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Introduction

Staphylococcus aureus est une bactérie Gram positif, ubiquitaire commensal de la peau et
des muqueuses de I’homme et des animaux. Appelé aussi staphylocoque doré ou
staphylocogue a coagulase positive est un agent pathogéne fréquemment retrouvé dans de
multiples infections d’origine nosocomiale et communautaire (Le Minor, 1990).
Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) représente un defi majeur en santé
publique dans de nombreux établissements de soins a travers le monde. Les SARM sont une
cause fréquente d’épidémies et sont devenus endémiques dans beaucoup de régions ou ils
alourdissent le bilan de la morbidité, de la mortalité et le colt des soins associés aux
infections nosocomiales (Levesque et al., 2012 ; Battard et al., 2005 ).

IIs ont été décrits, la premiére fois en 1961, en Europe continentale, puis en Amérique et
ailleurs dans le monde, comme étant une menace surtout dans les hopitaux. Mais aux
alentours des années 2000, de nouveaux clones ont été décrits comme responsables
d'infections communautaires. L’émergence de ces souches communautaires a été décrite
initialement aux USA et maintenant dans plusieurs pays du monde (Donnio et al., 2010).
Comparée aux autres pays du Maghreb, I’Algérie enregistre la plus forte prévalence de
SARM (44 %) par rapport aux deux pays voisins que sont la Tunisie (18 %) et le Maroc (19
%) ((Zouagui et al., 2015).

De surcroit, les SARM sont tres souvent résistants a de nombreuses autres familles
d’antibiotiques que celle des B-lactamines, rendant plus complexe le choix de la meilleure
option thérapeutique. Leur résistance est liée a leur grande plasticité génomique qui peut étre
acquise ou apportée par un plasmide ou d’autres éléments mobiles (cassette chromosomique
staphylococcique, transposons, bactériophages, Séquences d’insertion) (Dumitrescu et al.,
2010).

Il existe donc un réel intérét thérapeutique dans la recherche de composés ou d'extraits
naturels capables de limiter cette résistance. Dans ce contexte nous proposons un mystérieux
produit de la ruche riche de principes actifs aux propriétés pharmacologiques intéressantes
notamment antioxydante, anti-inflammatoire mais surtout antibiotiques naturelles. C'est la
propolis, encore méconnue du grand public, mais appelée a un grand avenir.

La propolis est un mastic végétal, fabriqué par les abeilles a partir de résines récoltées sur les
écorces et les bourgeons de certains arbres et de plantes balsamiques. Les abeilles les
apportent a la ruche, les additionnent et les modifient vraisemblablement en partie par I'apport
de certaines de leurs sécrétions propres (cire et sécrétions salivaires essentiellement)
(Donadieu, 2008).
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Sa composition est extrémement complexe et variable plus de 300 différents composants de
la propolis qui ont été identifiés (Sauvager, 2014). Cependant on retrouve toujours de fagon
constante et relativement stable : résines (50 a 55%), cires (30 a 40%), huiles chargées en
composeés volatils (5 a 10%), pollen (5%), acides aminés, vitamines, oligo-éléments, acides

gras et flavonoides (dont le principal est la galangine).

L’objectif de cette étude est I’évaluation de 1’activité antibactérienne de la propolis vis a vis
des souches multirésistantes SARM et [1’étude de la synergie entre la propolis et des
antibiotiques antistaphylococciques.

Trois themes distincts, mais complémentaires ont été étudiés, soit :

e Isolement, détection et étude du profil de résistance des souches Staphylococcus
aureus résistant a la méticilline SARM,;

e Evaluation in vitro de l'activité antibactérienne de I'extrait éthanolique de la propolis
(EEP) vis-a-vis des souches sélectionnées comme étant SARM ;

e Evaluation de I’effet combiné de I'EEP et des antibiotiques antistaphylococciques.
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1. Etude de I’espéce Staphylococcus aureus
1.1 Historique

Observés par Pasteur en 1879 dans un pus de furoncle, les staphylocoques doivent leur nom a
OGSTON (1881) qui les a mis en évidence dans des abceés aigus et chroniques.
En 1884, Rosenbach a obtenu des cultures pures de staphylocoques et les a scindés en deux

groupes selon que les colonies étaient blanches ou dorées (Avril et al., 2000).

1.2 Caractéres morphologiques et culturaux

Les staphylocoques sont des cocci @ Gram positif, groupés en amas ayant la forme de grappes
de raisin, catalase positive.

Le genre Staphylococcus appartient au phylum des Firmicutes, a la classe des Bacilli a
I’Ordre des Bacillales et la famille des Staphylococcaccae (Le Loir et Gantier, 2010). I
comprend actuellement 53 especes et sous especes, isolées chez I’homme et I’animal. Les
principales espéces sont Staphyloccus aureus, Staphyloccus epidermidis et Staphyloccus

saprophyticus (Le Loir et Gantier, 2010).

Figure N°1: Aspects caractéristiques en amas de coques a Gram positif de S. aureus.

Staphylococcus aureus est de 0,5 a 1 um de diamétre, immobile, non sporulé, parfois
encapsulé (Denis et al., 2007).

Elle se cultive plus facilement sur les milieux usuels et sur les milieux sélectifs contenant des
fortes concentrations en sels (NaCl 7,5% Chapman,) dans des conditions de pH et de

température variables. C’est une bactérie relativement résistante aux inhibiteurs bactériens
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comme le cristal violet et le tellurite de potassium et tolere une activité en eau tres réduite
(Aw =0,83) (Winn et al., 2006).

S. aureus est trés résistant dans le milieu extérieur, sa survie a ’extérieur de I’hote est de 7
jours (surfaces séches) a plusieurs mois (milieu humide) (Le Minor et Veron, 1990).

Il est sensible a de nombreux désinfectants tels que I’hypochlorite de sodium a 0,5% de chlore

actif (eau de javel reconstituée diluée au 1/56), les solutions d'iode et dalcool, le
glutaraldéhyde et le formaldéhyde (Allion, 2004).

1.3 Caractéres biochimiques

S. aureus est aéro-anaérobie facultative, a catalase positive et a oxydase négative. Ainsi, les
souches de S. aureus sont: indole -, acétone +, uréase +, réduisant le téllurite de potassium et
les nitrates en nitrites, et produisant de I’ammoniaque a partir de 1’arginine (Denis et al.,
2007).

La production d’une coagulase libre, d’un pigment caroténoide jaune doré (d’ou le nom de
staphylocoque doré), la présence d’une Dnase et de la protéine A dans la paroi caractérisent
S. aureus (Winn, et al., 2006).

1.4 Portage de Staphylococcus aureus

S. aureus est un commensal de la peau et des muqueuses de I’homme et des animaux (rhino-
pharynx). Chez I’adulte, S. aureus est présent dans les zones cutanées humides et colonise
surtout les muqueuses des fosses nasales et de 1’oropharynx mais aussi le périnée (Figure
N°2). La peau, particulierement celle des mains, est régulierement colonisée (Werthein et al.,
2005).

La fréquence du portage nasal varie de 20 a 30% dans la population générale. On distingue
trois cas : les porteurs permanents qui concernent 20% de la population, les porteurs
intermittents ou occasionnels qui concernent 60% de la population, et enfin ceux qui ne sont
jamais porteurs, soit 20% de la population (Kluytmans et al., 1997).

Des facteurs d’adhésion préférentielle aux cellules épithéliales des porteurs ont été évoqués
ainsi que des prédispositions génétiques (systeme HLA) (Werthein et al., 2005). Les mains
représentent le site le plus colonisé par S. aureus apres le nez, impliquant leur réle primordial

dans la transmission de ce germe (Werthein et al., 2005).
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Figure N°2: Fréquence du portage de S. aureus par site corporel, chez 1’adulte porteur ou

non porteur au niveau nasal d’aprés (Wertheim et al., 2005).

La transmission de S. aureus est essentiellement manu-portée et le réservoir nasal en

contaminant sans cesse les mains assure la pérennité de la transmission. Ainsi, S. aureus est

aussi un agent pathogeéne fréquemment retrouvé dans de multiples infections d’origine

nosocomiale et communautaire (Werthein et al., 2005).

1.5 Pouvoir pathogene

Le Staphylococcus aureus cause principalement des infections de la peau et des tissus mous :

abces, furoncle, folliculite, impétigo, cellulite. Le Staphylococcus aureus peut également

causer des infections profondes : endocardite, péritonite, pneumonie nécrosante, bactériémie,

méningite, osteomyélite, arthrite septique et infections des os, des articulations et des organes.

Plus rarement, il est responsable de syndromes liés aux effets des toxines produites par la

bactérie, par exemple le syndrome du choc toxigue et I’intoxication alimentaire (Winn et al.,

2006).
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1.6 Facteurs de virulence

La pathogenie de S. aureus est liée a la synthése de nombreux facteurs de virulence et on peut
compter principalement quatre classes de facteurs de virulence : les facteurs de virulence
associés a la paroi, les facteurs d’échappement au systéme immunitaire (capsule, protéine A),
les facteurs de virulence sécrétés comme les exotoxines et les facteurs de persistance.
L’expression de I’ensemble de ces facteurs est régulée temporellement en particulier par le
systétme & 2 composants Agr et permet la dissémination des bactéries dans 1’organisme
(Figure N°3).

On peut expliquer la diversité de ces facteurs de virulence par le fait que la bactérie a une tres
grande plasticité génomique grace aux plasmides, aux transposons et aux bactériophages. En
effet ces facteurs sont soit directement codés par un chromosome présent ou codés par des
éléments génétiques mobiles (transposons, plasmides ou bactériophages) (Vincenot et Saleh,
2008).

Dissémina;ion

Facteurs de virulence Facteurs de virulence

associés a la paroi excrétés
Adhésines (MSCRAMMs) Exotoxines

Exotoxines superantigéniques
TSST-1, SEA, SEB, etc.
Hémolysines
Alpha-toxine, Béta-toxine, etc.
Toxines synergohyménotropes
Leucocidine de Panton-Valentine
Enzymes
Staphylokinase, Protéases,
Lipases, Nucléases,
Hyaluronidase, etc.

Adhésines (SERAMSs)

Coagulase, Efb, Emp, Eap

Protéines de llaison a la
fibronectine,
au fibrinogéne, au collagéne, &
|'élastine.a la laminine eta la
Slaloprotéine osseuse

Protéine A liant le facteur
von Willebrand et le
fragment Fc des Ig

v

Echappement aux
défenses de I’hote
A

Paroi
(peptidoglycane et acides
lipoteichoiques)

Facteurs de persistance

Modification du phénotype (biofilm, variants microcolonies)

Figure N°3 : Expression temporelle des facteurs de virulence chez S. aureus
(d’apres Ferry et al., 2005).
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2. Reésistances aux antibiotiques
2.1 Définition

Il existe deux grands types de résistance aux antibiotiques : la résistance intrinseque et la
résistance acquise.

La résistance intrinséque (ou naturelle ou insensibilité) est présente chez toutes les bactéries
de la méme espeéce ou du méme genre bactérien. Elle délimite le spectre d’action des
antibiotiques.

Par I’inverse, la résistance acquise n’est présente que chez certaines souches de la méme
espéce ou du méme genre, dans certains cas, elle peut concerner la grande majorité de ces
souches comme, par exemple, la production de pénicillinase chez le staphylocoque qui

intéresse plus de 90 % des souches (Courvalin, 2007).

2.2 Mécanismes de la résistance bactérienne aux antibiotiques

Les bactéries ont su développer des mécanismes divers et variés afin d’inhiber 1’action des
antibiotiques utilisés en thérapeutique.

Les principaux mécanismes élucidés a ce jour sont I’inactivation enzymatique, la modification
de la cible de I’antibiotique, la diminution de la perméabilité de la paroi bactérienne, et la
mise en place ou la multiplication de systeémes d’efflux.

Une méme souche bactérienne peut cumuler plusieurs de ces mécanismes (Mainardi et al.,
1996).

2.3 Résistances de Staphylococcus aureus aux antibiotiques

La grande plasticité du génome de S. aureus est associée a la constante évolution des
caractéristiques épidémiologiques des clones de S. aureus responsables d'infections chez
I'nomme. Schématiquement, chaque décennie amene I'émergence de nouveaux clones. Ainsi
avant les années 40, les souches de S. aureus étaient sensibles a la pénicilline G, dix années
aprés 90 % étaient sécrétrices de P-lactamases. En 1960, la premiére souche de S. aureus
résistante a la méticilline (SARM) est apparue en Angleterre, puis les SARM se sont répandus
de facon épidémique dans les hopitaux a partir des années 70, pour devenir vers 1980
multirésistants aux antibiotiques et pandémiques. Les années 90 ont vu la description des

souches de SARM de sensibilité diminuée aux glycopeptides. Aux alentours des années 2000,
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les SARM n’ont plus été limités au secteur hospitalier, mais de nouveaux clones ont été
décrits comme responsables d'infections communautaires (Dondemont et al., 2014). Enfin le
géne vanA de résistance a la vancomycine des entérocoques a été retrouvé dans trois souches
de S. aureus aux USA (Lina et Cattoir, 2014).

Découverte de la pénicilline
Premicre utilisation de la pénicilline Emergence des SARM communautaires
Emergence de SARP I Emergence de SARV

Premiére utilisation de la méticilline Eanergence. des SARM lans les Sevages
Premiére utilisation de la vancomycine

’ Emergence des SARM hospitaliés

o I ||
| [ 1920 | 1930 | 1940 | 1950 [ 1960 | 1970 | 1980 | 1990 | 2000 | 2010 | |

Padénic de SARP ()
Pandénic de SARM bospiciés |

Pandémie de SARM communautaires —
Pandémie de SARM dans les élevages -

Figure N°4 : Emergence de la multi-résistance de Staphylococcus aureus
(d’apres Lina et Cattoir, 2014)

2.3.1 Résistance aux p-lactamines

Les B-lactamines regroupent plusieurs familles d’antibiotiques : les pénicillines, les
céphalosporines, les carbapénemes ainsi que les monobactames, Elles ont une structure
chimique commune correspondant a un mécanisme d’action commun : elles inhibent la
biosynthése du mucopeptide (ou peptidoglycane) de la paroi bactérienne, du fait de leur
analogie structurale avec le dipeptide substrat d-Ala-d-Ala. Les bétalactamines sont les
antibiotiques les moins toxiques (mais les plus allergisants) (Buy, 2005).

La résistance aux P-lactamines chez les staphylocoques repose sur deux grands types de
mécanismes qui sont identiques pour les S. aureus et pour les Staphylococcus a coagulase

négative.
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A. Résistance par production de p —lactamases

Une B-lactamase est une enzyme qui hydrolyse le cycle B-lactame des pénicillines, les rendant
inactives. L’existence d’une pénicillinase entraine une résistance a la pénicilline G et aux
pénicillines A (ampicilline, amoxicilline, etc.), aux carboxypénicillines (ticarcilline), et aux
uréidopénicillines (pipéracilline).

Ce mode de résistance est présent chez 90 % des isolats cliniques de S. aureus (Mainardi et
al., 1996).

Le gene bla Z codant pour les pénicillinases de staphylocogue peut étre porté soit par un
transposon soit étre chromosomique. La production de B-lactamases peut étre constitutive ou,
le plus souvent, inductible. L’activité des PB-lactamines est restaurée en présence d’un
inhibiteur de p-lactamases de type acide clavulanique, tazobactam ou sulbactam

(Quincampoix et Mainardi, 2001).

B. Résistance par modification d’une protéine de liaison la PLP2a (SARM)

Les PLP sont des protéines possédant une activité enzymatique (transpeptidases,
carboxypeptidases ou glycosyltransférases) impliquée dans la synthese de la paroi bactérienne
et possédant une affinité pour les B-lactamines.

La résistance a la méticilline, qui entraine une résistance a toutes les B-lactamines, est
déterminée par la présence d’un géne chromosomique (mecA) qui code pour la PLP2a. Cette
PLP additionnelle a moins d’affinité pour les B-lactamines et en particulier pour la méticilline
Ce mécanisme est présent chez les S. aureus résistant a la méticilline (SARM) et chez les
Staphylococcus a coagulase négative (Dumitrescu et al., 2010).

La résistance conférée par le géne mecA peut étre :

e homogene : résistance exprimée par toutes les souches ;

e hétérogeéne : résistance exprimée seulement par une proportion des colonies filles
issues d’une colonie meére exprimant la résistance. Actuellement, la résistance
hétérogene est la plus fréquente et ce caractére est évocateur de la présence du géne
mecA (Hamdad et al., 2006).

Quatre autres genes chromosomiques impliqués dans la biosynthése du peptidoglycane
influencent la résistance a la méticilline. Ces genes denommés fem A, B, C, D (factors
essential for methicillin-resistance) sont presents chez toutes les souches de S. aureus

indépendamment de la présence du géne mecA. L’inactivation de ces génes contribue, soit a

9
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une diminution du niveau de résistance aux [-lactamines, soit a un retour a la sensibilité.
Certains d’entre eux, sont probablement indispensables a 1’expression de la résistance aux f3-

lactamines codée parle géne mecA (Quincampoix et Mainardi, 2001).

> La cassette staphylococcique SCCmec

La cassette SCCmec comporte deux éléments essentiels : le complexe du gene mecA et un
complexe de genes codant des recombinases ccr (cassette chromosome recombinase) qui
assurent les phénomenes d’intégration et d’excision de la cassette. La cassette SCCmec
comporte également des éléments dits accessoires comme des séquences d’insertion, des
transposons ou des copies de plasmide portant des génes de résistance a des métaux lourds

ainsi qu’a des antibiotiques autres que les -lactamines (Dumitrescu et al., 2010).

Plusieurs types de SCCmec furent décrits. Jusqu'a maintenant, onze types de SCCmec ont été
répertoriés chez S. aureus (IWG-SCC, 2009). L’origine de la cassette de résistance demeure

inconnue (Dumitrescu et al., 2010).
» Le gene mecA

Le temps zéro de I’évolution des SARM est 1’acquisition du géne mecA, fragment d’ADN de
2,1 kb codant une protéine liant la pénicilline additionnelle (PLP2a). Les souches de S.
aureus possédant le gene mecA sont donc résistantes a toute la famille des B-lactamines,
notamment a la méticilline ou a I’oxacilline. Le géne mecA est inclus dans un élément
génétique mobile: la cassette staphylococcique (SCCmec, staphylococcal cassette

chromosome mec) (Hiramatsu et al., 2001; Dumitrescu et al., 2010).

C. Autres mécanismes
D’autres mécanismes de résistance beaucoup plus rares ont également été¢ décrits, parmi
lesquels :
> D’hyperproduction de pénicillinase : les souches dénommées BORSA (BORderline
S aureus) ne possedent pas de gene mecA. Les inhibiteurs de pénicillinases restaurent
in vitro Iactivité des B-lactamines sur ces souches ;
> la résistance par diminution de la synthése et/ou de I’affinité d’une des PLP, les

souches sont dénommées MODSA (MODified S aureus). Une modification de

10
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I’affinité des PLP1let des PLP2 ¢éléve le niveau des CMI, qui ne sont pas modifiées en
présence d’inhibiteur de -lactamase ;

» la résistance par production de méticillinase ou oxacillinase qui a comme substrat
privilégié la méticilline et 1’oxacilline (Dodémont et al., 2014 ; Hamami et
Mezghani, 2016 ).

2.3.2. Résistance aux aminosides

Ces antibiotiques agissent en inhibant la synthése d’ARN. Ils se répartissent en deux groupes
chimiquement distincts :
> le groupe de la streptidine (comprenant la streptomycine) et
> le groupe de la 2-désoxystreptamine (kanamycine, gentamicine, amikacine,
nétilmicine).Cette classe d’antibiotique a naturellement une action bactéricide sur les
staphylocogues (Quincampoix et Mainardi, 2001).
L’activité bactéricide in vitro des aminosides sur Staphylococcus spp est rapide, plus rapide
en particulier que celle des glycopeptides. La survenue de mutations diminuant la pénétration
intracellulaire des aminosides contre indique leur administration en monothérapie.
En pratique, le principal mécanisme de résistance de Staphylococcus spp aux aminosides est
enzymatique (Batard et al., 2005).
Les enzymes inactivant les aminosides APH(3’), ANT(4’) et APH(2’)-AAC(6’) sont codées
par des genes plasmidiques ayant un fort potentiel de dissémination. Les trois phénotypes
engendrés sont :
» phénotype K : résistance de haut niveau a la kanamycine et a I’amikacine due a une
phosphorylase (APH-3");
» phénotype KT : résistance de haut niveau a la kanamycine, I’amikacine, et a la
tobramycine, due a une adénylase (ANT-4");
> phénotype KTG : résistance de haut niveau a kanamycine, amikacine tobramycine,
nétilmicine et gentamicine, induit par la présence d’une enzyme bi-fonctionnelle ayant
des activités de phosphorylation et d’acétylation (APH-2"’-AAC-6).
La gentamicine et la nétilmicine apparaissent comme les aminosides les plus souvent

bactéricides sur Staphylococcus aureus (Batard et al., 2005).

