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Résumé

Résumé

La présente etude est réalisée sur 41 prélevements provenant des patients hospitalisés
des hopitaux de Blida (I’hopital Ibrahim Tirichine, CHU Frantz fanon, CHU Hassiba
Benbouali) et non hospitalisés du laboratoire d’hygiéne de Blida. Sur la totalité des
prélevements analysés, 65,85 % sont majoritaires des infections de pus.

Sur les 41 souches isolées et identifiées, nous avons enregistré une prédominance des
bactéries a Gram négatifs avec une prévalence de 53,65% ou Escherichia coli et Klebsiella sp
occupent la premiere place avec un taux de 17,07%, contrairement aux bactéries a Gram
positifs avec un taux de 46,43%. Les résultats bactériologiques ont montré que le service de

diabétologie occupe la premiere place avec un taux de 58,54%.

10 souches ont été isolées et identifiées autant des BMR ou Staphylococcus aureus
résistant a la méticiline (SARM) est I’espéce la plus isolée avec un taux de 17,07% et 7,32%
de type BLSE. L’¢tude de la sensibilité des souches aux huiles essentielles de Nigella sativa
et Syzygium aromaticum est plus active sur les bactéries a Gram positifs surtout

Staphylococcus aureus que sur les bactéries a Gram négatifs.

Mots clé : Nigella sativa, Syzygium aromaticum, bactéries multirésistante, huile essentielle,
SARM,BLSE.
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Introduction

La découverte des antibiotiques a longtemps fait croire que la bataille contre les
infections d’origine bactérienne était gagnée. Malheureusement, le génie adaptatif des
bactéries leur a permis de développer des résistances, favorisées par le mésusage des
antibiotiques et les bactéries ont progressivement accumulé dans leur matériel génétique les
génes conduisant a la multi résistance (Arsalane et al., 2010; Birgand et Lucet, 2013). Cette
situation apparait particulierement préoccupante en milieu hospitalier et le nombre de
bactéries résistantes est sans cesse d’augmentation et nous assistons de plus en plus a

I’émergence de nouvelles résistances (Mazari, 2010).

Parmi toutes les bactéries multi-résistantes (BMR), les Staphylococcus aureus résistant
a la méticilline (SARM) et les entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre étendu
(EBLSE) sont les plus préoccupants compte tenu de leur pouvoir pathogene, de leur diffusion
au sein des hopitaux et de leur potentiel de diffusion dans la communauté (Arnaud et al.,
2012).

Le réseau algérien sur la résistance aux antimicrobiens rapporte pour ’année 2016 des
taux de BMR par espéce ont montré que pratiquement une entérobactérie sur trois, soit
30,39% est productrice d’une B-lactamase a spectre élargi (BLSE), plus d’un Staphylococcus
aureus sur trois soit 36,10 % est résistant a la méticilline (SARM), un Acinetobacter spp sur
deux, est résistant a I’imipénéme et 16.64 % des Pseudomonas aeruginosa sont résistants a
I’imipénéme (Ambhis, 2018).

Des études récentes ont montré que les huiles essentielles et leurs constituants
présentent un important potentiel en tant qu’agents antimicrobiens et dans plusieurs domaines
industriels et médicaux. La diversité moléculaire des métabolites qu’elles contiennent,
leur confeére des roles et des propriétés biologiques trés vari€s, ainsi qu’une utilisation
moins dommageable (Amarti et al., 2008; Mazari et al., 2010 ; Goetz et Ghedira, 2012).
Pour la méme raison, aucune résistance particuliere vis-a-vis des huiles essentielles n’a
été décrite et il est important de souligner que certaines d’entre elles constituent des
alternatives efficaces ou des compléments aux antibiotiques sans montrer le méme effet
secondaire (Amarti et al., 2010; Rosato et al., 2010).

L’objectif assigné a notre travail consiste a isoler et identifier des bactéries multi-
résistantes a partir des prélevements de divers types d’infections provenant du laboratoire
d’hygiéne de Blida, et d’autres hopitaux (CHU Frantz Fanon , CHU Hassiba BenBouali,

hopital Ibrahim Tirichine) et de déterminer leur profil d'antibiorésistance. A fin de lutter
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Introduction

contre les BMR nous avons évalué le pouvoir antibactérien de I'huile essentielle de la graine
de nigelle Nigella sativa et I'huile essentielle des clous de girofle Syzygium aromaticum sur

toute les souches des BMR identifiees.
Pour cela, nous avons divisé notre travail en suivant ces étapes:

v Prélévement, isolement et identification de bactéries multi-résistantes de type SARM
et BLSE.

v Etude d’antibiogramme des souches isolées.

<

Extraction des huiles de graine de nigelle et des clous de girofle

v' Mise en évidence de I’activité antibactérienne des huiles de graine de nigelle Nigella
sativa et des clous de girofle Syzygium aromaticum sur les bactéries multi-résistantes
de type SARM et BLSE.

Page 2
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Chapitre I : Synthese bibliographique

I. Généralité sur les infections

Les maladies infectieuses sont les maladies les plus fréquentes, plus de tiers des malades
hospitalisées recoivent au moins un antibiotique. On distingue les maladies bactériennes dues
aux bacteries et les maladies virales dues aux virus. Les infections peuvent étre également

d’origine fongique ou parasitaire (Gervais et Willoquet, 2017).

|.1. Différents types d’infections
I.1.1. Infection urinaire
On parle d’une infection urinaire dans le cas de présence d'un germe pathogene dans
I'urine en présence d'une symptomatologie compatible (Francois et al., 2013).
Cette infection recouvre des réalités cliniques diverses :
e La cystite aigué non compliquée, urétrite, prostatite, épididymite dont la localisation
est au niveau des voies urinaires basses.
e Des situations a risque comme la pyélonéphrite ou pyeélite dont la localisation est au

niveau des voies urinaires hautes (Gonthier, 2000).

Ce sont les infections bactériennes les plus communes chez la femme: 50% des
femmes souffraient d’au moins un épisode symptomatique au cours de leur vie et surviennent
dans 20% des cas chez I’homme. (Francgois et al., 2013). La pathologie infectieuse urinaire
est fréquente aussi bien en milieu communautaire qu’hospitalier représente 150 millions de
cas d’infections urinaires dans le monde.

Les germes les plus souvent responsables des infections urinaires sont :
e Escherichia coli est la bactérie prédominante dans I’infection urinaire (75-85% selon
les études et les pays).
e D’autres entérobactéries Klebsiella spp. et Proteus spp. qui comptent pour environ 4%
chacune (Lahlou et al., 2009).

I.1.2. Infection du pied diabétique

Le pied diabétique est défini par ’ensemble des anomalies cliniques du pied chez une
personne diabétique qui sont la conséquence du développement de complications chroniques
du diabéte constituées de la triade neuropathie, artériopathie et infection (figure 1) (Martini
et Senneville, 2018).




Chapitre I : Synthese bibliographique

L’infection du pied diabétique (IPD) se définit par I’invasion et la multiplication de
micro-organismes entrainant une réponse inflammatoire allant jusqu’a la destruction des
tissus atteints (Nicodéme et al., 2015). L’infection du pied diabétique atteigne la peau et le

tissu sous-cutané et structures plus profondes (Martini et Senneville, 2018).

Selon les études de Zanella et al. (2016), les micro-organismes responsables des IPD
sont quasi-exclusivement des bactéries.
e Les infections communautaires légéres sont surtout causées par des Staphylococcus
aureus et par des streptocoques B-hémolytiques (souvent du groupe B).
e Les infections modérées a séveres et les infections de plaies traumatiques sont souvent
causée par Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella

spp., Pseudomonas aeruginosa.

Figure 1: Pieds diabétiques infectés

1.1.3. Infection génitale de la femme
Les infections génitales féminines sont nombreuses et variées. Elles sont causées par

des micro-organismes exogenes sexuellement transmissibles mais aussi par des germes issus
de la flore vaginale commensale qui proliferent anormalement (Acker, 2008).
On distingue :

e Les infections génitales basses (IGB) qui affectent le vagin, I’exocol et la vulve ;

e Les infections génitales hautes (IGH) qui concernent 1’endocol utérin, ’endométre et

les trompes utérines (Acker, 2008).
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Selon EImoghazli (2018), les bactéries responsables d’infections génitales sont :
e Transmises sexuellement : exp Neisseria gonorrhee.

e Issus de la flore vaginale commensale: Entérobactéries, Streptocoques et
Mycoplasmes.

I1. Généralité sur les antibiotiques et I’antibiorésistance
I1.1.Antibiotiques

Le terme antibiotique utilisé pour la premiere fois en 1889, en référence a une
substance synthétisée par un organisme pour en détruire un autre, se précisera plus tard,
comme une substance antimicrobienne d'origine biologique, c'est a dire produite par des
micro-organismes ou de synthése chimique et qui est capable d'inhiber la multiplication ou de

détruire d'autres micro-organismes (Yala et al., 2001 ; Muylaert et Mainil, 2012).

11.2.1. Mode d’action des antibiotiques

Un antibiotique agit du fait de son affinité pour une cible vitale pour la bactérie. Sa
fixation spécifique inhibe le fonctionnement de cette cible qui est en géenéeral une enzyme ou
structure clé (Guillemot et Leclercq, 2005).

Selon les travaux de Lavigne et al. (2012), Mehdi (2008) ainsi que de Fosseprez
(2013), ont determiné les principales cibles des antibiotiques comme suit:

-La synthése du peptidoglycane (B-lactamines, Glycopeptides, Fosfomycine) ;

- La structure de la membrane externe et cytoplasmique (Polymyxines) ;

-La synthése des protéines (Macrolides, Aminosides, Phénicoles, Tétracyclines) ;

-La syntheése des acides nucléiques (Quinolones, Rifamycines, Nitroimidazolés) ;

- Métabolisme intermédiaire par inactivation d’enzymes (Sulfamides, Triméthoprime).

