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Introduction

L’infection est un élément aggravant sur la santé humaine et engendre des risques tels
que I’amputation. Elle est due a la présence d’une flore bactérienne retrouvée au niveau du
site d’infection (sang, urine, peau, cavité nasal, ...) telle que les Cocci Gram positifs
Staphylocoque doré ( S. aureus), Staphylocogue coagulas négatif, Streptocoque,
Entérocoque), les Bacilles Gram négatif : Proteus sp., Escherichia coli (E. coli), Klebsiella

sp. , Enterobacter sp., Pseudomonas sp. (Kavitha et al., 2014 ; Guiraet al., 2015).

Les infections contractées en milieu hospitalier, dites infections nosocomiales,
constituent un probléme de santé publique. L’émergence de la multi-résistance chez les
bactéries limite le choix thérapeutique et entraine une augmentation du taux de mortalité, de
morbidité, une durée prolongée de séjour hospitalier et un codt élevé (Bull et al., 1996 ;
Pechére et al., 1992). En Europe, l'incidence des infections nosocomiales représente entre 5,5
et 9,9 % des admissions a I'Hopital (Maugat et al., 2003) .

Ainsi, de nombreux patients sortent de I’Hopital porteuses de bactéries multi résistantes
susceptibles de les transmettre a leur proches. Les souches de S. aureus résistantes a la

meticilline sont les plus isolée en milieu communautaire (Weber et al., 2000 ;Wolffe, 2001).

La thérapeutique des infections bactérienne se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques qui représentent 1’'un des groupes de médicaments les plus employés en
médecine. Cependant, 1’'usage massif et parfois abusif de ces derniers a contribué¢ a
I’émergence de bactéries multi-résistantes (BMR), parmi ces bactéries, S. aureus et
Acinetobacter baumannii qui sont considérés comme étant les pathogénes multi-résistant les
plus redoutés dans les infections nosocomiales et communautaires (Chambers, 1997 ;
Cavallo et al., 2004 ; Nour et al., 2005 ; Schelz, 2006 ; Gordon et Wareham, 2010; Fadli
etal., 2012).

La résistance bactérienne aux antibiotiques est une priorité de santé publique qui
nécessite des actions concertées, tant en médecine de ville que dans les établissements de
santé (Simonsen et al., 2004).

La progression mondiale de la résistance aux antibactériens est actuellement un
probleme de santé publique (Spellberg et al., 2004).

L’émergence et la propagation de la résistance aux antimicrobiens sont le résultat d’une
pression sélective exercée par les antibiotiques et de la transmission de bactéries multi

résistantes. En conduit une impasse thérapeutique (Simonsen et al., 2004).



Introduction

A cause les bactéries multi résistantes (BMR).Les antibiotiques conventionnels
commencent a devenir inefficaces et des bactéries qu’a une époque étaient controlées,
commencent a devenir de plus en plus pathogenes ( Chantal, 2016) .

Face a ces problémes, les scientifiques se sont orientés vers la recherche de solutions
alternatives, notamment des médecines dites douces, basées sur les propriétés des plantes

Médicinales de fagon génerale et des plantes aromatiques en particulier, I’utilisation des
actifs dérivant des plantes .et qui constituent un arsenal thérapeutique et une source d’agents
antibactérienne trés importants et sans apparition de résistance a long terme (Haddouchi et
Benmansour, 2008 ; Girard, 2010).

L’utilisation des huiles essentielles en médecine traditionnelle a donné naissance a une
nouvelle thérapie dite « aromathérapie » qui utilise I’essence ou I’échantillon aromatique
volatile pour soigner, calmer ou prévenir les maladies, les infections et les difficultés
respiratoires (Lahlou, 2004).

Le but de notre travail est d’établir le profil bactériologique de I’infection, les germes
pathogenes qui existent dans les prélevements biologiques de déférente origine, Pour cela,
nous avons isolé des souches bactériennes multi résistante des malades. Ensuite, une
identification par méthodes microbiologiques de ses souches a été realisee. Enfin, on a évalué
I’activité antibactérienne des 5 huiles essenticlles aromatiques commercial pour les quelles
peu de travaux ont été réalisés par la technique des disques et la techniques des puits. Avec

un étude statistique de lépidomologie de ces infections.
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Chapitre | Quelques infections Bactériennes

Dans ce chapitre, nous allons présenter des exemples sur quelques infections
bactériennes avec de différents tropismes tissulaires.
I.1.Définition des urines

L'urine, telle que produite par les mammiferes, est un fluide transparent, stérile et de
couleur ambre généré par les reins. Les reins extraient les déchets solubles de la circulation
sanguine, ainsi que l'excés d'eau, les sucres et une variété d'autres composés. L'urine
résultante contient de fortes concentrations d'urée (provenant du métabolisme des acides
aminés), de sels inorganiques (chlorure, sodium et potassium), de créatinine, d'ammoniac,
d'acides organiques, de diverses toxines hydrosolubles et de produits pigmentés de
dégradation de I'hémoglobine, dont lI'urobiline, qui donne l'urine sa couleur caractéristique
Les principaux constituants de I’urine c’est I’eau 950g/1 et urée 20 a 30g/1 (Lobel et Claud.,
2007).

I.1.1.L’infection urinaire

L’infection du tractus urinaire (ITU) correspond a I’adhérence (Tostain et al., 1999.), la
multiplication (Bruyere et al., 2008) et la persistance d’un ou plusieurs agents infectieux au
sein des différents segments composant le tractus de I’appareil urinaire générant ainsi une
réaction inflammatoire.(Hunstadt et al., 2010).

Les infections urinaires (IU) correspondent a I’agression d’un tissu de 1’arbre urinaire
par un ou plusieurs micro-organismes générant une réponse inflammatoire et des symptémes
de nature et d’intensité variable selon le terrain.

La définition bactériologique de I’infection urinaire repose sur la concentration
bactérienne trouvée dans les urines sous réserve d’un recueil adéquat du prélévement. (Marks
etal ., 1998 ; Lindsay et al., 2005 ; Lacobelli et al., 2009).
1.1.2.Agents étiologiques

Les infections urinaires sont genéralement causées par un seul microorganisme.
L’Escherichia coli est 1’agent responsable dans plus de 80 % des infections et le S. aureus
dans 10 % a 15 % des infections. Occasionnellement, d’autres agents infectieux peuvent étre
impliqués tels que le Klebsiella sp., le Proteus mirabilis et I’Enterococcus faecalis .

L’¢étiologie de I’infection urinaire varie selon les facteurs de risque et le type d’infection

(complique versus non compliqué).
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Tableau 1 : Agents en cause dans les infections urinaires. (I’Agence Francaise de Sécurité

Sanitaire des Produits de Santé (Afssaps).

Cystite aigué simple

Pyélonéphrite aigué

Pyélonéphrite aigué

Prostatite aigué

Simple Compliquée
-E. coli 70-95% -E. coli -E. coli (fréquence -E. coli+++
-Klebsilella sp. | -Entérobactéries moindre) -Pseudomonas
Proteus sp : - Staphylococcus -Proteus mirabilis sp +
15-25% saprophyticus (trés -Enterococcus sp. -Citrobacter  sp.

-Staphylococcus

rare)

+

saprophyticus :
(1-4%) en France
selon Afssaps

I.1.3.Examen cytobactériologiques des urines (ECBU) (Aspevall et al ., 2001)

Le diagnostic de I’IU se base sur I’anamnése, I’examen clinique et des paramétres de
laboratoire. Ainsi, ’ECBU est le seul élément diagnostique de certitude de I’infection urinaire
isolant la bactérie causale et étudiant sa sensibilité aux antibiotiques. Cet examen comprend
plusieurs étapes : L’examen direct pour rechercher des leucocytes et des bactéries dans les
urines.

La culture quantitative de 1’urine, considérée comme I’examen de référence qui permet
un diagnostic de certitude ;

L’antibiogramme qui étudie la sensibilit¢ des germes isolés aux antibiotiques, et qui

permet d’adapter le traitement.

1.1.3.1.Les indications de PTECBU

Se fait classiquement sur I’association de signes cliniques d’I.U. et d’un ECBU positif.
Cette définition pose probléme puisque:

Selon les signes cliniques classiques d’1.U. sont peu exploitables en réanimation :

* Signes généraux : fievre ou hypothermie (et biologiquement: hyperleucocytose ou
leucopenie) sont multifactoriels en réanimation (infections extra-urinaires, traumatismes,
hématomes profonds, pathologies thromboemboliques, etc...)

« Signes fonctionnels urinaires: dysurie, pollakiurie, impériosités mictionnelles,
pesanteur pelvienne ne sont pas interprétables du fait de la présence d’une sonde vésicale chez

prés de 88 % des patients de réanimation (REA-Raisin, 2013 ; Tambyah, 2000).
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* Signes physiques : douleur & la palpation des fosses lombaires ou de la prostate chez

I’homme peuvent étre ininterprétables du fait d’un état neurologique altéré (coma,

médicaments sédatifs ou analgésiques).

Tableau 2: Types des infection urinaire (Emonet et al ., 2011).
Types d'infection Définitions Symptomes Examens Traitement
complémentaires
Cysuce simple Absence d'écat fébride, chez Pollakiurie, dysurte. Sux/sédicnent urinsire pour Yoir recommandations
Ia ferme en bonne sancé hématurie, besoin augmenter sensbilicdspéeificicd | canconales genevoises (tableau 1)
non gravide Empérieux et éviter antibiothérapie inutile
Cystite récurrente | Récidives de cystite malgre Comme cystite simple Sédiment et culture d'urine Anvbiothérapie de cing jours,
chez la femme en | une antiblochérapie avant traiterment. Pas adaprée aux cultures ec
bonne santé non préalable adaprée d'indication impérative 4 des antibiothéraples préalables
gravide investigations urologiques
Bactériurie Culture d'urine positive Absents Recherche éventuelle de Toujours chez femme enceinte
asymptomatique > 10ES cfuw/ml lors d'un prostatite chronique chez (fosfomycine dose unique ou
prédévement d'urines mi-jee, Fhomme céfurcximeaxétil 5 jours) et
en labsence de symptémes parfols chez greffés rémux
d'infection urinaire Diabéte: pas de traitement
Pyélonéphrite Infection urinaire fébrile, Avec ou sans cystite, Sédiment et culture d'urine Ciprof PO, précédé
simple sans argument pour une douleurs & b percussion avant traitement. Pas d'une dose de co‘maxono 2gIV.
prosatke, ni pour un obstacle | de h loge rénale, fiévre dindication impérative 3 des Suivi clinique et cultures
ou une atweinte bilatérale, Investigations urclogiques, 3 48 heures
chez une personne en boane 4 discuter si Proteus spp.
santé Prise de sang pour SIRS et
créatinine £ hémocultures
Pyélonéphrice Un ou plusiours critéres tels | Comme pydoo‘phm avec | Bian urinaire, sanguin avec Amoxiciline-clavulanate #
compliquée que: atteinte bilatérale, syndeome | hér frures o¢ uro-CT nanf cine ou pipéracilin
emphysémateuse, obstructive, | important, possible «pm puss injectd nmbacmn ou imipénem
bedda pagienc | sévére ou choc septique,
compromis, choc septique possibles coliques
néphrétiques, persistance
d'un étac Kbrile malgré
antiblothérapie adéquate
Pr sigue Infl aigué du tssu Dysurie. pollakiurie. Sédinsent et culture d'urine. IV: quinolones ou bithérapie
prostatique avec dysurie douleurs 3 Fégaculation, Parfois hémocultures, avec avr-nod osides.
et état fébrile frisson, fidvre, toucher Recherche dabcds pr iy PO: cpr cine ou TMPSMX.
rectal dodoureux selon gravité et évolution. Durée: 2 3 4 semaines au total
Réle du PSA débattu, semble
avoir une bonne VPN

1.2.Définition de pus

La pus est certainement plus fluide que le sang qui se trouve avec lui dans ces

mémes arteres.

Nous voyons

que dans

les suppurations purulentes

qui  suivent les

inflammations, le pus se rassemble et s'écoule seul. Cette humeur est forte, alors les arteres ne

peuvent donner passage au sang qui se trouvait confondu avec lui dans ces vaisseaux : Or, ces

issues ne peuvent étre que celles qui fournissent un passage aux fluides que les capillaires

artériels déposent continuellement dans le tissu des graisses, ou dans des vaisseaux qui ne

recoivent que des flux privés de sang. Ainsi, ces capillaires artériels ne peuvent-ils pas,

pendant une inflammation, déposer dans ces vaisseaux ou dans ce tissu la plus grande partie

du pus qui se forme et arréte dans ces capillaires la circulation du sang (Chidia, 2007).
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1.2.1.L’infection

L’infection est définie par une invasion tissulaire avec multiplication de micro-
organismes entrainant des dégats tissulaires avec ou sans réponse inflammatoire de
I’organisme.
1.2.1.1.Les infections superficielles

Concernent les couches tissulaires au-dessus de 1’aponévrose superficielle, séparant
I’hypoderme de la couche musculaire sous-jacente (TAYIBI, 2019).
1.2.1.2.Les infections profondes
Elles touchent ’aponévrose superficielle, les muscles ou les structures ostéo articulaires.
1.2.2.Agents étiologiques

La colonisation est un phénomene physiologique développé sur toute la peau. Elle est
lice a des espéces bacteriennes provenant de la flore commensale cutanée, des flores
endogenes ou de I’environnement (Bowler et al., 2001). La flore colonisant est composée de
bactéries aérobies et anaérobies peu virulentes (Karchmer et al., 1994 ; Diamantopoulos et
al., 1998). Elle peut étre modifiée en cas de diabéte, devenant plus polymorphe avec
apparition de cocci a Gram positif plus virulents comme S. aureus ou Streptococcus pyogenes
1.3.Définition de liquide péritonéal

Le péritoine est une membrane séreuse continue (formée par une couche simple de
cellules épithéliales), qui tapisse entierement les parois de la cavité abdomino-pelvienne et ses
visceres, et qui enveloppe en totalité ou en partie les organes qui y sont contenus, c’est a dire
I’appareil digestif et les organes génitaux féminins (Erahaoui, 2020).
1.3.1.Symptdome de péritonite

Les patients avec une péritonite se présentent habituellement avec un dialysat trouble et
des douleurs abdominales ; cependant, méme si le dialysat est clair, le diagnostic différentiel
de péritonite doit toujours étre envisagé chez les patients en dialyse péritonéale qui ont une
douleur abdominale dans la mesure ou certains se présentent avec ce tableau. D’autres causes,
telles que la constipation, une colique néphrétique ou hépatique, un ulcére peptique, une
pancréatite, ou une perforation intestinale aigiie, doivent aussi étre recherchées chez les
patients présentant une douleur abdominale avec liquide de drainage clair.
1.3.2.Agents étiologiques

La flore des liquides péritonéaux aprés péritonite se modifie avec le nombre de ré
interventions chirurgicales et la pression de sélection générée par les antibiotiques

administrés (Swenson, 2009). On constate I’apparition progressive de germes non couverts
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par I’antibiothérapie standard: entérobactéries productrices de Béta-lactamase a spectre étendu
(BLSE), P.aeruginosa, Enterococcus sp. et Candida sp.(Augustin et al.,
2010 ; Montravers, 2015). Concernant plus spécifiquement les Entérocoques, une étude
multicentrique a observé le profil microbiologique de 331 péritonites (% communautaire, %
nosocomial). Elle retrouvait presque 2 fois plus d’entérocoques dans les péritonites d’origine
nosocomiale que dans celles d’origine communautaire (24 versus 14 % des germes). Ce
résultat était associé & une augmentation de la mortalité en analyse uni variée mais pas en
analyse multi variée (Montravers et al., 2009).
1.3.3.Diagnostique de péritonite

Le diagnostic de péritonite infectieuse est posé apres confrontation des résultats du
laboratoire de bactériologie et des données cliniques. Ainsi le diagnostic de péritonite est
retenu, si au moins deux des trois critéres suivants sont réunis :

1) douleurs abdominales ou liquide péritonéal trouble,

2) nombre de leucocytes supérieur a 100 par mm3 dans le liquide de drainage avec un
taux de neutrophiles supérieurs a 50%

3) culture bactériologique et/ou examen microscopique positif.
1.3.3.1.Examen complémentaire
Il est réalisé a 1’aide de 1’échographie abdominale et IRM (Imagerie Radio Magnétique)
abdomino-pelvienne (https://radiologykey.com/ascites-and-peritoneal-fluidcollections/)
(Naveau et Balian, 2012).

