaux des précurseurs a la
surface de la bactérie avec une haute affinité, bloquant ainsi 1’addition des précurseurs a la chaine du

peptidoglycane naissant et prévenant les étapesultérieures de polymérisation(Tankovicet al.,1997).

» Meécanisme de résistance
Différents termes et acronymes, VISA (vancomycinintermediateS. aureus), GISA
(glycopeptideintermediateS. aureus), hétéro-VISA (souches sensibles a la vancomycine avec une
sous-population vancomycine intermédiaire et en général intermédiaire ou résistant a la teicoplanine
), ont ét¢ utilisés pour définir les souches de S. aureus de sensibilité diminuée aux glycopeptides et

plus récemment VRSA pour les souches résistantes.

» Souches de sensibilité diminuée aux glycopeptides

- ces souches ont une paroi épaissie résultant d’une réorganisation complexe du métabolisme du
peptidoglycane liée probablement a des mutations dans de multiples geénes. Ces réorganisations
pourraient empécher 1’accés de la vancomycine a sa cible.

- Une autre hypotheése non exclusive serait I’hyperproduction de précurseurs du peptidoglycane

agissant comme autant de leurres pour les glycopeptides.

1.2.6. Autres résistances

» Acide fusidique
L’acide fusidique, représentant unique de sa famille, inhibe la synthéseprotéique en interférant avec
une GTPase (facteur d’¢longation G (EF-G)), empéchant la progression de la chaine polypeptidique
au niveau du ribosome.
Il existe deux mécanismes de résistancea cet antibiotique chez S. aureus : mutation dans le
genefusAcodant le facteur d’¢élongation G ou diminution de la perméabilité(Daurel et Leclercq,

2008).
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» Tétracyclines
La résistance aux tétracyclines est due soit a un mécanisme d’efflux par une protéine membranaire
codée par les genes tetKoutetLd’origine plasmidique soit une protectionde la cible par une protéine

codée par le geéne transposable tetM(Tchougoune, 2007).

» Rifampicine :
La rifampicine inhibe I’ARN polymérase, bloquant ainsi la transcription. Elle est bactéricide. Des
mutations au sein du génerpoBcodant la chaine béta de I’ARN polymérase sont responsables du

phénotype de résistancea cet antibiotique(Daurel et Leclercq,2008).
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Chapitre 2
MATERIEL ET METHODES

Notre stage de fin d’étude a été effectué¢ au niveau du laboratoire de Bactériologie du CHU
Mustapha d’Alger, durant une période de 5 mois (Février-Juin2017). L’objectif de notre travail
consiste a isolés et identifier les staphylocoques dorés, y compris les SARM, isolées de différents
prélevements cliniques et d’évaluer ainsi leur profil d’antibiorésistance. Ces prélévements ont été
diagnostiqués dans les différents services du CHU. Aussi, des prélévements de patients auscultés a

titre externe ont été obtenus.

L’identification de 1’espece a été faite en se basant sur les caractéres morphologiques, culturaux et
biochimiques. Par la suite, un antibiogramme, par la méthode de diffusion de disque sur gélose
Mueller-Hinton (MH), a été réalisé sur chaque souchebactérienne. La lecture et I’interprétation des
résultats ont été faites selon les regles et les recommandations du CLSI (The Clinical&Laboratory
Standards Institute)(Bonnet ef al., 2012). L’objectif de cette étude était d’estimer la proportion des
staphylocoques dorés et des SARM ainsi que leur profil d’antibiorésistance.

Par ailleurs, la sensibilit¢ des SARM a été explorée avec I’'HE du thym par 2 méthodes
complémentaire (aromatogramme et microatmosphere) suivie par la détermination des concentrations
minimales inhibitrices (CMI).Ceci a ¢été fait dans un objectif de trouver une alternativea

I’antibiorésistance desSARM.

2.1. Matériel
2.1.1. Souches bactériennes

Des souches de référence ATCC (American Type Culture Collection) ont été utilisées pour vérifier la
fiabilit¢ des différents réactifs et valider les techniques d’identification et les tests de sensibilité aux
antibiotiques. Au total, deux souches staphylococciques ont été utilisées en I’occurrence : S. aureus

ATCC 25923 (sensible a I’oxacilline) et S. aureus ATCC 43300 (résistante a 1’oxacilline).

2.1.2. Milieux de culture et solutions de coloration

Plusieurs milieux de culture ont été utilisés lors de notre étude. Nous citerons la gélose nutritive
(GN), gélose Muller-Hinton (MH) ou encore le milieu Chapman, gélose au sang frais et gélose au
sang cuit, milieu d’enrichissement BGT. Tous ces milieux de culture proviennent de 1’Institut Pasteur
d’Alger (IPA).

Concernant les solutions de colorations utilisées, nous citerons le violet de gentiane, lugol, fuchsine,
bleu de méthyléne et alcool (70°). Toutes ces solutions ont été utilisées pour la réalisation de la

coloration de Gram et de bleu de méthyléne des bactéries isolées.
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2.1.3. Tests et réactifs d’identification

L’identification des souches de staphylocoques isolées a ¢été faite a I’aide d’un test rapide
d’agglutination (PastorexStaph Plus). Pour les SARM, c’est le kit de recherche de la PLP2a (Slidex-
MRSA). Le plasma humain a été aussi utilisé pour la recherche des coagulases libres. La catalase a
été employée pour différencier les (cocci @ Gram +, catalase+) des (cocci @ Gram +, catalase-).Aussi,
plusieurs disques d’antibiotiques ont ¢été utilisés afin de déterminer le profil d’antibiorésistance des

staphylocoques pathogeéne. Les ATB utilisés en (Annexe 02).

2.1.4. Matériel végétal et huile essentielle

L’huile essentielle du thym commun (Thymus vulgaris) a été fournie par la société « Ziphee.Bio »
spécialisée dans la production des HE et des engrais biologiques, sise a Lakhdaria (Bouira). L’HE a
¢été extraite a partir de la parie aérienne fraiche de la plante (feuilles et tiges) durant la période de
floraison (juin 2014). Le matériel végétal provient des montagnes de Bouira. Le procédé d’extraction
utilisé est I’entrainement a la vapeur d’eau conduit a échelle industrielle. L’HE contient le carvacrol
(83.8%) comme composé majoritaire, suivi par le p-cymene (8.15%) et le terpinéne (4.96%). Cette
huile est riche aussi en composés oxygénés qui sont les prédominants (86%).

Aussi, I’HE est certifiée « 100% naturelle » car n’ayant été additionnée ou mélangée a aucun solvant
organique durant la phase de distillation. Elle a été conservée dans des flacons stériles teintés a 4°C et
a I’abri de ’air et de la lumiére, pendant toute la durée de notre travail, pour éviter d’éventuels

phénomeénes d’oxydation ou de contamination.

2.2. Méthodes

Tous les prélévements réceptionnés au laboratoire de microbiologie ont été accompagnés d’une fiche
de renseignement comportant le nom et prénom du malade, le sexe,l’age, les signes cliniques

ainsique le traitement d’antibiotique éventuellement entamé.

2.2.1. Etude bactériologique des différents prélévements
Durant notre période d’étude, les 190 souches de S. aureus été isolées de différents préleévements
cliniques a savoir 30 prélévements d’hémocultures, 2 d’LCR,14 des urines, 22 des prélévements

bronchiques, 63 des suppurations superficielles, 33 des ponctions ainsi 8 des cathéters.