I1.2.Antibiorésistance
La résistance est la capacité d'une bactérie a résister aux effets des antibiotiques. Ce terme
est aussi ancien que 1’apparition des antibiotiques.
Selon I’organisation mondiale de la santé, le comité d’experts avait donné deux définitions
bactériologiques de la résistance (OMS, 1961):
- Un germe est dit résistant quand la concentration d’antibiotique qu’il est capable de
supporter est notablement plus élevée que la concentration qu’il est possible

d’atteindre in vivo.
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- Une souche microbienne ou une bactérie sont aussi dites résistantes quand elles
supportent une concentration d’antibiotique notablement plus élevée que celle qui
inhibe le développement de la majorité des autres souches de la méme espéce ou des
individus de la méme culture (Guillot, 1989).

1. Type de résistance

On cite deux types de résistance bactérienne:
1.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle ou résistance intrinséque c’est une insensibilité aux
antibiotiques, existant naturellement chez tous les membres d'un germe ou d'une espece
bactérienne. Elle fait, donc, partie du patrimoine génétique chromosomique (Yala et al.,
2001). Ce type de résistance programmeé par le genome bactérien est caracterisé par la stabilité

et la transmission a la descendance.

1.2. Résistance acquise

La résistance acquise a été observée dés le début de I’antibiothérapie mais sa
fréquence était initialement faible (Lozniewski et Rabaud, 2010). Les bactéries peuvent
développer de la résistance a un antibiotique préalablement sensible par l'acquisition de
nouveaux genes, ce qui implique des changements génétiques. Ce nouveau gene peut étre
obtenu soit par mutation spontanée au niveau du chromosome qui est un phénomene rare, soit
par ’acquisition horizontale de matériel génétique étranger (Yala et al., 2001 ; Sylvie, 2009 ;
Muylaert et Mainil, 2012).

a) Résistance par mutation chromosomique

La résistance est généralement due a une mutation au niveau de I’ADN qui affecte
spécifiquement le mécanisme d’action d’un antibiotique ou d’une famille d’antibiotiques.
Cette résistance est caractérisée :

- Par une faible fréquence d’apparition : taux de mutation de ’ordre de 10°a 107,

- Par sa spontanéité : elle apparait en 1’absence de I’antibiotique, qui n’est qu’un agent

sélecteur des bactéries mutées.
- Par sa stabilité et son aspect héréditaire : lors de la division bactérienne, I’ADN muté

est répliqué et transmis aux bactéries fille.
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- Par sa Spécificité: elles n’intéressent qu’une famille d’antibiotiques ou un seul

antibiotique a la fois (Guillot, 1989).
b) Résistance extrachromosomique

Il s'agit de la résistance par un gain d'un fragment d'ADN extra-chromosomique
porteur d'un ou plusieurs génes de résistance. Ce mode d’acquisition de résistance peut se
faire selon trois mécanismes différents dont la transduction (avec un bactériophage comme
vecteur), la transformation (capture d’ADN par la bactérie) et la conjugaison (transfert de
plasmide d’une bactérie a une autre qui peut étre d’espece différente) (Baudry et Brézellec,
2006).

2. Mécanisme de reésistance
Le mécanisme de résistance se résume par : réduction d’accumulation d’antibiotique,

destruction ou I’inactivation par des enzymes et défaut de cible de I’antibiotique.

2.1. Réduction d’accumulation d’antibiotique
Cette réduction se manifeste par deux maniéres: la réduction de la permeabilité

cellulaire, ou par pompes a efflux.

a) Reéduction de la perméabilité cellulaire

C’est une mutation affectant la structure des porines ou diminuant la synthese des
porines en empéchant les antibiotiques tel que la pénicilline G, les macrolides et les
glycopeptides de pénétrer dans la bactérie (figure 2) (Faure, 2009; Lozniewski et al.,
2010).

b) Pompes a efflux

Le systeme d’efflux est un systeme général de détoxification des bactéries. 11 est
destiné a évacuer les substances «jugées toxiques» par la cellule comme les
antibiotiques (Webber et Piddock, 2003; Nikaido, 2009).Une surexpression par
mutation de transporteurs, entrainant une résistance bactérienne (figure 2) (Yamashita
et al., 2000 ; Pitout et al., 2004 ; Mandell et al., 2009).

2.2. Destruction ou I’inactivation par des enzymes
Ce sont des réactions biochimiques catalysées par des enzymes bactériennes en

modifiant I’antibiotique par (figure2) :
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- Clivage de noyau actif de ’antibiotique, les B-lactamases qui hydrolysent le cycle -
lactame.

- L’addition d’un groupement chimique empéchant la fixation de ’antimicrobien sur sa
cible par hydroxylation, acétylation, phosphorylation,  nucléotidylation,
estérification (Pool, 2004 ; Fisher et al., 2005 ; Guardabassi et Courvalin, 2006 ;
Alekshun et Levy, 2007 ; Nikaido, 2009).

2.3. Défaut de cible de I’antibiotique
Un autre mécanisme de résistance peut se faire par un défaut de cible de 1’antibiotique

soit par la protection, la modification ou par I’altération de cible de I’antibiotique.

a) Protection de la cible de I’antibiotique

Cette protection peut étre au niveau ribosomale par la production des protéines
cytoplasmiques lient ’antibiotique ou bien par la production de protéines dont la structure
tertiaire ressemble a celle de ’ADN ou enfin par la production d’une paroi épaisse ou

abondent des résidus D-Ala-D-Ala (Kazmierczak et al., 2014 ; Redgrave et al., 2014).

b) Modification de la cible de I’antibiotique
Les proteines liant les Péenicillines (PLP) sont des enzymes qui catalysent I’étape finale
de la biosynthése du peptidoglycane, ils sont modifiés par (figure 2):
- Diminution de I’affinité des PLP pour les -lactamines.
- Hyper-expression de PLP possédant naturellement une faible affinité pour les B
lactamines.
- Synthese de nouvelles PLP insensibles aux B-lactamines tel que la PLP2a (Lozniewski et
al., 2010).

C) Altération de la cible de I’antibiotique
Dans ce cas, il peut avoir une altération de I’ADN-gyrase et de la topoisomérase, de la

liaison de complexe enzyme-cible ou des sites de liaison ribosomaux (Carle, 2009).
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Figure 2 : Mécanismes de réesistance aux antibiotiques (Willey et al., 2008)

Les bactéries peuvent résister a I'action des antibiotiques, (1) en empéchant I'acces (ou
la modification) a la cible de lantibiotique, (2) la degradation de l'antibiotique, (3) la

modification de l'antibiotique et / ou (4) I'extrusion rapide de I'antibiotique.

1. Généralité sur les bactéries multi-résistantes

Les bactéries sont dites multi-résistantes (BMR) lorsqu’a la suite d’une accumulation
de résistances naturelles et acquises, elles ne sont sensibles qu’a un petit nombre
d’antibiotiques utilisables en thérapeutique (Sylvie, 2009 ; Brissot et al., 2019).

Selon European Center for Disease prevention and Control (ECDC, 2011), les
bactéries multirésistantes de type BMR se définissent comme résistantes a au moins trois
familles différentes d’antibiotiques.

En Raison de leur fréquence élevée, de leur potentiel pathogéne, de leur caractére
commensal qui expose au risque de diffusion hors de I'hépital, de leur caractere clonal ou du
caractere aisément transférable des mécanismes de résistance impliqués, les principaux BMR
qui font l'objet du programme national : Entérobactéries productrices de 3-lactamase a spectre

élargi et Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (Jarlier , 2007).
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Enfin, certaines bactéries appartenant a d'autres espéces peuvent étre considérées
comme des BMR : Pseudomonas aeruginosaet Acinetobacter baumannii.

I11.1. Type des bactéries multi-résistantes
I11.1.1 Entérobactéries productrices de [3-lactamase a spectre élargi (BLSE)

Parmi les germes responsables d'infections bactériennes, les entérobactéries sont les
plus redoutables car elles sont productrices de 3 -lactamases et possedent d'autres mécanismes
de résistance a de nombreux antibiotiques (Denis et al., 2011 ; Ebongue et al., 2015).

La famille des Enterobacteriaceae comprend de nombreux genres bactériens répondant
a plusieurs caractéristiques : bacilles a Gram négatif (BGN), ils sont mobiles par ciliature
péritriche ou immobiles, poussent sur milieux de culture ordinaires, fermentent le glucose,
leur nitrate reductase est positive, oxydase negative et possedent une catalase a 1’exception de
Shigella dysenteriae.

Les especes les plus communément isolées en bactériologie clinique appartiennent aux
genres Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus,

Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella, Yersinia.

a) Meécanismes de résistance aux antibiotiques

Selon Robin et al. (2012), les entérobactéries (BLSE) utilisent différents mécanismes
pour développer une résistance aux antibiotiques : il peut s’agir de troubles de perméabilité
pour les antibiotiques ; de systemes d’efflux; ou de modification de la cible bactérienne de
I’antibiotique. Mais la plus fréquente, est la résistance enzymatique par la production des -

lactamases.

b) Béta-lactamines et son mécanisme d’action

Les B-lactamines constituent une famille majeure d'antibiotiques trés largement utilisés
en clinique, toutes caractérisées par la présence d’un cycle p-lactame indispensable a 1’activité
antibiotique (Cattoir, 2008 ). Le noyau B-lactame est sensible aux enzymes bactériennes
appelées B-lactamases qui sont produites par certaines bactéries résistantes, d’ou 1’intérét en
thérapeutique d’utiliser des inhibiteurs de P-lactamases (acide clavulanique, sulbactam,
tazobactam) pour améliorer I’activité de certaines f-lactamines sensibles aux B-lactamases
(Buxeraud et Faure, 2016).
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Toutes les B-lactamines ont le méme mécanisme d’action : elles bloquent la synthése
du peptidoglycane (ou mucopeptide, ou muréine), qui est le polymere majeur spécifique de la
paroi des bactéries. Ce blocage intervient par inhibition de certaines enzymes responsables de
la transpeptidation, étape essentielle de la synthése du peptidoglycane. Ces enzymes,
collectivement appelées PLP, sont insérées dans la partie externe de la membrane
cytoplasmique bactérienne. Pour étre actives, les B-lactamines vont devoir atteindre leur cible
en pénétrant dans la paroi bactérienne et se fixer sur les PLP (Cavallo et al., 2014).

c) Béta-lactamases a spectre étendu (BLSE)

Les B-lactamases sont la principale cause de résistance bactérienne aux pénicillines,
aux céphalosporines et aux composés [-lactamines apparentés. Ces enzymes inactivent les
antibiotiques en hydrolysant la liaison amide du cycle pB-lactame (Matagne et al., 1998).Elles
sont inhibées partiellement par les inhibiteurs de B-lactamase (acideclavulanique, tazobactam,
sulbactam), et portées par des plasmides conjugatifs, donc transférables (Matagne et al.,
1998 ; Doit et al.,2010 ; Anastayet al., 2013).