I.4.Définition de I’écoulement nasal
La cavité nasale antérieure est limitée latéralement par les ailes du nez, médialement par
la cloison nasale, prolongée en arriére par la muqueuse nasale (Bensnouci et Bentrar, 2016).
Les sinus et une grande partie de la surface des cavités nasales possédent une muqueuse
de type respiratoire constituée : d’un épithélium cylindrique pseudo stratifié et cili¢é qui
contient des cellules basales, des cellules ciliées, et des cellules mucipares, quant au chorion,

il est richement vascularisé et il comprend des glandes séromuqueuses (Pruliere, 2019).
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1.4.1.La physiologie de la muqueuse nasale

La muqueuse nasale est munie de glandes sécrétrices séromuqueuses, séreuses et
caliciformes, les cellules muqueuses caliciformes sont les plus nombreuses et responsables de
la sécrétion du mucus qui forme une sorte de film continu; ou ils sont piégés des bactéries, des
virus et des allergeénes en plus de ses propriétés d’humidification et d'hydratation des voies
aérienne (Selmani, 2021).
1.4.2.Agents étiologiques

Les staphylocoques sont des bactéries de la flore commensale cutanée et des muqueuses
de 1'homme et de nombreuses especes animales. Chez 1°‘homme, les staphylocoques font
partie de la flore résidente cutanée qui joue un rdéle important dans 1‘équilibre physico-
chimique de la peau et constitue une barriére contre 1‘implantation de bactéries de la flore
transitoire, mais aussi responsable d‘infections communautaires et nosocomiales a différentes
localisations.( Bensnouci Et Bentrar, 2016).
1.4.3.Symptomes
Le diagnostic positif — valeur de I’interrogatoire (Bonfils, 2005 ; Bonfils, 1998)
Le diagnostic « positif » d’un dysfonctionnement rhino-sinusien chronique est un « diagnostic
exclusivement d’interrogatoire ». Il doit étre posé devant la présence de certains symptomes
que I’on peut regrouper en trois syndromes un syndrome respiratoire : obstruction nasale,
rhinorrhée antérieure, rhinorrhée postérieure, éternuements, pesanteurs et douleurs de la face ;
un syndrome sensoriel : dysosmie (trouble de I’odorat) quantitative et/ou qualitative. La
dysosmie qualitative est essentiellement une hyposmie, voire une anosmie. La dysosmie
qualitative est essentiellement une cacosmie, c¢’est-a-dire la perception d’une mauvaise odeur
dans le nez, odeur parfois percue par I’entourage ; un syndrome tumoral : €pistaxis, méme
modérés, déformation faciale, troubles orbitaires (exophtalmie, paralysie oculomotrice),

mobilité anormale des dents.
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11.1.Généralités

Les antibiotiques ont été la révolution du vingtiéme siécle pour le traitement des
maladies infectieuses bactériennes. Ils sont indispensables et personne ne songerait a discuter
leurs indications pour le traitement des infections. Mais il est clair que leur facilité
d’utilisation, I’habitude de traiter des maladies supposées infectieuses a conduit a la
géneralisation de I’usage des antibiotiques dans des circonstances cliniques qui ne se justifient

pas (Gastmeier et al., 2000).

11.2.Définition
Du grec anti : « contre » et bios : «la vie ». Au sens strict, les antibiotiques sont des
agents ,antibactériens naturels d’origine biologique ; qui, a basse concentration, peuvent
inhiber la croissance des micro-organismes. lls sont élaborés par des microorganismes,
champignons et diverses bactéries. Les produits employés actuellement sont des dérivés semi-
synthétiques préparés par modification de produits de base naturels (Ndiaye , 2005).
11.3.Classification des antibiotiques
I1.3.1.Classification selon I’origine
Les antibiotiques sont classés suivant leur origine en :
Antibiotiques naturels: élaborés par des microorganismes telluriques procaryotes ou
eucaryotes: Bactéries du sol : Streptomyces - Actinomyces, Pseudomonas sp.
Champignons: Pénicillium sp., Fusarium sp.
Antibiotiques de synthése : Rarement issus de pure synthése : ex. quinolones (1962).
Actuellement, les antibiotiques sont trés souvent obtenus par semi-synthese (Petit, 2012).
11.3.2.Selon la nature chimique
Fondée sur la structure chimique de base d’un chef de file, premier d’une série, elle
regroupe « en familles » ou « classes » des produits ayant des caractéristiques communes : de
structure, de spectre d’activité, de cible moléculaire bactérienne, de sensibilit¢ a des
mécanismes de résistance (résistances croisées) et d’indications cliniques.( Ben Youssef et
al., 2015).
11.3.3.Classification selon I’activité antibactérienne
En se basant sur les paramétres suivants: temps dépendance, concentration dépendance
et I'effet post antibiotique, on distingue deux classes d'antibiotiques: antibiotiques bactéricides

et bactériostatiques (Francoise et Paul, 2007).
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Les bactéricides: entrainent une destruction bactérienne. Exemple: les béta-lactamines,
les aminosides, les quinolones, vancomycine et sulfaméthoxazol -tri méthoprirne.

Les bactériostatiques: arrét de la multiplication bactérienne (CMI tres élevée).

Exemples : le chloramphénicol, les lincosamines, les macrolides, les sulfamides, les
tétracyclines.

Tableau 3 : Les principaux antibiotiques et leur classification (Joffin et Leyral, 2014).

Famille Antibiotiques Spectre d’action

Aminosides Streptomycine, Kanamycine, Large (bacilles & gram négatif, certaines
Gentamycine, Gobramycine, bacilles & gram positif).
Amikacine.

B-lactamines Pénicilline G Etroit (cocci a gram positif et a gram

négatif).

Pénicilline V Etriotre (bacille & gram positive )
Pipéracilline Large ( bacilles a grame négatif)

Tétracyclines Tétracycline, Minocycline, Large (gram négatif, gram positif).
Doxyciciline

Phénicoles Chloramphénicol Large (gram négatif, gram positif
Thiamphénicol

Sulfamides Sulfadiazine, Sulfamaxole, Large (gram négatif, gram positif).
Sulfaméthaxazole.

Diminopyrimidines | Triméthoprime Large (gram négatif, gram positif).

Quinolones Acide nalidixique Etroit (bacille & gram négatif).
Enoxacine Large (gram négatif et positif).

11.4.Mode d’action

Les antibiotiques agissent a des sites différents au niveau des bactéries : la paroi
bactérienne, la membrane cytoplasmique, les ribosomes, la synthése de I’ADN etc. Ces
mécanismes d’action font entrer en jeu des interactions entre antibiotique et cible d’action.
L’action de I’antibiotique sur une espece bactérienne dépend donc de la présence de la cible
au sein de la cellule bactérienne ou de la capacité d’accés a cette cible.

La connaissance des mécanismes d’action des antibiotiques est indispensable pour la
connaissance des mécanismes de résistance des bactéries donc une meilleure utilisation des
antibiotiques (Mangin, 2016).
11.5.Définition de la résistance bactérienne

La résistance aux antibiotiques constitue aujourd’hui I’une des plus graves menaces
pesant sur la santé mondiale, la sécurité alimentaire et le développement économique .Les

antibiotiques ont permis de faire considérablement reculer la mortalité associée aux maladies
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infectieuses au cours du 20eme siécle, leur utilisation massive et répétée a conduit a

I’apparition de bactéries resistantes a ces médicaments (www.eureka santé.vidal.fr).

11.5.1. Types de résistances bactériennes
11.5.1.1.La résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinséque est un caractere d’espéce qui touche toutes les
cellules de toutes les souches alors que la résistance acquise est un caractére qui ne concerne
que quelques (ou parfois de nombreuses) souches d’une espéce donnée. La résistance
naturelle est stable, transmise a la descendance mais pas ou peu transmissible sur un mode
horizontal. Inversement, la résistance acquise est moins stable, mais elle se propage souvent
de facon importante dans le monde bactérien. La résistance naturelle a pour support génétique
le chromosome bactérien et elle permet de définir le spectre d’activité des antibiotiques
(Faucheére et Avril, 2002).
11.5.1.2.Résistance acquise

Les resistances acquises dues a des modifications génetiques, chromosomiques ou
plasmidiques. Elles ne concernent que quelques souches, d’une méme espéce, normalement

sensibles a un antibiotique donné (Traore, 2009).

11.6.Les bactéries multi-résistantes

Les bactéries sont dites multi résistantes aux antibiotiques lorsque, du fait de
l'accumulation des résistances naturelles et acquises, elles ne sont plus sensibles qu'a un petit

nombre d'antibiotiques habituellement actifs en thérapeutique (Bouka, 2012).

BMR un terme trés couramment utilisée méme si elle ne répond pas a une définition
univoque. Il est d’usage de parler de multi résistance face a « une bactérie qui, fait de
I’accumulation de résistances naturelles ou acquises, n’est plus sensible qu’a un petit nombre

d’antibiotique. (Lozniewski et Rabaud, 2010).

11.7.Mécanismes de résistance aux antibiotiques

Il existe deux grands types de résistance aux antibiotiques, la résistance intrinséque et la
résistance acquise. La résistance intrinseque (ou naturelle ou insensibilité) est présente chez
toutes les bactéries de la méme espéce ou du méme genre bactérien. Elle délimite le spectre

d’action des antibiotiques. Par exemple, la présence d’'une membrane externe chez les bacilles
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a Gram négatif entraine la résistance a diverses classes de molécules par imperméabilité
(glycopeptides, macrolides, lincosamides, streptogramines, etc...).

A 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.

Sur le plan biochimique, les bactéries ont développé quatre grands mécanismes
d’acquisition de la résistance (Courvalin, 2008 ; Gellen et Dautremer, 2007; Y.Rio et al .,

2002 ). Les mécanismes (figure 4).

Mécanismes de résistance a |'antibiotique

La diminution de la perméabilité
de la membrane empéche
I'antibiotique d'entrer

»
> " ,' ™
(Cho v-' »-'I st

J" ’o

Pompe

Antibiotique
refoulé

décomposés par les enzymes

Figurel: Mécanismes de résistance aux antibiotiques.
http://reflexions.ulg.ac.be/cms/c 12956/antibiotiques-

contrebacteries?portal=j 55&printView=true
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Tableau 4: Mécanismes de résistances aux ATB ( Stephen et Palumbi, 2001 ; Jean-Marie,

2004) :
Mécanisme Explication Exemple
Mutation de la cible Mutation qui modifie le site de fixation de | Resistance a la
I’antibiotique Streptomycine
Modification de la cible | Modification chimique du site de fixation sans | Resistances aux
atteinte du génome Macrolides
Surexposition de la | Production de macromolécules permettant le
cible développement de la bactérie malgré la
présence de I’antibiotique
Contournement Activation d’une voie
métabolique métabolique alternative a la place de celle
bloquée par I’antibiotique
Modification Synthése d’enzymes rendant Resistances aux
d’antibiotique I’antibiotique inactif Betalactamines
Réduction de la | En réduisant le nombre de porine empéchant
perméabilité ainsi la pénétration de I’antibiotique
L’efflux des | Elimination des antibiotiques par Pompage Resistances de
antibiotiques pseudomonas
aeruginosa
Défense altruistes Synthése de I’indole en exces

11.8.Les effets secondaires des antibiotiques

Comme tous médicaments, les antibiotiques comportent quelques effets indésirables,
variables selon les molécules. La plupart sont bénins, mais quelques-uns peuvent étre sérieux,
voire graves. Certains antibiotiques, comme les pénicillines, sont trés peu toxiques et donc
prescrits fréguemment. D’autres antibiotiques sont toxiques pour le foie ou les reins, ce qui
pose d’autant plus de problemes que le patient est tres affaibli, par une septicémie par
exemple.

Les effets indésirables varient selon les familles d’antibiotiques, mais deux types
d’effets indésirables sont communs : les réactions allergiques et les troubles digestifs.
(Bensaid et Benhamel , 2014).

11.8.1.Les réactions allergiques

Elles correspondent a une réaction exagérée de 1’organisme contre la substance
médicamenteuse qu’il identifie comme étrangere. Elles apparaissent souvent soudainement.

Les réactions allergiques peuvent toucher tous les organes, notamment la peau. Elles se
manifestent de différentes maniéres : démangeaisons, urticaire, éruption de boutons, et plus

rarement, éruption bulleuse potentiellement grave (des cloques se forment, la peau se
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décolle...), cedéme de Quincke et choc anaphylactique. La survenue d’une réaction allergique
nécessite 1’arrét du traitement (Paradis et al., 2009).

11.8.2.Les troubles digestifs

Chez I'nomme, le tube digestif contient une flore intestinale commensale importante qui
contribue au processus de digestion. Les traitements antibiotiques et en particulier ceux
utilisant des composes a large spectre tuent non seulement les bactéries pathogenes
responsables des infections, mais de maniere collatérale certaines de ces bactéries
commensales. Ceci conduit a un déséquilibre momentané de la flore bactérienne digestive et
peut ainsi causer des troubles du transit intestinal plus ou moins importants qui se manifestent
en général par des diarrhées pendant la durée du traitement.

Plus rarement, et jusqu'a deux mois apres l'arrét du traitement, cela peut faciliter aussi la
recolonisation du tube digestif par des bactéries pathogenes (Martin, 2011).
11.8.3.Toxicité

Certains antibiotiques ne sont pas totalement spécifiques des bactéries et ont une
certaine toxicité sur les cellules humaines, en particulier en cas de surdosage. C'est le cas pour
certains antibiotiques qui ciblent la synthese des protéines et le ribosome, comme les
aminoglycosides.

Il existe en effet une assez grande similarité de fonctionnement entre le ribosome des
bactéries et celui qui est présent dans les mitochondries des animaux, ce qui, a forte dose, peut
conduire a une inhibition des ribosomes mitochondriaux et donc a un effet toxique.

Ce mécanisme est responsable de la nephrotoxicite des aminoglycosides a trop forte
dose (Kahlmeter et Dahlager, 1984).
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I11.1. Historique des huiles essentielles

L’histoire des huiles essentielles commence cependant 2000 a 3000 ans avant cette
époque. Chez les Egyptiens, I’essence de térébenthine était déja utilisée et tout porte a penser
que certains parfums étaient obtenus sous forme d’huiles distillées. L’art de la distillation,
initié par les Egyptiens, Indiens et Perses, s’améliora grandement au cours du IXéme siccle
sous I'impulsion des Arabes avec, notamment, le développement de I’alambic attribué a
Avicenne (980-1037). La science des huiles essentielles prit ensuite le large pour gagner
I’Europe au cours des croisades durant le XIIIéme siécle. Le développement des procédés de
production et des connaissances de ces extraits fut alors majoritairement mené par des
pharmaciens. Durant les siecles qui suivirent, les huiles essentielles étaient principalement
utilisées pour leurs vertus thérapeutiques et ne nécessitaient qu une production minime, ce qui

n’est plus le cas de nos jours (Aetherolea, 2008).
111.2.Définition

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites secondaires
volatils, isolés par hydrodistillation ou par expression mécanique (Kalemba et Kunicka,
2003). Elles sont obtenues a partir de feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs de
brindilles, d’écorces, de bois, de racines, de tiges ou de fruits, mais également a partir de
gommes qui s’écoulent du tronc des arbres (Burt , 2004). et séparées ensuite de la phase

aqueuse par des procédés physiques (Cochoy, 2000).

Figure 2 : Photo de I’huile de Romarin.

Source : https://www.gettyimages.fr/detail/photo/essential-oil-with-sprigs-of-fresh-rosemary-
image-libre-de-droits/157650012



https://www.gettyimages.fr/detail/photo/essential-oil-with-sprigs-of-fresh-rosemary-image-libre-de-droits/157650012
https://www.gettyimages.fr/detail/photo/essential-oil-with-sprigs-of-fresh-rosemary-image-libre-de-droits/157650012
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111.3. Composition chimique

L'étude de la composition chimique des huiles essentielles révéle qu'il s'agit de
mélanges complexes et variables de constituants appartenant exclusivement a deux groupes
caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : Les terpénoides et les composés

aromatiques dérivés du phenylpropane (charpentier, 1998).

