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Résumé

De nos jours, les bactéries multirésistantes (BMR) sont de plus en plus courantes et
causent des infections potentiellement mortelles tant dans les hopitaux que dans la

communaute.

Dans le but de rechercher de nouveaux agents naturels antibactériens aux intéréts
thérapeutiques, I’huile essentielle de la plante médicinale Rosmarinus officinalis de la flore
Algérienne, a fait I’objet de détermination de son pouvoir antibactérien in vitro sur des souches
pathogénes multirésistantes isolées et identifiées a partir de divers prélévements pathologiques

recu de différents services de I’EPH de Blida, Brahim Abdellah Tirichine.

Sur 598 prélevements effectués, nous avons identifiée 129 souches bactériennes, parmi
lesquelles 58 souches étaient multirésistantes, représentant ainsi un taux de 44,96%, Parmi
celles-ci, E. coli et K. pneumoniae sont les especes les plus prépondérantes avec des fréquences
de 34.48% (n=20) et 27.59% (n=16) respectivement, suivi par S.aureus 12% (n=7),

Paeroginosa et A. baumanniavec 9% (n=5) chacune.

L'analyse du profil d'antibiorésistance a permis d'identifier plusieurs Bactéries Multi-
Résistantes (BMR), dont des Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline (SARM) et des
entérobactéries productrices de P-lactamase a spectre élargi (BLSE). Concernant les
entérobactéries examinées, il a été constaté qu'elles manifestaient une résistance a I'ensemble
des antibiotiques soumis aux tests, provenant de diverses familles antibiotiques. De plus, un
taux de résistance de 100% a ¢été observé pour les souches d'Acinetobacter baumannii et de

Pseudomonas aeruginosa envers la majorité des antibiotiques évalués.

L’analyse de HE de romarin par la chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse nous a permis d’identifier les principaux composés majoritaires, a savoir : 1,8-
Cineole (39.972%), Camphor (12.831%) et 1'alpha-pinéne (11.032%). Les résultats de 1'effet
antibactérien de 1'HE essentielle de R. officinalis révele son activité contre la majorité des
souches BMR testées, avec des diamétres de zone d'inhibition (DZI) variant entre 12 et 32 mm,
a I’exception de certaines souches de P. aeroginosa. Les souches les plus sensibles sont
S.aureus suivi A.baumannii. Les CMI ont été déterminées par la méthode de dilution sur milieu

solide avec des valeurs variant entre 0.25 et 0.06 pl /ml.

Mots clés : Antibactérienne ; Bactéries multirésistances ; Huile essenticlle ; Profil

d’antibiorésistance ; Rosmarinus oficinalis



Abstract

Nowadays, multidrug-resistant bacteria (MDR) are becoming increasingly common

and causing potentially deadly infections both in hospitals and the community.

In order to search for new natural antibacterial agents with therapeutic potential, the
essential oil of the medicinal plant Rosmarinus officinalis from the Algerian flora was
investigated for its in vitro antibacterial activity against isolated and identified MDR
pathogenic strains obtained from various pathological samples received from different

departments of the Blida Brahim Abdellah Tirichine Public Hospital (EPH).

Out of 598 samples collected, we identified 129 bacterial strains, among which 58
strains were multidrug-resistant, representing a rate of 44.96%. Among these, E. coli and K.
pneumoniae were the most predominant species, with frequencies of 34.48% (n=20) and
27.59% (n=16) respectively, followed by S. aureus 12% (n=7), P. aeruginosa and A. baumannii
with 9% (n=5) each.

The analysis of the antibiotic resistance profile has allowed the identification of several
Multi-Resistant Bacteria (MRB), including methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) and enterobacteria producing Extended-Spectrum [-Lactamases (ESBLs).
Concerning the examined enterobacteria, it was observed that they exhibited resistance to all
tested antibiotics, originating from various antibiotic families. Furthermore, a resistance rate of
100% was observed in strains of Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa

towards the majority of the assessed antibiotics.

Analysis of rosemary essential oil by gas chromatography coupled with mass
spectrometry allowed us to identify the major compounds, namely: 1,8-Cineole (39.972%)),
Camphor (12.831%), and alpha-pinene (11.032%). The results of the antibacterial effect of
R.officinalis essential oil revealed its activity against the majority of tested MDR strains, with
inhibition zone diameters (IZD) ranging from 12 to 32 mm, except for certain strains of
Paeruginosa. The most sensitive strains were S. aureus, followed by A. baumannii. The
minimum inhibitory concentrations (MICs) were determined by the solid medium dilution

method, with values ranging from 0.25 to 0.06 pl/ml.

Keywords: Antibacterial activity; Antibioresistance profile; essential oil; multidrug-resistant

bacteria ; Rosmarinus officinalis
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INTRODUCTION

L'augmentation de la résistance des pathogenes aux antibiotiques a 1'échelle mondiale
constitue une grave menace pour la santé publique, principalement en raison de 1'utilisation
généralisée et abusive des antibiotiques commerciaux. Cette utilisation indiscriminée favorise
le développement de mécanismes de résistance chez les bactéries, conduisant a I'émergence de
bactéries multirésistantes (BMR) (Mulyaningsih et al., 2011 ; Acharjee et al., 2022). Des
pathogeénes multirésistants tels que Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii et les
entérobactéries productrices de béta-lactamase a spectre étendu (BLSE) sont devenus un
probléme majeur dans le monde entier, notamment dans les milieux hospitaliers, sans exclure
leur potentiel de transmission dans la communauté (Sakkas et al., 2016 ; Parmanik et al.,

2022).

Depuis la découverte de la pénicilline en 1928 et face a la baisse de ’activité des
antibiotiques suite a I’apparition de BMR, la recherche de nouveaux agents antibactériens a été
déclenchée, parmi eux les plantes médicinales qui produisent une grande variété de métabolites
bioactifs, ce qui fait d’eux une riche source a la base de divers types de produits

pharmaceutiques (Aouf et al., 2022).

A la lumiére des avancées scientifiques, les propriétés médicinales des plantes ont
suscit¢ un grand intérét en raison de leurs activités pharmacologiques et de leur viabilité
¢conomique (Aye et al., 2019 ; Manandhar et al., 2019), dans ce contexte, les huiles
essentielles issues de plantes médicinales font I'objet de recherches pour leurs propriétés

antibactériennes (Billerbeck., 2007 ;Chouhan et al., 2017 ; Aouf et al., 2022).

Dans ce contexte, nous avons orienté notre ¢tude dans le but d’isoler des bactéries
multirésistantes a partir de divers prélévements pathologiques et d’évaluer I’activité
antibactérienne de I’huile essentielle (HE) de Rosmarinus officinalis sur elles. Pour cela, notre

étude est basée sur les points suivants :

o lsolement et identification de bactéries multirésistantes.

o Evaluation de la résistance et la sensibilité des isolats aux antibiotiques.

o Extraction de HE de Rosmarinus officinalis et détermination de sa composition
chimique par la chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-

SM).
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o Mise en évidence de ’activité antibactérienne de I’HE de Rosmarinus officinalis sur
les BMR isolées.
o Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de D’extrait de

Rosmarinus officinalis.
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I. Monographie de la plante Rosmarinus officinalis

I.1.Description botanique

Le romarin, nom scientifique Rosmarinus officinalis L, appartient a la famille
(Lamiaceae)Cette plante ligneuse et parfumée a une odeur caractéristique de menthe tres
aromatique (Ambrose et al., 2016).

C'est un arbuste dressé qui peut atteindre jusqu'a 2 metres de hauteur et les feuilles en
forme d'aiguilles mesurent de 2 a 3 cm de longueur et de 1,2 a 3,5 mm de largeur a des tiges
droites avec de nombreuses branches minces grises ou brun clair. (Ambrose et al., 2016). Les
feuilles sont coriaces, opposées, fortement recourbées, a marges frangées et a nervure médiane
proéminente d’une taille de 1,0 4 2,5 cm de long et 4 cm de large, la face supérieure de la feuille
est de couleur verte et la face inférieure est grise un peu laineuse a cause de nombreux
trichomes (Begum et al., 2013). Les fleurs, de structure bilabiée, présentent une teinte bleu
pale ou blanchatre, avec des taches violettes qui les parsément. (Goetz et Ghédira, 2012). Le

fruit a une forme ovoide, entouré par un calice brun et persistant. (Aafi, 2013).

. » y 5 “: = -

Figure 1. Les feuilles et les fleurs de Rosmarinus officinalis L. (Photooriginale, 2023).

1.2.Dénomination

Le romarin est une herbe puissante originaire de la région méditerranéenne. Il est dérivé du

mot latin ros (rosée) et marinus (mer) qui signifie « rosée de la mer » (Begum et al., 2013

e Nom accepté : Rosmarinus officinalis L.

e Synonymes : (R. angustifolius, R. latifolius, R. tenuifolius, etc.)

e Nom commun (certains pays européens) : Romero (espagnol), alecrim (portugais), romarin
(anglais), rosmarin (frangais et allemand), rosmarino (italien) et devopoir’Bavo (grec), Inde
(rusmar) ,Frangais( romarin) , Anglais (rosemary) ,Allemand (Rosmarin), Arabe (eklil J:SV)

(Gonzalez-Minero et al., 2020 ; Goetz et Ghedira., 2012)
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1.3. Classification taxonomique
La classification botanique du romarin est comme suit : Tableau (1) (Goetz et Ghedira., 2012)

Tableau 1. La classification botanique du Rosmarinus officinalis

Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Rosmarinus

Espéce Rosmarinus officinalis L.

1.4. Propriétés thérapeutiques de la plante

La plante Rosmarinus officinalis L. se compose d'un éventail de molécules bioactives,
notamment des photocomposés. Ces derniers sont responsables de la manifestation de
multiples activités pharmacologiques, résultant de 1'interaction entre les molécules de la plante

et les systémes organiques (De-Oliveira et al., 2019).

Selon une étude réalise par Anwar et al., (2023) ils conclure que la plante Rosmarinus
officinalis L. présente des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, antibactériennes,
hémolytiques et thrombolytiques. De plus, cette plante a également été étudiée pour sa capacité
préventive contre des affections telles que I'asthme bronchique, les troubles spasmogénes, les
ulceres peptiques, I'hépatotoxicité, I'athérosclérose, les cardiopathies ischémiques, la cataracte,

le cancer, ainsi que la réduction de la mobilité des spermatozoides (Al-Sereiti et al., 1999).

Selon Bao et al., (2020) D’extrait de romarin et ses constituants phénoliques, en
particulier l'acide carnosique, l'acide rosmarinique et le carnosol, exercaient un pouvoir

antidiabétique salutaire en régulant le métabolisme du glucose.

En médecine traditionnelle, il est utilisé comme antispasmodique, antalgique léger, pour
les névralgies intercostales, les maux de téte, les migraines, l'insomnie et les troubles de
I'humeur. De plus, ce composé est également utilisé dans le traitement des affections

pathologiques du systéme nerveux telles que l'anxiété, la dépression, la maladie d'Alzheimer,
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I'épilepsie, la maladie de Parkinson et le syndrome de sevrage (Ghasemzadeh et

Hosseinzadeh., 2020).

II. Huile essentielle du Rosmarinus officinalis

II.1. Définition

Les huiles essentielles sont des composés odorants et volatils présents exclusivement
dans 10% du régne végétal. Elles sont produites en tant que métabolites secondaires dans les
plantes médicinales (Assadpour et al., 2023). Ces substances sont stockées dans des structures
spécifiques et fragiles des plantes, telles que les glandes, les poils sécréteurs, les canaux

sécréteurs, les cavités sécrétrices ou les canaux a résine (Sebti, 2020)

La plupart des huiles essentielles sont incolores ou d'un jaune pale, et elles se présentent
sous forme liquide avec une densité inférieure a celle de 1'eau, et en raison de leur structure
moléculaire, les huiles essentielles sont facilement oxydables par la lumiére, la chaleur et l'air
(Djilani et Dicko., 2012). Elles peuvent étre extraites a partir de différentes parties des plantes
par diverses méthodes, telles que la distillation a la vapeur (Manion et Widder., 2017 ; Perez,
2003). Le processus d'extraction crée un liquide hautement concentré tout en préservant la

structure chimique complexe de la plante (Perez, 2003).
I1.2. Activités biologiques de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis

L'huile essentielle de romarin, posseéde de nombreuses propriétés pharmacologiques,

notamment :
II.2.1. Activités antimicrobiennes

Plusieurs études ont souligné la présence de composés actifs spécifiques dans les extraits
de romarin, conférant a cette plante des propriétés antibactériennes notables (Georgantelis et
al., 2007). En effet, I'huile essentielle extraite du romarin s'est avérée particulierement efficace
contre diverses bactéries a la fois Gram positif et Gram négatif, démontrant une activité
antibactérienne particulierement marquée contre Staphylococcus aureus, y compris la souche
résistante a la méthicilline, Klebsiella pneumoniae, et Escherichia coli. (Bernardes et al.,
2010 ; Bozin et al., 2007 ; Collins et Charles, 1987 ; Elgayyar et al., 2001 ; Klancnik et al.,
2009).

En ce qui concerne l'activité antivirale, des études in vitro ont démontré que le carnosol

présentait une activité antivirale contre le virus de I'herpes simplex de type 2 et le VIH
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(Aruoma et al., 1996 ; Wichtl et Anton., 2003). Tandis que l'acide carnosique inhibe
l'infection par le virus respiratoire syncytial humain (VRS) (Shin et al., 2013).

11.2.2. Action anti-inflammatoire

Outre son utilisation en médecine locale et traditionnelle pour traiter les affections
inflammatoires, I'huile essentielle (HE) de Rosmarinus officinalis présente une activité anti-
inflammatoire qui a ét¢ documentée a la fois dans des études in vitro et in vivo. Les données
actuelles confirment l'existence d'une activité anti-inflammatoire au sein de 1'huile essentielle
de Romarin, ce qui renforce sa légitimité en tant qu'agent pharmacologique pour le traitement

des pathologies inflammatoires (Borges et al.,2017 ; Borges et al., 2019)
I1.2.3. Activité anti-oxydante

Etant donné que le romarin s'est avéré étre un antioxydant particuliérement efficace,
plusieurs dérivés antioxydants issus de cette plante sont actuellement disponibles sur le marché.
De nombreuses études ont confirmé l'activité antioxydante de I'huile essentielle de romarin, ce
qui laisse envisager son utilisation comme antioxydant naturel potentiel par l'industrie
alimentaire (Aruoma et al., 1996 ; Bakirela et al., 2008 ; Bozin et al., 2007 ; Wichil et al.,
2003 ; Ambrose et al., 2016).

