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Introduction

L'hopital est le lieu dans lequel on recoit les traitements mais c'est ¢galement un lieu ou
le risque d'infection est trés important dont les germes deviennent de plus en plus résistants
(Boyce et al., 1997 ; Porwancher et al.,1997). De ce fait, les infections contractées au niveau
de I'hopital sont reconnues comme un probléme majeur de santé publique de par leur
fréquence, leur cott et leur gravité qui touche aussi bien les patients et leurs entourages ainsi
que l'ensemble des professionnels de santé (M¢ité et al, 2010). Ces infections attrapées en
milieu hospitalier sont connu par le terme infections nosocomiales ou bien les infections liées
aux soins.

L’émergence de la multi résistance chez les bactéries limite le choix thérapeutique et
entraine une augmentation du taux de mortalité, de morbidité, une durée prolongée de séjour
hospitalier et un cotit élevé (Méité et al., 2010; Ottmani et al., 1994).

En Europe, l'incidence des infections nosocomiales représente 5,5 a 9,9 % des
admissions a I'hopital (Maugat ef al., 2003). Une enquéte de prévalence réalisée en 1996 dans
830 hopitaux francais a donné un taux de 6,7 % (Golliot ef al., 1998). Au Maroc, une enquéte
de prévalence réalisée en 1994 a montré qu’aucun hdpital n’échappe a ce péril infectieux; ce
taux atteint une moyenne de 10 % dans les hopitaux régionaux (Ottmani et al., 1994). Les
infections liées aux soins dépendent de 1’état du patient et sont favorisées par la technicité des
actes et traitements (Berche et al., 1988).

Peu d'é¢tudes ont été consacrées a la survie des souches impliquées dans les infections
nosocomiales (Neely et al., 2000 ; Beard-Pegler et al, 1998 ; Wilkoff et al., 1969).
Néanmoins, 1’espéce multi résistante microbienne la plus fréquemment isolées au cours
d’infections nosocomiales a été retenue, Staphylococcus aureus, ainsi largement étudiée pour
ces résistances a des antibiotiques couramment utilisés en hopital (Auajjar ef al., 2006).

Les bactéries sont dites multi résistantes aux antibiotiques (BMR) du fait de leur
accumulation de résistances acquises a plusieurs familles d’antibiotiques (Résistance a au
moins 3 familles d’antibiotiques) (Astagneau et al., 1999). Parmi les BMR qui font I’objet
d’une surveillance trés particulicre est les Staphylocoques notamment 1’espece
Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) (Site Web 1).

Les infections a Staphylococcus aureus sont responsables d’un taux de mortalité élevé
entre 18 et 40 % selon les études et jusqu’a 60 % pour les septicémies. Globalement, le
staphylocoque doré est le germe le plus souvent incriminé dans les infections nosocomiales

(15,7 %) pouvant causer une grande variété d’infections allant de pourriture des tissus mous et


http://crisco.unicaen.fr/des/synonymes/pourriture
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de la peau a I’intoxication alimentaire (Gordon et Lowy, 2008 ; Corne, 2004). Suite a
I’introduction de la méthicilline (béta-lactamine de la classe des pénicillines) en médecine
humaine dans les années 60, des résistances envers cet antibiotique ont eu émergé chez
certaines souches de S. aureus (Crombe et al., 2013). Aujourd’hui appelé Staphylococcus
aureus résistant a la méthicilline (SARM), elle cause environ 75 000 cas d’infections et pres
de 10 000 décés par année aux Etats-Unis (Weese et Duijkeren, 2010). Cependant, cette
espece est retrouvés un peu partout dans différentes communautés (Neeling et al., 2007 ;
Khanna et al.,2008 ; Dressler et al., 2012).

Face a ce probléme majeur de santé publique, les chercheurs se sont penchés vers une
voie alternative qui est la valorisation des substances d’origine végétale. En effet, le régne
végétal et en particulier les plantes aromatiques et médicinales « PAM » ont été le seul moyen
pour traiter les infections mémes avant de découvrir les microbes. C’est vrai que la médecine
traditionnelle est plus accessible pour les démunis, mais on assiste aujourd’hui a un retour
méme de la population occidentale vers cette médecine.

Dans le méme axe de recherche et de valorisation des substances naturelles
antimicrobiennes d’origines végétales, nous sommes propos¢ d’évaluer I’effet inhibiteur de
certains extraits de plantes aromatiques sur des souches de Staphylococcus aureus résistantes
a la méticilline SARM isolées du 1'Hopital Hakim Saadane de Biskra. Le but de ce travail est
d’essayer de voir si les extraits des plantes aromatiques retenues en 1’occurrence les huiles
essentielles ont une bonne activité antimicrobienne sur les souches de SARM.

Pour cela le présent travail est divisé en trois parties :

% La premiére partie est une synthése bibliographique sur les aspects cliniques, les
mécanismes de résistances de S. aureus et sur ’importance des substances

naturelles d’origine végétale pour la lutte contre le SARM.

o

» La deuxiéme partie est une présentation des différentes méthodes avec lesquels
nous avons effectué I’identification, la caractérisation des souches SARM et
I’évaluation de sensibilité des souches aux substances naturelles notamment les

huiles essentielles.

R/ . e . r r r
*%* Et enfin dans la troisieme partie nous avons présenté les résultats et les

discussions.
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Chapitre 1 Staphylococcus aureus

1.1. Généralité : S. aureus, un pathogéne ancien

Connus depuis ’aube de la bactériologie, les staphylocoques ont été observés par
Robert Koch (1878) puis reconnus par Louis Pasteur (1880) dans un pus (Spicer, 2003). En
1883 et apres une coloration de Gram, les chercheurs ont remarqué que les cellules de cette
espece bactérienne sont regroupé en diplocoque ou en amas ayant la forme de grappe de raisin
(Staphylos) (Dauwalder et al., 2008). Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif,
catalase positive. Le genre Staphylococcus appartient au phylum des firmicutes, a la classe
des bacilli et la famille des Staphylococcaccae. Par la production d’une coagulase,
Staphylococcus aureus (S. aureus) se distingue des autres staphylocoques dits alors a
coagulase négative (de Bentzmann et al., 2004 ; Kenneth et al., 2004).
1.2. Facteurs de virulence (Annexe 1)

Plusieurs facteurs expliquent la fréquence et la gravité des infections a S. aureus, liés a
la virulence de ces souches, principalement a des composés associés a la paroi et a des toxines
protéiques (Sutra, 1998).

1.2.1. Les toxines

Les toxines produites par 1’espéce S. aureus sont réparties en différentes classes selon leur
structure et activité biologique (Parker, 2005).

1.2.1.1. Les toxines formant des pores (ou pore-forming toxins PFTs)

Ces toxines cytolytiques ont la capacité de détruire les cellules de défense de 1’hdte en
formant des pores au niveau des membranes cellulaires (Parker, 2005). Les PFTs sont souvent
sécrétées sous forme de monomeres (Lesieur et al., 1997). En fonction des PFTs, des facteurs
lipidiques ou protéiques interviennent ensuite pour permettre 1’interaction de ces toxines avec
les membranes de leurs cibles cellulaires (Vincenot et al., 2008). Deux grands groupes de
PFTs se sont distingués en fonction de leur structure tridimensionnelle a savoir les alpha—
PFTs dont la structure secondaire est formée d’une simple hélice alpha hydrophobe (Wang et
al., 2007). Et les béta-PFTs ou leucotoxines ou le pore est constitué¢ majoritairement de brins
béta s’assemblant en tonneaux béta (Parker et Feil, 2005). Les leucocidines par opposition aux
hémolysines ont pour cible les polynucléaires, les monocytes et les macrophages. Deux
protéines sont importantes : LukE-LukD et la Leucocidine de Panton Valentine (LPV)
composée de Luke S-PV et Luke F-PV dont le géne est codé par un phage (Wang et al.,
2007).