I11.4. Propriétes des huiles essentielles
Les HE possédent en commun un certains nombres de propriétés :
propriétés physiques (Bardeau, 1976 ; Legrand, 1978 ; Lemberg, 1982 ; Bruneton,
1999) :
e FElles sont solubles dans : I’alcool, 1’éther, le chloroforme, les huiles fixes, les
émulsifiants et dans la pluparts des solvants organiques.
e Ladensité est généralement inferieure a celle de I’eau.
e Ellesontun indice de réfraction élevé.
e FElles sont tres altérables et sensibles a 1’oxydation.
e Elles sont liquides a température ambiante.
e Elles sontincolores ou de couleur jaune pale.
e Elles sont volatiles, ce qui les différencie des huiles fixes (Roux et Catier, 2007).
v Propriétés physicochimiques : les huiles essentielles sont :
e Liquides a température ambiante, incolores ou jaune pale.
e Non ou peu miscible a 1’eau. -Solubles dans les solvants organiques et alcools. - sont
volatiles, odorantes et inflammables.
e Leur densité est le plus souvent inférieure a 1 (Rhayour, 2002).
e Entrainables par la vapeur d’eau (Bruneton, 1987).
e Elles sont altérables et trés sensibles a 1’oxydation (Jacques et Paltz, 1997).
v Propriétés pharmacologiques
e Un pouvoir antiseptique.
e Expectorantes et diurétiques.
e Spasmodiques et sedatives (Vokou et al., 2002)
e Pouvaoir irritant (Brunton, 1993).
e Dépurative ou Cicatrisante (Lavande) (Caillard, 2003).
e Activité analgésique (Origan, Thym) (Schwammle et al., 2001).
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111.5.Sources naturelles d'huiles essentielles

Les huiles essentielles

Selon Handa, 2008, les huiles essentielles sont généralement extraites a partir d'une ou de

plusieurs parties de la plante. Ces différentes parties sont :

- les fleurs (rose, jasmin, oeillet, giroflier, mimosa, romarin, lavande).

- les feuilles (menthe, Ocimum, Citronnelle, jamrosa).

- les feuilles et les tiges. géranium, patchouli, verveine, cannelle).

- I’écorce (cannelle, cassia).
- le bois (cédre, pin).

- lesracines (angélique, sassafras, vétiver, valériane).

- les graines (fenouil, coriandre, carvi, aneth, muscade).

- les fruits (bergamote, orange, citron, genévrier).

- lesrhizomes (gingembre, calamus, curcuma).

- les gommes ou exsudats d'oléorésine (baumier du Pérou, baume de Tolu, styrax,

- myrrhe, benjoin).

Les organes végétaux contenant des huiles essentielles naturelles sont illustrés dans la

figure 4.
Menthe patchouli de cannelle pin de
géranium cassia manteau de
cedre
T - /
feurs d FEUILLES TIGES P eauX B
eurs de _e— d'écorce vétiver de
. . LES BOIS
jasmin FEUILLES o 1T — v sassafras
lavande i Byt
. |@ FLEUR | ¢m Huiles RACINCSSg =y
romarin essentielles
RHIZOME _f = Ty gencives
. fruits ‘ PLANTER
kS & .
Gingembre Orange fenouil baume de
aneth noix beru
de coco myrrhe benion

Figure 3: Organes végetaux contenant des huiles essentielles (Handa, 2008).
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11.6.Méthodes d’extraction des huiles essentielles
La méthode de production d'huiles essentielles a partir de matiéres vegétales est resumée

dans la figure 3

Vapeur d'eau chargee Eau chaude
d’huile essentielle

Huile essentielle

A

/ Eau florale

Eau florale +
) ) ) huile essentielle
Chaleur —— / / /J / J :
{ { { Essencier

QVAVAVAVAVAY

Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau

Figure 4: Méthode de production d'huiles essentielles a partir de matiéres végétales

http://tpehuilesessentiellesetsante.e-monsite.com/medias/images/distillation-fr.jpg

Il existe plusieurs méthodes d’extraction des huiles essentielles. Le choix de la
méthode la mieux adaptée se fait en fonction de la nature de la matiére végétale a traiter, des
caractéristiques physico-chimiques de l'essence a extraire, de l'usage de I'extrait et I'ardme
Pour la plupart des huiles essentielles, I’extraction se fait par distillation par entrainement a la
vapeur d’eau sous basse pression. Pour ce qui est des Citrus (orange amere, orange douce,
citron, mandarine, bergamote, lime, pamplemousse) dont I’essence est trés fragile,

I’extraction de 1’huile essentielle se fera par un procédé mécanique (Koziol, 2015).


http://tpehuilesessentiellesetsante.e-monsite.com/medias/images/distillation-fr.jpg
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I11.6.1.Extraction par distillation

La meéthode est basée sur I'existence d'un azéotrope de température d'ébullition
inférieure aux points d'ébullition des deux composés, I'huile essentielle et I'eau, pris
séparément. Ainsi, les composés volatils et I'eau distillent simultanément a une température
inférieure a 100°. En conséquence, les produits aromatiques sont entrainés par la vapeur d'eau
sans subir d'altérations majeures (Agnihotri, 2003).

Trois types de distillation ont été utilisés pour I’extraction des huiles essentielles a partir
des plantes (Kone, 2001 ; Handa, 2008 ; Ranjitha et Vijiyalakshmi , 2014) :

e La distillation a I’eau : et a la vapeur ou «Water Distillation»: Le matériel végétal a
traiter est séparé de I'eau bouillante qui se trouve au fond de l'appareil utilisé .Le
mélange vapeur huile essentielle est ensuite récupéré par condensation.

e Distillation a la vapeur d'eau:« Steam Distillation » : Le procédé d’extraction est
basé su I’utilisation de la vapeur générée dans un réacteur séparé.

e Hydrodistillation : Le matériel végétal a traiter est entiérement immergée dans 1’eau.

111.6.2.L’extraction par solvants
La technique d’extraction par solvant, consiste a placer dans un extracteur un solvant volatil
et la matiere végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant va se charger en
molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé a pression
atmosphérique.
Le produit ainsi obtenu est appelé « concrete ». Cette concrete pourra étre par la suite brassée
avec de ’alcool absolu, filtrée et glacée pour en extraire les cires végétales. Apres une
derniére concentration, on obtient une « absolue » (Benouali, 2016).
Les solvants les plus utilisés sont des carbures aliphatiques (éther de pétrole, hexane).
(Bekhechi et Abdelouahid, 2010).
111.6.3.Extraction assistée par micro-onde
La technique d’extraction par micro-onde a été développée au cours des derniéres décennies a
des fins analytiques. Le procédé d’extraction est basé sur 1’absorption de 1’énergie de la
micro-onde par les composantes du matériel végetal et qui sont mesurées par une constante
diélectrique, cette absorption dépend aussi de la fréquence de I’onde et de la température du
matériel végétal. (Das et al., 1994).
111.6.4.Extraction par percolation (Soxhlet)

Elle consiste a faire passer lentement un solvant a travers une cartouche de papier épais
et poreux ou une pochette de papier filtre. Elle présente I'avantage de ne pas utiliser beaucoup
de solvants (Khelifa et Douma, 2002).
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I11. 7. Fonction biologique

La fonction biologique des térpenoides des huiles essentielles demeure le plus souvent
obscure .11 est toutefois vraisemblable qu’ils ont un réle écologique.

A P’appui de cette hypothése, on remarque que le role de certains d’entre eux a été établi
expérimentalement aussi bien dans le domaine des interactions végétales comme agents
idiopathiques, notamment inhibiteurs de germination, que dans celui des interaction végeétales
animales contre les insectes et les champignons (chouitah, 2011).
111.8.Les huiles essentielles utilise
Définition de la lavande
La lavande officinale « Lavandula angustifolia» ou «Lavandula officinalis (Kothe, 2007) est
une plante médicinale aromatique, appartient a la famille des labiées (ou labiacées), comme le
thym, le romarin, la sarriette, la sauge, la marjolaine ..., sa tige est feuillue a la base, nue dans
sa partie supérieure (Jaegly, 2003).

+« Utilisation

Longtemps appelée « plante du cerveau », la lavande est aussi utilisée pour traiter les
crises d'hystérie ou d'épilepsie (Jaegly, 2003). La lavande tonifie les nerfs, calme et fait
dormir. Elle résout aussi les crampes. Elle excite les activités métaboliques (Palikan, 2002).
En médecine dentaire, plusieurs HE ont donné des résultats cliniques tres satisfaisants dans la
désinfection de la pulpe dentaire, ainsi que dans le traitement et la prévention des caries
(Rhayour, 2002).

En parfumerie (savons, eaux de Cologne, lotions pour la peau, vernis, démaquillants...),
la Lavande fixe et stabilise toutes les essences de fleurs entre elles pour éviter que le parfum
ne vire (Schauenberg et Paris, 2010). Son utilisation dans les crémes et les gels permet de
préserver ces cosmétiques grace a leur activité antiseptique et antioxydant, tout en leur
assurant leur odeur agréable (Rhayour, 2002).

Définition de I’huile de Nigella sativa

Nigella sativa L. est une plante herbacée appartenant a la famille des Renonculacées
(Guignard, 2001). C’est une herbe originaire du moyen orient, de I’Europe centrale et de
I’ouest de 1’Asie (Aljabre et al., 2005). Elle est cultivée dans les régions tropicales et semi-
arides (D'Antuono et al., 2002 ; Rajkapoor et al., 2002). Les pays producteurs de la nigelle
sont principalement la Syrie, I'Egypte, I'Arabie Saoudite, la Turquie, I'lran, le Pakistan et
I'Inde (Kokdil et al., 2005).
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La nigelle nous offre des petites graines aromatiques menées d’un noire intense
communément connues sous le nom de cumin noire, black seed en Anglais, Habbat el baraka
ou El habbah sauda en Arabe, En Algérie connue sous le nom vernaculaire Sinoudj (Ghedira
et Jeune, 2010).

+ Ultilisation

Nigella sativa a été traditionnellement utilisée dans le traitement des maladies
allergiques. en réponse a un stimuli allergique (BlyUkoztirk et al., 2005). D’autres voies
peuvent étre impliquées comme I’inhibition de la libération d’histamine.

Les graines de Nigella sativa sont largement utilisées dans la médecine traditionnelle
pour le traitement des désordres gastro-intestinaux, L’extrait aqueux des graines réduit de 32
36% I’indice d’ulceére induit par ’acide acétylsalicylique (aspirine) et diminue l’activité
peptique et la production d’acide chez le rat (Ghedira, 2006).

Définition de la Menthe

L’espéce de Mentha piperita (menthe ) poivrée est une plante sauvage, herbacée vivace.
Elle est rampante, a tiges quadrangulaires, ascendantes, pouvant atteindre 1,20 m de haut, ses
feuilles sont opposées, ovales, aigués et dentées.( Formulation, 2018).

+ Utilisation

La menthe est utilisée depuis I’antiquité a cause ses vertus thérapeutiques.
Actuellement, son huile essentielle est beaucoup exploitée en médicine traditionnel, et surtout
dans des préparations tels que : alimentaires, cosmétiques.( Ferkous , 2016).

Définition de Théa vert

Camellia sinensis, Théa sinensis (Théacées ou Théier), couramment appelé le Thé, est
un arbuste a feuilles vert foncé persistantes et a fleurs blanches et odorantes (Iserin et al.,
2007). Les récoltes débutent au printemps (début avril) et s'échelonnent jusqu'en automne
(Arnal et al., 2008 ; Debuigne et Couplan, 2009).

+« Utilisation
e Facilite et accelere la digestion (Debuigne et Couplan, 2009).
e Action sur le systéeme cardio-respiratoire (Debuigne et Couplan, 2009).
e Par ailleurs, il est réputé pour calmer les irritations des paupiéres et des pigdres
d’insectes. (Iserinetal., 2007).
Définition de Romarin

Plante indigéne poussant spontanément dans toute 1’ Algérie (Quezel et Santa, 1963), le

Rosmarinus officinalis est originaire du bassin méditerranéen (Iserin et al., 2001). Commun

dans les maquis, les garrigues et les foréts claires, il est sub-spontané en plusieurs En droits
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privilégiant un sol calcaire, de faible altitude, ensoleillé et modérément sec (Schauenberg et
Paris, 1977). I’huile du romarin est trés populaire pour beaucoup de genres de douleur, y
compris les douleurs musculaires rhumatismales et traumatiques (Heinrich et al., 2006).
+ Utilisation
Le romarin est composé de puissantes huiles essentielles qui lui conférent des
propriétés:, anti-inflammatoire, antispasmodique, antinévralgique . également bienfaisant

dans les cas de digestion difficile due a I'atonie des organes digestifs. (Blanc,2010).

[11.9. Domaines d’utilisation des huiles essentielles

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples dans 1’industrie,
I’alimentation, en cosmétologie. Une forte proportion de médicaments d’origine végétale est
utilisée en pharmacie, et la recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles
ou des matiéres premieres pour la semi-synthese.
* Fabrication des produits médicaux

Selon les estimations de 1’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), plus de 80% de la
population mondiale, surtout dans les pays en voie de développement, ont recours aux
traitements traditionnels pour satisfaire leurs besoins en matiere de santé et de soins primaires
par exemple les huiles de I’arbre Aza-dirachtaindica ont des utilisations dans 1’agriculture
dans le contr6le de divers insectes et nématodes (vers parasites) utilisation des feuilles
d’Eucalyptus pour les rhumes( Benboubtra et Belmouhoub, 2010).
* Fabrication des produits alimentaires

Assaisonnement des boissons, des colorants et des composés aromatiques. Les épices et
les herbes aromatiques utilisées dans 1’alimentation sont responsables des plaisirs de la table
en plus de leur (Bitam, 2012).
* Fabrication des produits cosmétiques

L’utilisation des pommades et des gels a base de végétal permet de préserver ces
cosmétiques grace a leur activité antiseptique et antioxydant, en leur assurent une odeur
agréable (Adouane, 2016).

111.10.Toxicité des huiles essentielles

Les HE sont des substances puissantes et trés actives. Elles représentent une source
inépuisable de remédes naturels. Néanmoins, il est important de souligner que
I’automédication fréquente et abusive surtout en ce qui concerne le dosage ainsi que le mode

d’application interne ou externe par les essences est nocive. Elle engendre des effets
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secondaires plus ou moins néfastes dans I’organisme (allergies, coma, épilepsie, etc...)
principalement chez les populations sensibles (enfants, femmes enceintes et allaitantes,
personnes agées ou allergiques). L’ingestion de plus de 10 ml d’huile essentielle par exemple
est neurotoxique et épileptogeéne par inhibition de 1’apport d’oxygéne au niveau des tissus

Encéphalique (Dasilva, 2010 ; Lakhdar, 2015 ; Ouis, 2015).

I11.11. Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances sensibles et trés délicates, ce qui rend leur
conservation difficile et obligatoire dans le but de limiter les risques de dégradation, ces
dégradations peuvent modifier leurs propriétés si elles ne sont pas enfermées dans des flacons

opaques a I’ abri de la chaleur et de la lumiere (Valnet, 2000).
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IV. Matériel et Méthodes
IV.1. Objectifs

Les objectifs de notre travail peuvent étre résumeés en :

v' Isoler et identifier plusieurs bactéries de déférents prélevements biologiques ;

v Réaliser des antibiogrammes des bactéries isolées afin de déterminer les souches
multi-résistantes ;

v Détermination de I’effet antibactérien des huiles essentielles sur les souches identifiées
(aromatogramme) : c’est 1’effet synergique des huiles essentielles ;

v Etude comparative des résultats des antibiogrammes et de I’aromatogramme ;

v Enfin, on recherche quel est le plus efficace des deux produits, les huiles essentielles

ou les antibiotiques dans le traitement de I’infection.

IV.2. Type, période et lieu de I’étude

Notre étude prospective a €té réalisée sur une période de 3mois allant du 10 Mars
2021 au 19 Mai 2021. Elle est menée sur 9 souches non répétitives des Bactérie multi
résistant. Elle a porté sur des patients hospitalisés et non hospitalisés a L’Hopital « Mohamed
Boudiaf» de OUARGLA Algérie. Les prélevements ont été recueillit de différents services,
essentiellement : le service de Médecine Interne Homme et Femme, la Pédiatrie. D’autres
prélevements ont été recueillit des services de L’Hopital des patients non hospitalisées
(externes) et d’autres de Laboratoire d’analyses CHERBI, Laboratoire d’analyses EL AMEL
et Laboratoire d’analyses BABZIZ.

Avec une étude rétrospective réalisée du 1 Mai 2020 au 19 Mai 2021. La recueil des
donnes fait appel au registre du laboratoire qui comporte les données épidémiologiques des
malades (date, sexe , service , les caracteres cytologique et bactériologique des échantillons
ainsi que les résultats de I’antibiogramme . sur les bactérie multi-résistantes.

Une ¢étude de I’activité antibactérienne de quelques huiles essentielles isolées et
identifiée a partir de différent prélevement biologiques

La saisie des données brutes, les graphiques et les tableaux ont été effectués sur Ms
EXCEL.
1V.2.1. Présentation du site de I’étude

- EPH Mohammed Boudiaf

L’hopital d’Ouargla est situé au centre de la ville. I1 s’étale sur une superficie globale de

18199 metres carrés et sa capacité peut atteindre les 625 lits et 17 services avec 30 lits chacun.