11


mailto:ebatard@chu-nantes.fr
mailto:ebatard@chu-nantes.fr

Revue bibliographique

2.3.3 Résistance aux macrolides, lincosamides et streptogramines (MLYS)

Ces trois familles, malgré leurs structures différentes, partagent le méme mécanisme
d’action : ils bloquent la «lecture» de I’ARN messager par le ribosome donc inhibent la
synthése protéique.

Les macrolides et les lincomycines ont une activité bactériostatique, alors que les
streptogramines ont, en I’absence de résistance aux streptogramines B, une activité bactéricide
(Daurel et Leclercq, 2008).

Trois mécanismes de résistance sont impliqués: une modification de la cible de
I’antibiotique, un mécanisme d’efflux et une modification enzymatique de I’antibiotique

(Daurel et Leclercq, 2008).

A. Résistance par modification de la cible de ’antibiotique

Le mécanisme repose sur 1’action d’une enzyme (méthylase) réalisant la méthylation d’une
adénine de la sous-unité 23s de I’ARN ribosomique. Ces méthylases sont codées par les génes
erm dont il existe au moins 20 variants. Le support des genes erm peut étre chromosomique
ou plasmidique (Lina et al., 1999).

Les genes erm conferent une résistance croisée aux macrolides, lincomycines et
streptogramines B. Leur expression peut étre soit inductible soit constitutive. Seuls les
macrolides a 14 et 15atomes peuvent induire I’expression du géne erm chez Staphylococcus
aureus (Battard et al., 2005 ; Daurel et Leclercq, 2008 ).

B. Résistance par efflux

Trois genes codant pour des systemes d’efflux ont été décrits chez les cocci a Gram positif.
Leur produit forme un transporteur protéique qui diminue 1’accumulation de I’antibiotique
dans la cellule.

Les genes msrA et msrB sont responsables d’un phénotype de résistance de type MS, c’est-a-
dire d’une résistance inductible vis-a-vis des macrolides dont le noyau comporte 14 et 15
carbones (C14 et C15) et au compose B des streptogramines, apres induction par

I’érythromycine (Linaetal., 1999).

12
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Le gene mef entraine un phénotype de résistance nommé M, caractérisé par une résistance
limitée aux macrolides en C14 et en C15. Il est localisé sur des éléments chromosomiques

transférables par conjugaison et n’a jamais été retrouvé sur un plasmide (Lina et al., 1999).

C. Résistance par enzymes inactivatrices

Ces enzymes, qui modifient 1’antibiotique lui-méme, peuvent appartenir a la classe des
hydrolases (génes vgb et vgbB), des acétyltransférases (génes linA et vat) ou des
phosphotransférases (gene mphC). Le support de ces génes est souvent plasmidique (Daurel
et Leclercq, 2008).

2.3.4 Résistance aux fluoroquinolones

Les fluoroquinolones inhibent la croissance bactérienne par arrét de la réplication de I’ADN.
Ces molécules ont une action ciblée sur les topo-isomérases. Les topo-isomérases regroupent
les topo-isomérases de classe |1, les gyrases, constituées de deux sous-unités GyrA et GyrB
(codeées par les génes gyrA et gyrB) et impliquées dans le relichement de I’ADN, et par les
topo-isomeérases de classe 1V (composées de deux sous-unités codées par les genes grlA et
grIB) qui entrainent un dés enchevétrement de I’ADN a la fin de la réplication (Batard et al.,
2005).
Trois mécanismes sont impliqués essentiellement :
> la modification de la cible qui impliqgue une mutation au niveau des génes
chromosomiques grlA ou griB de la topo-isomérase IV ;
> Daltération des sous-unités A ou B de la gyrase par introduction d’une mutation au
sein des génes gyrA ou gyrB;
> Defflux de ’antibiotique grace a une protéine transmembranaire codée par le géne
norA, chromosomique (Mainardi et al., 1996).
Chez les bactéries a Gram positif, la topo-isomérase de classe IV constitue la cible primaire,
et une mutation de cette cible est nécessaire pour entrainer 1’apparition d’un premier niveau

de résistance aux fluoroquinolones (Quincampoix et Mainard, 2001).

2.3.5 Résistance aux glycopeptides

Les glycopeptides, vancomycine et teicoplanine, sont des antibiotiques qui comme les

bétalactamines inhibent la synthese de la paroi bactérienne (Buys, 2005).
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Ces molécules de taille importante forment des complexes déléteres avec le dipeptide terminal
(D-alanyl-D-alanine) des précurseurs du peptidoglycane. Le dipeptide ainsi fixé ne peut
s’intégrer de maniére normale au peptidoglycane déja formé.

Les glycopeptides représentent le traitement de premiéere intention en cas de résistance a la
méticilline SARM ou d’allergie aux pénicillines (Lina et Cattoir, 2014).

Alors que la résistance a la teicoplanine a été décrite des les années 1980 chez divers
staphylocoques a coagulase négative puis chez S. aureus, la premiere souche de
Staphylococcus aureus intermédiaire a la vancomycine n’a été décrite qu’en 1997, et la
premiére souche résistante a la vancomycine en 2002. Ce phénomene relativement nouveau et

inquiétant justifie une surveillance attentive (Battard et al., 2005).

Le mécanisme de résistance 1ié a D’apparition de GISA (S. aureus intermédiaire a la
vancomycine) n’est pas connu. Il s’agit d’'un mode de résistance hétérogene, c’est-a-dire
concernant une fraction seulement de la population bactérienne (Lina et Cattoir, 2014). Cette
résistance intermédiaire n’est pas associée a des plasmides ou a des transposons, et est
attribuée a une surproduction du peptidoglycane, responsable d’une augmentation de
I’épaisseur de la paroi bactérienne, et donc du nombre des sites de fixation des glycopeptides

que sont les dimeres D-ala-d-ala (Battard al., 2005).

L’acquisition du gene vanA a I’origine des S. aureus résistants a la vancomycine (VRSA) est
un phénoméne rare (Dumitrescu et al., 2010). Selon des données cliniques, 1’exposition
prolongée aux glycopeptides (vancomycine et téicoplanine) semble constituer 1’élément
essentiel de I’acquisition du phénotype de résistance GISA. Le mécanisme implique tres
probablement une altération de la liaison des molécules de I’antibiotique a la paroi de la
bactérie et une perturbation de la synthese de certains de ses composés (Mainardi, 1997,
Dumitrescu et al., 2010).

2.4 SARM d’origine hospitaliére et d’origine communautaire

Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) est 1’'un des majeurs agents
impliqués dans les infections nosocomiales, 1’acquisition de SARM étant liée a une

hospitalisation récente ou a I’exposition prolongée et récurrente aux antibiotiques (Djoudi et

al., 2014).

14



Revue bibliographique

Néanmoins, depuis les années 1990, des infections a SARM se sont multipliées chez des
patients n’ayant aucun facteur de risque traditionnel d’acquisition de SARM : il s’agit des
infections 8 SARM-C (communautaire). L’émergence de ses souches communautaires a été
décrite initialement aux USA maintenant dans plusieurs pays du monde (Djoudi et al., 2014 ;
Lina et Cattoir, 2014).

Les SARM communautaires, différent des souches en circulation hospitaliere SARM-H
(hospitaliere) par leur fond génétique, le type de SCCmec et leur plus faible niveau de multi-
résistance (Elhani, 2011; Lina et Cattoir 2014).

Les cassettes SSCmec des SARM-H comprennent, en plus du complexe du géne mecA, des
éléments génétiques dits accessoires portant des genes de résistance a des antibiotiques autres
que les B-lactamines, responsables du profil de multirésistance aux antibiotiques des souches
hospitalieres. Les alleles SCCmec de types IV a VIII portés par les SARM-C sont de plus
petite taille et contiennent moins de génes additionnels de multirésistance aux antibiotiques
que les SARM-H (Dumitrescu et al., 2010).

En plus de la cassette SCCmec, les souches de SARM-C présentent une autre particularité, un
facteur de virulence rarement retrouvé dans d’autres souches de S. aureus, la leucocidine de

Panton Valentine (PVL) (Katayama et al., 2003).

3. Propolis
3.1 Définition

Nommeée « cire noire » dans les textes anciens, la propolis est connue est utilisée depuis des
millénaires. Hippocrate recommandait son application pour traiter les ulceres et les plaies.
Les égyptiens I'utilisaient pour traiter plusieurs affections fébriles et cutanées et pour
momifier les cadavres. Les grecs de 1’antiquité, quant a eux furent les premiers a 1’appeler
propolis, se référant aux observations des apiculteurs qui voyaient cette résine a 1’entrée de la
ruche, « pro » signifiant avant et « polis » désignant la cité de la ruche (Darrigol, 2007).

L’usage de la propolis a des fins thérapeutiques modernes est quant a lui récent, il remonte a
une trentaine d’année grace aux avancées de 1’apithérapie. Aujourd’hui les scientifiques du

monde entier considérent la propolis comme un « Antibiotique naturel » et une alternative
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potentielle devant I’émergence des germes multirésistants aux antibiotiques (Darrigol, 2007 ;
Donadieu, 2008 ).

La propolis désigne toute une serie de substances résineuse, gommeuses et balsamiques, de
consistance visqueuse, recueillies par les abeilles sur certaines parties de végétaux
(essentiellement les bourgeons et les écorces de certains arbres). En rapportant cette substance
a la ruche, les abeilles la modifient avec leurs avec leurs propres sécrétions : cire et enzymes
salivaires principalement (Darrigol, 2007; Donadieu, 2008; Sauvager, 2011; Bogdongov et
Bancova, 2016).

3.2 Role dans la ruche

La propolis est un produit trés précieux pour la ruche : en tapissant ses parois de propolis, les
abeilles créent dans la ruche un environnement defavorable au développement des micro-
organismes. Les conditions de vie de la ruche seraient propices a la pullulation microbienne:
population nombreuse, chaleur, humidité, présence de sucre et d’éléments nutritifs pourtant
I’intérieur de la ruche est stérile grace a la propolis. Elle est considérée donc comme un vrai
ciment antiseptique qui inhibe la croissance bactérienne, fongique. (Darrigol, 2007).

Cette matiere permet aussi de colmater les fissures de la ruche et d'en fixer les parties mobiles
(Donadieu, 2008).

La propolis est également utilisée pour embaumer le corps des prédateurs gourmands de miel
(petits rongeurs...) tués par les abeilles et qu'elles ne peuvent pas évacuer compte tenu de leur
poids. Leur putréfaction, source de maladies, est ainsi évitée.
Les cellules de cire dans lesquelles la reine va déposer ses ceufs sont elles aussi tapissées
d'une pellicule de propolis qui forme un milieu stérile pour le développement harmonieux de

l'ceuf. En conclusion, la propolis assure la sante de I'abeille (Donadieu, 2008).

3.3 Récolte de la propolis

La récolte de la propolis s’effectué d’abord par les abeilles et ensuite par ’apiculteur. Elle a
lieu soit en début de printemps, mais le plus souvent a la proche d’automne au moment ou la

colonie commence ses préparatifs d’hivernage (Donadieu, 2008).
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3.3.1 Récolte par les abeilles

La récolte de propolis est faite par un nombre relativement restreint d’abeilles ouvriéres
butineuses, qui se trouvent dans la derniére partie de leurs existences. Ces ouvriéres sont
certainement trés spécialisée dans cette activité puisqu’elles ne semblent pratiquement
effectuer aucun autre travaille au sein de la colonie. Ce sont les abeilles les plus ageées et les
plus expérimentées (Donadieu, 2008). Cette récolte s'effectue schématiquement de la fagon

suivante :

% La butineuse fait d'abord usage de ses antennes pour situer la partie la plus intéressante de
la source, qu'elle attaque alors avec ses mandibules ;

% Ensuite, téte redressee, elle se recule afin d'étirer la particule saisie jusqu'a ce qu'elle soit
transformée en un fil et que celui-ci se rompe ;

+ Elle entasse alors cette propolis dans I'une des corbeilles de ses pattes postérieures (3eme
paire) a l'aide de ses autres pattes pour accumuler ainsi progressivement une pelote qu'elle
rapportera a la ruche.

Au retour a la ruche, la butineuse de propolis est déchargée de sa récolte par d'autres
ouvrieres, soit au trou de vol, soit plus souvent a I'endroit méme ou la substance sera utilisée

(opération longue qui peut durer d'une a plusieurs heures (Darrigol, 2007).

3.3.2 Récolte par I'homme

La propolis peut étre récoltée par des techniques diverses.

> Raclage et grattage des cadres ou des parois de la ruche (figure N° 5), de préférence
par température assez basse, la Propolis, alors dure et friable, se détachant mieux ;

> Utilisation de différents dispositifs: grille moulée en matiére plastique ou en métal. On
pose cette grille comme couvre cadres. Les abeilles s’empressent d’obturer ces trous

de propolis.

Le moment idéal se situe apres la récolte d’été, les abeilles se consacrent plus facilement a

cette tiche, sachant I’hiver proche. Cette derniére technique est meilleure (Donadieu, 1993)
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Figure N°5 : Récolte de la propolis par 1’apiculture.

3.4 Propriétés physico-chimique de la propolis
3.4.1 Propriétés physiques (Krell, 1996 ; Sauvager, 2011; Bogdongov et al., 2016).

A. Consistance
La propolis est de consistance variable en fonction de la température :
e dure et friable a 15°C,
e elle devient molle et malléable aux alentours de 30°C,

e entre 30 et 60 °C elle est collante ou gluante jusqu'a fondre en moyenne vers 60-70°C.

B. Couleur
Elle varie selon sa provenance, allant de jaune claire au brun trés fonce, presque noir. Il existe
principalement trois sortes de propolis : verte, rouge et brune. Elles possédent globalement les
mémes propriétés, mais la brune est spécialement anti-microbienne, et la verte principalement

utilisée en cancérologie (propolis le super aliment de la ruches).

C. Saveur

Elle est acre et parfois amere.

D. Odeur
D’odeur variable selon son origine botanique, mais en général agréable et douceatre, et si elle

est brilée elle dégage une odeur trés délicate liée aux résines aromatiques qu’elle contient.
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E. La solubilité

La propolis est insoluble dans I'eau mais elle est soluble partiellement dans I'acétone, I'alcool,
I'ammoniaque, le benzéne, le chloroforme, I'éther, le trichloréthyléne, etc . Seul un mélange
adéquat de différents solvants permet de dissoudre la quasi-totalité de ses composants.

C. Le point de fusion

Le point de fusion est autour 70°C mais peut aller jusqu'a 100°C et au-dela. Chauffée
doucement au bain-marie, elle se divise en deux parties bien distinctes : I’une qui tombe au
fond du récipient, I’autre liquide qui surnage a la surface qui correspond a la cire de propolis

et qui trouve de nombreux usages dans le domaine apicole.

D. Densité
La densité de la propolis est de 1,2.

3.4.2 Composition chimique

L’origine botanique dont sera issue la propolis constitue le principal facteur responsable de sa
composition spécifique. L’autre facteur sera les modifications générées a travers les secrétions
hypopharyngiennes de 1’abeille qui vont apporter d’autres éléments spécifiques en plus de
certaines transformations (hydrolyse des hétérosides de flavonoides en aglycone) (Cardinault
etal., 2012; Bogdongov et Bancova, 2016).
Sa composition est extrémement complexe et variable. Cependant on retrouve toujours de
facon constante et relativement stable :

e résines (50 a 55%) ;

e cires (30 a40%) ;

e huiles chargées en composeés volatils (5 a 10%) ;

e pollen (5%) ;

e substances organiques et minérales diverses (5%) : acides amines, vitamines, oligo-

éléments, acides gras (Cardinault et al., 2012; Sauvager, 2014).

La composition de la propolis est riche et unique, en effet elle renferme plus de 300 composés
chimiques agissant en complémentarité et en synergie (Marcucci, 1995; Sauvager, 2014)
(figure N° 6).
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Figure N°6 : Composition chimique de la propolis
(Sauvager, 2014).

Dans une revue sur la normalisation de la propolis, différents types de résine ont été
proposés: propolis de peuplier (Populus sp) principalement le peuplier noir (Populus nigra), verte
du Bresil issue de Baccharis dracunculifolia et rouge dont la source est Dalbergia
ecastophyllum (Bankova, 2000).

La propolis de type peuplier trés courant dans les zones tempérées est sans doute la plus étudiée,
mais il existe de nombreux autres types de propolis. Des études récentes ont révélé un
nouveau type de propolis européen: la propolis méditerranéenne. Ce type de propolis se
distingue par la forte concentration de diterpénoides et se retrouve dans de nombreuses

régions comme la Grece, la Suisse, Malte, la Turquie et I'Algérie (Piccineli et al., 2013).

La fraction polyphénolique est tres différente d’une propolis a une autre et constitue ainsi une
sorte d’empreinte spécifique qui permet d’identifier 1’origine botanique de cette propolis

(Cardinault et al., 2012).

3.4.3 Substances bioactives de la propolis

Les constituants de la propolis au point de vue de l'activité pharmacologiques sont les
flavones, flavonols, et les flavanones (les flavonoides), les phénols et les substances

aromatiques (Bankova et al., 2000).
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A. Les flavonoides (antimicrobiens, antifongique et antispasmodiques)

Composeés phénoliques d'origine strictement végétale, généralement présents dans les
végetaux a l'état d'hétérosides (glucosides). lls constituent I'une des grandes familles des
pigments non azotes, provoquant la coloration. On les trouve en abondance dans les sécrétions

résineuses qui protegent les bourgeons des plantes (Donadieu, 2008).

Les flavonoides possedent une énorme propriété dans l'activité biologique de la propolis
(Grange et Davey, 1990; Cardinault et al., 2012). On dénombre dans la propolis pas moins
de 60 flavonoides, comme la galangine, kaempherol, quercétine, pinostrombine et
pinobanksine (Darrigol, 2007).

Ces substances ont une action anti-inflammatoire et anti-microbienne a large spectre. lls
agissent au niveau systémique en luttant contre les pathogénes. Ces molécules protégent du
stress oxydatif en empéchant les agressions de I'oxygéne (Grange et Davey, 1990).

B. Les composés phénoliques et acides aromatiques (antibactériens et antifongiques)

Chacun ayant une activité thérapeutique bien spécifique. Il s'agit des acides caféigue,

férulique, benzoique, cinnamique, coumarique etc....

L’acide caféique stimule I'immunité et de nombreuses études sont en cours afin de montrer
son activité probable contre le développement de certaines cellules cancéreuses (Marcucci,
1995). L'acide ferruliqgue antioxydant et anti-inflammatoire puissant, il possede aussi une
activité améliorant la régénération cellulaire et peut agir rapidement sur les problémes de

Iésion du systéme circulatoire (Marcucci, 1995) .

C. Acides organiques (conservateurs, antiseptiques, analgésiques, anti-

inflammatoires, anti-coagulants)

La propolis est extrémement riche en acides aromatiques et aliphatiques (l'acide
benzoique et salicylique) et en esters d’acides. Les acides et surtout leurs esters jouent

un role primordial dans le réle thérapeutique de la propolis.

L'acide benzoique caractérisé par ses propriétés conservatrices, joue un rdle antiseptique

sur les muqueuses et permet de lutter contre la croissance de nombreux micro-organismes.
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Les quantités présentes dans la propolis sont infimes et ne permettent aucune accumulation

toxique (Marcucci, 1995).