Chapitre 1 Staphylococcus aureus

1.2.1.2. Les toxines a activité protéolytique

Les épidermolysines autrement dite les toxines exfoliatines « ET » font parties des
protéases a sérine active, en Anglais « staphylococcal scalded skin syndrome » (SSSS). S.
aureus sécrete la sérine protéase V8 qui clive spécifiquement la liaison peptidique des résidus
aspartate et glutamate.
1.2.2. Les superantigenes
Les superantigénes sont des molécules présentant une liaison directe a grande affinité avec les
antigénes du complexe majeur d'histocompatibilit¢é de classe II des cellules présentant
l'antigeéne, induisant ainsi l'activation polyclonale des lymphocytes T V. S. aureus produit
trois types de superantigenes : les entérotoxines (dont I’entérotoxine staphylococcique A), la
toxine 1 du choc toxique (TSST-1) (Banks et al., 2003), et les toxines exfoliatives. Les
pathologies les mieux connues comme étant associées a ces molécules superantigéniques sont
le choc toxique et les dermites exfoliatives (Merlet, 2010), mais aussi d’autres pathologies
telles que la dermatite atopique, le syndrome de Kawazaki, une polypose nasale et certaines
maladies auto-immunes (Schlievert et Case, 2007 ; Tervaert et al., 1999).
1.2.3. Formation de biofilm

Les staphylocoques sont reconnus comme étant la principale cause des infections
associées a la formation de biofilm. Le biofilm formé alors sur des surfaces garantit la
protection de la bactérie contre le systtme immunitaire et les antibiotiques et offre a la
bactérie la possibilit¢ de se disséminer dans l’organisme. La biosynthése du biofilm est
définie par 3 étapes-clés : ’attachement primaire, la maturation et le détachement pour former
de nouveaux foyers infectieux (O'Toole ef al., 2000).
1.3. Résistance vis-a-vis les antibiotiques
1.3.1. Résistance naturelle

Certaines especes bactériennes sont dites naturellement résistantes a une famille
d’antibiotique. D’un point de vue biologique cette résistance s’explique simplement par
I’absence de la cible de 1’antibiotique sur la bactérie. Cette résistance, est portée par le
chromosome. Elle est donc transmise a sa descendance, elle se traduit habituellement par des
CMI supérieures a la valeur critique basse de concentrations (c) de 1’antibiotique concerné
(Grohs, 2009).
1.3.2. Résistance acquise

Des résistances envers les antibiotiques s’apparaitront soit par des mutations dans le
génome bactérien ou par transfert horizontal des génes de résistances (Normark et Normark,

2002).
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Chapitre 2 Infections liées aux soins causées par le SARM

2.1. Définition du SARM

Une souche de S. aureus est résistante a la méthicilline si (CLSI M100-S26) :
La concentration minimale inhibitrice pour I’oxacilline est > 4 mg/L OU;
La concentration minimale inhibitrice pour la céfoxitine est > 8 mg/L OU;
Une zone d’inhibition de < 21 mm est observée sur gélose Mueller-Hinton en présence d’un
disque de céfoxitine de 30 pg OU;
La souche possede le géne mecA ou le gene mecC OU;
La souche fabrique un produit du géne mecA, soit la protéine PBP2a ou PBP2’
Une souche de SARM a habituellement un profil moléculaire communautaire (SARM-AC) si:
Elle est caractérisée CMRSA-7, CMRSA-10, clone Européen ST-80, USA 700, USA 1000
ou USA1100; ET/OU
Elle possede le gene de la toxine de la leukocidine de Panton-Valentine; ET/OU
Elle possede la cassette chromosomique SCC-IV ou SCC-V. Une souche de SARM a
habituellement un profil moléculaire hospitalier (SARM-AH) si :
Elle est caractérisée CMRSA-1, CMRSA-2, CMRSA-4 ou CMRSA-8; ET/OU
Elle ne possede pas le gene de la toxine de la leukocidine de Panton-Valentine; ET/OU
Elle possede la cassette chromosomique SCC-I ou SCC-II ou SCC-III (Isabelle, 2016).
2.2. Historique

De¢s les années soixante, des résistances a la pénicilline sont observées chez S. aureus.
La méthicilline, qui commenga a étre utilisée en médecine humaine durant cette période,
permit de contourner cette problématique (Crombe ef al., 2013 ; Pletinckx et al., 2011). Peu
apres son apparition, on rapporte rapidement des cas de résistance a la méthicilline chez S.
aureus au Royaume-Uni (Crombe et al.,, 2013 ; Prescott et al., 2003 ; Weese et Duijkeren,
2010). Au cours des années 80, les SARM sont devenus endémiques dans pratiquement tous
les hopitaux américains (Deleo ef al.,2011). Selon un rapport du "Center for Diseases Control
and Prevention" (CDC), 75 309 cas d’infection a SARM ont été répertoriés en 2012 et ont
mené & 9 670 décés aux Etats-Unis (Weese et Duijkeren, 2010).
2.3. Mécanismes de résistance envers la méticilline

Deux principaux mécanismes sont impliqués dans la résistance acquise de S. aureus aux
betalactamines: la production de beta-lactamase et, la modification de la cible des
antibiotiques (Nour ef al., 2004). La beta-lactamase est une enzyme inductible, elle hydrolyse
la pénicilline G et ses analogues de structure (Katayama et al., 2003).

La résistance a la méthicilline par modification de la cible, appelée aussi résistance

intrinséque, est due a la production de la PLP (PLP2a ou PLP2’) présentant peu d’affinité
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pour la méticilline et toutes les autres beta-lactamines. La PLP2a est codée par le géne mecA
dont I’expression est régulée par : le systeme de geénes mecl et mecR1 et le systéme blal et
blaR1. La protéine MecR1, produit du géne mecR1, agirait comme transducteur de signal :
MecRI détecte la présence de b-lactamine grace a son domaine extracellulaire. Une fois
I’antibiotique li¢é, il y a activation du domaine intracellulaire.

Celui-ci subirait une activation par protéolyse limitée lui conférant une activité
protéasique. Cette derni¢re conduit a la dégradation du Mecl (répresseur de la transcription
codé par mecl) qui est fixé au niveau de I’opérateur d’ou libération de ce dernier et expression
du mecA (Nour et al., 2004).

2.4. Actualité sur le SARM et les méthodes de lutte

Pour le SARM, la colonisation précéde généralement I’infection. De plus, la
colonisation peut étre de longue durée (mois, années). Le SARM se transmet généralement de
personne a personne. L’apparition spontanée d’une résistance est trés rare. La transmission de
SARM a I’homme notamment a partir de I’environnement et des animaux. Les mesures de
prévention doivent cibler 2 domaines : la transmission de personnes colonisées a des
personnes non colonisées notamment en luttant contre la transmission manuportée de SARM
(du personnel, des patients...) et le développement de I’infection chez les individus colonisés,
notamment par les stratégies de décolonisation (GNPIN, 2018).