Une BLSE hydrolyse tous les antibiotiques de type B-lactames a I’exception des
carbapénémes, c’est-a- dire qu’elle rend inefficaces les pénicillines, les céphalosporines et les

monobactames (Bellini et Troillet, 2016).

111.1.2. Staphylococcus aureus résistant a la Méticilline (SARM)

Staphylococcus aureus résistant a la meticilline est une bactérie apparue en 1960 dans
un hopital en Grande Bretagne, faisant partie de notre flore, on la trouve naturellement sur
notre peau. Si le Staphylocoque pénétre dans le corps (exemple : par une plaie), il peut par
contre causer des pneumonies, infections post-opératoires et infections urinaires (Loeb et
Mulvey, 2005 ; Dumitrescu et al., 2010 ; Battraud, 2017).

Un SARM possede plusieurs caractéristiques: Gram positif, capable d'oxyder le
mannitol, une activité catalase et coagulase, la concentration minimale inhibitrice (CMI)

d'oxacilline doit étre supérieure ou égale a 4 mg/L (Neu, 1992 ; Simor et al., 2005).
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Selon les travaux de Mainardi et al. (1996) ; Nour et al. (2005); Hemaiswarya et al.
(2008); Tattevin (2011), la résistance aux B-lactamines chez les staphylocoques repose sur

deux grands types de mécanismes (figure 3) :
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Figure 3 : Résistance de Staphylococcus aureus aux -lactamine (Mainardi, 2015)

- La production de B-lactamase qui est une enzyme codée par le gene blaZ porté par un
plasmide. Cette enzyme hydrolyse la pénicilline G et ses analogues de structure

- La synthése d’une protéine de liaison a la pénicilline, la PLP2a, qui entraine une
résistance a I’ensemble des B-lactamines. La PLP2a est codée par le géne mecA, porté
sur un élément génétique appelé chromosome cassettes staphylococcique mec (SCC

mec).

111.1.3. Acinetobacter baumannii multirésistant (ABMR)

Acinetobacter baumannii est 1’espéce la plus fréquente et la plus résistante du genre
Acinetobacter impliquée en clinique et est responsable de pres de 10 % des infections
nosocomiales. Elle est présente dans I’environnement (eaux et sol), et chez I’homme, au
niveau de la peau, des muqueuses et du tube digestif. Ces bacilles a Gram négatif sont des
agents d’infections nosocomiales, sporadiques ou epidémiques (Guillot et Bergogne, 2006).

Selon Gordon et Wareham (2010) ; Denis et al. (2011), Acinetobacter baumannii
possede des mécanismes de résistance vis-a-vis des antibiotiques majeurs :
- Production d’une céphalosporinase a large spectre de type AmpC.
- Production d’une oxacillinase de type OXA-51 capables d'hydrolyser les pénicillines

et les carbapénemes.
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- La surexpression des pompes d’efflux AdelJK ,AdeFGK dont la pompe d’efflux
AdeABCfréquemment observée chez les souches cliniques, qui affecte l'activité des
aminosides, des quinolones, des tétracyclines et de certaines 3 -lactamines.

- Des enzymes modifiant les aminosides (des acétyltransférases, des
nucléotidyltransférases et des phosphotransférases) trouvées souvent en association.
Ceux-ci peuvent étre localisés sur des plasmides, des transposons ou en association
avec des intégrons.

- A.baumannii a relativement peu de porines par rapport a d'autres bactéries a Gram
négatif, ce qui peut expliquer une partie de sa résistance antimicrobienne intrinséque.

- D'autres mécanismes de résistance comprennent la régulation a la baisse des protéines
de liaison a la pénicilline (PLP) (résistance aux p-lactamines), des mutations de I'ADN

gyrase et de la topoisomérase IV (résistance aux fluoroquinolones).

I11.1.4. Pseudomonas aeruginosa multirésistant (PAMR)

Pseudomonas aeruginosa est un pathogéne nosocomial majeur, en particulier chez les
patients atteints de mucoviscidose et dans les services de réanimation (Barbier et Wolff,
2010). Les souches de PAMR sont définies par la résistance au classes d’antibiotiques anti-
pseudomonas (B-lactamine, Aminosides et Fluoroquinolones), cumulent constamment
plusieurs mécanismes de resistance par l'activation de ses mécanismes intrinséques, soit par
l'acquisition de matériel génétique étranger (plasmides, transposons) (Barbier et WoOlff,
2010 ; Jeannot et Guillard, 2019).

Selon les études réalisées par Hocquet (2003) ; Jeannot et Plésiat(2005) ; Barbier et

Wolff (2010) ; Lastours et Fantin (2010), les mécanismes de résistance sont comme suit :

- Systeme d’éfflux Mex : ’hyperexpression des pompes dénommés MexAB-OprM
MexXY-OprM (résistance aux fB-lactamine et aminoside).

- L’imperméabilité : la perte de la porine D2 de la membrane externe (résistance aux -
lactamine).

- Modification du site d’action : mutations des topoisomérases Il (gyrA) et IV (parC)
(La résistance aux fluoroquinolones).

- Inactivation enzymatique de 1’antibiotique : surproduction de la f-lactamaseAmpC,

production de APH (3”)-1lb (résistance aux B-lactamines, aminosides).
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IV. Facteurs contribuant a la résistance

Bien que I’apparition de la résistance a un antibiotique soit un phénomeéne biologique

naturel, un bon nombre de facteurs liés non seulement a amplification de processus mais aussi

a la diffusion de cette résistance. Ces facteurs peuvent étre liés a des déficiences dans le

systtme médical (personnels, infrastructures), a 1’usage inapproprié des antibiotiques, a

I’utilisation d’antimicrobiens dans le secteur agro-alimentaire (Ouedraogo et al., 2017).

Les principaux facteurs contribuant a I’émergence et a la propagation de la résistance

bactérienne sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau I. Facteurs contribuant a la résistance aux antibiotiques (Rybak, 2004 ; Murthy,

2011)

Facteur

Exemples (liste non exhaustive)

Emergence de la résistance

- Usage abusif d’antibiotiques.

- QGravité accrue de I’état des malades hospitalisés.

- Manque de fidelité au traitement.

- Durée trop courte ou dose sous-thérapeutique.

- Diagnostic non confirmé d’infection bactérienne.

- Utilisation inadéquate d’antibiotiques dans les pays en

voie de développement.

Propagation  des  souches

résistantes

- Mesures d’hygiéne inadéquates dans les hopitaux.

- Non-respect des directives de lutte contre les infections.

- Promiscuité des patients hospitalisés.

- Réduction du personnel infirmier et de soutien.

- Déplacement accrus des patients (transferts de patients
colonisés ou infectés entre hopitaux et milieu
communautaire).

- Voyages internationaux.

Utilisation d’antibiotiques dans

le secteur agro-alimentaire

- Animaux destinés a la consommation.

- Agriculture et aquaculture.

Utilisation d’antiseptiques et de

désinfectants

- Agents antibactériens dans les produits d’entretien
ménager, le dentifrice, les pastilles contre le mal de

gorge, les savons, etc.

Page 14




Chapitre I : Synthese bibliographique

V. Infection nosocomiale a BMR et principaux site de portage

Selon le comité des ministres du Conseil de I'Europe (1984), I’infection hospitaliere
est toute maladie contractée a I'hdpital, due a des micro-organismes, cliniquement ou
microbiologiquement reconnaissables

Certaines affections prédisposent au développement des infections nosocomiales, en
particulier a bactéries multirésistantes, et ce a cause de la détérioration des défenses de 1’hote
et sont considérés comme des facteurs de risque indépendants. Parmi ces affections, on cite, le
diabete, I’insuffisance rénale, I’alcoolisme, I’immunodéficience, les pathologies abdominales,
les pathologies génito-urinaires, ou les pathologies respiratoires chroniques, la gestation, la
malnutrition sévere, les pathologies néoplasiques évolutives et les dysfonctions du systéme
nerveux central (Zegmout, 2008).

Les infections nosocomiales causées par les BMR et les principaux sites de portage
sont présentés dans le tableau I1.

Tableau I1. Infection nosocomiale a BMR et principaux site de portage (Zegmout, 2008 ;
Lepelletier et Marty, 2015).

BMR Infection nosocomiale Site de portage

BLSE - Urinaire

- Bactériémies

Tube digestive

- Site opératoire

SARM - Cutanée - Nez
- Site opératoire - Peau
- Voie urinaire

- Voie respiratoire

- Bactériémie
PAMR - Pneumopathies - Oropharynx
- Bactériémie - Tube digestive

- Plaie chirurgicale

ABMR - Bactériémies - Oropharynx
- Les pneumonies acquises sous - Peau
ventilation assistée - Tube digestive
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V1. Généralité sur I’huile essentielle

Le terme « huile » s’explique par la propriété que présentent ces composés de se
solubiliser dans les graisses et par leur caractére hydrophobe. Le terme « essentielle » fait
référence au parfum, a I’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante (Bruneton, 1993).

Les huiles essentielles (HE) sont des substances odorantes et volatiles, non grasses,
extraites d’un végétal sous forme liquide par hydrodistillation ou par pression mécanique
(Kalemba, 2003 ; Couic-Marinier et Lobstein, 2013).