2.2.1.1. Examen macroscopique du prélévement :
Cet examen donne des informations importantes. Il consiste a observer a 1’ceil nu:
+ Couleur :
- Suppurations superficielles et profondes : une évaluation macroscopique des prélévements

de pus ou d’écoulement recueillis, de couleur jaune vert au rouge brun avec une odeur fétide.
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- LCR et liquides de ponctions : unLCR normal est clair, classiquement en «eau de rochey,
mais diverses étiologies entrainent des modifications de cet aspect normal si bien qu’il peut
apparaitre : hémorragique (sanglant), xanthochromique (jaunatre), trouble (hypercytose).

- Urine : va du jaune foncé au rouge brun. Une couleur rouge est due a un mélange avec le

sang ou de I’hémoglobine.

- Prélévements bronchiques :rouille, verdatre, hémoptoique (sang)

« Consistance : elle peut aller d’un liquide trouble pour LCR, I'urine et ’hémoculture, a une

matiere trés épaisse et collante pour le pus et sécrétions bronchiques.

Pour chaque prélévement une analyse bactériologique comportant un examen direct et une mise en

culture ont été réalisés. L’examen des différents prélévements est résumé dans le Tableau2.1.

Tableau 2.1 : Examen bactériologique des différents prélévements cliniques.

Prélévements Mise en culture
Culture sur gélose au sang frais (GSF) et gélose au sang cuit (GSC)
Suppurations : Incubation a 35°C S/CO,, 24-48h.

v’ Superficielles
v Profondes

Enrichissement dans un bouillon glucosé tamponné (BGT)

Hémocultures culture : GSC, GSF
(35°C, S/ CO2 24-48h )
culture : GSC, GSF
(35°C, S/ CO2 24-48h)
Liquide Céphalo-
rachidien Enrichissement dans du BGT
culture : GSC, GSF
(35°C, S/ CO2 24-48h )
Enrichissement dans du BGT
Ponctions* Incubation prolongée a 7 jours pour le liquide articulaire
Urines Ensemencement selon la méthode de 1’anse calibrée de 10 pl sur gélose
nutritive (GN)
Prélévements culture : GSC, GSF

bronchiques **

(35°C , S/CO2 24-48h )

Cathéter

1 ml d’eau physiologique ajouté au prélévement puis 10ul ensemencés
sur GSF et GSC (35°C S/CO2 18-48 h).

*ponctions : Epanchement pleurale, liquide articulaire.
**prélevements bronchiques : crachat, prélévement distal protégé, aspiration endo-trachéale.
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2.2.1.2. Identification des souches de S.aureus
- Apres une mise en culture du prélévement réceptionné, suivie par une incubation de 24h, toutes

colonies individuelles et morphologiquement semblables, issues des cultures bactériennes positives,
feront 1’objet d’une identification par des tests de coloration et des tests biochimiques.
- Dans le cas de culture polymorphe une étape de purification qui consiste a isoler chaque type

bactérien précede I’identification biochimique des bactéries.

2.2.1.2.1. Etude macroscopique des colonies
v' Sur Gélose Nutritive (GN) :S.aureus, aprés 24h d’incubation, donne des colonies lisses
produisant en général un pigment jaune.
v Sur milieu Chapman : les colonies apparaissent jaunes dorés entourées d’un halo jaune clair
due a la fermentation du mannitol.
v' Sur Gélose au sang frais : On observe fréquemment une zone claire d’hémolyse (beta

hémolyse) autour des colonies.

2.2.1.2.2. Etude microscopiques : (Coloration de Gram)

= Principe : C'est une coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi
bactérienne, et d'utiliser ces propriétés pour les distinguer et les classifier.

= Technique : la méthodologie utilisée ¢était celle adoptée par (Ganter et Jolles .,1970).

Les étapes suivies dans cette technique se résument a :

1ore

étape : préparation de frottis : sur une lame, nous déposons une goutte d’eau stérile.
Ensuite nous ajoutons une colonie bien isoléequi sera étalée et fixée a la chaleur.

2°™ ¢tape : nous réalisons la coloration du frottis. D’abord, nous effectuons une coloration
par le violet de gentiane et laissons agir pendant 2 min. ensuite nous ringons a I'eau courante
et recouvrons le frottis par la solution de lugol et laissons agir pendant 30 secondes. Une
décoloration a 1’alcool sera faite rapidement (15 secondes) suivie par un ringage. Enfin, une
recoloration a la fushine sera effectuée pour une durée d’une minute suivie par un ringage a
I’eau et séchage de la lame. L’observation se fait a 1’aide d’une goutte d’huile a immersion

I'objectif x100.

= Lecture : la présence de staphylocoques sous forme de cocci en amas a Gram +.
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2.2.1.2.3. Identification biochimique

- Recherche de la catalase
= Principe : Cette enzyme est produite en abondance par les bactéries & métabolisme respiratoire
qui peuvent détruire les peroxydes H,O, dont I’accumulation a un effet 1étal pour les bactéries. La
catalase a la propriété de décomposer le peroxyde d’hydrogene (H,O;) avec dégagement d’O; sous

forme gazeuse (Denis et al.,2011).

= Technique : A partir d’un milieu solide et aérobie, nous avons prélevé une quantité suffisante de
culture et la mettons en suspension dans une goutte d’eau oxygénée déposée sur une lame.

= Lecture : La présence de catalase est marquée par la formation immédiate des bulles d’O,.

- Recherche de la coagulase liée (Test d’agglutination rapide)
= Principe : C’est un test d’agglutination sur lame permettant 1’identification rapide des souches de
S. aureus, prét a I’emploi et fiable a interpréter avec des résultats en une minute. Des particules de

latex rouge sont sensibilisées par des protéines : fibrogeéne et Ig G humaines (Dupouy-Camet, 2002).

* Technique : Sur le papier Staphaurex-Plus, nous rajoutons une goutte de latex rouge en prenant
une colonie bactérienne et la déposer sur la solution du latex rouge et nous mélangeons.
= Lecture : Aprés une minute, si la solution s’agglutine, nous pouvons déduire qu’il s’agir de

S.aureus.

- Recherche de la coagulase libre :

= Principe : La propriét¢ de Staphylococcus aureus de provoquer la coagulation d’un plasma
recueilli sur anticoagulant est un critére important de son identification. Elle est due a la sécrétion
d’une enzyme thermostable ; la staphylocoagulase ou coagulase. Cette derniére agit en liaison

avec la prothrombine et en absence de calcium (Fang et al., 2003).

= Technique : Nous prenons trois tubes secs en rajoutant du plasma humain. Dans un tube nous
rajoutons une colonie bactérienne de la souche isolée, dans le second tube nous rajoutons une
colonie bactérienne de la souche ATCC 25923 (témoin positif) alors que dans le dernier tube
aucune souche ne sera rajoutée (témoin négatif). L’incubation se fait a 37°C pendant de 18 a 24h
alors que 1’observation sera toutes les heures jusqu’a 4 h.

= Lecture : Si le résultat est positif, il y aura alors une coagulation du plasma.
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2.2.2. Etude de la sensibilité aux antibiotiques des souches de S.aureus

2.2.2.1. Antibiogramme

- Technique :Une suspension bactérienne sera préparée en prélevant des colonies pures et les
déposer dans 1’eau distillée stérile. Apres agitation, le tube sera mis dans un densitométre afin
d’obtenir une suspension de densit¢ 0.5 Mac Ferland. Un écouvillon stérile sera trempé dans la
suspension bactérienne et I’exceés sera enlevé par pression sur les bords du tube. Cet écouvillon sera
ensemence régulierement sur un milieu gélose de MH. Par la suite, les disques d’ATB seront déposés
sur le fond de la boite, en prenant soin de les ¢loigner, au minimum, de 1 cm du bord et 24 mm les

uns des autres. Un total de 6 disques sera déposé dans chaque boite. L’incubation se fait a 35°C

pendant de 18 a 24 h (Figure 2.2).