L’hopital est constitué de plusieurs services.
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Données recueillies
Les prélevements correspondaient aux différents sites d’infection (urines, pus, liquide
péritonéal ....). Les prélévements recus au laboratoire sont accompagnés d’une fiche de
renseignement qui comporte :
» Nom et préenom.
Age et sexe.
Service d’hospitalisation.

Nature de prélevement.

YV V V V

Date de prélevement.
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IV.3. Protocole de I’étude
Le protocole expérimental suivi au cours de cette étude est présenté dans la Figure 5.

Echantillonnage

Ecoulement nasal Pus Urine Liquide pretonéal
Examen macroscopique Examen microscopique
A I’ état frais Aprés coloration Aspect de liquide
biologique
Isolement
Incubation

Identification

Chromagare Galerie Coloration de Aspect macroscopique

d’orientation API20E Gram des colonies

Antibiogramme
Conservation des souches

Aromatogramme :
Nigella sativa ,la lavande ,
Menthe, Théa vert,
Romarin

Technique des disques Technique des puits

Etude statistique

Figure 5 : Le protocole expérimental.
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IV.4. Matériel et les produite utilise
Les matériel, les produite et les appareilles utilisée sont présentee dans I’annexe ; 3,4, 5.
IVV.5. Matériel biologique

Le matériel biologique est représenté par : Les huiles essentielles utilise sont présentée dans
I’annexe ;1, et les prélevements biologique de patients hospitalisés ou externes (Tableau 05).

Tableau 5 : Présentation des cas étudiés et I’ensemble des caractéristiques correspondantes.

Patient Sexe Age Service Site de prélévement
P1 H 84 ans Externe Urinaire
P2 F 18 ans Externe Nasal
P3 H / Externe Urinaire
P4 F 61 ans Externe Urinaire
P5 F 34 ans Dialyse Liquide Pretoneal
P6 F 10 ans Pédiatre Pus
P7 H / Externe Pus
P8 H 53 Ans Externe Urinaire

P : Patient/ F : Femme / H : Homme

Une souche de référence (Institut Pasteur d’Alger) a été aussi utilisée comme matériel
biologique : Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) (ATCC 13932). Cette souche a été

isolée a partir d’une ponction de la moelle osseuse d’un enfant atteint de méningite.

1VV.6. Méthodes

IV.6.1.Technique de prélévement urinaire

v’ Le patient, effectue la procédure lui - méme, suivant les instructions données a lui par
le médecin personnel et en utilisant 1’¢quipement qui a été donneé a lui. (Lacheheub et
Bendagha, 2016).

v Le patient doit procéder au lavage hygiénique des mains, a une toilette soigneuse au
savon des organes génitaux, suivi d'un rincage a l'eau ou par solution antiseptique
(Bertholom, 2016).

v’ Retirer le premier (20 ml) d' urine pour recueillir seulement la prochaine 20 ml dans
un stérile flacon, en prenant soin ne pas de toucher le haut du destinataire.

v' Fermer hermétiquement le flacon, précisément identifier ce, et immédiatement le
transport il a le laboratoire avec votre prescription et rendez- vous du temps. Si ce n'est
pas possible, mettre a +4 °C pour quelques heures ou utiliser un « BORATE » tube.
(Chabane et Aouat, 2017).
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e Cas particuliers
Chez le nourrisson, apres toilette soigneuse de la région périnéale, le recueil des urines se fait
en fixant 1’urinocol (sac plastique collecteur muni d’un adhesif) au méat urétral. Ce sac doit

étre changé toutes les 30 minutes apres nettoyage. (Caron, 2010).

- i ‘

Figure 6: I’'urinocol.
= Chez le patient porteur de sonde, qui recueillie I" urine par serrage le tuyau évacuateur
de 10 a 15 minutes pour permettre a I' urine d' accumulation dans le amont; I urine est
ensuite collectée par insertion directe dans la paroi de la sonde aprés désinfection. La
majorité des les sondes comprennent une spécifique fonction site.
Remarque
L'urine est collectée mieux dans le matin (surtout pour les asymptomatiques bactériuries
et post-traitement des commandes), car les urines sont concentrées et les bactéries ont eu le
temps de se développer pendant la nuit et avant antibiothérapie (ou 48h aprés l'arrét du
traitement pour les ECBU) (Caquet, 2015).

IV.6.1.1.Examen des urines
IV.6.1.1.1.Les bandelettes urinaires

L’utilisation de la bandelette urinaire (BU) permet d’orienter le diagnostic en fonction
de I’analyse des nitrites et des leucocytes a partir des urines fraichement émises. Le premier
examen est facile et rapide a réaliser en cabinet. C’est un examen d’orientation qui se
caractérise par une bonne valeur prédictive negative (VPN) > 95%, mais sa valeur prédictive

positive est médiocre 40 a 50% (Levy et al., 1990).
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e Les BU deétectent
v La leucocyte estérase : produite par les polynucléaires neutrophiles. Le seuil de sensibilité
est de 104 leucocytes/ml (Wilson et Gaido, 2004).
V' Les nitrites : qui témoignent de la présence de bactéries, essentiellement les entérobactéries,
ayant une nitrate réductase capable de réduire les nitrates en nitrites (Bonacorsi, 1998).
v Hématurie : elle correspond a la présence des hématies dans les urines (Héléne, 2007).
La bandelette ne peut pas étre considérée comme une méthode pertinente de diagnostic. Un
ECBU est nécessaire pour 1’identification et la connaissance de la sensibilité aux antibiotiques

de la bactérie en cause.

1V.6.1.1.2.Examen macroscopique

Au cours de I’examen macroscopique, 1’aspect des urines est observé immédiatement
apres prélévement. La présence d’urines troubles ou hématuriques est considérée comme
réaction positive (Francois et al., 2011 ; Djennane et al., 2009 ).

Cet examen consiste a homogénéiser l'urine par retournement ou par agitation
mécanique et noter les principaux caractéres des urines, il permet de noter les principaux
caracteres des urines émises, en I’occurrence :
v'L’aspect : limpide, louche, trouble
v'La couleur : jaune pale, ambrée, hématique ou éventuellement colorée par les médicaments
v'La présence de sédiments et leur abondance donnant un aspect floconneux, cristallin,

blanchatre (phosphate), rouge brique (acide urique) ou rose (Yabifoua, 2005).
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Figure 8 : Le différent couleur d’urine.

(http://china-kidney-diseases-treatment.blogspot.com/2014/11/pourquoi-les-enfants-ont-

hematurie.html)

IV.6.1.1.3.Examen microscopique

Cet examen doit étre effectué dans les 2 heures qui suivent le prélévement afin de
limiter les altérations cellulaires (Fauchére, 1997).

< Examen direct a I’état frais
C’est une méthode rapide consiste a observer entre lame et lamelle une suspension

bactérienne a I’objectif x40. Les renseignements obtenus par cette observation concernent
principalement la mobilité des bactéries (Francois et al., 2011).

L'examen de non-centrifugés urines dans leur naturel état permet a déterminer s'il y a
une inflammation réaction (leucocyturie), une hématurie, une bactérie infection, ou anormales

éléments dans I'urine (cristaux, cylindres, etc...)(Fauchére,1997).

Figure 9: Examen direct a 1’état frais par la cellule de Malassez.


http://china-kidney-diseases-treatment.blogspot.com/2014/11/pourquoi-les-enfants-ont-hematurie.html
http://china-kidney-diseases-treatment.blogspot.com/2014/11/pourquoi-les-enfants-ont-hematurie.html
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IV.6.1.1.4.Examen Bactériologique
1V.6.1.1.4.1.Culture et isolement des germes
La coloration de Gram facilite la sélection des milieux a ensemencer pour la culture,
ainsi pour tous nos prélévements de service de réanimation, nous avons réalisé nos cultures
par ensemencement, par exemple :
- Gélose nutritive: pour le repiquage des souches étudiées.
- Gélose Héktoen: pour I’isolement des souches: E.coli, Pseudomonas aeruginos (p.
aeruginos), Klebseilla pneumoniae (K. pneumoniae).
- Gélose Chapman: pour I’isolement de S. aureus.
- Gélose Muller Hinton: pour le test de la diffusion en gélose.
- Bouillon nutritif: pour la revivification et conservation des souches eétudiée :
Listeria monocytogenes (L. monocytogenes).
1V.6.1.1.4.2. Méthode d’ensemencement
Le ensemencement procédure implique le transfert de germes d'une culture mére du
milieu a un nouveau milieu synthétisé .Cela se fait généralement avec une anse platine ou une
pipette Pasteur .
. La méthode d’ensemencement utilisée est la méthode d’ensemencement en quadrant

selon le schéma suivant :

él — | Décharger 1’otse de 10ul,

Tirer une verticale
jusqu’au milieu de la boite

Remonter 1égérement pour

—<’f~3 ' - décharger enti¢rement le
/_‘> prélévement

//} IYaire des stries horizontales

4 - en partant du point de
= dépot

Mettre a I'étuve 37°C pendant 18-24H

Figure 10 : Ensemencement de I’urine par la méthode de I’anse calibrée (Delsarte, 2010).

Ce mode d’ensemencement permet d’isoler les différentes bactéries contenues dans un
mélange. Le dépot de 1’échantillon ou de la suspension de germe est effectué prés d’un bord

de la boite de pétri, ou une strie dans un quart de la boite qui constituera le premier quadrant.
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Un isolement est effectué¢ a 1’aide d’une pipette Pasteur boutonnée a usage unique ou d’une

anse en platine (réutilisable) (Denis et al., 2007) (Figure 11).

L

rrp——

Figure 11: Ensemencement de I’urine

A Stérilisation d’une anse platine ; B : Ensemencement de I’urine par la méthode de 1’anse calibrée.

1VV.6.1.1.4.3. Incubation
Respecter la température, I’atmosphere et la durée d’incubation recommandées pour
chaque bactérie (Benslimani, 2011).
La lecture sera effectuée apres 24h incubation a I’ étuve a 37°C.
1VV.6.1.1.4.4.1dentification
% Selon I’aspect macroscopique de colonie :
Apreés incubation, le premier critére d’identification sur lequel on se base est celle de
I’aspect macroscopique des colonies vu a I’eeil nue, que ¢a soit taille, forme du relief
(bombée, semi bombée, plate), couleur, aspect (collant, filamenteux...), transparence
(opaque, translucide), allure des contours (régulier, dentelés), pigmentation, et aspect de la

surface (lisse ou rugueuse) (solbi, 2013).
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% ldentification sur milieu Chromagare d’orientation
Le diagnostic est fait dans la premiére instance basée sur la couleur des les colonies sur

la gélose Chromagare.

Gélose au sang

‘ ‘ Chromagare
d’orientation

Chapman

A

o
=SS =
= —

Figure 12: Déférents milieux sélectives.

% Coloration de Gram

C’est la coloration de référence en bactériologie. Elle permet de mettre en évidence les
propriétés de la paroi bactérienne, et d'utiliser ses propriétés pour distinguer entre les bactéries
a Gram positifs et a Gram négatifs (les bactéries a Gram négatifs ont une paroi plus fine que
celles a Gram positifs, et, de plus, elles sont riches en lipides (membrane externe de la paroi).
En effet, les bactéries a Gram neégatifs apparaissent roses alors que les bactéries a Gram
positifs apparaissent violettes (Joffin et Leyral, 2006).

v' Technique

On prépare un frottis de la souche test : pour cela, on racle une petite colonie
bactérienne bien isolée a 1’aide d’une pipette Pasteur que 1’on dépose sur une lame avec une
petite goutte d’eau péptonée stérile, On étale I’échantillon en couche mince et réguliére. Le
frottis est ensuite séché au-dessus de la flamme d’un bec Bunsen puis fixé avant coloration
- On recouvre le frottis avec le violet de gentiane, on le laisse agir 1 minute puis on rince a

I’eau distillée.

- On verse du lugol qu’on laisse agir pendant 1 minute puis on rince a 1’eau distillée.
- On décolore a 1’alcool absolu pendant 15 secondes et on rince abondamment a 1’eau

distillée.
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- On recolore avec de la fuchsine pendant 30 secondes et on rince encore une fois a I’eau
distillée

- Apres séchage des lames colorées au-dessus de la flamme d’un bec Bunsen, on passe a
I’observation au microscope optique a I’objectif 100 avec une goutte d’huile d’immersion,
les observations sont photographiées.

Les bactéries colorées en violet sont des bactéries a Gram positif et celles colorées en rose

sont des bactéries & Gram négatif (Haddad et al., 2016).

-

Figure 13: Frottis coloré par la technique de la coloration de Gram.
% Galeries APl 20E
La technique a utiliser pour I’identification des pathogénes dérive de la morphologie des
colonies , complétée si nécessaire par la coloration de Gram et la recherche d' oxydase et de
catalase. Le nombre limité d'espéces microbiologiques simplifie la sélection d' une galerie a
utiliser. Cette derniére permet a l'enquéte d'une variété de biochimiques propriétés par
enzymatiques réactions qui se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par
addition de réactifs. L utilisation du catalogue d’identification permet de reconnaitre I’espece

bactérienne (Ayad, 2017).

Figurel4d : Galerie APl 20E
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v' Technique

On réunie fond et couvercle d'une boite d'incubation avec la répartition environ 5ml
d'eau distillé dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide, sans oublié d'inscrire la
référence de la souche sur la languette latérale de la boite. En effet, on retire la galerie de son
emballage individuel et on la dépose dans la boite d'incubation, puis on prépare l'inoculum
bactérien: une colonie dans 5ml d'eau physiologique son opacité doit étre équivalente a 0,5
Mc Ferland.

Pour inoculer la galerie, il faut remplir a lI'aide d'une pipette Pasteur les tubes et les
cupules des tests CIT, VP et GEL avec la suspension bactérienne, et pour les autres tests; on
va remplir uniquement les tubes (et non les cupules) avec la création d'une anaérobiose dans

Les tests: ADH, LDC, ODC, URE, H2S en remplissant leur cupule par I'huile de
vaseline stérile. Enfin, on incube & 37 C° £ 1C° pendant 18-24 heures (Lagha, 2015).

" e | - -
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Figure 15 : Remplissage a l'aide d'une pipette Pasteur les tubes et les cupules des tests avec la
suspension bactérienne.

v’ Lecture
Cette technique consiste a réaliser 20 tests avec la galerie, puis interpréter les résultats a I’aide
de la base de données APl 20E (Bio-Mérieux)
Les tests enzymatiques sont inoculés avec une suspension dense, réalisée a partir d’une
culture pure, qui réhydrate les substrats. Les réactions produites durant la période
d’incubation se traduisent par un changement spontané ou révélé par 1’addition de reactifs. La
fermentation des carbohydrates entraine une acidification se traduisant par un virage spontané
de I’indicateur coloré. (Sekhri, 2011).
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IVV.7.Technique de prélevement de liquide prétorial

Les prélevements de dialysat bactérien ont été réalisés suite a I’apparition de signes
cliniques tels que la turbidité du dialysat.

Un ler prélevement est effectué¢ a 1’aide d’une seringue stérile apres agitation du
contenu de la poche pour avoir un comptage cellulaire.
IVV.7.1.Examen macroscopique

Tout liquide de drainage trouble chez un patient en dialyse péritonéale devrait étre
considéré a priori comme une péritonite. Ceci doit étre confirmé par une cytologie avec
numération différentielle et mise en culture du liquide (Gould et Casewell, 1986 ; Gokal,
1995).

Les patients avec une péritonite se présentent habituellement avec un dialysat trouble

(Rocklin et Teitelbaum, 2001).

Figure 16: Poche de liquide péritonéal
IVV.7.2.Examen microscopique
Il est réalisé avec les mémes étapes déja expliquées de I’examen de ’ECBU.
IV.7.3.Examen Bactériologique

I1 est réalisé avec les mémes étapes déja expliquées de I’examen de ’ECBU.