Ces huiles sont élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur presque toutes
les parties de la plante (feuilles, graines, fleurs, racines, fruits, etc.). Elles sont sécrétées au
sein du cytoplasme de certaines cellules ou elles se rassemblent sous formes de petites
gouttelettes comme la plupart des substances lipophiles dont ’action bénéfique sur la santé
est étudiée et mise en pratique par I’aromathérapie (Burt, 2004 ; Gonzalez-Trujano et al.,
2007 ; Laurent, 2017).

VI1.1. Graine de nigelle (Nigella Sativa)

Nigella sativa L. dérive du mot latin « Nigellus » qui signifie noiratre est un petit
arbuste appartenant a la famille des Renonculacées, a feuilles vertes effilées, fleurs rosacées
blanches et des graines de couleur noir foncé ; au broyage elles dégagent une odeur
aromatique (figure 4) (Wichle, 2003 ; Ghedira, 2006 ;Tahan et Bayram, 2011).

En Europe centrale, a I’ouest de 1’Asie et certain pays d’arabe, Nigella sativa L. est
cultivée dont I’Inde est le plus grand producteur (figure 4). Par ailleurs la plante est trés peu
exigeante et pousse sur des terrains argileux ou sablonneux, dans des endroits chauds et peu
humides (Alami, 1989 ; Ghedira, 2006 ; Charles, 2014).

Elle est communément connues sous le nom de Cumin noir en Francais, Black seed

en Anglais, EIl habbatsauda dans les pays arabes (Beloued, 1998).

Figure 4 : Fleure et graine de Nigella sativa
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VI1.1.1. Systématique

Selon Guignard (2001), la systématique de Nigella sativa est comme suit :
Régne : végétal

Embranchement : Spermaphytes

Sous- Embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Ordre : Renonculales

Famille : Renonculaceae

Genre : Nigella

Espece : Nigella sativa L.

VI1.1.2. Utilisations
a) Usage thérapeutique

Cette plante est utilisée traditionnellement depuis des millénaires a des fins
médicinales, son grand spectre d'application medicale est argumenté par hadith du Prophete
Mohammed (salut et miséricorde de Dieu soit sur lui) :« EIl habbahsauda est un médicament
pour toutes les maladies sauf la mort » (Ali et Blunden, 2003 ; Meziti, 2009).

Au cours de ces derniéres décennies, les graines de Nigellasativa ont fait 1’objet de
nombreuses études qui ont établi leur grande capacité thérapeutique en tant que source de
substances douées d’activités biologiques trés diversifiées telles que : Pactivité
antibactérienne, antioxydante, anti-tumorale, anti-inflammatoires, antimutagéne, hépato
protecteurs (Aljabre et al., 2005 ; Ghedira et al., 2010 ; Talbi et al., 2015).

b) Usage culinaire

Ses teneurs en vitamines B, minéraux, lipides et par la qualité de ses protéines, la
graine de Nigelle constitue une excellente source complémentaire de nutriments essentiels
(Orsi-Llinares, 2005).

Elle est toujours employée comme condiment et aromate dans différents plats, par
exemple son usage dans les sauces ou pour aromatiser des légumes en Inde, rentrent dans la
composition d’un mélange d’épices tres populaire pour parfumer les plats de viandes. On le
nomme PanchPhoron (Orsi-Llinares, 2005). En Algérie, les graines de nigelle sont utilisées

beaucoup plus dans la boulangerie.
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c. Usage cosmétique

Selon Karrandou (2016), Nigella sativa L. convient aux peaux seches, irritées ou
crevassées et utilise en cas de chute de cheveux. L huile de Nigelle sativa peut aussi étre
incorporée a des produits cosmétiques comme le savon ou la creme & la nigelle dont le savon
a des propriétés réparatrices, nourrissantes, hydratantes et apaisantes, cependant la créme
congue pour le traitement des probléemes de peau (adoucit la peau, élimine les points noirs et
les boutons).

V1.2. Clou de girofle (Syzygium aromaticum)

Syzygium aromaticum ou les boutons floraux séchés de I’arbre tropical Eugenia
caryophyllata qui est un grand arbre appartenant a la famille des Myrtaceae, a des feuilles
vertes rougeétres, des fleurs hermaphrodites, des fruites appelés « antholfe ».Avant
I'épanouissement, les boutons floraux sont nommés clous de girofle; c'est a cette époque qu'on
les récolte (Figure 5) (Diego et al., 2013 ; Ghedira et al., 2010).

Son origine se situe dans la partie sud des Philippines et des iles Moluques, en
Indonésie. Aujourd’hui, cet arbre est cultivé dans de nombreux pays tropicaux tels que
Madagascar, Malaisie, iles d’Afrique de I’Est (Zanzibar, Pemba), Ceylan et Amérique du sud
(Ghedira et al., 2010 ;Lobstein et al., 2017).

Il est communément connu sous le nom de « Clou de girofle » en Frangais, « Clove »

en Anglais, « Qaranful » dans les pays arabes (figure 5).

¥ "

‘ -;-H ml\n

Figure 5 : Giroflier en fleur (A), Les clous de girofle (B).
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Comme beaucoup d’espéces, le giroflier a porté plusieurs noms scientifiques avant d’étre
nommé Syzygium aromaticum.

Actuellement, les noms Sygygium aromaticum et Eugenia caryophyllus sont tous
lesdeux employés (Ghedira et al., 2010)

VI .2.1. Systématique

Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta

Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement : Magnoliophytina
Classe:Magnoliopsida

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Syzygium

Espéce : Syzygium aromaticum (Ghedira et al., 2010)

V1.2.2. Utilisation
a) Usage thérapeutique

L’utilisation de ’'HE de Clou de girofle est rapprochée de celle des clous seuls et de
son principal constituant, I’eugénol. La forte teneur en eugénol dans la composition d'huile
essentielle de clou de girofle, le permettre de posseéder des propriétés bactéricides et
antioxydants (Diego et al., 2013 ; Lobstein et al., 2017).

Traditionnellement, les clous de girofle étaient utilisés pour le traitement des maux de

dents, de la bouche, de la gorge, de I’inflammation de la muqueuse buccale et de la mauvaise

haleine (Vahinala, 2009).

Par voie orale, il traite les problemes digestifs et les infections urinaires. En usage
externe, il lutte contre le rhume et les myalgies (douleurs musculaires) aussi efficaces en cas
d'acné, d'ulceres cutanés et de plaies. Il serait méme aphrodisiaque donc il rejoint le rang des

aliments mythiques de la stimulation sexuelle (Lobstein et al., 2017).
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b) Usage culinaire

Les clous de girofle entiers, mais aussi en poudre, servent a aromatiser les conserves
de légumes, le chou rouge ou la choucroute, les compotes de pommes et autres fruits
(Georgetti et al., 2003).

c) Usage en agriculture

En agriculture, I’huile essentielle posseéde un effet herbicide et protecteur des cultures
contre les insectes et les champignons. Peut également étre utilisé comme insecticide, aux
Moluques, ils I'ont piqué dans des oranges pour tuer moustiques et mites (Lobstein et al.,
2017).

VI1.3. Mode d’action des huiles essentielle

Les huiles essentielles ont un effet sur la croissance de bactéries telles que les
pathogenes résistants aux antibiotiques (SARM, BLSE). Elles agissent en empéchant leur
multiplication, leur sporulation et la synthése de leurs toxines. Par ailleurs elles agissent aussi
bien sur les bactéries a Gram positif que les bactéries a Gram négatif (Burt, 2004 ; Laouar et
Sifer, 2013).

Selon plusieurs auteurs Guinoiseau (2010) ; Laouar et Sifer (2013) ; Bouyahya et
al. (2017), ont exprimé d’une maniére générale, le mode d’action des huiles essentielles
contre les bactéries comme suit (figure 6) :

- Attaquent la paroi bactérienne, ce qui provoque une augmentation de la perméabilité
entrainent une fuite d’ions et de composés intracellulaires indispensables a la survie de
la bactérie.

- Induisent la coagulation des constituants cellulaires par la dénaturation des protéines,
ce qui bloque la production de I’énergie cellulaire et la synthése des composants de
structure.

- Destruction du matériel génétigue.

- Agissent sur médiateurs du Quorum Sensing.
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Auto-inducteurs (molécule du Quorum sensing) Coagulation des protéines

Fuite des constituants

cytoplasmiques
(métabolites et ions)
Force
proton Cytoplasme
motrice

Paroi cellulaire Protéines membranaires

Figure 6 : Mécanismes d’action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne (Bouyahya

et al., 2017)
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I. Objectifs de I’étude

Cette présente étude a comme but d’isolée les BMR a partir de divers infections et
d’évaluer leur sensibilité vis-a-vis deux huiles essentielles de Nigella sativa et Syszygium

aromaticum.

Notre travail est réalisé au niveau de laboratoire d’hygié¢ne de Blida durant une période
de 2 mois allant de 9 février 2020 jusqu’au 19 mars 2020. Nos prélévements sont réalisés au
sein de CHU (Unité Frantz Fanon service de chirurgie générale, Unité Hassiba Ben Bouali

service gynécologie) et I’h6pital Brahim Trichine service de diabétologie.

Pour cela nous avons structuré notre travail en étapes suivantes :

Prélevement, isolement et identification de bactéries.
Etude d’antibiogramme des multi-résistantes de type SARM et BLSE.

Extraction des huiles essentielles de Nigella sativa et de Syzygium aromaticum.

DN N NN

Mise en évidence de I’activité antibactérienne des huiles essentielles de Nigella sativa

et Syzygium aromaticum sur les bactéries multi-résistantes de type SARM et BLSE.

Il. Matériel

1.1. Matériels biologiques
v’ Prélévement biologique : urines, pus.
v L’huile essentielle de Nigella sativa.

v" L’huile essentielle de Syzygium aromaticum.

1.2. Matériels non biologiques
Nous avons utilisé différents milieux de culture, solides et liquides. Par ailleurs, nous
avons aussi utilisé¢ divers appareils, de la verrerie, des réactifs et des disques d’antibiotiques

(annexe).
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I11. Méthodes
1. Recueilles des prélevements

Lors de la réalisation des prélevements, il est indispensable de rédiger une fiche de
renseignement clinique. Cette fiche comporte les renseignements suivants : nom, prénom, age,
sexe, traitement en cours, le type et la date de prélevement. Nos prélevements sont issus a

partir de plusieurs infections (urinaire, vaginale, pied diabétique et plaie chirurgicale).