11.2.4. Autres activités

Huile essentielle de romarin présente des actions bénéfiques sur le foie, notamment en
stimulant la sécrétion de bile et en le protégeant contre les dommages (propriétés cholérétiques

et anti-hépatotoxiques) (Amin et Hamza., 2005 ; Sotelo-Felix et al., 2002).

I1 est utilisé pour les problémes liés au systeme nerveux central, au systéme cardio-
vasculaire, aux affections génito-urinaires, aux traitements du foie, au systeme reproducteur et
au systeme respiratoire, pour le traitement de divers maux comme l'arthrite, la goutte, les
douleurs musculaires, les névralgies, les plaies et les frottements dans les cheveux pour stimuler
les bulbes pileux a une activité renouvelée, pour prévenir la calvitie prématurée (Begum et al.,
2013). Et peut avoir un effet hypoglycémiant (antidiabétiques), ce qui peut €tre utile pour les
personnes atteintes de diabéte (Bakirela et al., 2008).

III. Resistance bactérienne aux antibiotiques :

II1.1. Définition :
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On peut définie la résistance aux antibiotiques comme une situation ou une bactérie
devient insensible a I'action d'un antibiotique et continue de se développer en présence de celui-
ci, cette résistance représente une cause croissante d’échecs thérapeutiques et a la propagation
rapide des maladies qui oblige le prescripteur a I'utilisation d’antibiotiques nouveaux, mais le
risque le plus sérieux a moyen et long terme est le manque d’antibiotique actif (Magiorakos

et al, 2012 ; El Khoury et al., 2023).
III.2. Types de la résistance bactérienne

On distingue deux grands types de résistance aux antibiotiques, la résistance intrinseque

ou naturelle et la résistance acquise.
II1.2.1. Résistance naturelle (ou intrinséque)

Certaines bactéries sont résistantes a des antibiotiques de manicre innée, leur patrimoine
génétique les rend insensibles a certaines familles d’antibiotiques et elles transmettent ces
résistances a leur descendance (Davies et Davies., 2010 ; Darby et al., 2023). Cette résistance
représente également un marqueur d’identification de la bactérie et constitue donc une
caractéristique propre a 1’espéce et délimite en fait le spectre d’activité des antibiotiques.

(Morrison et Zembower., 2020)
II1.2.2. Résistance acquise :

La résistance bactérienne acquise est un phénomene qui apparait au niveau des souches
d’une espece donnée, normalement sensible a cet antibiotique. C’est I’acquisition d’un facteur
génétique qui se traduit par une réduction de la sensibilité a la molécule qui lui était fatale. Elle
peut donc se faire soit par mutation chromosomique soit par acquisition des génes transférés

d’un autre micro-organisme (Jean-Luc., 2013).

« Des mutations peuvent survenir au niveau du chromosome de la bactérie, ce sont des
événements ponctuels qui lui permettent de contourner 1’effet délétere de I’antibiotique.
(Dadgostar., 2019)

e L’acquisition de geénes de résistance peut résulter du transfert de matériel génétique
(plasmide) porteur d’un ou plusieurs genes de résistance, venant d’une bactérie résistante,
il s’agit du mécanisme de résistance le plus répandu et le plus préoccupant, car il peut
simultanément concerner plusieurs antibiotiques, voire plusieurs familles d’antibiotiques
(Smith et al., 2023).
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1I1.3. Mécanismes de la résistance bactérienne

Les bactéries peuvent développer une résistance aux antibiotiques par le biais de divers
mécanismes (Darby et al., 2023). Ces mécanismes de résistance se divisent en trois catégories

principales (Figure 02).
I11.3.1. Modification de la cible des antibiotiques

La modification des cibles des antibiotiques est une stratégie de résistance prévalente chez
de nombreux organismes, par laquelle la structure ciblée par 1'antibiotique est modifi¢e de
manicre enzymatique (Wu-Wu et al., 2023). Ce mécanisme peut également étre un moyen
efficace de résistance aux antibiotiques qui ne nécessite pas de changement mutationnel dans

les génes codant les molécules cibles (Blair et al., 2015).
I11.3.2. Inactivation des antibiotiques

Il existe deux principales voies par lesquelles les bactéries inactivent les médicaments. La
premiére consiste en la dégradation directe du médicament, tandis que la seconde implique le
transfert d'un groupe chimique vers le médicament, ce qui altére sa structure et donc sa
fonctionnalit¢ (Wu-Wu et al., 2023). La dégradation des médicaments est principalement
médiée par des enzymes telles que les B-lactamases, responsables de la résistance aux
médicaments B-lactamines (Blair et al., 2014). Peuvent détruire les antibiotiques ou leur faire
perdre leur action antibactérienne, entrainant la destruction ou 1'échec du médicament avant

qu'il n'agisse sur la cellule bactérienne (Dever et Dermody, 1991 ; Wu-Wu et al., 2023).
I11.3.3. Diminution de la perméabilité bactérienne aux antibiotiques :

La modulation des concentrations intracellulaires d'antibiotiques est 1'un des processus les
plus courants conduisant a la résistance. Cette stratégie n'implique pas de modification de la
molécule antibiotique en elle-méme mais, plutdt une restriction de sa capacité a atteindre sa
cible thérapeutique dans des quantités suffisantes (Darby et al., 2022). Ce mécanisme peut

étre obtenue de deux maniéres :

e Efflux des antibiotiques :

Les pompes a efflux sont des protéines capables de pomper un large éventail d'antibiotiques
en dehors de la cellule et sont des contributeurs majeurs a la résistance intrinseéque des bactéries,
elles peuvent étre spécifiques a un antibiotique ou plusieurs antibiotiques, ce qui contribue

grandement a la résistance des bactéries a de nombreux antibiotiques (Kapoor et al., 2017).
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e La réduction de la perméabilité membranaire :
Certaine bactérie peut résiste aux action des antibiotiques par la réduction de la
perméabilité de la membrane externe et la limitation de l'accés des antibiotiques dans la cellule
bactérienne. Ce processus peut étre réalisé par la régulation a la baisse des porines ou par le

remplacement de ces porines par des canaux plus sélectifs (Kapoor et al., 2017).
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Figure 2. Différents types de résistance aux antibiotiques. (Duval et Cossart, 2019)
IV. Principales bactéries multirésistantes (BMR)

L'accumulation de mécanismes de résistance est devenue une caractéristique prévalente
au sein du monde bactérien. En conséquence, les bactéries ont développé une résistance
croissante, ce qui a conduit a 1'émergence de bactéries multirésistantes (BMR). Ces souches
bactériennes sont capables de résister a plusieurs familles d'antibiotiques, entrainant ainsi une

réduction significative de 1'arsenal thérapeutique disponible (Mangin, 2016).

La Société américaine des maladies infectieuses a identifi¢ le Staphylococcus aureus
résistant a la méthicilline (SARM), 1'Enterococcus faecium résistant a la vancomycine, les
Enterobacteriaceae productrices de béta-lactamases a spectre étendu et Acinetobacter
baumannii et Pseudomonas aeruginosa résistant aux multiples médicaments comme des agents
pathogénes bactériens particulierement difficiles a gérer dans le cadre des maladies infectieuses

(Wright et Sutherland, 2007).
IV.1. Entérobactéries productrices de béta-lactamase a spectre élargi (E-BLSE)

Les Enterobacteriaceae sont des bactéries a Gram négatif, anaérobies facultatifs, et

bacilles non sporulés. Elles représentent une menace majeure en tant que cause d'infections
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nosocomiales et communautaires, affectant divers sites tels que les voies urinaires,

respiratoires, sanguines et les plaies (Mahamat et al., 2019).

L'utilisation généralisée des antibiotiques de la famille des béta-lactamines a largement
contribué¢ a 1'émergence de souches résistantes d'Enterobacteriaceae, en particulier celles
produisant des béta-lactamases a spectre étendu (E-BLSE) (Mahamat et al., 2019). Cette
prévalence croissante des bactéries a béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) affecte non
seulement les environnements hospitaliers, mais touche également des individus auparavant en

bonne santé au sein de la communauté (Adler et al., 2020).

Les BLSE sont des génes de béta-lactamases plasmidiques capables d'hydrolyser la plupart
des antibiotiques béta-lactamines y compris la pénicilline, les céphalosporines de 3e et 4e
génération ainsi que les monobactames (Yengui et al., 2022 ; Jalal et al., 2023). Ces
mécanismes de résistance se transmettent facilement entre les membres des Enterobacteriaceae,
en raison de leur caractére plasmidique (Mahamat et al., 2019). Les E-BLSE ne véhiculent
pas seulement une résistance aux antibiotiques béta-lactamines, mais présentent également
fréquemment une résistance croisée a d'autres classes d'antimicrobiens (Alsamawil et al.,
2022), tels que les aminoglycosides, les fluoroquinolones et le
triméthoprime/sulfaméthoxazole, ce qui rend leur traitement difficile (Adler et al., 2020).
Parmi les Enterobacteriaceae, les BLSE ont été principalement identifiées dans les especes de
Klebsiella et d'E. coli, ainsi que dans d'autres familles d'Enterobacteriaceae telles que Proteus

spp et Serratia spp. (Mahamat et al., 2019).
IV.2. Acinetobacter baumanii multirésistant (ABR)

Acinetobacter baumannii est un coccobacille gram-négatif, de la famille Moraxellaceae
pathogéne et opportuniste qui est souvent multirésistant aux antibiotiques (Rada et al., 2022),
est reconnu comme un agent pathogéne cliniquement significatif responsable d'un large
¢ventail d'infections nosocomiales graves (Novovi€ et al., 2023), sa signification clinique est
largement due a sa capacité remarquable a acquérir ou a réguler divers déterminants de
résistance, ce qui en fait I'un des organismes multirésistants les plus réussis menacant la

thérapie antibiotique actuelle (Moubareck et al., 2020).

Les souches Acinetobacter baumannii multirésistantes (ABR) sont capables de survivre
aux antimicrobiens grace a une variété de mécanismes, chacun étant spécifique a certains types

de médicaments (Vazquez-Lopez et al., 2020), notamment les f-lactamases, les enzymes de
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modification des aminosides, les pompes a efflux, les défauts de perméabilité et les

modifications des sites cibles (Lee et al., 2017).
1V.2.1. Résistance Acinetobacter baumannii aux béta-lactamines :

Acinetobacter baumannii est une bactérie qui est capable de produit une grande variété
de béta-lactamases, a la fois chromosomiques et acquises, le mécanisme le plus répandu de
résistance est l'hydrolyse enzymatique par les P-lactamases soit par la production de
pénicillinases, la surexpression de céphalosporinase chromosomique, soit par un phénomeéne
plus rare les béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) qui peuvent conférer une résistance a
toutes les béta-lactamines sauf les carbapénémes (Decré, 2012 ; Novovi¢ et Jovcic, 2023). 11
existe d’autre mécanisme de résistance non enzymatique également l'implication de systémes
d'efflux, des modifications ou la perte des porines, et des modifications des protéines liant les

pénicillines (PLP) (Rafei, 2021).
IV.2.2. Résistance Acinetobacter baumannii aux autres antibiotiques :

Le mécanisme de résistance d'Acinetobacter baumannii aux différentes familles
d’antibiotiques est illustré dans le tableau ci-dessous.

Tableau II : Mécanismes de résistances d'Acinetobacter baumannii aux familles
d’antibiotiques

Antibiotique Mécanisme de résistance Reference
Aminoglycosides | - Modification enzymatique de la sous-unité
ribosomale (Roy et al., 2022)
- la méthylation de I'ARNr 30S (Kyriakidis et al.,
- L'altération du site cible par des méthyltransférases 2021).
de 16S rRNA

- Suractivité des pompes d'efflux
- Diminution de la perméabilité aux antibiotiques

Fluoroquinolones | -Mutation génétique de 'ADN gyrase et la (Ostrer et al., 2018)
topoisomérase [V (Moubareck et
- Pompe a efflux chromosomique Hammoudi, 2020).
Macrolide - Méthyltransférase de I'ARNr 23S (Adrien, 2022)
-Phosphotransférases Mph(A) et Mph(E)
- Pompe a efflux MacAB-TolC (Greene et al., 2018)
Colistine - Modifications de LPS cibles. (Moffatt et al, 2019)
Polymyxins - Pompe a efflux active (Novovi¢ et Jov¢ié,
2023)
Tetracyclines -Suractivité de la pompe a efflux (Costello et al., 2016)
Rifampicin - I'efflux actif et la modification enzymatique par Vazquez-Lopez et al.,
' ADP ribosyltransférase 2020)

IV.3. Pseudomonas aeruginosa multirésistant (PAR) :
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Pseudomonas aeruginosa est une bactérie Gram-négative, en forme de batonnet,
asporogene et monoflagellée de la famille des Pseudomonadaceae (Wu et al., 2015), ¢’est ['un
des principaux agents pathogénes a l'origine des infections nosocomiales notamment les
infections des voies urinaires, des bactériémies, des voies respiratoires et des infections de

plaies (Ugwuanyi et al.,2021).