-Lecture :se fait en mesurant les diamétres des zones d'inhibition a I’aide d’un pied a coulisse.
Les résultats obtenus seront comparés a ceux des valeurs critiques établies par la CLSI. Par la suite,

les bactéries seront classées dans 1’une des trois catégories : sensible, résistante ou intermédiaire.

2.2.2.1.1. Recherche de la résistance a la méticilline

La résistance des S. aureus a la méticilline (Oxacilline) permet de répartir les souches deS. aureus en
deux catégories :

- SASM (méti-S) : souches de S.aureus sensible a la méticilline

- SARM (méti-R) :souches de S.aureus résistant a la méticilline

La détection de la résistance a la méticilline se fait par plusieurs tests :

2.2.2.1.1.1. Test de diffusion du disque de céfoxitine
- Principe :Pour le genre Staphylococcus, seul le disque de céfoxitine (30 pg) doit étre testé dans
I’antibiogramme standard pour la détection de la résistance a 1’oxacilline par production de PLP2a,

les disques d’oxacilline n’étant pas fiables selon CLSI.

- Technique :Déposer un disque de céfoxitine (30 pg) dans les conditions standard de
I’antibiogramme incub¢ a 33-35°C pendant 16a 18h.
- Si le diametre d’inhibition de FOX est <21 mm, la souche est résistante a I’oxacilline (SARM).

- Si le diamétre d’inhibition de FOX est > 22 mm, la souche est dite sensible a I’oxacilline (SASM).

2.2.2.1.1.2. Recherche de la PLP2a (SLIDEX ™ - MRSA)
Il s’agit d’un test rapide au latex pour la détection de la Pénicilline Binding Protein 2' (PLP2a) et la

confirmation des Staphylococcus aureus résistant a la méticilline.
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Desparticules de latex sensibilisées par un anticorps monoclonal dirigé contre la PLP2a vont réagir
apres extraction spécifiquement avec leSARMentrainant 1’apparition d’une agglutination visible a

I’ceil nu (Technique et lecture en annexel).

2.2.3. Etude de I'activité antimicrobienne de 1'huile essentielle

La recherche de 1’activité antibactérienne consiste a estimer [’inhibition de la croissance des
microorganismes soumis a I’HE de thym commun. Pour cela, deux méthodes qualitatives

(aromatogramme et microatmosphere) et une quantitative (CMI) ont été examinées.

2.2.3.1. Technique de diffusion en milieu solide (aromatogramme)

Cette méthode utilisée par certains auteurs (Tyagier Malik., 2012) est la technique que nous avons
utilisée pour évaluer, dans un premier temps, 1’activité antimicrobienne de ’HE. Elle est basée sur
une technique utilisée en bactériologie, 'antibiogramme (Satrani, 2007).

Dans cette méthode (Figure 2.2), nous avons utilisés des disques de 9 mm de diamétre (Antibiotica-
Testblattchen, Schleicher &Schuell, D-3354, Dassel, Allemagne) que nous avons imprégnés d’une
certaine quantit¢ d’HE. Le disque sera déposé au centre d’une boite Pétri contenant un milieu gélosé
préalablement ensemencé par une souche microbienne. L'étude du pouvoir anti-SARMpar cette
technique est identique a celui de I'antibiogramme. La seule différence réside dans le remplacement
des disques d’ATB par des extraits aromatiques.

Dans notre étude, nous avons testé I’activité antimicrobienne de ’HE en imprégnant les disques par 2
quantités croissantes en HE a savoir 20 et 40 puL, séparément. Ceci a été fait dans le but d’apprécier
’action "dose-dépendante" de 1’essence sur la croissance des germes microbiens.

Chaque boite Pétri est ensuite fermée et incubée dans 1’étuve a température adéquate (35°C pendant
24h).L’essence diffuse a partir du disque au sein de la gélose et y détermine un gradient de
concentration. Les SARM croissent sur toute la surface gélosée sauf la ou elles rencontrent une
concentration d'essence aromatique suffisante qui inhibe leur croissance.

A la sortie de 1’étuve, ’absence de la croissance microbienne des SARM se traduit par un halo
translucide autour du disque et dont le Diameétre de la Zone d’Inhibition (DZI) est mesuré et exprimeé

en millimetres (mm). Plus le DZI est grand, plus la souche est sensible a I’'HE.

2.2.3.2.Technique de diffusion en phase vapeur (Microatmosphére)

Nous avons utilisés cette méthode dans le but d’apprécier les propriétés inhibitrices de la phase
volatile de ’HE. Cette méthode est rarement citée car les auteurs qui se sont penchés spécifiquement

sur I’activité de la phase gazeuse sont encore peu nombreux (Tyagi et Malik, 2011).
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La différence entre cette technique 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 (Figure 2.3).

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 manicre que
I’aromatogramme, nous avons appliqué 2 quantités croissantes au disque. En premier lieu, 20 uL
goutte d’huile a été déposée sur un disque de papier filtre de 2 cm de diamétre. Dans le 2°™ essai, un
disque de 4 cm a été imprégné par 40 uL d’HE. Le diamétre du disque differe selon la quantité d’HE
a imprégner afin d’obtenir un bon étalement de 1’essence sur le couvercle et, par conséquent, une
meilleure diffusion et évaporation. La préparation de 1’inoculum, I’ensemencement, I’incubation et la
lecture des résultats ont été menés de la méme maniére que la premiére méthode (Aromatogramme).
La boite est fermée avec le couvercle en bas et mise a 1’étuve a 35°C pendant 24 h. 1l se produit une
¢vaporation des substances qui, en contact avec les SARM ensemencés sur la gélose, va inhiber leur
croissance. A la sortie de 1’étuve, 1’absence de la croissance microbienne se traduit par une zone

translucide sur la gélose de contour plus ou moins nette, a tendance circulaire.
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\
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Figure 2.1 : Illustration de la méthode de Figure 2.2 :Illustration de la méthode de
I’aromatogramme(Zaika, 1988). microatmosphere(Zaika, 1988).

2.2.3.3.Technique de dilution en milieu gélosé

La technique de dilution en milieu solide est recommandée par le National Committee for
ClinicalLaboratory 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 fagcon homogene et stable dans le milieu de
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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, trés 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 agent
dispersant et solubilisant inerte, 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
0,03125%. L’ensemencement de chaque milieu sera fait par touche a 1’aide d’un écouvillon stérile.
Les boites Pétri seront incubées a 35°C pendant 24h.

La lecture des résultats se fait visuellement en observant s’il y a I’apparition d’une éventuelle colonie
microbienne, en comparaison avec une boite témoin (exempte d’HE). La CMI se définie comme
¢tant la plus petite concentration du produit pour laquelle aucune croissance n'est visible a I'ceil 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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CONCLUSION

Le diagnostic bactériologique des infections humaines revét une importance particulicre. Il
permet une surveillance épidémiologique et guide l'antibiothérapie, a l'heure de résistances
bactériennes toujours plus fréquentes. Les infections humaines dues aux staphylocoques occupent
une place importante en pathologie infectieuse en raison de leur fréquence et de leur gravité, tant au

niveau de 1’hopital qu’au sein des populations.

Notre travail s’est axé principalement sur le diagnostic bactériologique des prélévements cliniques
provenant de différents services hospitaliers du CHU Mustapha d’Alger, en vue de déterminer la
proportion des souches de Staphylococcus aureuset des SARM isolées et d’évaluer ainsi leur profil
de résistance aussi bien aux antibiotiques conventionnels qu’a I’huile essentielle du thym commun

et ce afin de mieux définir les stratégies thérapeutiques et préventives.