1.1. Prélévement urinaire

La méthode habituellement recommandée consiste a récupérer I'urine de maniere
aseptique, apres un lavage hygiénique des mains et une toilette des organes génitaux externes
Al est préférable de recueillir 1’urine du matin afin d’obtenir des urines ayant séjourné
suffisamment longtemps (au moins 3 a 4 heures) dans la vessie. Aprés évacuation du premier
jet contaminé par la flore commensale, au moins 20 a 30 ml sont recueillis dans un tube
stérile, le tube est fermé hermeétiquement et achemine le plutét possible au laboratoire
(Janvier et al., 2008).

1.2. Prélévement du pus

Nous avons effectué les prélevements de pus par la méthode d’écouvillonnage comme suit :
- Rincer abondamment la plaie avec serum salé : NaCl 0.6% (et non une solution
antiseptique)
- Appliquer une pression suffisante a I’aide d’une compresse stérile pendant 5
secondes, pour extraire de 1’exsudat de la plaie.
- Prélever le pus en tournant le bout du coton-tige sur lui-méme, avec une rotation de
360° et en couvrant seulement une surface de 1 cm?, réintroduire le coton-tige dans

I’écouvillon et fermer le capuchon (figure 7) (Buttery, 2009).

Figure 7: Ecouvillonnage d'une plaie (Buttery, 2009).
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1.3. Transport et conservation
Tous les échantillons réalisés sont transportés au laboratoire d’hygiéne de Blida dans

un temps moins de deux heures et sont conservés a 4°C selon le tableau I11.

Tableau 111 : Délai de transport et de conservation des prélevements
Echantillon Transport Conservation
Urine < 2h a température ambiante <24ha4cCe
Pus < 2h a température ambiante | <24h a 4C°

dans un bouillon nutritif
d’enrichissement BGT

1.4. Echantillonnage
Au cours de notre étude, nous avons effectué 41 prélevements appartenant aux différentes
infections et établissements (laboratoire/hopital) selon le tableau V.

Tableau IV : Echantillonnage des différentes infections étudiees

Type de préléevement Effectif Service

Urine 14 Laboratoire d’hygi¢ne
Pus de pied diabétique 25 Service de diabétologie
Pus vaginale 1 Service génécologie

Pus de plaie 1 Service chirurgie générale
Total 41

2. Examen cytobactériologique
2.1. Etude cytologique

L’examen cytologique consiste a étudier et dénombrer au microscope les difféerents
types de cellules (hématies ou globules rouges, leucocytes ou globules blancs et cellules

épithéliales) retrouvées dans le préléevement.
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2.2. Etude bactériologique
Examen bactériologique consiste a rechercher, identifier et dénombrer les germes présents
dans les différents prélévements aprés leur mise en culture. Il doit étre précéder par un

examen macroscopique et microscopique.
2.2.1. Examen macroscopique
v' Des urines

L’urine normale a une couleur claire, d’aspect jaune citron tandis que I'urine infectée
est souvent limpide et trouble, de couleur jaune péle ou jaune foncé et d'une mauvaise odeur.

Parfois, nous notons méme 1’existence d’une hématurie (Berthélémy, 2016).

v De Pus
Dans les échantillons de pus, nous avons noté 1’aspect de pus: la couleur, la
consistance et I’odeur. L’aspect du pus peut donner des indications sur la bactérie suspectée

(tableau V).

Tableau V : Les bactéries suspectées selon 1’aspect de pus (Asbar et Telitel, 2018).

Aspect du pus Bactéries suspectées
Blanc crémeux épais et bien lié Staphylocoque
Claire et mal lie Streptocoque

Liquide trouble ou louche, brun ou | Bactéries anaérobies

sanguinolent, d’odeur fétide

Bleuté avec odeur de platre Bacille pyocyanique

2.2.2. Examen Microscopique
L’observation microscopique permet de faire une étude morphologique des cellules d’une

espece bactérienne.
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a) Etat frais

L'examen microscopique permet de mettre en evidence la présence éventuelle de

bactérie, sa forme et le type de mobilité (Archambaud et Clave, 2008).

e Technique

Sur une lame propre nous avons étalé une goutte de suspension a I’aide d’une pipette

pasteur stérile, en suite nous avons déposé délicatement la lamelle pour éviter la formation des

bulles d’air puis nous avons pass€ a I’observation sous microscope optique a 1’objectif GX40.

a) Etat fixé

Cette technique consiste a observer sous microscope un frottis a 1’état fixé et apres une

coloration simple au bleu de méthyléne (Archambaud et Clave, 2008).

Coloration simple au bleu de méthyléne

Préparation de frottis

Notez la référence de 1’échantillon sur une lame parfaitement propre.

Prélevez stérilement une goutte de culture bactérienne et la mélanger avec une goutte
d’ecau physiologique en étalant un film mince.

Sécher a I’aire ambiant jusqu’a ce que le frottis présent un aspect mat puis, les
élements sont fixés par la flamme du bec Bunsen dont la lame tenue par une pince est
passée 3ou 4 fois dans la flamme.

Laisser refroidir avant d’entreprendre une coloration.

Coloration

Recouvrir le frottis avec quelques gouttes de réactif de bleu de méthyléne et laisser
agir une minute.
Laver le frottis a ’eau, égoutter et sécher entre deux feuilles de papier filtre.

Observer a I’objectif GX100 a immersion.

3. Isolement des bactéries

Dans une zone stérile, nous avons ensemencé I'échantillon (urine, pus) sur le milieu de

culture (Gélose nutritive, Hektoen, Chapman) par deux méthodes :

Technique
Ensemencé une goute d’échantillon (urine) a ’aide d’une pipette pasteur en utilisant la
méthode de quatre quadrants pour obtenir des colonies isolées. Cette méthode est

réalisée en effectuant des stries serrées puis des striés éloignées.
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- Nous avons ensemencé la moitié de la boite de milieu de culture par I’écouvillon de
prélevement de pus enrichie en bouillon nutritif BGT, puis nous avons continue
I’ensemencement & 1’aide d’une pipette Pasteur stérile en utilisant la méthode de
quatre quadrant en faisant des stries serrées puis des stries éloignées.

- Les boites ensemencées sont incubées par la suite a 37°C pendant 24h.

4. Identification des bactéries
Nous avons réalis¢ 1’identification des bactéries par des tests biochimiques précédés par la
coloration de Gram.

4.1.Colorations de Gram
Elle permet de reconnaitre les bactéries présentes et leur caractére « Gram-positif » ou

« Gram-négatif » selon qu’elles ont gardé la coloration violette ou non.

e Principe
Cette methode de coloration repose sur une difference fondamentale entre la
composition chimique des parois des bactéries a Gram positif et & Gram négatif. Les bactéries
qui posseédent une enveloppe externe sont décolorées lors du lavage a 1’alcool donc sont a
Gram négatif, alors que celles qui n’en possédent pas vont retenir le colorant sont a Gram

positif (Lanotte et al., 2010)

e Technique
- Préparer le frottis, cette étape est détaillée précédemment ;

- Recouvrir le frottis d’une solution de violet de gentiane ; laisser agir une minute puis
rincer a I’eau.

— Entrainer le violet par la solution de Lugol, recouvrir la lame de Lugol et laisser agir
I minute puis laver a 1’eau.

— Décolorer aussitot par 1’alcool; pour cela, verser I’alcool a la surface de la préparation
et observer sa couleur en s’écoulant pendant 5 & 10 secondes , il est d’abord violet puis
bleuté et enfin incolore.

- Laver rapidement a I’eau courante (eau distillée).

- Recouvrir la lame de solution de fuchsine et laisser agir 20 a 30 secondes.

— Laver et sécher entre deux feuilles de papier filtre (Denis et al., 2011).

e Lecture
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L’observation ce fait au microscope optique grossissement x100 aprés immersion. La

coloration des bactéries en rose est en faveur d’un Gram négatif, tandis qu’en violet elle

oriente sur un Gram positif.

4.2. Tests biochimiques

4.2.1. Tests d’orientation

Les tests biochimiques effectués au cours de notre stage sont résumés dans le tableau suivant.

Tableau VI : Tests d’identification biochimiques des souches

Test Principe Technique Résultat
Cette enzyme est produite | Mettre en contact une | Le  dégagement
en abondance par les | colonie avec le H,O, sur une | d’oxygéne
bactéries a métabolisme | lame. indique une
Catalase respiratoire (AS et AAF) catalase positive.
qui peuvent catalyser les
peroxydes.
H.,0,—H,0+ 1/20;
Enzyme  capable  de | Apres incubation d’une | L’apparition d’un
coaguler le plasma | colonie avec 0,5ml BHIB. | caillot observé en
Coagulase | sanguin. Ajouter 0,5 ml de plasma | inclinant le tube a
humain, incubé a 37 C° | 90°C indique une
pendant 24 heures. coagulase
positive.
Au cours de la respiration | Déposer une goutte du | Oxydase (+)
aérobie, I’accepteur final | réactif N- | I’apparition d’une
de la chaine de transport | tétraméthylparaphényléne coloration  bleu-
Oxydase | d’¢lectrons est une enzyme | diamine  sur un bout de | violet.

dite cytochrome oxydé, la
mise en évidence de celle-
ci ne peut se faire que si la
bactérie a un cytochrome
C.

papier buvard puis étaler une
colonie bactérienne sur la

goutte.
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Les principales étapes de 1’identification des bactéries isolées a partir des échantillons
effectués sont détaillées dans la figure suivante.

Coloration de Gram

2
Cocci @ Gram Bacilles
positive a Gram négative
Catalase Oxydase
‘ Positive ‘ ‘ Négative ‘ ‘ positive ‘ I négative ‘

Staphylocoques -Streptocoques
\i g BGN oxydatif Entérobactéries

- Entérocoques
(exp: Pseudomonas )

Coagulase libre/test
d’agglutination
rapide

‘ Positive ‘ ’ Négative |

Staphylococcus Staphylococcus
aureus coagulase négative
(SCN)

Figure 8 : Principales étapes d'identification des coccis a Gram positif et bacilles a Gram

négatif.