Pseudomonas aeruginosa possede une capacité extraordinaire a conférer une résistance via
plusieurs mécanismes de résistance a un rythme alarmant, ce qui entraine une résistance a
presque tous les antibiotiques disponibles (Coyne et al., 2022), y compris les aminosides, les
fluoroquinolones et les B-lactamines (céphalosporines de troisiéme et quatrieme génération,
carbapénéme, monobactame) ce qui suscite de vives inquiétudes sur le plan clinique
(Ugwuanyi et al.,2021).Les principaux mécanisme de résistance de P. aeruginosa sont
souvent classé€s en intrinséques et acquis, ainsi qu'adaptatifs figure(3) (Kunz Coyne et al.,

2022; Qin et al., 2022)

a. Les mécanismes de résistance intrinséque : est due a une perméabilité réduite de la
membrane externe, a la présence de systémes de pompage d'antibiotiques et a la
production d'enzymes endogenes d'inactivation d'antibiotiques (Qin et al., 2022)

b. Les mécanismes de résistance acquis : Résultent soit d'un transfert horizontal de
genes (acquisition d'enzymes modifiant les aminosides et de b-lactamases) soit
d'événements mutationnels qui entrainent une surexpression de pompes de sortie ou de
beta-lactamases, ou une expression réduite ou modifiée des sites cibles et des porines.
(Coyne et al., 2022)

c. Les mécanismes de résistance adaptative : par la formation de cellules persistantes

résistantes et multi-résistantes médiée par le biofilm. (Pang et al., 2019)
IV.4. Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM)

Staphylococcus aureus est une bactérie cocci a Gram positif, non mobile et coagulase
positive, appartenant au phylum des Firmicutes (Lee et al., 2018). Cependant, S. aureus est un
pathogeéne opportuniste et dans les bonnes conditions, il peut causer des infections plus graves.
Les briilures et les infections des plaies chirurgicales sont couramment envahies par S. aureus

(Stapleton et Taylor, 2002).

Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) est un pathogene
responsable d'une variété d'infections potentiellement mortelles. De plus, les souches de

S.aureus résistantes a la méthicilline sont souvent résistantes a d'autres classes d'antibiotiques

12
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par différents mécanismes, ce qui limite les options de traitement du SARM et est associé a de

mauvais résultats cliniques (Lakhundi et Zhang, 2018 ; Liu et al., 2016;Parsons et al., 2023).

Les souches de Staphylococcus aureus résistantes a la méthicilline (SARM) expriment
une protéine de liaison supplémentaire a la pénicilline (PBP), codée par le géne mecA, connue
sous le nom de PBP2 (Craft et al., 2019). Il s'agit d'une transpeptidase avec une affinité réduite
pour les antibiotiques B-lactamines, qui médie la résistance a la méthicilline dans le SARM.
Outre mecA, d'autres homologues (mecB, mecC, mecD) ont récemment été découverts. Ces
¢léments génétiques conférant la résistance a la méthicilline sont transportés sur le
chromosome cassette staphylococcique mec (SCCmec), un élément génétique mobile (MGE)
(Lakhundi et Zhang, 2018 ; Liu et al., 2016). On décrit souvent mecB comme étant présent
dans un complexe mécanisme de transposon (Tn6045) chez Macrococcus caseolyticus. Bien
que la présence de mecC ait été signalée dans le SARM associé au bétail, le transfert de mecC
du SARM peut se produire d'une espece a une autre. Récemment, mecD a été observé dans des

isolats bovins et canins de M. caseolyticus (Becker et al., 2018).
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Notre étude a été réalisée durant la période allant du 02 février au 15 juin 2023, au niveau des

laboratoires suivants :

e Le laboratoire d’hopital Ibrahim Trichine (Faubourg) dans le but d'isoler et d'identifier des
bactéries multirésistantes provenant de prélévements cliniques divers, ainsi que d'analyser
l'activité antibactérienne de 1'huile essentielle de Rosmarinus officinalis.

e Le laboratoire PFE de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie a "université de
Blida 1 afin de préparer les milieux de culture et stérile de notre matériel non biologique.

e Au niveau d’établissement BIOEXTRAPAMAL dans la ville d’Oued EllAlleug ou nous
avons fait I’extraction de notre huile essentielle.

e Le centre de recherche scientifique et technique en analyses physico-chimiques (CRAPC)
de Bou Ismail ou nous avons fait I’étude de la composition chimique de I’huile essentielle

de Rosmarinus officinalis.

I. Matériel
.1. Matériel biologique

1.1.1.  Préléevements

Les échantillons d'urine, de pus et d'hémocultures constituent les prélévements les plus
fréquemment utilisés pour isoler les bactéries multirésistantes chez les patients hospitalisés ou
externes. Pour garantir l'asepsie, il est impératif de respecter des régles strictes lors des

rélévements, qui doivent étre réalisés avant toute initiation d'une antibiothérapie.
9

Chaque prélévement est accompagné d'une fiche de renseignements contenant des informations
sur le patient telles que son nom, prénom, age, sexe, service d'hospitalisation et traitement
antibiotique en cours.

Tableau : Types et nombres des prélevements effectuée

Prélévements Nombres de prélevements
Urines 515
Pus 62
Hémoculture 21

11.1.2. Matériel végétal : Collection et préparation
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Notre étude a porté sur une espece de plante de la famille des Lamiaceae qui est Rosmarinus
officinalis figure 3. La récolte a été effectuée en Février 2023 au niveau de département de

biologie université¢ de Saad Dahleb, wilaya de Blida.

Figure 3. Feuilles et fleurs de Rosmarinus officinalis (Originale, 2023).

11.2.  Matériel non biologique
L‘ensemble du matériel non biologique, utilis¢ durent notre stage (verreries, réactifs,

milieux de culture...ect), est illustré dans I’annexe 1.

II. Méthodes
11.1. Examen bactériologique des prélévements
Préléevements
|
I | ) |
Examen Macroscopique Examen Microscopique Mise en culture
1 [ |
Analyse cytologique Examen Direct
* Aspect
« Couleur l
s Odeur + Coloration de Gram
» La présence de s Examen quantitatif :
sédiments » Coloration de bleu de

« Examen qualitatif : meéthyléne

Isolement sur gélose  Enrichissement enBouillon

Cultures pures <

O

Identification bactérienne : Antibiogramme Conservation
Tests biochimiques

Figure 4. Schéma général de la démarche de 1'analyse bactériologique.
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11.1.1. Examen macroscopique

L'examen macroscopique des prélévements pathologiques se base sur l'observation a I'ceil
nu des caractéristiques suivantes : 1'aspect, la couleur, 1'odeur ainsi que la présence ou l'absence
de sang. Ces ¢éléments initiaux peuvent fournir les premieres informations sur la présence ou

I'absence d'une infection.

11.1.2. Examen microscopique
a. Analyse cytologique
Cet examen doit étre réalisé dans les deux heures suivant le prélévement, afin de prévenir
toute altération des €éléments cellulaires. Il consiste & observer I'échantillon pathologique au
microscope a l'objectif (x40) a 1’état frais. L'objectif de cette analyse cytologique peut varier

en fonction de la nature de 'échantillon :

e Une analyse quantitative : cette analyse permet de déterminer le nombre d'éléments
figurés par unité de volume.

e Une analyse qualitative : est réalisée lorsque des réactions cellulaires sont détectées.
Cette analyse qualitative vise a préciser la nature des éléments figurés observés (les
germe, les cristaux, les hématies, les leucocytes, les cellules épithéliales...etc.)

Mode opératoire : Les différentes étapes décrivant I’examen quantitatif cytobactériologique

des urines sont représentées dans la figure 3.

amsn

4.Compter a I’objectif x40, La
numeération est exprimée par mm?

1.Homogénéisation 2.0n dépose une lamelle sur une cellule de Malassez

des urines 3. Remplir la chambre de comptage avec |’urine

Figure 5. Différentes étapes de I’examen quantitatif cytobactériologique sur la cellule
de Malassez

b. Examen direct aprés coloration

¢ Coloration différentielle (Coloration de Gram)
La coloration de référence utilisée en bactériologie permet de classifier les bactéries en

deux catégories distinctes : les bactéries a Gram négatif et les bactéries a Gram positif. Cette
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classification repose sur les caractéristiques de la paroi bactérienne et permet ainsi de

déterminer avec plus de précision la morphologie des bactéries.

¢ Coloration non différentielle (Coloration au bleu de méthyléne)
La coloration au bleu de méthyléne est réalisée en faisant couler une solution de bleu de
méthyléne sur un frottis correctement fixé pendant 1 minute, la lame est ensuite rincée a 1'eau
du robinet et séchée entre deux feuilles de papier examiner au microscope a l'immersion a

I’objectifx100

Lecture : structures colorables (les bactéries ; les éléments cellulaires ; les levures, ...etc.)
apparaissent bleues. Cet examen apporte des informations immédiates au clinicien sur le type

de bactéries impliquées ou la présence de levures permettant d'adapter le traitement.

11.1.3. Culture et isolement des bactéries

La mise en culture constitue une étape cruciale pour la démarche de l'analyse
bactériologique. Le but est de rechercher, d’isoler et d’identifier les bactéries présentes dans

les prélévements.

> Pour les prélévements des urines
L’isolement est effectué sur les milieux de cultures suivants : les milieux non chromogeénes

(GN et Hektoen) et les milieux chromogénes (Chromagar).
Mode d'ensemencement adapté

C’est la méthode de 1'anse calibrée, on préleve a 1'aide d'une anse ou d’une pipette pasteur
10ul d’urine homogénéisé, et on I’ensemence sur le milieu gélosé¢ selon une méthode
standardisée du point de dépot jusqu’au milieu de la boite par une strie centrale, puis par des
stries horizontales et on incube la boite de pétri pour une durée de 24h a 37°C. Cette méthode
simple, sans dilution préalable, pour estimer de maniere approchée la quantité des bactéries

dans les urines tout en permettant 1'obtention des colonies isolées.
Lecture : 10 Colonies avec une boucle de 10ul correspondent & 10° UFC/ml

> Pour les autres prélevements pathologiques (pus, hémoculture)

Les échantillons prélevés a l'aide d'écouvillons sont introduits directement dans un tube
contenant le bouillon d'enrichissement BHIB (bouillon cceur cerveau). Quant aux prélévements
d'hémoculture, ils sont incubés pendant 24 heures a 37 °C avant d'étre ensemencés.
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Modes d'ensemencement adaptés :

Une fois les milieux coulés dans les boites de Petri et séchés, si 1'échantillon est prélevé a
l'aide d'un écouvillon, le premier quadrant de la boite de Petri est ensemencé directement avec
'écouvillon lui-méme. Ensuite, on termine 1'ensemencement a I'aide d'une pipette Pasteur. En
revanche, si 1'échantillon est prélevé a l'aide d'une seringue ou est sous forme liquide, une
goutte est déposée a la périphérie de la boite, puis on proceéde a I'ensemencement a l'aide d'une
pipette Pasteur selon la méthode des quadrants sur les cinq principaux milieux : GN, Hektoen,
Chapman, gélose au sang frais et gélose au sang cuit. Parfois, les milieux chromogeénes

(Uriselect ou Chromagar) sont ¢galement ensemences.

Incubation : les géloses nutritives, Chapman et Hektoen sont incubés dans une étuve pendant
24 heures a 37°C. Les géloses au sang cuit et au sang frais sont incubées dans une jarre
dépourvue d'oxygene (en atmospheére enrichie en CO2), afin de favoriser la croissance des

bactéries capnophiles, pendant 24 heures a 37°C.

11.1.4. Identification des souches bactériennes

Selon l'observation de 1'aspect morphologique, la taille, forme et consistance des colonies
bactériennes, ainsi que leurs caractéristiques de croissance (vitesse, type respiratoire, exigences
culturales, etc.), pigmentation, odeur et caractére hémolytique sur gélose au sang ainsi que de
la morphologie des bactéries apres coloration, permette d’effectuer une premicre
caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours de 1’identification vers une

famille bactérienne ou un genre bactérien spécifique.

1. Principaux tests d'orientation
a. Test d’oxydase
Le test d’oxydase est un test rapide d’identification des bactéries & Gram négatif par la

détection de I’enzyme cytochrome oxydase.

Mode opératoire : La recherche de 'oxydase s'effectue avec des disques préts a I'emploi du
commerce. Déposer un disque d'oxydase sur une lame et l'imbiber avec une goutte d'eau
physiologique stérile. Prélever 1 a 2 colonies pures fraichement isolées et les déposer sur le
disque. La présence d'oxydase se manifeste par une coloration violette dans un délai de 60

seconde (cette méthode n'est pas recommandée si I'on souhaite repiquer les colonies).
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Lecture : une réaction positive se traduire par virage de la colore vers bleu foncé a violet dans

un délai de 30 secondes

b. Test de catalase

Le test de catalases permet de différencier ou d'identifier les micro-organismes en vérifiant
leur capacité a produire des catalases. Cette enzyme est largement produite par les bactéries
ayant un métabolisme respiratoire, ce qui leur permet de dégrader les peroxydes H202 en H20
avec dégagement d’O2 qui protégent les micro-organismes des métabolites d'oxygene

toxiques. (L'accumulation de ces peroxydes aurait un effet 1étal sur les bactéries).

Mode opératoire : Sur une lame propre et séché déposer une goutte d’eau oxygénée H202et
a I’aide d’une pipette Pasteur en ajouterl a 2 colonies pures fraichement isolées et les déposer

sur le la lame.
Lecture : La présence de catalase est marquée par la formation immédiate des bulles d’O2

c. Teste de coagulase libre
Le test de coagulase libre est une méthode utilisée pour différencier les souches de

Staphylococcus aureus des autres especes a coagulase négatif.

Mode opératoire : Trois tubes sont préparés, tous contenant du plasma humain frais a TP
(100%) : un témoin négatif contenant uniquement du plasma, un témoin positif contenant du
plasma et quelques colonies de Staphylococcus aureus ATCC, et notre échantillon contenant
du plasma et des bactéries a tester (2 a 3 colonies pures fraichement isolées). Les tubes sont

homogénéisés, puis incubés a 37 °C pendant 4 a 5 heures, parfois jusqu'a 24 heures.

Lecture : Aprés l'incubation, on examine la présence ou 1'absence de coagulase dans les tubes.
Si un caillot se forme, cela indique la présence de coagulase libre (la souche est coagulase

positif). Si aucun caillot n'est observé, cela indique que la souche est coagulase négatif.

2. La galerie API1 20 E
La galerie API 20E est un systéme standardisé (BioMérieux) de tests biochimiques utilisé
pour l'identification des especes de bactéries appartenant a la famille des Enterobacteriaceae
et d'autres genres apparentés en utilisant 20 tests biochimiques miniaturisés évaluer la capacité

de la bactérie a métaboliser ou a produire certaines enzymes spécifiques.
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-Préparation de la galerie : Répartir un peu d’eau stérile dans les alvéoles du fond pour créer
une atmosphere humide puis déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation et inscrire

la référence de la souche sur la boite.