D. Les terpenes (antiseptiques, aromatisants)
Anéthol, eugénol, alpha-pinéne, géraniol... sont des dérives terpéniques d'origine végétale et
possedent sensiblement les mémes propriétés a savoir antiseptiques et aromatisantes

principalement (Bankova et al., 2000).
E. Les huiles essentielles (antiseptiques)

Telles le guiaol, I'eugénol, I'anéthol, le pinéne etc..., aux vertus antiseptiques (Bankova et al.,
2000).
F. Les oligo-éléments

A peu prés tous représentés. On trouve méme des traces d'or, et plus couramment de

magnésium, zinc, aluminium, fer, cuivre, silicium, strontium, nickel.......... (Donadieu, 2008).

3. 5 Propriétés thérapeutiques de la propolis

La propolis a tout d’abord une forte action antimicrobienne grice a la présence de flavonoides
et de composés aromatiques (galangine, pinocambrine...). Cette action protége la ruche de la
pourriture (Sauvager, 2014).

De plus, elle posseéde des propriétés anesthésiantes locales dues aux huiles essentielles ou
encore des propriétés cicatrisantes. Elle lutte aussi contre les caries dentaires, les gingivites,
réduit I’'inflammation, le risque de thrombose, aide a soigner les troubles ORL, les aphtes, les
ulceres gastriques, I’hypertension, les affections pulmonaires, la tuberculose...

Des études réalisées au Japon montrent 1’intérét de la propolis dans le traitement de maladies
comme le cancer grace a certaines substances a activité antitumorale comme les flavonoides
et a I’action immuno-stimulatrice de celle-ci. (Cardinault et al., 2012).

3.5.1 Activité antibactérienne

L’activité bactéricide de la propolis et/ou de ses constituants est la plus largement
documentée. Cette activité a large spectre a été démontree sur des bactéries Gram+ et Gram-
(de type anaérobie et aérobie) mais avec une plus grande efficacité sur les souches Gram+
(Cardinault etal., 2012).
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Parmi les bactéries inhibées, on retrouve Staphylococcus (aureus et mutans) (Lu et al.,
2005 ; Dolci et Ozino, 2003), des Streptococcus (mutans et sanguinis) (Koo et al., 2002),
des Bacillus (cereus et subtilis) , des Proteus (vulgaris et mirabilis), des Pseudomonas , des
Listeria, des Salmonella (Uzel et al., 2005), des Clostridium, E.coli et Helicobacter pylori ,
autant les souches qui sont impliquées dans les troubles rihnopharyngées, gastro-intestinale,

génitale ou buccale (Silici et Kutluca, 2005; Kujumgiev et al., 1999).

Les différentes études suggerent que la propolis et/ou ses composés pourraient inhiber la

croissance bactérienne :

¢ par blocage de la division cellulaire ;

% par désorganisation de cytoplasme ;

%+ par une inhibition de la synthése protéique ;

% ou par une inhibition du processus d’adhésion (Scazzocchio et al., 2006).

D’aprés une étude japonaise, la propolis inhiberait la croissance bactérienne en bloquant la
division cellulaire et en détruisant la paroi bactérienne ceci est principalement sur les bactéries
a Gram + (Donadieu, 2008 ; Sauvager, 2014).

Certaines études ont montré que des souches résistantes, voire multirésistantes aux
antibiotiques, étaient sensibles a la propolis (Raghukumar et al., 2010). Il a également été
montré que la propolis, lorsqu’elle est prise en association avec certains antibiotiques,
augmente leur efficacité (streptomycine, ampicilline, gentamycine, cloxacilline...) (Speciale
et al., 2006 ; Stepanovic et al., 2003).

L’association avec des antibiotiques classique permettrait de réduire les phénomeénes de
résistance et de baisser les dosages de ces produits. Son spectre antibactérien est tres large, en
agissant sur SARM (Staphylococcus aureus résistant a la meticilline) (Raghukumar et al.,
2010).
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1. Objectif de I’étude

Le principal objectif de cette étude est I’identification de nouveaux produits naturels ayant des
propriétés antibiotiques pour traiter les bactéries multirésistantes (SARM). Afin d'atteindre cet
objectif, on a choisi un mystérieux produit de la ruche riche de principes actifs aux propriétés
antibiotiques naturelles. C'est la propolis, encore méconnue du grand public, mais appelée a

un grand avenir.

Pour se faire, plusieurs objectifs spécifiques devaient étre réalisés :

e Sélection de souches Staphylococcus aureus isolées cliniquement ;

e Détection des souches Staphylococcus aureus résistant a la méticilline SARM,;

e FEtude du profil de résistance des SARM vis-a-vis différentes familles
d'antibiotiques ;

e Recherche du géne de résistance a la méticilline (géne mecA) par PCR ;

e Evaluation in vitro de l'activité antibactérienne de I'extrait éthanolique de la propolis
(EEP) vis-a-vis des souches sélectionnées comme étant SARM ;

e Evaluation de I’effet combiné de I'EEP et des antibiotiques antistaphylococciques.

Les souches bactériennes étudiées ont été isolées de différents hopitaux de 1’Est Algérien :
CHU de Constantine, Oum el Bouaghi (Ain Fakroun, Ain Mlila et Ain Baidha), Skikda et
Sétif sur une durée de 3 ans : de Mai 2015 & Mai 2018.

Cette étude a été réalisée au Laboratoire de Microbiologie faculté des sciences exactes et

biologie, Université de Oum el Bouaghi.

La détermination des CMI par (E-TEST et microdillution) des différents antibiotiques testés
a été réalisée au sein du service de bactériologie du centre hospitalier de Compiegne-Noyon,

France.

La détection du gene mecA codant pour la résistance a la méticilline est effectuée au niveau
du laboratoire de bactériologie et de biologie moléculaire du Centre de Recherche en
Biotechnologie CRBt de Constantine.
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2. Mateériel

2.1 Souches

L’étude est menée sur un total de 211 souches de Staphylocoques et 2 souches ATCC
(American Type Culture Collection). Ces souches ont été isolées de divers produits
pathologiques:

* pus;
e sang;
e prélévements vaginaux ;

e Liquide d’ascite et matériels

Tableau N° 1 : Souches de référence testées au cours de notre étude.

Souches de référence Code Caractéristiques et utilisations
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Sensible a la pénicilline
Staphylococcus aureus ATCC 43300 Résistante a la pénicilline et a
I’oxacilline
2.2 Propolis

La propolis étudiée est d’origine de JIJEL. L’extrait éthanolique de la propolis (EEP) est
réalisé au niveau du laboratoire de phytopharmacologie du département de biologie Université
de JIEL.

La propolis coupée en petits morceaux est plongée dans I'éthanol 95% pendant 15 jours.
Apreés filtration elle est évaporée a 79°C en utilisant un évaporateur rotatif (Evaporator E100).
Le résidu est repris dans le méthanol 70% en macération une nuit. Apres évaporation I'extrait

obtenu est appelé extrait brut de la propolis.

25



Matériel et méthodes

3. Méthodes
3.1 Isolement des souches Staphylococcus aureus

L’isolement des souches s'effectue par repiquage successif sur leurs milieux sélectif
Chapman. L'incubation des bactéries se fait a 37°C pendant 18 a 24 h. S. aureusdonne des
colonies jaunes crémeuses bombées de 1 & 2 mm de diamétre degradant le mannitol en acide

lactique sur Chapman (acidification du milieu).

3.2 ldentification

La pureté des souches est vérifiée par la coloration de Gram pour sélectionner des cocci en
grappe de raisin a Gram positif. Toutes les souches sont ensuite identifiées grace aux
méthodes bactériologiques classiques (production de catalase, coagulase et DNAse), et par les

caractéres biochimiques a ’aide des galeries API Staph (Bio Mérieux) (figure N°7).

3.2.1 La catalase

Cette enzyme est produite en abondance par les bactéries a métabolisme respiratoire (aerobie

strict et aérobie anaérobie facultatif) qui peuvent détruire les peroxydes H.O> .

H>02 > % 02 + H20

produit toxique pour les bactériesformation de bulles

» Technique
Le test consiste a mettre des bactéries en quantité suffisante en contact de peroxyde
d’hydrogeéne (H202) (Win et al., 2006).

» Lecture
La présence de catalase est marquee par la formation immédiate des bulles d’O2.
3.2.2 La coagulase

Test spécifigue des Staphylocoques permet de différencierStaphylococcus aureus

(Staphylocoqgue doré) des Staphylocoques coagulas négative.
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La coagulase libre est une exo-enzyme coagulant le plasma d'homme ou de lapin. C'est une
protéine thermostable active la prothrombine en thrombine. La thrombine ainsi activée agit
sur le fibrinogéne qu'elle transforme en fibrine (Vandepitte et al., 1994).

C'est un facteur primordial dans le pouvoir pathogéne en coagulant le plasma autour
descoques et en les protégeant de la phagocytose (Win et al., 2006).

» Technique

e Reéaliser une culture jeune en bouillon agité des souches Staphylococcus testees ;

e Incuber 24h a 37°C;

e Mettre dans un tube a hémolyse 4 gouttes de bouillon et 4 gouttes de plasma de
Lapin oxalaté ;

e Placer le tube au bain marie a 37°C durant 2 a 4h, observer toutes les heures.

» Lecture

Une coagulation pourra étre observée par une prise en masse du liquide (Win et al., 2006).

3.2.3 Recherche de la DNase (Désoxyribonucléase)
Certaines bactéries sont capables d’hydrolyser 1’acide désoxyribonucléique grace aune
enzyme : la DNase. La mise en évidence chez Staphylococcus d’une DNase thermostable

suffit a I’identification de I’espéce S. aureus. La réaction catalysée est la suivante :

ADN + H20 ——> Nucléotides et/ou polynucléotides

Les deux réactifs utilisés pour la recherche d’une DNase sont :
1. L’acide chlorhydrique HCl 1mol/dm3, qui précipite les molécules d’ADN combinées
a des protéines.
2. Le bleu de toluidine qui se colore en rose en presence des composés d’hydrolyse de
I’ADN (Denis et al., 2007).

» Technique a I’acide chlorhydrique
Les bactéries sont ensemenceées en réalisant une strie a la surface de la gélose. Il est possible
d’étudier simultanément 4 ou 5 souches différentes sur une méme boite de Pétri.

e Incuber a 37°C pendant 24 h. jusqu’a obtention d’une culture suffisante ;
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Figure N° 7: Organigramme d’identification de Staphylococcus aureus (Leyral et Joffin
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e Apres I’incubation, inonder la surface du milieu avec quelques millilitres d’HCI
Imol/dm3, et réaspirer I’exces ;

e Attendre 10 a 15 min.

» Lecture
La lecture se fait sur un fond noir. Lorsque I’ADN est hydrolysé, un halo clair est visible au

pourtour de la strie (Denis et al., 2007).

3.2.4 Systéme d’identification biochimique API Staph
C’est un systeme standardisé pour I’identification des genres Staphylococcus comprenant des

tests biochimiques miniaturisés ainsi qu’une base de données.

Les galeries API satph comportant 20 micro-tubes contenant des substrats déshydratés. Les
tests conventionnels sont inoculés avec une suspension saline qui reconstitue les milieux. Les
réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés

spontanés ou révélé par 1’addition des réactifs (Win et al., 2006; Leyral et Joffin, 1998).
» Technique

1. Préparation de la galerie

« Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5ml d'eau distillée dans
les alvéoles pour créer une atmosphere humide.

2. Préparation de ’inoculum

*Réaliser une pré-culture sur gélose au sang 18-24 ha 35-37°C ;

* Préparer une suspension bactérienne homogene d'opacité égale a 0,5 de Mc Farland.

3. Inoculation de la galerie

* A l'aide d'une pipette remplir les tubes de la galerie avec I'eau physiologique ensemencée :
(remplir que les tubes et non les cupules), sans dépasser le niveau du tube tout en évitant la
formation de bulles au fond des tubes.

* Créer une anaérobiose dans les tests ADH et URE en remplissant leur cupule d'huile de
paraffine

* Renfermer la boite d'incubation

* Incuber a 35-37°C pendant 18-24 h
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> Lecture de la galerie
Lire les réactions conformément au Tableau de Lecture (annexe 1) en ajoutant 1 goutte de
chacun des réactifs suivants :
Test VP : VP 1etVP 2
Attendre 10 minutes. Une couleur rosé franche ou violette indique une réaction positive.
Une couleur rosé pale ou rosé claire obtenue apres 10 minutes doit étre considérée négative.
Test NIT : NIT 1 et NIT 2
Attendre 10 minutes. Une coloration rouge indique une réaction positive.
La lecture peut s'effectuer, soit directement par rapport aux résultats du tableau
d'identification, ou bien apres transformation de ces résultats en codes chiffré dont la
signification est donnée par un index numérique (APl web) (Leyral et Joffin, 1998;
Murray, 2003) (Annexe 1).

3.3 Antibiogramme
3.3.1Détection de la résistance a la méticilline chez S. aureus

La sensibilité des souches S. aureus a été déterminée par la méthode de diffusion en milieu
gélosé de Muller-Hinton selon les recommandations du comité de 1’antibiogramme de la
sociéte francaise de microbiologie (CA-SFM2017).

La résistance des souches de S. aureus a la méticilline (oxacilline) est recherchée a 1’aide
d’un disque de céfoxitine (30ug), en plus du disque d’oxacilline (Spg) lui-méme dans les
conditions standard (Felten et Casin, 2003).

La résistance a la méticilline est définie par des diamétres d’inhibition : < a 22 mm et <a 20
mm a la céfoxitine et a I’oxacilline respectivement.

Cette méthode est complétée par la détection de la protéine PLP2a ou du gene mecA dans les
cas ou la zone d'inhibition autour du disque de la céfoxitine mesure de 23 a 24 mm(CA-
SFM2017).

La sensibilité antibactérienne a été déterminee pour 22 antibiotiques en utilisant la méthode
de diffusion en milieu gélosé de Muller-Hinton selon les recommandations du comité de
I’antibiogramme de la société francaise de microbiologie pour les antibiotiques suivants :
pénicilline G (1U), oxacilline (5pg), cefoxitine (30pg), cefazoline (30 pg), ceftaroline (5 pg),
kanamycine (30 pg), tobramycine (10pg), gentamicine (10pg), érythromycine (15 pg),

clindamycine (2 pg), quinupristine+dalfopristine (15 pg), pristinamycine (15 pg), rifampicine
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(5 pg), vancomycine (30ug), teicoplanine (30pg), tétracycline (30), fosfomycine (200ug),
ciprofloxacine 5 levofloxacine 5 norfloxacine (10 pg) ,acide fusidique (10pg)
trimethoprime+sulfamides (1.25-23.75ug), chloramphénicol (30pg), rifampicine (30ug),
(15pg), linezolide 10 et daptomycine (CA-SFM 2015).

» Techniques
1. Préparation de I'inoculum

v A partir d’une culture pure et jeune (18-24h) sur milieu gélosé non sélectif, prélever

deux colonies de S. aureus ;

v Transvaser dans un tube contenant 2,5 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%,

émulsionner les colonies et bien agir;

v Ajuster la densité de I’inoculum a celle de I’étalent 0,5% Mac Farland jusqu'a

I’obtention la méme opacitéaux environs 5x10s UFC/m.
2. Ensemencement par écouvillonnage (CA-SFM, 2015)

v" Couler la gélose de Mueller-Hinton dans les boites de pétri (4 mm) ;

v" Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum;

v L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube,

afin de décharger au maximum;

v" Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries

serrees.

v’ Répéter I’opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon
sur la périphérie de la gélose.
laisser sécher de 3 a 5 minutes ;

Application des disques d’antibiotiques

déposer les disques d’antibiotiques (au maximum 6 antibiotiques par boite);

K ® X

Presser chaque disque d’antibiotique a 1’aide de pinces bactériologiques stériles et ne
pas déplacer les disques apres application;
v'incuber 24 h a 37°C.
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> Lecture

La lecture est faite par la mesurer avec précision des différents diamétres des
zonesd'inhibition, en comparaison ces résultats aux valeurs critiques figurant dans le
(Tableau N°11) (annexe 2). Les bactéries sont classées dans lI'une des catégories: Sensible,
Intermédiaire ou Résistance (Standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a
I’échelle nationale 2014 ; CA-SFM 2015).

3.3.2Détermination de la CMI des antibiotiques par E-test

Les CMI vis-a-vis de des antibiotiques suivants : Pénicilline G (1U), Ceftaroline (5 ng),
Kanamycine (30 pg), Tobramycine (10ug), Gentamicine (10ug), Erythromycine (15 ng),
Clindamycine (2 pg), Quinupristine+dalfopristine (15 pg), Tétracycline (30), Norfloxacine
(10 pg), Acide fusidique (10pg) , Trimethoprime+sulfamides (1,25-23,75ug), Linezolide (10
ug) et Daptomycinesont réalisées par la méthode E-test.

Le E-test est une méthode précise, rapide et simple a réaliser. 1l combine les concepts de

dilution et de diffusion.

» Technique
La détermination des CMI des souches étudiées est réalisée sur milieux MH ensemencées par
écouvillonnage selon les recommandations de la CA-SFM (2015). Aprés une incubation de
24 a 48 h, la valeur de la CMI correspond a I’intersection des deux ellipses ou I’inhibition de
la croissance est complete (Standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a
I’échelle nationale 2014)).
Le systéme E-test consiste en une bande en plastique, non poreuse, calibrée par un gradient
preé-établi de concentration d’antibiotiques, couvrant 15 dilutions pour déterminer la CMI en
pg/ml d’une souche testée en milieu gélosé.
Le gradient couvre une rangée de concentrations allant de 0,016 a 256 pug/ml ou 0,002 a 32
ug/ml selon 1’antibiotique. L’inoculum a été préparé en réalisant une suspension de colonies
obtenues d’une culture pure de 18 a 24 heures, dans de 1’eau physiologique. La suspension a
été calibrée a I’échelle 0.5 Mac Farland.
L’ensemencement a été effectué par écouvillonnage sur la gélose Muller Hinton. Lorsqu'une
bandelette Etest est appliquée sur une boite de gélose ensemencée, Iantibiotique
estimmédiatement libére de la surface du support et se dépose sur la surface de la gélose.
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Un gradient continu est exponentiel de concentrations en antibiotique se crée juste en dessous
du support.

Aprés 18 a 24 heures d'incubation, ce qui rend la croissance bactérienne visible. Une ellipse
d'inhibition symétrique, axée sur le support, se forme. Les bords de I'ellipse d'inhibition
indiquent la valeur de CMI, exprimée en pg/ml.
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Figure N°8:Détermination de la CMI par Etest.

3.3.3 Recherche de la résistance des SARM aux glycopeptides
La recherche d’une sensibilité diminuée aux glycopeptides (GISA) a été réalisée pour toute
souche de S. aureus résistante a la meticilline. Cette détection a été réalisee par la
détermination de la CMI a la Vancomycine par microdilution en milieu liquide selon le
(CASFM, 2017).

a. Souches suspectes
En cas d"etude de la sensibilité aux antibiotiques par la méthode de diffusion en gélose avec
disques (apres 24 h d’incubation) :

e diamétre de la zone d’inhibition autour du disque de I’un des deux glycopeptides < 17

mm ;
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e diamétre de la zone d’inhibition autour du disque de vancomycine inférieurd’au
moins 3 mm a celui autour du disque de teicoplanine ;

e présence de colonies dans la zone d’inhibition de I’un des deux glycopeptides.

La méthode de diffusion des disques ne permet pas de différencier les souches de S. aureus

sensibles a la vancomycine des souches de sensibilité diminuée (intermédiaire).

b. Détermination de la CMI sur microplaque

Cette méthode est réalisée en microplaque a fond en U (plaque a microtitration). L’ inoculum
bactérien est distribué dans une série de cupules contenant différentes concentration de
I’antibiotique. Apres incubation la CMI est indiquée par la cupule quicontient la plus faible
concentration d’antibiotique et ou aucune croissance n’est Vvisible (Standardisation des tests

de sensibilité aux antibiotiques a I’échelle nationale 2014; CA-SFM 2017 ).

La gamme de concentration de ’antibiotique est préparée selon la méthode de la double
dilution en milieu liquide avec une progression géométrique des concentrations de

I’antibiotique en de raison %2 (Tableau N°2).

