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Résumé

La résistance aux antibiotiques est devenue une menace sérieuse pour la santé publique
mondiale. La recherche de nouvelles substances a effet antimicrobien constitue un besoin

pressant dans la lutte contre les infections bactériennes.

L’objectif de notre étude est d’identifier et d’établir le profil de résistance des bactéries
incriminées dans les infections urinaires et purulentes et d’évaluer 1’effet antibactérien des

huiles essentielles.

Cent cinquante-et-un (151) prélévements d’urines et cent six (106) prélevements de pus
provenant de différents établissements de santé ont été analysés au niveau du laboratoire
d’(EHS) de transplantation d'organes et des tissus a Blida (TOT). Les résultats obtenus ont
montré que 29,14% des prélevements urinaires étaient positifs ainsi que 61,32% des

prélévements de pus.

Au total, 89,79% des souches bactériennes isolées a partir des prélevements urinaires
étaient des bactéries a Gram négatif de la famille des entérobactéries avec une prédominance
d’Escherichia coli (57,14%). 48% des souches bactériennes isolées a partir des prélevements
purulents étaient des bactéries a Gram positif avec une prédominance de Staphylococcus
aureus (45,33%).

L’¢tude de I’antibiorésistance a montré que les souches d’Enterobacteriaceae isolées
¢taient résistantes a la majorité des antibiotiques appartenant a la famille des f—lactamines. Les
souches de Staphylococcus aureus ont exprimé une résistance trés élevée vis- a-vis de
I’érythromycine et de 1’acide fusidique .Les souches de Pseudomonas aeruginosa étaient

totalement résistantes a la Ticarcilline (100%).

Les résultats de I’antibiogramme ont permis de mettre en évidence des souches de
bactéries multi résistantes (BMR) représentant 17,74% des isolats.

Mots clés : Infections urinaires, infections purulentes, bactéries muti-résistantes,

antibiogramme, huiles essentielles.



Abstract

Antibiotic resistance has become a serious threat to global public health. The search for
new substances with an antimicrobial effect is a pressing need in the fight against bacterial

infections.

The aim of our study was to identify and establish the resistance profile of bacteria
involved in urinary tract and purulent infections, and to assess the antibacterial effect of

essential oils.

One hundred and fifty-one (151) urine samples and one hundred and six (106) pus
samples from various health establishments were analysed at the (EHS) organ and tissue
transplant laboratory in Blida (TOT). The results showed that 29.14% of the urine samples

were positive and 61.32% of the pus samples.

A total of 89.79% of bacterial strains isolated from urinary samples, were Gram-
negative bacteria of the Enterobacteriaceae family, with a predominance of Escherichia coli
(57.14%). 48% of bacterial strains isolated from purulent samples, were Gram-positive

bacteria, with a predominance of Staphylococcus aureus (45.33%).

The study of antibiotic resistance showed that the Enterobacteriaceae strains isolated
were resistant to the majority of B-lactam antibiotics. Staphylococcus aureus strains were
highly resistant to erythromycin and fusidic acid .Pseudomonas aeruginosa strains were totally
resistant to Ticarcillin (100%).

Antibiotic susceptibility testing revealed strains of multi-resistant bacteria (MRB),

representing 17.74% of isolates.

Key words: Urinary tract infections, purulent infections, multi-resistant bacteria,

antibiotic susceptibility testing, essential oil.
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Introduction

Les maladies infectieuses sont le résultat du développement d’agents pathogénes
microscopiques dans 1’organisme et peuvent étre d’origine bactérienne, virale ou mycosique.
Parmi ces infections, on distingue les infections urinaires et les infections purulentes (Abu-
Harirah et al., 2020 ; Pilly, 2014).

L’intérét porté ces derni¢res années aux infections urinaires et purulentes et leur prise
en charge en thérapeutique anti-infectieuse restent encore d’actualité. En effet, ces infections
constituent un véritable probléme de santé publique non seulement par leur fréquence, mais

également par leur difficulté de traitement (Rajput et al., 2023).

Les agents antimicrobiens ou les antibiotiques sont des substances qui ont la capacité
de tuer les bactéries ou de les empécher de se multiplier. L’utilisation d'antibiotiques de
maniére inappropriée entraine 1’apparition de bactéries résistantes aux antibiotiques (Rajput
et al., 2023). En effet, la fréquence élevée des résistances aux antibiotiques constatées chez
les bactéries pathogenes complique les conduites thérapeutiques. Il est donc important d’une
part d’évaluer ’efficacité de ces médicaments et d’autre part de rechercher de nouvelles

molécules antimicrobiennes (Islam et al., 2008).

Actuellement, de nombreuses études ont confirmé que les plantes médicinales et
aromatiques constituent une source prometteuse de molécules bioactives (Lamassiaude-

Peyramaure, 2008).

Il a été démontré que certaines huiles essentielles possédent des propriétes
antibactériennes, antifongiques, antivirales etc. Ces huiles essentielles constituent une
importante source de composés biologiquement actifs. L'étude des propriétés
antimicrobiennes des extraits de plantes, en particulier des huiles essentielles est une piste a

explorer (Prabuseenivasan et al., 2006).

A cet effet, et dans le cadre de la recherche de nouvelles substances (molécules
bioactives) a effet antibactérien nous nous sommes intéressées a 1’origan (Origanum vulgare)
et a I’eucalyptus (Eucalyptus radiata), deux espéce végétales largement répandus dans le
Nord algérien (Lobstein et al., 2018 ; vasudeva, 2015).

L’origan et I’eucalyptus sont trés utilisés pour leurs nombreuses vertus thérapeutiques
notamment comme antiseptiques et anti-infectieux (Demars, 2022 ; Pezzani et al., 2017 ;

Franchomme, 2001).




Introduction

Notre projet de fin d’étude de master qui s’insére dans la thématique de 1’équipe 2
« Diversité et multirésistance des micro-organismes dans I'environnement » du laboratoire
Biotechnologies, Environnement et santé (Blida 1). Pour cela, nous nous sommes fixés les

objectifs suivants :

> Isolement, purification et identification des bactéries responsables des infections
urinaires et des infections purulentes a partir de patients ;

> Etude de la résistance et de la sensibilité des isolats vis-a-vis de quelques
antibiotiques

» Evaluation du pouvoir antibactérien des huiles essentielles d’Origanum vulgare L. et

d’Eucalyptus radiata sur les bactéries multirésistantes (BMR) isolées.
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|. GENERALITES SUR LES INFECTIONS URINAIRES ET SUR LES
INFECTIONS PURULENTES

I.1.Infections urinaires

On parle d’infection urinaire, lorsqu’on détecte dans les urines une présence anormale
des germes dont la concentration est supérieure a 10° germes/mL d’urine (Francois et al.,
2013 ; Atmani et al., 2007) avec une leucocyturie pathologique supérieure ou égale & 10*

germes/ d’urine. C’est ce qu’on appelle bactériurie significative (Sissoko, 2006).

Il existe différentes voies de contamination :

- La voie ascendante: C’est la voie la plus fréquente, elle est spontanée ou provoqueée et est
due a la remontée des germes du méat urétral a la vessie. (Cisse, 2019).

- La voie hématogéne: Cette voie de pénétration est plus rare et se produit lors de
bactériémie ou de septicémie surtout chez I'immunodéprimé ou le diabétique (Caron,
2003).

- La voie lymphatique: Les germes intestinaux traverseraient les anastomoses entre le
colon et le rein droit (Sissoko, 2006).

I. 2. Infections purulentes

Le pus est un liquide fluide épais, provenant de la destruction des bactéries par les
cellules chargées de la défense immunitaires (Sharma et al., 2021), le pus est principalement

composé de débris de globules blancs (Reeding et al., 2017 ).

Il existe deux modes de contamination :

- Contamination endogéne: La flore microbienne présente dans la région du site opératoire
au moment de I’intervention, elle est responsable de la majorité des infections purulentes.
Les bactéries proviennent soit des tractus respiratoire, uro-génitale ou gastro-intestinal
(Guetarni, 2014).

- Contamination exogene : Les infections du site opératoire d’origine exogéne ne sont pas
trés fréquentes par rapport a la source endogeéne. Elles ne sont estimées qu’a 10% des

infections purulentes et sont également appelées infections croisees (Guetarni, 2014).
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II. APERCU SUR QUELQUES GROUPES DE MICROORGANISMES

11.1. Bacilles a Gram négatif fermentaires (Famille des Enterobacteriaceae)
11.1.1 Habitat et pouvoir pathogene

Les entérobactéries sont des hdtes du tube digestif de ’homme et de nombreux animaux
ou ils sont retrouvés soit a 1’état pathogéne soit a 1’état commensal (Dénis et al., 2016). On

les retrouve également dans 1’environnement (Dembélé, 2020).

11.1.2 Caracteres morphologiques

Ce sont des bacilles a Gram négatif, dont la taille varie selon 1’espéce. Ils sont mobiles
par ciliature peritriche ou immobiles, non sporulés, capsulés ou non (selon les especes) et

pouvent posséder des pilis (Gadou, 2019).

11.1.3 Caracteéres culturaux

Ce sont des espéces aero-anerobies facultatives, elles se cultivent sur milieu non enrichis
(GN), a une température optimale variant selon 1’espéce (35 a 37 °C). Pour la plupart des
espéces, les colonies formées sont habituellement lisses, brillantes, de structure homogeéne
(Dénis et al., 2016). On distingue 5 types de colonies : colonies S (Smooth) colonies R
(Rugueuses), colonies M (Mugueuses), colonies envahissantes ou colonies naines (Akel,
2014).

11.1.4 Caracteres biochimigues communs

Ces especes ont la capacité de réduire les nitrates en nitrites, de fermenter le lactose avec
ou sans production de gaz. Certaines especes utilisent le citrate de Simmons comme seule
source de carbone et ont la capacité de produire de I'indole, de I'uréase et de I'acétoine (Avril
et al., 2000).