IVV.8.Technique de Prélevement nasal

A T’aide d’écouvillons stériles (BioMérieux, réf. 920101), un écouvillonnage de la
narine droite était pratiqué sans désinfection préalable du seuil des narines et en évitant au
maximum toute souillure. Apres plusieurs rotations in situ, I’écouvillon était introduit dans le
milieu de transport (Portagerm ND, BioMérieux, réf. 419940) et laissé a température
ambiante jusqu’a ensemencement au plus tard 48 heures aprés 1’écouvillonnage. Un
prélevement satisfaisant était un écouvillon présentant une humidification importante avec ou

sans sang.
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Figure 17 : Profondeur d‘insertion de 1°écouvillon dans la narine antérieure du sujet
(Stahl, 2006).
IV.8.1.Examen Bactériologique de écoulement nasal
I1 est réalisé avec les mémes étapes déja expliquées de I’examen de I’ECBU.
IVV.9.Technique de préléevement de pus

Plusieurs protocoles de prélevements sont proposés par différents auteurs mais il
n'existe pas de consensus quant a la meilleur technique de prélever (Lipsky, 2012 ;
O'Meara, 2006). Ces techniques ont été mises au point conjointement par les cliniciens et les
microbiologistes en vue d'obtenir un résultat cliniquement utile. Elles définissent la maniére
de prélever en fonction de la présentation clinique, le matériel a utiliser, les conditions de
transport, les techniques analytiques (Zemmouri, 2015 ; O'Meara , 2006).

Dans notre étude quatre méthodes de prélevements ont été appliqués ; le prélevement
superficiel et I'écouvillonnage ont été strictement réservés aux plaies superficielles bien
préparées ; la grande majorité de nos prélevements ont été profonds (81%) et le choix d'une
technique de prélévement profond a été décidé en per opératoire par le chirurgien en fonction
de son constat des dégats; l'aspiration a la seringue fine chaque fois qu'on a constaté la
présence d'une collection (Ouédraogo et al., 2011).

Aprés le nettoyage, écouvillonnage est effectuee, ce qui entraine le passage d' un stérile
coton écouvillon a travers un 1 cm surface de I' infection Iésion dans un zigzag mouvement le
long de rotation. L'écouvillon a ensuite été délicatement remplacé dans son tube par un
bouillon d' enrichissement en nutriments (BN) pour valoriser immédiatement les résultats
(Denis, 2011).
1V.9.1.Examen Bactériologique de pus
Il est réalisé avec les mémes etapes déja expliquées de I’examen de I’ECBU.
IVV.10.L’antibiogramme

L'antibiogramme est I'examen biologique destiné a mesurer l'interaction entre chacune
des molécules antibactériennes utilisables et une souche bactérienne susceptible d'étre

pathogene, isolée d'un patient. Le résultat contribue a évaluer la sensibilité de la souche



Chapitre IV Matériel et Méthodes

bactérienne examinée ou sa résistance, ce qui signifie que la molécule sera probablement
active au sens thérapeutique ou le traitement sera un échec. Le résultat numérique brut est
accompagne d'une interprétation ou remplacé par elle: résistant, sensible, intermédiaire, ou

(indéterminée) (Scavizzi et al., 2000).

v Le but

la prédiction de la sensibilit¢ d’un germe a un ou plusieurs antibiotiques dans une

optique

essentiellement thérapeutique,

la surveillance épidémiologique de la résistance bactérienne

et I’identification bactérienne par la mise en évidence de résistances naturelles .
v' Milieu pour I’antibiogramme
La gélose utilisée est une gélose Mueller-Hinton et son épaisseur doit étre d'environ 4
mm. La composition du milieu gélosé est importante car des modifications de composition
peuvent avoir des conséquences sur le résultat des tests de sensibilité pour certains
antibiotiques (Barraud et al., 2016).
v' Technique
= Tremper un écouvillon stérile dans une suspension bactérienne d’une densité
compareée a un étalon de 0.5 MC Ferland

= Décharger en le pressant fermement sur la paroi interne du tube

= Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée en stries serrées

= Répéter I'opération deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois

= Recharger I'écouvillon pour chaque boite de Pétri

= L’application des disques d'antibiotiques se fait manuellement avec une pince stérile

Les boites incubées a I'étuve a 37°C pendant 18 a 24h (Sekhri, 2011).

\ \r{‘_‘t
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Figue 18 : Etapes de réalisation d’un antibiogramme.
A : Disque des Antibiotiques ; B : sélectionner les disques ; C : Application des disques.
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v’ Lecture interprétative
La lecture se fait par mesure du diametre de la zone d’inhibition du disque
d’antibiotique; on dit que le germe est sensible, résistant ou intermédiaire (Ouattara,
2013).
IVV.11.Conservation des souches
- Prélever a l'aide d'une anse de platine une colonie bactérienne bien isolée ;
- Transvaser le contenu de I'ose dans un tube contenant 5 ml de bouillon nutritif stérile ;
- Les tubes sont recouverts du papier aluminium et placés au réfrigérateur.
IV.12. L’aromatogramme
L’aromatogramme est une méthode qui se réalise In Vitro, basée sur la technique de
I’antibiogramme ou la méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore la méthode des
disques. Le contact se fait par I’intermédiaire des disques de papier sur laquelle on dispose
une quantité donnée des huiles des plantes. Cette méthode a 1’avantage d’étre d’une grand
souplesse dans le choix des antibiotiques testées, de s’appliquer a un trés grand nombre
d’espéces bactériennes et d’avoir été largement évaluée par 50 ans d’utilisation mondiale
(Faucheére et Avril, 2002).
v" Milieu de culture
Pour réaliser une aromatographie, il faut d'abord couler les boites de pétri avec le
milieu de Muller- Hinton.
Avant utilisation la gélose MH, est fondu dans un bain marie & 95C° puis coulé en boite
de pétrie .
L’¢épaisseur de la gélose sera d’au moins 4 mm, les boites seront séchée 30 minutes a

37°C avant I’emploi (Bourret, 1981).
1 =, e
= (A, -

Figure 19 : Coulé en boite de Pétri.

A/B : couler le milieu MH dans les boites de pétri ; C : Sécher avant 1’emploi.
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IV.12.1. Technique des disques
IV.12.1.1. Préparation des disques
On a utilisé le papier whatman N° 3 coupé en disque de 6mm. Ce dernier doit avoir un
contour régulier pour donner une zone d’inhibition facile a mesurer. Les disques une fois
préparés, sont placés dans un tube a essai et autoclave 20 min a 120°C (Fauchére et Avril,
2002) (Figure 20).
1. Pour chaque bactéries, nous mettons 6 disque ; 5 disques pour HE et 1pour le témoin
négatif (eau physiologique stérilisée).
2. A T’aide d’une micropipette on met sur chaque disque un seul goutte ( 5pl) de chaque
HE et de d’eau physiologique stérilisée .
3. Aprés I’application immédiate des disques , nous allouons pour chaque huile un boite
Pétri contient des disques .

4. Les BP sont recouvertes du papier aluminium et placés au réfrigérateur pendant 24h.

Figure 20 : étapes de préparation des disques.

A : Les huiles essentielles utilisé, B : Nommé les boite, C : Remplir les disques par les huiles
D : placés au réfrigérateur pendant 24h.

1V.12.1.2. Préparation de I’'inoculum
Prélever a l'aide d'une anse de platine une colonie bactérienne bien isolée.
- Transvaser le contenu de I'ose dans un tube contenant 10 ml de eau physiologique stérile,

et homogénéisée par vortex.
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Figure 21 : Homogénéisation de I’inoculum .
1V.12.1.3. L’ensemencement
Deux techniques sont utilisables :Inondation per la suspension ou technique par
écouvillonnage (Joffin et Leyral , 2006).
% Par Techniques d’inondation
e Inonder la boite avec 3 a5cm de suspension prélevée a la pipette .Veiller a bien
répartir la suspension en inclinant la boite dans toutes les directions.
e Aspirer soigneusement a la pipette 1’excés de suspension .Des gouttelettes risquent de
se disperser et de contaminer I’environnement ou les mains de I’opérateur (Joffin et

Leyral ,2006).

= A =

!

Figure 22 : Technique ensemencement par inondation.

|

A : Inonder la boite ; B/C : Aspirer soigneusement a la pipette 1’excés de suspension
IV.12.1.4. application des disques
Vérifier que la surface gélose est complétement seche, puis placer délicatement les
disques imprégnes HE sur la surface gélose MH , a laide d’une pince stérilisée .
Pour une boite de pétrie de 100mm on pourra déposer 6 a 7 disques. Une légére

pression sera exercée sur chaque pastille afin d’obtenir une bonne adhérence (Bourref,

1981).
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Doite de pémi

Enzemencement de la gdose
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Figure 23 : Illustration de la méthode d’aromatogramme sur boite de Pétri (Zaika, 1988).

Figure 24 : application des disques de huile essentiel.

A/B : application des disques
1V.12.1.5.Incubation
Apres 24h incubation a I’étuve a 37°C, la lecture sera effectuée, en cas d’activité d’HE,
une zone circulaire d’inhibition (halo d’inhibition) apparait. (Raynaud, 2006).
1V.12.2. Technique des puits
1V.12.2.1.Préparation d’iculume
Prélever a l'aide d'une anse de platine une colonie bactérienne bien isolée.
- Transvaser le contenu de I'ose dans un tube contenant 10 ml de eau physiologique stérile, et

homogénéisée par vortex.

1V.12.2.2.Ensemencement
% Par technique d’inondation
Inonder la boite avec 3 a5cm de suspension prélevée a la pipette .Veiller a bien répartir
la suspension en inclinant la boite dans toutes les direction.
Aspirer soigneusement a la pipette 1’exceés de suspension .Des gouttelettes risquent de se
disperser et de contaminer I’environnement ou les mains de I’opérateur.(Joffin et Leyral,

2006) .
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IVV.12.2.3.Application de diffusion en puits ou en cylindre

L’activité antimicrobienne est mesurée par la méthode de diffusion des puits Cette
méthode préconisée par Aszalos (1986), pour but de mesurer toute substance utilisée pour
détruire les micro-organismes ou empécher leur croissance, y compris, les agents
antibactériens et antifongiques ( Aszalos, 1986).

La méthode consistait a découper un trou circulaire vertical dans la gélose qui seront
remplis de 50 ul de I’huile essentielle a tester, diffuse radialement créait une zone d'inhibition
circulaire a la surface de la gélose préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne

Les boites de Pétri sont ensuite incubées & 37°C pendant 24 h. (Dorman et Deans, 2000).

Figure 25: Etapes de la technique des puits.

1 : Sécher les boites , 2: Découper un trou circulaire vertical dans la gélose, 3 : Eliminer 1’excés de milieu , 4 :

Remplir les puits par les différents huiles

IV.12.3.Lecture des résultats
% Mesure des diamétres des zones d’inhibitions :

A T’aide d’un pied a coulisse (Figure 26), on mesure les diameétres des zones
d’inhibitions autour des disques imprégnés d’HE pour toutes les souches testées et le résultat
sera exprimé en mm. Pour cette technique (aromatogramme), la sensibilité du germe testé
pour 10 pul d’HE peut étre évaluée selon le diamétre d’inhibition obtenu en se référant au

tableau suivant :
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Figure 26 : Mesure des diamétres des zones d’inhibitions.

A : d’un pied a coulisse. B : mesure les diamétres des zones d’inhibitions.

Tableau 6 : Corrélation entre sensibilité du germe et taille du halo d’inhibition (Chabert,
2013)

Taille du halo d’inhibition Conclusion

Diametre Inférieur ou égal & 8 mm la sensibilité du germe est nulle
Diamétre compris entre 8 et 14 mm la sensibilité du germe est limitée
Diametre compris entre 14 et 20 mm la sensibilité du germe moyenne
Diametre supérieur ou égale a 20 mm Le germe est trés sensible a ’'HE
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V.1. Résultats d’examen cytobactériologique des urines (ECBU)
V.1.1. Examen macroscopique des urines

L’aspect macroscopique permet d’avoir une idée préliminaire sur I’existence d’une 1U.
Sur les échantillons analysés, différents aspects macroscopiques ont été détectés : urine claire,

Iégérement trouble et trouble avec des couleurs variées (Figure27).

Figure 27 : Les différents aspects macroscopiques de 1’urine
1/5: Jaune foncé ( - Urine concentrée); 2 : Jaune trés clair ( - Urine diluée); 3: Rouge (- Hématurie -

Hémoglobinurie — Myoglobinurie) ; 4 : Marron foncé/noir (- Methémoglobinurie) ; 6 : Orange ( -Bilirubinurie).

Les différentes causes de variation de coloration de I’urine (Chew et Dibartola, 1998 ;
Stockham et al., 2008).
V.1.2. Chimie des urines

L’examen de la bandelette urinaire du patient montre (figure 28) :

Un pH moins a 6 signifie un résultat normal. Si le pH > 6, les résultats signifient que
I’individu a une IU.

La présence des leucocytes (virage de couleur au violet) qui témoigne d’une
inflammation ;

La présence de nitrites qui se manifestent par une coloration rose (indiquant la présence

des entérobactéries) ;
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La présence des protéines (coloration verte clair) qui peut signifier un
dysfonctionnement rénal.
La présence du sang (coloration fortement verte) qui permet de suspecter une hématurie

mais aussi certains traitements médicamenteux.

La présence du sang

La présence des protéines

=
@
=
=
=
&

Figure 28 : L’examen de la bandelette urinaire du patient .
V.1.3. Examen microscopique
La Figure 29 représente le résultat de 1’observation microscopique des urines. Nous pouvons
voir la présence de leucocytes, hématies, cellules épithéliales, bactéries, levures, cristaux, ...)

(Tableau 6).

Figure 29 : Observation microscopique des urines par la cellule de Malassez
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Tableau 7 : Déférent résultat microscopique de patients hospitalisés

Date Sexe | Bactérie | Leucocytes | Hépatocytes | Aspect
5/2020 | F +++ 61 - Claire, E. coli
M ++ 1000 - Trouble, E. coli
F +++ 12 - Trouble, E. coli
6/2020 | F +++ 1000 - Trouble, E. coli
M ++ / - Purulant, Staphelococcus sp.
7/2020 | F - 27 + Klabsiella sp.
8/2020 | M + 364 + E. coli
M + 1000 + E. coli
F = 33 - Pseudomonas sp.
9/2020 |F + 1000 + Enterobactersp.
M + 1000 - Presence de levures
Enterobacter sp.
M + 1000 - Pseudomonas sp.
M + 1000 - Pseudomonas sp.
10/2020 | F + 1000 - CLAIRE
Staphelococcus sp.
F + 90 + Citobacter sp.
M + 1000 - E. coli
M S 1000 0 Pseudomonas sp.
11/2020 | F + 10 + Enterobacter sp
12/2020 | F + 50 - Claire, E. coli
F +++ 176 + Cristaux oxalate de Ca'?
Enterobacter sp.
F + 6 - Klabsiella sp.
F ++ 130 +++ Proteus sp.
F ++ 90 -- E. coli
1/2021 |M ++ 65 - Cristaux, Staphelococcus sp.
F - - - Enterobacter sp.
F +++ 15 - E. coli
F ++++ 10 + Pseudomonas sp.
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2/2021 | F ++ 65 - Enterobacter sp.
3/2021 M +++ 1000 ++ Enterobacter sp.
F ++ 202 - E. coli
F +++ 1000 + E. coli
F +++ 8 - E. coli
4/2021 | F +++ 198 + Cristaux de Ca+, E. coli
F + 1000 + Enterobacter sp.
5/2021 |/ / / / /

Les différentes causes de variation des résultats de 1’observation microscopique, représenté
dans le tableau 7.
Tableau 8: Les différentes causes de variation des résultats de 1’observation microscopique

(Frikha et Meskine, 2014).

Observation microscopique | Cause

Quelque nombreuse hématie | Peut apparaitre chez une femme en période de regles
Microscopique si  'urine est de couleur normale,

macroscopique si I’urine est teintée en rouge

Un seul type de germe avec | Ces résultats favorise une infection urinaire

leucucytrie

Plusieurs types des germes Il s’agit une régle générale un prélévement souille et donc

contaminé

Leucucytrie importante sans | Il peut s’agit d’une infection urinaire en cour de traitement

germes aux antibiotiques

Un résultat négatif se traduite avec une absence de germes, de leucocytes et donc absence
d’infection urinaire.

V.2 Examen bactériologique

V.2.1.l1dentification morphologique des souches isolée

Les résultats obtenus montrent que :

V.2.1.1.l1dentification morphologique de K. pneumoniae

Les colonies muqueuses sont communément associées a Klebsiella. Leur diamétre peut

dépasser 10 mm, et ils ont une tendance a la confluence (Zogheib , Dupont , 2005).
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Al

Figure 30 : Aspects morphologiques des colonies de K. pneumoniae

Al :Pseudomonas sp. d’urine dans la Chromagare d’orientation ; A2 : K. pneumoniae d’urine dans la
Chromagare d’orientation ; A3 : S. aureus d’urine dans la Chromagare d’orientation ; B :K. pneumoniae

de pus dans le gélose de sang ; C : K. pneumoniae de pus dans 1’hektoen.
V.2.1.2.1dentification morphologique de la souche P. aeruginosa
Les souches produisent une pigmentation jaune-vert (pyoverdine), qui se propage dans toute
la boite Pétri .De plus, ces cultures produisent une odeur caractéristique de la fleur "seringa"
due a la production d' orthoamino-acétophénone. La forme des colonies isolées est grande,

avec un centre bombardé (grandes colonies) et un contour irrégulier (Denis et al., 2007).