Les études cliniques et in vitro ont montré un pouvoir bactéricide antibactérien et
antimycotique important des huiles essentielles sur les pathogénes nosocomiales (Warnke et
al., 2009), tels que Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) (Inouye et Abe,
2007).
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3.1. Généralités

De point de vue chimique, une huile essentielle est un mélange complexe de composes
naturels de structures organiques variées, les huiles essentielles ne contiennent pas de corps
gras comme les huiles végétales. Le terme “huile” vient de leur caractére hydrophobe et de
leur propriété de se solubiliser dans les graisses, alors que le terme “essentielle” fait référence
a ’odeur dégagée par la plante productrice. Les huiles essentielles sont bio synthétisées
comme métabolites secondaires par des plantes odorantes, dites aromatiques. Ces plantes se
caractérisent par la présence de structures sécrétrices des huiles essentielles dans presque tous
les organes du végétal (fleurs, graines, racines, feuilles, fruits...). Il s’agit de structures
histologiques sécrétrices spécialisées qui différent selon 1’organe végétal considéré et qui sont
souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante. Ces structures sont également
impliquées dans le stockage de ces huiles. Les huiles essentielles sont extraites des plantes
aromatiques par différentes techniques. La distillation étant la méthode la plus utilisée pour la
production commerciale de ces produits. Les huiles essentielles sont constituées
principalement de deux groupes de composes odorants distincts selon la voie métabolique
empruntée. Il s’agit des terpenes et de leurs dérives oxygenes (alcools, aldéhydes, esters,
éthers, cétones, phénols et oxydes) prépondérants dans la plupart des huiles essentielles, et des
dérives du phénylpropane retrouves en tant que composes majoritaires dans les huiles de
quelques especes (Ciccarelli et Garbari, 2008), et a la dispersion des graines, un effet répulsif
contre les herbivore (Isman, 2000), un effet allelopathique (De Feo ef al., 2002) et servent
¢galement de moyen de défense contre les organismes phytopathogenes.
3.2. Activité antimicrobienne

Le terme "agent antimicrobien" désigne toute substance utilisée pour détruire les
microorganismes ou empécher leur croissance, y compris les antibiotiques et autres agents
antibactériens, antiviraux, antifongiques et antiparasitaires (Cowan, 1999).
Les substances antimicrobiennes d’origine naturelles, est un inappropriée des antibiotiques
pour traiter les infections microbiennes a entrainé la sélection de souches multi-résistantes
(Cowan, 1999). La premicre mise en évidence de 1’action des huiles essentielles contre les
bactéries a €té réalisée en 1881 par Delacroix (Boyle, 1955). Depuis, de nombreuses huiles
ont été définies comme antibactériennes (Burt, 2004). Les plantes médicinales contenant des
acides phénoliques se sont avérées efficaces contre les bactéries (Samy et Gopalakrishnakone,
2008). Les acides phénoliques (acide cinnamique, acide coumarique, acide caféique et
férullique) ont montré une bonne activité contre les bactéries a Gram positif et seulement une

faible activité contre les bactéries a Gram négatif (Escherichia coli, Salmonella enterica) a
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forte concentration (Rodrigeuz-Vaquero et al, 2007). Dans une étude menée par
(Chanwitheesek et al., 2007), I’activité antimicrobienne de 1’extrait éthanolique est attribuée a
la présence d’une substance antimicrobienne active, I’acide gallique, qui a montré une activité
contre Staphylococcus aureus avec des valeurs de CMI de 1,25 mg/ml. L’hydrophobicité
partiel de I’acide gallique lui permet d’agir efficacement par déstabilisation de sa membrane
externe. (Puupponen-Pimié et al, 2005). I est démontré que la position et le nombre de
groupements OH des acides phénoliques sont déterminants pour leur activité antimicrobienne
et proportionnelle a leur toxicité (Kuete et al., 2007). De plus, les phénols hautement oxydés,
tels que les acides cinnamique et caféique, sont les plus toxiques (Cowan, 1999 ; Rodrigeuz-
Vaquero et al., 2007)
3.3. Mode d’action

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas
clairement élucidé (Kalemba et Kunicka, 2003; Burt, 2004). Compte-tenu de la diversité des
molécules présentes dans les huiles, l’activité antibactérienne semble résulter d’une
combinaison de plusieurs modes d’action, impliquant différentes cibles cellulaires (Annexel).
La principale caractéristique des molécules présentes dans les huiles essentielles est leur
hydrophobicité. Elle permet leur solubilisation dans les membranes, ce qui provoque une
déstabilisation de la structure et une augmentation de la perméabilité membranaire (Sikkema
et al., 1994). Ces modifications entrainent une fuite d’ions et de composés intracellulaires
(Carson et al., 2002 ; Ultee et al., 2002). Si la perte de matériel est trop importante ou si les
¢léments cytoplasmiques relégués sont indispensables a la survie de la bactérie, cela entraine
la mort cellulaire (Annexe 2).
3.4. Activité anti-biofilm

Il est connu que les biofilms microbiens sont difficiles a éradiquer par les agents
antimicrobiens standards, tels que les antiseptiques, les désinfectants et les antibiotiques
(Kavanaugh et Ribbeck, 2012). Par contre, a travers des recherches effectuées récemment, les
huile essentielles sont avérées trés efficaces vis-a-vis des biofilms microbiennes, ou elles
peuvent agir de plusieurs fagcons. D’apres Niu et Gilbert (2004), les huiles essentielles a faible
concentration inhibent la formation des biofilms bactériens par plusieurs mécanismes.
Notamment, ’activation des genes de réponse contre-stress qui a leur tour diminuent la
production des polysaccharides extracellulaires (le constitue majoritaire de I’EPS). En plus,
les huiles essentielles peuvent interagir avec les protéines des surfaces bactériennes ce qui
inhibe leur fixation et du coup, la formation du biofilm. En outre, les huiles essentielles ont la

particularité d’agir directement sur des biofilms déja formés, contrairement a la majorité des
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agents antimicrobiens. D’apres Niu et Gilbert (2004), les huiles essentielles ont la possibilité
d’éradiquer les biofilms microbiennes par solubilisation de leur matrice extracellulaire.
D’autres auteurs indiquent que les huiles essentielles sont aptes de diffuser a travers la matrice
polysaccharidique du biofilm et de la déstabiliser, en raison de leur forte propriété

antimicrobienne intrinséque (Ouhayoun, 2003).
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4.1. Huiles essentielles
4.1.1. Source du matériel végétal

Trois plantes médicinales ont été sélectionnées pour cette étude, en fonction de leur
utilisation traditionnelle dans les traitements des différentes pathologies infectieuses. 1l s’agit
de I'Armoise blanche, connue en Arabe par =4, son nom scientifique est Artemisia herba-
alba Asso. Les deux autres plantes on ét¢ remmenées de la région de Tlemcen, a savoir :
L’Origan, en Arabe (is8 5, sous le nom scientifique Origanum vulgare subsp. glandulosum

(Desf.) Ietsw. Ammoides pusilla (Brot.) Breistr. Connue sous le nom 433 s,

La récolte du matériel végétal a été effectuée comme suivant : Ammoides pusilla au
mois de Juin 2018 a Tlemcen exactement a Attar. L’Origanum vulgare susbsp .glandulosum
au mois de Mars 2019 a Tlemcen exactement Attar. L’Artemisa herba alba au mois de Mai

2019 a Droe Biskra (Figure 1) (Annexe 3).