Cette famille contient plus de 30 genres et 130 espéces, les plus fréquentes sont :
Klebsiella, Escherichia, Yersinia, Proteus, Providencia, Salmonella et Serratia (Tidrarine,
2019).
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11.2 Bacilles a Gram négatif non fermentaires (Pseudomonas aeruginosa)
11.2.1 Habitat et pouvoir pathogene

Ce sont des bactéries que 1’on retrouve dans I’environnement hospitalier et les endroits
humides. Du fait de leur résistance & de nombreux antibiotiques et antiseptiques, elles se
comportent comme des pathogeénes opportunistes souvent a 1’origine d’infections
nosocomiales d’origine exogéne surtout chez les sujets fragilisés (diabétiques, cancéreux)

(Delarras, 2014).

11.2.2 Caracteres morphologiques

Ce sont des bacilles @ Gram négatif de 0,5 a 0,8 um de diamétre sur 1,5 a 3,0 um de
longueur, se présentant de maniere isolée ou groupée par deux ou en courtes chaines, mobiles
et non sporulés. La membrane externe contient des porines dont le nombre et la taille
susceptibles de varier, conditionnent la perméabilité aux antibiotiques. La structure des LPS
(lipopolysaccharides) de cette membrane est egalement tres hétérogene (Dénis et al., 2016 ;
Delarras, 2014).

11.2.3 Caractéres culturaux

La culture est facile sur milieux ordinaires et sur de nombreux milieux utilisés pour
I'étude des entérobactéries, elle se fait strictement en aérobiose. La température optimale de
croissance est de 30°C (Saussereau, 2013), mais certaines souches supportent des
températures élevées allant jusqu’a 42°C. Les cultures dégagent une odeur trés caractéristique

de seringa (Saussereau, 2013).

11.2.4 Caracteres biochimiques

Ce sont des bactéries a métabolisme strictement respiratoire, qui fermentent pas les sucres
et qui possedent une nitrate réductase, une catalase et une oxydase. D’autres caractéres sont
utiles pour I’identification de I’espéce: indole (-), urée (-) (Dénis et al. ,2016).

11.3 Cocci a Gram positif
11.3.1 Staphylococcus aureus

11.3.1.1 Habitat et pouvoir pathogéne

C’est un germe ubiquitaire que 1’on peut retrouver partout dans le sol, les poussicres, les

eaux. Chez I’homme il se trouve au niveau des muqueuses et des zones cutanées humides
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(Dénis et al., 2016). Les infections a S. aureus sont tres fréquentes et apparaissent sous des
aspects cliniques trés variées. Elles peuvent étre suppuratives, nécrotiques ou entériques
(Fongoro, 2022).

11.3.1.2 Caracteres morphologiques

Les staphylocoques sont des Cocci sphériques & Gram positif de 0,5 a 1um de diamétre
immobiles, non sporulées qui ne possédent pas de capsule visible au microscope optique sauf

dans de trés rares souches. Certains sont entourées d’une Pseudocapsule (Dénis et al., 2016).

11.3.1.3 Caractéres culturaux

S. aureus est aéro-anaérobie facultatif et pousse facilement sur milieu ordinaire. La
température de croissance est de 37°C mais la culture peut étre possible entre 10 et 45°C, avec

un pH optimal de 7,5. Il produit un pigment jaune doré (Dénis et al. ,2016).

11.3.1.4 Caracteres biochimiques

Staphylococcus aureus a un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif.
Ces bacteéries possedent une catalase, une coagulase, une phosphatase, ainsi que des nucléases
thermostables mais pas d’oxydase (Walana et al., 2020).

11.3.2 Staphylococcus haemolyticus
11.3.2.1 Habitat et pouvoir pathogéne

C’est un germe qui se trouve au niveau des muqueuses et dans la flore cutanée normale.
Les staphylocoques a «coagulase négative» sont principalement impliqués dans certaines

infections nosocomiales (Koksal et al., 2006).

11.3.2.2 Caractéres morphologiques

Ce sont des Cocci a Gram positif, regroupées en amas, immobiles, non sporulées, non

capsulées et mesurant de 0,8 a 1um de diamétre (Freney et al., 2007).

11.3.2.3 Caracteéres culturaux

Comme tous les Staphylocoques, cette espéce n’a pas d’exigence nutritive particuliére.
Son métabolisme respiratoire est aérobie-anaérobie facultatif. Les colonies apparaissent

rondes bombées, en 18 heures, a 37°C. Une hémolyse de type béta apparait sur gélose au
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sang. Sur le milieu de Chapman, les colonies sont majoritairement mannitol (+)
(Archambaud et al., 2003).

11.3.2.4 Caracteres biochimiques

S. haemolyticus est catalase (+), oxydase (-), DNAse (-). Son identification repose sur
des tests biochimiques (galeries miniaturisées). Les caracteres majeurs sont la présence de
pyrrolidonyl-arylamidase (PyrA), d’arginine dihydrolase et 1’absence d’uréase (URE), de
phosphatase alcaline (PAL), d’ornithine décarboxylase(ODC) (Archambaud et al., 2003).

III. ANTIBIOTIQUES ET ANTIBIORESISTANCE

II1.1 Antibiotiques

Un antibiotique est une substance chimique naturelle, synthétique, ou semi synthétique
ayant un mode d’action spécifique contre les bactéries. La majorité des antibiotiques sont des
molécules naturelles, produites essentiellement par des bactéries ou certains champignons afin
d’éliminer les micro-organismes sensibles (effet bactéricide) ou d’inhiber leur croissance

(effet bactériostatique) (Kohanski et al., 2010).
IIT .2 Antibiorésitance

Selon ’OMS, la résistance aux antibiotiques apparait lorsque les bactéries peuvent
s’adapter et croitre en présence d’antibiotiques. On dit qu’un microorganisme est
« résistant » lorsque la concentration minimale inhibitrice (CMI) est plus élevée que celle qui

inhibe le développement de la majorité des autres souches de la méme espéce (Carle, 2009).
IIT .2 .1 .Types de résistance
IIT .2 .1 .1 Résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinséque est un caractére d’espéce qui touche toutes les
bactéries de I’espéce considérée (Lozniewski et al., 2010). Elle est permanente, stable est
transmissible a la descendance (transmission verticale) lors de la division cellulaire, mais elle
n’est généralement pas transférable d’une bactérie a 1’autre (transmission horizontale)

(Pierrot, 2015).
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III .2 .1 .2 Résistance acquise

C'est l'acquisition de nouveaux geéenes capables de rendre la bactérie insensible a un
antibiotique ou a un groupe dantibiotiques. Ce nouveau gene peut étre obtenu soit par
mutation au niveau du chromosome qui est un phénomene rare soit par transfert d'/ADN de

plasmides conjugatifs ou de transposons (Mohamedi et al., 2001).

La résistance acquise est moins stable, mais elle se propage souvent de facon importante dans

le monde bactérien (Lozniewski et al., 2010).
III .2 .2 Mécanisme de résistance aux antibiotiques
» Meécanismes biochimiques enzymatiques

Ils se font par destruction de 1’antibiotique par production d’enzyme. Ce mécanisme est
décrit contre les B3 *lactamines, les aminosides et le chloramphénicol (Peyrou, 2001) (figure
01).

» Meécanismes biochimiques non enzymatiques

D’aprés Willey et al., (2008) ; Denis et al., (2007 ), ils peuvent étre regroupés en quatre

grands types de mécanismes (figure 01):

Modification de la cible ;

Diminution de la perméabilité ;

Inactivation de l'antibiotique ;

- Mécanisme d’efflux .

Cibles des Résistances aux Efflux
Parol antibiotiques antibiotiques Fluoroquinolones
Beta-lactamines -1 S Aminoglycosides
Vancomycine \ ’__/% —~ Tétracyclines

Beta-lactamines
Maocrolides
impermeéabilité
Tetracyclines
Trimethoprim
Sulfamides
Vancomycine

Synthése ADNIARN
Flucroguinolones - <
Rifamycines _,///

Synthese des folates \Q ~ Modification des cibles

Fluoroquinolones

Trimethoprim —~ ; 1
Sul'l“amldos Rifamycines
Vancomycine
Membrane Synthése proteique  Enxymes inactivantes P"n“z::i::!
Macr s
cytoplasmique Linezolide Betalactamines .
Daptomycine Tétracyclines Aminoglycosides Aminoglycosides
Macrolides Macrofides
2eminaal ‘e Rifassyci

aly

Figure 01. Cibles des antibiotiques et mécanismes de resistance aux antibiotiques(Maurin, 2018)
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IV. ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DES HUILES ESSENTIELLES
Iv.i Huiles
essentielles 1IV. 1.1
Définition

Selon AFNOR et ISO « I’huile essentielle est le produit obtenu a partir d’une matiere
premiére d’origine végétale, soit par entralnement a la vapeur, soit par distillation. L’ huile
essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques » (Mekri,

2016). Il s’agit d’une substance complexe qui contient des molécules aromatiques dont

I’action bénéfique sur la santé est étudiée et mise en pratique par I’aromathérapie (Laurent,

2017).

Les huiles essentielles (HES) possédent des propriétés anti-infectieuses remarquables
et s’averent efficaces autant dans la prévention que dans le traitement de plusieurs types

d’infections, que celles-ci soient d’origine bactérienne, parasitaire, fongique ou virale.

IV.1 .2 Activité antibactérienne de I’huile essentielle de ’origan (Origanum vulgare L.)

Origanum vulgare L., communément appelé « Origan » et « Zaatar, Zaathar » en
Algérie (hans, 2007) est une plante connue pour son activité antiseptique majoritaire
(Franchomme, 2001).

De nombreuses études ont démontrées que I’huile essentielle de 1’origan possede une

action antibactérienne (Pizzal et al., 2002).

Selon Germann (2014) ’HE de l’origan présente une activité inhibitrice sur de

nombreuses bactéries a Gram positif et les bactéries & Gram negatif.

D’aprés Imtara et al., (2018) et Bouhadouda et al., ( 2016) , I’'HE de I’origan est
active sur Staphylococcus aureus, sur Escherichia coli ainsi que sur Pseudomonas

aeruginosa.