{ o~

¥

Figure 31 : P. aeruginosa de liquide péritonéal dans la gélose nutritive

V.2.1.3.1dentification morphologique de la souche E. coli

Figure 32 : Aspects morphologiques des colonies de E. coli .
A : E. coli d’urine dans le milieu CLED ; B1 :Enterobacterie sp . dans le milieu Chromagare orientation ; B2 : S

.aureus dans le milieu Chromagare orientation ; B 3 : E. coli d’urine dans la Chromagare d’orientation.
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V.2.1.4.1dentification morphologique de la souche S. aureus.

Apres I’étape de I’enrichissement, les tubes présentant un noircissement au fond ont été
ensemenceés sur gélose Chapman incubés 18 a 24 h a 37 °C. Sur le milieu Chapman, les
colonies sont fréquemment pigmentées et entourées d' une auréole jaune , et la majorité de S.

aureus fermentent le mannitol et font virer le milieu du rouge au jaune orangé (Kloos et

Bannerman, 1999).

Figure 33 : Aspects de Staphylococcus aureus dans différents milieux sélectifs.
A : S. aureus d’écoulement nasal dans les déférents milieux sélectifs. Al: S. aureus dans le milieu de
Chromagare d’orientation ; A2 : S. aureus dans le milieu Chapman ;A3 : S. aureus dans le milieu gélose de
sang.

B : S. aureus d’urine dans le chapman ; C :S. aureus prélevé a partir de pus dans le milieu chapman.
V.2.1.5.1dentification morphologique des L .monocytogenes

Les bactéries Listeria se développent bien sur les milieux usuels. Leur croissance est
favorisée par l'addition de glucose a la concentration de 0,5 % ou l'utilisation de milieux a
base de tryptose (Luchetta et al., 2005 ; Rocourt, 2002 ; Larpent, 2004). Sur gélose
nutritive, les colonies de 24-48h a 37°C ont un diamétre de 0,5 & 1,5 mm, sont arrondies,
lisses a bords régulieres et transparentes. Elles apparaissent gris bleuté par illumination
normale. La colonie, parfois gluante, s’émulsifie facilement et peut laisser une trace sur la
gélose. Sur gélose au sang, quelques espéces sont Réta- hémolytiques. La mise en évidence de
ce caractere est importante car elle permet de faire la différence entre les espéces et de faire la
distinction entre les souches non hémolytiques, donc non virulentes. Dans le cas équivoque,
nous aurons recours au test de Camp, qui permet de confirmer ou d'infirmer I'hémolyse
(Frevacque, 1999 ; Euzeby, 2000; Rocourt, 2002).
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Figure 34: Aspects morphologiques des colonies de L .monocytogenes .
V.2.2.ldentification sur milieu Chromagare d’orientation

Le diagnostic se fait dans un premier temps en fonction de la couleur des colonies sur la

gélose Chromagare. Les résultats de la lecture sont présentés dans la Figure 35 et tableau 8.

Pseudomonas sp.

S .aureus

E. coli

Figure 35 : Aspects morphologiques des colonies dans le milieu chromagare d’orientation.
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Tableau 9: Identification des bactéries sur gélose Chromagare d’orientation (Hassaine et
Boulanoir, 2019).

Micro-organismes L’aspect macroscopique de colonies

E . coli Roses foncées a rougeatres

K. pneumoniae Bleues métalliques

P. aeruginosa Créme translucides a vert

S. aureus Durées, opaques, petites, blanche a jaunatres

V.2.3. ldentification par coloration de Gram
La coloration de Gram nous a permis d’identifier 2 groupes de germes : Gram positif coloré

en violet ( Figure 36).

Figure 36 : Observation microscopique de Gram + (S. aureus)
V.2.4. Identification par Galerie API 20E

Résultats d’identification biochimique des colonies prélevées des milieux Mac Conkey

et des milieux Héktoén a ’aide de galerie API 20F (Figure 37).

Figure 37 : Résultat de 1’identification biochimique par galeric API20E de [I’espéce :

K .pneumoniae
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» Antibiogramme
Les résultats de I’antibiogramme réalisé sur I’ensemble des bactéries isolées ont permis
d’établir le profil de sensibilité et de résistance de ces bactéries a plusieurs ATB (Figure 38,
Figure 39, Figure 40, Figure 41, Figure 42 , Figure 43, Figure 44, Figure 45).
V.3. La répartition selon le profil de résistance ou sensibilité aux
antibiotiques

V.3.1. Profil de résistance et sensibilité aux antibiotiques de souche S. aureus de pus

Figure 38 : Profil de I’antibiogramme de S. aureus isolée a partir de pus.
1:C ,2:GEN ,3:KZ,4:CS,5:FOX ,6:AN,7:CTX,8:IMI,9:AMC,10: AM

V.3.2. Profil de résistance et sensibilité aux antibiotiques de S . aureus isolée a partir de
ECBU :

Figure39 : Profil de I’antibiogramme de S. aureus isolée a partir de ’ECBU.
1-CTX ,2-NA ,3-NO ,4-AMP 5-CS ,6-L ,7-GEN ,8-KZ ,9-PF ,10-COT 11-DO 12-E
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V.3.3. Profil de résistance et sensibilité aux antibiotiques de souche S. aureus de

écoulement nasal

Figure 40: Profil de I’antibiogramme de S. aureus isolée a partir del’ecoulement nasal.
1-COT ,2-OF ,3-VA 4-RP 5-C ,6-TE ,7-FC ,8-OX ,9-FOX, 10-P

V.3.4. Profil de résistance et sensibilité aux antibiotique de souche K. pneumoniae de

pus

Figure 41 : Profil de ’antibiogramme de K . pneumoniae isolée a partir de pus.
1-FOX ,2-IMl ,3-KZ 4-CIP 5C ,6-AN ,7-AM ,8-CS ,9-AMC ,10-CTX ,11-GEN
V.3.5. Profil de résistance et sensibilité aux antibiotiques de souche K. pneumoniae de
IPECBU

Figure 42 : Profil de I’antibiogramme de K . pneumoniae isolée a partir de urine .
1-TE 2-CN 3-FOS ,4-AK ,5-CL ,6-FOX ,7-CTX ,8-AMC 9-CIF
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V.3.6. Profil de résistance et sensibilité aux antibiotiques de souche E.coli 324de ’ECBU

_ A N e

Figure 43: Profil de I’antibiogramme de E. coli isolée a partir de urine.
1-CEP ,2-FOX ,3-AMP 4-CIP 5-CTX ,6-AMC ,7-CN ,8-AMX ,b8-COT ,9-F ,10-NA ,11-
FO ,12-C ,13-AK ,14-IPM
V.3.7. Profil de résistance et sensibilité aux antibiotiques de souche L. monocytogenes

Figure 44: Profil de I’antibiogramme de L. monocytogenes.
1-GEN ,2-C ,3-KZ 4-CS ,5-CTX ,6-AN ,7-AM ,8-IMI ,9-FOX 10-CIP
V.3.8. Profil de résistance et sensibilité aux antibiotiques de souche P . aeruginosa de

liquide péritonéal

Figure 45: Profil de I’antibiogramme de Pseudomonas sp. isolée a partir de liquide
péritonéal.
1-GEN ,2-CS 3-FOX 4-AM 5-CAZ ,6-TC ,7-KZ
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Les résultats des profils de résistance des Bacilles Gram négatifs sont présentés dans le
tableau ci-dessous.

Tableau 10 : Des résultats des profils de résistance des Bacilles Gram négatif.

ATB | E. coli 324 E. coli 124 K. pneumoniae K. pneumoniae P. aeruginosa
(pus) (ECBU)

R S R S R S R S R S
CEP + - / / / / / /
CIP + - + - + - / / / /
COoT + - / / / / / / /
CN - + - + / / + - / /
AK - + / / - + / /
FO - + - + / / / / / /
NA + - / / / / / / / /
CTX + - - + + - + - / /
AMC - + + - + - + - / /
AMP + - + - / / / / / /
FOX - + / + - + - / /
C - + / + - / / / /
IPM - + / / / / / / /
IMI / / - + / / / / / /
AM / / / / + - / / + -
CSs / / - + - + / / - +
AN / / / - + / / / /
Kz / / / + - / / / /
GEN / / + - - + / / - +
TI / / / / / + - / /
CL / / / / / + - / /
FOS / / - + / / + - / /
CIF / / - + / / - + / /
TC / / / / / / / + -
CAZ / / - + / / / / + -
Kz / / / / / / / + -
BAC / / + - / / / / / /
LEX / / + - / / / / / /

ATB :Antibiotique ,R : résistant, S: sensible, AMC:Amoxicilline + Acide clavulanique , CEP : Céfalotine,
COT: Co-Trimoxazole , GEN: Gentamicine, CTX: Céfotaxime, CX : Céfoxitine, CIP: Ciprofloxacine , AMP:
Ampicilline, NA: Acide Nalidixique, C: Chloramphénicol, IMI,/ IPM : Imipéneme, NIT : Nitrofurantoine
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LAK: Amikacine, FO : Fosfomycine, , , Tl :Ticarcilline, CAZ :Céftazidime, TC : Ticarcilline-acide
clawulanique, , CL :Colistine, KZ : Céfazoline, BAC :Bactrim. LEX :Cefalexine.

Les résultats des profils de résistance des Cocci Gram positif, présenté par le tableau 10.

Tableau 11: Des résultats des profils de résistance des Cocci Gram positif.

Bactérie S.aureus de ECBU | S.aureus de pus | S.aureus d’ecoulement
nasal
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ATB :Antibiotique R: résistant, S: sensible, COT: Triméthoprime- sulfamétoxazole, GEN: Gentamicine, CIP:
Ciprofloxacine, AMP: Ampicilline, C: Chloramphénicol, ,AK: Amikacine, FO : Fosfomycine, RIF :
Rifampicine. E : Erythromycine ,VA : Vancomycine, TE : Tétracycline ,RP :pristinamycine ,FC :Acide
fusidique, CD :Clindamycine, P : Pénicilline G, FOX : Céfoxitine, OX : Oxacilline, K : Kanamycine, TEI :
Téicoplanine ,OF : Ofloxacine ; DO : Doxycycline ; CS :Colistine ; PEF : Péfloxacine

C :Chloramphénol ; KZ: Céfazoline ; IMI : Imépenéme AM : Ampiciline AMC : Amoxiciline

FOX :Céfoxitine ; CTX : Céfotaxime ; VA : Vancomycine L : Lincomycine
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Les Résultats des profils de résistance des Bacilles Gram positif. présenté par le tableau 11.

Tableau 12 : Des résultats des profils de résistance des Cocci Gram positif.

ATB L. monocytogenes
R S
IMI - +
FOX - +
AN - +
CIP + -
AM + -
GEN - +
C - +
CS + -
CTX + -

ATB :Antibiotique R: résistant, S: sensible CS :Colistine

C :Chloramphénol

, GEN: Gentamicine, CIP:

Ciprofloxacine, AM: Ampicilline IMI : Imipeneme AM : Ampicilline FOX :Céfoxitine CTX : Céfotaxime .

Les résultats obtenus a partir de 1’antibiogramme montrent que les bactéries Gram — sensibles

a Céfazoline et Colistine et résisté aux Amoxicilline et Céfotaxime. Selon le Tableau 12 et

la Figure 46.

Tableau 13 : de résultats des profils de résistance des bactérie Gram-
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Profile de resistance des pacteriesﬁ Gram-
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Figure 46 : Graphe de profile de résistance des bactéries Gram - aux antibiotiques.

Les résultats obtenus a partir de 1’antibiogramme montrent que les bactérie Gram+

sensible aux Gentamicine, Ciprofloxacine, Imipenéme et résister aux Pénicilline .Selon le
Tableau 13et la Figure 47.

Tableau 14 : profile de résistance des bactéries Gram + aux antibiotiques.
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Figure 47 : Graphe de profile de résistance des bactéries Gram + aux antibiotiques.
V.4.Répartition générale des résultats obtenus
V.4.1.Répartition des résultats selon le nombre de cas positifs

A travers I'étude de I'étude statistique des analyses biologiques, nous avons remarqué
qu'en ce qui concerne les infections urinaires, le pourcentage de cas positifs a été estimé 5% a
partir du la nombre total de prélévement. Mais pour les prélevement de pus, le pourcentage
de cas positifs est raisonnable pour un nombre total, puisqu'il a été estimé a 41% . concernant
les prélevement de liquide péritonéal, elle est peu nombreuse, et la proportion de cas positifs

sur le nombre total de cas est estimée a 9%
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Figure 48 : Répartition des résultats de 1’ infection selon le nombre de cas positifs .
V.4.2.Répartition des résultats selon le sexe

A travers les résultats de I'étude statistique des résultats positifs par apport le sexe, nous
avons remarqué que les femmes son les plus infecté par les infections urinaires que les
hommes. Concernant la pus Les hommes sont plus touchés .Et le prélevement péritoneal et

nasal les cas positifs sont des femmes.
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Figure 49 : Répartition des résultats de I’ infection selon le sexe .

V.4.3.Répartition des résultats selon le mois/saison

A travers les résultats obtenus, on constate que les infections urinaires sont les plus fréquentes

au cours de lI'année, notamment en automne et en hiver.
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Figure 50 : Répartition des résultats de I’infection selon le mois/saison

V.4.4 Répartition des résultats selon les souches bactériennes

A travers les résultats de I'étude statistique des résultats avons remarqué que les E. coli

largement propagé dans I’infection urinaire et les S. aureus dans les prélevements de pus et le

prélevement & partir de I’infection nasal.
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Figure 51 : Résultats représentants les infections selon les souches bactériennes.

Aromatogramme
V.5. La répartition selon le profil de résistance ou sensibilité aux I’huiles

essentielles

V. 5.1.Profil de résistance et sensibilité aux I’huiles essentielles des bactéries Gram+
L'effet des huiles essentielles sur les bactéries a Gram positif était fort et efficace. Les

diametre d’inhibition dans le graphe suivant :
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V.5.1. 1.Profil de résistance et sensibilité aux I’huiles essentielles de la souche S. aureus

d’écoulement nasal.

Figure 52 : L’effet de HE sur S. aureus .par méthode des puits et disques

1 : huile Nigella sativa ,2 . huile de lavande ,3: huile de Menthe ,4 : - I'huile de thé vert, 5 : huile de

romarin T :Témoin négatif (eau physiologique)
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A : huile Nigella sativa ,B : huile de lavande ,C :: huile de Menthe D : - I'huile de thé vert
,E : : huile de romarin ,T : Témoin négatif (eau physiologique)

Figure 53 :Graphe profil de résistance et sensibilité aux I’huiles essentielles de bactérie

S. aureus d’écoulement nasal.
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V.5.1. 2.Profil de résistance et sensibilité aux I’huiles essentielles de la souche de S.
aureus de Pus

Figure 54: L’effet de HE sur S. aureus de Pus par méthode des puits et disques.

1 : huile Nigella sativa ,2 . huile de lavande ,3: huile de Menthe ,4: - l'huile de thé vert, 5: huile de
romarin T :Témoin négatif (eau physiologique)
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A : huile Nigella sativa ,B : huile de lavande ,C :: huile de Menthe D : - I'huile de thé vert
,E : : huilede romarin ,T : Témoin négatif (eau physiologique).

Figure 55 :Graphe profil de résistance et sensibilité aux I’huiles essentielles de bactérie

S. aureus de pus.
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V.5.1. 3.Profil de résistance et sensibilité aux I’huiles essentielles de souche S. aureus de

I’ECBU.

Figure 56: L’effet de HE sur S. aureus de d’ECBU .par méthode des puits et disques.
1 : huile Nigella sativa ,2 . huile de lavande ,3: huile de Menthe ,4: -lhuiledethé vert 5:
huilede romarin T :Témoin négatif (eau physiologique)
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A : huile Nigella sativa ,B : huile de lavande ,C :: huile de Menthe D : - I'huile de thé vert
,E : : huilede romarin ,T : Témoin négatif (eau physiologique).

Figure 57:Graphe profil de résistance et sensibilité aux I’huiles essentielles de bactérie
S. aureus d’ECBU.
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V.5.1. 4 Profil de résistance et sensibilité aux I’huiles essentielles de la souche L.

monocytogenes.