» Technique

1. préparation de la gamme des dilutions d’antibiotique

e Dissoudre 20,48 mg de poudre titrée d’antibiotique dans le volume adéquat du solvant
correspondant, pour obtenir une solution mére a 2048 pg/ml ;

e Réaliser a partir de la solution mere, les dilutions semi-logarithmiques de raison 2 ; on
obtient des concentrations intermédiaires allant de 512 pg/ml a 0,063 ug/ml ;

e Répartir dans chaque puits les dilutions d’antibiotiques, a raison de 25 ul par cupule.

2. Préparation de I’inoculum bactérien
e Préparer a partir d’'une culture pure de bactéries en phase exponentielle, une
suspension de la souche a étudier, dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile (ou
de bouillon MH), d’une densité équivalente a 0,5 MF (108 CFU/ml)

¢ Diluer la suspension d’opacité 0,5 MF au 1/10eme.
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e Inoculer les cupules de la microplaque avec 5 pul de suspension bactérienne afin

d’obtenir une concentration finale de 5.10° CFU/ml.

e Pour chaque série, réaliser un témoin sans antibiotique.

Tableau N°2 : Préparation des solutions de la VA et la Tei pour la mesure de la CMI.

Etape Concentration | ATB Diluant | Concentration | Concentration
(ng/ml) (ml) (ml) | Intermédiaire | finale (ng/ml)
Solution meére 5120 5120 512
1 5120 2 2 2560 256
2 5120 1 3 1280 128
3 5120 1 7 640 64
4 640 2 2 320 32
5 640 1 3 160 16
6 640 1 7 80 8
7 80 2 2 40 4
8 80 1 3 20 2
9 80 1 7 10 1
10 10 2 2 5 0,5
11 10 1 3 2,5 0,25
12 10 1 7 1,25 0,125

3. Distribution du milieu MH
e Répartir dans les cupules 70 ul de bouillon MH, la concentration d’antibiotique
obtenue va ainsi de 512 pg/ml a 0.125pug/ml.
4. Incubation
Recouvrir la plaque d’un couvercle en plastique et incuber.

» Lecture
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Lire I’opacité ou le dépdt au fond de la cupule.

La CMI de chaque antibiotique correspond a la 1ere cupule ‘claire’ (pas de culture par rapport

au témoin sans antibiotique).

Comparer la CMI lue, aux CMI critiques correspondantes a chaque antibiotique testé.

3.3.4 Recherche des phénotypes de résistance MLSB

Les phénotypes de résistance MLSB ont été évalués en utilisant le test de la zone D avec les

disques d'‘érythromycine (15 ug) et de la clindamycine (02 ug) dans toutes les souches

présentant une résistance a I'érythromycine selon les recommandations de la (CASFM, 2015).

>

Technique

Préparer une suspension bactérienne de 0,5 Mc Farland ;

Ensemencer les boites de MH ;

Appliquer les disques de clindamycine (2 pg) et d'érythromycine (15 ug)d'environ 15
mm d'intervalle (bord mesurée a bord) ;

Incuber pendant 24 heures a 37 °C.

Lecture

L'apparition d'une zone d'inhibition claire en forme de D autour du disque clindamycine est

désignée comme le phénotype D (Figure N° 9).

zone d'inhibition

D test négatif D test positif

Figure N° 9: Recherche des phénotypes de résistance MLSB (zone D).
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3.4 Détection du gene mec A par PCR
Principe de la PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction ou Reaction de Polymérisation en Chaine) est une
technique d’amplification d’ADN in vitro. Elle permet d’obtenir un trés grand nombre de

copies d’une séquence d’ADN choisi.

Chaque cycle de PCR est constitué de trois étapes : une dénaturation de I’ADN par chauffage
pour separer les deux brins qui le composent, une hybridation des amorces aux extrémités de
la séquence recherchée, puis une élongation grace a 1’action d’une ADN polymérase. Ce cycle
est répété un grand nombre de fois pour obtenir une multiplication exponentielle de la
séquence d’ADN cible (la durée d’un cycle est de ’ordre de la minute) (Jaton et Greub,
2007).

3.4.1Extraction de PADN

L’extraction de I’ADN génomique a été effectuée sur 24 souches SARM.

» Technique

Préparation de I'échantillon

e Préparer une culture bactérienne de 24 h de 24 souches SARM,;

e Selon la densité de la culture, prendre 10 colonie de la culture bactérienne et mettre
dans 1 ml d’eau ultra pure ;

e Centrifuger pendant 10 minutes a 4C° a vitesse maximale (13000 g) ;

e Jeter le surnageant et récupérer le culot ;

e Rajouter 300 pl d'eau ultra pure et passer dans un bloc chauffant a 100°C pendant 10
min ;

e Faire un choc thermique en mettant les extraits dans de la glace ;

e Centrifuger pendant 10 min a vitesse maximale ;

e Récupérer I'extrait d'’ADN dans le surnageant (Hamdad et al., 2006).
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3.4.2 Mesure des concentrations et puretés des extraits d’ADN

La méthode la plus répandue pour le dosage d’acides nucléiques est la spectrophotométrie qui
mesure I’absorbance (ou densité optique) des acides nucléiques a 260 nm (absorbent dans
’ultraviolet). Parallélement on détermine leur pureté en mesurant I’absorbance a 280 nm, 230
nm et 320 nm.

Les extraits d’ADN obtenus sont ramenés au laboratoire de biologie moléculaire pour
quantifier I’ADN en utilisant une NanoDrop 8000 Spectrophotometre.

Elle permet de réaliser des spectres d’absorbance pour microvolume. C’est une mesure sur
une large gamme de longueurs d’onde pour I’analyse des spectres dans le visible et I’'UV afin
d’identifier les contaminants et calculer les concentrations réelles pour des résultats fiables

(Desjardins et Conklin, 2010).

Photographie N°1: Spectrophotométre NanoDrop8000
R :260/280  bonne indication de la pureté
260 max d’absorption des ADN ; 280 max d’absorption des protéines.
R 1,8- 2 pureté; R <1,7 contamination par les protéines ; R > 2 contamination par I’ARN

3.4.3 Amplification du gene de résistance mecA

Le mélange réactionnel de I’amplification est préparé pour un échantillon et un volume final
de 18 pl dont le volume d’ADN est de 2 pl selon le tableau (N° 3) puis réparti dans des tubes
PCR.
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Les amorces utilisées sont le mecAl :5’-AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3" et e
mecA2 5-AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3* (Wojtyczka et al.,, 2013; Saddiq et
Abouwarda, 2016).

La PCR comprend 35 cycles composés chacun d’une étape de dénaturation a 95 °C pendant
60 secondes, d’une étape d’hybridation a 57 °C pendant 60 secondes et d’une étape
d’¢longation a 72 °C pendant 60 secondes. Les 35 cycles sont précédés par une étape
préliminaire de dénaturation a 95°C pendant cing minutes. Le gene amplifié a un poids

moléculaire de 533 paires de bases.

Tableau N °3 : Préparation du mix en volume pour 1’amplification.

Réactifs Quantité pour une Nombre de Quantité dans le
(Eurobio) réaction réaction* mix
Tampon 10X 2 ul 45
DNTPsmM 0,4ul 9
Enzyme

Concentration : 5U/ul 0,2ul 22,5 4,5
Amorce 1 10uM 0,8 ul 18
Amorce 2 10uM 0,8 ul 18
MgCl225 Mm 1,6 ul 36
H20 12,2 ul 274,5
Volume 18 pul 405

Volume d’ADN utilisé : 2 pl
*pour N réactions, prévoir un mix pour N+2 réactions

A partir du mélange mix, répartir dans chaque tube 18 pl.
e Ajouter 2 pl de chaque extrait ADN dans chacun des tubes;
e Mettre dans I’appareil PCR de type Bio Rad Thermal Cycler C1000 ;
e Reéaliser 35 cycles PCR.

39




Matériel et méthodes

Photographie N°2: Thermocycleur utilisé de type BIO-RAD C1000.

3.4.4 Détection des produits PCR par électrophorése sur gel d’agarose

e Principe de I’électrophorése d’ADN
L’¢électrophorése sur gel est une méthode de séparation des macromolécules en fonction de
leur taille, de leur charge électrique et leur forme. Elle est utilisée de facon standard pour
séparer, identifier et purifier des fragments d’ADN.
L’agarose, un colloide naturel extrait d’une algue, est un polysaccharide linéaire de masse
moléculaire moyenne : ~12 000 Da. Les gels d’agarose ont de grands « pores » et sont utilisés
essentiellement pour séparer les grandes molécules d’une masse moléculaire supérieure a 200
kDa.
En milieu basique, les molécules d’ADN sont chargées négativement. Soumises a un champ
électrique, elles migrent, dans un gel conducteur, de la cathode (borne négative) vers 1’anode
(borne positive). La distance de migration par rapport a la ligne de dépdt est caractéristique de
la taille et de la charge de la molécule (Jaton et Greub, 2007).

» Matériel d’électrophorése

e Agarosesigma ;

e Gel star (nucleic acid gel Stain 10.000X );

e Tampon d’électrophorése tampon TBE: Tris Borate EDTA;
e Tampon de chargement bleu de bromophénol ;

e ADN marqueur de taille 50 pb (sigma step ladder).
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» Technique

Préparation du gel & 1,5%

1. Préparer une quantité adéquate de tampon TBE (1X) (Annexe N°5) pour remplir le
réservoir d’¢électrophorése et préparer le gel ;

2. Peser 1,5 g d’agarose dans un Erlen de 500 ml ;

3. Ajouter 100 ml de tampon TBE 1X;

4. Dissoudre la poudre d’agarose en faisant bouillir la solution. Chauffer la solution sur un
agitateur magnétique chauffant avec un turbulent jusqu'a dissolution compléte. S'assurer que
I'agitation est maintenue constante afin de permettre une bonne homogénéisation du produit et
d'éviter la formation de bulles dans le gel. Continuer a chauffer jusqu’a ce que 1’agarose soit
complétement dissolue (la solution doit étre clair comme I’eau) ;

5. Laissez refroidir le mélange jusqu’a une température de 50-60 °C, puis ajouter rapidement
2,5 ul d’un révélateur fluorescent le gel Star et mélanger le tout convenablement ;

6. préparer le support (moule de coulage) et positionner un peigne muni de 16 dents pour la
réalisation des puits pour le dépot des échantillons d’ADN ;

7. Couler le gel lentement et a vitesse constante au centre du plateau de moulage ;

8. Laisser refroidir, 15 a 20 minutes a température ambiante en couvrant le support avec

papier aluminium (pour ne pas laisser passer la lumiére)

Préparation de la cuve

9. Lorsque le gel est compléetement figé, retirez soigneusement le peigne et placez le gel dans
un réservoir ou cuve d’électrophorese. Les puits devant étre du coté de la cathode (borne
négative)

10. Ajoutez le tampon TBE (1X) en quantité suffisante dans 1’unité d’électrophorése pour

recouvrir le gel d’une épaisseur de 2 a 5 mm.

Préparation des échantillons et du marqueur de taille de 50 pb

11. Préleverlul du tampon de charge (bleu de bromophénol) (Annexe N°5) et le mélanger
convenablement a 5 pl de chaque échantillon (produits PCR et marqueur de taille 50 pb).

Le bleu de bromophénol ajoute de la couleur a 1’échantillon, simplifiant ainsi le processus de
chargement et augmente la densité de 1’échantillon en faisant en sorte que les gouttes d’ADN

tombent de fagon harmonieuse dans le puits.
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Dépdt de I'ADN
12. A l'aide d'une micropipette, déposer 6 pl d'ADN dans chaque puits en évitant que le puits

ne déborde. Veiller a ne pas perforer le fond des puits.

Photographie N°3: Cuve d’électrophorése aprés dépots d’ ADN.

Mise en route et migration (la migration doit avoir lieu juste apres les dép6ts)

13. Brancher la cuve au générateur et faire migrer a 100 volts. Le pble négatif (cathode) doit
étre du c6té du depdt;

14. Vérifierle bon déroulement de 1’électrophorése : de la buée doit apparaitre sur le couvercle
dans les cinq premiéres minutes si le générateur et la cuve sont bien alimentés;

15. Une fois 1’électrophorése est terminée (+ 40 a 60 minutes) couper le courant, et retirer le
gel de la cuve, et le déposer sur un trans-illuminateur de type Gel Doc™ XR* BIO-RAD™

pour une visualisation.
Révélation

Une photographie du gel peut étre prise avec un appareil (BIO-RAD). Le gel est éclairé sous
UV afin d’observer des bandes ADN fluorescentes. L’estimation de la taille des fragments

d’ADN est faite grace a la comparaison avec le marqueur de taille (DNA ladder 50pb).
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BIO RAD

Photographie N°4: Trans-illuminateur de type Gel Doc™ XR* BIO-RAD™

16. Jetez le gel dans la poubelle pour déchets solides.

3.5 Evaluation in vitro de ’activité antibactérienne de ’EEP

3.5.1 Méthode de diffusion sur milieu solide

L’activité antibactérienne de la propolis a été évalué sur les toutes les souches S. aureus vy
compris les 34 souches SARM  sélectionnées et les deux souches de référence
Staphylococcus aureus ATCC 43300, Staphylococcus aureus ATCC 25923.

La sensibilité des souches SARM vis-a-vis de la propolis est appréciée par la technique de
diffusion en milieu gélosés de Muller Hinton en boites de pétri (Wojtyczka et al., 2013;
Saddiqg et Abouwarda, 2016).

» Technique

e L’inoculum est préparé a partir d’une culture jeune de 18 h sur milieu gélosé non
sélectif dans 2,5 ml d’eau physiologique stérile a 0,9% ;

e La suspension bactérienne est ensuite homogénéisé son opacité doit étre équivalente a
0,5 Mc Ferland ou & une DO de 0,08 2 0,10 &4 625 nm ;
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e Deux supports de ’EEP de 6 mm de diamétre ont été utilisés : disques et puits
recevaient chacun 15 pl d’EEP ou 15 pl d'éthanol utilis¢é comme contrdle.

e Les boites ont été incubées dans une étuve a 35 £ 2°C pendant 24 h.

L’activité biologique se manifeste par 1’apparition d’un halo d’inhibition de la croissance
bactérienne autour du puits et les disques contenant I’EEP.Les diamétres des zones
d’inhibition autour des disques sont mesurés en mm. L'effet a été calculé en tant que moyenne

des déterminations en triple (Stepanovic et al., 2003; Boisard al., 2016).

3.5.2 Evaluation in vitro de P’activité antibactérienne des flavonoides extraites de la
propolis
A. Extraction des flavonoides de la propolis

L'extraction des flavonoides de la propolis est réalisée selon le protocole décrit par
(Bruneton, 1996) en utilisant I'éthanol et le méthanol pour extraire les polyphénols parmi

eux les flavonoides, I'éther de pétrole pour se débarrasser des cires et des graisses.

Les génines libres ou aglycones sont extraits par I'éther diethylique et les hétérosides par

I'acétate d'ethyle.

Pour cela, la propolis est coupée en petits morceaux lavés dans I'éthanol pendant deux heures
pour éliminer les impuretés, est laissée macérer pendant 15 jours dans I'éthanol 95% (1g de

propolis pour 10ml d'éthanol).

Apres filtration sur du Cotton le filtrat est exposé a 79°C en utilisant un évaporateur rotatif
(Evaporator E100).

Le résidus est repris dans le méthanol 70% est laissé a macération pendant une nuit,aprées

évaporation I'extrait obtenu est appelé extrait brut de la propolis.

L'extraction est poursuivie afin d'extraire les aglycones flavoniques et les hétérosides. Pour

cela I'extrait brut (40g) est suspendu dans 11 de (méthanol/eau V/V).

Cette solution hydro alcooligue subit une série d'affrontements par 3 solvants différents:
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a. Affrontement par I'éther de pétrole:

Nous avons ajouté 500 ml d'éther de pétrole a la phase hydro alcoolique.Aprés agitation
énergique et repos de 10mn dans une ampoule a décantation, deux phase sont obtenues:
Phase organique de I'éther de pétrole en haut contenant les cires et les graisses, et la phase
hydroalcoolique en bas.

b. Affrontement par I'éther diethyl

Sur la phase hydroalcoolique obtenue aprés affrontement par I'éther de pétrole, on répéte les
mémes opeérations que précédemment mais avec un autre solvant qui est I'éther diethylique.
Deux phases sont obtenues: phase éther diethylique en haut et phase hydrométhanolique en
bas qui subit trois autres affrontements par le méme solvant afin d'extraire le maximum de

substances bioactives.

c. Affrontement par |'acétate d'éthyle

Méme technique que précédemment mais avec l'acétate d'éthyle de méme deux phases sont
obtenues : une phase acétate d'éthyle en haut et une phase hydro alcoolique en bas résiduelle.
Les deux phases: acétate d'éthyle et éther diethyl ont subi une évaporation a sec dans
rotavapeur a 45° C.

3.5.3Détermination de la CMI et CMB de ’EEP

Les concentrations minimales inhibitrices CMI ont été déterminées pour les souches SARM
sensibles a ’EEP. Deux méthodes sont utilisees :CMI en milieu solide macro-dilution et

CMI en milieu liquide micro-dilution.

A.Préparation de la gamme de concentration de la propolis

La gamme de concentration de la propolis est préparée selon la méthode de la double
dilution en milieu liquide avec une progression géométrique des concentrations des extraits de
propolis de raison ¥ en utilisant 1’éthanol comme solvant. Elles varient de 0,3125 mg/ml a
100 mg/ml.

e Mettre I’EEP dans une étuve a 37°C pendant une nuit (évaporation de 1’éthanol) ;
e Transvaser le contenu dans un tube (peser vide) ;
e Evaporation a sec dans le nouveau tube ;

e Peser 1g de EEP dans 1ml d’éthanol absolu 1g/ml c’est la solution meére SM.
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Tableau N° 4: Préparation de la gamme de concentration de la propolis.

Solutions SM S1 S2 S3 S4 S5 S6
1/10 1/10 1/20 1/40 1/80
Dilutions _ 1/10 1/10 1/10 1/2 1/2 1/2
SM S1 S2 S3 S4 S5
Concentrati | 1000 100 10 1 0,5 0,25 0,125
ons
mg/ml
Solvant Et-OH | H20 H20 H20 H20/ H20 / H20 /
1% Et-OH | 1% Et-OH 1% Et-OF
% d’éthanol | 100 10 10 1 1 1 1
(Et-OH)
19 100p1SM 100u1S1 100p1S2 500u1S3 500u1S4 500u1S5
Préparation | propoli | + + + + + +
s dans | 900u1H20 900u1H20 | 900u1H20 500ulsolva | 500plsolvan | 500ulsolv
1ml nt t

SM : solution mére 1g /ml

S1 : Solution de départ 100mg/ml
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A partir de cette solution mere, une série de dilution est réalisée. Le protocole est expliqué
dans le (Tableau N°4).

B. Détermination de la CMI par macro-dilution (dilution sur milieu solide)

Les boites de petri sont préparées simultanément en déposant 2 ml de chaque dilution de la
gamme de propolis dans une boite, en allant de la concentration la plus faible a la
concentration la plus forte. Une boite t¢émoin contenant 2 ml d’eau distillée est ajoutée. 18 ml
de la gélose M-H sont ensuite ajoutés a chaque boite en agitant légérement pour bien
mélanger.

Apres refroidissement et séchage, les boites sont ensemenceées avec 10 ul de la suspension
bactérienne des SARM et incuber a 35 ° C pendant 48 h.

Aprés incubation la concentration minimale inhibitrice (CMI) est déterminée comme la plus
faible concentration de propolis pour laquelle il n’y a pas de culture bactérienne visible
(Stepanovic et al., 2003 ; Darwich et al., 2009).

C. Détermination de la CMI et la CMB par dilution en milieu liquide
Les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et les Concentrations Minimales
Bactéricides (CMB) sont déterminées en utilisant la technique de dilution en milieu liquide

avec le bouillon Muller Hinton.