Selon (Bruneton, 1999), le carvacrol, souvent présent a plus de 60% dans I’HE de
I’origan est le composé majoritairement responsable de cette action antimicrobienne,

renforcée par 1’action du thymol.

Des travaux scientifiques, ont indiqué que le carvacrol et le thymol sont les
composants majoritaires de I’HE d’O.vulgare (Jnaid et al., 2016 ; Gong et al., 2014). Ces
deux substances structurellement similaires semblent jouer un réle synergique en rendant la

membrane cellulaire perméable (Lambert et al., 2001).

( 1
L9 )
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Le thymol a été précédemment décrit comme étant capable d'interrompre la membrane
bactérienne, en affectant a la fois le gradient de pH et le flux délectrons a travers la

membrane (Lambert et al., 2001).

Ultee et al., (1999) supposent que le carvacrol forme des canaux a travers la
membrane en s’intercalant entre les chaines d'acides gras des phospholipides. Cette
déstabilisation de la membrane augmenterait la fluidité membranaire, qui augmenterait a son

tour la perméabilité passive (Ultee et al., 2001).

Selon Daferera et al., (2003) d’une maniére générale, ’action antibactérienne du
carvacrol et du thylmol se déroule en trois phases :
= Attaque de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, provoquant une augmentation
de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires ;
= Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de 1’énergie cellulaire
et la synthese des composants de structure ;

= Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.

IV.1 .3 Activité antibactérienne de I’huile essentielle de ’eucalyptus (Eucalyptus radiata)
Eucalyptus radiata communément appelé « Eucalyptus radié » et « Calitous» en
Algérie (Mahmoudi, 2011). L’eucalyptus est une plante dont Il'activité antimicrobienne de
I’huile essentielle (HE) varie considérablement selon les especes et les microorganismes testés

(Kambira et al., 2020).

L'activité antibactérienne de I’huile essentielle est liée a son profil lipophile qui lui
permet de pénétrer dans la cellule et de provoquer une fuite cellulaire. Il a été rapporté que les
bactéries a Gram positif sont plus sensibles aux huiles essentielles d’eucalyptus que les
bactéries a Gram négatif car ces dernieres ont une couche de membrane externe, qui agit

comme une barriere de perméabilité robuste (Kambira et al., 2020).

L’huile essentielle d’Eucalyptus radiata est constituée de nombreuses molécules, parmi
elles on retrouve 1’eucalyptol (ou 1,8-cinéole) et alpha terpinéol qui s’avéreraient présenter
des propriétés anti-infectieuse et antibactérienne sur plusieurs micro-organismes pathogénes
(Demars, 2022 ; Colant, 2016 ; Chemloul, 2014).

D’aprés Kambira et al., (2020), I’'HE de ’eucalyptus est active sur Staphylococcus

aureus et sur Klebsiella pneumoniae.



https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q&esrc=s&source=web&cd&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjrh9mI0IOAAxVmT6QEHYLxDIQQFnoECBAQAQ&url=https%3A%2F%2Fwww.antibio-responsable.fr%2Fbacteries%2Fklebsiella&usg=AOvVaw3QczUIO0Y4V2aVL_i1FaTI&opi=89978449
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I. MATERIEL ET METHODES

Cette ¢tude a été réalisée durant une période de 4 mois allant du mois de février jusqu’au

mois de juin 2023 au niveau des structures suivantes :

- Le laboratoire d’(EHS) Etablissement Hospitalier Spécialisé de transplantation d'organes et
des tissus a Blida (TOT).

L'Etablissement public hospitalier (EPH) de Blida, Brahim Abdallah Tirichine (Ex-
Faubourg).

Le laboratoire d’hygiéne de la wilaya de Blida.

Le laboratoire d’analyses médicales du Dr ZEMOULI Eps LARFI a Boufarik (Blida).

Entreprise spécialisée dans la production des huiles essentielles et végétales (Tipaza).
1.1 Matériel

a. Matériel non biologique

Nous avons utilisé différents milieux de culture (solides et liquides). Par ailleurs, nous

avons aussi utilisé divers appareillages, de la verrerie, des réactifs et des disques

d'antibiotiques (Annexe ).

b. Matériel biologique

Il est représenté par les prélévements d’urines et de pus ainsi que par les souches

bactériennes ATCC et les plantes récoltées.

b.1 .Types de préléevements
Les produits biologiques sur lesquels nous avons réalisé cette étude sont :
> Les urines provenant de personnes coopératives (non hospitalisees).

» Le pus provenant de patients hospitalisés et de personnes coopératives.

Tableau I. Total de prélevements recueillis

Provenance de prélévement

T rélevemen
VECRl  C EHS Laboratoire | Laboratoire EPH

TOT D’hygiéne D’analyses | Faubourg

Meédicale
Pus 36 0 30 40
Urines 40 10 60 41
Total= 257
( ]
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b.2 .Matériel végétal

Notre étude a porté sur deux especes différentes a savoir: I’origan (1’Organum vulgare L.)

et I’eucalyptus (I’Eucalyptus radiata).

La partie aérienne de et les feuilles d’eucalyptus ont été récoltées dans la wilaya de

Tipaza en 2023.

La confirmation des especes a été réalisée par le personnel de la conservation des foréts de
Tipaza (figure 02).

Origanum vulgare L.

Figure 02. Parties des plantes récoltées et utilisées pour I’extraction des huiles essentielles

(Photo originale, 2023)
1.2 Méthodes

1.2.1 Méthodes de prélévement

a. Prélévement des urines

Le prélévement d’urine doit étre effectué sur les urines du matin de préférence, ou ayant
séjournées au moins 4 heures dans la vessie, il doit étre réalisé dans des récipients stériles. Les
prélévements sont rapidement transportés au laboratoire et ne devraient jamais étre conservés
plus de 2h & température ambiante ou plus de 24 h a 4°C (Pilly, 2018).

b. Prélevement du pus

Les prélévements de pus ont été effectués en présence du personnel soignant. Ces
¢chantillons englobent toutes les suppurations qu’elles soient superficielles ou profondes.
Selon la localisation du pus, le prélévement se fait soit a 1’aide d’un écouvillon stérile ou par
une seringue stérile aprés nettoyage de la plaie avec du sérum physiologique stérile. Les

prélevements sont ensuite acheminés au laboratoire pour éviter la dessiccation du

[ 2]
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prélevement.

Les renseignements qui accompagnent le prélévement urinaire ou purulent sont
indispensables. Une fiche de renseignement est remplie dans laquelle sont mentionnés : Nom

et Prénom, Age, Sexe, Service d’hospitalisation, Nature de prélévement.

1.2.2 Méthodologie de diagnostic
1.2.2.1 Examen cytobactériologique des urines

L’Examen cytobactériologique des urines (ECBU) est un examen microbiologique qui
permet a la fois de diagnostiquer une infection urinaire en identifiant le germe responsable

(Berthélémy, 2016). L’ECBU doit étre pratiqué avant toute antibiothérapie.

1.2.2.2 Examen cytobactériologique du pus

L’Examen cytobactériologique du pus (ECB de pus) est un examen microbiologique

qui permet de diagnostiquer une infection purulente en identifiant le germe causal.

La réalisation de I'ECBU et de I'ECB de pus comprend les différentes étapes

présentées dans la figure 03.

T .2.2.3 Isolement, purification et identification des bactéries

Apres examen macroscopique et microscopiques, les prélevements font 1’objet d’un
isolement sur les milieux de cultures suivants : Gélose nutritive, milieu Hekteon
(Enterobacteriaceae, Pseudomonas), milieu chromogene (Enterobacteriaceae), milieu

Chapman et la gélose au sang cuit (Staphylococcaceae).

A partir des prélevements, on ensemence la surface du milieu de culture par la méthode
des quatre quadrants. Les boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 24 h. Apres incubation,

on sélectionne les colonies pures.

L’identification biochimique repose sur 1’utilisation de galeries spécifiques permettant
d’identifier le genre et 1’espeéce bactérienne en s’appuyant sur ces caracteéres biochimiques.
Aprés orientation a partir de caractéres culturaux et morphologiques. Nous avons réalisé
I’identification des bactéries isolées par les tests classiques (test de catalase, test coagulase,
test d’oxydase)et par les galeries miniaturisées : Api 20 E, Api Staph et Api Ne ainsi que le
vitek 2 compacte (pour identifier les bactéries isolées a partir du pus) (figure 04).
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Prélévement
(Urines ou pus)

!

1. Examen macroscopique

2. Examen microscopique

3. Examen bactériologique

v

> Urines :

Aspect : trouble/limpide
Odeur
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Figure 03.0Organigramme récapitulatif des différentes étapes de 'ECBU et de I'ECB du pus
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Figure 04.Principales étapes de I’identification bactérienne
1.2.3 Tests de sensibilité aux antibiotiques
Pour tester la sensibilité et la résistance des souches isolées et identifiées, nous avons

utilisé I’antibiogramme standard pour les bactéries isolées a partir des urines et le Vitek 2

pour les bactéries isolées a partir du pus.
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1.2.3.1 Automate pour identification et antibiogramme « Vitek 2 Compacte »

Selon le catalogue de bio Mérieux, le systeme VITEK®2 COMPACT est destiné a
I’identification des bactéries et des levures, ainsi qu’a la réalisation d’antibiogrammes (par
I’utilisation d’un systéme de standardisation internationale CLSI « Clinical and laboratory
Standards Institute ») pour les bactéries significatives sur le plan clinique.

Le systtme comprend I'instrument VITEK®2 COMPACT, un ordinateur et une
imprimante. Le logiciel fourni pour le systeme VITEK®2 COMPACT inclut des programmes
d’analyse, de gestion des données et un systétme de qualité afin de valider le kit test du

VITEK®2 COMPACT (Annexe 1V).

1.2.3.2 Antibiogramme par méthode de diffusion sur milieux gélosés

L’¢tude des profils de résistance des bactéries isolées a partir des urines a été effectuée par
I’antibiogramme standard réalisé selon les recommandations du comité de 1’antibiogramme de
la société francaise de microbiologie (Rahel et al., 2020). Les critéeres de lecture et

d’interprétation des résultats sont ceux préconisés par le CLSI et recommandés par I’OMS.