Figure 58 : L’effet de HE sur L. monocytogenes de par méthode des puits et disques.

1: huile Nigella sativa ,2 . huile de lavande ,3: huile de Menthe ,4: -Thuiledethévert 5:

huilede romarin | T :Témoin négatif (eau physiologique)
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L. monocytogenes

A : huile Nigella sativa ,B : huile de lavande ,C 11 huile de Menthe D : - I'huile de thé vert
,E : . huile de romarin ,T : Témoin négatif (eau physiologique).
Figure 59:Graphe profil de résistance et sensibilité aux 1’huiles essentielles de bactérie L.

monocytogenes.
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V.5.2. Profil de résistance et sensibilité aux I’huiles essentielles des bactéries Gram-
L'effet des huiles essentielles sur les bactéries gram-négatives était faible .Les diametres
d’inhibition dans le graphe suivant :

V.5.2.1. Profil de résistance et sensibilité aux I’huiles essentielles de la souche P.

aeruginosa de liquide péritonéal

Il
1l

Figure 60: L’effet de HE sur Pseudomonas sp.par méthode des puits et disques.

1 : huile Nigella sativa ,2 . huile de lavande ,3: huile de Menthe ,4: -Tlhuiledethévert 5:

huilede romarin | T :Témoin négatif (eau physiologique)

V.5.2. 2.Profil de résistance et sensibilité aux I’huiles essentielles de la souche K.

pneumoniae de pus

Figure 61: L’effet de HE sur K. pneumoniae de pus par méthode des puits et disques.

1 : huile Nigella sativa ,2 . huile de lavande ,3: huile de Menthe ,4: -lhuiledethé vert 5:
huilede romarin | T :Témoin négatif (eau physiologique)
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A : huile Nigella sativa ,B : huile de lavande ,C :: huile de Menthe D : - l'huile de thé vert
,E : : huile de romarin ,T : Témoin négatif (eau physiologique).

Figure 62:Graphe profil de résistance et sensibilité aux I’huiles essentielles de bactérie K.
pneumoniae de pus.

V.5.2.3. Profil de résistance et sensibilité aux I’huiles essentielles de la souche K.
pneumoniae de ECBU

Figure 63: L’effet de HE sur K. pneumoniae de ECBU par méthode des puits et disques.

1: huile Nigella sativa ,2 . huile de lavande ,3: huile de Menthe ,4: -lhuiledethé vert 5:
huile de romarin T :Témoin négatif (eau physiologique)
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A : huile Nigella sativa ,B : huile de lavande ,C :: huile de Menthe D : - I'huile de thé vert
,E : . huile de romarin ,T : Témoin négatif (eau physiologique).
Figure 64: Graphe profil de résistance et sensibilité aux 1’huiles essentielles de bactérie K.

pneumoniae d’ECBU.

V.5.2. 4 Profil de résistance et sensibilité aux I’huiles essentielles de la souche E.co li 324
de ECBU.

Figure 65: L’effet de HE sur de E.co li 324 par méthode des puits et disques.

1 : huile Nigella sativa ,2 . huile de lavande ,3 : huile de Menthe ,4: - I'huile de
thé vert  ,5: huilede romarin T :Témoin négatif (eau physiologique)
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A : huile Nigella sativa ,B : huile de lavande ,C :: huile de Menthe D : - I'huile de thé vert
,E : : huile de romarin ,T : Témoin négatif (eau physiologique).

Figure 66:Graphe profil de résistance et sensibilité aux 1’huiles essentielles de bactérie E.co li
324 dI’ECBU.

V.5.2.5. Profil de résistance et sensibilité aux I’huiles essentielles de la souche E.coli 124
de ECBU

Figure 67 : L’effet de HE sur de E.co li 124 par méthode des puits et disques.

1 : huile Nigella sativa ,2 . huile de lavande ,3: huile de Menthe ,4: -lhuiledethé vert 5:
huilede romarin T :Témoin négatif (eau physiologique)
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Figure 68:Graphe profil de résistance et sensibilité aux 1’huiles essentielles de bactérie E.co li

124 d’ECBU.
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V.6.Profile de Les effets des I’huiles essentielles sur les bactérie isoleé
V.6.1.Profile de Les effets de I’huile Nigella sativa sur les bactérie isoleé

Nous avons remarqué que 1’huile de Nigella sativa a un effet significatif sur les
bactéries gram-positives( S. aureus et L. monocytogenes) , car le diamétre de zone
d'inhibition était (2,5 a 3,8 ) cm par la technique de puits , et (0,7 a 1,7 ) cm par la
technique de disque. L'effet moyen sur les bactéries gram-négatives ( E. coli et K.
pneumunie) variait de 0,7 a 1,7 cm par technique de puits, et 0,7 a 1,2 cm par la technique

des disque . Etaucun effet sur la souche de P. aeruginosa
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Figure 69 : Profile de Les effets de huile Nigella sativa sur les bactérie isoleé .

V.6.2.Profile de Les effets de huile de lavande sur les bactérie isoleé

A travers les résultats, nous avons remarqué que I'huile de lavande avait un effet moyen
sur les bactéries gram-positives(S.aureus et L.monocytogenes), le diamétre de zone
d'inhibition était de 1 jusqu’ a 1,4 cm par le technique de puits , et 0 a 0,7 par la technique de
disque . Et pour les bactéries a Gram négatif ( E.coli et K.pneumunie ) 0,6 a 1cm les deux

technique Similaire dans ce cas. Et aucun effet sur la souche de P.aeruginosa
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Figure 70 : Profile de Les effets de huile de lavande sur les bactérie isoleé

V.6.3.Profile de Les effets de huile de Menthe sur les bactéries isolées

A travers les résultats obtenus, nous avons remarque I'effet de I'huile de menthe sur les

S.aureus avec diametre de zone d'inhibition 0,7 cm par le technique de puits , et un effet

Simila

I'huile

ire sur la souche de L.monocytogenes mais par la technique de disque . L'effet de

sur les bactérie a Gram négatif (E.coli et K.pneumunie ) dans les deux techniques est

proche, et la valeur de I'effet était entre 0,6 et 0,8 . cm . Et aucun effet sur la souche de P.

aeruginosa
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Figure 71 : Profile de Les effets de huile de Menthe sur les bactérie isoleé
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V.6.4.Profile de Les effets de I’huile de thé vert sur les bactérie isoleé

A travers les résultats obtenus, nous avons remarqué que I'huile de thé vert a un effet
limité sur les S.aureus par la technique de puits seulement le diametre de zone d'inhibition
était 0,7 cm et pour la souche de L.monocytogenes la valeur de I'effet était 1,1 cm par la
technique de puits et 0,7 par disque . L'effet de I'huile sur les bactérie & Gram négatif ( E.coli
et K.pneumunie ) par la technique de disque seulement techniques est proche, et la valeur de

I'effet était entre 0,7 et 0,8 . cm . Et aucun effet sur la souche de P.aeruginosa
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Figure 72: Profile de Les effets de huile de thé vert sur les bactérie isoleé .

V.6.5.Profile de Les effets de huile de romarin sur les bactérie isoleé

A travers les résultats obtenus, nous avons remarqué que I'huile de romarin avait un
effet notable sur bactéries gram-positives(S.aureus et L.monocytogenes) , car le diametre de
zone d'inhibition était de 1,4 et 1,1 cm par le technique de puits ,et 0 a 0,7 cm par technique
de disque. L'effet de I'nuile sur les bactérie a Gram négatif ( E.coli et K.pneumunie ) par la
technique de disque de 0,7 jusqu’a 0,8cm et par la technique de puits était de 0,7 jusqu’a Icm

Et aucun effet sur la souche de P.aeruginosa .
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Figure 73 : Profile de Les effets de huile de romarin sur les bactérie isoleé .
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V1. discussion
La présente ¢tude a été éffectuée sur 12 mois de ’année 2020/2021. Nous avons
recensé 40 cas d’infection urinaire diagnostiqués par ECBU, soit un pourcentage de 5
% parmi 733 prélevements recus. En effet, une étude similaire aux travaux de
(Chabane et al., 2017).
Cela pourrait étre expliqué par plusieurs hypothéses soient :

v Le grand nombre des prélévements urinaires en raison de la facilité de I'analyse.

v La plupart des malades sont sous antibiothérapie avant le prélévement

v' La mauvaise qualité du prélévement

A partir de 1’étude épidémiologie des infections urinaires, nous remarquons que le sexe
et ’age sont des facteurs de risque importants pour contracter une infection urinaire. De fagon
générale et toutes catégories d’ages confondues, les femmes sont plus a risque de développer
une infection urinaire et plus particulierement les jeunes femmes sexuellement actives. Nos
résultats sont similaires aux travaux d’autres auteurs (Thirion et al., 2003 ; Thirion et al .,
2003). Cette prédominance est expliquée par:

v' Les caractéristiques anatomiques de l’urétre féminin qui est court, large, droit et
proche de la région péri-anale

v La fréquence des rapports sexuels qui favorisent I’ouverture du méat urétral favorisant
ainsi I’acces des germes a la vessie.

v' La ménopause et modification de I’atrophicité de la muqueuse vésicale.

v Le fait que les glandes péri urétrales n’ont pas d’activité antibactérienne
(contrairement au liquide prostatique). Aussi, I’infection chez la femme est favorisée
par I’osmolarité faible des urines en particulier durant la grossesse (Chabane et al.,
2017).

Cependant, les hommes sont les plus touchés par le pus. Ce qui concorde avec I’étude
réalisée par Faraoun en 2013(Faraoun, 2013) .Cela est peut étre due au fait que les femmes
sont plus soucieuses de leur hygiéne personnelle. Ce confirme par I’étude de (EL allali B,
2015).

Nous avons trouvé que E. coli est responsable de la magorité des infections urinaires.
Ce résultat est confirmé par plusieurs études, par exemple le travail de Chemlal et al (2015)
(Chemlal et al .,2015).

Un préléevement microbiologique de pus et écoulement nasal sont souvant trouvés

positives a S. aureus parce que ces bactéries sont issues de la flore commensale de la peau de
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I’homme et des animaux ,(Wertheim et al ., 2005 ; Benzenati et al., 2015 ; Saseedharan et
al., 2018).

les résultats obtenus a partir de 1’antibiogramme montrent que les bactérie Gram - ( E.
coli) sensibles résisté aux Amoxicilline. Cela est n’en pas en accord avec les études réalisée
par Bezziche et Bounemeur (2018) .( Bezziche et Bounemeur, 2018).

L’augmentation le taux de la résistance des souche d’E. coli a I’ampicilline peut étre
expliqué par I'utilisation abusive et incontrolé de ce type d’antibiotique avec ou sans avis
d’un médecin.(AFFSAPS, 2008).

Notre étude a été basée sur ’effet de certaines huiles essentielles sur différents souches
bactériennes multi-résistantes de diverses origines. Nous avons constaté une variabilité dans
les résultats obtenus. Elle est probablement due a I’influence de plusieurs facteurs tels que la
technique utilisée (puits ou disques), les bactéries testés et les huiles essentielles utilisées
(Pattnaik et al., 1996). Il a été confirmé par Ritchie (1987) qui mentre que 1’activité
antibactérienne dépend des extraits utilisés (Ritchie, 1987). Bekhechi et al., (2008)
rapportent une efficacité variable de I’huile sur les bactéries testées et cela indépendamment
de leur appartenance au Gram( Bekhechi et al., 2008).

A travers les résultats obtenus, nous avons remarqué que la technique des puits est plus
efficace sur les bactéries par rapport a la technique des disques ou son effet atteignait jusqu’a
3,8 cm versus 1,7cm pour la technique des disques Ces résultats pourraient étre expliqué par
la quantité d’huile appliquée qui permet une large diffusion sur la gélose donc un forte effet
sur les bactéries.

L’huile essentielle de Lavande a un effet plus important sur les bactéries a Gram positif
(S.aureus et L. monocytogenes) que sur les bactéries a Gram négatif comme E. coli et K.
pneumoniae. Cette résistance est probablement liée a la complexité de 1’enveloppe cellulaire
de ces microorganismes qui contient une double membrane, contrairement a la structure
membranaire simple des bactéries a Gram (+). Donc, les lipopolysaccharides dans la paroi
cellulaire constituent une barriere pour 1’huile essentielle. Ce résultat a été confirmé par
I’étude de Deans et al. (1995), qui annonce que la nature du Gram des bactéries a une légere
influence sur ’accroissement de la zone d’inhibition vis-a-vis des huiles essentielles (Deans
et al., 1995). Cependant, il apparait que beaucoup d’huiles volatiles exercent une activité
importante envers les bactéries Gram positive; comme il est souvent mentionné que les
bactéries a Gram négatives sont plus résistantes aux plantes a base d’huile essentielle. Ainsi,
Haddouchi et al. (2009) en étudiant 1’activité de I’huile essentielle. trouvent que les méme

résultats correspondants aux notre (Haddouchi et al, 2009).
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D’apres les résultats des tests des huiles essentielles nous remarquons que 1’huile de la
nigelle a révélé une importante inhibition de la croissance de S. aureus traduite par la
formation d’un diamétre d’une zone d’inhibition de 38 mm. Cependant, cette souche présente
une importante résistance devant de nombreux antibiotiques (Chloramphénicol, Céfoxitine,
Pénicilline, etc...). Par ailleurs, 1’étude de I’activité antibactérienne des huiles essentielles de
la nigelle par rapport a certaines souches bactériennes a Gram négatif (E. coli, Klebsiella sp.,
Psudomonas sp.) a montré une moyenne inhibition de la croissance de ces souches testées.
Cela a été confirmé par différents études (Hadjazi et Djilali, 2016; Ennadir et al., 2014;
Aggoun, 2018).
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques. Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a
I’évaluation de I’activité antibacterienne des huiles essentiels commerciales (Negilla sativa ,
Lavande ,Menthe ,The verte , Romarin) vis-a-vis de 8 souches bactériennes multi-résistante
Gram positives et Gram négatives (E. coli, S. aureus, K. pneumoniae et Pseudomonas sp.)
avec ’effet des antibiotiques appartenant a la famille des béta lactamines «ampicilline et
céfazoline» de déferent prélévement biologique sur eux.

Selon les deux études (I’antibiogramme et I’aromatogramme) on a observe que les
bactéries Gram+ sont les plus sensibles par les antibiotique et les huiles essentiels.

D'apres 1’analyse des résultats de I’antibiogramme de la majorité de nos bactéries Gram-
, hous avons trouvé que les ATB des Entérobactéries les plus efficaces sont Céfazoline et
Colistine. Toutefois, elles présentent une résistance a I’Amoxicilline et la Céfotaxime. Les
bactéries Gram+ sont sensibles aux Gentamicine, Ciprofloxacine, Imépeneme et résistent au
Pénicilline.

Les resultas de I’étude de 1’activité antibactérienne des I’HE est variée, mais 1’huile le
plus efficace est celui de Negilla sativa qui a montré une trés forte activité sur les Gram+
surtout pour les S.aureus par la technique des puits. Cependant, S. aureus traitée par les
différentes antibiotique a montré une trés forte résistance, alors que nos résultats confirment
la puissante activité antibactérienne de I’HE de cette espéce par rapport aux autres
antibiotiques.

En conclusion, il semblerait que les bactéries multi-résistantes soient largement
distribuées dans différents écosystémes. Exergant une pression sur les micro-organismes,
I’'usage abusif des antibiotiques pour traiter les déférentes infections est le principal facteur
épidémiologique responsable de I’émergence de la résistance. En milieu hospitalier, le
traitement des infections causées par ces bactéries multi-résistantes devient de plus en plus

problématique.

La lutte contre 1’émergence et la diffusion des bactéries multi-résistantes aux
antibiotiques est un axe majeur de santé publique dans le monde. L’usage optimal et
diminution de la consommation des antibiotiques constitue la pierre angulaire de la réduction
de I’antibioresistance. Cela peut se faire en les remplagant par 'utilisation d'huiles essentielles
et les plante médicinales, mais les doses doivent étre respectées afin de ne pas nous causer

d'effets secondaires.
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Enfin, et comme perspectives : nous proposons :

Etude approfondie basée sur I’effet de I’extrait de 1’huile de Nigella sativa (avec
déférentes méthodes d’extraction) sur S. aureus de deéférentes origines.

La détermination de la meilleur technique d’utilisation des huiles essentielles et
la quantité suffisante pour le traitement.

La recherche de composés bio-actifs responsables de 1’élimination des bactéries

dans I'huile de Nigella sativa par différentes techniques d'extraction.
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Annexe 1 :Le matérielle biologique utilise
A.Les huiles essentielle

1. Huile de Nigelle

Le nom commercial : Presse Al-Madinah Al-Munawarah.
Pays producteur : Pakistan.
Meéthode d'extraction : Techniques modernes.