;

P oues Chetouane hetma
paoF 25 dal
Droe

Tlemcen raz}
o Leals -

Mansourah @
By gecazall
o Attar

Figure 1. Site d'échantillonnage des plantes

Le matériel végétal est constitué de la partie supérieure de la plante (y compris feuilles,
tiges, fleurs, grains). Les plantes collectées sont lavées puis laissées sécher pendant 10 jours
dans un endroit sec, aéré, et en abri de la lumiére solaire.
4.1.2. Obtention

La récupération des huiles essentielles a été effectuée par hydro distillation a I’aide d’un
appareil de type « Clevenger » Le procédé est basé sur la mise en contact direct du matériel
végétal avec de 1’eau dans un ballon placé au-dessus d’une source de chaleur. Le ballon est lié
a une colonne qui communique avec un réfrigérant, permettant la condensation des vapeurs
d’eau chargée de gouttelettes d’huiles essentielles. L’huile est recueillie dans une burette
graduée ou le volume est lu directement. L’extraction a été effectuée pendant trois heures

(European Pharmacopoeia, 2005) sur les parties aériennes des plantes aromatiques (Figure 2).
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Figure 2. L’appareil d’extraction des huiles essentielles par hydro distillation

« Clevenger ».
4.1.3. Conservation

La conservation des huiles essentielles est difficile, ceci est dii a I’instabilité de leurs
molécules. De ce fait, les possibilités de dégradation sont nombreuses. Il est possible de
limiter celles-ci en utilisant des flacons de faible volume en aluminium, en acier inoxydable
ou en verre brun, entiérement remplis et fermés de fagon étanche, stockés a basse température,
ou conservés sous atmospheére d’azote (Goffard et Armand, 2000).

Les huiles obtenues ont ét¢ déshydratées sur le sulfate de magnésium (MgSO4) et conservées
a4 °Cetal’abri de la lumiere.
4.2. Souches de Staphylococcus aureus

Les activités antimicrobienne et anti-biofilm des huiles essentielles étudiées ont été
testés sur des souches cliniques SARM et de référence SASM.
4.2.1. Origine
4.2.1.1. Souches de référence

Deux souches de référence ATCC (American Type Culture Collection) ont été utilisées
dans cette étude a savoir : Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Staphylococcus aureus
ATCC 33862, obtenues de la part de laboratoire LAMAABE, université de Tlemcen.
4.2.1.2. Souches Cliniques

Les souches cliniques utilisées (20) dans notre étude ont été obtenues aupres de
laboratoire de 1’hopital Hakim Saadane Biskra a partir des patients hospitalisés ou externes
dans plusieurs services a savoir les services de Pédiatrie, Néonatologie, Pneumologie,
Cardiologie, dermatologie et de Médecine interne.

4.2.2. Prélevements
Les prélevements ont été effectués par écouvillonnage sur les plaies postopératoires et

dans les fosses nasales ou par incubations des cathéters veineux centraux.
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4.2.3. Isolement

Les prélévements collectés ont été incubés dans le bouillon BHIB (Brain Heart Infusion
Broth) (Conda Pronadisa™, Espagne). Apres incubation de 24h a 37°C, les souches de S.
aureus ont ét¢ isolées sur gélose Chapman (Conda Pronadisa™, Espagne) puis incubées dans
les mémes conditions. Ensuite, les colonies ayant poussées en jaunes dorées ont été
sélectionnées pour des tests d’identification initiaux tels que la coloration de Gram, le test du
coagulase et le test de catalase. Au-dela, les souches ont été purifiées par repiquage successif
sur gélose Chapman (Annexe 4).
4.2.4. Identification

L’identification des souches a été confirmée par les Galerie APIstaph bioMérieux. Cette
technique repose sur [’utilisation d’une galerie biochimique qui comporte 20 microtubes
contenant des substrats déshydratés. L’inoculum de la souche pure a identifier est préparé en
mettant une colonie dans une ampoule de I’eau physiologique de 1 ml.
L’ensemencement s’effectue en inoculant les microtubes a 1’aide d’une pipette de pasteur
stérile. La lecture des plaques est basée sur les virages des indicateurs colorés et aussi en
ajoutant les réactifs spécifiques tels que VP1 et VP2, nitratel et nitrate2 et ZYM A et ZYM B,
cette révélation s’effectue en suivant le prospectus qui accompagne les plaques APIstaph.
4.3. Antibiogramme

L’antibiogramme est un test particulier en biologie clinique, car il constitue 1’outil de
mesure de la résistance bactérienne. Sa pratique et son interprétation font appel a de
nombreuses connaissances cliniques, pharmaceutiques, bactériologiques, biochimiques et
génétiques.

L’antibiogramme est un test de résistance, de prédiction, de croissance, totalement
artificiel, complexe, a interprétation obligatoire, a impact variable et dont le résultat intéresse

plusieurs destinataires (Marcel, 2005).

L’interprétation se fait aujourd’hui avec des systémes experts qui suivent les
recommandations de comités d’antibiogramme. Le choix des antibiotiques testés a beaucoup
¢volué en conséquence de ces connaissances. L’impact médical est de plusieurs ordres
impact immédiat (traitement du malade concerné et alerte a la résistance), impact différé

(Traitements empiriques), collectif (surveillance de la résistance), didactique (Marcel, 2005).

L’analyse moléculaire et I’interprétation thérapeutique de I’antibiogramme « lecture

interprétative » se composent de trois étapes :
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a. Caractérisation du phénotype de résistance en testant une gamme judicieuse d’antibiotiques.
b. Déduction du phénotype observé et du mécanisme biochimique de la résistance

c. Analyse a partir du mécanisme déduit le phénotype prévu (Courvalin, 1996).

Les antibiogrammes ont ¢été réalisés selon les recommandations de I’EUCAST
(EUCAST 2019). Des boites de pétrie préalablement remplies par la gélose Miiller-Hinton
(Conda Pronadisa™, Espagne) sont ensemencées a l'aide d'un écouvillon a partir d'une
suspension bactérienne a 0.5 Mac Farland (équivalent d’une densité optique comprise entre
0.08-0.13 a 625 nm). Ensuite, des disques d'antibiotiques sont déposés sur la surface de la
gélose a savoir: Chloromphénicol, Gentamicine, céfotaxime et Amoxiciline. Apres
incubation a 37°C pendant 24h, les zones d’inhibition sont mesurées en mm a ’aide d’un pied

a coulisse. L’interprétation des résultats est réalisée selon ’EUCAST.