4.2.2. Galerie Api20F
e Principe

La galerie APl 20% comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les
microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les
réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révélés par l'addition de réactifs (Biomérieux, 2010).

e Technique

a) Préparation de la galerie

- Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir de I’eau dans les
alvéoles pour créer une atmosphére humide.

- Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation.
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b) Préparation de I’'inoculum

c)

- Ouvrir une ampoule de Suspension Medium (ou un tube d’eau distillée stérile).
- Preélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé.

- Réaliser une suspension bactérienne faible (opacité 0,5 sur 1’échelle Mc Farland)

Inoculation de la galerie

- Remplir les tubules et les cupules des tests du type CIT.

- Remplir les tubules des tests du type ADH et remplir la cupule avec de I'huile de
paraffine, pour créer I’anaérobiose.

- Remplir uniquement les tubules des tests restants.

Remarque : il est important de veiller a ne pas créer de bulles lors de I’inoculation qui

pourraient fausser le résultat

d) Lecture

Apreés incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au Tableau de Lecture.

e)

Si 3 tests ou plus (test GLU + ou —) sont positifs, noter sur la fiche de résultats toutes
les réactions spontanées puis réveler les tests nécessitant I'addition de réactifs :

Test TDA : ajouter 1 goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeatre indique
une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

Test IND : ajouter 1 goutte de réactif JAMES. Une couleur rose diffusant dans toute
la cupule indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

Test VP : ajouter 1 goutte des réactifs VP 1 et VP 2. Attendre au minimum 10
minutes. Une couleur rose ou rouge indique une réaction positive a noter sur la fiche
de résultats. Une faible coloration rose apparaissant apres 10 minutes doit étre
considérée négative.

Interprétation

Elle est réalisée a partir de la base de données a l'aide du Catalogue Analytique. Il faut

rechercher le profil numérique dans la liste des profils ou bien a l'aide du logiciel

d'identification en entrant manuellement le profil numérique a 7 chiffres.

Page 30



Chapitre II : Matériel et Méthodes

5. Antibiogramme

L’¢étude des profiles de résistance a été effectué par I’antibiogramme standard : réalisé
selon les recommandations de comité de D’antibiogramme de la société frangaise de
microbiologie (CA-SFM, 2019). L’antibiogramme consiste a déterminer la sensibilité et la
résistance aux antibiotiques d’une bactérie isolée dans un prélévement, et supposée étre a

’origine d’un processus infectieux (Jehl et al., 2015).

5.1. Préparation de I’inoculum
Un inoculum de la suspension bactérienne a été préparé comme suit :
- A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d’isolement approprie, racler a
I’aide d’une pipette pasteur 2 a 3 colonies bien isolées et parfaitement identiques.
- Bien décharger la pipette pasteur dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.
- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5
MF.

5.2. Ensemencement

L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de
I’inoculum. Plonger un écouvillon en coton stérile dans la suspension bactérienne et éliminer
I’exces de liquide en tournant 1’écouvillon sur les parois du tube (pour éviter une sur-
inoculation des boites), puis Ecouvillonner sur la totalité de la surface de la gélose dans trois
directions (CA-SFM, 2019).

5.3. Disposition des disques d’antibiotiques

Déposer les disques d’antibiotique (maximum six disques) a I’aide d’une pince stérile
sur la surface de la gélose inoculée et séchée, le contact avec la surface doit étre étroit, par la
suite boites sont incubées pendant 24 heures a 37°C (CA-SFM, 2019).

Apres I'incubation la lecture se fait par mesure du diamétre de la zone d’inhibition
obtenu autour des disques d’antibiotiques a I’aide d’une régle puis ils sont comparés aux
diametres critiques conformement aux normes CASFM. Il convient de noter toute fois, qu’une
souche dont la sensibilité aux antibiotiques est ainsi évaluée peut étre déclarée "sensible,

intermédiaire ou résistante".
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6. Recherche des BMR
6.1. Teste de la céfoxitine
Le teste de la céfoxitine est un test permettant la confirmation de la présence des SARM.
e Technique
Ce test a été fait dans les conditions standards de 1’antibiogramme et cela en déposant
un disque de céfoxitine (CX 30 pg) au centre de la boite suivi d’incubation a 37°C pendant
24h (Fernandes et al., 2005).
e Lecture
Aprés ’incubation la méticillinorésistance est définie par un diamétre d’inhibition de

la céfoxitine < 22 mm (figure9).

Figure 9 : Teste de la céfoxitine Cx < 22mm

6.2. Test de synergie
Le test de synergie est un test permettant de confirmer la présence de BLSE.
e Technique
La recherche de la BLSE se fait dans les conditions standards de I’antibiogramme en
déposant un disque d’amoxicilline+acide clavulanique (AMC) (respectivement 20ug et 10ug)
a 30mm centre a centre d’un disque de : ceftazidime (CAZ), cefotaxime (CTX) et aztréonam
(ATM) de 30pg en raison de I’existence de différents phénotypes de résistance (cefotaximase
ou ceftazidimase). Puis incuber 24h a 37°C.
e Lecture
Un test de synergie positif donne donc une image caractéristique, en « bouchon de
Champagne » entre les disques AMC et CTX (figurel0).

Page 32



Chapitre II : Matériel et Méthodes

Un résultat positif est bas¢ sur I'inhibition des BLSE par I’acide clavulanique, et par
conséquent I’augmentation de I’activité des cephalosporines de troisieme et quatrieme

génération en présence d’acide clavulanique.

Figure 10: Teste de synergie "Bouchon de champagne"

6.3. Teste de synergie chez Acinetobacter baumannii
e Technique
La recherche de la BLSE ce fait dans les conditions standards de 1’antibiogramme en
déposant un disque de ticarcilline+acide clavulanique (TCC 30ug) a 30mm centre a centre
d’un disque de C3G :céftazidime (CAZ 30ug) . L’incubation ce fait pendant 24h a 37C°
(Kabore et al., 2016).

e Lecture
Aprés incubation, un test de synergie positif donne donc une image caractéristique, en

«bouchon de Champagne» entre les disques : TCC et CAZ.

7. Conservation des souches
La conservation des souches a été réservée pour les souches identifiées comme SARM
et BLSE a fin de tester I’effet antibactérien de 1’huile essentielle de Nigella sativa et de I’huile

essentielle de Syzygium aromaticum.

Les souches sont conservées dans des milieux gélosés prét a I'emploi en petits tubes
de 3 ml.
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8. Extraction des huiles essentielles (prévue)
Les épices Nigella sativa et Syzygium aromaticum utilisées dans ce travail se trouvent
sur le marché tout au long de I'année, pour leur importance majeure et leur usage quotidien

dans la cuisine Algérienne. Elles ont été obtenues sous forme séchée.

8.1. Extraction par hydrodistillation
L’extraction a été effectuée par hydrodistillation a 1’aide d’un appareil de type
Clevenger selon la techniqgue recommandée par la pharmacopée européenne (European

Pharmacopoeia, 2005).

Selon Bruneton (1999), I’hydrodistillation consiste a immerger directement le
matériel végétale a traiter dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite porté a I’ébullition, les
vapeurs hétérogénes condensées sur une surface froide se transforme a 1’état liquide, le
mélange 1’huile- eau se sépare par différence de densité. Cette méthode est généralement
utilisée en cas des huiles essentielles dont les constituants chimiques sont thermorésistants
(Haekel et Omar, 1993).

La matiere vegétale (200400 g) est ajoutée a I’eau dans un ballon de 2 litre placé au
dessus d’une source de chaleur. Le ballon est li¢ a une colonne qui communique avec un
réfrigérant, permettant la condensation des vapeurs d’eau chargée de gouttelettes d’HE. Apres
I’extraction du maximum de I’huile essenticlle, la partie huileuse flottante est récupérée puis

conservée a 4 °C et a l'abri de la lumiere (figure 11).
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Figure 11: Appareillage utilisé pour I'hydrodistillation de I'huile essentielle (Lagunez, 2006).
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e Calcul du rendement

Le calcul du rendement est définit comme étant le rapport entre la masse de la matiére
végétale et la masse de I'huile essentielle obtenue (Belyagoubi, 2006), selon la formule

suivante :

R HE = MHE/Ms x 100

R: rendement en huile essentielle.
MHE : la masse d’huile essentielle.

Ms : la masse de la matiere végétale en g.

9. Evaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles (Aromatogramme)
9.1. Technique de diffusion en milieu solide (la méthode de Vincent)

e Préparation de I’'inoculum

- A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu de conservation approprie , racler a
’aide d’une pipette pasteur 2 a 3 colonies bien isolées et parfaitement identiques.

- Bien décharger la pipette pasteur dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5
MF.

e Technique

La méthode de diffusion par disques sur gélose a été utilisée pour évaluer D'activité
antibactérienne des huiles essentielles par la formation de zones d’inhibition (Carson et
Riley, 1995). Des disques en papier filtre 8 6 mm de diamétre sont imprégnes de 5 pl d’huile
essentielle et déposés sur la surface gélosée pré-ensemencée par écouvillonnage (un disque
par boite) avec de la suspension microbienne standardisée. Les souches bactériennes sont
ensemencees sur gélosé Muller Hinton et incubées a 37 °C pendant 24h.

La lecture des résultats se fait par la mesure, a ’aide d’une régle graduée, du diamétre de la

zone d’inhibition formée autour du disque (Gulluce et al., 2007).
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Chapitre 111 : Résultats et Discussion

I. Répartition des résultants selon les facteurs étudiés

Durant notre étude nous avons analysé les aspects épidémiologiques de diverses
infections chez les 41 patients. Les paramétres étudiés sont : sexe, age, sexe et age, type

d’infection, type de prélévement, 1’hospitalisation et le service d’hospitalisation.