» Technique
Des cultures jeunesdes souches a étudier sont préparéessur une gélose ordinaire ensuite
incubée a 37°C durant 18 a 24 h afin d’avoir des colonies isolées. Apres ce temps
d’incubation, 3 a 5 colonies ontété prélevées, délayées dans 10 ml de bouillon de MH puis
incubées a 37°C pendant 3 a 5h. Deux séries de tubes sont préparées :

v Série test
Pour chaque concentration I’EEP, 0,2 ml a été prélevé puis déposé dans un tube précis d’une
série de tubes expérimentaux. Dans cette série appelée série test, un tube a servi de témoin de
contrdle de croissance (contenant 0,2 ml d’eau distillée stérile).
Aprés 3 a 5 h d’incubation, 0,2 ml du bouillon inoculé a été préleve, puis homogénéisé a

I’aide d’un agitateur vortex dans 20 ml de bouillon Mueller- Hinton stérile. Ensuite, 1,8 ml de

47



Matériel et méthodes

ce dernier bouillon ont été prélevés pour compléter le volume des tubes de la série test a 2 ml
(Okou al., 2018).

v’ Série de référence
A coté de la serie test, une série de référence a été préparée. Dans cette derniére, les tubes
expérimentaux ont contenu chacun, 0,2 ml de chaque concentration d’EEP et le tube témoin
0,2 ml d’eau distillée stérile. A I’ensemble des tubes de la série de référence, 1,8 ml de
bouillon stérile ont été ajoutés.
L’ensemble des tubes expérimentaux de la série test et les tubes expérimentaux de la série de
référence ont ét¢ homogénéisés a 1’aide d’un agitateur vortex puis incubés a 37°C pendant 18
a 24 h (Okou et al., 2018).
Aprés incubation, la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été déterminée par lecture
directe, a I’oeil nu, a la lumiére du jour. Pour la détermination de ce parametre, nous avons
comparé concentration par concentration, les tubes de la série test avec ceux de la série de
référence a la recherche d’absence de turbidité (Okou et al., 2018).

Cette détermination de la CMI a été répétée pendant trois tests expérimentaux successifs.

Aprés la détermination de la CMI, le tube témoin de contrdle decroissance d’une souche
bactérienne donnée a étédilué de 10 en 10 jusqu'a 10 *# selon une progressiongéométrique de
raison 10, Puis les diverses dilutionssont ensemencées sur une boite gélosée de Mueller-
Hinton, sur des stries de 5 cm (Boite A).
Les tubes n’ayant montré aucune croissance microbienne visible & partir de la CMI, sont
réisolés sur la gélose Muller-Hinton. L’ensemencement est fait par stries paralléles de 5 cm de
long a la surface de la gélose(Boite B). Les boites A et B sont incubées a 37°C pendant 18 a
24 h.
Aprés incubation, le nombre de colonies sur les stries a été comparé a celles de la boite
témoin ensemencée avec des stries des dilutions de I’inoculum bactérien (102,102,102 et 10°
4,
La plus faible concentration pour laquelle on n’observe aucune colonie microbienne (99,99%
de destruction) correspond a concentration minimale bactéricide (CMB). Un rapport
CMBJ/CMI est calculé pour chagque souche SARM étudiée. Selon (Marmonier, 1990):

-si le rapport CMB/CMI <4, la substance testée est bactéricide.

-si le rapport CMB/CMI > 4, la substance testée est bactériostatique.

48



Matériel et méthodes

Témoin
S1
S2
S3

sS4
S5

Boite A Boite B

Figure N°10 : Détermination de la (CMI) et la (CMB).

3.6 Etude de la synergie antibiotique propolis

L'action synergiqued'EEP et 10 antibiotiquesestévaluée par la méthode de diffusion des
disques sur milieu gélose de MullerHinton. La concentration de I’EEP testée est de 0,25
mg/ml (varie généralement de 4 a 5 concentrations en dessous de la CMI (Saddiq et
Abouwarda, 2016).

A\

Technique

v L’inoculum est préparé a partir d’une culture jeune de 18 h sur milieu gélosé non
sélectif dans 2,5 ml d’eau physiologique stérile. La suspension bactérienne est ensuite
homogénéisée, son opacité doit étre équivalente a 0,5 Mc Ferland.

v' 2 ml de ’EEP sont mélangés a 18 ml du milieu pour obtenir une concentration d'EEP
qui n'inhibe pas la croissance des souches bactériennes.

v Les boites contenantdes concentrations sous-inhibitrices d'EEP, ainsi qu’une boite
contr6le contenant 2ml d'éthanol a la place de I'EPP, étaient ensemencées avec les
souches bactériennes.

v Aprés séchage des disques d’antibiotiques de différentes familles ont été placés sur
les boites:

famille des B-lactamines : oxacilline (5pg), cefoxitine (30ug) ;

famille des aminosides : kanamycine (30 pg), tobramycine (10pg), gentamicine (10pg) ;
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famille des macrolides : érythromycine (15 pg), clindamycine (2 pg), pristinamycine (15
Hg);

famille des glycopeptides :vancomycine (30ug) ;

tétracyclines (30ug) ;

Autres : triméthoprime +sulfaméthoxazole (1,25 + 23,75 pg).

v' Les boites sont incubées a 35 °C pendant 48h. Les zones d’inhibition pour
I’antibiotique testé seul ou combiné a I’EEP sont également comparées (Stépanovic et
al., 2003; Wojtyczka et al., 2013).

3.7Analyses statistiques

Nos résultats ont été analysés par une comparaison de moyenne (Student) pour évaluer les
différences entre les deux méthodes utilisées (disques et puits) dans I’évaluation de D’activité
antibactérienne de I’EEP.

Les résultats du test de synergie ont été soumis au test de Wilcoxon Signed-Rank comparant
les valeurs (mm) de la zone inhibitrice de I’antibiotique seul et aprés incorporation de I’EEP
dans la gélose de Muller Hinton selon la méthode de diffusion. Tous les analyses statistiques
ont été effectuées en utilisant le logiciel SPSS Statistics 20, en supposant que le niveau de

signification statistique de p <0,05 (Annexe 4).
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1. Etude bactériologique
L’identification de nos souches a été faite sur la base de leurs caracteres morphologiques,
culturaux et biochimiques.
1.1 Examen microscopique
La coloration de GRAM a montré la présence de cocci a Gram positif, groupés en amas

ayant la forme de grappes de raisin (photographie N°5).

Photographie N°5 : Coloration de GRAM Staphylocoques.

1.2 Culture

Les souches bactériennes ont donné plusieurs aspects culturaux en fonction du milieu de
culture ensemence.

e Bouillon
S. aureus donne un trouble uniforme en quelques heures.

e Sur gélose ordinaire
Les colonies sont lisses, rondes, bombées, brillantes, opaques, de 1 mm de diamétre. Elles se
pigmentent habituellement en jaune doré (aureus), parfois en jaune citron, et parfois sont non
pigmentees.

e Sur lagelose Chapman
Les colonies de S. aureus apparaissent souvent pigmentées et entourées d’une auréole jaune,
arrondies a bords régulier de 1 & 2 mm de diamétre apres 24 h d’incubation a 37°C.

L’utilisation du mannitol se traduira par une acidification du milieu (photographie N° 6).
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Photographie N°6: Croissance sur gelose Chapman avec acidification du milieu

(mannitol +).

e Sur gélose au sang frais et gélose au sang cuit
Les colonies de S. aureus sont circulaires, volumineuses, opaques éventuellement pigmentées
et de couleur jaune doré et légerement bombées ou aplaties; elles présentent une surface

luisante et humide.

L’étude bactériologique nous a permis d’isoler 211 souches de Staphylocoques.

1.3 Identification biochimique

L’identification biochimique nous a permis de détecter 161 souches S. aureus possedant une
catalase, une coagulase et une thermonucléase.

L’identification par la galerie API Staph a permis de mettre en évidence les principaux
caractéres biochimiques de S. aureus et a révelé trois différents biotypes avec prédominance
du biotype 6736153 chez (120) 74,53% des souches suivie par le biotype 6336153 chez (25)
15,52 % des souches et 6736113 chez (16) 9,93 %.

Nos résultats ont révélé une prédominance de S. aureus par rapport aux staphylocoques a

coagulase négative (figure N°11).
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M S aureus H SGN

Figure N° 11: Pourcentage de Staphylococcus aureus.

2. Répartition des souches S. aureus en fonction des prélévements

Les taux les plus élevés des Staphylococcus aureus ont été isolés du pus et hémoculture
respectivement (50, 81% et 19,67%) (Figure N°12). En effet le S. aureus est une espéce
bactérienne importante en pathologie humaine. C’est 1'un des principaux agents
étiologiques des infections suppuratives superficielles et profondes (Hart et Shears,
1999).

2.63%

H pus

B hémoculture
M urines

mPV

H matériels

m liquide d'ascite

FigureN°12: Répartition des souches S. aureus en fonction des prélevements.
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3. Détection des SARM

Toutes les souches résistantes a la céfoxitine et 1’oxacilline sont considérée comme des
SARM (photographie N°7). Cette résistance est définie par des diameétres d’inhibition : < a
22 mm et < a 20 mm a la céfoxitine et a 1’oxacilline respectivement (CASFM, 2017 ;
Hammami et Mezghani, 2016).

Photographie N° 7:Détection des SARM (OX, P, FOX).

L’¢étude de la sensibilité aux antibiotiques nous a permis de détecter 34 souches de S. aureus

résistantes a la méticilline SARM parmi les 161 souches de S. aureus isolées.

4. Prévalence des SARM

Sur ’ensemble des S. aureus isolées le nombre des SARM retrouvé était de 34 soit 21,11%
(figure N° 13).

Le taux de SARM enregistré dans cette étude (21,11 %) est plus faible que celui signalé par
le 13°M et 16°™ rapport d'évaluation du réseau algérien de surveillance de la résistance des
bactéries aux antibiotiques pour les deux années respectivement 2011 et 2016. Selon les deux
rapports ’analyse globale des données concernant 1’espéce Staphylococcus aureus aboutit a
un pourcentage de résistance des SARM de 32,56 % et 36,65%. Ce taux est relativement
stable d'une année a 1’autre (entre 35% et 45% depuis 2005).
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FigureN°13: Taux des SARM.

Selon (Djennane et al., 2015) le taux des SARM est resté stable sans dépasser 41% au
cours des 3 années de surveillance (2012-2014) des principales BMR au CHU Mustapha
Bacha d’Alger. (Antri et al., 2010) ont signalé une prévalence globale des SARM de 42 %,

avec un taux de 35 % en communautaire et 49 % au méme hopital.

Plusieurs études ont montré des taux différents témoignant de la variabilité des résultats en
fonction du pays, de la région et de I’hépital.

En Afrique, la situation concernant la prévalence des SARM est trés hétérogéne. Les
fréquences varient d’un pays a un autre mais restent en général élevés : 16 % au Sénégal et au
Niger (Breurec et al., 2011), de 20 a 47 % au Nigeria de 36 % au Benin et de 35,7 % au Togo
(Ouedraogo et al., 2017). En Cote d’Ivoire une étude dans trois hopitaux de référence a
rapporté” un taux de 39 % témoignant de I’ampleur du probleme des SARM dans la région
Ouest africaine (Ouedraogo et al., 2017 ; Breurec et al., 2011).

Concernant les pays du Maghreb, I’ Algérie enregistre la plus forte prévalence de SARM (44
%) par rapport aux deux pays voisins que sont la Tunisie (18 %) et le Maroc (19 %) (Zouaghi
et al., 2015 ; Stefani et al., 2012) (figure N°14).
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Figure N° 14 : Prévalence mondiale des SARM acquises en établissement de soins. HK :
Hong Kong.  Selon (Stefani et al., 2012).

Les prévalences des SARM isolés d’hémocultures, rapportées dans les pays du Sud et de I’Est
de la méditerranée, varient entre 12 et 56 % avec des prévalences maximales observées en
Jordanie (56 %) et en Egypte (52 %) et une prévalence minimale observée au Liban (12 %).
La prévalence des SARM aux Etats-Unis a continuellement augmenté atteignant 52,8 % en
2008 (Elhanni, 2011 ; Bordon et al., 2010).

En Europe, le pourcentage moyen de SARM a diminué de facon significative au cours des
dernieres années, témoignant d'une tendance a la baisse dans de nombreux pays européens. En
France, par exemple, la proportion de SARM est passée de 26,7% en 2006 a 21,6% en 2010
(EARS-Net, 2011).

En 2010, le rapport annuel de surveillance des résistances aux antibiotiques en Europe publié
par le centre européen de prévention et de contréle des maladies révéle que 9 des 28 pays
inclus dans la surveillance ont une proportion de SARM comprise entre 25 et 50 %, il s’agit
principalement des pays d'Europe du Sud ainsi que le Royaume Uni et I'lrlande. En revanche,
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c'est en Europe du Nord que I'on retrouve les pays avec la plus faible proportion de SARM
isolés, ainsi au Danemark, en Finlande, en Suéde, cette proportion est inférieure a 5% (figure
N°14).

Le taux des SARM enregistré dans notre étude reste élevé par rapport a celui enregistré dans
plusieurs pays africains et européens. Ceci se justifie par la capacité de résistance des SARM
aux antibiotiques mais aussi par un déficit en matiere d’hygiéne hospitaliere facilitant ainsi
leur diffusion manuportée de fagon endémique dans nos hopitaux voire méme dans la

communauté.
4.1 Répartition des souches SARM en fonction des prélévements

Les types de prélevements positifs étaient, par ordre de fréquence décroissante, le pus
(47,05%), les hémocultures (35,29%), les urines (11,76%), les préléevements vaginaux
(2,94%) et mateériels (cathéters) (2,94%) (Figure N°15).

Les SARM ont été majoritairement isolées des prélevements purulents, des hémocultures et
des urines. Ceci est du au fait qu’ils sont essentiellement retrouvés dans les infections
cutanées, ce sont les principales responsables des bactériémies en milieu hospitalier et ce sont
aussi incriminés dans les infections urinaires (Win et al., 2006 ; Avril et al., 2000). En effet
les SARM ne cause pas plus d’infections que Staphylococcus aureus mais il limite le choix

du traitement (antibiothérapie).

SARM

2.94% 2.94%

11.76%

H pus

B hémoculture

urines

m PV

B matériels

Figure N°15: Répartition des souches SARM en fonction des prélévements.
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4.2 Répartition des souches SARM selon le sexe

La figure N° 16 représente la repartition des souches SARM selon le sexe.

Dans notre étude, le taux des SARM était plus élevé chez les hommes (66,66 %) que les
femmes (33,33%). Ce résultat est similaire a celui trouvé dans des études précédentes (Lebon
et al., 2008 ; Herwardt et al., 2004 ; Morgan, 1999). Plusieurs études cliniques suggerent

que le sexe constitue un facteur de risque d’infection.

Le sexe masculin et I’age supérieur a 75 ans sont considérés comme des facteurs de risque
de bactériémie et de méningite a SARM. (Bone, 1992) a examiné rétrospectivement quatre
études de sepsis severes et ont noté une prédominance des patients du sexe masculin (60%-
65%).

Selon le rapport de surveillance de Staphylococcus aureus résistantes a la méticilline (2011-
2012) isolées des bactériémies dans la province de Québec, 265 souches sur les 300 cas (88,3
%) de bactériémies ont été rapportées dans le systéme de surveillance. La moyenne d'age est
de 68 ans, avec la majorité des cas se situant dans le groupe d'age des 60 ans et plus. Une plus
grande proportion d'hommes avec un ratio d'environ 2 pour 1 ait développé une bactériémie a
SARM (Levesque et al., 2012).

33.33% 66.66%

B masculin B Féminin

Figure N° 16: Répartition des SARM selon le sexe.
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4.3 Répartition des souches SARM selon I’age

La figure N°17 montre que les SARM sont plus fréquents chez les patients ayant un age
supérieur a 65 ans. Les prévalences les plus ¢élevées ont été notées chez les patients dont 1’age
est compris entre 45 et 65 ans suivi de ceux ayant un age supérieur a 65 ans. Aucune souche

n’a été isolée chez les enfants de 0 a 15ans.

% SARM
90% - 81.25%
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% - 12.50%
6.25%
10% T OOU OOU
- -
0% T T T T 1
<5 ans 5315 ans 15a <45 45 3 >65 65 ans
ans ans

Figure N° 17: Répartition des SARM selon 1’age.

Ce résultat corrobore avec celui de plusieurs auteurs qui signalent que 1’dge avancé est un
facteur de risque de colonisation par les SARM (Lebon et al., 2008 ; Mc Dougal et al.,
2003). Ceci pourrait s’expliquer par la diminution des défenses immunitaires et 1’existence
des co-morbidités présentes a cet age. Ainsi que 1’augmentation de leur dépendance et de la

demande de soin qui s’accompagne d’un risque accru de transmission manuportée.

5. Résistance des SARM aux antibiotiques (profil de résistance)
L’histogramme (figure N° 18) illustre le profil de résistances des souches SARM et SASM

aux différentes familles d’antibiotiques.

Toutes les souches SARM isolées présentaient une résistance croisée aux [-lactamines qui
s’étend a d’autres familles d’antibiotiques: aminoside, macrolides, lincosamides,

fluoroquinolones, tétracyclines et acide fusidique. Ce qui refléte un état de multi résistance.
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Figure N° 18: Profil de résistance des SARM et SASM aux antibiotiques.

5.1 p-lactamines

Les souches SARM isolées ont été totalement résistantes (100%) a la pénicilline G, a
oxacilline et la céfoxitine.

La résistance aux B-lactamines chez les staphylocoques repose sur deux grands types de
mécanismes qui sont identiques pour les S aureus et pour les Staphylococcus a coagulase
négative: un mécanisme de résistance extrinséque par production d’enzymes inactivant
I’antibiotique et un mécanisme de résistance intrinséque par modification des protéines de
liaison a la pénicilline (PLP) ou par acquisition de nouvelles PLP2a (Quincampoix et
Mainardi, 2001).
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Photographie N° 8: Aspect caractéristique d’une pénicillinase

Zone d’inhibition bordure nette

Les souches productrices de pénicillinase sont résistantes a la pénicilline G, aux
aminopénicillines, aux carboxypénicilines et aux ureidopénicillines (CASFM, 2017).
S.aureus a développé différents mécanismes de résistance aux antistaphylococciques. Plus de
90 % des souches produisent une pénicillinase (Dumitrescu et al., 2010 ; Daurel et
Leclercq, 2008).

Les souches S. aureus résistantes a la méticilline ont développé une résistance croisée entre
les pénicillines M (méticilline, oxacilline) et les autres f-lactamines par la production d’une

protéine, la PLP2a, liant les pénicillines (PLP) et ayant une faible affinité pour ces composés.

Cependant nos souches restent totalement sensibles a la céftaroline. Selon (CASFM 2017)
les souches de staphylocoques résistantes a la céfoxitine ou possédant un gene mec
additionnel (mecA) ou exprimant une PLP2 additionnelle (PLP2a) aprés induction par une f3-
lactamine, doivent étre interprétées résistantes a toutes les B-lactamines (pénicillines associées
Ou non a un inhibiteur de B-lactamase, céphalosporines et carbapénémes), sauf a la ceftaroline

et au ceftobiprole qui possédent une activité sur les staphylocoques résistants a 1’oxacilline.

5.2 Aminosides
La résistance de nos souches SARM aux aminosides montrait trois phénotypes différents,

impliquant trois enzymes inactivatrices (tableau N°5).
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61,75 % des SARM étaient résistantes a la kanamycine. 5 souches avaient un phénotype K
soit (14,70%), di a la production de I’enzyme Aminosides-phosphotransférases APH (3”)-111.
(35,29 %) des souches étaient résistantes a la kanamycine et a la tobramycine, soit le
phénotype KT exprimé par la production de I’enzyme Aminosides-nucléotidyltransférases
ANT(4)(4°’)-1. Alors que (11,76%) des souches exprimaient le phénotype KTG et étaient
résistantes aux trois antibiotiques (kanamycine, tobramycine, gentamicine) due a 1’enzyme

Aminosides-acétyltransférases (AAC) APH (2°°)- AAC (6°) — APH (2).

Kanamycine Tobramycine Gentamicine Mécanisme % SARM
n=34
S S S Sensible 13 (38,23%)
R S S APH (3°)-111 5 (14,70%)
R R S ANT (4°) (4) 12 (35,29%)
R R R APH(2”’) - AAC (6”) 4 (11,76 %)

Selon la (CASFM, 2017) et le rapport d’évaluation national 2016 toutes les souches
résistantes a la tobramycine sont résistantes a la kanamycine et a I'amikacine et les souches

résistantes a la gentamicine sont résistantes a I'ensemble des aminosides (sauf streptomycine).