4.5. Activités antimicrobiennes des Huiles essentielles vis-a-vis les souches SARM/SASM
4.5.1. Aromatogramme

L’activité anti-SARM/SASM des huiles essentielles étudiées a été évaluée par la
technique d’aromatogramme (Bauer ef al., 1966) appelé aussi technique de diffusion en
gélose ou méthode de Vincent. Une culture de 18 a 24 h de la souche a tester sur bouillon
Miiller-Hinton a été préalablement préparée a une concentration = 10° UFC/ml en mesurant
la DO a 625 nanométre entre 0,08 et 0,13 (Larif et al, 2013). Ensuite les souches sont
ensemencées sur gélose Miiller-Hinton par écouvillonnage selon les recommandations de
CLSI (CLSI, 2011). Un disque de papier filtre stérile (Whatman No. 3) de 6 mm de diameétre
imprégné de 2 pl de I'huile a été déposé au centre de la boite ensemencée. Nous avons testé
05 souches, dont 3 SARM cliniques et deux SASM de référence.
4.5.2. Détermination des CMI

Les concentrations minimales inhibitrices ont ét¢ déterminées par la méthode de
microplaque a 96 puits a fond rond (Wiegand et al., 2008). L’huile essentielle a subi des
dilutions successives au 2 dans le bouillon Miiller-Hinton en ajoutant le Tween 80 pour une
concentration de 1% dans le but d’avoir une miscibilité totale de I’huile dans le bouillon. Une
deuxieme solution dite blanche a été préparée avec le bouillon Miiller-Hinton et le Tween 80
avec une méme concentration de 1%. Cette solution a été utilisée pour compléter les dilutions
successives de la premiere solution qui contiennent 1’huile essentielle et afin que la
concentration de Tween 80 reste la méme a 1% dans les différentes concentrations préparées

I’inoculum & 10* UFC/ml a été dilué au 1/1000 pour avoir une concentration =10°> UFC/ml.
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Un volume de180 pl de la suspension bactérienne & 10°UFC/ml a été déposé a Dintérieur des
puits de la microplaque. Ensuite, 20 ul de la solution de I’huile essentielle a été ajouté. La
concentration finale de Tween 80 est de 0,1 % dans chaque puits et les concentrations finales
de I’huile essentielle sont de 4 % jusqu’a 0,0039 %.
4.5.3. Activité anti-Biofilm

Les CMI de la formation de biofilms ont été déterminées selon la méthode de Labrecque
et al. (2006). Apres incubation a 48 h et lecture des CMI de la croissance, les cellules
microbiennes flottantes sont éliminées des puits par aspiration a 1’aide d’une seringue. Les
puits sont ensuite rincés trois fois a I’eau distillée pour éliminer les cellules faiblement
adhérentes. Un volume de 100 pl de cristal violet a 0,4 % est ajouté et laissé pendant 15 min
pour colorer les biofilms. Les puits sont ensuite rinces quatre fois a 1’eau distillée pour
¢liminer le cristal violet non lie et séchés a 37 °C pendant 2 h. Aprés 1’ajout d’un volume de
100 pl d’éthanol a 95 % (v/v) dans chaque puits, la plaque est agitée pendant 10 min afin de
libérer la coloration a partir des biofilms. Les CMI de la formation de biofilms sont
déterminées en tant que la plus faible concentration du produit a tester (I’huile essentielle ou

le standard) pour laquelle la coloration n’est pas observée a I’ceil nu (Beckloff ez al., 2007).
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5.1. Rendements en huiles essentielles

Les rendements en huiles essentielles en pourcentage (%) volume/poids (v/p) calcules
par rapport au poids frais (classes par ordre décroissant) et la durée d’extraction faite pour
chaque espece végétale sont récapitules dans le (Tableau 1).

Tableau 1. Rendements en huiles essentielles

Espece Rendement (% v/p) Durée (h)
Origanum vulgare subsp. 2,2 3
glandulosum
Artemisia herba-alba 2,1 3
Ammoides pusilla 1,6 3

D’aprés le tableau ci-dessus on remarque que les rendements en huiles essentielles
obtenus par hydro distillation sont variables. Les especes O. glandulosum, et Artemisia herba-
alba sont les plantes aromatiques qui présentent les rendements les plus importants.

Alors qu’Ammoides pusilla, ont donné des rendements moyens. La comparaison de nos
rendements obtenus avec ceux de la littérature est du méme ordre de grandeur pour certaines
huiles mais différents pour d’autres huiles.

D’aprées la bibliographie, nous avons trouvé des études ayant rapporté les rendements en
huiles essentielles des mémes especes étudiées (Tableau 2), selon lesquelles on constate une
légére différence de ces variations de rendements en HE dépendent de nombreux facteurs tels
que, l'espéce, l'age de la plante, la partie de la plante traitée, I'é¢tat du matériel végétal avant
utilisation, la période de récolte, I’origine géographique (effet du milieu), le mode d'extraction
et la durée de distillation(Abdelmounaim, 2013).

Tableau 2 . Comparaison des rendements en huiles essentielles des plantes étudiées avec

d’autres travaux.

Espéces T1 (%) T2 (%) Références
Origanum 2.2 2.52 (Bouhaddouda,
glandulosum 2016)
Artemisia herba- 2.1 2,46 (Abdoune, 2013)
alba
Ammoides pusilla 1.6 1.43 (Abdoune, 2013)

T1 : Résultats de cette étude, T2 :% : Résultats d’autres auteurs.
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5.2. Identification des souches de Staphylococcus aureus isolées du Hakim Saadane
Biskra
5.2.1. Examen Macroscopique

Apres incubation des prélévements sur le milieu Chapman, les colonies ayant poussé
sont alors lisses, opaques, convexes et rondes (a bord net). Leur diameétre est compris entre 1
et 3 mm et elles sont pigmentées en jaune (Figure 3).Cette coloration a d’ailleurs donné le
nom d’ « aureus » a S. aureus car la pigmentation est souvent de couleur d’or (jaune a jaune
orangée). Il faut préciser que le S. aureus peut également croitre en milieu hostile c’est le cas
de la gélose Chapman (milieu sélectif hypersal¢) (Annexe 4), ce qui est un avantage pour

isoler la souche S. aureus.

Figure 3. Aspect des colonies de Staphylococcus aureus sur milieu Chapman
5.2.2. Examen Microscopique

Apres la réalisation d’une observation au microscope optique (G x 1000), on a constaté
que les cellules de staphylocoques sont regroupées en amas irréguliers forment souvent des
grappes ou regroupés par deux (diplocoques) ou par quatre (tétracdres). La coloration de
Gram révele que S. aureus sont des cocci a Gram positif (Annexe5), d’environ 0,5 a 1 um de
diamétre. Ils sont immobiles, non sporulés. La majorité des S. aureus sont capsulés mais ils

peuvent perdre leur capsule apres culture (Figure 4).
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Figure 4. Coloration de Gram (G+) de S. aureus

5.2.3. Identification biochimique
5.2.3.1. Test de catalase

Le S. aureus posséde une activité catalase positive comme tous les staphylocoques.
Cette activité enzymatique permet la dégradation du peroxyde d’oxygéne en eau et dioxygene.
Pour réaliser ce test, il suffit de prélever quelques colonies de bactéries et de les mettre en
présence de peroxyde d’oxygéne (ou eau oxygénée). La présence de bulles de dioxygene
confirme 1’activité enzymatique de la bactérie (Figure 5) (Annexe 5). La catalase est tres utile

en pratique pour différencier les bactéries a Gram +.