Pour chaque souche identifiée un antibiogramme est réalisé par la méthode de diffusion en milieu

gélosé (Mueller Hinton), selon latechnique de 1’écouvillonnage (Figure 05).

a) Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure et jeune de 18 a 24 h, on préleve quelques colonies bien
isolées a I’aide d’une anse de platine que 1’on décharge dans 5 a 10 mL d’eau physiologique
stérile a 0,9%. On homogénéise ensuite la suspension bactérienne a I’aide d’un vortex. La
densité de la suspension doit étre de 0,5 McFarland mesurée par le densitomeétre, ce qui
correspond a une densité optique comprise entre 0,08 et 0,1 a une longueur d’onde de 625
nm).

b) Ensemencement

On trempe un écouvillon stérile dans 1I’inoculum, puis on ’essor en le tournant contre la
paroi intérieure du tube pour enlever le liquide excédentaire. On frotte ensuite 1’écouvillon de
haut en bas sur la surface de la gélose en stries serrées, en tournant la boite 60° deux fois. On
termine 1’ensemencement en passant 1I’écouvillon sur le périphérique de la gélose.

c) Dépodt des disques d’antibiotiques

On dépose les disques d’antibiotique (pas plus de 6 disques) sur la boite pétri (90 mm) et

on presse chaque disque d’antibiotique a 1'aide d'une pince bactériologique stérile.
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d) Incubation

Une fois que les disques sont placés sur la gélose, on incube la boite a 37°C pendant 18 a
24 h.

e) Lecture et interprétation des résultats

Apres I’incubation, on mesure le diamétre de chaque zone d’inhibition en millimétre a
I’aide d’un pied a coulisse, puis on compare les zones d’inhibition aux valeurs indiquées dans
les tables de lecture correspondantes et on classe les bactéries en fonction des catégories
suivantes : sensible (S), intermédiaire (1) et résistant (R) pour chaque antibiotique testé.

Figure 05. Antibiogramme par méthode de diffusion des disques
(Photo originale, 2023)

1.2.4 Extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur d’eau

Toutes les plantes ont été débarrassées de tous les éléments étrangers, placées dans des

sacs et transportées au laboratoire dans les 24 heures qui ont suivi la récolte.

L’extraction des huiles essentielles des deux especes est réalisée par entrainement a la

vapeur.

Tout d’abord on place la matiere végétale fraiche dans 1’alambic, puis on fait bouillir de
I’eau dans une chaudiére pour générer de la vapeur d’eau qu’on fait passer a travers les
plantes. La vapeur d’eau fournie par la chaudi¢re circule et chasse la plupart des composés
parfumés volatils de la masse végeétale, puis traverse un tube froid ou elle sera condensée et
séparee en phase aqueuse (HA) et en phase organique (HE) a I’aide d’une ampoule a décanter
(Boukhatem et al ., 2019).

Les huiles essentielles obtenues sont conservées dans des flacons en verre ambrés,

stériles et hermétiquement fermés a 4°C.
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1.2.5 Rendement en huiles essentielles

Le rendement en huile essentielle est estimé par rapport a la masse d’huile essentielle
obtenue et & la masse de la matiére végétale fraiche utilisée Il est exprimé en pourcentage et
est calculé selon la formule suivante :

RHE =—_ x 100
ooQ

- RHE : Rendement en huile essentielle (%)
- MHE : Masse d’huile essentielle récupérée (Q)

- MVF : Masse végétale fraiche utilisé pour 1’extraction(g).
1.2.6 Evaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles

L'activité antibactérienne des huiles essentielles (HES) a été évaluée sur des bactéries
multi résistantes (BMR) isolées a partir des prélevements biologiques (urines et pus) de

patients hospitalisés a I'ndpital de Frantz- Fanon de Blida ou de patients externes.

Les souches bactériennes sont conservées dans des epindorfs contenant le bouillon
BHIB 80% + glycérol 20%. Les souches sont ensuite réactivées par repiquage a partir du
milieu de conservation sur différents milieux de culture solides (gélose nutritive pour les
bactéries non exigeantes, Hektoen pour les bacilles a Gram négatif (BGN), Chapman et GSC
pour les staphylocoques) préalablement fondus et coulés dans des boites de Petri sur 4 mm

d'épaisseur.

Apres 24 h d'incubation a 37°C, les boites sont retirées et les cultures pures et jeunes

serviront a la préparation des suspensions bactériennes.
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II. RESULTATS ET DISCUSSION

Cette étude était orientée sur 1’examen cytobactériologique des prélévements urinaires
et purulents provenant de patients, sur ’identification et la détermination du profil de
résistance des bactéries isolées a partir des différents prélévements ainsi que sur 1’évaluation

de I’effet antibactérien des huiles essentielles de 1’origan et de 1’eucalyptus sur les BMR.

I1.1 Données épidémiologiques

Durant la période de notre stage, nous avons collecté 257 prélévements biologiques
(151 prélévements d’urines et 106 prélevements de pus). Notre échantillon était composé de
femmes et d’hommes appartenant a différentes tranches d’age. Les prélévements étudiés
étaient monomicrobiens et polymicrobiens provenant de personnes coopérantes (infections

communautaires) et hospitalisés (infections nosocomiales).
I1.1.1. Répartitions des prélévements urinaires

Sur I’ensemble des échantillons analysés pour une suspicion d’une infection urinaire (151
prélevements), 44 se sont révélés positifs (ECBU positif) traduisant une infection urinaire
avec un taux de 29,14%, 90 ECBU étaient négatifs (59,60%) et 17 ECBU étaient contaminés

(11,26%) (Figure 06).
‘1,16°/i
M Positif

M Négatif

M Contaming

Figure 06. Taux de prélevements urinaires positifs
Ces résultats sont comparables a ceux de Garba et al., (2020) et Elharch (2013)
qui ont obtenu respectivement un pourcentage de positivité de 26,59% et de 26,35%.

R/

% Répartition des prélévements urinaire selon le sexe
Parmi les 44 cas positifs, nous avons observé un taux d’infections urinaires plus élevée

chez femmes (77,27%) que chez les hommes (22,73%) (Figure Q7).
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@ Féminin ¥ Adulte
i Masculin ¥ Enfant
Figure07. Répartition des prélevements Figure 08. Repartition des prélevements
urinaires positifs selon le sexe urinaires positifs selon 1’age

Dans une étude réalisée en France, Chervet (2015) a décrit une fréquence d’infections
urinaires plus élevée chez la femme (81,40 %) que chez les hommes (18,60%). Nos résultats
sont comparables avec les résultats rapportés dans les travaux de Bouarroudj et al., (2016) et
Bergogne (2008), dans lesquelles, il a été indiqué que le sexe féminin est le plus touché par
les infections urinaires.

Selon Francois et al., (2013), cette prédominance féminine pourrait s’expliquer par :

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

- Les changements hormonaux observées chez les femmes enceintes ou ménopauseées ;

- Certains moyens contraceptifs augmentent le risque d'infections urinaires ;

- La fréquence des rapports sexuels qui favorisent I'ouverture du méat urétral favorisant ainsi
I'acceés des germes a la vessie.

0,

% Répartition des prélévements urinaires selon I’age

La répartition des patients selon 1’age (figure 08) montre que les infections du tractus
urinaire sont plus fréquentes chez les adultes (> a 16 ans ) avec un taux de 88 ,63% que chez
les enfants (< a 16 ans ) avec un taux de 11,36 %.

Ces résultats se rapprochent de ceux de Barrier (2014) et Chekroud et al ., (2017).

D’aprés Barrier (2014), la fréquence des infections du tractus urinaire augmente avec
I’age et dépend de plusieurs facteurs : la diminution des défenses immunitaires chez la
personne agée, la déshydratation etc.




Résultats et Discussion

% Répartition des prélévements urinaires selon le type de culture

L’analyse cytobactériologique des urines nous a permis de classer les cultures en deux
groupes : cultures mono microbiennes avec un taux de 88,63% et cultures poly microbiennes
avec un taux de 11,36% (Figure 9).

Monomicrobienne
Polymicrobienne

Figure09. Répartition des prélevements urinaires positifs selon le type de culture

Dans 1I’étude menée par Ketz (2016), I’auteur a rapporté un taux plus élevé de cultures
monomicrobiennes que de cultures polymicrobiennes.

I1.1.2. Répartition des prélevements purulents

Parmi les 106 prélevements de pus étudiés, 65 se sont avérés positifs, soit un taux de
positivité de 61, 32 % alors que 34 prélévements se sont révélés négatifs avec un taux de
32,07% et 7 prélevements se sont révélés contaminés, soit un pourcentage de 6,60% (Figure
10).

W Positif
Né gatif

Contaminé

Figurel0. Taux de prélevements purulents positifs
Nos résultats sont comparables a ceux de Abu-Harirah et al., (2020), qui ont obtenu
un pourcentage de 54,53% de cultures positives, mais sont inférieur a ceux de Gomatheswari

et Jeyamurugan (2017) qui ont obtenu un pourcentage de 78,55% de cultures positives.
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% Reépartition des prélévements purulents positifs selon le sexe :

D’aprés la figure 15, nous remarquons que le taux de prélévements purulents positif
chez les patients de sexe masculin était supérieur (55,38%) a celui des patientes de sexe
féminin (44,61%).

e HiasEl 1 [ ] Adulte Enfant

55,38%
Figure 11.Répartition des prélévements Figure 12. Répartition des prélevements purulents
purulents positifs selon le sexe positifs selon 1’age

Gomatheswari et Jeyamurugan (2017), ont également noté une prédominance
masculine dans les infections purulentes (59.06%). Cette prédominance semblerait étre due au

fait que les hommes respecteraient moins les reégles d’hygiéne que les femmes.

« Répartition des prélévements purulents positifs selon I’age

La répartition des prélévements de pus positifs selon 1’dge montre que les infections
purulentes sont moins fréquentes chez les enfants (15,38%) que chez les adultes (84,61%)
(Figure 12).