1.1. Selon le sexe
Sur les 41 prélevements effectués, nous avons noté une prédominance masculine avec

une prévalence de 73,17%, alors qu’une fréquence de 26,83% représente les femmes (figure
12).

Femme
Homme

26,83%

73,17%

Figure 12: Répartition des patients en fonction du sexe

Au nombre de 41 prélévements, 25 sont réalisés sur des hommes attiennent de diabéte

de type II.

La prédominance masculine du pied diabétique peut étre expliquée par la multiplicité
des facteurs de risque chez ’homme dans notre pays par rapport a la femme, représentés
essentiellement par le tabac. Le diabéte chez I’adulte est souvent déclaré¢ au stade de
complications. Le diabete type 2 complique 70% du pied diabétique, c’est surtout par rapport

a la durée d’évolution et le nombre de facteurs de risque (HTA, tabac) (Chabni et al., 2013).
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1.2 Selon les tranches d’age

A fin de déterminer la tranche d’age la plus touchée par les infections, nous avons
répartie les patients a tranches d’age de 20 ans. D’apres les résultats obtenus nous avons
remarqué que les patients appartenant a la tranche d’age 45 — 65 est la plus touchée par les
infections avec une fréquence de 46,34 %. Suivi par la tranche d’age 25-45 avec un taux de
36,59 %. Les patients de plus de 65 ans occupent la troisieme position avec une prévalence
de 17,07 % (figure 13).

W Prévalence en %

50.00

40.00

30.00

20.00

10.00

0.00
25 -45 45 - 65 65 -85

Tranche d'age

Figure 13: Répartition des patients selon les tranches d'age
1.3 Selon le sexe et ’age

Les résultats obtenus nous ont permis de démontrer que les femmes appartenant a la
tranche d’age de 25 — 45 représentent le taux de prélevement le plus élevé avec une fréquence
de 63,64 %. Alors que les hommes appartenant a tranche d’age 45 — 65 affichent le taux de

prélevement le plus élevé avec une prévalence de 56,67 % (figure 14).
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B Femme %
70.00 - ® Homme %
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Prévalence %

25-45 45-65 65-85

Tranche d'age

Figure 14 : Répartition des patients selon le sexe et I'age

I.4. Selon le type d’infection

La figure suivante démontre la répartition des patients selon le type d’infection pour
I’ensemble des échantillons analysés (figure 15). Sur les 41 patients étudiés, nous avons
recueilli plus d’infection de type pied diabétique que d’autres avec une prévalence de 58,54%.
Suivi par I'infection urinaire (36,59%). Peu de cas étudi¢ sur I'infection vaginale et sur la

plaie infectée. Ce qui représente 65,85% de prélévements sont de pus et le reste urinaire.

60.00
X
= 50.00
)
3
2 40.00
S
2 30.00
o
20.00
10.00
0.00 : : : :
Pied Infection Infection Plaie
diabétique urinaire vaginale infectée
| u Prévalence en % 58.54 36.59 244 244
Type d'infection

Figure 15 : Répartition des patients selon le type d'infection
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1.5. Selon les patients hospitalisés/non hospitalisés

Parmi les 41 prélevements de pus effectués, 25 prélevements ont été réalisés sur des
patients hospitalisés avec une fréquence de 60,98%, les 16 restants sont des patients non
hospitalisés avec un taux de 39,02% (figure 16).

W Prévalence en %

s

Hospitalisés Non hospitalisés

Figure 16 : Répartition des patients selon hospitalisation ou non hospitalisation
1.6. Selon le service d’hospitalisation

L’¢tude de répartition des patients selon le service d’hospitalisation montre que les
plus grands pourcentages concernent le service de diabétologie (58,54%) et le laboratoire
d’hygiene (36,59%) (Figure 17).

2%

@ Chirurgie

# Diabétologie

M Génécologie

M Laboratoire d'hygiéne
2%

Figure 17 : Répartition des patients selon le service d'hospitalisation
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Il. Résultats de I’analyse bactériobiologique
11.1. Cas positif et négatif des préléevements
v' Pus
Les résultats obtenus au cours de notre étude montrent que sur les 27 prélevements de
pus effectués (pied diabétique, plaie chirurgicale, vaginale), 9 se sont révélés positifs avec un
taux de 33.33 %. Tandis que 18 prélevements sont révélés négatifs avec une prévalence de
66,67 % (figure 18).
v" Urine
La figure 18, montre que sur les 14 prélevements des urines effectués, 1 est révélé positif
avec un taux de 7.14 %, et le reste des prélévements sont révélés négatifs avec une prévalence
de 92,86 %.

100,00
90,00 1
80,00 1+
70,00
60,00 +
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00

M cas positif

M cas négatif

pus urine

Figure 18: Répartition des prélevements positifs et négatifs

Donc au total, parmi les 41 prélevements nous avons 24,39% des cas positifs et 75,61% des

cas négatifs.

Dans notre étude la prévalence de pus positif est 33,33 %. Selon Hartemann-Heurtier
et Senneville (2008), les prélevements de plaies sont quasiment toujours positifs. Concernant
nos cas qui restent négatifs 66,67 %, ceci est du probablement a la prescription des

traitements qui font augmenter dans plusieurs cas le taux des cultures négatives.

Concernant le taux de cas positif trouvé dans les urines 7,14%, ce résultat n’est pas
équivalent a celui obtenu au sein du laboratoire d’hygiéne par Lacheheub et Bendagha
(2016) qui ont enregistré un taux de 13,68%.
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11.2. Bactéries identifiées & partir des prélevements

Sur les 41 souches identifiées nous avons remarqué que les Staphylococcus aureus
occupent la premiére position avec une fréquence de 26,83%, suivi par les Staphylococcus
épidermdis avec 19,51% et les Escherichia coli et les klebsiella sp. avec un taux de 17,07 %.
Nous avons identifié Proteus sp. avec un pourcentage de 14.63%, le taux le plus faible est
celui de Serratia odorifera et Acinitobacter baumannii avec 2,44% (figures 19, 20).

Pourcentage%

30.00

20.00

10.00

0.00

§ : .
& Espéces bactériennes

Figure 19 : Répartition des résultats selon les espéces identifiées

Pour les prélevements de pus, il y a une prédominance de S. aureus avec un taux de
37.03 %. En paralléle, Touati (2013) a montré que Staphylococcus aureus est parmi les

germes les plus impliqués dans les infections des plaies.

Sur les 14 prélévements urinaire, nous avons identifié 13 souches d’entérobactéries ou
E. coli représente 17,07 %, les autres especes sont faiblement représentées. Selon Guylene
(2003), les principaux germes impliqués dans les infections urinaires sont les entérobactéries

avec un taux de 90 a 95% des cas dont E. coli 70 a 80% des cas.

La figure 20 présente quelques espéces bactériennes identifiées au cours de notre

étude. La majorité sont isolées a partir du pus des pieds diabétique.
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Figure 20 : Différentes bactéries identifiées (A) : Acinitobacter baumannii ;(B) : Proteus

mirabilis ; (C) : Klebsiella sp ; (D) : Staphylococcus aureus.

11.3. Répartition des résultats selon le type de BMR

Les résultats obtenus au cours de notre étude montrent que sur les 27 prélevements de
pus effectués, 6 cas sont révélés des bactéries multi-résistances de type SARM en occupant la
premiére position avec un taux 22,22% et 3 cas se sont révélés des bactéries multi-résistances

de type BLSE avec un taux de 11,11% (figure 21).

Concernant les 14 prélevements des urines effectués, 1 seul prélevement est révélé
SARM avec un taux de 7,14% (figure 21). Dans cette présente étude, nous avons constaté que
le nombre de cas trouvé de type SARM est plus répondu par rapport au BLSE.

Donc sur les 10 prélevements positifs, nous avons noté 70% de SARM et 30% de type
BLSE.
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25.00

20.00 A

15.00 - B pus %
10.00 - D urine%

5.00

0.00 T .
BLSE SARM

Figure 21 : Prévalence des SARM et BLSE dans les prélévements du pus et des urines

L’émergence de BMR pose un probléme inquiétant qui expose les patients a des
échecs de traitements par manque d’antibiotiques efficaces avec mise en jeu du pronostic
vital. Selon Basseray et al. (2000) deux facteurs favorisent I’émergence et la dissémination
de la multi-résistance : la pression de sélection exercée par les antibiotiques et une fois la

résistance acquise, la diffusion de ces bactéries par transmission croisee.

Le taux des BMR que nous avons isolé a partir de prélevement de pus 33,33% est
proche de celui rapporté par une étude effectuée a 1’hopital universitaire de Merrakech par
Arsalane (2010), qui a montré que parmi les sites infectieux a BMR, nous trouvons les

suppurations avec un taux de 21%.

En revanche une autre étude a été rapportée par Amhal (2017) a I’hopital militaire
Avicenne de Marrakech a montré que le taux de BMR dans les prélevements de pus peut
atteindre jusqu'a 50% de souches isolées. En effet, Cette proportion varie selon les hopitaux et
surtout selon le type d’activité des services hospitalier et la pression de sélection exercée par

une prescription fréquente d’antibiotiques a large spectre.

Dans notre étude la prévalence des SARM dans le pus est 22,22%. Selon Touati
(2013) cette prévalence est expliquée par la réalité que la formation de pus est I’'un des signes
les plus caractéristiques d’une infection, les pus qui sont positif résultent d’un traumatisme
suivi de contamination bactérienne. Une modification des conditions locales liées au déficit
du systéme immunitaire rendant un tissu sensible aux bactéries de la flore normale locale,
dans ce cas toutes les espéces bactériennes pathogenes et méme celles réputées non

pathogénes peuvent étre mises en causes.
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11.4. Résultats d’antibiorésistance des BMR

La figure 22 présente les résultats du test de céfoxitine des Staphylococcus aureus

résistantes a la meticilline (SARM).

Figure 22: Test de céfoxitine positif sur Staphylococcus aureus résistant a la méticilline

Le diamétre critigue de la céfoxitine qui offre les meilleures performances sur

I’ensemble des Staphylococcus aureus isolés est < 21mm.