Figure 5. Observation de Test de catalase (catalase +)

5.2.3.2. Test de coagulase ou staphylocoagulase
On utilise le test de la coagulase en tube comme marqueur de I’identification de S.
aureus en routine dans les services de biologie. Ce test consiste a incuber a 37°C, un mélange

de la souche a tester (0,5 ml) et du plasma de I’humain (0,5 ml) pendant 4h puis 24h. Si la
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bactérie détient une coagulase, alors on voit apparaitre un caillot en inclinant le tube. Le

plasma de I’humain est resté pris en masse au fond du tube (Figure 6)

Coagulase +

Coagulase +

Figure 6. Test de la coagulase en tube « «A : Photo originale ; B : (Isman, 2000) » de S.
aureus
5.3.2.3. Résultats de ’indentification par les plaques API

L’identification des souches de S. aureus a été confirmée par la galerie APIL. Les
réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révélés par I’addition de réactifs. Ces systémes utilisent des tests d’acidification
ou d’assimilation des sucres (figure 7. A) et des tests enzymatiques (figure 7. B). Apres
incubation, lire les réactions conformément au tableau de lecture en ajoutant 1 goutte de
chacun des réactifs suivants :

-Test VP : VP 1 et VP 2
- TEST NIT : NIT 1 NIT 2.
- Test PAL : ZYM A et ZYM B. (Annexe 6)

On confirmer que Toutes les bactéries (20 souches) sont des SARM, grace aux
méthodes bactériologiques classiques : L’aspect des colonies, 1’état frais, la coloration de
Gram (Cocci gram positif), la recherche de catalase, le test de coagulation du plasma des
patients pour la recherche de la staphylocoagulase libre, par les caractéres biochimiques a

I’aide des plaques API Staph.
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Figure 7. La mise en évidence des caractéres biochimiques par la galerie API Staph.

A : Tests d’acidification ou d’assimilation des sucres sur galerie API Staph.
B : Tests enzymatiques sur galerie API Staph.
5.3. Les tests de sensibilité aux antibiotiques
Les résultats de I’antibiogramme des souches de S. aureus sont présentés dans le
(Tableau 3).

Tableau 3. Résultats des antibiogrammes

Souches | Source Echantillon | AMX | C GEN | CTX
pathologie

561 N S S S R

8548 Pédiatrie N S S S R

11574 N S S R R

6763 N S S R R

1349 Néonatologie Ve R S R R
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11234 VC
917 Ve

8548 Pneumologie Ve
11237 Ve
10564 Externes
9809
6763
20920 Cardiologie
2999

12345

5575 Dermatologie
8846
7126 Médecine
2275 interne

2991 P R R S R

v = ® ® = w w ® m R % v n=®
B vl m W m ® v vl v ® n v v
o = wm m v m m m = R m o« ==
v = = wm = w = m R m R = =®

| =| | =~ = v " Y TP T

P : plais, N : nasal, Vc : cathéter, AMX : amoxicilline, GEN : gentamicine, CTX: cefoxitime,
C : chloramphenicol.

I1 est a noter que nos résultats ont été difficiles a comparer a d’autres études a cause de
disponibilité des antibiotiques mais aussi parce que les différentes études d’antibiorésistance
s’intéressent a une seule espéce bactérienne, a un seul type d’infection ou ont été restreintes a
certains services. S. aureus résistant a la méticilline (SARM) représente une préoccupation

majeure dans de nombreux pays (Borg et al, 2006). Il est connu pour sa grande capacité

d’adaptation, en particulier sa capacité a résister a de nombreux antibiotiques (Figure 8).

&
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Figure 8. Sensibilité aux antibiotiques des souches de Staphylococcus aureus (A : Souche de

référence ; B : Souche prélevées au Hakim Saadane de Biskra)

Le Taux de résistance du SARM d’AMX 85%, pour la C 60%, pour GEN de50% et de

100% pour la CTX. Nos souches sont caractérisées par une forte résistance aux antibiotiques

(Figure 9).

100 -

R (%)

85 80

80 -
60
60 -
40
40 -
ER

20 -
o 1 T T T T

AMX Cc GEN CTX

Antibiotiques

Figure 9. Profil de résistance des souches SARM aux antibiotiques

Dans nous travaux on trouve un large développement que les études précédentes dans la

résistance des SARM envers le chloramphénicol et gentamicine, en 2004 (0.3/7)%, 2005
(1.3/7.3)%, 2006(1.3/6.1) %, 2007 (2.6/3.3) %, respectivement (Saidani et al, 2006 ; Boucher
et Corey, 2008).
5.4. Effets des huiles essentielles étudiées sur les souches SARM/SASM

5.4.1. Diameétres des zones d’inhibition

Nous avons sélectionné cinq souches de S. aureus (2 souches SASM de références et 3

souches SARM cliniques) pour les tests de sensibilité aux huiles essentielles. Les résultats

d’inhibitions des huiles essentielles sont donnés dans le (Tableau 4).

Tableau 4. Diamétres d’inhibitions des huiles essentielles des trois plantes

Diameétre (mm)

Souche Origanum  vulgare | Artemisia herba- Ammoides pusilla
Sl subsp. glandulosum | alba

SARM 25 50 15 19
SARM 23 41 15 25
SARM 1 40 15 16
SARM 2 38 14 17
SARM 3 35 15 18
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Moyen 40.8 14.8 19

SASM 25 : S. aureus ATCC 25923 ; SASM 33 : S. aureus ATCC 33862.

D’apres les résultats obtenus, on remarque que I’huile essentielle la plus active contre
les souches de SARM est /’Origanum vulgare subsp.glandulosum avec formation des larges
zones d’inhibition 35-50 mm. L’huile d’Ammoides pusilla a également montré une bonne
activité antibactérienne traduite par des zones d’inhibitions plus au moins larges comprises
entre 16-25 mm. Par contre, les zones d’inhibition formées par I’huile essentielle Artemisia
herba-alba étaient réduites 14-15 mm signifiant une activité antimicrobienne modeste. Selon
les moyennes des diamétres des zones d’inhibitions on peut classer les huiles essentielles par
ordre décroissant comme suit : Origanum vulgare subsp.glandulosum (40.8 mm), Ammoides

pusilla (19 mm), Artemisia herba-alba (14.8 mm) (Figure 10).
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Figure 10. Effet des huiles essentielles étudiées sur des souches SARM<SARMI11574 ;
SARMI11234 ; SARMS8548> (A : Ammoides pusilla ; B : Artemisia herba-alba ; C :
Origanum vulgare subsp. glandulosum.

Apres comparaison de nos résultats obtenus avec ceux de la littérature, on constate que
(Abdelmounaim, 2016) a trouvé que [’huile essentielle d’Origanum vulgare subsp.
glandulosum était trés efficace envers des souches SARM/SASM sachant que cette huile
essentielle a montré les zones d’inhibitions les plus grandes (> 57 mm) pour certaines souches
malgré le faible volume utilisé des huiles essentielles (2ul) par disque.

D’autre part, en comparant entre la sensibilité des souches de référence avec celle des
souches cliniques vis-a-vis les huiles étudiées on remarque que les deux souches des
références (ATCC33862 ; ATCC29213) sont plus sensibles par rapport aux souches cliniques,
notamment envers 1’huile d’Origanum vulgare subsp. glandulosum.

5.5. CMI de la croissance

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des souches

SARM/SASM par les huiles essentielles sont présentés dans le (Tableau 6).

Tableau 5. Concentration minimale inhibitrice CMI (%)

Concentration minimale inhibitrice CMI % (V/V)

Souche Origanum  vulgare | Artemisia herba- Ammoides pusilla
code subsp. glandulosum | alba

SARM 25 0.0625 0.5 0.125
SARM 23 0.0625 0.5 0.125
SARM 1 0.0625 0.5 0.125
SARM 2 0.0625 0.5 0.125
SARM 3 0.125 0.5 0.25

SASM 25 : 8. aureus ATCC 25923 ; SASM 33 : S. aureus ATCC 33862.