-Préparation de ’inoculum : Faire une suspension bactérienne a partir des colonies pures
fraichement isolées dans un tube d’eauphysiologique stérile a 0.9% de sel (NaCl)ou dans une

ampoule de NaCl 0,85% Medium, de turbidité égale 0,5 Mcfarland.

-Inoculation de la galerie : a ’aide d’une pipette pasteur ou une seringue stérileon introduit

la suspension bactérienne dans les tubules de la galerie en évitant la formation de bulles.
- Pour les tests encadrés CIT, VP, GEL, on remplit les tubules et les cupules.

- Pour les tests soulignés ADH, LDC, ODC, H2S, URE on remplit les cupules avec de I’huile

de vaseline pour créer une anaérobiose.
-Pour les autres tests on ne remplit que les tubules.

-On Refermer la boite d’incubation avec son couvercle et on 1’incube a 37°Cpendant 18-24

heures.
Lecture de la galerie :

» Aprés incubation, en ajoute une goutte de chacun des réactifs suivants :
- Test IND : Kovacs
- Test VP : VP1 et VP2
- Test TDA : TDA
» Lalecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture (Annexe ) et
I’identification est obtenue a l'aide du Catalogue Analytique, ou bien a I’aide du
logiciel d’identification.
11.1.5. Test de la sensibilité aux antibiotiques
1. Antibiogramme standard
L’antibiogramme standard est un test in vitro de sensibilit¢ d’un germe a un ou plusieurs
antibiotiques par la technique de diffusion sur milieux gélosé (Muller Hinton) qui réalisé selon
le communiqué du comité de I'antibiogramme de la société frangaise de microbiologie (CA-

SFM. 2010).

Technique
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e Préparation du milieu de culture : La gélose Muller Hinton est étalée dans des boites de
Petri avec une épaisseur de 4 mm et séchée a 37 °C avant utilisation.

e Préparation de l'inoculum : a partir d'une culture pure de 18 heures sur un milieu
d'isolement, quelques colonies bien isolées et identiques sont prélevées a I'aide d'une pipette
Pasteur. La pipette est ensuite déchargée dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9%
de sel (NaCl), et la suspension bactérienne est soigneusement homogénéisée.

o Standardisation de 1'inoculum : La suspension bactérienne est ajustée pour atteindre une
équivalence de 0,5 unités de McFarland (ou une densité optique de 0,08 a 0,10 mesurée a
625 nm).

o Ensemencement : L'ensemencement doit étre effectué dans les 15 minutes suivant la
préparation de l'inoculum. Il est réalisé en utilisant une technique d'écouvillonnage stérile,
ou I'écouvillon est plongé dans la suspension, retiré¢ du tube en 1'essorant doucement contre
les parois, puis utilisé pour étaler uniformément 1'inoculum sur toute la surface de la gélose
en effectuant trois rotations de 60° aprés chaque application, assurant ainsi une distribution
¢gale de l'inoculum. Enfin, 1'écouvillon est passé tout autour du bord de la surface de la
gélose.

« Application des disques d'antibiotiques : A I'aide d'une pince bactériologique stérile, 5 a 6
disques au maximum sont placés dans chaque boite de Petri. Une fois le disque en contact
avec la surface de la gélose, il ne doit plus étre déplacé.

o Les boites sont laissées a température ambiante pendant 10 a 20 minutes pour permettre la
pré-diffusion des antibiotiques.

e Incubation : Les boites sont incubées a 37 °C pendant 16 a 18 heures.

Lecture : Mesurer les diamétres des zones d’inhibition a I’aide d’un pied a coulisse métallique,

a ’extérieur de la boite fermée et en comparaison ces résultats aux valeurs critiques figurant

dans I’ Annexe N°2. Cela permet de déterminer si la souche bactérienne est sensible, résistante

ou intermédiaire a chaque antibiotique testé.

2. Tests complémentaires
2.1. Recherche de la résistance de Staphylococcus sp : (Rahal et al. 2005)
Technique : La résistance des staphylocoques aux isoxazolyl pénicillines (oxacilline) est
recherchée a 1’aide d’un disque de cefoxitine (30pug) dans les conditions usuelles de
I’antibiogramme par diffusion. On dit qu'une souche de Staphylococcus aureus est résistante a

la méthicilline (SARM) si elle présente une résistance a 1'oxacilline.
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Lecture : La lecture du diamétre d’inhibition doit se faire a I’aide d’un pied a coulisse.

-Si le diameétre de la cefoxitine est <19mm, la souche est dite résistante a 1’oxacilline SARM.
-Si le diametre de la cefoxitine est > 20mm, la souche est dite sensible a 1’oxacillineSASM.
Recherche de la béta-lactamase a spectre élargi (BLSE) chez les entérobactéries :

2.2. Teste de synergie (ou DD-test) : (Jarlier et al., 1988)

Ce test est utilisé pour la détection des BLSE dans une souche donnée. Ces enzymes
peuvent étre mises en évidence par la méthode des disques, qui consiste a observer une
interaction synergique entre un disque d'antibiotique contenant un inhibiteur de béta-lactamase
et les disques de céphalosporines de troisieme génération (céfotaxime, ceftriaxone) et
l'aztréonam. Cette interaction est souvent décrite comme ressemblant a un "bouchon de

champagne".

Technique : La recherche de 3-lactamase a spectre étendue est fait dans les conditions standard
de l'antibiogramme, puis en disposant les disques d'ATB : un disque d’amoxicilline + acide
clavulanique (AMC 30pg) et 4 30mm (centre a centre) d’un C3G (CTX 30pg ; CRO 30ug ;
CAZ 30 pg) et incube 18 heures a 35°C.

Lecteur : la production d’un BLSE se traduire par I’apparition de bouchon de champagne

(Image de synergie) entre C3G et AMC.

Figure 6. Bouchon de champagne chez (a) E.coli et (b)K.pneumoniae (originale, 2023).
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2.3. Teste de double disque (teste espagnole)

Ce test vise a détecter une augmentation de la zone d'inhibition autour d'un disque de
céphalosporine de troisieme génération (C3G) lorsque précédé par 'application d'un disque
contenant un inhibiteur de la béta-lactamase a spectre étendu (AMC), en comparaison avec un
autre disque portant la méme céphalosporine et placé cote a cote sur la gélose de Mueller-

Hinton (Rahal et al., 2005).
Technique :

Pour la préparation de I’inoculum et I’ensemencement on procéde de la méme maniére que
la technique d’antibiogramme dans la préparation de I’inoculum et I’ensemencement, puis on
place deux disques d’antibiotiques : un disque d’AMC et un disque de CTX (C3G) a une
distance de 25 et on laisse diffuser a la température ambiante du laboratoire pendant une heure
de temps et on remplace le disque d’AMC par un disque de CTX (C3G). On incube pendant
18 ha37°C+ 1°C.

Lecture : le test du double disque est positif quand le diamétre d’inhibition du disque de
céphalosporine de 3eme génération appliqué apres diffusion du disque AMC ou TCC est > de
Smm par rapport au diametre d’inhibition du disque de céphalosporine de 3¢me génération

(CTX), ce qui indique une production de bétalactamase a spectre élargi.

Figure7. Test du double disque pour la détection des BLSE, (a) Teste du double disque
positive (BLSE+), (b) Teste du double disque négative (BLSE+) (Photos originale, 2023)

11.1.6. Evaluation de P’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Rosmarinus
officinalis :
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1. Extraction de I’huile essentielle
L’extraction de I’huile essentielle de romarin a été effectuée par la méthode d’hydrodistillation

(Figure 7)

Principe

Cette technique implique 1'immersion directe de la matiére premiére aromatique dans un
alambic rempli d'eau, qui est ensuite portée a ébullition sur une source de chaleur. Pendant le
processus, la vapeur d'eau chargée d'huiles essentielles est générée et refroidie dans un

condenseur, ou elle se condense pour former un mélange d'eau et d'huile essentielle. Ce

mélange est ensuite recueilli dans un essencier.

Figure 8. Appareillage utilisé et les différentes étapes de I’extraction de 1’huile essentielle de

Rosmarinus officinalis selon le mode opératoire (Photos originale, 2023)
Mode d’opération : Figure 7

a. Remplissage de la chaudiére : Nous avons collect¢ une quantité¢ égale de 10,5 kg de
R.officinalis et ensuite coupé en petits morceaux afin d'augmenter la surface de contact, placer
les morceaux de plante dans une chaudiére en acier inoxydable et ajouté 20 litres d'eau (un

volume équivalent au double de la quantité de plantes utilisée).

b. Chauffage de l'eau : par placé la chaudieére sur une source de chaleur et utilis¢ un
thermomeétre pour surveiller la température. La température de 1'eau devait étre suffisamment

¢levée pour produire de la vapeur.
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c. Collecte notre 1'huile essentielle : Lorsque I'eau a commencé a bouillir et a produire de la
vapeur, celle-ci a traversé les morceaux de plante, entrainant les huiles essentielles. La vapeur
chargée d'huile essentielle s'est élevée dans le tuyau pour ensuite se condenser dans le récipient

en verre. Cela a formé une couche d'huile essentielle flottant sur 'eau condensée.

d. Décantation : les distillats (huile essentielle et hydrolat) sont recueillis dans un essencier,
dans lequel ils décantent (figure 2). L’huile essentielle, moins dense que 1’hydrolat, surnage en
haut de I’essencier, ce qui permet de la récupérer. Les distillats sont filtrés aprés décantation

pour éliminer tout résidu de matiere.

e. Stockage de 1I'huile essentielle transféré 1'huile essentielle filtrée dans des flacons en verre
foncé, hermétiquement fermés, et les avons stockés dans un endroit frais, sombre et sec afin de

préserver leur qualité.
2. Rendement de ’extraction de I’huile essentielle

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement des huiles essentielles (RHE) est défini

comme ¢tant le rapport entre la masse d’huile essentielle (M’) obtenue en (g) apres I’extraction
et la masse de la matiére végétale(M)utilisée en (g). Le rendement est exprimé en pourcentage,

il est exprimé par la formules suivante : RHE = M’/Mx 100

3. Analyse chromatographique de I’huile essentielle de romarin

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) est
réservée a 1’analyse de composés relativement volatils et thermiquement stables, repose sur la
séparation des composés chimiques dans un échantillon par chromatographie en phase gazeuse,
suivie de leur identification et quantification par spectrométric de masse (Bouchonnet et

Libong, 2004).

Le mode opératoire : consistait a utiliser un chromatographe en phase gazeuse composé de
trois modules : un injecteur, une colonne capillaire placée dans un four et un détecteur. L'huile
essentielle a été analysée sur un chromatographe Hewlett Packard Agilent 6890 plus, équipé
d'une colonne capillaire HP-5MS de dimensions 30m x 0.25mm et d'une épaisseur de film de
0.25um, comportant une phase stationnaire composée de 5% de phényle et de 95% de
diméthylpolysiloxane. Le four détecteur a été programmé pour maintenir une température de

60°C pendant 8 min, puis augmenter a un taux de 2°C/min jusqu'a 250°C, ou il est resté
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isotherme pendant 10 min, ce qui a donné un temps total d'analyse de 113 min. Le gaz vecteur

utilisé était de 1'hélium pur 6.0, délivré a un débit de 0.6 ml/min.

Les conditions du spectrometre de masse (Hewlett Packard Agilent 5973) étaient les suivantes
: 'analyseur de masse était de type quadripdle, 1'ionisation s'est faite par impact électronique
avec une énergie de 70 eV, et la source a été maintenue a une température de 230°C. Le mode

d'analyse utilisé était le mode SIM, avec un délai du solvant.

4. Etude de ’effet antibactérien de ’HE de romarin

4.1. Méthode de ’aromatogramme (diffusion en milieu gélosé ou Méthode de disque).
C’est une méthode de mesure en vitro dans le but d’évaluer I’activité antimicrobienne des
huiles essentielles (Girault et Bourgeon., 1971). Cet examen est équivalence a celle
antibiogramme ou en remplaces les antibiotiques par des disques vierges imbibés par une

concentration bien défini d’huile essentielle (Benjilali et al., 1986 ; Boukhatem et al., 2014).
Technique

Nous avons suivi les mémes étapes que celles de 1'antibiogramme pour la préparation du milieu
de culture, de I'inoculum et de l'ensemencement. On dépose aprés un disque vierge stérile de 9
mm de diamétre a la surface du milieu déja inoculée avec une suspension de la bactérie, imbibé
d'une dose de 30 pl d'huile essentielle pure de Rosmarinus officinalis. Les boites sont fermées
et incubées a température ambiante pendant 20 minutes afin que 1'huile essentielle puisse
diffuser ensuit les boites sont incubées dans une étuve a 37 °C pendant 24. Chaque test est

réalisé 3 fois.

Figure 9. Technique de I’aromatogramme (Originale, 2023).
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Lecture : Mesurer les diameétres des zones d’inhibition a I’aide d’un pied a coulisse métallique,
en comparaison ces résultats selon échelle d’estimation de I’activité antibactérienne citée par

Sadou et al., 2015 :

e Action inhibitrice tres efficaces : ZI >25 mm (+++)

e Action inhibitrice important : 16< ZI <25 mm (++)

e Action inhibitrice intermédiaire :10< ZI <16 mm (+)

¢ Sans action inhibitrice : ZI <10 mm (-)

4.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme la plus faible

concentration d'un agent antimicrobien nécessaire pour inhiber visiblement la croissance d'un
microorganisme spécifique qui utilise pour évaluer la sensibilité¢ d'une souche bactérienne a

une substance antibactérienne (Andrews, 2001).

Pour déterminer les CMI des huiles essentielles vis-a-vis des souches sensibles, nous avons

utilisé la méthode de dilution sur milieu solide.

e Meéthode de dilution sur milieu solide
Cette technique est recommandée par le Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2007) afin d'évaluer la sensibilité des bactéries aux agents antibactériens. Cette
méthode repose sur l'incorporation d'un agent antimicrobien (huile essentielle) dans un milieu
gélosé a des concentrations variables par des dilutions en série et suivie de I'ensemencement

d'un inoculum souche bactérienne étudiée a la surface des boites contenue du milieu gélosé.
Technique :

-Préparation de I’inoculum : Faire une suspension bactérienne a partir des colonies pures
fraichement isolées dans un tube d’eau physiologique stérile a 0.9% de sel (NaCl) ou dans une

ampoule de NaCl 0,85% Medium, de turbidité égale 0,5 Mcfarland.