Selon Beldi et al., (2019), I’4ge avancé constitue un facteur classique de risque. Le
taux élevé des infections purulentes chez les adultes peut étre liée a 1’altération physiologique
de leur systéeme immunitaire et les différentes pathologies chroniques associées (diabéte,

hypertension artérielle, etc.) favorisant la survenue des infections.

+ Répartition des prélévements purulents positifs selon le type de culture
L’analyse cytobactériologique du pus nous a permis de classer les cultures en deux
groupes : cultures mono microbiennes avec un taux de 84 ,61% et cultures poly microbiennes
avec un taux de 15, 38% (Figure 13).
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[ ] Monomicrobienne Polymicrobienne

Figurel3.Répartition des prélevements purulents selon le type de culture

Nos résultats sont en adéquation avec ceux de Verma, (2012) et ceux de Amin et al .,

(2017) qui ont rapporté respectivement un taux de cultures mono microbiennes de 84, 31% et
de 79,92%.

I1.2. Données microbiologiques

I1.2. 1.Aspect macroscopique des urines

L’aspect macroscopique nous a donné une idée préliminaire sur I’existence d’une
infection urinaire. Sur [’ensemble des échantillons analysés, trois types d’aspect

macroscopique ont étés détectés: trouble, 1égerement trouble et clair.

- Une urine claire témoigne d’une bonne une hydratation, cela peut vouloir dire
également que la personne est en bonne santé.
- Une urine trouble indique le plus souvent la présence de bactéries ou parfois n’est

qu’un signe bénin d’un régime alimentaire riche en phosphates.
I1.2. 2.Résultats de I’examen cytologique des urines (examen microscopique)

D’aprés 1’observation microscopique des échantillons d’urines recueillies, nous avons
constaté la présence, de leucocytes, de globules rouges (GR), de cristaux, de bactéries et de
levures (Figure 14).

- Les leucocytes: Sont trés souvent rencontrés en grand nombre en cas d'infection
urinaire, car la multiplication bactérienne s'accompagne d'une levée des défenses
immunitaires.
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- Les hématies: peuvent indiquer des traumatismes, des cystites hématuriques, une
tuberculose, des tumeurs de I'appareil urinaire etc. Une forte hématurie peut méme étre
repéré a l'ceil nu.

- Les cellules épithéliales et les cristaux: lls ne représentent pas des significations
pathologiques, cependant il est nécessaire de les prendre en considération s'ils
s'averent importants.

- Bacteéries : La présence des bactéries dans les urines ne signifie pas une présence
d'lU, car ¢a peut étre di soit a une contamination de I'échantillon urinaire ou bien a la
présence de la flore résidante.

- Les levures : Se présentent sous forme d’une petite olive ovale brillante isolée en cas

de mycose.
Leucocytes
Bactéries
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Figure 14. Observation microscopique des différents éléments cellulaires des urines
(G : 400) (Photos original, 2023)

I1.2.3. Résultats de I’examen cytologique du pus (examen microscopique)
o Etat frais

L’examen a 1’état frais du pus nous a fourni un ensemble d’informations qui concerne
la présence ou 1’absence des bactéries, les réactions cellulaires immunitaires (Figure 16).
e Coloration au bleu de méthylene
La lecture des frottis colorés au bleu de méthyléne nous a fourni un ensemble
d’informations concernant les bactéries présentes dans le pus (formes et mode de

regroupement) (Figure 15).
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Figure 15. A) Observation microscopique a 1’état frais du pus (G: 400), B) Frotti coloré au
bleu de méthylene (G:1000) GR : Globule rouge ; PNN : Polynucléaire neutrophile (Photos
original, 2023)

II.3 .1.Résultats de I’identification morphologiques des souches isolées (étude

macroscopique)

Souvent la forme, la taille, ’aspect, la couleur des colonies et parfois méme 1’odeur
peuvent nous orienter vers un groupe bactérien déterminé. Apres incubation, les caractéres

morphologiques des colonies observées sur différents milieux de culture étaient comme suit:

Tableau III : Reésultats de l’identification morphologiques des souches

isolées (Etude macroscopique)

Bacteéries Aspect macroscopique

Bacilles a Gram négatif fermentaires

Escherichia coli

-Sur GN, les colonies apparaissent rondes, lisses a bords réguliers, opaques et
blanchatres.

-Sur milieu Hektoen (a), les colonies apparaissent orange, larges, lisses,
brillantes avec un aspect d’ceuf sur plat.

-Sur milieu chromogeéne (b), on observe de petites colonies en violet.
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-Sur GN (@), on observe de grosses colonies bombées, larges, muqueuses.

Proteus mirabilis

-Sur milieu chromogeéne (b), on observe des colonies bleues.

/ a
-Sur GN, les colonies apparaissent en formes des vagues concentriques.

- Sur milieu Hektoen (a), on observe de petites colonies bleu-vert a centre

noire.

Serratia odorefira

-Sur GN (@), les colonies sont jaunes saumon sans centre noire.

Bacilles @ Gram négatif non fermentaires

Pseudomonas
aeruginosa

a . / b
-Sur GN (a) et milieu Hektoen (b), on observe des colonies de taille

moyenne, arrondies, bombées a contour régulier de pigmentation verte.

Cocci a Gram positif
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Staphylococcus
aureus

-Sur milieu Chapman (a), on observe de petites colonies jaunes, rondes,
bombées et lisses a contour régulier avec un virage de couleur du milieu vers

le jaune.

Staphylococcus
haemolyticus

-Sur gélose au sang cuit, on observe des colonies apparaissent rondes, lisses a
bord régulier, opaques et blanchatres avec une étroite zone de B-hémolyse

autour des colonies.

I1. 3 .2. Résultats de la coloration de Gram (Etude microscopique)
Les résultats de la coloration de Gram sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau I'V. Résultats de coloration de Gram (urine-pus)

Résultats Bactéries a Gram négatif Bactéries & Gram positif
Pourcentage (%) 68.54% 31,45%
- - . o O TR PPN (e S
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I1.2.5 Résultats des tests d’orientation
a) Résultats des tests de catalase et d’oxydase
Les résultats des tests de catalase et d’oxydase sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau V. Résultats des tests de catalase et d’oxydase

Résultat Positif Négatif
Tests

Catalase

(Photos originales)

Oxydase

(Photos originales)

b) Test de coagulase

Aprés incubation, le test de coagulase était positif pour les souches de S. aureus (pus),

et négatif pour les S. haemolyticus (a partir des prélévements d’urine et de pus) (Figurel6).

Figure 16. Résultats du test de coagulase: a) coagulase positif, b) coagulase négatif

(Photos originales, 2023)
IL. 3. 3. Résultats de I’identification biochimique des bactéries

Les résultats de I’identification biochimique par galerie API des souches isolées sont

présentés dans le tableau suivant :
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Tableau VI. Résultats de I’identification biochimique des souches bactériennes

Identification biochimique des Entérobactéries par API 20 E

Germes Photos originales
Escherichia
li S
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Identification biochimique des Bacilles a Gram négatif non fermentaires par API1 20 NE
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Identification biochimique des Cocci Gram positif par APl STAPH

Germe Photo originale

Staphylococcus
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I1.4. Répartition des bactéries selon le type de prélévement
a) Urine
L’identification des germes isolés a montré une prédominance des Enterobacteriaceae
avec un taux de 89,79% ,suivis par les Staphylococcaceae avec un pourcentage de 6,12% puis
en dernier par les bacilles a Gram négatif non fermentaires (BGNNF) avec un taux de 4,08%
(Figure 17).
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m Enterobacteriaceae
= Staphylococcaceae

BGNNF

Figure 17. Répartition des bactéries isolées a partir des urines selon le groupe bactérien

Les résultats obtenus se rapprochent de ceux de Ouedraogo et al., (2022) qui ont noté
une prédominance des entérobactéries (77,54 %), suivis par les souches de cocci a
Gram positif (13,36 %) et enfin par les BGNNF (9,08 %).

Selon Larabi et al.,(2013) et Ferjani et al., (2011), la physiopathologie ascendante
des infections urinaires, ainsi que la forte colonisation du périnée par des souches
d'entérobactéries d'origine digestive associées a des facteurs spécifiques d'uropathogénicité
tels que des adhésines bactériennes capables de se lier a I'épithélium urinaire, pourraient

expliquer cette predominance.

b) Pus

La répartition des souches isolées des prélevements purulents selon le groupe
bactérien montre que les Staphylococcaceae (CGP) sont les germes les plus incriminés avec un
taux de 48%, suivis par les Enterobacteriaceae (BGN) avec un taux de 34,67% ,puis les
BGNNF avec un taux de 17,33%

17.33%
i Enterobacteriaceae
i Staphylococcaceae

LIBGNNF

Figure 18 - Répartition des bactéries isolées a partir du pus selon le groupe bactérien
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Nos résultats corroborent ceux de Richard et al.,, (2011), selon les auteurs
Staphylococcus aureus est le pathogéne le plus fréqguemment isolé dans les infections

purulentes en particulier les infections du pied diabétique.

Toutefois dans d’autres études menées par Anbalagan et al., (2022) et Abu-Harirah
et al., (2020), les auteurs ont noté une prédominance des entérobactéries suivis par les

Staphylococcus pour les infections purulentes et les infections récurrentes des plaies .
I1.5 Répartition des bactéries selon I’espéce bactérienne

a) Urines

Le profil des germes isolés montre une nette prédominance d’Escherichia coli
représentant 57,14% des isolats pour les entérobactéries, suivie de Klebsiella pneumoniae
(20,41%), puis de Serratia odorifera (8,16%). Les autres espéces bactériennes ont été
identifiées en faible proportion : Staphylococcus haemolyticus (6,12%), Pseudomonas
aeruginosa (4,08%) et Proteus mirabilis (4,08%) (Tableau VII).