La lecture ce fait aprés mesure des diameétres d’inhibition représenté comme suit : le diametre

d’inhibition est CX =19 mm, CX=0 mm (figure 22) donc se sont des souches CX résistantes.

La figure 23 démontre le résultat du test de synergie des BLSE chez Serratia
odorifera. Un test de synergie positif donne une image caractéristique, en « bouchon de
Champagne » entre les disques AMC et CTX. Un résultat positif est basé sur I’inhibition des
BLSE par l’acide clavulanique, et par conséquent I’augmentation de [Dactivité des

céphalosporines de troisiéme et quatrieme génération en présence d’acide clavulanique.

Figure 23 : Test de synergie « Bouchon de champagne » chez Serratia odorifera
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I11. Etude de I’effet antibactérien de Nigella sativa et Syzygium aromaticum

Selon Arora et Kaur (1999) ; Carovic-Stanko et al. (2010), lorsque le diamétre est
inférieur ou égal a 10mm, I"agent antibactérien n"a pas d’effet inhibiteur et la sensibilité de la
souche est nulle. Pour un diametre compris entre 10mm & 15mm, l"agent antibactérien
présente un effet modéré et la souche est de sensibilit¢ moyenne. Enfin, pour un diametre

supérieur a 15mm, ’agent est hautement actif et la souche est hyper sensible.

D’aprées les tableaux VII et VIII, I'huile essentielle de Nigella sativa et Syzygium
aromaticum présente une activité antibactérienne dose-dépendante significativement plus
active contre les bactéries a Gram positives (plus précisément Staphylococcus) que contre les
bactéries a Gram négatives, ce qui est cohérent avec les observations fréquemment rapportées
dans la littérature (Kokoska et al., 2008 ; Gholamnezhad et al., 2016) .

Cette disparité peut étre expliquée par différence structurale de la paroi bactérienne ou
les bactéries a Gram négatif ont une membrane externe ce qui rend leur paroi cellulaire
imperméable aux agents antimicrobiens (Abu-Al-basal, 2009). Ainsi la paroi des Gram
positif est composé uniquement du peptidoglycane ce qui les prédisposent a une importante

sensibilité aux agents antimicrobiens (Ogbonniaet al., 2008 ).

Tableau VII : Evaluation de I’activité antibactérienne de I’huile essenticlle de Syzygium

aromaticum sur les bactéries a Gram positif et négatif (Silvestri et al., 2010).

Des bactéries a Gram positif Des bactéries a Gram négatif
Sensible Sensible

Enterococcus faecalis Acinetobacter baumannii
Micrococcus luteus Escherichia coli
Staphylcoccus aureus Proteus vulgaris
Staphylococcus epidermidis Pseudomonas aeroginosa

Salmonella choleraesuis
Citrobacter freundii

Résistante Résistante

Bacillus subtilis Salmonella choleraesuis
Enterococcus faecalis
Streptococcus mutans
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Le tableau VIII montre evaluation de I’activité antibactériennne de Nigella sativa sur les

bactéries a Gram positif et négatif

Tableau VIII: Evaluation de I’activité antibactériennne de Nigella sativa sur les bactéries a

Gram positif et négatif

Bactéries a Gram positif

Bactérie & Gram négatif

Références

sensible
Staphylococcus aureus
Staphulococcus
epidermidis
Staphylococcus
coagulase négative

Streptococcus pyogenes

Resistant
Acinitobacter baumanni
Proteus mirabilis
Klebsiella pneumonie
Proteus vulgaris

Citrobacter freundii

Sensible

Pesudomonas aerogenosa

(Gholamnezhad, 2016)

Sensible
Bacillus cereus
Bacillus subtilis

Staphylococcus aureus

Sensible

Pseudomonas aerogenosa

(Singh et al,
(Ramadan, 2015)

2005)

Résistant

Pseudomonas aerogenosa

(Khan,1999)

sensible
Staphylococcus
épidermidis
Staphylococcus aureus

Bacillus cereus

(Kokoska et al., 2008)

sensible

Staphylococcus aureus

sensible

Escherichia coli

(Ali et Blunden, 2002).
(Bourgou et al., 2010)
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Cependant, peu de travaux sur ’effet antibactérien des huiles essentielles de Nigella
sativa et Syzygium aromaticum sur les BMR (BLSE et SARM). Pour cette raison, nous avons

réalisé une synthése des travaux réalisés sur d’autres bactéries autres que BMR.

De facon générale, l'action antibactérienne des composants des huiles essentielles peut se

produire de trois maniéres:

e En interférant avec la double couche de phospholipides de la paroi cellulaire; en
augmentant la perméabilité et la perte des constituants cellulaires.

e En modifiant une variété de systemes enzymatiques, y compris ceux impliqués
dans la production d'énergie cellulaire et la synthese de composants structurels.

e En inactivant et en détruisant le matériel génétique (Kalemba et Kunicka, 2003;
Delamare et al., 2007).

De nombreuses études, ont démontré que I’huile essentielle de clou de girofle est
fortement antibactérienne. Cette activité pourrait étre attribuée a son composé majoritaire qui
est "l'eugénol” (Valero et Giner, 2006), Par ailleurs 1’é¢tude de Rhayour (2002) a montré que
’activité bactéricide de I’huile essentielle débuterait par une fixation de ces molécules sur les
membranes bactériennes provoquant des altérations de structure et de perméabilité,
conduisant a la perte de constituants cellulaires due a une lyse importante des cellules

bactériennes.
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Conclusion

A la lumiére des résultats obtenus durant la réalisation de cette étude sur Iactivité
antibactérienne des huiles essentielles de graine de nigelle (Nigella sativa) et des clous de

girofle (Syzygium aromaticum) sur les BMR, nous avons constateé que :

Au total de 41 prélevements réalisés sur des patients hospitalisés et non hospitalisés,
nous avons remarqué une prédominance masculine avec une prévalence de 73,17% et que ces

infections touchent beaucoup plus les patients appartient a la tranche d’age 45-65 ans.

Parmi les diverses infections nous avons constaté que 1’infection du pied diabétique
occupe la premiere position avec une prévalence de 58,54%, ce qui explique la préoccupation
de service diabétologie. Aussi, nous avons révélé a partir de I’analyse bactériologique des

échantillons que la majorité des cas positifs provient de pus avec un taux de 37,04%.

Au terme de notre travail, 41 souches ont été isolées et identifiées dont la
prédominance des bactéries a Gram négatif avec 53,65% ou Escherichia coli et Klebsiella sp.
occupent la premiére place avec un taux de 17,07%. Suivi par des bactéries a Gram positif
d’une prévalence de 46,43%.

Sur I’ensemble des souches isolées, 10 souches ont éte révélées des BMR dont 17,07%
sont de type SARM et 7,32% de type BLSE.

Selon notre étude rétrospective, ’huile essenticlle de Nigella sativa et Syzygium
aromaticum, présente une activité antibactérienne significativement plus efficace contre les
bactéries a Gram positifs (Staphylococcus aureus est la plus sensible) que contre les bactéries

a Gram négatifs.

En perspective, nos résultats obtenus restent préliminaire méritent d’étre compléter par :
» Elargir la période de stage.
> Augmenter |’effectif des prélévements.
» 1l serait intéressant d’établir des protocoles d’investigation des bactéries multi-
résistantes et leur sensibilité aux huiles essentielles.
» Faire un feedback de notre résultat au niveau de tout les services et agent de
I’établissement afin d’impliquer tout le monde dans la lutte contre I’émergence des

bactéries multi-résistantes.
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Annexe |

Fiche de renseignements utilisée pour la collecte des données épidémiologiques

Fiche de renseignements

Type de prélevement :
Urine O Pus O

Vaginale o

Date de prélevement : ...,
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Annexe Il
Composition des milieux de culture

Gélose Chapman

Extrait de vIAnde. ........c.ooniiii e g
ChIOrure de SOIUML. . ...ttt e aee 75¢g
PP ONE. ..o e 10g
L] 10 FT 15¢g
1A 3 01210 10g
Rouge de phénol ... ..o e 0,025¢
Ph=7,4

Infusion de viande de DOBUT ...........ooiiiiii i e 39
HYArolySat 8 CASEINE .....c..oiviieieiie ettt e e ettt 17, 59
N 001 1o [ o SRR 1,59
N - | TSP SURRRPPRN 179
PH: 7.4

EXIFait de VIANGE ..ottt et et s sreesr e s e e teenteenee s 5¢
LT 0] (0] 0RO P VPR PPRTSPP 10g
(@8 g1 [0 g £= 30 [T To o [ 11 o o TSP 5¢
N - | PP OPRRPRR 209
PH: 7

11577 1 (0 11 20,0¢g
GIUCOSE . et 2,0¢g
Chlorure de SOIUM ... 5049
Dihydrogénophosphate de Sodium.............coooiiiii i, 259
pH=7,3

PrOtBOSE-PEPIONE. ... et 12,09
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EXIrait de leVUIE. ... e 300
Désoxycholate de SOdiUM...... ..o 9,09
0. T (01 PN 12,09
SACCNAIOSE. . . ettt 120¢g
SN, . 200
Bleu de bromothymol........ ... 65 mg
FUCKhSINE CIAE. ...\t e 100 mg
Thiosulfate de SOOIUM. ... i e 509
Citrate ferrique ammoniacal..............ooiiiii i e 159
Chlorure de SOIUM. ... e 509
o - | RPN 15,09
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Annexe 111

Galerie API 20F de Serratia odorifera

Annexe IV

Galerie API 20F de Proteus mirabilis
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Annexe VI

Galerie API 20E Klebsiella oxytoca

culture bacterienne

préparation d'une suspension bactérienne de l'eau
physiologique équivalente a 106 UFC/ml

encemencement de milieu MH par un ecouvillon
imbibé dans la suspension bacterienne

disposition des disques imbibé de 5uL de differentes
concentration de I'huile essentiel (un disque par chaque
boite).

diffusion pendant 2h & 4°C puis incubation pendant
24h a 37°C

==

Mesure des zones d’inhibition en cm

Annexe V

Les étapes de la réalisation d'un aromatogramme