2.Huile de Lavande

Le nom commercial : EL HAWAG.

pays producteur : Egypte.

Méthode d'extraction : Pressage a froid fagon pharaonique

» . -
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3.Huile de Menthe

Le nom commercial : El Captine.

Pays producteur : Egypte.

Méthode d'extraction : N'a pas mentionné.

4. Huile de Thé vert

Le nom commercial : Flora.

pays producteur : Inde.

Méthode d'extraction : N'a pas mentionne.
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5.Huile de Romarin
Le nom commercial : Flora.
pays producteur : Inde.

Méthode d'extraction : N'a pas mentionné.
| — o
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B.Les souches utilise
-Bactéries Gram négatif :
Les bacteries Gram négatifs ont adopté une solution différente pour protéger leur membrane

cytoplasmique, il fabriquent une structure particuliére, la membrane externe, située a
I’extérieur de la muréine la membrane externe est chimiquement distincte des autres
membranes biologique ,ce qui lui confére la capacité de résister aux agent chimiques nocifs,
c’est une structure a deux feuillets mais le feuillet externe contient un composant unique en
plus des phospholipides; il s’agit du lipopolysaccharide bactérien ou LPS, molécule complexe
rencontrée uniquement chez les bactéries Gram (-)(Escott , 2006).

Pseudomonas aenuginosa :
Bacilles a Gram négatif, mobiles par une ciliature polaire, rarement immobiles, non Sporulés.

Bactéries chimio- organotrophes avec un métabolisme strictement respiratoire avec comme
accepteur terminal d'électrons I'oxygene en aérobiose et pour certaines especes le nitrate en

anaérobiose avec synthése d'une nitrate- reductase (respiration des nitrates).
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Oxydatifs ou inactifs dans I'épreuve de Hugh et Leifson. Presque toujours oxydase (+) c'est-a-
dire possédant pour la plupart une chaine cytochromique compléte comprenant le cytochrome
C et un cytochrome C oxydase. .( Balentine et al . ,2006).

Escherichia coli (colibacille) :

Elle apparitient a la famille des Enterobactériaceae , bacille Gram négative,croissance en
aérobiose ou anaérobiose , oxydase -, catalase +,réduit les nitrates en nitrites,uréase-,mobile
grace a une ciliature péritriche (LARPENT ,2000) . C’est un commensal du tube digestif de
I’homme et de nombreux animaux .(PIERRE et MARIE, 2003) .Agent responsable des
infections urinaires et des diarrhée du voyageur (ANONYME ,2001).

Klebsiella pneumoniae :

Ou bacille de Friend Lander est un bacille Gram négative de la famille des entérobactéries
responsable de pneumonie chez les personnes fragilisée .C’est un germe multi résistant a
partir duquel se dévloppent des épidémies et des infections ( infection urinaire,plumonaire ,0i
septicemie) (ANONYME,2003).

Les bactéries Gram positif :

Protegent leur membrane avec une paroi epaisse, le Composant majeur de la paroi est
polymére complexe de sucres et d’acides aminés, appel Muréine ou peptidoglycane .la
muréine est un composant essentiel qui donne a la bactérie sa forme et sa rigidité que ce soit
chez les bactéries Gram positif ou chez la bactérie Gram Négatif. (Escott , 2006).

Staphylococcus aureus :

Cocci a Gram positif, appartient a famille des micrococaceae, ubitquitaire qui retrouve dans le
sol, I’air et I’eau, ¢’est un commensal de la peau et des muqueuses de I’homme, on le trouve a
I’état normal dans 1’oropharynx, les fosses nasales, dans les selles et au niveau du périnée ou
des aisselles.( Balentine et al . ,2006).

S.aureus résistante a plusieurs antibiotiques difficiles a traiter auxmédicaments. Les
Staphylococcus aureus produisent des toxines comme hémolysine, et les entérotoxines qui
provoquent habituellement de vomissement et souvent la diarrhée Peu de temps aprés
I’ingestion de nourriture contaminée.( Belakhdar, 1997).

Annexe 2 : Les milieux de culture

Gélose nutritive (Bahlouli et idiri, 2015).

=T 010 TP 10.0g
EXIrait 08 VIANUE......i ittt bbb et ettt et e e e 59
ChIOrUIE A8 SOUIUIM. ...ttt e ettt ettt nb e see e e e s 5¢
N - TP PP PPP PSPPI 10.0g

pH=7.3 Auto-clavé a 121C° pendant 20 min.
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Milieu de Chapman (Chibi, 2015).

Extrait de viande (DOVIN OU POFCIN).....ciiiiiiiiieiitiiiiieciieie et sre e sr e e en e s 19
Peptone de caséine et de viande (bovin et POrCin)........ccccoivieieiisie e 10g
ChIOrure de SOOIUML.......ciiiiie it e e e st be e er e sreeereaesteeareaanee 759
A Lo 0T (o PSSP 10g
N0 - | PP P PP P PPPPRPTTRPRN 15¢
ROUGE  dE PHENOL.... .o et 0,025¢g
pH=7.,6

Préparation : 111g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave : 120C° pendant
15min.2

Gélose Hektoen (Amara et khaldi, 2015).

Prot€ase PePtONE. . ......ouieiit i e 12¢
Extrait de 1eVUIe ....ooiiiiiii e 3g
5 107 01 N 12¢g
NI (6 ¢ 1 SR 129
SalICINE oot 2g
Meélange de sel DIlHAITe. ......o.uiiiiii e e e e e Og
Chlorure de SOAIUIM ...ttt e et e e e e ae e e e S5g
Thiosulfate de SOAIUML......iiiii e e e e ee e S5¢g
Citrate d'amminium ferTiqUE........c.oouiiiiii e e e e 1.5¢
FuchSine acide ..........ooiiiiiiii i 0.1g
Bleu de bromothymol...........ooiiiiii 0.065¢g
AGAT. .o 15¢
pH=7.5

Bouillon nutritif (Amara et khaldi, 2015).

I/ 010 L= PSPPI 10,0 g
EXErait d& VIANGE...... oottt st e s s 500
ChIOrure de SOUIUML ...ttt e es et ste e ste et ee s neeenneens 5049

pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 7,2.
Chromagare d’ Orientation Medium :

est un milieu non sélectif servant a I'isolement, l'identification directe, et a I'énumération des
agents pathogénes des voies urinaires.

Toutefois, CHROMAGAR Orientation a une application plus large en tant que gélose
nutritive pour I’isolement des différents micro-organismes (Merlino et al., 1996).
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Annexe 3 : Matériel du laboratoire

Les matériels utilisés sont les suivants:
- Bec bunsen.

- Les tubes a essai et les boites de Pétri.
- Les flacons.

- Papier whatman (N°=3).

- Portoir de tubes & essais

- Régle (pour mesurer le es diamétre des zones d’inhibitions) .
- L’anse de platine.

- Pipette Pasteur.

- Micropipette.

- Les embouts.

- Bec bunsen.

Annexe 4 : Produits de laboratoire

Les milieux de culture utilises sont les suivants:

- Gélose nutritive: pour le repiquage des souches étudiées.

- Gélose Héktoen: pour I’isolement des souches: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,,
Klebseilla pneumoniae

- Gélose Chapman: pour I’isolement de Staphylococcus aureus.

- Gélose Muller Hinton: pour le test de la diffusion en gélose

L’eau physiologique

- Galerie AP1 20 E
-Disque d’antibiotique

Gram- :

AMC:Amoxicilline + Acide clavulanique , CEP : Céfalotine, COT: Co-Trimoxazole , GEN: Gentamicine,
CTX: Céfotaxime, CX : Céfoxitine, CIP: Ciprofloxacine, AMP: Ampicilline, NA: Acide Nalidixique, C:
Chloramphénicol, IMI,/ IPM : Imipéneme, NIT : Nitrofurantoine ,AK: Amikacine, FO : Fosfomycine, , , Tl
:Ticarcilline, CAZ :Céftazidime, TC : Ticarcilline-acide clavulanique, , CL :Colistine, KZ: Céfazoline,
BAC :Bactrim. LEX :Cefalexine.
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Gram+ :

COT: Triméthoprime— sulfamétoxazole, GEN: Gentamicine, CIP: Ciprofloxacine, AMP: Ampicilline, C:
Chloramphénicol, ,AK: Amikacine, FO : Fosfomycine, RIF : Rifampicine. E : Erythromycine VA :
Vancomycine, TE : Tétracycline ,RP :pristinamycine ,FC :Acide fusidique, CD :Clindamycine, P : Pénicilline
G, FOX : Céfoxitine, OX : Oxacilline, K : Kanamycine, TEI : Téicoplanine ,OF : Ofloxacine; DO :
Doxycycline ; CS :Colistine ; PEF : Péfloxacine C :Chloramphénol ; KZ: Céfazoline ; IMI:
Imépenéme  AM : Ampiciline  AMC : Amoxiciline FOX :Céfoxitine  ; CTX: Céfotaxime ; VA :
Vancomycine L ; Lincomycine

Annexe 5: Les appareils
Plusieurs appareils utilisés pour étudier I'activité antibactérienne des huiles essentielles :
Le tableau suivant cite ces appareils.

Tableau : Les appareils de laboratoire utilisés .

Matériel Utilisation

Microscope optique Pour I’observation microscopique

La balance Pour peser les ingrédients de milieux de
culture

Bain marie La solubilisation des milieux de culture

Etuve réglée a 37C° incubation des souches

Autoclave Stériliser les matériels et les milieux de
culture

Refrigérateur Conservation des échantillons

Agitateur plague chauffante Préparation du milieu de culture

Annexe 6: Compte Rendu D’analyse Medicales

Patient 1 :
MICROBIOLOGIE :
Patient :Homme

Age : 84 ans

E .C.B.DES URINES
CHIMIE DES URINES :

GLUCOSE_ecb NEGATIF
CORPS CETONIQUES NEGATIF
PROTEINES +

SANG ++
LEUCOCYTES +++
NITRITE NEGATIF
pH 7
DENCITE 1.015

EXAMAN MACROSCOPIQUE:

| ASPECT DE L’URINE

| TROUBLE
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ETUDE CYTOLOGIQUE :

CELLULES EPITHELIALES Absence
CRISTAUX Absence
CYLINDRES Absence
LEVURES Absence
HEMATIES 15x10 4/ml
LEUCOCYTES 15x 10 4 /ml
Nb de bacteries ++
CULTURE :

Denombrement des germes 01M UFC/ml
CULTURE POSITIF

IDENTIFICATION
CONCLUSION
CULTURE
IDENTIFICATION
CONCLUSION
MICROBIOLOGIQUE :

Escherichia coli

Presence d’infection urinaire
POSITIF
Escherichia coli

Presence d’infection urinaire

ENTEROBACTERIES (Escherichia coli)

Antibiogramme :

Ampicilline

Amoxicilline+Ac . Clavolanique
Cefalotine

Cefotaxime

Ertapeneme

Imipenem

Gentamicine

Amikacine

Nitroforantion

Ciproflaxine

Nalidixic Acide
Trimethoprime+Sulfamethoxazole
Cefazoline

Fosfomycine

Resistante
Sensible
Resistante
Resistante
/
Sensible

Sensible
Sensible
Sensible
Resistante
Resistante
Resistante
/

Sensible
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Chloramphenicole
Patient 2 :
Microbiologie :
Patient : Femme
Age : 18ans
E.C.B De Pus

Site De Prelavement : Nasal

Etude Cytologique

Examen Direct Apres Coloration :

Leuvures :
Culture

Culture :
Identification :
Antibiogramme :
Penicilline
Erythromycine
Cefoxitine
Tetracycline
Chloramphenicol
Gentamicine
Amikacine
Vancomycine
Ciproflaxacine
Trimethroprime+ Sulfamethoxazole
Rifampicine
Oxacililine
Clindamycine
Oflxacine
Kanamycine
Acide Fusidique

Pristinamycine

Sensible

Cellule Epitheliales ++

Absence

Positive

Staphylococcus Aureus

Resistant
Resistant
Resistant
Resistant
Sencible
Sencible
Sencible
Sencible
Sencible
Sencible
Sencible
Resistant
Sencible
Sencible
Resistant
Sencible

Resistant
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Patient 3 :

Ecbu Examen Cytobacteriologie Urinaire :

Patient : Homme

Urines Claires

Sediment Peu Important

Examen Microscopique Directe_Cytologie

_Leucocyte :

_Hematies :

_Cellules Epitheliales :

_Leuvures:
_Cristaux :
_Parasites :

_Bacterie

00al Par Champ
Absence D’hematies

Absence De Cellules Hepithelialles
Absence De Leuvure

Absence De Cristaux

Absence De Parasites

Staphylocoque

Examen Apre Coloration :
1 _Numeration De Germes 100000

2_ldentification Du Germe Bacterie

Germe Isole :

Conclusion :

Antibiogramme :

Bacterim

Acide Nalidixique

Ceotaxime
Cefazoline
Gentamicine
Pefloxacine
Lincomycine
Nitroxoline
Ampicilinlline
Colistine
Doxycycline

Erythromycine

Cocci_Gram Positif Genre Staphylocoque

Presence D’infection Urinaires A Staphylocoque

Resistant
Resistant
Sencible
Sencible
Sencible
Resistant
Resistant
Sencible
Resistant
Intermediare
Resistant

Resistant
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Patien 4 :

Examan Cytobacteriologue Des Urines :

Patient : Femme

Age : 6lans
Examen Macroscopique
Couleur :
Aspect :
Depot :
Examen Microscopique
Bacterie :
Hematies :
Leucocyte :
Cellules Epitheliales
Cristaux :
Numeration :
Culture Bacteriologique
Antibiogramme :
Amikacine
Ceftazidine
Cefdinir(Omnicef)
Cefixime
Cefoxitine
Colistine
Cefotaxime
Fosfomycine

Imepeneme

Jaune
Trouble

Absence

Presence++

Absents

< 2element /Mm
Rares

Quelques

1075 Bacteries/MI

Culture Positive A Escherichia Coli

Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible

Sensible
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Annexe 7 : Les appareils utilisées.

Figure 1 : Appareil d’extraction d’huile.

Figure 2 : Appareil d’extraction d’huile .
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Figure 5 : Appareil des disques.



Etude de Dactivité antibactérienne de quelques huiles essentielles sur des bactéries multi-résistantes
Résumé :

Les bactéries multi résistantes (BMR) représentent un véritable probleme de santé publique. Les antibiotiques
conventionnels commencent a devenir inefficaces et des bactéries qu’a une époque étaient controlées, commencent a
devenir de plus en plus pathogénes. L’association au nombre limité d'antibiotiques en cours de développement nous a
conduit a une impasse thérapeutique. La découverte de molécules antibactériennes innovantes, capables d'agir par de
nouveaux modes d'action. Dans cette étude, nous avons recherché les huiles essentielles des molécules susceptibles
d'inhiber la croissance de bactéries pathogenes. Pour cela, nous avons criblé 5 huiles essentielles par la méthode de
puits et disque, sur 9 souches multi-résistantes. Leurs effets sur la croissance bactérienne a été déterminé par mesure
de la zone inhibitrice. L’huile le plus effacas c¢’est celui du Nigella sativa qui a un effet sur les S. aureus par une zone
d’inhibition de 3,8 cm, un effet moyenne sur L. monocytogenes et un effet minimum sur les bactérie a Gram- : E. coli,
P. aeruginosa et K. pneumonie.

Mots-clés : Infection, prélévement biologique, antibiotiques, bactéries multi résistantes, huiles essentielles.

Study of the antibacterial activity of some essential oils on multi-resistant bacteria
Abstract :

Multi-resistant bacteria (BMR) are a real public health problem. Conventional antibiotics are beginning to
become ineffective and bacteria that at one time were controlled, are beginning to become more and more
pathogenic. The combination with the limited number of antibiotics under development has led us to a therapeutic
impasse. The discovery of innovative antibacterial molecules, capable of acting by new modes of action. In this study,
we looked for essential oils molecules that can inhibit the growth of pathogenic bacteria. For this, we have screened 5
essential oils by the method of well and disc, on 9 multi-resistant strains. Their effects on bacterial growth were
determined by measuring the inhibitory zone. The most invasive oil is that of Nigella sativa which has an effect on S.
aureus through an inhibition zone of 3.8 cm, a medium effect on L. monocytogenes and a minimum effect on Gram-:
E. coli, P. aeruginosa and K. pneumonia.

Keywords: Infection, biological sample, antibiotics, multi-resistant bacteria, essential oils.
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