Tableau VII. Répartition globale des différentes especes isolées a partir des urines

Famille Espece Pourcentage (%)

Escherichia coli 57,14%

Klebsiella pneumoniae 20,41%
Enterobacteriaceae - -

Serratia odorifera 8,16%

Proteus mirabilis 4,08%

Staphylococcaceae Staphylococcus 6,12%

haemolyticus

Pseudomonadaceae Pseudomonas 4,08%
aeruginosa

Total 100%

Les résultats obtenus se rapprochent de ceux retrouvés par Garba et al., (2020) qui ont
rapporté qu’E.coli était ’espéce majoritaire a ’origine des infections urinaires avec un taux

de 51% suivie de K. pneumoniae (24%) et de Proteus mirabilis (11%).

Dans une autre étude, Chervet (2015), a également indiqué qu’E.coli est I'espéce la

plus fréquemment isolée (70%) a partir des urines, suivie de Klebsiella pneumoniae (8%).
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Selon Ait Miloud (2011), la dominance des Entérobactéries dans les prélevements
urinaires positifs peut étre expliquée par la physiopathologie ascendante des infections
urinaires ainsi que la forte colonisation du périnée par les bactéries d’origine digestive

(sachant que la flore intestinale est constituée principalement par les Entérobacteéries).

b) Pus

D’aprés les résultats de la répartition globale des différentes espéces isolées ,nous avons
observé que Staphylococcus aureus était I’espéce la plus isolée représentant 45,33%; suivie de
Pseudomonas aeruginosa avec un taux de 17,33% d’Escherichia coli avec un taux de 13,33%
de Proteus mirabilis avec un taux de 12% et de Klebseilla pneumoniae avec un taux de
9,33% .Staphyloccocus haemolyticus a montré une fréquence moins importante avec taux
2,66% (Tableau VIII).

Tableau VIII. Répartition globale des différentes especes isolées a partir du pus

Famille Espece Pourcentage (%)
Staphylococcaceae | Staphylococcus aureus 45,33%
Staphyloccocus 2,67%
haemolyticus
Escherichia coli 13,33%
Enterobacteriaceae Klebsiella pneumoniae 9,33%
Proteus mirabilis 12%
Pseudomonadaceae Pseudomonas 17,33%
aeruginosa
Total 100%

Dans cette étude, le taux d’isolement des S. aureus (45,33%) est supérieur a celui
enregistré dans les travaux d’Anbalagan et al., (2022) (25,12%), et de Gomatheswari et
Jeyamurugan, (2017) (18.5%).

D’apres Tong et al., (2015), S. aureus est I'agent pathogéne le plus couramment isolé

dans les infections du site opératoire, des abcés cutanés et de la cellulite purulente.
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I1.6 Profil d’antibiorésistance des bactéries isolées a partir des prélévements
Dans cette partie nous avons étudié la sensibilité et la résistance des bactéries
identifiées vis-a-vis des antibiotiques.
A) Profil d’antibiorésistance des bactéries isolées a partir des urines
A.l. Entérobactéries
Les souches d’Entérobactéries ont présenté une forte résistance a I’ Amoxicilline+acide
clavulanique (93,18%), a I’Amoxicilline (86,36%) et a I’Ampicilline (75%). Toutefois, ces
souches ont montré une sensibilité élevée a Imipénéme (95,55%), a la Gentamycine (79,55%)
et a la Ciprofloxacin (75%) (Figure 19).

m Résistante = Sensible
=2 2
120.00% | &  ® ° 8
- 2
10000% | & S ® e 2 . B g & ¥
' © ~ 5 S S s 95 S
80.00% RRoEgR 2 B "8, o
. (0} e o\o 8 o §| © ©
0 °\° o ri o2 o 0 m (OD
o = PBY 5 = 2 S 3
2000% B3 B & 9 “L gl S < ©
2000% |H< B I = 3
| © ekl
0.00% -
AMX AMC AK AMP C CTX CIP CN CZ IMP NA

Figure 19. Profil d’antibiorésistance des Entérobactéries isolées a partir des urines

A.2. Staphylococcus haemolyticus

Les souches de Staphylococcus haemolyticus ont montré une forte résistance a
I’Oxacilline (66,66%), a I’Erythromycine (66,66%), a 1’Acide fusidique (66,66%), a la
Trémithoprime+ sulfémoxazol (66,66%). Cependant, nous avons noté une sensibilité totale
(100%) des souches vis-a-vis de la Rifampicine, du Ciprofloxacin et du Chlorapheinicol et
une sensibilité élevée a la Gentamycine (66,66%) .
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A.3. Pseudomonas aeruginosa

D’aprés les résultats obtenus, nous avons constaté que les souches de Pseudomonas
aeruginosa ont été totalement résistantes a la Ticarcilline (100%), et moyennement résistantes
a la Ceftazidime et a la Ticarcilline + acide clavulanique (50%). Toutefois, ces souches ont été
sensibles (100%) a I’Imipénéme, a 1’Amikacine, a la Gentamycine, a la Ciprofloxacine, a la

Tobramycine et a la Pipéracilline (figure 20).

Figure 20. Résultats de I’antibiogramme de quelques souches :
A : Entérobactéries, B : P. aeruginosa C : Staphylococcus haemolyticus

(Photos originales, 2023)

B) Profil d’antibiorésistance des bactéries isolées a partir du pus
Nous rappelons que ’antibiorésistance des souches bactériennes a été testée par le
vitek 2.

B.1. Entérobactéries

L’¢étude du profil de résistance des souches d’entérobactéries isolées a partir des
prélevements purulents a montré que ces dernieres étaient résistantes a 1’Ampicilline

(76,92%). Ces souches ont par contre présenté une sensibilité trés élevée a la Triméthoprime —
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Sulfaméthoxazole (100%), au Chloramphénicol (96,15%), a la Ciprofloxacine (92,30%) et a
la Fosfomycine (84,61%) (Figure 21).
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Figure 21. Profil d’antibiorésistance des entérobactéries isolées a partir du pus

B.2. Staphylococcus

D’aprés la figure 22, nous avons constaté une grande résistance des souches de
staphylococcus aureus a I’Erythromycine (88%), a I’acide fusidique (79%) a la Tétracycline
(76%), a la Triméthoprime — sulfaméthoxazole (71%), a la Gentamicine (62%) et a
I’Oxacilline (59%). Les résultats de 1’antibiogramme ont également montré que la majorité de
souches étaient sensibles a 1’Ofloxacine (85%), la Teichoplanine (82%), & la Clindamycine
(76%) a la Rifampicine (74%) et la Vancomycine (71%).
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Figure22. Profil d’antibiorésistance des Staphylococcus aureus isolées a partir du pus
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Concernant le profil d’antibiorésitance des souches de staphylococcus haemmolyticus,
nous avons remarqué que ces dernieres ont montré une résistance totale a la Triméthoprime —
sulfaméthoxazole (100%) et une sensibilité élevée vis-a-vis des autres antibiotiques :
Gentamycine (100%), Clindamycine (100%), Fosfomycine (100%), Oxacilline
(50%), Rifampicine (50%) et acide fusidique (50%) .

B.3. Pseudomonas aeruginosa

Les souches de Pseudomonas aeruginosa ont présenté une résistance totale a la
Ticarcilline (100%). Par ailleurs ces souches étaient sensibles vis-a-vis de la Gentamicine
(92,30%), de I’'Imipénéme (92,30%), de la Tobramycine (84,61%) et de la Pipéracilline
(84,61%) (Figure 23).
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Figure23. Profil d’antibiorésistance des Pseudomonas aeruginosa isolées a partir du pus

Les résultats de I’étude du profil d’antibiorésistance des bactéries isolées a partir des
urines se rapprochent de ceux de Ouedraogo et al., (2022), qui ont noté un niveau élevé de
résistance des souches d’entérobactéries aux antibiotiques béta-lactamines (amoxicilline : 100
%) ; amoxicilline-acide clavulanique ; (98,75 %). Le taux elevé de résistance des souches
d’entérobactéries aux béta-lactamines est principalement di a la production de béta-
lactamases, qui constitue un mécanisme de résistance tres efficace. En effet, les béta-
lactamases sont produites par des bactéries qui inactivent les béta-lactamines par action
hydrolytique. C’est le mécanisme le plus répandu de résistance bactérienne aux antibiotiques

des béta-lactames (Ouedraogo et al., 2022).
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Le profil d'antibiorésistance des Staphylococcus aureus isolées a partir du pus a
montré une forte résistance a la gentamycine, ce qui concorde avec les résultats obtenus
par Yildiz et al., (2014) (90,2 %).

Nous avons noté un taux de 88% de résistance des souches S.aureus a
I’Erythromycine, ce qui se rapproche des résultats enregistrés dans 1’étude réalisée par
Ahanogbe, (2014) a Bamako (61%).

Le taux élevé de résistance de Pseudomonas aeruginosa vis a vis la Ticarcilline
(100%). pourrait étre di a I’acquisition de mécanisme de résistance.

Selon Sardi (2020), la surexpression de la céphalosporinase AmpC est le
mécanisme de résistance aux B-lactamines le plus fréquemment retrouvé chez P.
aeruginosa. Cette céphalosporinase confére une résistance a plusieurs BR-lactamines

anti-pyocyaniques telles que la pipéracilline, la ticarcilline, la ceftazidime.

IL.7. Répartition des bactéries multi-résistantes (BMR) dans les prélévements

urinaires et purulentes

La répartition des bactéries multi-résistantes (BMR) dans les préléevements
urinaires et purulentes est présentée dans le tableau X.
Tableau X .Répartition des bactéries multi-résistantes (BMR) dans les

prélevements urinaires et purulentes

Genre Espéce Pourcentage | Origine
Staphylococcus Staphylococcus aureus 50% Pus
Escherichia coli 13,63% Pus

Entérobactéries Escherichia coli 4,54% Urines
Klebsiella pneumoniae 4,54% Pus
Proteus mirabilis 22,72% Pus
BGNNF Pseudomonas aeruginosa 4,54% Pus
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Conclusion

Ces derniéres années, certaines bactéries ont développé une résistance a de nombreux

antibiotiques, ce qui représente une tres grave menace pour la santé publique.

Cette antibiorésistance nous incite a rechercher des alternatives principalement a partir
des ressources naturelles y compris les plantes médicinales et aromatiques car celles-ci

constituent une grande réserve de substances actives.