Les résultats obtenus montrent une grande résistance des S. aureus vis-a-vis de la pénicilline,
kanamycine et érythromycine. Aussi, toutes les souches desSARM sont résistantes a la pénicilline,
I’oxacilline et I’ofloxacine. Différents phénotypes de résistance aux aminosides et aux macrolides

ont été constatés lors de cette étude.

La multirésistance des staphylocoques est devenu remarquablement répandue dans les prélévements
humains, d’ou la nécessité¢ de la mise en ceuvre d’une stratégie active et efficace garantissant une
sécurité microbiologique afin d’éviter la propagation de cette résistance. Seules des approches
stratégiques et innovantes peuvent nous aider a surmonter ce désastre. Les huiles essentielles se
présentent comme les meilleurs candidats pour participer a la recherche d’alternatives.
Actuellement,personne ne peut nier I’action des huiles essentielles sur les souches bactériennes
résistantes, voire multirésistantes, aux antibiotiques et la bibliographie regorge d’études sur leur

pouvoir antimicrobien.

L’essence du thym commun, objet de notre étude, a démontré son efficacit¢ inhibitrice de la
croissance de toutes les souches de SARM en phase liquide et vapeur et confirmé, dans le méme
sillage, le bien-fondé de son application en aromathérapie anti-infectieuse. Son utilisation comme

ingrédient actif dans des préparations galéniques topiques anti-infectieuses est pleinement justifié.
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La multirésistance des S. aureus reste un probléme d’actualité et un sujet de préoccupation légitime.
La tenue rigoureuse de statistiques locales constamment remises a jour est indispensable pour
¢établir les protocoles de traitement probabiliste. Le monitoring de la sensibilité antibactérienne des

types staphylocoques isolés a une grande importance et devrait étre continué.

Comme perspectives, il serait intéressant d’apprécier 1’action antimicrobienne de cette huile
aromatique, en comparaison avec les composés terpéniques isolés, afin de dégager des conclusions

sur les possibles effets synergiques entre différents constituants, majoritaire et minoritaire.

Faire des ¢tudes toxicologiques demeure une priorité et une nécessité, quoique ce type de recherche
soit coliteux. Les composés terpéniques complexes peuvent donner un éventail d'interactions avec
I’organisme humain, et ceci devrait étre pris en compte. Il faut é¢galement tenir du compte du fait
que les études menées sur les huiles aromatiques, in vivo, n’en sont qu’au stade préliminaire.

Le thym et d’autres feront certainement encore, dans un proche avenir, 1’objet d’études qui leur

permettront (peut-&tre) de rejoindre le champ glorieux de I’« EvidenceBasedMedicine ».

En définitive, I’objectif final de notre travail a été atteint puisque nous avons contribué a valoriser la
fraction aromatique du thym commun comme ingrédient potentiel dans la lutte-prévention des
infections bactériennes liées aux SARM. Son intégration dans 1’arsenal thérapeutique parait
pleinement justifiée. L avenir nous dira si I’intérét qu’elle suscite est cliniquement justifié.

Belle revanche des Aborigeénes Australiens qui, depuis des lustres, utilisent ces huiles essentielles

pour traiter une large gamme d’infections !
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Chapitre 3
RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Analyses microbiologiques des prélévements

Lors de notre ¢étude, plusieurs types de prélevement ont été analysés (30 prélévements
d’hémocultures, 2 d’LCR, 14 des urines, 22 des prélévements bronchiques, 63 des suppurations
superficielles, 33 des ponctions ainsi 8 des cathéters). L’analyse bactériologique de tous ces
prélevements s’est axée surl’isolement ainsi que I’identification des souches deStaphylococcus
aureus etdesSARM. Cette démarche du diagnostic bactériologique a été menée en suivant plusieurs
étapes (examens macro et microscopique, identification biochimique et tests de pathogénicités).

Au cours de notre période d’étude, un total de 190 souches de S. aureus ont été isolées de différents

prélevements cliniques chez 172 patients.

3.1.1. Répartition des souches selon le type de prélevement

La répartition des 190 souches de S.aureus selon le type de prélévement est consignée dans la
Figure 3.1. La majorité 69 souches est issue de suppurations superficielles soit un taux de
(36,32%), suivi par les hémocultures ou le nombre des souches était de 37(19,47%) et les ponctions
avec un nombre de 36 isolats (18,95%). Le reste des prélévements est représenté par un taux

inférieur a 13%.

26
10
69 : ,
37 36 » 0 2 0
14 8 )
° o o S & <
¥ N < ) & N <& NY
- O \)\" & ) N \\Q’
& & < & &
Ny & O
o ¥ &
Q
X9
W)
<& S.aureus  SARM
<9°QQ

LCR: Liquide céphalo-rachidien. Bronchiques : prélévement distal protégé, crachat, aspiration endo-trachéale.
Ponctions : suppurations profondes, liquide pleurale, liquide articulaire.

Figure 3.1 : Répartition des souches de S. aureus et SARM selon le type de prélévement.
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Les souches de SARM¢étaient principalement isolées des suppurations superficielles avec un
nombre de 26 souches correspondant a un taux de 13,68%, suivi par les hémocultures 10 souches
5,26 %.les ponctions et les prélevements bronchiques ou le nombre des isolats était de 7 pour les
deux types de prélévement soit un taux de 3,68 %. Il est a noter que les SARM n’ont pas été

détectés dans les prélévements provenant des urines et de LCR.

3.1.2. Répartitions des souches selon les services hospitaliers

Dans la Figure 3.2, nous détaillons la répartition des souches de S.aureus selon le service
d’hospitalisation des malades.Il en ressort de cette répartition que les services de dermatologie et
d’anesthésie réanimations sont les principaux pourvoyeurs de souches de S. aureus avec 43 et
35isolats respectivement. Les patients qui consultent en externes viennent en 3°™ position avec 25
isolats.

En ce qui concerne les SARM, 48 souches ont été isolées chez des patients hospitalisés et 4 souches
chez des malades externes.

Les SARM sont présents dans de nombreux services du CHU (au moins une souche par service). Le
nombre de SARM le plus élevé est signalé dans le service d’anesthésie — réanimation avec 16

souches, suivi par le service de dermatologie 13 souches.
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Figure 3.2: Répartition des souches en fonction des services d’hospitalisation.
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3.1.3. Répartition des staphylocoques selon le sexe

Nous rapportons, dans leTableau 3.1., les résultats de la répartition des S. aureus isolés, sur un total
de 190 souches, selon le sexe des patients.Il en ressort de ces résultats que le nombre des
staphylocoques isolés n’est pas similaire chez les deux sexes, avecune prédominance masculine
(61%).

Pour ce qui est des SARM, 52 souches ont été isolés chez 16 (8%) Féminin et 36(19 %) Masculin.

Tableau 3.1 : Répartition des staphylocoques isolés selon le sexe des patients.

S. aureus SARM
Sexe n % n %
Masculin 115 61 36 19
Féminin 75 39 16 8
Total 190 52

3.2. Antibiorésistance des souches staphylococciques isolées
Une fois les étapes d’isolement et d’identification des souches staphylococciques ont été terminées,
une ¢tude du profil d’antibiorésistancede ces isolats a été effectuée en utilisant la technique de

diffusion a partir de disque selon les recommandations du CLSI.