-Préparation des dilutions d’HE de 2% a 0.03% : Une dilution d'huile essentielle (HE) a
2% a été préparée en diluant Iml d'HE pure (100%) ajoutée de 1 ml DMSO stérile (1 ml) dans
48 ml de milieu MH liquide dans le premier flacon puis en agite légerement le mélange (Milieu
MH avec HE) pour assurer une bonne homogénéisation. Par la suite des dilutions de %2 au /2
sont réalisés a partir de premier flacon 2%et compléter avec 25 ml de milieu MH stérile ce qui

donne la dilution 1%procede de la méme manicre jusqu'a obtenir la derniére dilution a 0,03%.
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Les dilutions sont ensuite versées dans des boites de Pétri numérotées avec le nombre de

dilution correspondant.

-Ensemencement : est effectué¢ en touchant la surface du milieu gélosé avec un écouvillon

stérile
-Incubation : a 37 °C pendant 24 heures.

- Chaque test est réalisé 3 fois.

/— 1 ml ’HE + 1ml DMSO

= ) + 48 ml de milieu MH

Dilution de 25ml

HE a 2%
25ml 25ml 25ml 25ml 25ml

-

Dilutions de ¥; au ¥

+ 25 ml de
milien MH - A
1% 0.5% < 0.25% 0.125% 0.06% 0.03%
Incubation a4 37°C -
pendant 24 heures .
EE— —
L'écoulement de chaque L'ensemencement Lecture (CMI)
dilution est réalisé dans réalisée en utilisant
des boites de Petri. une seule strie.

Figure 10. les étapes de la méthode de dilution sur milieu solide (originale)
Lecture :

Les résultats sont lus visuellement en observant la présence éventuelle de colonies
microbiennes, ce qui correspond a la concentration la plus faible de I'huile essentielle (HE)

pour laquelle aucune croissance microbienne n'est perceptible a I'ceil nu.

-Pour garantir la fiabilité de notre étude sur l'activité antimicrobienne, chaque test a été
minutieusement réalisé a trois reprises, afin d'analyser ces données de maniére approfondie,

nous avons effectué une étude statistique en utilisant Microsoft Excel.
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Résultats et discussion

1. Répartition des résultats selon le type de prélévement

Durant la période d’étude, nous avons regu 598 prélévements a visée diagnostic. La

répartition des prélévements selon leur type est présentée dans la figure (1) :

10.37%

3.51%

86.12%

EPus EUrines ®Hémoculture

Figure 11. Répartition des prélévements selon leur nature

Parmi les 598 prélévements effectués, une prédominance des prélévements urinaires est
observée, avec 515 échantillons d'urine, ce qui représente un taux de 86,12%. Les prélévements
de pus viennent ensuite avec 62 échantillons, constituant ainsi 10,37% de 1'ensemble. Enfin,
les prélévements d'hémoculture représentent la plus petite proportion parmi les prélévements
diagnostiques étudiés, avec seulement 3,51% du total. Ces données sont similaires a celles
obtenues par Moussa et al., (2021) et Bakhat et al., (2023), avec une prédominance des
prélévements d'urine représentant 70,42 % et, suivis par des prélévements de pus avec 7,31 %,

et des hémocultures avec seulement 0,91 %.
2. Taux de positivité des cultures bactériennes des différents prélévements

Sur les 598 prélevements regus, 126 ont présenté une culture bactérienne positive, soit un taux

de positivité de 21.07%.

e Urine

Parmi les 515 échantillons d’urine analysés, 78 cas d’ECBU ¢étaient positifs traduisant une
infection urinaire avec un taux de 15.1 %. Alors que 394 ECBU ¢étaient négatifs (76.5%) et 43
ECBU ¢étaient contaminés (8.4%).

e Pus

Parmi les 62 prélevements de pus obtenus, 45 se sont avérées positifs, soit un taux de
positivité de 72.6% alors que 17 prélévements se sont révélés négatifs, soit un pourcentage de
27.4%.

e Hémoculture
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Parmi les 21 hémocultures réalisées pendant la période de 1’étude, 3 se sont avérées
positives soit un taux de positivité de 14.28% ; et 18 (85.72%) étaient négatives

(Figurel).
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100

B Préléevement positif W Prélevement total

Figure 12. Taux de positivité des cultures bactériennes des différents prélévements

La prévalence des infections urinaires dans notre étude est 1égérement plus élevée a
celui trouvé par Silva et al., (2022) notant in taux de (14,6%). En revanche, nos résultats sont
inférieurs a ceux rapportés par des études menées par Kabugo et al., (2016), Sally et al, (2021)
et Kiiru et al., (2023) ou les taux de positivité étaient respectivement de (39,1 %), (66,1 %) et
(54,1 %). En ce qui concerne les prélévements de pus, notre étude révele un taux de prévalence
similaire a celui rapporté par Khan et al., (2018) avec un taux de (65,2%), mais inférieur a
celui rapporté par Wadekar et al., (2020) et Kanakadurgamba et al., (2021) avec des taux
de positivité respectifs de (85.5%) et (92.4%). Cependant, nos résultats sont supérieurs a ceux
obtenus par Swagata et Debadatta., (2017) et Khanamet al., (2018) avec des taux de
positivité de (50.73%) et (61.8%) respectivement. En ce qui concerne les prélévements
d'hémoculture, notre étude présente un taux de prévalence comparable a celui rapporté
parBanik et al., (2018) et Schoneweck et al., (2021) avec des taux de prévalence respectifs de
(14,24%) et (13.2 %). En revanche, nos résultats sont significativement inférieurs a ceux
obtenus par Golli et al., (2022) avec un taux de positivité de (46,07%). Ces variations peuvent
étre attribuées a divers facteurs tels que la taille de la population étudiée, les caractéristiques
de 1'échantillon, la sélection des participants, ainsi que les contextes géographiques et

démographiques des populations étudiées.

3. Résultats de I’examen cytobactériologique des différents prélévements
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3.1. Aspect macroscopique

Tous les échantillons ont été examinés visuellement pour leur consistance, leur couleur, leur

turbidité et la présence ou 'absence de sang en fonction du type et de 'emplacement de la plaie.

Figure 13. Aspect macroscopique des
flacons d’hémocultures ( Photos original)

Culture stérile se manifeste par la présence d'un
sédiment d'érythrocytes recouvert d'un liquide clair de
teinte jaune pale.

Une croissance est confirmée par plusieurs signes : la
présence d’une hémolyse, une coagulation, un trouble
la formation d'une pellicule a la surface, la présence de
colonies blanches et la production de gaz carbonique.
(Ombelet et al., 2019)

Figure 14. Différents  aspects
macroscopiques de 1'urine (Photo
originale).

Tous les échantillons qui ne présentaient pas un aspect
jaune plus ou moins foncé et translucide, sans
particule, ont été considérés comme anormaux. Nous
avons identifié trois caractéristiques macroscopiques :
urine claire (urine d'apparence normale et
translucide), urine trouble (urine d'apparence
anormale, non translucide, contenant des caillots ou
des éléments en suspension) et urine hématurique
(urine anormale, non translucide et de couleur rouge).
(Callens et Bartges, 2015)

15. Différents

Figure
macroscopiques de pus (Photos originale).

aspects

Les parametres de 1’examen macroscopique du
prélévement de pus sont :

-L’odeur fétide est souvent associée aux infections
anaérobies ou aux infections mixtes aéro-anaérobies

- La couleur peut varier du jaune-vert au rouge-brun,
la présenter une teinte verdatre ou bleutée peut
indiquer la présence de Pseudomonas.

-La consistance peut aller d'un liquide trouble
visqueuse a une matiere tres épaisse, un pus crémeux
peut orienter a pneumocoque ou staphylocoque.

3.2. Analyse cytologique

a. Analyse quantitative : vise a évaluer la densité des éléments figurés par unité de

volume. La simple détection des leucocytes et des germes a I'aide d'un microscope ne

suffit pas a confirmer la présence d'une infection. Il est primordial que le nombre de ces

¢léments dépasse un seuil critique défini. Ces données sont présentées de manicre

détaillée dans le tableau 1 en annexe

b. Analyse qualitative : permet de préciser la nature des éléments figurés observés tels

que les germes, les cristaux, les hématies, les leucocytes, les cellules épithéliales, etc.
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3.3. Examen microbiologique

3.3.1. Examen macroscopique de la culture

Aprées une période d'incubation de 24 heures a une température de 37°C, 'observation de
la couleur des colonies ainsi que la détection de diverses activités enzymatiques ont été

réalisées (Annexe).

3.3.2 Examen microscopique
L'examen microscopique des souches testées apreés la coloration de Gram nous a permis
d’identifier deux groupes de germes : les bacilles (ou coccobacille) a Gram négatif et les Cocci

Gram positif (figure).

Figure 16. Observation microscopique de la coloration de Gram de bactéries sous
microscope optique

a : Cocci a Gram positif (BGP), b : Bacille a Gram négatif (BGN)

3.3.3. Identification biochimique

a. Tests d’orientation
Les résultats des tests supplémentaires d’orientation (test de catalase, oxydase et de

coagulase) sont illustrés dans I’annexe.

b. Galerie Api 20 E
L’identification des entérobactéries par le systeme Api 20 E a montré que les souches

testées répondent aux profils numériques spécifiques (Annexe).

4. Bactéries identifiées a partir des prélévements
Dans I'ensemble des cultures positives obtenues lors de notre étude, nous avons isolé

129 souches bactériennes. Nos résultats montrent une prédominance nette des bactéries Gram
négatif, représentant 84,49 % des isolats. Parmi celles-ci, E.coli est l'espéce la plus
fréquemment isolée, représentant 41,86% (n=54) des cas, suivie de K.pneumoniae avec 22,48
% (n=29), Paeruginosa avec 6,98 % (n=9), A.baumannii avec 3,87 % (n=5),Proteus mirabilis

et Proteus vulgaris avec 3.10 % (n=4) puis S.marcescens, C.freundii, Enterobacter sp et
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M.morganii, chacune avec 0,77% (n=1). Les bactéries Gram positive représentent quant a elles

15,50 % des isolats, principalement S.aureus avec 8,52 % (n=11) et Enterococcus sp avec 6,98

% (1=9).
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Figures 17. Répartition des bactéries selon 1’espece identifiée

Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés par Ibrahim, (2018), qui ont observé
une prédominance des bactéries a Gram négatif, représentant 81% des isolats, tandis que 15,9%
¢taient des bactéries a Gram positif. De plus, la composition bactérienne observée dans cette
¢tude est similaire aux résultats de l'étude menée par Bakhat et al., (2023), ou une
prédominance des bactéries a Gram négatif a été observée. Les principaux pathogénes isolés
étaient E.coli, représentant 49% des isolats, suivi de K.pneumoniae avec 16%. Ils ont également
noté¢ une fréquence de 9% pour P aeruginosaet 7% pour A. baumannii et 8% pour

Staphylococcus aureus.
4.1. Répartition des bactéries isolées selon le type de prélévement

La répartition des souches bactériennes isolées en fonction de type de prélévement est

illustrée dans le tableau 1.

Tableau III. Répartition des bactéries isolées selon le type de prélevement

Prélévement Famille Espases Nombre

Escherichia coli 47
Klebsiella pneumoniae 16

Enterobacteriaceae | Serratia marcescens 1
Enterobacter sp 1
Proteus mirapilis 2

Urines

Pseudomonadaceae | Pseudomonas 2
aeruginosa

Staphylococcaceae | Staphylococcus aureus 1
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Enterococcaceae Enterococcus sp 5
Totale= 75 (58.14%)
Escherichia coli 7
Klebsiella pneumoniae 13
Enterobacteriaceae Citrobacterfreundii, 1
Proteus vulgaris 4
Proteus mirapilis 2
Morganellaceae Morganellamorganii 1
Pus -
Pseudomonadaceae | Pseudomonas aeruginosa 6
Moraxellaceae Acinetobacter baumannii 5
Staphylococcaceae Staphylococcus aureus 9
Enterococcaceae Enterococcus sp 4
Totale= 52 (40.31%)
Pseudomonadaceae | Pseudomonas aeruginosa 1
Hémoculture
Staphylococcaceae Staphylococcus aureus 1
Totale= 02 (1.55%)

Les bactéries dominantes variaient en fonction du type d'échantillon. Dans l'ensemble, les
résultats indiquent que E. coli et K. pneumoniae étaient les principaux pathogeénes isolés dans
les échantillons d'urine, ce qui concorde avec les observations de Fahim et al., (2021). Pour ce
qui est des échantillons de pus, les pathogenes prédominants comprenaient K. pneumoniae, E.
coli, P. aeruginosa, A. baumannii, ainsi qu'un nombre significativement élevé d'isolats de S.
aureus provenant de plaies. Il est bien connu que S. aureus est l'une des causes les plus
courantes d'infections de la peau et des tissus mous (Bakhat et al., 2023). Ces conclusions sont

en accord avec les études de Fahim et al., (2021) et Aouf et al., (2022)

4.2. Prévalence des bactéries multi-résistantes dans les prélévements
Au cours de notre étude, nous avons isolé 129 souches sur I’ensemble de 126 prélevements
positifs. D’ou nous avons identifié¢ 58 souches multirésistantes (BMR) avec un taux de 44,96%

de I’ensemble des souches isolées, tandis que 55,04 % restent sensibles.
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Figure 18. La prévalence des BMR dans I’ensemble des prélevements effectués

Nos résultats sont similaires a ceux rapportés par Wang et al., (2019) avec une
fréquence de 42,5% des BMR. L’émergence des BMR pose un probléme inquiétant qui expose
les patients a des échecs a des échecs de traitement par manque d’antibiotiques efficaces avec
mise en jeu du pronostic vital. L'émergence et la propagation de la multirésistante sont
favorisées par deux ¢léments : la pression de sélection exercée par les antibiotiques et une fois
la résistance acquise, la dissémination de ces bactéries résistantes par transmission croisée

(Basseray et al., 2000).

4.2.1. Répartition des BMR isolées selon le type de prélévement
Les BMR ont été fréquemment isolées a partir d’hémoculture suivis de pus et d’urine,

avec des taux respectifs de : 100%, 59.61% et 33.33%.
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Figure 19. Répartition des BMR selon le type du prélévement

Nos résultats révelent une prévalence élevée de souches BMR dans les échantillons de
pus, avec un taux de 59,61%. Ces données sont en accord avec I'é¢tude menée par Aouf et al.,
(2022) dans la région de Constantine, ou ils ont constaté que parmi les isolats provenant de

prélevements de pus, 58,03% présentaient une multirésistance.
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4.2.2. Répartition des BMR isolées selon leur type

La répartition intégrale des bactéries multirésistantes (BMR) isolées selon leur type est
représentée dans la figure (10). Parmi les 58 souches de BMR isolées, nous avons identifié 6
souches de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE), représentant ainsi un taux de 10,34% (3
souches d'E.coli et 3 souches de K.pneumoniae). Par ailleurs, nous avons constaté la présence
de 7 souches de S.aureus résistantes a la méthicilline (SARM), correspondant a 12,07% des
cas. Les 77,59% restants comprennent principalement des souches d'4.baumannii
multirésistantes (ABM), de P.aeruginosa multirésistantes (PAM), ainsi que des entérobactéries

multirésistantes, a 1'exception des souches BLSE.

w EBLSE mSARM m Autres

Figure 20. Répartition des BMR selon le type de résistance

Nos résultats sont généralement concordants avec ceux rapportés par Fahim et al.,
(2021), ou parmi les souches multirésistantes étudiées, ils ont identifié¢ que 15,42% étaient des
EBLSE, tandis que 6,66% ¢étaient des SARM. Les 77,9% restants comprenaient principalement
des souches d'ABM, de PAM, ainsi que des entérobactéries multirésistantes, a I'exception des
souches BLSE et d’autres bactéries gram positives multirésistantes. De plus, il a également été
rapporté que les EBLSE était prédominante chez les mémes bactéries (E. coli et K.

pneumoniae) par Jara et al., (2021).

4.2.3. Répartition des BMR isolées selon la nature des espéces bactériennes

Les résultats de la répartition des BMR isolées par espece sont résumés dans la figure
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Figure 21. Répartition des bactéries multirésistantes selon I’espéce

Selon nos résultats, nous avons observé que parmi les souches de bactéries
multirésistantes (BMR) isolées, E. coli et K. pneumoniae sont les plus prépondérantes suivi par
S.aureus, P.aeroginosa et A.baumanni. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Samal
et al., (2022) et Jara et al., (2021). En revanche, nos résultats différent de ceux trouvés par
Hailemariam et al., (2021), qui ont identifié S.aureus suivies de K. pneumoniae comme les

bactéries les plus dominantes parmi les souches de BMR isolées.

Cette variation nette dans la répartition des bactéries multirésistantes entre les
différentes études peut étre attribuée a des différences dans la conception de 1'étude utilisée par
les groupes de recherche, aux pratiques préventives appliquées dans les hopitaux, aux
variations des politiques de controle des infections et aux différences dans les agents

pathogénes nosocomiaux courants (Kim et al., 2021).

4.2.4. Répartition des BMR selon le service

Les différents prélevements recus au niveau du laboratoire de microbiologie,
provenaient des différents services de I’EPH de Faubourg, ainsi que d'autres provenant de
patients non hospitalisés. La fréquence la plus ¢levée des BMR a été enregistrée pour les
patients consultés a titre externe avec un taux de 48.3% (28/58), suivi par le service de
médecine interne avec un pourcentage de 46.5% (27/58). Les 5.3 % restant se répartissent sur

les services de pédiatrie et de pneumologie.
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Figure 22. Répartition des BMR isolées par service

Ces résultats different de ceux obtenus par Agyepong et al. (2018), ou ils ont observé
une proportion plus élevée d'isolats récupérés chez les patients hospitalisés (80,5 %) par rapport
aux patients externes (19,5 %). Ils ont également constaté¢ que l'unité de médecine interne
présentait le pourcentage le plus élevé (39,0 %), suivi de la pédiatrie avec 19,5 %. La majorité
des patients du service de médecine interne sont des diabétiques présentant des infections des
plaies au niveau des pieds qui sont traitées par une antibiothérapie pendant leur séjour a
'hdpital, et associe par plusieurs facteurs de risque notamment 1'émergence de mécanismes de

résistance aux antibiotiques (Shi et al., 2023).

4.2.5. Répartition des BMR selon le sexe
Les infections bactériennes a BMR identifiées au cours de notre étude sont principalement

observées chez la population féminine, représentant un taux de 55,2 %.

44.80%0

B Femme
B Homme

Figure 23. Répartition des BMR isolées selon le sexe

Les résultats obtenus sont comparables a ceux de 1'étude menée par Zahid et al., (2014)
avec une fréquence plus €levée des isolats de BMR, observée chez les femmes, atteignant 53%.

En revanche, Wang et al., (2019) ont constaté¢ une prévalence plus ¢€levée d'infections
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multirésistantes chez les hommes, atteignant 64,4%.Ces différences pourraient s'expliquer par

la taille de 1'échantillon de la population étudi¢e (Benmoumou et al., 2023).
4.2.6. Répartition des BMR selon I’age

L'analyse de la répartition des BMR selon I'dge révéle une fréquence plus élevée
d'isolement de ces germes chez les adultes (98,2%) par rapport aux enfants %]1,8ce qui est
cohérent avec les résultats obtenus par Moussa et al. (2021). Il est crucial de souligner
I'importance de prendre en compte le facteur d'dge avancé au sein des populations, car il
représente un risque majeur en ce qui concerne l'infection par des bactéries multirésistantes.
Ce groupe spécifique présente un risque accru d'infections en raison de 1'affaiblissement de leur

fonction immunitaire (Neut., 2021)
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Figure 24. Répartition des BMR isolées selon 1’age
4.3. Résultats de I’antibio-résistance des BMR isolées
4.3.1. Profil d’antibiorésistance des souches d’Escherichia coli

Pour les 20 souches d’E. coli isolées,dont 3 souches sont des BLSE positifs,
I’antibiogramme a montré une résistance €élevée al’ Amoxicilline avec un taux de 95% suivie
de la Céfazoline avec un taux de 90%. De méme, une résistance de 85% a été observée pour
l'association Amoxicilline + Acide clavulanique, la Céfotaxime et la Ciprofloxacine. Environ
80% des souches isolées ont présenté une résistance au Triméthoprime + sulfaméthoxazole, a

la Fosfomycine et a la Nitrofurantoine.

Pour les trois souches de E.coli BLSE positifs, I’antibiogramme a montré une résistance
totale a 1° Amoxicilline, Fosfomycine, Céfotaxime, Triméthoprime-Sulfamétoxazol ,

Cefazoline et Nitrofurantoine. Par contre, ces souches sont totalement sensibles a Imipénem.
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Figure 25. Profil d’antibiorésistance d’Escherichia coli
4.3.2. Profil d’antibiorésistance des souches de Klebsiella pneumoniae

L'évaluation de l'antibiogramme des 16 souches de Klebsiella pneumoniae, dont 3
présentent de BLSE positive, a mis en évidence des résultats significatifs quant a leur profil de
résistance. Les quinolones ont montré une résistance le plus élevée, avec des taux de 93,75%
pour la ciprofloxacine (CIP) et I'acide nalidixique, suivis de pres par la céfazoline avec un taux
de résistance de 93 %. L'amoxicilline a également révelé un taux de résistance élevé de 87,50%,
et environ 80% des souches isolées ont présenté une résistance a la fosfomycine et a
I'amoxicilline et a I'acide clavulanique. Cependant, une sensibilité significative a été observée
vis-a-vis de la nitrofurantoine, de la gentamicine et du triméthoprime-sulfaméthoxazole, avec

des taux de résistance similaires de 68,75%.
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Figure 26. Profil d’antibiorésistance de Klebsiella pneumoniae

4.3.3. Profil d’antibiorésistance de Proteus mirabilis
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La seule souche BMR de Proteus mirabilis isolée montre une résistance étendue a de
nombreuses familles d'antibiotiques. Elle présente une résistancetotale vis-a-visFosfomycine,
Nitrofurantoine, Triméthoprime-sulfaméthoxazole, Acide nalidixique, Ciprofloxacine,
Amoxicilline, Céfazoline, Imipenéme, Colistine et Gentamicine. En revanche, elle est sensible

a l'amoxicilline + I'acide clavulanique, a la Céfotaxime et a I'Amikacine.
4.3.4. Profil d’antibiorésistance des souches de Proteus vulgaris

Pour les deux souches de Proteus vulgaris, 1’antibiogramme a montré une résistance
totale vis-a-vis Fosfomycine, Nitrofurantoine, Triméthoprime-sulfaméthoxazole, Acide
nalidixique, Ciprofloxacine, Amoxicilline, Céfazoline, Imipénéme et Colistine. En revanche,
elle est sensible a l'amoxicilline + l'acide clavulanique, Gentamicine, Céfotaxime et a

I'Amikacine.
4.3.5. Profil d’antibiorésistance de Serratia marcescens

La souche unique BMR de Serratia marcescens présente une résistance a plusieurs
antibiotiques, notamment la cefoxitine, l'amoxicilline, l'acide fusidique, l'imipénéme et

I'amoxicilline associée a l'acide clavulanique. En revanche, elle se révele sensible a la

céfotaxime, a l'amikacine, a la ceftriaxone et au ciprofloxacine.
4.3.6. Profil d’antibiorésistance de Citrobacter freundii

La seule souche BMR de Citrobacter freundii montre une résistance vis-a-
visFosfomycine, Nitrofurantoine, Acide nalidixique, Céfazoline, Amoxicilline + I'acide
clavulanique et Céfotaxime. En revanche, elle est sensible a Triméthoprime-sulfaméthoxazole,

Ciprofloxacine, Amikacine et Gentamycine.

De maniere générale, les entérobactéries étudiées présentent une résistance a I'ensemble
des antibiotiques testés, provenant de différentes familles. La résistance la plus élevée est
observée pour les béta-lactamines. Plus précisément, on constate une résistance a
I'amoxicilline, a l'amoxicilline associée a l'acide clavulanique et a la céfotaxime chez
respectivement 92,5 %, 75 % et 65,85 % des souches étudiées. Ces résultats concordent avec
ceux rapportés par Debabza., (2015) a Annaba pour l'amoxicilline (99 %) et 'amoxicilline
associée a l'acide clavulanique (81,91 %). En revanche, Bouras., (2019) des taux de résistance
totale plus ¢élevés ont été observés pour I'amoxicilline et 1'amoxicilline associée a l'acide

clavulanique, ainsi qu'un taux de résistance de 38 % pour la céfotaxime.
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En ce qui concerne les carbapénémes (I'imipéneéme), on observe une augmentation
notable du taux de résistance, atteignant 52,5 %, par rapport a d'autres études menées en Algérie
par Benmoumou et al., (2023), qui ont constaté¢ que 1'imipénéme était efficace contre toutes
les souches testées. Une autre étude réalisée dans la région d'Annaba par Bouras., (2019) a
révélé des taux de résistance a I'imipénéme inférieurs a nos résultats, avec 38 %. L'absence de
résistance a cet antibiotique a également été signalée précédemment par Yandai et al., (2019)
et Kotb et al., (2019). Selon Uz et al., (2014), les mécanismes de résistance des entérobactéries
vis-a-vis des carbapénémes ne se limitent pas a la seule production de carbapénémases, mais
peuvent ¢galement impliquer d'autres mécanismes, tels que des altérations structurales de la
membrane externe et/ou une hyperproduction d'AmpC en plus des béta-lactamases a spectre

¢largi.

La plupart des isolats d'Enterobacteriaceae présentent une résistance aux quinolones,
avec un taux de résistance de 85 % pour l'acide nalidixique et la ciprofloxacine. Ce taux de
résistance reste trés significatif par rapport aux taux observés en Algérie par Bouras., (2019)
et Benmoumou et al., (2023). En ce qui concerne le triméthoprime/sulfaméthoxazole, le taux
de résistance est de 75 %. Ces résultats different également de ceux trouvés par Benmoumou
et al. (2023), qui ont rapporté un taux de souches résistantes de 33,62 %. Cette fréquence de
résistance pourrait étre expliquée par un recours excessif a cet antibiotique dans le traitement
des infections digestives et respiratoires (Bentroki et al., 2012). En ce qui concerne la
fosfomycine, 80 % des souches sont résistantes a cet antibiotique. Bouras., (2019) ont

également signalé une résistance totale a la fosfomycine pour cette molécule.

Dans notre étude, nous avons également constaté que les aminosides (gentamicine et
amikacine) sont considérés comme des traitements tres efficaces contre les Enterobacteriaceae.
Cela peut s'expliquer par une utilisation moins fréquente des aminosides par rapport aux
céphalosporines a large spectre ou aux fluoroquinolones, comme 1'ont rapport¢ Benmoumou

et al., (2023).
4.3.7. Profil d’antibiorésistance d’Acinetobacter baumannii

Le profil de sensibilité¢ des cinq souches BMR d'Acinetobacter baumanniiprésentent
une résistance étendue a plusieurs familles d'antibiotiques. Une résistance totale a 100% est
observée pour les antibiotiques suivants : Amoxicilline + acide clavulanique,

Triméthoprime/sulfaméthoxazole, Amoxicilline, Céfotaxime, Céfalexine, acide nalidixique,
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ciprofloxacine, Ticarcilline + acide clavulanique, Ticarcilline, Ceftazidime et Pipéracilline. De

plus, un taux de résistance ¢levé de 80% est observé pour les aminoglycosidesla tobramycine.
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Figure 27. Profil d’antibiorésistance de Acinetobacter baumannii

Nos résultats de profil d’antibiorésistance d’Acinetobacter baumannii sont cohérents
avec ceux trouvés par Ibrahim., (2018) qui est également observé des taux de résistance élevés
allant de 93,4 % a 97,5 % pour tous les agents antimicrobiens testés, de plus une étude réalise
par dans plusieurs hopitaux d'Algérie ont été observés des taux élevés de résistance pour

presque tous les antibiotiques testés (>70%) par Benamrouche et al., (2020).