Les résultats des prélevements urinaires montrent une prédominance des
entérobactéries dont 57,14% souches appartenant a 1’espéce Escherichia coli, 20,41% souches
a Klebsiella pneumoniae, 8,16% souches a Serratia odorifera et 4,08% souches Proteus

mirabilis.

Les prélevements de pus nous ont permis de recenser les souches suivants: les
entérobactéries (34,67%), Staphylococcus aureus (45,33%) et Pseudomonas aeruginosa
(17,33%).

L’étude du profil de résistance de I’ensemble des bactéries isolées a montré que les
souches d’entérobactéries étaient trés résistantes vis-a-vis 1’Ampicilline, 1’Amoxicilline,
I’ Amoxicilline+acide clavulanique. Les souches de Staphylococcus aureus étaient résistantes
a I’Erythromycine, a 1’acide fusidique et a la Tétracycline, alors que les souches de
Pseudomonas aeruginosa présentaient une résistance totale vis-a-vis de la Ticarcilline (100%)

et une résistance moyenne vis-a-vis du Ticarcilline + acide clavulanique (50%).
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Annexe

Annexe I
1.1 Matériel non biologique
Outils de Appareillages Solutions Colorants et Autres
laboratoire réactifs
*Lames et *Etuve *L’eau *Fuschine *Disques
lamelles *Bec oxygenée *Violet de d’antibiotiques
*Pipettes benzene *L’eau gentiane * Disques
*Pasteur *Microscope *Bleu de d’oxydase
* Tubes a optique Physiologique | méthyléne * Galerie API 20E
essai * Autoclave *L’eau *Kovacs * Galerie API
stériles * Bain marie distillée *TDA STAPH
*Ecouvillons *Autoclave *L’huile a *VP 1 *Galerie api NE
*Boites de * la hote immersion *VP 2 * Milieux de
Pétri * vitek * L’huilede | *Nit1 Culture
* Portoir *densitomeétre vaseline *Nit 2 *microplaque
* Pince *Lugol
métallique *Alcool
*Seringue *Sérum
stérile Physiologique
*Anse de *Glycérol
platine *tween 80
*Pied de
coulisse

*épindorfs
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Disques d’antibiotiques (Photo original)
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1.2 Composition des milieux de cultures

Gélose nutritif (GN)
Composition g/L Caractéristiques Photo
* Peptone (10g) La gélose nutritive est un
* Extrait de viande (3g) milieu a usage général qui
* Extrait de levure (3g) favorise la croissance d'un i:- {
*Agar (189) large éventail d'organismes
*Chlorure de sodium (5g) | non fibreux. La gélose
*PH=17,3 nutritive est populaire parce

qu'elle permet la croissance
de divers types de bactéries
et de champignons, et qu'elle
contient de nombreux
éléments nutritifs
nécessaires a la croissance
des bactéries

Gélose Chapman (MSA)

Composition g/L Caracteéristiques Photo
*Peptone (109) Utilisé pour I’isolement des
* Extrait de viande (19) Staphylocoques pathogénes
* Extrait de levure (39) qui donnent des

*Agar (159) colonies jaunes par
*Chlorure de sodium fermentation du mannitol et
(750) virage du rouge de phénol.
* Mannitol (10g) Sa forte teneur en chlorure
*Rouge de de sodium inhibe la

phénol (0,025¢) croissance de la plupart des
*pH=7,5 autres especes.

Gélose Hektoen (HK)

Composition g/L Caractéristiques Photo
*Peptone pepsique du Milieu sélectif différentiels
viande (15g) des bactéries entéro-

*Extrait de viande (39) pathogénes ; particulierement de
*Extrait de levure (39) salmonella et de shigella.
*Chlorure de sodium (5g) | La composition du milieu

*Sels biliaires (49) permet la différenciation des
*Lactose (129) colonies fermentant

*Salicine (29) rapidement un des 3 sucres
*Saccharose (129) et/ou produisant de L‘H2S
*Fuchsine acide (0,19) (Centre noir).

*Bleu de bromothymol

(0,0650)

*Agar (189)

*pH=75
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Gélose Mueller Hinton (MH)

Composition g/L

Caractéristiques

*Extrait de viande (3g)
* Hydrolysat de caséine
(17 ,79)

* Amidon (159)

* Agar (109)
*pH=74

Est un milieu de référence
pour les tests de sensibilité
des germes aux
antibiotiques et sulfamides.

Bouillon cceur cervelle (BHIB)

Composition g/L Caractéristiques Photo
*Peptone de gélatine (169) | Est un milieu nutritif
* Peptone de caséine (10g) | tamponné ; a la base
* Ceétrimide (0.29) d’infusion de tissus de cceur
*Sulfate de potassium et de cervelle et de
(109) peptones ; qui apporte les
*Chlorure de magnésium | protéines et les autres
(1,49) nutriments nécessaires a la
* Agar (109) croissance des
*pH=7,1 microorganismes exigeants.
e
Chromagar orientation
Composition g/L Caractéristiques Photo

*Chromopeptone(16.1Q)
*Chromogen Mix (1,39)

Est un milieu non sélectif
servant a l'isolement, a
I'identification directe, a la

*Agar (159) différenciation et a
*pH=6,9 I'énumeération des agents
pathogénes des voies
urinaires.
Gélose au sang cuit
1Composition g/L Caractéristiques Photo
*Protéase Milieu d’enrichissement

*pepton 15 g
* Extrait de foie2,5 g

pour les germes
exigeants
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*Extrait de levureb g

* Chlorure de sodium5 g
*Agar 12 g
*pH=7,4+0,2
globules rouges sont lysés
a cause de chauffage, ce
qui apporte au milieu
deux facteurs de
croissances

- Le facteur X ou hémine
(apporté par
I’hémoglobine).

- Le facteur V ou NAD
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Annexe 11

1.1 Matériel biologique

Prélevements des urines

Préléevements de pus

Plasma sanguin

Sang
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Etude microscopique (Coloration de Gram)

-Principe

Annexe W.1

C'est une coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi bactérienne, et d'utiliser ces

propriétes pour les distinguer et les classifier. La coloration de Gram est une étape essentielle dans

I’identification bactérienne. La paroi bactérienne peut étre plus au moins perméable au passage de certains

solvants. Cette propriété est nécessaire au cours de la coloration de Gram. Elle permet de diviser les bactéries en

deux groupes (les bactéries a Gram négatif et les bactéries a Gram positif), d'apprécier leurs morphologie

(bacilles ou des Cocci) et leur mode de regroupement (dispersés, amas, chainettes, grappe enraisin...).

-Technique

*Preparation d’un frottis : prélévement a I’aide de I’anse a ensemencement ou d’unepipette pasteur

une parcelle de la colonie a étudier et la déposer sur une goutte d’eau sur une lamepropre etbien I’étaler afin

d’éviter les agglomérations des bactéries.

*Fixation du frottis :

I'échantillon est dirigé vers le haut) puis on laisse refroidir, ou bien laisser sécher a I’air.

on passe la lame sur la flamme (le c6té sur lequel est étalé

*coloration
Coloration Mode opératoire Temps d’agir | Photo
Original
Coloration Recouvrir le frottis | 1 min T
primaire (Couleur | par le violet de
basique) Gentiane, puis rincer
al’eau
Mordancage Recouvrir la lame Imin
(La fixation au avec le Lugol puis
Lugol) rincer a I’eau.
Décoloration a Verser goutte a 1min
I’alcool (La plus | goutte un jet d’alcool
crucial) 70° sur le frotti
jusqu’a la
Disparition de la
couleur violette, le
filet Doit étre clair a
la fin de la
décoloration, Rincer
al’eau
Coloration Récolorer par la 1 min
secondaire Fuchsine puis rincer

al’eau
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Lecture

Apres avoir sécher la lame, ajouter une goutte d’huile & immersion et observer au microscope optique a
I’objectifx100. Les bactéries Gram négatif prennent la couleur rose de la fushine et les bactéries Gram positif
conservent la couleur violette.
V.2 Testes d’identification biochimique des souches

*Test Catalase: Cette enzyme est produite en abondance par les bactéries a métabolisme respiratoire

(AS et AAF) qui peuvent catalyser les peroxydes.

H202 —> H20+1/202
Catalase

On Met en contact une Colonie distincte de culture jeune aprés 24h avec le 1202 sur une lame avec une

observation immediate.Le dégagement de bulles d’oxygeéne indique catalase positive.

Test Oxidase: Ce test permet de mettre en évidence une enzyme: la phényléne diamine oxydase des
bactéries a partir de leur culture en milieu gélosé. Elle est capable d’oxyder un réactif. Le N
diméthylparaphynéléne diamine qui est incolore et en présence de I’enzyme, il libére un composé
rose rouge ; réactif incolore Composé rosé Phényle diamine oxidase ; Sur une lame,on dépose un
disque d’oxydase imprégné par le réactif et imbibé par 1’eau distillée et a 1’aide d’une pipette pasteur
prendre une colonie de bactérie isolée et la gratter sur le disque avec une observation immediate;

Oxydase (-) :Reste incolore , Oxydase (+) Le disque prend une teinte bleue ou violette.

*Test Coagulase: Recherche de coagulase libre chez les staphylocoques. *On dépose une colonie de
la souche a ¢étudier dans Test (+) : présence d’une 0.5ml d’un bouillon coagulation au
d’enrichissement BHIB ou fond du tube BHIB pendant 2h. Donc Apres 2h on prépare 3 formation
d’un tubes,tous Les tube Coagulum qui Contiennent 300l du se traduit par plasma humain frais a TP
transformation (100%). du fibrinogene 1-Témoin(-) :contient en fibrine. plasma seulement Test (-) :
Pas 2-Témoin(+):contient du de coagulation plasma et quelques colonie de staphylococcus aureus
ATCC. 3- échantillon : contient plasma plus 5 gouttes de mélange de la suspension au début. Les
tubes sont homogeénéisés puis incuber a 37°C pendant4 a 5 heures parfois 24hTest (+) : présence
d’une coagulation au fond du tube Donc formation d’un Coagulum qui se traduit par transformation

du fibrinogéne en fibrine. Test (-): Pas de coagulation.