3.2.1. Profil de résistance des Staphylococcus aureus
Toutes les souches de S. aureusont été soumises a un antibiogramme pour vérifier leur résistance
vis-a-vis de 15ATB appartenant a différentes familles. Les résultats de cette analyse sont rapportés

dans la Figure 3.3.
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Figure 3.3 :Profil de résistance des Staphylococcus aureus.
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Un total de 52 souches de S.aureus, soit un taux de 27,37%, étaient résistantes a la céfoxitine. De
plus, la résistance aux aminosides était plus marquée pour la kanamycine.Pour les trois
fluoroquinolonestestées, la fréquence de résistance ne dépasse pas les 25%.Les résultats obtenus
montrent aussi une grande résistance des S. aureus vis-a-vis de la pénicilline avec un taux de
91.58%, suivie de la kanamycine (41.58%) et I’érythromycine (34.21%).

Nos souches restent relativement sensibles au cotrimoxazole (11.19%). Par ailleurs, vancomycine,
pristinamycine et rifampicine restent parmi les ATB les plus efficaces car aucune résistance n’a été

notée pour les souches staphylococciques pathogenes.

3.2.2.Profil de résistance desStaphylococcus aureus résistants a la Méticilline

Concernant les souches SARM, nous avons effectué¢ aussi un antibiogramme pour chaque isolat
identifié. Le profil de cette antibiorésistanceest rapporté dans la Figure 3.4.

Toutes les souches des SARM sont résistantes a la pénicilline, la céfoxitine et I’ofloxacine (100%).
Une importante résistance a été signalée pour les ATB de la famille des aminosides, en 1’occurrence
kanamycine et gentamycine avec un taux de 80.77% et 61.54%, respectivement.

Dans le méme sillage que celui des S. aureus, vancomycine, pristinamycine et rifampicine restent parmi
les ATB les plus efficaces car aucune résistance n’a €té notée pour les souches staphylococciques

résistantes a la méticilline.
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Figure 3.4:Profil de résistance des Staphylococcus aureus résistants a la méticilline.
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3.2.3. Résistances associées aux antibiotiques

3.2.3.1. Résistance aux aminosides

Pour la totalité¢ des souches S. aureus, les différents phénotypes de résistance aux aminosides sont
illustrés dans la Figure 3.5. Le principal mécanisme de résistance des souches de S. aureus
isoléesest le phénotype KTG car 25% des souches sont résistantes a la Kanamycine-Tobramycine-

Gentamycine.
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K : Kanamycine ; KTG : Kanamycine-Tobramycine-Gentamycine.

Figure 3.5 : Phénotypes de résistance desS.aureusaux aminosides (n =190).

Concernant les souches de SARM, les différents phénotypes de résistance aux aminosides sont
illustrés dans le Figure3.6. Il apparait clairement que c’est le mécanisme de résistance est li¢ au
phénotype KTGqui est prédominant car un taux de 62% des souches sont résistantes aussi bien a la

gentamycine que la tobramycine et la kanamycine.

sensible
19%
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Figure 3.6 :Phénotypes de résistance des SARM aux aminosides (n=52).

3.2.3.2. Résistance aux Macrolides-Lincosamides-Streptogramines(MLS)

Pour la totalité des souches S. aureus, les différents phénotypes de résistance aux MLS sont illustrés
dans la Figure 3.7.

Pour des MLS, le phénotype sensible est majoritaire avec un taux de 71%. Le phénotype MLSB est
d’expression inductible dans 9% des (résistances induites par les macrolides a 14 et 15 atomes) et

constitutif dans 6% des cas (résistance permanente et indépendante de 1’antibiotique).
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MLSB (c)

MLSB (i)
9%

MSB
14%
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71%

MLS : Macrolides-Lincosamides-Streptogramines ; MLSB c: constitutive ; MLSB i : inductible.

Figure 3.7: Phénotypes de résistance des S. aureus aux Macrolides-Lincosamides-Streptogramines.

Pour les souches de SARM, les phénotypes de résistance aux MLS sont illustrés dans la Figure 3.8.
Le phénotype sensible est prédominant dans 52% des cas. Le phénotype MLSB est d’expression
inductible dans 6% des et constitutif dans 27% des cas. Concernant la résistance liée a la

Macrolides-Streptogramines B (MSB) par efflux, le taux était de 15%.

MLSB (i)
6%

MSB
15%
Sensible
MLSB(c) 52%
27%

MLS : Macrolides-Lincosamides-Streptogramines ; MLSB c: constitutive ; MLSB i : inductible ; MSB : Macrolides-

Streptogramines B.

Figure 3.8: Phénotypes de résistance des SARM aux Macrolides-Lincosamides-Streptogramines.

3.3. Screening anti-SARM de I’huile essentielle du thym commun

3.3.1. Diffusion en milieu solide (Aromatogramme)

L’activité antibactérienne de 1’huile essentielle du thym a été réalisée in vitro sur des souches
microbiennes de S. aureus, isolées cliniquement. Au total, 52 souches des SARM ont ét¢ étudiées.
Les résultats de ce screening antimicrobien sont rapportés dans les Figures 3.9¢et 3.10. A noter que

le diametre du disque (9 mm) a été inclus dans le calcul de la zone d’inhibition.
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En phase liquide et a faible dose (20 pL), toutes les souches de SARM ont été inhibées par I’HE du
thym avec des DZI qui varient entre 30 et 44 mm pour les souches isolés des prélévements
bronchiques, entre 30 et 50 mm pour les souches isolées des ponctions et entre 32 et 50 mm pour les
SARM des suppurations superficielles. C’est derniers ont présenté la moyenne des DZI la plus

¢levée avec une valeur de 41.26 mm, suivis par ceux des ponctions (39.42 mm) et des prélévements

bronchiques (38.28 mm).
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55 —+ Bronchiques Cathéters Hémocultures Ponctions Suppurations

superficielles
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+ Moyenne o Valeurs extrémes(1) ¢ Minimum/Maximum

Figure 3.9 : Activité anti-SARM de 1’essence du thym en aromatogramme (20 pL/disque).

A forte dose (40 pL), de meilleurs résultats ont ét¢ obtenus (Figure 3.10 et 3.11) ou nous avons
enregistré des valeurs de DZI comprises entre 33 et 53 mm pour les souches isolés des ponctions,
entre 33 et 60 mm pour les suppurations superficielles et entre 32 et 80 mm pur celles des
prélevements bronchiques. Ces dernicres avec celles des cathéters ont manifesté une grande
sensibilité a 1’action inhibitrice de la phase liquide de I’HE avec une moyenne de DZI de 48.28 mm
et 51 mm, respectivement. Dans tous les cas cette action antibactérienne vis-a-vis des SARM est
largement supérieure a celle des ATB étudiés ou les DZI obtenus ne dépassent pas, dans les

meilleurs des cas, 30 mm pour gentamycine et clindamycine.

28



Chapitre 3 : Résultats et Discussion
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Figure 3.10 : Activité anti-SARM de I’essence du thym en aromatogramme (40 pL/disque).

En outre, nous avons constat¢ que les différentes souches de SARM ¢étudiées réagissent
différemment aux antibiotiques testés, ce qui montre leur caractére mutageéne leur permettant ainsi

d’acquérir une résistance aux ATB. La plupart ont montré d’ailleurs une multirésistantes.

B)
Figure 3.11 :Diamétre des zones d’inhibition en aromatogramme a 20 pL (A) et 40 puL (B) d’huile.

3.3.2. Diffusion en phase vapeur (Microatmosphére)

Etant donné que les huiles aromatiques sont constituées de molécules terpéniques volatiles, nous
avons penché sur I’évaluation de leur pouvoir antibactérien en microatmosphere qui explore les
propriétés inhibitrices de la phase vapeur de I’huile essentielle (Figure 3.12).