La résistance élevée observée chez cette souche découle de sa capacité intrinséque a
acquérir aisément une résistance a divers groupes d'agents antimicrobiens, ce qui lui permet de
survivre dans l'environnement hospitalier. Cette aptitude favorise sa persistance et sa
propagation au sein des établissements de santé Peleget al., (2008) ; Benamrouche et al.,
(2020).

4.3.8. Profil d’antibiorésistance des souches de Pseudomonas aeruginosa

L'étude du profil d'antibiorésistance de cinq souches BMR de Pseudomonas aeruginosa
révele un taux de résistance de 100% envers plusieurs familles d'antibiotiques, notamment les
sulfamides (Triméthoprime/sulfaméthoxazole), les quinolones (I'Acide nalidixique et la
Ciprofloxacine), les céphalosporines (Céfazoline et Céfotaxime) et les monobactames
(Aztréonam). Cependant, des variations de résistance ont été observées pour d'autres classes
d'antibiotiques. Les carboxypénicillines (Ticarcilline + acide clavulanique) et les carbapénemes
(Imipénéme) ont présenté un taux de résistance de 80% ainsi qu'un taux de résistance de 60%
pour les aminosides (Tobramycine). Par ailleurs, il est remarqué que ces souches deviennent

plus sensibles aux pénicillines (Pipéracilline) avec a taux de résistance de 40 %
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Figure 28. Profil d’antibiorésistance de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, une bactérie pathogéne opportuniste, exhibe une
remarquable capacité a développer une résistance par le biais de mécanismes divers, souvent
simultanément, ce qui engendre une résistance contre pratiquement la totalité des antibiotiques
disponibles (Kunz et al., 2022). Les recherches menées par Kim et al., (2021) ont également
abouti a des résultats similaires aux nétres, ou les souches bactériennes de P. aeruginosa isolées
ont manifesté une résistance envers divers antibiotiques tels que les monobactales, les

quinolones et les céphalosporines.

Dans le cadre de la recherche en Algérie, des taux de résistance considérablement plus
faibles ont été observés dans la région de Batna pour certains antibiotiques,la ciprofloxacine
(0,44%), la ticarcilline + 1'acide clavulanique (37,45), pipéracilline (29,96%), 1'aztréoname et
la ciprofloxacine (0,44%) (Merradi, 2022). Une autre étude réalisée dans les régions d'Oran a
¢galement révélé des taux de résistance inférieurs aux noétres pour l'imipénéme (32,9%), la
ticarcilline + l'acide clavulanique (60,8%), I'aztréonam (17,7%), la tobramycine (30,4%) et la

ciprofloxacine (41,8%) (Sefraoui, 2015).
4.3.9. Profil d’antibiorésistance des SARM

L'é¢tude du profil d'antibiogramme de 7 souches de SARM a révélé des résultats
significatifs quant a leur résistance a plusieurs familles d’antibiotiques. Les béta-lactamines
ont montré un taux de résistance de 100%, en particulier a la pénicilline, a la céfoxitine et a
'oxacilline, ces résultats étant similaires a ceux obtenus par Touaitia., (2016) ; Adoui., (2019).
Le mécanisme de résistance aux [-lactamines chez les S. aureus repose sur deux types
principaux de mécanismes : un mécanisme de résistance extrinseque par production d'enzymes

inactivant l'antibiotique, et un mécanisme de résistance intrinseéque par modification des
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protéines de liaison a la pénicilline (PLP) ou par acquisition de nouvelles PLP2adont 1’affinité
pour les béta-lactamines est trés faible, entrainant une résistance croisée a toutes les molécules

de cette famille (Quincampoix et Mainardi., 2001).

En ce qui concerne d'autres antibiotiques testés, le taux de résistance a l'acide fusidique
a été évalué a 71,43%, tandis que le taux de résistance a l'ofloxacine était de 57,14%. Ces
résultats sont également similaires a ceux de Touaitia., (2016), qui a détecté un taux de
résistance de 68,6% pour l'ofloxacine et de 65,6% pour l'acide fusidique parmi les souches
SARM isolées. En revanche, les souches ont montré une sensibilité accrue aux €érythromycines,
avec un taux de résistance de seulement 14,29%, ce taux est inférieur a celui trouvé par Adoui.,
(2019) a Constantine avec 47,05% et Touaitia., (2016) a Annaba avec 52,2% et par Rebiahi.,
(2012) dans la région de Tlemcen avec un taux de 55.75%
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Figure 29. Profil d’antibiorésistance de Staphylococcus aureus

5. Résultats de ’extraction de I’huile essentielle de romarin

5.1. Rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle de Rosmarinus officinalis obtenu par distillation a la
vapeur dans notre étude est de 0,5 %. Cette valeur est inférieure a celle rapportée par Hezil et
al., (2022), qui ont constaté un rendement de 1,6 % pour 'huile essentielle des parties aériennes
du romarin dans la région de Blida. Une autre étude menée par Mehalaine et al., (2017) dans
les régions d'Algérie a trouvé un rendement de 0,88 %. Cette différence peut étre attribuée a
divers facteurs environnementaux tels que le climat, 'altitude, la température, la texture et le

type de sol, ainsi que la teneur en matiere organique du sol. De plus, les conditions
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d'échantillonnage et le moment de la récolte peuvent également influencer les résultats

(Pirbalouti et al., 2013).
5.2. Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle de romarin

L'huile essentielle de Rosmarinus offisinalis est extraite par la technique entrainement a la
vapeur d’eau direct, elle est incolore a jaune pale, moyennement a fortement intense, avec une

texture 1égere et fluide et non visqueuse et une odeur camphrée puissante et fraiche.

5.3.Composition chimique de I’huile essentielle de romarin

L’analyse de HE par CG/SM nous a permis d’identifier 12 composés volatiles qui
représentent environ 91.45% de la composition chimique totale ; dont les principales
composées majoritaires comprennent : 1,8-Cineole (39.972%), Camphor (12.831%), 1'alpha-
pinéne (11.032%), Beta-Caryophyllene (6.152%), Bornéol (4.848%), Alpha-Terpinene
(4.415%), le camphene (4.302%), Beta-pinéne (2.630%), respectivement (tableau I).

Tableau IV. Composition chimique de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis

N° du Temp de rétention Nom de composant Area %
composant (min)

1 5.005 Alpha-Pinene 11.032%
2 5.411 Camphene 4.302%
3 6.411 Beta-Pinene 2.630%
4 9.886 1,8-Cineole 39.972%
5 16.762 Camphor 12.831%
6 18.842 Borneol 4.848%
7 20.471 Alpha-Terpinene 4.415%
8 34.262 Beta-Caryophyllene 6.152%

Nos résultats de 1’analyse CG/SM sont proches de ceux rapportés par SELMI et al.,
(2020) , dont les principaux constituants de I'huile étaient 1,8 cineol (39.97%) 1’ Alpha-pineéne
(10.01%), Beta-pinene (4.53%) et le camphene (3.21%). Dans une étude menée par Hendel et
al., (2019) sur les huiles essentielles de 15 échantillons différents de R. officinalis L. collectés
dans plusieurs régions d'Algérie appartenant a différentes zones bioclimatiques, il a été constaté
que toutes les huiles se caractérisent par la prédominance de certains composants, notamment
I'a-pinéne, le camphene et le limonene, ainsi que le camphre, le 1,8-cinéole, le caryophylléne
et le bornéol, ce qui est en accord avec nos propres résultats. D’autre études confirment nos
résultats et rapportent que le 1,8-cinéole, le camphre et I'a-pinene étaient les composants les
plus abondants HE de romarin (Al-Maharik et al., 2022 ; Cutillas et al., 2018 ; Jardak et al.,
2017)
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Selon Rathore et al., (2022), la teneur en huile essentielle de romarin peut varier en
fonction de la saison, avec une concentration maximale observée pendant la saison automnale.
De plus, des concentrations significativement plus élevées de 1,8-cinéole, B-pinéne, f-
caryophylléne et terpinéne-4-ol ont été observées pendant la saison des pluies, tandis que le
camphre présentait une concentration plus élevée en automne par rapport a 1'été et a la saison
des pluies. Ces variations dans le profil chimique au sein de la méme espéce sont associées a
de nombreux facteurs tels que des facteurs abiotiques et biotiques, le traitement post-récolte,

les méthodes d'extraction et les conditions de conservation (Baptiste et al.,2020)

6. Résultats de I’effet antibactérien de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis sur les

BMR isolées
6.1. Résultats de la méthode de diffusion du disque (aromatogramme)

L'activité antimicrobienne de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis a été évaluée
par la méthode de 1’aromatogramme sur un total de 42 souches BMR. Les résultats obtenus

sont regroupés dans le Tableau II ( annexe) .

Les résultats de l'effet antibactérien de I'HE essentielle de R. officinalis révele son
activité contre la majorité des souches BMR testées, avec des diameétres de zone d'inhibition

(DZI) variant entre 12 et 32 mm.

D'aprés les résultats obtenus, nous avons observé que les DZI les plus élevés ont été
enregistrés pour les souches de S.aureus, avec des DZI compris entre 16,33 et 32,33 mm, ainsi
que pour A.baumannii, avec des DZI allant de 20,33 a 26 mm. Ces résultats sont en accord
avec ceux trouvés par Ounaissia et al., 2022, ou ils montrent que S.aureus était l'espece la plus
sensible, suivie d'Acinetobacter. De plus, les isolats de Staphylococcus aureus enregistrés dans
notre étude présentent des similitudes avec ceux identifiés par Mourabit et al., (2020) dans
leurs travaux, ou ils ont relevé des DZI compris entre 25 et 30 mm. Cette constatation a été
confirmée par des €tudes antérieures ayant démontré que 1'HE de R. officinalis, avec une forte
teneur en 1,8-cinéole, exerce un effet bactériostatique contre les souches de S. aureus (Ait-

Ouazzou et al., 2011 ; Bowbe et al., 2023).

L’HE de R.officinalis est également montre une activité inhibitrice importante sur les
souches d'E.coli, K. pneumoniae et P. vulgaris avec des DZI variant entre 17 et 23 mm. De

manicre similaire, une activité inhibitrice significative a été démontrée sur les souches de
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S.marcescens et de Pmirabilis, avec des DZI de 17 mm. En revanche, pour C. freundii, une

action inhibitrice intermédiaire a été observée avec un DZI de 14 mm.

Il convient toutefois de noter la présence d'une variation des diamétres de zone
d'inhibition (DZI) pour certaines souches de la méme espéce, suggérant ainsi une possible
résistance partielle a I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis. Cette observation a été faite,
par exemple, pour les cing souches de Pseudomonas aeruginosa testées, parmi lesquelles deux
souches ont manifesté une résistance a 1'huile essentielle, tandis que les autres ont montré une

action inhibitrice intermédiaire, avec des DZI variant entre 12 et 17 mm.

Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par DikenGiir et al., 2017, ou il a été
constaté que l'huile essentielle de romarin était efficace contre seulement 2 souches de P.
aeruginosa, avec des DZI comprises entre 11 et 13 mm. Des travaux similaires sur les BMR
ont également prouvé que les bactéries P. aeruginosa étaient les plus résistantes a 'HE de R.

officinalis par rapport aux autres souches (Aouf et al., 2022 ; Ez-Zriouli et al., 2022).

Selon Jordan et al., (2013) l'activité antibactérienne d'une huile peut étre liée a la
configuration chimique de ses composants, aux proportions dans lesquelles ils sont présents et
aux interactions entre eux. D'autre part, Saviuc et al. (2016) ont démontré, dans une étude, que
I'huile essentielle de romarin ainsi que son principal composant, le 1,8-cinéole, présentent une
activité antimicrobienne trés efficace contre des souches multirésistantes d'4.baumannii et de
Paeruginosa. Et certains autres composés majeurs identifiés ont déja été signalés comme ayant
une activité antimicrobienne, notamment le 1,8-cinéole, a-pinene, le camphre, le myrcene et le
B-caryophylléne (Santoyo et al., 2005 ; Ounaissia et al.,2022), d'autres chercheurs ont
¢galement signalé les fortes activités antimicrobiennes du bornéol et du camphre (Chen et al.,
2013). De plus, des effets synergiques et antagonistes peuvent se produire entre les composants

des huiles en fonction des microorganismes testés (Ez-Zriouli et al., 2022).

Les résultats obtenus ont montré que ’HE R. officinalis présente une activité
antibactérienne plus important vis a vis les bactéries Gram positive par rapport les bactéries
Gram négative. Selon Quibrahim et al., (2013) et Stojiljkovic et al., (2018) ceci pourra étre
explique par le fait que la paroi cellulaire des bactéries Gram-négatives est plus résistante a
l'activité des HE et de leurs composants. En effet, il semble que la membrane externe des
bactéries Gram-négatives, riche en lipopolysaccharides, soit plus complexe et représente un
obstacle pour les molécules aromatiques afin d'atteindre le cytoplasme de cette bactérie.

Cependant, ces composés actifs peuvent plus facilement s'intégrer dans le cytoplasme des
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bactéries Gram-positives étant donné I'absence de systéme extra membranaire complexe, ce

qui entraine une activité antibactérienne plus ¢levée (Fadel et al.,2021).
6.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
» Détermination de la CMI par dilution en milieu solide

La CMI a été déterminée lors de cette étude en évaluant 1'activité inhibitrice des HE contre

quelques souches bactériennes sélectionnées.