(35,29%) de nos souches SARM était de phénotype KT, suivie par le phénotype K (14,70%).
Cependant un bas niveau de résistance a la gentamycine de phénotype KTG (11,76%) est
enregistré. Ce résultat corrobore avec celui de plusieurs auteurs qui signalent que le
phénotype (KT) est le plus répandu et que la fréquence de la résistance a la gentamicine
parmi les SARM a augmenté au cours des années 1970 et 1980, pour atteindre environ 90 %
des souches vers 1990 (Aubry-Damon, 1997). Depuis le début des années 1990, la tendance
s’est inversée, avec des fréquences de résistance a la gentamicine de 50-60 % dans les années
1995-1998, de 11 & 20 % en 1999 et 2000. Ainsi, la gentamicine est 1’aminoside le plus
souvent actif sur le S. aureus (Dumitrescu et al., 2010 ; Battard et al.,2005).

Bien que notre taux de SARM résistant a la gentamycine soit nettement inférieur a celui

signalé par (Alioua, 2011) (82,6%), il se rapproche du taux enregistré par le 16°™ rapport
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national d’évaluation de la résistance aux antibiotiques (19%). Cependant il est supérieur de
celui enregistré par (Djoudi et al., 2014) dans une étude portant sur les Staphylococcus
aureus résistants a la méticilline chez des meres et des enfants hospitalises & Alger ou aucune

résistance n’a été enregistrée pour cet antibiotique.

5.3 MacrolidesLincosamidesStreptograminesb (MLSb)

Selon (figure N°18) la résistance croisée aux p-lactamines de nos souches SARM s’étend a

celle des macrolides.

En effet 47,05% de nos souches SARM sont résistantes a 1’érythromycine, 32,35% a la

clindamycine et 5,88% a la pristinamycine.

Ces taux sont plus élevés que ceux rapportés par le 16°™rapport national d’évaluation 2015
qui a noté des taux de 31,75%, 15,75 %, 2,32% respectivement pour 1’érythromycine,

clindamycine et pristinamycine.

Cependant toutes nos souches SARM restent sensibles a la combinaison des deux
antibiotiques quinupristine—dalfopristine (streptogramines). Selon (CASFM, 2017) les
macrolides et les lincosamides (lincomycine et clindamycine) n’ont qu’une activité
bactériostatique sur les staphylocoques alors que les streptogramines (quinupristine—
dalfopristine), qui résultent de I’association de deux composés A et B agissant en synergie et
possédant une activité bactéricide.

Selon plusieurs auteurs trois mécanismes de résistance aux MLSb sont impliqués : une
modification de la cible de I’antibiotique, un mécanisme d’efflux et une modification
enzymatique de I’antibiotique (Quincampoix et Mainardi, 2001). Elle est surtout liée a la
production de méthylase qui modifie le ribosome, cible de ces antibiotiques.

Deux phénotypes, inductible et constitutif, sont distingués par la méthode de diffusion en
gélose (Daurel et leclercq, 2008).

Plusieurs génes de résistance ont été décrits chez S. aureus. Les plus fréquents sont les genes
erm conférent une résistance croisee aux macrolides, lincomycines et streptogramines B. Leur
expression peut étre soit inductible soit constitutive (Battard et al., 2005).

La pristinamycine a conservé une activité bactériostatique sur nos souches SARM, 94,11%

étaient sensibles a cette antibiotique. Cependant le taux de résistance de nos souches a cet
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antibiotique (5,88%) reste un peu éleve par rapport a celui enregistré a I'échelle national (2,70
%) et celui rapporté dans une étude tunisienne qui n'a détecté aucune résistance a cet
antibiotique (Saidani et al., 2006).

Nos résultats montrent que la résistance a la clindamycine est associée a celle de
I’erythromycine. Deux phénotypes sont détectes :
e Le phénotype MLSB inductible correspond aux souches résistantes a I’érythromycine
et sensibles a la clindamycine (Lincosamides) et a la pristinamycine;
e Le phénotype MLSB constitutif correspond aux souches résistantes a

I’érythromycine, a la clindamycine et sensibles a la pristinamycine.

Cependant aucune souche n’appartient au phénotype LSA qui correspond aux souches
résistantes a la lincomycine (clindamycine) et a la pristinamycine mais sensibles a
I’érythromycine.

Le tableau (N°6) illustre les phénotypes de résistances de nos souches SARM aux MLS.
Globalement, (32,35%) des souches résistantes a 1’érythromycine démontraient une résistance
constitutive a la clindamycine et (14,70%) des souches démontraient une résistance inductible

tel que déterminée par la méthode phénotypique du D-test (photographie N°9).

Tableau N°6: Phénotypes de résistance des SARM aux macrolides.

S S S Sensible 52,94%
R S S MLSb inductible 14,70%
R R S MLSb constitutive 32,35%

5.3.1 Détection du phénotype MLSb chez les souches SARM

La résistance inductible a la clindamycine ne peut étre détectée qu'en présence d'un macrolide.

Elle est mise en évidence sur l'antibiogramme par une image d'antagonisme entre la

64



Résultats et discussion

clindamycine et I'érythomycine (D-test) (photographie N°9). En cas de résistance a la
clindamycine, l'activité de la pristinamycine est diminuée.

Selon CASFM 2017 devant une souche résistante a 1’érythromycine et sensible a la
clindamycine, on doit rechercher le caractére inductible de cette résistance (antagonisme

érythromycine clindamycine).

Photographie N° 9:Détection du phénotype MLSb chez les souches SARM
zone en forme de D.

Seuls les macrolides a 14 et 15 atomes peuvent induire I’expression de erm chez S. aureus.
Ainsi une souche résistante a 1’érythromycine et sensible a la clindamycine porte-t-elle
généralement un gene erm inductible, tandis que les souches résistantes a 1’érythromycine et a
la clindamycine ont habituellement un géne erm d’expression constitutive (Lina et Cattoir,
2014 ; Lina et al., 1999 ; Battard et al., 2005 ; Quincampoix et Mainardi, 2001).

5.4 Fluoroquinolones
85,29% de nos souches SARM sont résistantes a la norfloxacine et 23,52% sont résistantes a
la ciprofloxacine. Ces résultats sont plus élevés par rapports a ceux rapportés par le 16°™

rapport national d’évaluation 2015 qui a noté une résistance de 21,34% et 17,92%

respectivement pour ofloxacine et la ciprofloxacine.
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Cependant toutes nos souches SARM restent sensibles a la levofloxacine (fluoroquinolones
3°Me génération) contrairement au 16°™ rapport national d’évaluation 2015 ou un taux de
résistance de 14,06 % a été enregistré pour le méme antibiotique. En effet, la Iévofloxacine a
été signalé en littérature comme étant tres active contre le S. aureus (Donnio et al., 2010).

La résistance des SARM aux fluoroquinolones est liée a des mutations chromosomiques qui
entrainent une modification de la cible affectant I’ADN gyrase (mutation dans les génes gyrA
ou par c) ou une diminution de la perméabilité liée & une modification des porines. Chez les
bactéries a Gram positif, la topo-isomérase de classe IV constitue la cible primaire, et une
mutation de cette cible est nécessaire pour entrainer 1’apparition d’un premier niveau de
résistance aux fluoroquinolones (Mainardi et al., 1996).

Les fluoroquinolones présentent I’avantage d’une bonne activité¢ bactéricide, d’une bonne
diffusion tissulaire et d’une excellente biodisponibilité permettant leur utilisation per os.
Malheureusement, leur forte capacité a sélectionner des mutants résistants a fait apparaitre en
quelques années des taux de résistance trés éleves chez le staphylocoque (Battard et al.,
2005).

(Couderc et al., 2014) suggere que la consommation de fluoroquinolones est un facteur de
risque d’acquisition de SARM. Une étude réalisée en 2001-2002 sur plusieurs CHU francaisa
montré que lorsque I'on réduisait l'usage de fluoroquinolones de 85 %, le nombre d'infections
par des SARM diminuait tres significativement. Les résultats extrapolés au niveau national
permettent d'affirmer que chaque année, environ 20 000 infections a SARM (sur 140 000 au
total) sont directement imputables aux traitements par fluoroquinolones. Ce probléeme a
poussé depuis 2003 les autorités belges a lutter contre la surprescription de fluoroquinolones,
accusees également de colter trop cher au contribuable alors qu'aucune efficacité supérieure
aux traitements classiques n'a pu étre mise en évidence dans les infections des voies
aeriennes.

Une étude canadienne, publiée en 2006, vient confirmer I’implication majeure des
fluoroquinolones dans les infections par le SARM. L’étude montre que la prise de
fluoroquinolones multiplie le risque d’infection par un facteur 2,5 pour la souche bactérienne
concernée, alors que les autres antibiotiques n’influent pas sur le risque (LeBlanc et al.,
2006). 1l faut donc éviter de prescrire une fluoroquinolones dans les situations ou d’autres

antibiotiques peuvent étre utilisés.
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5.5 Glycopeptides

100 % de nos souches SARM ont démontré une sensibilité a la vancomycine et a la
teicoplanine. Cette sensibilité a été confirmée par la mesure de la CMI des deux antibiotiques
par microdilution (tableau N°7).

Vu I’expression souvent hétérogéne de cette résistance, une vigilance accrue est préconisé
pour leur détection. Selon (Battard et al., 2005) la mesure de la CMI de la vancomycine et
de la téicoplanine permet la classification des souches en deux classes : sensible (CMI < 2
mg/l), ou résistante (CMI > 2 mg/l).

Nos reésultats confirment que toutes les souches SARM étudiées sont sensibles a la
vancomycine avec des CMI qui varient de 0,25 — 1 mg/ml et a la téicoplanine avec des
valeurs de la CMI varient de 0,25 a 0, 5mg /ml.

Les glycopeptides (vancomycine et teicoplanine) représentent le traitement de premiére
intention en cas de résistance a la méticilline ou d’allergie aux pénicillines. La résistance a ces
antibiotiques est un phénomene relativement inquiétant et il justifie une surveillance
attentive (Battard et al., 2005).

La vancomycine et la teicoplanine gardent toujours une bonne activité sur les souches SARM
dans notre étude. Méme constatation a été faite par (Djoudi et al ., 2014) lors d’une étude
réalisée sur une collection de souches de SARM, impliquées dans des infections chez des
mamans, enfants et des nouveau-nés, et isolées par le laboratoire central « Mére et Enfant »
du centre hospitalo-universitaire de Beni-messous d’Alger et celle réalisée au laboratoire de
bactériologie de Koléa (Tipaza) (Boukhatem et al ., 2015 ).

Aucune résistance aussi n’a été enregistré par 1’équipe de (Saidani et al., 2006) lors d’une
étude concernant le profil bactériologiques des bactéries a germe multi résistants a 1’hopital
Charles-Nicolle de Tunis.

Selon le 6°™, le 11°™ |e 13°™ et le 15°™ rapport d’évaluation aucune souche de sensibilité
diminuée aux glycopeptides n’a été observée dans aucun des hopitaux Algériens bien que cela
commence a étre rapporté. Cependant le 16°™ rapport d’évaluation a enregistré 3 cas de
résistance a la teicoplanine chez des patients extra hospitaliersavec un taux de 0, 14% mais
aucune souche intermédiaire ou résistante a la vancomycine n’a été isolée.

En effet 1’augmentation des SARM dans les hopitaux algériens a favorisé 1’intégration des
glycopeptides dans les schémas thérapeutiques et donc leur 1’utilisation abusive ce qui a

abouti ces derniéres années, a I’apparition de résistance.
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Rappelant que la vancomycine a été mise sur le marché depuis 30 ans mais elle reste le
médicament de choix pour le traitement des infections graves causées par les SARM dans de
nombreux hopitaux.

(Elhamzaoui et al., 2009) ont démontré que la teicoplanine et la vancomycine sont deux a
huit fois plus actives que les autres antibiotiques testés contre la majorité des staphylocoques,
en particulier les SARM. Cette situation jusqu’au la rassurante, incite a une surveillance

continue de la sensibilité des SARM aux glycopeptides.

5.6 Autres antibiotiques
Pour les autres antibiotiques, les taux étaient de 35,29 % pour I’acide fusidique, (17,64%)

pour la tétracycline et un faible taux pour la fosfomycine (8,82%).

En opposition, 100% de SARM ont démontré une sensibilit¢ totale au linézolide, au

cotrimoxazole (triméthoprime+ sulfamides), a la rifampicine et a la daptomycine.

La daptomycine est un lipopeptide en cours de développement ayant une activité bactéricide
sur les bactéries 8 GRAM +, et notamment le SARM. Plusieurs études ont confirmé cette
efficacité (Donnio et al., 2010 ; Battard et al, 2005).

Une étude multicentrique, comprenant ’efficacité du linézolide (oxazolidinones) et de la
teicoplanine dans le traitement des infections a SARM. Les résultats n’ont montré aucune
différence significative entre les 2 groupes en terme de succes clinique et microbiologique. La
fréquence des effets secondaires et le taux de mortalité étaient également identiques.
L’¢radication du portage de SARM a été obtenue plus souvent avec le linozolide qu’avec la
teicoplanine (Donnio et al.,2010).

La rifampicine a été efficace contre les souches SARM isolées. Ce résultat corrobore avec
celui signalés par (Alioua, 2011). En effet, I’utilisation de cet antibiotique en Algérie a été
relativement délaissée au profit de nouvelles molécules, ce qui pourrait expliquer la
restauration de son efficacité. Cette molécule qui peut réduire de fagon significative le portage

nasal (Bryskier, 1999), est connue pour son efficacité sur le SARM.

Toutes nos souches SARM étaient sensibles a la daptomycine, au linézolide, la rifampicine,
au thriméthoprime-sulfaméthoxazole. Pour toutes ces souches, aucune résistance a la

vancomycine ne fut observée et aucune n’a montré une CMI intermédiaire (VISA). Il est
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donc rassurant de constater que plusieurs antibiotiques de choix pour le traitement des

infections a SARM demeurent toujours actifs.

Nos SARM présentent des résistances associées a plusieurs familles d’antibiotiques :
aminosides, macrolides, lincosamides, fluoroquinolones (photographie N°10). Ce résultat
pourrait étre expliqué selon plusieurs auteurs par le faite que le géne codant la PLP2a, mecA,
est porté par un élément chromosomique qui contient également d’autres génes de résistance a

d’autres antibiotiques (Dumitrescu et al., 2010 ; Battard et al., 2005).

Photographie N° 10: Profil de resistance d’une souche multirésistantes SARM.

En effet 1’élément principal favorisant I’émergence de ces bactéries résistantes est bien la
surconsommation et la mauvaise utilisation des antibiotiques. Les indications inappropriées,
la durée de traitement inadaptée, des posologies insuffisantes ou 1’usage de molécules a large
spectre comme les céphalosporines de 3éme ou 4éme génération et les fluoroquinolones, sans
désescalade thérapeutique sont autant de situations que 1’on doit pouvoir corriger.

Ce probléme est encore pire dans les pays ou les antibiotiques sont délivrés sans ordonnance
pour I’homme ou I’animal cas de notre pays. A cet égard, une étude publiée dans la revue
américaine Proceedings of the National Academy of Sciences (PNAS) (Klein et al., 2015), a
révélé que le niveau de consommation d’antibiotiques a particulierement augmenté dans les
pays a revenu intermédiaire ou faible. L’ Algérie a été citée parmi le top 5 des pays dans le
monde, derriére respectivement la Turquie, la Tunisie, I’Espagne et la Gréce et juste devant

la Romanie, la Belgique et la France.
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5.7 Détermination des CMI des antibiotiques testés

Le tableau (N°7) illustre les valeurs des CMI de différents antibiotiques mesurées par E-test
(photographie N°11)et des glycopéptides qui ont été mesurées par micro-dilution). Les
résultats des CMI sont également compatibles avec ceux obtenus par diffusion sur milieu

solide (antibiogramme).

Tableau N° 7 : CMI des antibiotiques testés.

TOB <1 >1
GEN <1 >1
E 0,04- 0,08 6-32
CM 0,01-0,25 0,63-10
QDF 0,1-0,31 /
PR 0 /
RIF 0 /
Tet 0,04-0,08 40
Nor >0 /
FA <1 =1
SXT 0,04-0,1 /
*VA 0,25-1 /
*TEC 0,25-1 /
LNZ <4 /
DA 0,094 -0,75 /

*CMI mesurée par microdilution
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La prévalence des résistances des souches SARM aux glycopeptides, linézolide et
rifampicine reste faible. Notons que ces antibiotiques conservent des CMI basses et restent

une option thérapeutique trés intéressante dans les infections a SARM.

Photographie N° 11: Détermination de la CMI des souches SARM par E-test.

6. Détection du géne mec A par PCR

6.1. Mesure des concentrations et puretés des extraits d’ADN

Le tableau N° 8 enregistre les concentrations d’ADN et celui du ratio 260/280.

La pureté d’une solution d’acide nucléique est considérée comme acceptable lorsque le ratio
A260 nm/A280 nm est compris entre 1,8 — 2,0. Un ratio supérieur a 2 révéle une

contamination par ARN (Desjardins et Conklin, 2010).

Selon les résultats enregistrés nos extraits ont des ratios A260 nm/A280 nm compris entre

1,8 — 2,47 ce qui révele une contamination peu importante par ARN.

71



Résultats et discussion

Tableau N° 8: Concentrations et puretés des extraits d’ADN.

_|Concentration| 560 | A2g0 | 260/280
Echantillon ng/ul
1 157 3,141 1,444 2,18
2 130 2,6 1,12 2,32
3 80,29 1,606 0,717 2,24
4 105,1 2,102 0,989 2,12
5 268,1 5,363 2,302 2,33
6 65,99 1,32 0,589 2,24
7 150,3 3,006 1,354 2,22
8 121,3 2,426 0,984 2,47
9 116,2 2,324 1,098 2,12
10 153,9 3,077 1,38 2,23
11 188,7 3,773 1,645 2,29
12 94,46 1,889 0,802 2,35
15 52,94 1,059 0,466 2,27
16 261,1 5,221 2,41 2,17
S1 153,7 3,073 1,366 2,25
S3 326 6,521 2,954 2,21
S4 59,24 1,185 0,507 2,34
S6 87,03 1,741 0,752 2,32
660 100,8 2,016 0,863 2,34
681 75,95 1,519 0,649 2,34
P18 81,59 1,632 0,874 1,87
z 233,6 4,673 2,061 2,27
14 189,4 3,788 1,602 2,36
S2 172,5 3,451 1,432 2,41

6.2. Détection du gene mec A
La résistance a la méticilline détectée par les disques d’oxacilline et de céfoxitine est

confirmée par la mise en évidence du géne mec A par PCR.

Parmi les 24 souches SARM étudiées, 21 souches (soit 87,5%) ont pu exprimer la présence du
gene mecA indiquant que ce géne est responsable de la meticillino résistance chez ces souches
(Figure N°18).

Cependant trois souches (soit 12,5 %) ne possédent pas le géne mecA. Il s’agissait d une

résistance intermédiaire a la méticilline. D’autres mécanismes de résistance rares sont
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impliqués, soit : une hyperproduction de pénicillinase pour les souches BORSA (BORderline
SA), ou une résistance par diminution de la synthése et/ou de I’affinité d’une des PLP pour les
souches MODSA (MODified SA) ou bien une résistance par production de méticillinase ou
oxacillinase qui a comme substrat privilégié la méticilline et 1’oxacilline (Hamdad et al.,

2006 ; Quincampoix et Mainardi, 2001).

L’expression phénotypique du géne mecA peut étre variable et dépend d’autres génes. Une
particularité de la résistance a la méticilline est son expression phénotypique hétérogene. En
effet, dans une population bactérienne présentant une résistance hétérogene, toutes les cellules
possédent les génes de résistance a la méticilline, mais seules quelques bactéries parmi des
milliers expriment cette résistance a la méticilline. L’inactivation des génes auxiliaires fem
dans les souches de SARM transformerait 1’expression phénotypique de la résistance
homogéne a la maéticilline en résistance hétérogene. De plus, de nombreux facteurs
expérimentaux influencent le phénoméne de la résistance hétérogene comme le PH, la
concentration de NaCl, la température, I’osmolarité¢ et la bétalactamine utilisée, ce qui
complique la détection de la résistance en laboratoire par les méthodes traditionnelles
(Hamdad et al., 2006 ; Battard et al., 2005 ; Quincampoix et Mainardi, 2001).