En phase vapeur, I’essence aromatique du thym commun a exhibé une inhibition importante sur les
souches SARM, particuliérement ceux isolées des suppurations superficielles ou les DZI notés
oscillent entre 42 et 60 mm et entre 35 et 60 mm pour les germes provenant des ponctions. Aussi, la
moyenne des DZI la plus importante a ¢été enregistrée pour les SARM des suppurations
superficielles avec une valeur de 51.88 mm, suivie par ceux des prélévements septicémiques

(hémoculture) (50.8 mm).
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Figure 3.12 : Activité anti-SARM de I’essence du thym en microatmosphere (20 pL/disque).

Et en chargeant le disque avec une quantité de 40 pL d’HE (Figure 3.13), des résultats
exceptionnels ont été obtenus, en particulier pour les SARM isolés des prélevements bronchiques

ou toutes les souches ont été inhibées totalement (90 mm).
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95 -+ superficielles
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™
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™
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Figure 3.13 : Activité anti-SARM de I’essence du thym en microatmosphere (40 pL/disque).
Les isolats SARM des autres prélevements ont aussi été inhibés d’une fagon importante par la phase

vapeur de I’huile avec des DZI appartenant a I’intervalle 60-90 mm. A noter que cette action

antibactérienne est dose-dépendante et ce pour toutes les SARM (Figure 3.16).
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Figure 3.14 : Diamétre des zones d’inhibition en microatmosphere a 20 uL (A) et 40 uL (B)
d’huile.

3.3.3. Dilution en milieu gélosé
Une technique quantitative, dilution en milieu gélosé, a ét¢ abordée pour déterminer les CMI pour

toutes les souches SARM. Les résultats de cette étude sont illustrés dans la Figure3.15.
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Figure 3.15. Distribution des valeurs des concentrations minimales inhibitrices pour les souches
SARM isolées différents prélévements cliniques.

A la lecture des résultats obtenus en CMI, il apparait clairement que les souches SARM ont
manifesté une grande sensibilité a 1’action inhibitrice de I’essence du thym avec des CMI faibles,
allant jusqu’a atteindre des valeurs de 0.031% et 0.0625% pour certaines especes provenant de
prélévements purulents superficiels, des ponctions ou des prélevements bronchiques. En outre, les
souches de ces deux derniers prélévements ont eu une moyenne de CMI identique (0.205%).

Pour les prélévements septicémiques, les CMI s’échelonnent entre 0.12 a 0.25% alors qu’elles sont

plus faibles pour les suppurations superficielles (0.031 a 0.25%).
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3.4. DISCUSSION

Les staphylocoques occupent une place trés importante en pathologie humaine infectieuse. Cette
importance s’explique aussi bien par la variété des especes bactériennes qui les composent qu’a leur
incidence au niveau de la santé des populations. La fréquence, la gravité des infections dont elles
sont responsables traduisent des difficultés de prise en charge liées, entre autres, a des difficultés

d’identification et a leur résistance aux ATB.

Notre travail s’est axé principalement sur le diagnostic bactériologique des prélévements cliniques
provenant de différents services hospitaliers du CHU Mustapha d’Alger, en vue de déterminer la
proportion des souchesStaphylococcus aureus et des SARM isolées et d’évaluer ainsi leur profil de
résistance aussi bien aux antibiotiques conventionnels qu’a 1’huile essentielle du thym commun et

ce afin de mieux définir les stratégies thérapeutiques et préventives.

Chaque institution doit réaliser une évaluation périodique de la sensibilit¢é des isolats
staphylococciques aux ATB actuellement utilisés. Notre étude répond a cet objectif par I’analyse de
I’activité, invitro, de plusieurs ATB contre 190 souches de S. aureus, dont 52 SARM, ont été isolées
de différents prélevements cliniques chez 172 patients au niveau du CHU Mustapha d’Alger. En
effet, la connaissance et la surveillance du profil de sensibilité des staphylocoques sont primordiales
dans la prise en charge des infections générées par cette espece bactérienne, ainsi que la maitrise de
leur diffusion clonale. On les rencontre dans les prélévements d’origine diverse, mais
particulicrement dans les suppurations superficielles et prélévements septicémiques, destinés a
I’hémoculture, qui constituent une part trés importante des activités du laboratoire de Bactériologie.
Ceci a été le cas lors de notre étude.

Nos souches étaient essentiellement isolées des prélevements de pus (36,32 %) et d’hémocultures
(19,47%). Des prévalences comparables ont été rapportées par 1’étude Tunisienne de différents
hopitaux, LART (L’Antibio-Résistance en Tunisie., 2014) ou les pus superficiels et les
hémocultures étaient les principaux prélevements positifs a S. aureus (43,3% et 18,6%
respectivement). Selon Triolet et al. (2012), le S. aureus partage avec E. coli le 1¥ rang des germes
responsables de bactériémies. La survenue d’infections systémiques secondaires a la 1ésion cutanée
(septicémie, endocardite, ostéomyélite) est une complication a prendre en compte (Dubrouset al.,
2007).Les suppurations superficielles représentaient 13,68 % des isolats de SARM, les atteintes
cutanées sont expliquées par les facteurs de virulence que possede le S aureus et par la proximité du
réservoir le plus souvent nasal ou méme cutané. D’autres facteurs peuvent favoriser aussi
cesinfections, il s’agit des facteurs d’atteintes générales comme le diabéte, les thérapeutiques

immunodépressives ou le traitement par les corticoides (Hamze et al .,2003) .
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Selon Brown et Ngeno (2007) les bactériémies a Staphylococcus aureus sont fréquentes et peuvent
constituer jusqu’a 21 % des bactériémies nosocomiales, et sont responsables d’une plus grande
mortalité.

le type S. aureus est plus rarement isolé¢ dans les uro-infections, son importance comme agresseur
des papilles rénales est trés connue. On accepte que la colonisation précede I’infection
staphylococccique, comme Archer (1998), qui nous signale qu’a peu preés 30 % des personnes
saines sont colonisées au S. aureus. La porte d'entrée est avant tout nasale, mais aussi vaginale et
péri-anale (Archer, 1998 ; Fabre et al., 2013).

La plupart des auteurs considérant que la cause de plus en plus fréquente des uro-infections a
staphylocoques est la cathétérisation urétrale surtout aprés une thérapie antibactérienne standard. La
transmission de D’infection entre les patients est souvent assurée par les mains du personnel

(Archer, 1998 ; Conlanet al., 2012 ; Gilbert et al., 2013).

Nos isolats de S. aureus provenaient dans 61% des cas de patients de sexe masculin, montrant ainsi
une légere prédominance masculine, qui est aussi rapportée dans différentes études notamment celle
de (Thibauter al., 2014) au CHU de Nantes (France) ou les hommes représentaient 65% de

I’ensemble des patients.

En revanche il existe une nette prédominance du sexe masculin dans notre étude avec 19 % contre

8% de femmes, ce qui laisse suggérer que le sexe est un facteur de risque d’infection a SARM.

Les staphylocoques constituent les agents étiologiques les plus fréquemment décrits dans les
infections communautaires. Les especes de cette famille ont été, depuis une vingtaine d’années,
largement exposées a une utilisation extensive des ATB. Revers de la médaille, elles n’ont pas été

épargnées par la résistance croissante aux molécules les plus fréquemment utilisées.