Tableau VI. Résultats de la concentration minimale inhibitrice

Les souches teste CMI %
Escherichia coli S10 0.25
Escherichia coli 3159 0.125
Escherichia coli 83 0.125
Escherichia coli S2 0.125
Escherichia coli §5 0.125
Escherichia coli S6 0.25
Escherichia coli S1 0.125
Escherichia coli S13 0.25
Klebsiella pneumoniae S2 0.25
Klebsiella pneumoniae S8 0.125
Klebsiella pneumoniae S5 0.125
Klebsiella pneumoniae S6 0.125
Klebsiella pneumoniae S1 0.25
Acinetobacter baumannii S1 0.25
Acinetobacter baumannii S2 0.25
Acinetobacter baumannii S3 0.06
Acinetobacter baumannii S4 0.06
Acinetobacter baumannii S5 0.25
Staphylococcus aureus p12 0.06
Staphylococcus aureus p01 0.25
Staphylococcus aureus p4 0.25
Staphylococcus aureus p37 0.06
Staphylococcus aureus p03 0.06
Staphylococcus aureus p137 0.06
Proteus mirabilis 0.125
Proteus vulgaris 0.125
Serratia marcescens 0.06
Citrobacter freundii 0.06

Les résultats de CMI présentés dans le tableau ci-dessus mettent en évidence 1'effet
bactérien de 1'huile essentielle de romarin a la fois sur les bactéries gram-positives et gram-

négatives. On observe des valeurs de CMI variant entre 0.125 et 0.5 (pl /ml) pour les souches
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d'E.coli et de K.pneumoniae. En revanche, pour S.aureus et A.baumannii, on constate une
variation de la valeur de la CMI allant de 0.25 a 0.06 (ul /ml) Pour les souches de Pvulgaris
et Pmirabilis 1a CMI est établie a 0.125 pl /ml et pour S.marcescens et C.freundii, la CMI égale
a 0.06 ul /ml, tandis que pour P.aeruginosa la CMI est supérieur 1 ul /ml.

Effectivement, il est difficile d'établir des comparaisons entre les valeurs de
Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) provenant de différentes publications. La plupart
des études se sont concentrées sur I'effet des huiles sur des souches de référence ATCC, ce qui
limite leur applicabilité aux bactéries multirésistantes. De plus les auteurs utilisent souvent
différentes unités pour présenter les résultats de leurs études, ce qui complique la comparaison
des données. Les concentrations peuvent étre exprimées en mg/ml, en pl/ml ou en pourcentage
(V/V). Cette diversité d'unités rend difficile la mise en relation des résultats et peut entrainer

des confusions lors de l'interprétation des données.
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Conclusion

L'¢laboration de nouveaux agents antibactériennes représente l'une des stratégies
préconisées afin de contrer la problématique croissante de la résistance aux médicaments. Les
huiles essentielles se profilent comme des alternatives prometteuses dans la lutte contre les

pathogeénes bactériens multirésistants (BMR).

Cette étude visait, d'une part, a déterminer le profil d'antibiorésistance des bactéries
multirésistances (BMR) isolées au sein de 1'Etablissement Public Hospitalier de Blida, Brahim
Abdellah Tirichine, et d'autre part, a évaluer l'activité antibactérienne des huiles essentielles

extraites de la plante médicinale Rosmarinus officinalis sur ces souches.

Les résultats de cette étude ont démontré 1'objectif de recherche, a savoir une prévalence
significative des bactéries multirésistantes (BMR) dans 1'ensemble des prélévements positifs
¢tudiés. Cette prévalence s'est établie a 42%, avec une fréquence plus élevée chez les patients
consultés a titre externe, atteignant 48,3%. De plus, une prédominance du sexe féminin (55,2%)

et des sujets adultes (98,2%) a été observée.

La répartition intégrale des bactéries multirésistantes (BMR) isolées selon leur type, est
représentée par 77,59 % des souches d'A. baumannii (ABM) de P. aeruginosa (PAM) et des
entérobactéries multirésistantes. Suivie par 12,07 % des souches de S. aureus résistants a la

méthicilline (SARM) et 10,34 % d'entérobactéries productrices de béta-lactamases (EBLSE).

L'étude du profil d'antibiorésistance a révélé que les entérobactéries étudiées présentent
une résistance a l'ensemble des antibiotiques testés, provenant de différentes familles. La
résistance la plus élevée est observée vis-a-vis des béta-lactamines, tandis que les antibiotiques
de la famille des aminosides tels que la gentamicine et 'amikacine sont considérés comme des
traitements tres efficaces contre ce groupe de bactéries. De plus, des taux de résistance de 100%
ont été enregistrés pour les souches d'4. baumannii et de P. aeruginosa vis-a-vis de la majorité
des antibiotiques testés. Par ailleurs, le profil d'antibiogramme des souches de S. aureus

résistants a la méthicilline a révélé des résultats significatifs quant a leur résistance a plusieurs

familles d'antibiotiques, ainsi qu'une sensibilité accrue aux érythromycines.

L'analyse par chromatographie (CG/SM) a permis d'identifier 12 composés volatils,
représentant environ 91,45 % de la composition chimique totale. Les composants les plus

abondants sont le 1,8-cinéole, le camphre et I'a-pinene.
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Conclusion

Les résultats de I'effet antibactérien de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis,
obtenus par la méthode de l'aromatogramme, révelent son activité contre la majorité des
souches de bactéries multirésistantes (BMR) testées, a I'exception de certaines souches de
Paeruginosa. Les souches les plus sensibles sont S. aureus, suivies d'4. baumannii. Les
concentrations minimales inhibitrices (CMI) ont été déterminées par la méthode de dilution sur

milieu solide, avec des valeurs variantes entre 0,25 et 0,06 pl/ml.

Nous concluons que les résultats de cette étude suggerent la possibilité d'utiliser soit
I'huile essentielle, soit certains de ses composants, comme base pour développer des agents
antibactériens naturels afin de trouver des alternatives possibles aux antibiotiques et lutter
contre la résistance aux antibiotiques. Cependant, des études supplémentaires sont nécessaires

pour valider ces résultats.
Comme perspective, il serait intéressant de :

e Déterminer la concentration minimale bactéricide afin de mieux comprendre le

mécanisme d'action d’huile essentielle de romarin.

o Evaluer l'efficacité des huiles essentielles contre d'autres types de micro-organismes :

tels que les champignons et les virus.

« FEtudier la possibilité d'une synergie entre I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis
et d'autres substances antimicrobiennes connues pourrait potentiellement renforcer son
activité et réduire les concentrations nécessaires pour obtenir un effet antibactérien.

« FEtudier la toxicité orale chronique de cette huile essentielle et réaliser des études in vivo
pour évaluer I'efficacité et la sécurité de 1'huile essentielle de romarin dans des modeles
animaux, afin de mieux comprendre son potentiel d'application dans les produits

pharmaceutiques

« Evaluer et tester I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis pour d'autres propriétés

biologiques in vivo, telles que propriétés anti-inflammatoires et antidiabétique

« Evaluer la stabilité de I'huile essentielle dans différentes conditions de stockage
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Annexe 1. Matériels non biologiques

Tableau VII. Matériels non biologiques

Outils de Appareillage Milieu de culture Autres produits
laboratoire

- Pipette pasteur - Microscope -G¢élose Nutritif - Eau physiologique stérile
- Tubes a essais optique - Gé¢lose Chapman -Huile de vaseline
- Pince stérile - Autoclave - Gélose Hektoen -Huile d’immersion
- Pied a coulisse - Etuve (37°C) | - Gélose au sang -Huile essentielle de
-Bec Benzen -Congé¢lateur frais Rosmarinus officinalis
- Anse de platine -Réfrigérateur - Gélose au sang cuit | -Plasma humain
-Lame et lamelles - Agitateur - Gélose Muller -L’eau oxygénée
-Ecouvillons thermique Hinton -Disque d’oxydase
-Seringues stériles -Bain marie - Gélose chromagr -Réactif de kovacs
-Jarre d’anaérobiose | -Balance -Bouillon cceur- -Réactif de voges
-Portoire -Densitometre | cervelle (VP1,VP2)
-Lame et lamelles -Réactif de TDA
- Flacons stériles -Diméthylsulfoxyde
- Gants stériles (DMSO)

- Cellule de Malassez
- Micro pipette

-Disque des antibiotique
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Tableau VIII. Milieu de culture

Milieux de culture

Composition chimique
(Pour 1 litre)

Intérét d’utilisation

Gélose Nutritive (GN)

Milieu d’isolement non -

-Peptone .............................. 5 g sélectif (ordinaire)
-Extrait de viande ..................... g ..
-Extrait de levure...................... 2g permette d’isolement de
-Chlorure de sodium.................. 5g | toutes les bactéries non
-Agaragar..............oo 15g | exigent
PH 7.4
-Infusion de viande de beeuf......300ml | {yjise pour la
-Peptone de caséine.................... 7,5¢g calisat q
-Amidon de mais...........ccccceerunenn. 1,5¢ réalisation des tests de
SAGAT.o e, 10g | sensibilit€ aux
PH. 7,4 antibiotiques

Milieu Hektoen -Extrait de levure.........cccoccueeveennen. 3g
-Protéase de peptone................. 12g Milieu de culture sélectif
~LaCtOSE..ceeiiieiiieeiee e 12¢g
-Saccharose........ccccoevveviveeciiennnenne. 12g | utilisé pour I'isolement
-Salicine.......cccoevieviieiiieiieeiiee 2g o _
-Citrate ferrique ........cceceeevenuennee. 1,5¢ et la différenciation des
-Fuschsine acide ..........cccccceenee. 0,1g | bactéries entériques
-Bleu de promothymol ........0,065g
-Chlorure de sodium ....................... S5g
-Thiosulfate de sodium.................... Sg
-Sels biliaires ........ccevceereeerieennenee. 9¢g
SAgAr L l4g
-Phoo 7.5

Milieu Chapman Milieu sélectif

-Peptone......cocceeeviiiiiiiiiiiieie, 10g permettant la croissance
-Extrait de viande de beeuf............ lg halohil
-Chlorure de sodium...................... 75g des germes halophiles.
-Mannitol...........oovevvvveeeeeereeenans 10g | Utilisé en microbiologie
-Rouge de phénol..................... 0.025g | pour I'isolement des
SAZAT o 15¢g tanhvl
Phoo 7.5 | SHPIYIOCOQUES, €

particulier

Staphylococcus aureus
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Gélose au sang frais et au sang cuit

Constituée d’une base nutritive non sélective a laquelle a été
ajoutée 5% de sang frais.

La gélose au sang cuit est préparée en chauffant le mélange dans
un bain-marie, ce qui permet la lyse des globules rouges,
apportant ainsi des facteurs de croissance au milieu.
Composition de la gélose de base :

Isolements des especes
qui ont des exigences de

croissance plus complexes

- Extrait de fO1€......ccovieiiieiieiiecieece e 25¢g

- Extrait de 1eVUure......ccoeeeevieeciieeeeeeeeeee e S5¢

- Prot€ase peptone.......cccoevuvieeieiiiiie e I5¢

- Chlorure de sodium.............ooiiiiiiiii i e, 5¢g

S AUZAT . e 12 g

CPH 7,4+0,2

Gélose chromagar

Peptone. ... 8.02 | Milieu d’ orientation, non
-Chlorure de sodium...........covviiiiiiiiiii e, 50g |
-Désoxycholate de sodium.................ooiiiiin 1.0g sélectif utilisée pour
-Mélange chromogénique...............evueenevneenaeieenennnnn, 1.5g | 'isolement et la
-Polypropyléne glycol.............ooiii 10.5g | différenciation
i S | Des souhe bacterienne
Gélose Baird-Parker

- Digestion pancréatique de caséine................c.ceeevennnnnn. 10.0g | Milieu sélectif pour le
-Extraitde viande.................. 50g |

-Extraitde levure. ... 1.0g dénombrement de
-Pyruvate de sodium............cocoeiiiiiiiiii 10.0g | Staphylococcus aureus
SL-glycine. ..o 12.0g

-Chlorure de lithium.............coociii 5.0g

2N . | 20.0g

PH. 72402

Bouillon ceeur-cervelle (BHIB)

- Extrait coeur-cervelle .......cccoovvieeiiieiiiiecieeceeeee e 17,5 2 | Milieu d’enrichissement
- Peptone pancréatique de gélati............cccccceeviiinieene. 10,0 g o

- Chlorure de sodium.........cccecuieviieiiiiieeiieieeeee e 50¢g utilisée pour la culture
- Phosphate diSOdIqUE..........covveveverereeeeeereeeeeeeeeeeeeeeenenee 2,5 g | d’un grand nombre de

= GIUCOSE ..o 2,0 g | microorganismes,
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Tableau IX. Liste des antibiotique utilise

Famille Abreviation Antibiotique
AMC Amoxicilline + acide clavulanique
AMX (AX) Amoxicilline
KZ Céfazoline
IMP Imipénéme
CTX Céfotaxime
Béta lactamines TCC Ticarcilline + acide clavulanique
PRL Pipéracilline
AT Aztréonam
PIP Pipéracilline
CAZ Ceftazidime
P Pénicilline G
FOX Céfoxitine
Aminoside AK Amikacine
CN10 (GN) Gentamicine
TOB Tobramycine
Quinolones NA Acide nalidixique
CIP Ciprofloxacine
OFX Ofloxacine
Sulfamides SXT Triméthoprime/sulfaméthoxazole
Macrolides E Erythromycine
Fosfomycine F200 Fosfomycine
Nitrofuranes F300 Nitrofuranes
Autre FA Acide fusidique

Tableau X. Lecteur de la Galerie miniaturisée API

Microtube Substrat Caractére recherché Lecture Résultat (-) | Résultat (+)
ONPG Ortho-Nitro-Phényl- | B-galactosidase Lecture directe Incolore Jaune
Galactoside
ADH Arginine Arginine dihydrolase Lecture directe Jaune Rouge-
LDC Lysine Lysine décarboxylase orange
ODH Ornithine Ornithine
décarboxylase
CIT Citrate Utilisation du citrate Lecture directe Vert pale- Bleu
jaune
H2S Thiosulfate de Production d’H2S Lecture directe Incolore Dépot noir
sodium
URE Urée Uréase Lecture directe Incolore Rouge -
Jaune orangé
TDA Tryptophane Tryptophane Lecture indirecte Test : ajouter 1 Incolore Marron-
désaminase goutte de Perchlorure de Fer Jaune rougeatre
IND Tryptophane Production d’indole Lecture indirecte Test : ajouter 1 Incolore Rose
goutte de réactif de Kovacs
VP Pyruvate de sodium Production d’acétoine Lecture indirecte (Attendre 10 Incolore Rose
minutes) Test : ajouter 1 goutte de
KOH et d’ a-napthol
GEL Gélatine Gélatinase Lecture directe Non Diffusion du
emprisonnant des diffusion pigment
particules de charbon noir
GLU a ARA Substrat carboné Utilisation de substrat Lecture directe Bleu - bleu- | Jaune
carboné vert