D’apres les résultats présentés ci-dessus, on remarque que les huiles essentielles les plus
efficaces dans I’inhibition de la croissance des souches SARM/SASM étudiées sont celles de
I’Origanum vulgare subsp. glandulosum et celle d’Ammoides pusilla avec des concentrations
trés faibles allant de 0.0625% a 0.1250%, respectivement. Tandis que 1’huile essentielle
d’Artemisia herba-alba s’est avérée faible par rapport aux autres huiles étudiées avec une
concentration plus au moins élevée de 0.5%, mais ca reste quand-méme une activité
antimicrobienne intéressante. D’aprés ces résultats passionnants, on déduit que les trois huiles

essentielles étudiées présentent une activité anti-staphylococcique particulierement
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intéressante. Apres une recherche bibliographique, nous avons constaté qu'il existe des études
précédentes avec les mémes résultats que ceux présentés ci-dessustel que I’étude de
(Abdelmounaim, 2016) a travers laquelle ’auteur a trouvé que 1’huile essentielle
d’O.glandulosum était la plus forte avec des CMI < 0,06 % envers certaines souches SARM.
5.6. Détermination de la CMI de la formation de biofilms CMIB

Les résultats obtenus pour les CMI de la formation de biofilms sont récapitulés dans le

(Tableau 6).

Tableau 6. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) de la formation de biofilms

CMI de P’inhibition des biofilms %

Souche Origanum  vulgare | Artemisia herba- Ammoides pusilla
code subsp. glandulosum | alba

SARM 25 0.125 0.25 0.125
SARM 23 0.0625 0.25 0.0625
SARM 1 0.0312 0.5 0.0625
SARM 2 0.015 0.125 0.125
SARM 3 0.008 0.5 0.125

SASM 25 : S. aureus ATCC 25923 ; SASM 33 : S. aureus ATCC 33862.

D’aprés les résultats montrés ci-dessus on s'apergoit en premier lieu que les
concentrations d’inhibition des biofilms sont nettement inférieures a celles d’inhibition des
cellules planctoniques, cela était remarqué pour toutes les souches et les huiles. L’huile
essentielle la plus efficace dans I’inhibition de formation des biofilms est /'Origanum vulgare
subsp.glandulosum avec de concentrations minimales inhibitrices trés faibles allant de
0.008% a 0.015%. Par la suite, I’huile d’Ammoides pusilla a inhibé la formation des biofilms
des souches SARM/SASM avec des concentrations faibles ainsi intéressantes de 1’ordre 0.125
% jusqu’a 0.0625%. Alors que I’huile essentielle de 1’ Artemisia herba-alba était la plus faible
parmi les huiles essentielles étudiées avec des concentrations d’inhibition des biofilms de
0.5% jusqu’a 0.125 %. Ces concentrations restent de toute fagon trés intéressantes. Alors que
I’huile étudiée la plus active, celle d’Origan, était plus inhibitrice envers les biofilms des
souches SASM que celles ayant présenté des résistances envers les antibiotiques, notamment

contre la méthicilline beaucoup plus (Figure 11).
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Figure 11. Résultats de détermination de CMIB de I’huile essentielle de 1’ Origanum vulgare

subsp. glandulosum.
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Conclusion

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a [’évaluation de [Dactivité
antibactérienne de trois huiles essentielles, obtenues de plantes aromatiques envers des
souches multi-résistantes SARM isolées du 1’hopital Hakim Saadan de Biskra.

D’apres les résultats obtenus, notre étude a révélé un grand potentiel antibactérien de
nos plantes locales, ce qui peut contribuer a 1’¢largissement de 1’effet des plantes douées de
propriétés antibactériennes.

L’antibiogramme a montré qu’il y a augmentation dans la résistance aux antibiotiques
d’une manicre trés ¢élevée de 2004 a 2019 de SARM isolés des patients hospitalisés dans
différents services du I’hopital Hakim Saadan de Biskra(Le Taux de résistance du SARM
d’AMX 85%, pour la C 60%, pour GEN de50% et de 100% pour la CTX). Aussi, ces
résultats ont montré qu’il y a une propagation de souches SARM productrices de [-
lactamases.

Les huiles essentielles de trois espéces végétales (Ammoides pusilla, Origanum
glandulosum, et Artemisia herba-alba) ont été testées sur cinq souches sélectionnées
SARM/SASM (2 souches de références et 3 souches cliniques SARM) qui représentent un
ensemble connus par leur pathogénicité.

La majorité des plantes étudiées sont riches en huiles essentielles et constituent une
bonne source pour ces substances avec des rendements variant de 1.6 % a 2.2 % (v/p) ou
Origanum glandulosum est la plante ayant le plus grand rendement. Les huiles essentielles,
dans ce travail, montrent une activité antimicrobienne inhibitrice, sur la formation de biofilms.
Les CMI de la croissance indiquent une activité antimicrobienne remarquable pour I’huile
essentielle d’Origanum glandulosum. Cette huile essentielle était capable d’inhiber la
formation des biofilms a des concentrations de 0.0625%.

Ces résultats rendent ces huiles essentielles une bonne source de molécules bioactives
qui peuvent étre utilisées pour garder I’hygiéne ou pour la prévention des maladies

nosocomiales ou pour leur éradication compléte comme une perspective.
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Annexe 1. Facteurs de virulence de Staphylococcus aureus (Schlievert, 2007)

Constituant de la paroi

cellulaire

Clumping factor A clf4 Adhésion au fibrinogéne
Clumping factor B clfB Adhésion au fibrinogéne
Coagulase coa Liaison au fibrinogene
Protéine Fib A fibA Liaison au fibrinogéne
Fibronéctine liée a la JfnbA Attachement a la
protéine A fibronéctine
Fibronéctine liée a la fnbB Attachement a la
protéine B fibronéctine
Collagéne li¢ a la cna Adhésion au collagéne
protéine
Elastine liée a la protéine ebps Liaison a I’¢élastine
Liaison a la protéine de la
matrice
extracellulaire (incluant
fibronéctine,
Protéine analogue MHC map ou eap fibrinogene vitronectine,
sialoproteine
osseuse et
thrombospondine)
Adhésine intracellulaire pia adhésion intracellulaire et
Polysaccharidique formation de biofilm
invasion possible des
Protéine A spa défenses de
I’hote
Polysaccharides Molécule Anti-
capsulaires phagocytose
(types 1, Set 8) cap

Entérotoxines A-E, H

sea-e, h

Invasion des défenses de
I’hote

avec des superantigénes,
responsables

des diarrhées associées a




la nourriture

Syndrome du choc Invasion des défenses de
Toxique I’hote avec
toxine-1 tst des superantigénes
responsables de
TSS
Invasion des défenses de
Toxine exfoliative A, B I’hote, agents
eta, eth responsables du
syndrome de la peau
ébouillantée
Lipase geh Invasion des défenses de
I’héte
Sas P ou ssp Invasion des tissus et
Protease V8 modification des
protéines de surface
Leucocidine de Panton- ukF, lukS Invasion des défenses de
Valentin I’hote, lyse des
phagocytes de 1’hote
Staphylokinase sak Invasion des défenses de
I’hote
hla Invasion des Tissus, a
Constituant de la paroi Hemolysine -a partir des pores
cellulaire dans les membranes des
cellules de I’hote
B-hemolysine hib Tissue invasion,
sphingomyelinase
d-hemolysine hld Potentialisation de la B3-
hemolysine
y-hemolysine Hla A, B, C Potentialisation de la lyse
Toxines et enzymes des cellules de I’hote
extracellulaires Phospholipase C plc Lyse cellulaire
sepA Invasion des tissus
Elastase
hysA Invasion des tissus

Hyaluronidase




Annexes 2. Action des huiles essentielles et de leurs constituants (Burt, 2004).
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Annexe 3. Différentes types de plantes et leur Descriptions botaniques

Nom de plante

Figure

Description botanique

AHA:Artemisa
herba-alba Asso.

(chih)

Plante herbacée vivace
caractérisée par une
odeur de thymol, Tiges
ligneuses, de 20 4 40 cm,
rigides, ramifiées et trés
feuillées. Feuilles
divisées en languettes
fines, blanches et
laineuses, Fleures
groupées en grappes a
capitules trés petites et
ovoides de 1,5 a 3mm de
diamétre de couleur
jaune a rougeétre
(Proksch, 2002 ; Gharabi
et al, 2008 ; Bouldjadj,
2009 ; Bezza et al, 2010)




AV: Ammoides
pusilla (brot.)breistr.

(Nonkha)

OG: Origanum
vulgare (Desf.) letsw
susbsp.glandulosum

Zateur Zaater (Baba
Aissa, 1991)

A tige rougeétre de 20 a
80 cm, couverte de poils
mous. Ses feuilles
odorantes sont vert fonce
ovales et pointues au
gout, roses ou blanches
sont groupees en
glomerules
quadrangulaires. (Robert,
2015 ; Cabiac, 2010 ;
Fournier et Boisvert
2010 ; Festy, 2008)

La famille des
Lamiacées, une plante
herbacée ou sous
ligneuse a la base. En
Algérie, Ce genre
regroupe 3 especes:
Origanum mai orana
(L.), Origanum
glandulosum (Desf.) et
Origanumfloribundum.
L'espéce Origanum
glandulosum pousse
spontanément au niveau
des, a fleurs restants
contigus apres la
floraison. La corolle a
une lévre inférieure plus
longue que la levre
supérieure (Vokou et al.,

1993).




Annexe 4. Milieux de culture

Gélose Chapman

PoPtONC. .. 11,0g
Extrait de vIande. ... ....oooiiiiii s 1,0g
Chlorure de SOAIUML. ...ttt e e et e et e e e e et e e nans 750 g
IMANNIEOL. ..o 10,0 g
N 15,0g
Rouge de phénol

pH=17,6

Préparation : 111 g par litre d’eau distillée. Stérilisation a 1’autoclave a 120°C, 20 min.

Gélose Mueller-Hinton

Infusion de viande de boeuf....... .. .o i 300 ml
Peptone de CasCINe. .. ... ..ot 175¢
AMIdON de MATS. . ...t I5¢g
N PO 10,0 g
pH=17.,4

Préparation : 37 g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave a 116°C, 15 min.
Annexe 5. Coloration de Gram et Test de catalase
e Coloration de Gram
Réalisation d’un frottis bactérien sur une lame bien dégraissée ;
Fixation des bactéries par passage de la lame dans la flamme de bec Bunsen ;
La lame est recouverte par le premier colorant, violet de gentiane pendant 1 min ;
Traitée la lame par le lugol, qui fixe la premier colorant pendant 30 sec ;
Décoloration par I’alcool durant 30 sec ;
Rincée la lame rapidement par I’eau, est faire le deuxiéme colorant, la fuchsine
pendant 1min ;
Séchée la lame a I’aire libre, puis observée aux microscopiques optiques a I’objectif x
100, avec I’huile a immersion.
e Test de la catalase
Sur une lame propre et seche déposer une goutte d’eau oxygénée ;
A D’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, ajouter 2-3 colonies identiques ;
Observer immédiatement ;
L’apparition de bulles, dégagement gazeux de dioxygene : catalase (+) ;

Pas de bulles : catalase (-).



Annexe 6. Tableau de lecture de la galerie Api Staph (Lynda et Soraya, 2016)

Tests Substrat Caracteére Résultats
recherché
Négatif Positif
0 Aucun Témoin négatif Rouge -
GLU D-glucose Témoin positf
FRU D-fructose
MNE D-mannose Acidification a
partir du
MAL Maltose
carbohydrate
LAC Lactose Jaune
TRE D-tréhalose
MAN D-mannitol
XLT Xylitol
MEL D-melibiose
NIT Nitrate de Réduction des NIT 1+NIT 2 10 min
potasssium nitrates en nitrites
Incolore /rose | Rouge
PAL p-naphtyl Phosphatase ZYMA A+ZYMA B
ac.photphate alcaline
10 min
Jaune Violet
VP Pyruvate de Production VP 1+VP 2 10 min
sodium d’acétyl méthyl-
carbonyl Incolore /rose | Violet /rose
RAF Raffinose Acidification a Rouge Jaune
partir du
XYL Xylose
carbohydrate
SAC Sacharose




MIDG g-méthyl-D-
glucosamine
NAG N-asétyle-
glycosamin
ADH Arginine Argénine Jaune Orange
dihydrolase rouge
URE Urée Uréase Jaune Rouge

violet
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Résumés

Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) est un agent pathogéne nosocomial majeur
responsable d'un taux élevé de morbidité grave et de mortalité dans le monde. Vingt souches SARM, isolées de
I’hopital Hakim Saadane de Biskra, ont ét€¢ soumises a ’action antimicrobienne de trois Huiles essentielles
obtenus de plantes médicinales locales (Origanum glandulosum, Artemisia herba-alba, Ammoides pusilla).
L’identification des souches a été effectuée par Galerie APIstaph bioMérieux ainsi que par certains analyse de
caractéres biochimiques. Tandis que la distinction des souches SARM de celles SASM a été confirmée par des
antibiogrammes réalisés selon les recommandation de ’EUCAST. D’aprés nos résultats, les souches SARM
étudiées ont montré une grande sensibilité vis-a-vis 1’huile essentielle d’O. glandulosum avec des zones
d’inhibition trés larges supérieure a 57mm et des CMIs (concentration minimale inhibitrice) inférieures a

0.0625. Alors que les deux autres huile essentielles sont s’avérées moins efficaces.

Mots clés : Staphylococcus aureus ; SARM ; Huiles essentielles ; Aactivité antimicrobienne.

Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a major nosocomial pathogen responsible for a
high rate of severe morbidity and mortality worldwide. Twenty MRSA strains, which isolated from Hakim
Saadane Hospital in Biskra, were subjected to the antimicrobial action of three essential oils obtained from local
medicinal plants (Origanum glandulosum, Artemisia herba-alba, Ammoides pusilla). The identification of the
strains was carried out by Galerie APIstaph bioM¢érieux as well as by some analysis of biochemical characters.
While the distinction between MRSA and MRSA strains has been confirmed by antimicrobial susceptibility tests
depending on EUCAST recommendations. According to our results, the studied MRSA strains showed a high
sensitivity towards the O. glandulosum essential oil with very wide inhibition zones greater than 57mm and
MICs (minimal inhibitory concentration) less than 0.0625%. While the other two essential oils have proven less

effective.

Key words: Staphylococcus aureus; MRSA; Essential oils; Antimicrobial activity.