Staphylococcus aureus a un fort pouvoir adaptatif et a développé différents mécanismes de
résistance aux anti-staphylococciques. Dans notre étude, la totalité des souches (91,58%) produisent
une pénicillinase. L'oxacilline reste active contre ces souches (27% de résistance). Certains auteurs
signalent que des staphylocoques hospitaliers, et plus récemment communautaires, ont développé
une résistance croisée entre les pénicillines M (méticilline, oxacilline) et les autres -lactamines par
la production d'une protéine liant les pénicillines (PLP) et ayant une faible affinité pour ces
composés (Fernandez-Gerlinger et Mainardi, 2014). Ces résultats ont ¢ét¢ confirmés lors de notre
¢tude ou nous avons noté que les isolats staphylococciques demeurent trés résistants aux ATB de la

famille des B-lactamines, en particulier la pénicilline.
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La fréquence de la résistance globale des S. aureus a la pénicillineet la kanamycine (41.53%)
demeure élevée. Des résultats similaires aux notres ont été rapportés par Lowyet al. (2003) et
Elhamzaouiet al. (2009) qui indiquent qu’actuellement plus de 90 % des souches de S. aureus sont

résistantes a la pénicilline G par production de pénicillinase.

Le support génétique de cette résistance a été décrit par Pinhoer al. (2001). Le geéne de la
pénicillinase appartient a un transposon, localisé le plus souvent sur un large plasmide, qui peut
porter également des genes de résistance a d’autres ATB (aminosides, macrolides), a des
antiseptiques ou a des métaux lourds. Il peut également s’intégrer dans le chromosome

Elhamzaouietz al. (2009).

Par ailleurs et eu égard des résultats obtenus lors de notre étude, il a été constaté que le taux de
résistance a 1’oxacilline chez S. aureus était de 27 %, taux plus élevée que celui trouvé dans les cing
principaux hopitaux du district de Thessalie (Grece centrale) puisque 14.8 % des isolats étaient
résistants (De Sousa et al., 2003)et plus ¢levé encore que dans les pays nordiques (Suede,
Danemark) ou le pourcentage de S. aureus résistant a l’oxacilline est resté trés bas (<2 %)
(Elhamzaouiet al., 2009).

En outre, nous retrouvons dans notre étude les mémes résultats que ceux obtenus par Leliévreet al.
(1999), montrant une plus grande sensibilit¢é parmi les souches sensibles a la gentamicine, a la

rifampicine et au cotrimoxazole.

Par I’intermédiaire de ces souches, la résistance a 1’oxacilline diffuse méme dans le monde animal,
pire encore, il est prouvé maintenant qu’il y a une transmission horizontale de la résistance entre les
SCN et les souches de S. aureus, ce qui ne laisse augurer rien de bon pour 1’avenir (Wielderset al.,
2002 ; Van Duijkerenet al., 2004).

L’étude des phénotypes de résistance de nos souches aux aminosides montrait deux types,
impliquant deux enzymes in activatrices. 33 souches de S.aureus (17%) avaient un phénotype K,
di a la production de I’enzyme Aminosides-phospho-transférases APH (3°)-1II et 47 (25 %)
souches avaient le phénotype KTG exprimé par la production de I’enzyme bi-fonctionnelle APH
(2°’)- Aminosides acétyl transférases AAC (6’). Alors que pour les SARM 10 souches (19%)
avaient le phénotype K et 32 (62% ) avaient le phénotype KTG, ces résultats se rapprochent de
ceux rapportés dans une étude réalisée entre juillet 2009 et juin 2010 a Abidjan ou 23 souches
(82,1%) de SARM avaient un phénotype KTG et 3(10,7%) seulement avaient un phénotype K
(Lathro et al.,2013).
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La résistance aux macrolides, lincosamides et streptogramines était plus marquée pour les souches
SARM (48,08 % a I’érythromycine, 26,92% a la clindamycine) comme ¢a été rapportée dans
différentes études rétrospective sur huit ans dans un hopital d’instruction, Rabat (Frikh et al., 2007-
2014) 54,1% et 24,5% respectivement . Dans notre étude, le phénotype MLSB inductible, était
retrouvée chez 9% des souches de S.aureus, 1eMLSB constitutif chez 6% des souches et MSB
chez 14%.

Chez les SARM le phénotype MLS est bien représenté (25 souche) 48% et d’expression le plus
souvent constitutif (27 %) qu’inductible (6 %) alors que le phénotype MSB est de (15 %) nos
résultat se rapproche des résultats de (Uzun et al 2014) Avec 5,6% inductible et 67,2% constitutif
et 27,6 % MSB.

Par ailleurs, vancomycine et pristinamycine demeurent les ATB les plus actives sur la totalité¢ des
souches S. aureus (100%), contrairement a Garnier ef al. (2002), qui a retrouvé une plus grande
résistance dans un centre pédiatrique de la région parisienne. La méme constatation a été faite par
Ravaoarinoro etTherrien (1996) qui ont démontré que la teicoplanine et la vancomycine sont
deux a huit fois plus actives que les autres ATB testés contre la majorité¢ des staphylocoques, en
particulier les SARM.

Rappelant que la vancomycine a été sur le marché depuis 30 ans et est le médicament de choix pour
le traitement des infections graves causées par les bactéries a Gram positif dans de nombreux
hopitaux.Toutefois, son utilisation abusive a abouti, ces derni¢res années, a I’apparition de
résistance tres élevée chez les staphylocoques a coagulase négative (de 65 a 80 %) méme dans les

pays nordiques (de 30 a 40 %) (Gosbell, 2004 ; Elhamzaouiet al., 2009 ; David et Daum, 2010).

Pendant les années 1960, les chercheurs ont constaté que nombre des staphylocoques se manifestent
résistants aux semi-synthétiques béta-lactame et, suite a cela, ils étaient nommés méticilline
résistants staphylocoques. Les choses sont devenues plus compliquées quand des différentes études
ont prouvé que ces souches sont résistantes a tous les béta-lactame, y compris les céphalosporines.
Cela a posé des difficultés de guérison des infections causées par eux-mémes.

Aujourd’hui ou la résistance des staphylocoques aux ATB devient de plus en plus préoccupante, les

huiles essentielles montrent leur efficacité.

Dans notre étude, ’activité inhibitrice de I’'HE du thym vis-a-vis des souches SARM a été
largement supérieure a celle des ATB. Ce pouvoir inhibiteur pourrait tre li¢ a la présence, dans
notre échantillon d’huile, de plusieurs €léments (carvacrol et terpinene) connus pour leur activité

bactéricide.
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La plupart des composés chimiques des HE sont dotés de propriétés antimicrobiennes, mais ce sont
les composés volatils majeurs qui présentent les propriétés inhibitrices les plus importantes, en

particulier les phénols (Dorman et Deans, 2000).

Garreta,(2011) ont démontré que la nature antimicrobienne des HE est en rapport avec leur fort
contenu phénolique en particulier en thymol et carvacrol. Ils ont prouvé que plus les teneurs en
phénols sont élevées, plus les huiles sont efficaces. Pinto et al. (2006) ont rapporté que les especes
du genre Thymus, qui contiennent une quantit¢ importante en phénols, présentent un large spectre
d’activité sur les germes bactériens. Le mode d’action du carvacrol a été bien étudié sur S. aureus.
Ce composé pénétre dans la bicouche lipidique et se positionne entre les chaines d’acides gras.
Cette déformation de la structure augmente la fluidité membranaire, aboutissant a une modification
de la perméabilité passive.

Des observations au microscope électronique ont montré des déformations cellulaires de S. aureus.
Le largage du matériel cellulaire et I’altération de la surface cellulaire suggerent une altération de la
membrane cytoplasmique, ce qui entraine une perturbation de la sécrétion de protéines et pourrait

étre responsable des propriétés anti-staphylocoques du carvacrol et du thymol Souzaet al. (2014).

D’autres auteurs suggerent que 1’efficacité de I’HE de Thym contre S. aureus est due a une synergie
entre ses principaux constituants : carvacrol et thymol (Lambert et al., 2001).

Le p-cyméne semblerait faciliter la pénétration intracellulaire du carvacrol en potentialisant ainsi
son action (Ultee et Smid, 2001). De cette maniére, la valeur d'une HE tienne a son "Totum", c'est a

dire dans l'intégralité de ses composants.

En 2010 paraissait, dans la revue Phytomedicine, un article publi¢ par des auteurs iraniens
(Tohidpouret al., 2010) du département de bactériologie de 1’université « TarbiatModares »
reprenant plusieurs études et observations évaluant 1’intérét de certaines huiles essentielles sur des
bactéries résistantes aux antibiotiques. On pouvait y constater que, testées sur des staphylocoques
dorés résistants a la méticilline, selon la classique technique de diffusion en gélose, ’HE de thym
révélait de remarquables propriétés inhibitrices, et que cet effet était sans doute dii au thymol,
composé majeur mis en évidence par analyse chromatographiques. Les auteurs, bien évidemment,
souhaitaient pour finir que ces résultats obtenus in vitro soient confirmés in vivo.

Pour intéressante qu’elle apparaisse, 1’é¢tude de Tohidpouret al. (2010) n’est pas novatrice et force
est de constater que les données sur le sujet s’accumulent, avec des résultats assez concordants. En
témoigne, cet autre travail de Warnkeer al. (2009) ciblant les infections nosocomiales et, encore

une fois, le SARM (mais pas seulement) :
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de larges zones d’inhibition autour d’un extrait de thym révélaient 1a aussi son efficacité, alors que

I’huile d’olive ou la paraffine prises pour t¢émoins s’avéraient sans aucun intérét.

Les auteurs prenaient soin de souligner que des effets globalement comparables pouvaient étre
obtenus avec d’autres HE, et que d’autres micro-organismes s’y avéraient aussi sensibles, dont des
levures du genre Candida. 1ls en concluaient qu’existait bien 1a une alternative efficace et bon

marché aux antibiotiques, au moins pour une utilisation en topique.

Par ailleurs, 1’efficacité avérée de la fraction terpénique du thym odorant en aromathérapie anti-
infectieuse a suscité¢ 1’intérét de plusieurs industriels. A cet égard, plusieurs formulations
cosmétiques, a visée antiseptique, ont ét¢ mises au point et brevetées Ali et al. (1999). D’ores et
déja, ces résultats et autres travaux (Goetz et Ghedira, 2012) laissent entrevoir la réalité de 1’action

anti-infectieuse de la fraction aromatique du thym.

Sur un autre plan, le pouvoir antimicrobien de la phase gazeuse des terpénes 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 ; Laird et Phillips, 2012).

A T’heure actuelle, nous pouvons affirmer, sans conteste, qu’il existe des centaines de publications
et autres travaux publies qui mettant en exergue le potentiel antimicrobien des extraits végétaux
aromatiques en phase liquide. Cependant, ce nombre ne dépasse pas, au mieux, une vingtaine
d’articles de recherche ou revues de synthése qui mettent en évidence 1’effet bactériostatique des

produits volatils en microatmospheére.

En thérapie, la fraction terpénique du thym pourra trouver une place comme désinfectant
atmosphérique en milieu hospitalier afin de lutter contre les infections nosocomiales et les
contaminations aéroportées, ainsi que pour le contrdle de I’hygiene de 1’air des systemes de
climatisation, entrainant un effet bénéfique au niveau de la qualité de 1’air. Rappelons pour mémoire
que, ancétres des CLIN hospitaliers (Comité de Lutte contre les Infections Nosocomiales), des le
XVle siecle et jusqu’a la fin du XIXe siécle, ce sont médecins, << parfumeurs et fumigateurs >>, qui
sont charges de la désinfection des locaux et de I’hygiéne hospitaliere Pibiri (2005). En plus de
leurs actions bactéricide et fongicide, les essences terpéniques ont la particularité d’avoir des effets
psychophysiologiques bénéfiques. Bien conduite, la diffusion atmosphérique devient un procéde
idéal visant a la protection et a la prévention contre les infections nosocomiales et les pathologies

hivernales (Laird and Phillips, 2012).
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Le thym et d’autres feront certainement encore, dans un proche avenir, 1’objet d’études qui leur
permettront (peut-étre) de rejoindre le champ glorieux de '« Evidence BasedMedicine ». C’est
d’ailleurs presque chose faite si ’on en croit la communication que viennent de faire les Grecs
du « TechnologicalEducational Institute » des Iles Ioniennes lors de la réunion de printemps 2010
de la « Society for General Microbiology » a Edimbourg.

Pour eux, ’HE de thym serait la plus efficace qui soit contre les staphylocoques, capable de
détruire presque 100 % d’un inoculum de ces bactéries en moins d’une heure, et ce pour de
nombreuses especes du genre ; sans aucun doute, les HE, ou certains de leurs composants, devraient
étre largement incorporés a des crémes et autres gels destinés au traitement d’infections cutanées et
autres, quand elles sont accessibles. IIs vont encore plus loin, évoquant quelques indications dans
I’industrie alimentaire, en packaging ou pour remplacer des composés chimiques utilisés comme

conservateurs.
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Annexes

ANNEXE (1)

>

Recherche de la PLP2a (SLIDEX ™ - MRSA)

Technique :

Procédure d’extraction

v
v

Déposer 4 gouttes (200ul) de Réactif d’extraction 1 (R3) dans un eppendorf

Prélever suffisamment de colonies et mettre en suspension avec le réactif d’extraction 1 placer
I’eppendorf dans un bain marie a 100°C pendant 3 minutes.

Sortir I’eppendorf du bain marie et laisser refroidir a température ambiante ;

Apres refroidissement ajouter une goutte (50ul) de Réactif d’extraction 2 (R4) dans le tube et
bien mélanger ;

Centrifuger a 1500 g pendant 5 minutes ;

Utiliser immédiatement le surnageant de centrifugation comme test échantillon dans la procédure

d’agglutination au latex.

Agglutination

v

<

v

Ajouter une goutte de latex sensibilisé (par un anticorps monoclonal anti-PLP2a) (R1) dans le
cercle test puis déposer 50ul du surnageant (extrait de culture) ;

Bien mélanger le tout a I’aide d’un batonnet, en étalant le mélange sur toute la surface ;

Répéter cette technique d’agglutination pour le latex controle négatif(R2) ;

Donner a la carte, un léger mouvement de rotation manuellement ou a I’aide d’un agitateur
rotatif pendant 3mn ;

Observation : I’apparition éventuelle d’une agglutination.

Lecture :

v

v

La présence d’agglutination du latex sensibilis¢ uniquement indique que la souche posseéde la

protéine PLP2a et peut étre déclarée SARM présomptive.

L’absence d’agglutination du latex sensibilisé et du latex de contrdle indique que la souche ne
posséde pas de PLP 2a et peut étre déclarée S. aureus SASM (S. aureus sensible a la

méthicilline) présomptive.



Annexes

ANNEXE (2)

Antibiotiques Abréviations Doses (ng)
Pénicilline PEN 6
Céfoxitine FOX 30

Kanamycine KMN 30

Gentamycine GMN 10

Erythromycine ERY 15

Clindamycine CMN 2

Pristinamycine PTN 15

Ciprofloxacine CIP 5

Levofloxacine LVX 5
Ofloxacine OFX 5

Vancomycine VAN 30

Cotrimoxazole SXT 25

Tétracycline TET 30

Acide fusidique FAD 10

Rifampicine RIF 5
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