Vu I’expression de la méticillino résistance qui peut étre hétérogene et dépendante des
conditions de réalisation de la culture, plusieurs auteurs signalent queles techniques
phénotypiques peuvent alors surestimer ou sous-estimer la fréquence ou le niveau de
résistance. Or, toutes les souches de SARM produisent une protéine liant la pénicilline
(PLP2a) dont le géne chromosomique est mecA. Ce géne n’est pas présent dans les souches
sensibles a la méticilline (Hammami et Mezghani, 2016 ; Hamdad et al., 2006 ; Battard et
al., 2005 ; Quincampoix et Mainardi, 2001).

Par conséquent, la détection génotypique du géne mecA est devenue le test référence pour la
détection et la confirmation de la résistance a la méticilline (Hamdad et al., 2006).
Actuellement, les recommandations en matiere de détection moléculaire de résistances
importantes chez les Staphylocoques sont établies par la (CA-SFM 2017), qui note que la

détection génotypique des génes mecA par PCR doit étre entreprise.
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Bandes de 533pb

Figure N° 19 : Electrophorése sur gel d’agarose 1,5% des produits d’amplification
par PCR du géne mecA (533 bp).

7. Evaluation de P’activité antibactérienne de la propolis

7. Evaluation de P’activité antibactérienne de la propolis vis-a-vis des souches S. aureus
L'étude de l'activité antibactérienne de la propolis vis a vis de nos souches S. aureus a
montré que EEP présentait une bonne activité antibactérienne vis a vis toutes les souches

étudiées SASM et méme les multirésistantes SARM.

L’histogramme (N°20) illustre les zones d’inhibition obtenues avec les souches SASM par

les deux techniques : puits et disques.

Selon les résultats enregistrés (figure N°20) on a noté des zones d'inhibition avec la

méthode de puits plus importants que celles des disques.

Ce résultat corrobore les travaux de (Eshraghi et Valafar, 2008) qui a noté une activité

antibactérienne plus importante avec la méthode des puits car elle permet une meilleure

diffusion de I’EEP.

Plusieurs travaux ont mis en évidence I’action antibactérienne de la propolis (Wojtyczka et

al., 2013 ; Darwish et al., 2009 ; Uzel et al.,2005 ; Stepanovic et al., 2003). Cette activité a
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large spectre a été démontrée sur des bactéries Gram positif et Gram négatif (de type
anaérobie et aérobie) mais avec cependant une plus grande efficacité sur les souches Gram (+)
Parmi les bactéries dont la croissance est inhibée, on retrouve principalement des
Staphylococcus (le plus généralement aureus) (Lu LC et al., 2005 ; Dolci et Ozino, 2003).

De nombreuses études concernant les propriétés antibactériennes de la propolis confirment
I’action de la propolis contre les bactéries a Gram positives et afficherait une activité
beaucoup plus faible, voire nulle contre les bactéries & Gram négatives (Stepanovic et al.,
2003).

Cette propriété est principalement due aux flavonoides et aux acides phénols, et
particulierement gréce a la galangine, a la pinocembrine, mais aussi aux acides caféique,
férulique et salicylique (Saddiq etAbouwarda, 2016 ; Nallahalli et al., 2012 ; Muli et al.,
2008 ; Stepanovic et al., 2003).

Zone d’inhibition ( mm)

16
14 A
12 A

10

£ ()} 0o
I

m disques M puits

Figure N° 20 : Activité antibactérienne de la propolis vis-a-vis des souches S. aureus.
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Plusicurs auteurs attribuent I’activité antimicrobienne de la propolis a sa composition
hautement complexe et variable. (Cardinault et al., 2012) montrent que I’origine botanique
dont sera issue la propolis constitue le principal facteur responsable de sa composition

spécifique qui sera a I’origine de son activité antibactérienne.

Une étude algérienne a comparé la composition et I’activité de la propolis récoltée de quatre
régions :Seraidi, Chetaibi, Berrahal et EI-Bouni. Les résultats ont révélé une variabilité dans
les teneurs des composés phénoliques et de I’activité antimicrobienne de la propolis en
fonction des régions. En effet, la propolis des régions de Seraidi et de Chetaibi présentent les
plus fortes teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux et par voie de conséquence les
activités antimicrobiennes les plus élevée comparativement a celles des régions de Berrahal
et EI-Bouni. Les teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux varient en fonctions des

régions et des pays (Nedji et Loucif, 2014).

Différentes études mécanistiques suggerent que la propolis et/ou ses composes pourraient
inhiber la croissance bactérienne par blocage de la division cellulaire, par une désorganisation
du cytoplasme, par une inhibition de la synthése protéique ou par une inhibition du processus

d’adhésion (Cardinault et al., 2012 ; Farooqui et Farooqui, 2010).

D’aprés une étude japonaise, la propolis inhiberait la croissance bactérienne en bloquant la
division cellulaire et en détruisant la paroi bactérienne, et ceci principalement sur les bactéries
a GRAM + (Cardinault et al., 2012).

En plus de son activité antibactérienne tres intéressante la propolis a une activité immuno-
modulatrice par la production de macrophages. C’est le CAPE, acide phénéthylcaféique, qui
seraient a I’origine de cette activité immuno-modulatrice. La propolis permet de stimuler la
réponse immunitaire en activant certains genes qui contribuent a la reconnaissance de micro-
organismes.

Plusieurs études in vitro et in vivo ont tenté d’évaluer cette activité. Il s’est avéré que la
propolis permet de moduler la synthése descytokines, I’activité et la mobilité des
macrophages et des lymphocytes. Les chercheurs ont supposé plusieurs mécanismes et voies

d’induction. D’une maniére générale, la propolis stimule I’immunité innée par activation des
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macrophages, mais diminue une partie de I’immunité acquise par diminution de la

différenciation des lymphocytes (Sforcin, 2007).

7.2 Evaluation de P’activité antibactérienne des flavonoides de la propolis

L’histogramme (N°21) illustre les zones d’inhibition de I’EEP et des flavonoides extraites

de ce dernier.

18 -
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Zone d’inhibition (mm)

m flavonoides Propolis

Figure N° 21: Activité antibactérienne des flavonoides de la propolis.

On a noté des zones d’inhibition assez importantes a similaires a celles enregistrées avec EEP

par les

deux techniques (puits et disques) mais les valeurs atteignent pas la signification

statistique.

(Bonvehi et al., 1994) signale que jusqu'a présent, aucun composant de propolis n'a montré

une activité antibactérienne supérieure a celle de I'extrait brut. Certains auteurs attribuent

I’activité antimicrobienne de la propolis a sa composition hautement complexe et variable, et

les données recueillies jusqu'a présent suggerent qu'elle peut étre liée a de multiples cibles,

avec plusieurs constituants agissant en synergie (Scazzocchio et al., 2006).
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Les auteurs s’attendaient en réalité a mesurer des activités beaucoup plus importantes pour
des composés purs, ce qui suggere que l’activité antibactérienne de la propolis est
certainement due & une interaction synergique de ces constituants.

Ces précédents résultats sont en accord avec ceux de (Kujumgiev et al., 1993) pour lesquels
un seul constituant ou une seule famille de constituants ne peuvent a eux seuls expliquer
I’activité antibactérienne d'une propolis. Les combinaisons de composés, qui agissent de
facon synergique, observées dans ce type de mélanges complexes, sont donc essentielles pour
leurs propriétés biologiques. (Kujumgiev, 1999) reléve aussi jusqu'a ce jour, aucune
recherche sur I’activité antibactérienne des propolis, ne peut démontrer qu'un seul constituant

posséderait une activité supérieure a celle de 1’extrait total.

7.3 Evaluation de I’activité antibactérienne de la propolis vis a vis des souches SARM

L’histogramme (N°22) illustre les résultats de I’activité antibactérienne de la propolis vis-a-
vis des souches SARM selon les deux techniques puits et disques.

Les résultats enregistrés montrent que la propolis testée a un effet antibactérien significatif
vis-a-vis de toutes les souches multirésistantes SARM étudiées.

Nos résultats sont en accord avec ceux de plusieurs auteurs qui ont enregistré une activité
antibactérienne de la propolis vis-a-vis des SARM (Saddig et Abouwarda, 2016 ;
Wojtyczka et al., 2013 ; Darwish et al., 2009 ; Sepanovic et al., 2003).

Certaines études ont montré que des souches résistantes, voire multiresistantes aux
antibiotiques, étaient sensibles a la propolis (Raghukumar et al., 2010). Il a également été
montré que la propolis, lorsqu’elle est prise en association avec certains antibiotiques,
augmente leur efficacité (streptomycine, ampicilline, gentamycine, cloxacilline...) (Sforcin,

2011 ; Fernandes Junior et al., 2005).
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16 -

14 A

10 A

m disques M puits

Figure N°22: Activité antibactérienne de la propolis vis a vis des souches SARM

selon deux méthodes puits et disques.

Plusieurs auteurs signalent que la propolis stimule 1’activité des phagocytes et dégrade la
paroi des bactéries cibles, notamment les S. aureus et SARM (Alwali et al., 2012 ; Farooqui
et Farooqui, 2010).

SARM 4 SARM 1 SARM 3
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ATCCA43300

ATCCA43300

ATCC 252923.

SARM 6
ATB: P OX
Propolis

SARM 1
ATB: P OX

propolis

E

SARM 3
ATB: AMP OX
Propolis

Photographie N° 12 : Activité antibactérienne de la propolis comparée a celle de certains

7.4 Détermination de la CMI et la CMB de la propolis

antibiotiques.

L’évaluation des pouvoirs bactéricides et bactériostatiques de la propolis, a été effectuée en

utilisant la technique de micro-dilution sur microplaque et macrodilution sur milieu gélosé.

Les CMI sont déterminées aprés observation des cultures (photographie N°13). La CMB a

été déterminée par comparaison a une boite témoin ensemencée avec différentes dilutions de

I’inoculum bactérien (photographie N°14).
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Tableau N° 9: CMI et CMB de I’EEP testé sur les souches SASM.

CMI mg/mi 0,1 1 1 0,1

CMB mg/mi 1 10 10 1

Controle souche ATCC25923

SASM : S. aureus sensible a la méticilline

Tableau N° 10 : CMI et CMB de I’EEP testé sur les souches SARM.

SARM1 1 10
SARM3 1 10
SARM4 1 10
SARM6 0,1 1
SARMS8 1 10
SARM11 0,1 1
SARM 12 0,1 1
SARM13 1 10
SARM15 0,1 1
SARM16 1 10
Controle 1 10

Controle ATCC 433300

Les deux tableaux (N°7 et 8) donnent les valeurs des CMI et CMB de la propolis pour les
souches SASM et SARM testées. Le pouvoir bactéricide ou bactériostatique est confirmé a
partir du rapport CMB/CMI.
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La comparaison du nombre de colonies sur la strie, a la dilution 10 de la boite A avec celle
d’une strie de la boite B, a permis de déterminer les CMB de I’EEP pour les souches SASM
et SARM.

Les valeurs moyennes des CMI et CMB contre les souches de SASM étaient successivement
de 0,55 + 0,45 mg / ml et de 5,5 = 4,5 mg / ml. Dans le cas des souches de SARM, la CMI et
la CMB étaient les suivantes: 0,67 £ 0,41 mg/ ml et 6,72 + 4,16 mg / ml.

Ces valeurs d’activité antibactérienne Vis-a-vis des SASM semblent conformes a celles
décrites par plusieurs auteurs. Dans une étude portée sur deux types de propolis algérienne
récoltés de deux régions (Segueni et al., 2006) a enregistré une (CMI de 60 a 1200 pg/ml)

pour une propolis récolté de Benibelaid.

Mais en ce qui concerne les SARM, la propolis étudiée semble moins active que celles
rapportées pour une propolis francaise (Boisard et al., 2016) (CMI entre 30 et 97 pg/ml) et
(Grange et Davey, 1990) (CMI =188-375 pg/ml).

L’activité antibactérienne de la propolis étudiée contre les SARM et les SASM peut étre
comparée a celle attribuée a une propolis polonaise montrant des CMI de 0,59 + 0,21mg/ml
pour les SASM et 0,52 £ 0,2 mg/ ml pour les SASM (Wojtyczka et al., 2013).

Par ailleurs elle semble plus importante que celle d'un extrait similaire obtenu a partir d’une

propolis jordanienne (CMI= 4,7 mg/ml contre les SARM) (Darwish et al., 2009).

Nos résultats de la CMI de propolis sur S. aureus (0,585 mg /ml) sont meilleurs que ceux
rapportés par (Hegazi et Abd El Hady, 2002) en Egypte qui étaient 2,2 et 2,6 mg/ ml,
respectivement. Cependant, (Moreno et al.,1999) ont signalé que la propolis collectée en
Argentine avait une valeur de CMI inférieure a 0,04 mg /ml contre la méme souche.

La différence est liée aux différents constituants de propolis collectées dans différentes
régions géographiques (Darwish et al., 2009).

La composition chimique de la propolis est tres complexe et dépend de la flore dans les zones

ou il a été recueilli (Bankova et al., 2000).

Bien que les propriétés antibacteriennes de la propolis ont fait I'objet de nombreuses études, il
est difficile de comparer les résultats, en raison des différentes compositions de propolis et /
ou différentes méthodes utilisées pour I'évaluation de I’activité antibactérienne de la propolis
(Stepanovic et al., 2003 ; Drago et al., 2000).
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Selon (Traoré et al., 2012), lorsque le rapport CMB/CMI d’une substance antibactérienne
est inférieure ou égal a quatre (< 4) cette derniére est qualifiée de substance bactéricide.
Cependant si ce rapport est supérieur a quatre (> 4), alors elle est dite bactériostatique.

Ainsi, EEP étudié a effet bactériostatique sur toutes les souches SASM et SARM étudiées.

CMI=S2

Photographie N° 13: Exemple de CMI de I’EEP vis-a-vis d’une souche SARM

mesurée par macrodilution.

-~ _..‘_:_ CMB:SI > =
'ss | cmi=s: [
pp—— L_

Photographie N° 14: CMB de I’EEP vis-a-vis d’une souche SARM
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8. Synergie entre la propolis et des antibiotiques antistaphylococciques

L'effet combiné in vitro de I'EPP et 12 antibiotiques (FOX, OX, K, TOB, GEN, E, PR, CD,
VA, CIP, TE, SXT) appartenant a différentes familles a été testé pour déterminer s’il existe
une éventuelle synergie.

Les résultats obtenus sont exprimés en diamétres des zones d’inhibition pour les différentes
combinaisons d’EEP et antibiotiques vis-a-vis des souches testées comparées aux diametres

des zones d’inhibitions des antibiotiques testés isolément (photographie N°15).

Cette analyse a révélé une synergie entre EPP et tous les antibiotiques testés pour toutes les
souches SARM étudiées.
Dans notre étude, I'ajout d'EPP a une concentration égale a (0,25 mg /ml) dans le milieu a

augmenté la sensibilité des souches de SARM a tous les antibiotiques.

La différence entre les zones d’inhibition de I’antibiotique seule et celle de ’antibiotique
additionné a I’EEP est significative (p< 0,05) (annexe N°3) avec tous les antibiotiques testés
sauf la clindamycine (P* = 0,109) (figure N° 24). En revanche aucun cas d’antagonisme entre

I’EEP et tous les antibiotiques testés n’a été enregistré.

Le meilleur effet combiné entre la propolis et les antibiotiques a été observé dans le cas de la
TOB et FOX qui appartiennent aux B-lactamines et aminosides, pour lesquels les diamétres
des zones d'inhibition de la croissance sur milieu MH avec addition d'EPP étaient plus grands
de 3 a4 mm que mesures sur milieu MH sans EEP. L’effet le plus faible est enregistré avec la
vancomycine (1mm) (glycopepetides).

Selon (Santos et al., 2002 ; Mirzoeva et al., 1997 ; Krol et al., 1993) le mécanisme de
’activité antibactérienne de la propolis est complexe et peut étre attribué a ’effet synergique
de ses différents constituants actifs comme les composés phénoliques et les flavonoides. En
effet, ces composés auraient la capacité d’augmenter la perméabilité de la membrane et
d’inhiber la mobilité des bactéries, ce qui contribuerait a 1’action antibactérienne de la

propolis et a son synergisme avec les antibiotiques.
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La galagine et l'acide caféique d'EEP sont des agents d'inhibition enzymatiques dans les
bactéries (Koo et al., 2002). L'inhibition de I'ARN polymerase par les composes de la
propolis a été Vérifiée (Takaisi-Kikuni et Schilcher, 1994) et peut expliquer en partie la
synergie de I'EEP avec les medicaments qui agissent en inhibant la synthése protéique

observée (Fernandes Junior et al., 2005).

a: avec EEP b : sans EEP

a : avec EEP b : sans EEP

Photographie N°15: Exemple de I’effet synergique de la propolis et antibiotiques.
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D’autres études in vitro confirment le synergisme entre la propolis et les antibiotiques :
(Krolet al.,1993) ont décrit un effet synergique entre la propolis et les antibiotiques sur la
croissance de S. aureus, mais qui était significative uniquement a une concentration de 600
pg/ml.

(Stepanovic et al., 2003) ont montré qu’il existait des actions antibactériennes synergiques de
la propolis avec I’ampicilline, la ceftriaxone et la doxycycline contre S. aureus et que la
résistance des souches bactériennes aux antibiotiques n’avait pas d’influence sur leur
sensibilité vis a vis de I’extrait de la propolis.

La synergie entre I'EEP et les antibiotiques, avec une réduction nette des valeurs de CMI pour
plusieurs souches, a également été rapportée (Stepanovic et al., 2003; Scazzocchio et al.,
2006,).

Des études de synergisme in vitro, menées par (Fernandes Junior et al., 2005) ont révélé des
effets synergiques des EEP avec le chloramphénicol, la gentamicine, la netilmicine, la
tétracycline, la vancomycine et la clindamycine.

L'EEP est connu pour contenir un certain nombre de composés antimicrobiens, tels que les
polyphénols et les flavonoides. Ceci suggére que la synergie avec les antibiotiques observée
dans cette étude pourrait étre attribuée a de tels composés. Certains de ces composés, comme
les polyphénols, se sont avérés exercer leur action antibactérienne par le biais de perturbations
membranaires. Cette perturbation de la membrane cellulaire couplée a I'action des B-lactames
sur la transpeptidation de la membrane cellulaire pourrait conduire a un effet antimicrobien
accru (Wojtyczka et al., 2013).
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Figure N° 23 : Effet antibactérien de 12 antibiotiques seuls et 1’effet combiné de

I’antibiotique avec EEP vis-a-vis de 9 souches SARM

(A) Gen etGen+EEP
(E) EetE+EEP (F) PR et PR+EEP
(1) CIP CIP+EEP (J) Te et Te+EEP

* Test de rang signé de Wilcoxon avecp < 0,05.

(B) K et K+EEP
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(C) TOB et TOB+EEP
(G) OX et OX+ EEP
(K) SXT et SXT+EEP

(D) CD et CD+EEP
(H) FOX et FOX+EEP
(L) VA et VA+EEP
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La synergie avec tous les antibiotiques testés et I'absence d'antagonisme entre I'EEP et tous
les antibiotiques testés sont des observations importantes de la présente étude. Cependant,
nous considérons que ceux-ci sont des résultats préliminaires mais on doit mesurer la CMI
de EEP en combinaison avec I'antibiotique.

Ainsi, les résultats enregistrés dans la présente étude étaient encourageants bien que des
études cliniques contr6lées soient nécessaires pour définir I'efficacité reelle. Ces études
pourraient déterminer [l'utilisation médicale potentielle de la propolis en combinaison avec
certains antibiotiques contre les Staphylococcus aureus. Puisque les bactéries peuvent étre
résistantes a plusieurs antibiotiques, la synergie rapportée ici est pertinente et la propolis peut

constituer une alternative pour le traitement de ces pathogenes.
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Conclusion

Une mauvaise utilisation des antibiotiques a mené a l'apparition de bactéries résistantes,
notamment les Staphylococcus aureus résistants a la méticiline (SARM). 1l est donc
important de développer de nouvelles classes d'antibiotiques ayant de nouvelles cibles, afin de
contrer la résistance bactérienne.

Le principal objectif de cette these visait a évaluer I’activité antibactérienne de la propolis vis
a vis les bactéries résistantes (SARM). Pour ce faire, nous avons sélectionné des souches

SARM isolées cliniqguement puis étudier leur profil de résistance.

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques nous a permis de détecter 34 souches de S. aureus
résistantes a la méticilline SARM soit (21,11 %) provenant de différents prélévements : pus,
hémocultures, urines, prélevements vaginaux et matériels (cathéters). L’age avancé et le sexe

sont des facteurs de risque d’acquisition des SARM.

L’analyse globale du profil de résistance des SARM aux antibiotiques confirme le caractére
multirésistant de ces bactéries aux différentes familles d’antibiotiques surtouts : aminosides,
macrolides et fluroquionlones.

L’analyse des extraits d’ADN de 24 souches SARM testées par amplification révele la
présence du géne mecA chez 21 souches indiquant que ce géne est responsable de la

meéticillino-résistance chez ces souches.

L'évaluation de l'activité antibactérienne de la propolis a montré que I’EEP présente une
bonne activité antibactérienne vis & vis toutes les souches étudiées SASM et méme les
multirésistantes SARM. Ceci est due probablement a sa composition hautement complexe et
variable. En effet la propolis a de multiples cibles, avec plusieurs constituants agissant en

synergie.

L'ajout de I'EPP a une concentration égale a (0,25 mg /ml) dans le milieu a augmenté la
sensibilite des souches de SARM a tous les antibiotiques testés (la différence est significative
p<0,05).Cette analyse a révélé une synergie entre EPP et tous les antibiotiques testés pour
toutes les souches SARM étudiées. En revanche aucun cas d’antagonisme entre I’EEP et tous
les antibiotiques testés n’a été enregistré.

La synergie rapportée ici est pertinente et la propolis pourrait étre utilisée pour augmenter la

sensibilite des bactéries aux antibiotiques.
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Conclusion

Ces résultats sont tres importants car la résistance aux antibiotiques continue & augmenter
alors que le développement de nouveaux agents antibiotiques, lui, ralenti.

Dans le méme ordre d'idée, il serait pertinent de développer des extractions alternatives,
faisant recours a des solvants non toxiques, permettant d’obtenir des extraits adaptés a un
usage thérapeutique.

Ainsi, les résultats obtenus dans la présente étude étaient encourageants bien que des études
cliniques contrdlées soient nécessaires pour définir I'efficacité réelle. Ces études pourraient
déterminer l'utilisation médicale potentielle de la propolis seul ou en combinaison avec

certains antibiotiques contre les infections a staphylocoques.

En fin la surconsommation d’antibiotique et la diffusion de ces bactéries par le non-respect
des régles d’hygiene sont les deux principaux facteurs de cette résistance. Pour cela on doit
prendre des mesures a tous les niveaux de la société pour réduire I’impact et limiter la

propagation des résistances.
Au niveau individuel

v n’utiliser les antibiotiques que s’ils sont prescrits par un professionnel de santé
qualifié;

v’ toujours respecter les conseils du soignant lorsque vous utilisez des antibiotiques;

v’ prévenir les infections en vous lavant régulierement les mains (figure N° 26) (annexe

N° 6) et en éevitant les contacts proches avec des malades.

Au personnel de la santé
v Prendre des mesures d’hygiéne : lavage des mains, Stérilisation et désinfection
correcte du matériel, renouvellement des sondes urinaires et des cathéters
périphériques ;
v" Adapter I’antibiothérapie a un antibiogramme tout en respectant la durée du traitement

et la dose d’antibiotique.

A la population
v’ Eviter ’automédication en vue d’une diminution de la fréquence des souches de
SARM en milieu communautaire ;

v’ Consulter les médecins en vue d’une antibiothérapie correcte ;

91



Conclusion

v" Respecter la prise des antibiotiques et les doses prescrites et la durée.

Les responsables politiques

v" Veiller a mettre en place un plan d’action national robuste pour endiguer la résistance
aux antibiotiques;

v' Améliorer la surveillance des infections résistantes aux antibiotiques;

v' Renforcer les politiques, les programmes et la mise en ceuvre des mesures de
prévention et de lutte contre les infections;

v' Diffuser les informations sur I’'impact de la résistance aux antibiotiques.
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Résumé

Les Staphylococcus aureus résistants a la méticilline (SARM) sont devenus une des
premicres causes d’infections nosocomiales et communautaires dans le monde entier.

Le principal objectif de cette thése visait a évaluer I’activité antibactérienne de I’extrait
¢thanolique de la propolis EEP vis a vis des bactéries multirésistantes (SARM). Pour ce faire,
nous avons sélectionné des souches SARM isolées cliniquement puis étudier leur profil de
résistance a différentes familles d'antibiotiques. La détection de la résistance a la méticilline a
été complétée par recherche du géne mecA par PCR. La synergie entre I'EEP et de 12

antibiotiques antistaphylococciques a également été étudié.

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques nous a permis de détecter 34 souches de S. aureus
résistantes a la méthicilline SARM soit (21,11 %) provenant de différents prélévements :
pus, hémocultures, urines, prélévements vaginaux et matériels (cathéters).

L’analyse du profil de résistance des SARM aux antibiotiques confirme le caractére
multirésistant de ces bactéries aux différentes familles d’antibiotiques: aminosides,
macrolides et fluoroquinolones.

L’analyse des extraits d’ADN de 24 souches SARM par amplification a révélé la présence du
gene mecA chez 21 souches indiquant que ce gene est responsable de la méticillino résistance
chez ces souches.

L'évaluation de l'activité antibactérienne de la propolis a montré que EEP présentait une
bonne activité antibactérienne vis a vis toutes les souches étudiées SASM et SARM. Les
valeurs moyennes des CMI et CMB contre les souches de SASM étaient successivement de
0,55+ 0,45 mg / ml et de 5,5 £ 4,5 mg / ml. Dans le cas des souches de SARM, la CMI et la
CMB étaient les suivantes: 0,67 += 0,41 mg / ml et 6,72 + 4,16 mg / ml.

L'ajout de ’EEP a une concentration égale a 0,25 mg/ mL dans le milieu a augmenté la
sensibilité des souches de SARM a tous les antibiotiques. Cette analyse a révélé une synergie
entre EPP et tous les antibiotiques testés. En revanche aucun cas d’antagonisme entre ’EEP et
tous les antibiotiques testés n’a été enregistré. La synergie rapportée ici est pertinente et la

propolis peut constituer une alternative pour le traitement de ces pathogenes.

Mots clés : Résistance aux antibiotiques, SARM, mecA, EEP, synergie antibiotique propolis.



Résumé

Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) has come to be one of the primary
causes of nosocomial and community infections worldwide.

The main objective of this thesis was to evaluate the antibacterial activity of propolis ethanol
extract EEP with respect to multidrug-resistant bacteria (MRSA). In order to achieve so,
clinically isolated MRSA strains had been selected and then studied their resistance profile to
different antibiotics families. Methicillin resistance detection has been completed by looking
for mecA gene via PCR. The synergy among EEP and 12 anti-staphylococcal antibiotics has

also been studied.

Antibiotic sensibility study allowed us to detect 34 strains of S. aureus resistant to methicillin
MRSA (21.11%) from diverse samples: pus, blood cultures, urine, vaginal samples and
equipment (catheters).

The resistance profile analysis of antibiotic MRSA approved the multi-resistant nature of
these bacteria to different antibiotics families: aminoglycosides, macrolides and
fluoroquinolones.

DNA extracts Analysis of 24 MRSA strains by amplification indicated the presence of the
mecA gene in 21 strains, showing that this gene was responsible for methicillin resistance in
these strains.

Antibacterial activity assessment of propolis revealed that EEP exhibited worthy antibacterial
activity with respect to all MSSA and MRSA strains. The average MIC and CMB values
against the MSSA strains were respectively 0.55 + 0.45 mg / ml and 5.5 + 4.5 mg / ml. In the
case of MRSA strains, the MIC and CMB were correspondingly: 0.67 + 0.41 mg / ml and
6.72 +4.16 mg / ml.

The addition of EEP at a concentration of 0.25 mg / mL in the medium improved the MRSA
strains sensibility to all antibiotics. This analysis showed a synergy between EPP and all
tested antibiotics. On the other hand, no case of antagonism between PEF and tested
antibiotics was recorded. This reported synergy was relevant, and propolis can be an

alternative for these pathogens treatment.

Key words: Antibiotic resistance, MRSA, mecA, EEP, antibiotic-propolis synergy.



Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) has come to be one of the primary
causes of nosocomial and community infections worldwide. The main objective of this thesis
was to evaluate the antibacterial activity of propolis ethanol extract EEP with respect to
multidrug-resistant bacteria (MRSA). In order to achieve so, clinically isolated MRSA strains
had been selected and then studied their resistance profile to different antibiotics families.
Methicillin resistance detection has been completed by looking for mecA gene via PCR. The

synergy among EEP and 12 anti-staphylococcal antibiotics has also been studied.

Antibiotic sensibility study allowed us to detect 34 strains of S. aureus resistant to methicillin
MRSA (21.11%) from diverse samples: pus, blood cultures, urine, vaginal samples and

equipment (catheters).

The resistance profile analysis of antibiotic MRSA approved the multi-resistant nature of
these bacteria to different antibiotics families: aminoglycosides, macrolides and

fluoroquinolones.

DNA extracts Analysis of 24 MRSA strains by amplification indicated the presence of the
mecA gene in 21 strains, showing that this gene was responsible for methicillin resistance in

these strains.

Antibacterial activity assessment of propolis revealed that EEP exhibited worthy antibacterial
activity with respect to all MSSA and MRSA strains. The average MIC and CMB values
against the MSSA strains were respectively 0.55 + 0.45 mg/ml and 5.5 + 4.5 mg/ml. In the
case of MRSA strains, the MIC and CMB were correspondingly: 0.67 = 0.41 mg/ ml and 6.72
+4.16 mg/ml.

The addition of EEP at a concentration of 0.25 mg/ml in the medium improved the MRSA
strains sensibility to all antibiotics. This analysis showed a synergy between EPP and all
tested antibiotics. On the other hand, no case of antagonism between PEF and tested
antibiotics was recorded. This reported synergy was relevant, and propolis can be an

alternative for these pathogens treatment.

Key words: Antibiotic resistance, MRSA, mecA, EEP, antibiotic-propolis synergy.
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Annexe N°1
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Figure N° 24 : Fiche de lecture APl STAPH.

Figure N° 25 : Mise en évidence des caractéres biochimique par APl STAPH.
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Annexe N° 2

Tableau N° 11: Antibiotiques testés pour S. aureus et leurs valeurs critiques
selon CA-SFM 2017

Diameétres critiques en

Concentrations critiques

Les Antibiotiques | Abréviation | Charge mm CMI en pg/ml
des Résistantes | Sensibles | Résistantes | Sensibles
disques R< S> R > S<

B-lactamines:

Pénicilline G P 10pug 26 26 0,12 0,12
Oxacilline OoX Sug 20 20 2 2
Céfoxitine Cx /[FOX 30ug 25 27 8 4
Céftaroline CN Sug 19 21 1 1

Aminosides

Gentamicine GEN 10ug 18 18 1 1

Kanamycine K 30ug 18 18 8 8

Tobramycine TOB 10ug 18 18 1 1
Macrolides

Erythromycine E 15ug 18 21 1 2
Lincosamides
Clindamycine CM/CD 2ug 19 22 0,25 0,5
Streptogramines
Quinupristine+Dalf QDF 15pg 18 21 1 2
omycine
Pristinamycine PR/PT 15pg 19 22 1 2
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Fluoroquinolones CIP Sug 21 21 1 1
Ciprofloxacine
Norfloxacine NOR 10ug / 17 / /
Levofloxacine LVX Sug 22 22 1 1
Glycopéptides VA 30ug / / 2 2
Vancomycine
Teicoplanine TEC 30ug / / 2 2
Tétracyclines
Tetracycline TE 30ug 19 22 1 1
Cotrimoxazole
Trimethoprime+Sul SXT 1,25+2 14 17 2 4
famides 3,75
Oxazolidinones
Linézolide LIN 10pg 21 21 4 4
Lipopéptides
Daptomycine DA / / 1 1
Autres
Fosfomycine FOS 200ug 23 23 32 32
Rifampicine RIF Sug 23 26 0,06 0,2
Acide fusidique FA 10ug 24 24 1 1
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Annexe N° 3

Photographie N°16 : Effet synergique de la propolis et antibiotiques
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Annexe N° 4

Diameétre des zones d’inhibition (synergie antibiotique propolis)

* Test de rang signé de Wilcoxon a échantillons associées p < 0.05.

1. p-lactamines

0X=11,222+6,59
OX+EEP=12,8889+ 6,8477 P*=0,042

Recapitulatif du test " hwypothése

Hypothé=e nulle Test Sig. D&ci=ion
T.egtfde rang . :
La médiane des différences entrg 3M* de Rejeter |
1 - B ilcoxon a 032 hypotheze
0x et OX_EEF est 2gale a 0. echantillon=s nulle.
associes

Le=z significations asymptotiques sant affichées. Le niveau de significatio
as.

FOX=12,111+3,2238
FOX+EEP=15,444+ 6,680 P*=0,027

Récapitulatif du test d"hnypothése

Hypothése nulle Tast Sig. Decizion
Test de rang : :
La médiane des différences entr& 9ne de etz |
1 z = ilzoxan a 027 | hypothése
FOX. et FOX_EEFP est &2gale aD'échantill-:-nS nulle.
associés

Les significations asymptotiques sont affichées. Le niveau de significatio
o5,

2. Aminosides

Gen =16,556+-3,053
Gen +EEP =17,8889 +-3,6953 P*=0,014
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Hypothesis Test Summany
MHull Hypothesis Test Sig. Decizion
Related- :
The median of differences betl.meair‘?mpleg HEIEERE
1 Gen and Gen_EEF equalzs0 ilzoxon 014 Sl
= 1 : Signed Rank hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level i= 05,

TOB=14 + 7,657
TOB+EEP=17,55+ 7,581 P*=0,011

Récapitulatif du test d’wpothése

Hypothé=se nulle Tes=t Sig. D&cision

Test de rang

1 La médiane des différences entré 3N de

- . ilcoxan a
TOB et TOB_EEF e=t 2gale a D'échantillnng

associas

Rejeter I’

011 hypothésze

nulle.

Les significations asymptotiques zont affichées. Le niveau de significatio

0.

K=12 ,11+4,522
K+EEP=14+ 5,156 P* =0,017

Récapitulatif du test o wpothése

Hypothése nulle Ta=t Sig. Daci=sion
Test de rang
- - jigné de Rejeter I
1 I;fl?laE-:E;n:ﬁdléeg;IZferncegentre ilcoxon A 017 | hypothése
= 4 : échantillons nulle.
associas

Le= significations asymptotiques sant affichées. Le niveau de signification

05,

3.Macrolides

CD=13 + 8,216
CD+EEP=14,444+8,59 P*=0,109
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Récapitulatif du test " hypothése

Hypotheé=s nulle Te=t Sig. D&cision
Test de rang .
La médiane des différences entr& @ne d= et |
1 - P ilco=on a 109 hypothese
B mit sy 2181 est Ggale 0L achantillons nulle.
associés

Le=z significations asymptotiques sont affichées. Le niwveau de significatio
5.

E=13,22+7,032
E+EEP=15,55+ 8,438 P* =0,027

Récapitulatif du test d'hwpothése

Hypothése nulle Te=t Sig. D&cision
Test de rang
& f igné de Rejeter I
1 I;fEmEE':Egn:StdéES:IT?EHGES entre Biflcoman 4 027 hypothése
- d : cdchantillons nulle.
associés

Le=s significations asymptotiques sont affichées. Le niveau de signification
o5,

PR=19 ,66+7,055
PR+EEP=21,88+ 7,652 P*=0,039

Récapitulatif du test o hypothése

Hypoth&=e nulle Te=t Sig. Dacision
Test de rang
o - igné de Rejeter I
1 La mediane des dlf_ferenc:eﬁ Entr%ll’ilc-:-:x:-:-n B 039 hwpathéze
PR e PRIFEP e cgale & 0. cchantillons nulle.

associes

Les significations asymptotiques sont affichées. Le niweau de significatio
as.

4.Glycopeptides

VA=17,777+0,747

VA+EEP=18,6667+ 1,385 P*=0,039
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Récapitulatif du test d'hypothése

Hypothése nulle Test Sig. D&cisian
Test de rang . :
La médiane des différences entrd 9N° de Rejeter |
1 s etva_EEP est égale 30. Elgf;lﬁ?l?oig A8 hypothase
assaciés

Les significations asymptotiques sant affichées. Le niveau de significatio
05,

5.Fluoroquinolones

CIP=16,222+7,967
CIP+EEP=18,7778+ 7,865 P* = 0,011

Récapitulatif du test d'hwpothése

Hypotheése nulle Test Sig. D&cizion

Test de rang

La madiane des différences entr igne de Hejeterxl"
1 : : : B ilcoxon 3 011 hypothesze
Cip et Cip_EEF est &gale a 0. &chantillans myA ey
associés

Le=s significations asymptotiques sont affichées. Le niveau de significatio
05,

6.Tétracyclines

Te=17,777+5,486
Te+EEP=20+ 5,569 P* =0,011

Récapitulatif du test o’ wpothése

Hypothése nulle Test Sig. Dacision
Test de rang : ;
La médiane des différences entré 3 92 Szjetar |
1 : - ilzoxon A 011 hypothése
Te et Te_EEF est egale 3 0. sehantillons ey
associés

Les significations asymptotiques sant affichées. Le niveau de significatio
a5,
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7.Cotrimoxazole

SXT=20+9,175
SXT+EEP=22,33+ 8,080 P*=0,016

Récapitulatif du test o’ hypothése

Hypothiése nulle Test Sig. Dacision
Test de rang ) .
La médiane des différences entréan® 92 FiefeiEg |
1 z : ilcoxan 3 016 | hypothése
SxT et SXT_EEF est 2gale 3 0. Echantillons nulle.
associés

Les significations asymptotiques sont affichées. Le niveau de significatio
05,
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Annexe N° 5

1. Composition chimique du tampon TBE (10X)

Tris 10,78 ¢
Acide borique 55 ¢ pH=8
EDTA 0,74 ¢
Qsp H20 100 ml

Ajuster le pH avec HCI

2. Composition chimique du tampon de charge : bleu de bromophénol (6X) pour gel

d’agarose

Bleu de bromophénol (0,025% m/v) 25mg
Glycerol 3% 3,3ml
H20 6,7 ml

Agiter jusqu’a compléte dissolution, stocker a 4 °C
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3 .Préparation de I’étalon de turbidité Mc Farland 0,5% (0,5 /ml)

BaCl2 a 0,048 mol/l (1,175% p/v BaCl2-2H20) 0,5ml

H 2S04 0,18 mol/l (0,36 N) de H2S04 (1% v/v) 99,5 ml

1 .Ajouter 0,5 ml de la solution BaCl20,048 mol/l a4 99,5 ml d’une solution 0,18 mol/l de
H2S04 (1% v/v) et agiter vigoureusement.

2. Vérifier la densité de la suspension a 1’aide d’un spectrophotométre avec un faisceau de 1
cm et des cuvettes assorties. L’absorbance a 625 nm doit étre comprise entre 0,08 et 0,13.

3. Distribuer la suspension dans des tubes de méme taille que ceux utilisés pour ajuster
I’inoculum. Sceller les tubes.

4. Une fois scellés, conserver ces tubes a température ambiante et a I’abri de la lumiere.

5. Avant usage, mélanger vigoureusement le tube a I’aide d’un Vortex.

6. .Renouveler 1’étalon ou vérifier son absorbance aprés 6 mois de conservation.
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Je me lave les mains

f’w& a.arg

Figure N° 26: étapes du lavage des mains.