V.3 Identification biochimique des bactéries par les galeries API

Les galeries Api sont des galeries biochimiques miniaturées, contenant différents substrats et
permettent la mise en évidences de plusieurs caractéres importants et une identification plus rapide de
la bactérie. La galerie Api comporte 20 microtubes contenant

des substrats déshydratés. Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne.
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*Preéparation de la galerie

Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir de I'eau dans les alvéoles pour

créer une atmosphere humide, et déposer stérilement la galerie dans la boite d'incubation.

» La galerie d’Api 20 E

La galerie d’Api 20 E, est utilisée pour 1’identification des Entérobactéries.
*Préparation de I'inoculum

On préléve une colonie sur milieu gélosé d'une culture jeune (18 a 24 heures), et on la dépose
dans un tube contenant 5 ml d'eau physiologique stérile pour réaliser une suspension bactérienne de

0,5 Mc Farland en homogénéisant soigneusement les bactéries dans le milieu.
*Inoculation de la galerie

On introduit la suspension bactérienne dans les tubules de la galerie a I'aide d'une pipette Pasteur

tout en évitant la formation des bulles au fond des tubes :

= Pour les tests encadrés CIT, VP, GEL, on remplit les tubules et les cupules.

= Pour les autres tests on ne remplit que les tubules.

= Pour les tests soulignés ADH, ODC, LDC, H2S, URE, on remplit les cupules avec de I'huile
de vaseline pour créer une anaérobiose.

= On couvre la boite d'incubation avec son couvercle et on l'incube a 37°C pendant 24 heures.

» La galerie d’Api Staph
La galerie d’Api Staph est un systeme standardisé pour I’identification des genres

Staphylocoques et Microcoques.

*Préparation de I'inoculum
On ouvre une ampoule d'API Staph Medium et on prépare une suspension bactérienne
homogene d'opaciteé égale a 0,5 de Mc Farland.

*Inoculation de la galerie

= A l'aide d'une pipette Pasteur, on introduit la suspension bactérienne dans les tubules de la
galerie, ne remplit que les tubes et non les cupules, sans dépasser le niveau du tube.

= Pour les tests ADH et URE on remplit les cupules avec de I'huile de paraffine pour créer une
anaérobiose.

= On couvre la boite d'incubation avec son couvercle et on l'incube a 37°C pendant 24 heures.

» Lagalerie Api Ne
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Api Ne est un systéme standardisé pour 1’identification des bacilles a Gram négatif non

entérobactéries et non fastidieux (ex. Pseudomonas, Acinetobacter...).

*Préparation de I'inoculum
On utilise un tube contenant 2 ml de solution saline a 0.85 %. A l'aide d'une pipette, prélever 1
a 4 colonies de morphologie identique et réaliser une suspension d'opacité égale a 0,5 de McFarland.

*Inoculation de la galerie

= On remplit les tubes des tests NO3 a PNPG avec la suspension bactérienne a l'aide d'une
pipette Pasteur.

* Puis on ouvre une ampoule d’API AUX Medium et y transférer environ 200 pl de la
suspension précédente puis homogénéiser avec la pipette en évitant la formation de bulles.

= On remplit les tubes et les cupules des tests GLU a PAC en veillant a créer un niveau
horizontal ou légérement convexe, mais jamais concave. Des cupules incompletement
remplies ou trop remplies peuvent entrainer des résultats incorrects.

= On remplit d'huile de vaseline les cupules des trois tests soulignés (GLU, ADH, URE) pour
former un ménisque convexe.

= Refermer la boite d'incubation et incuber a 37°C pendant 24 H.

*Lecture des galeries API (Lecteur en 2éme jour apreés incubation)

Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés

spontanés ou révélées par I'addition de réactifs.

La lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture et I'identification est

obtenue a l'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification.
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V.4 Tableau de lecture de la galerie API STAPH

QTE RESULTAT
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS / ENZYMES
(mglcup) NEGATIF POSITIF
0 Aucun Témoin négatif rouge -
GLU D-glucose 1,56 | (Témoln positif) (D-GLUcose)
FRU D-fructose 14 | acidification (D-FRUctose)
MNE D-mannose 1,4 | acidification (D-ManNosE)
MAL D-maltose 14 |acidification (MALtose)
LAC ( on[g);\idbmn 6) 14 |acidification (LACtose) rouge * Jaune
TRE D-réhalose 1,32 | acidification (D-TREhalose)
MAN D-mannitol 1,36 | acidification (D-MANnitol)
XLT xylitol 1,4 |acidification (XyLiTol)
MEL D-méliblose 1,32 | acidification (D-MELibiose)
NIT 14 NIT2/10 min
NIT nitrate de potassium 0,08 |Réduction des NITrates en nitrites Incolore-rose pale rouge
ZYMA + ZYMB /10 min
PAL R-naphtyl phosphate 0,0244 | Phosphatase ALcaline jaune violet
VP 1+VP2/10min
VP sodium pyruvate 1,904 ?\;gguesag?og:::et)r'; myt-cartino incolore-rose pale violet-rose
RAF D-raffinose 1,56 |acidification (RAFfinose)
XYL D-xylose 1,4 |acidification (XYLose)
SAC D-saccharose 1,32 | acidification (SACcharose) rouge jaune
i | e | i
NAG N-acétyl-glucosamine 1,28 | acidification (N-Acétyl-Glucosamine)
ADH L-arginine 1,904 | Arginine DiHydrolase jaune orange-fouge
URE urée 0,76 [UREase Jaune rouge-violet
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V.5 Tableau de lecture de la galerie API 20 E

Microtube

ONPG

ADH

URE

TDA

IND

VP

GEL

GLU a
ARA

Substrat
Ortho-Nitro-
Phényl-
Galactoside
Arginine
Lysine
Ornithine

Citrate

Thiosulfate
de sodium

Urée

Tryptophane

Tryptophane

Pyruvate de
sodium

Gélatine
emprisonnant
des
particules de
charbon
Substrat
carboné

Nitrates
(NO3)

Caracteére

recherché
B-
galactosidase

Arginine
dhydrolase
Lysine

décarboxylase

Ornithine

décarboxylase

Utilisation du
citrate

Production
dH2S

Uréase

Tryptophane
désaminase

Production
dindole

Production
daceétoine

Gélatinase

Utilisation de
substrat
carboné

Nitrate
réductase

Lecture directe ou
indirecte (Test si
nécessaire)

Lecture directe

Lecture directe

Lecture directe

Lecture directe

Lecture directe

Lecture indirecte
Test : ajouter 1
goutte de
Perchlorure de Fer
Lecture indirecte
Test : gjouter 1
goutte de réactif de
Kovacs

Lecture indirecte
(Attendre 10
minutes)

Test : ajouter 1
goutte de KOH et
d'a-napthol
Lecture directe

Lecture directe

Lecture indirecte
dans la cupule GLU
Test : ajouter 1
goutte de réactif de
Griess

Ajouter de |la poudre
zinc en cas de
résultat négatif

Résultat +

Résultat




V.5 Tableau de lecture de la galerie APl NE
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du test oxydase)

QTE RESULTATS
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS/ENZYMES
(mgl/cup.) NEGATIF I POSITIF
NIT1+NIT2/5 min
NO3 potassium nitrate 0136 réduction des Nitrates en nitrites incolore l rose-rouge
Zn /5 min
réduction desNitrates en azote rose | incolore
AMES / immédi
" \ incolore
TRP L-tryptophane 0.2 formation d'indole (TRyptoPhane) vert pale / jaune rose
GLU D-glucose 1,92 fermentation (GLUcose) bleu a vert jaune
ADH L-arginine 1,92 Arginine DiHydrolase jaune oran?:ulg;ose f
4 orange / rose /
URE urée 0,76 UREase jaune rouge
ESC esculine 9.56 hydrolyse (f-glucosidase) (ESCuline) jaune gris / marron / nole
citrate de fer 0,072 |"yaroly
gélatine : pas de diffusion diffusion du
GEL (origine bovine) 0.6 hydrolyse (protéase) (GELatine) du pigment pigment noir
4-nitrophényl-D- p-galactosidase (Para-NitroPhényl-RD-
PPG galactopyranoside 022 Galactopyranosidase) incofore .
GLU D-glucose 1,56 assimilation (GLUcose) transparence trouble
| ARA| L-arabinose 14 assimilation (ARAbinose) transparence trouble
MNE D-mannose 14 assimilation (ManNosE) transparence trouble
| MANI D-mannitol 1,36 assimilation (MANNitol) transparence trouble
| NAG| N-acétyl-glucosamine 1,28 assimilation (N-Acétyl-Glucosamine) transparence trouble
| MAL| D-maltose 14 assimilation (MALtose) transparence trouble
| GNTI potassium gluconate 1,84 assimilation (potassium GlucoNaTe) transparence trouble
| CAP| acide caprique 0,78 assimilation (acide CAPrique) transparence trouble
| ADI| acide adipique 1,12 assimilation (acide ADlpique) transparence trouble
MLT acide malique 1,56 assimilation (MaLaTe) transparence trouble
CIT| trisodium citrate 2,28 assimilation (trisodium ClTrate) transparence trouble
PAC acide phénylacétique 08 assimilation (acide PhénylACétique) transparence trouble
(0) 4 {voir notice - cytochrome-oxydase (voir notice du test oxydase)
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Annexe VI

V1.1- Taxonomie des familles/ espéces bactériennes étudiées

Espéece

Taxonomie

Staphylococcus aureus

Domaine : Bacteria

Phylum : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceae
Genre : Staphylococcus

Pseudomonas aeruginosa

Domaine : Bacteria

Phylum : Proteobacteria
Classe : Gammaproteobacteria
Ordre : Pseudomonadales
Famille : Pseudomonadaceae
Genre : Pseudomonas.

Famille des Enterobacteriaceae

Domaine : Bactéria

Phylum : Protéobacteria
Ordre : Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaceae




