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Résumé

Depuis plusieurs années, les infections respiratoires présentent un probleme majeur de
la santé publique en raison de leurs fréquences et de leurs morbidités ; et durant cestrente
dernieres années nous assistons a une croissance de la fréquence des bactéries résistantes aux
antibiotiques. Face a la récurrence des infections difficiles a traiter dues a ces bactéries
pathogenes multi-résistantes, le renforcement de 1’arsenal des antimicrobiens faits partis des

préoccupations majeures de santé publique.

Notre étude consiste ; d’une part a I’isolement et 1’identification de 8 souches
bactériennes a 1’origine des infections respiratoires qui sont : A.baumannii, K.terrigena,
E.coli, S.marcescens, S.aureus, E.cloacae, P.aeruginosa, S.pneumoniae mais aussi évaluation
de la résistance ou la sensibilité de ces bactéries vis-a-vis des antibiotiques qui nous montre

une multi-résistance de la plupart des bactéries telle que A.baumannii et K.terrigena.

D’une autre part; notre étude s’intéresse aux effets antimicrobiens des plantes
médicinales c’est pour cela ; trois plantes ont été utilisées a savoir 1’Inula viscosa L., Salvia
officinalis L. et Myrtus communis L. Les extraits aqueux des feuilles de ces trois plantes ont
¢été testés sur les souches isolées, les diameétres des zones d’inhibition ont été mesurés (effet
antibactériens de ’ATB (NIT) égale a I’effet antimicrobien de 1’extrait du Myrtus communisL.
sur la souche K.terrigena avec une zone de 20mm). Nous avons testé aussi la combinaison
[antibiotiques-extrait aqueux]de chaque plante sur les souches isolées ainsi on a obtenus
comme résultat que les extraits aqueux des plantes respectivement Inula viscosa L. et Myrtus
communis L. ont un effet synergique sur les ATB (K, NIT et NIT, CAZ) pour les souches

(S.aureus, S.pneumoniae et S.pneumoniae, P.aeruginosa).

Mots clés : Antibiotique, Acinetobacter baumannii, Antibiogramme, Infection respiratoire,

Inula viscosa L.,.Résistance.



Abstract

For several years, respiratory infections have been a major public health problem due
to their frequency and morbidity; and during the last thirty years, we have witnessed an
increase in the frequency of bacteria resistant to antibiotics. Faced with the recurrence of
infections that are difficult to treat due to these multi-resistant pathogenic bacteria, the
reinforcement of the arsenal of antimicrobials is one of the major public health concerns. Our
study consists of; on the hand to the isolation and identification of eight bacterial strains
causing respiratory infections, which are A.baumannii, K.terrigena, E.coli, S.marcescens,
S.aureus, E.cloacae, P.aeruginosa and S.pneumoniae but also evaluation of the resistance or
the sensitivity of these bacteria vis-a-vis antibiotics which shows us a multi-resistance of most

bacteria such as A.baumannii and K.terrigena.

On the other hand; our study focuses on the antimicrobial effects of medicinal plants,
that is why; three plants were used namely Inula viscosa L .Salvia officinalis L. and Myrtus
communis L. The aqueous extracts of the leaves of these three plants were tested on the
isolated strains; the diameters of the zones of inhibition were measured (antibacterial effect of
ATB (NIT) equal to the antimicrobial effect of the extract of Myrtus communis L. on the
K.terrigena strain with an area of 20mm). We also tested the combination [antibiotics-
aqueous extract] of each plant on the isolated strains so we obtained as a result that the
aqueous extracts of the plants Inula viscosa L. and Myrtus communis L. respectively have a
synergistic effect on the ATBs (K, NIT and NIT, CAZ) for strains (S.aureus, S.pneumoniae et

S.pneumoniae, P.aeruginosa).

Key words: Acinetobacter baumannii, Antibiogram, Antibiotic, Respiratory infection,

Resistance, Inula viscosa L.
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Introduction

Dés sa naissance, ’homme est colonisé par une flore bactérienne commensale
comptant environ 10" bactéries; qui peuvent se transformer en bactéries pathogenes, lors d’un
déséquilibre de 1’organisme ou a cause d’une transmission exogeéne ; et qui peuvent étre
responsables de plusieurs maladies infectieuses et parmi eux on trouve les infections
respiratoires, qui sont des affections graves et fréquentes, qui en dépit de progrés de la
médecine en général, des moyens de diagnostic et de traitement en particulier demeurent un

probléme de santé publique.

Pour faire face a ces infections bactériennes, I’homme a fait recours a des substances
appelées «antibiotiques» qui sont capables d’empécher le développement et la progression de
ces bactéries pathogenes (Grace, 2011). Cependant l'utilisation excessive de ces substances a
contribué a 1'émergence et a la propagation des maladies résistantes aux antibiotiques. C’est
pourquoi on s'intéresse de plus en plus aux plantes comme sources d'agents pour lutter contre

les infections microbiennes, dont les infections respiratoires (Al-Snafilragi, 2019).

La phytothérapie est une discipline utilisée par ’Homme depuis des siccles et elle
présente aujourd’hui un important regain d’intérét. Ainsi ; ces médicaments d'origine végétale
font partie des soins de santé traditionnels dans la plupart des régions du monde pendant des
milliers d'annees (Chariandyet al., 1999) .Carles plantes contiennent de nombreux composés
biologiquement actifs, dont beaucoup se sont avérés avoir des propriétés antimicrobiennes
(Cowan, 1999).

Dans ce travail nous allons nous intéresser a 1’effet de quelques plantes médicinales
sur des bactéries responsables d’infections respiratoires provenant de nombreux services et
qui sont isolées et identifiées au niveau du laboratoire de microbiologie au CHU de Tizi-

Ouzou.
L’objectif de cette é¢tude est :

e Evaluation de I’antibio-résistance des souches isolées.

e [Evaluation de I’effet antibactérien de 1’extrait aqueux des plantes recueillies a savoir :
I’inule visqueuse, le myrte commun et la sauge officinale sur les bactéries isolées.

e Enfin ; étude de I’influence de la combinaison des extraits aqueux des plantes et les

antibiotiquessur I’effet antibactérien.
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1.1. Définition

L’infection respiratoire est définie comme étant toute atteinte brutale d’une ou
plusieurs organes & la fois de 1’appareil respiratoire & savoir, le nez, la gorge, la trachée, les
bronches ou les poumons. Ces infections sont contagieuses et sont transmises de maniere
directe via le contact d’une personne saine avec une personne contaminée ou bien de maniére

indirect par I’intermédiaire d’objets contaminés (Rabmananjar, 2018).

1.2. Les elements favorisant les infections respiratoires

De nombreux facteurs peuvent causer les infections respiratoires tels que le tabagisme,

les mauvaises conditions de vie, la mal nutrition, pollution de l’air ...etc. jouant un role

important dans la contraction de ces infections (Konrad et al., 2013).

D’autres facteurs sont plus « naturelles » correspondant aux facteurs climatiques tels que la
température, le vent et leur changement par exemple : ’exposition au froid, participent au
déclenchement des infections respiratoires (Tissott, 2009).

Fosses nasales

Rhinopharynx
Oropharynx
Hypopharynx

Larynx

Voies aériennes
supérieures

xuleyg

Epiglotte

-
~

>_ Voies aériennes
profondes

I'adulte (Schoévaért, 2016).

Figure 1 : Schéma de l'organisation de I'appareil respiratoire chez J

_— -
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1.3. Les types des infections respiratoires

Il existe deux types: les infections respiratoires hautes et basses regroupant différentes

maladies :
l Les infections respiratoires
. 7
Les infections respiratoires Les infections respiratoires
hautes : basses :

e Angine. e Bronchite.

e Sinusite. e Pneumonie.

e Otite. e Bronchiolite.

e Rhinopharyngite : e Maladie pulmonaire
L obstructive chronique
-aigué.

(BPCO).

-chronique.

Figure 2 : Schéma récapitulatif des types d’infections
respiratoires.

1.3.1. Les infections respiratoires hautes

Les infections des voies respiratoires supérieures (IVRS) sont des affections aigués
dues a une infection virale ou bactérienne touchant les voies respiratoires supérieures telles
que la bouche, le nez, la gorge, le larynx (boite vocale), I’oreille moyenne et la trachee (Grief,
2013).

Provoquant les pathologies suivantes :

\_r
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1.3.1.1. L’angine

C’est une Inflammation aigué des amygdales palatines d'origine virale ou bactérienne
.Elle se manifeste par un mal de gorge entrainant une difficulté a avaler et par de la fievre
(entre 38 °C et 39°C). Les angines virales ne sont en général pas compliquées et guérissent

spontanément sans traitement (Sabba, 2015).

Les angines bactériennes guérissent aussi sans sequelles mais dans quelques cas elles
peuvent se compliquer localement, ex: L’angine a streptocoque du groupe A béta
hémolytique (Sabba, 2015).

1.3.1.2. La sinusite

La sinusite correspond a une inflammation de la muqueuse d’un ou plusieurs sinus
causée par des virus et des bactéries. La sinusite aigue est définie par 1’apparition de
symptdémes de rhinosinus en moins de 72 heures associée a une cicatrisation obtenue
spontanément ou sous traitement en moins de 3 semaines. Tandis que la sinusite chronique
correspond a la persistance de symptémes rhinosinus permanents ou intermittents pendant

plus de 12 semaines (Papon, 2009).
1.3.1.3. L’otite

L’otite moyenne aigué est désignée comme une inflammation purulente de I’oreille
moyenne évoluant rapidement et associée a des signes d’inflammation locale ou systémique.
L’examen des oreilles montre une membrane tympanique rouge et bombée (Dowellet al.,

1998).
1.3.1.4. La rhinopharyngite

Elles se divisent en deux types :
1.3.1.4.1. La rhinopharyngite aigue

Elle peut étre I’expression d’infections virales ou bactériennes. La maladie se
caractérise au début par un picotement nasal, éternuements et sensation de téte lourde puis
rapidement suivie par une obstruction nasale, une anosmie et des céphalées. Les signes
géneraux disparaissent dans les jours qui suivent et La phase de guérison survient 5 a 8 jours

apres le début e la maladie (Jean-Paul et Belon, 2009).
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1.3.1.4.2. La rhinopharyngite chronique

La maladie s’exprime a des degrés divers, par une obstruction nasale continue ou
discontinue, des éternuements, perte de 1’odorat et par des céphalées. La persistance des
symptdmes, généralement supérieurs a 3 mois permet d’affirmer le caractére chronique (Jean-
Paul et Belon, 2009).

1.3.2. Les infections respiratoires basses

Les infections respiratoires basses forment un groupe hétérogene constitué de
bronchite aigue, d’exacerbation de broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO)
d’origine infecticuse et de pneumonie, qui touchent la trachée, les bronches et le parenchyme

pulmonaire (Philippart, 2006).
1.3.2.1. La bronchite

La bronchite, ou inflammation des bronches, se manifeste, sous forme aigué ou
chronique, par de la toux avec ou sans production d’expectorations ; elle peut se compliquer
d’infection plus étendue des voies respiratoires, mais se distingue d’une pneumonie par

I’examen physique ou une radiographie du thorax (Henderson, 2011).

La bronchite aigué (BA) et la bronchite chronique (BC) sont des entités distinctes bien
que les premiers symptomes puissent paraitre similaires. La principale caractéristique clinique

qui les distingue est la durée de la toux (Henderson, 2011).
1.3.2.2. La pneumonie

La pneumonie est une infection du parenchyme pulmonaire et se définit cliniquement
par un nouvel infiltrat radiologiquement détectable avec les symptémes cliniques
correspondant (une fievre importante avec des frissons ; une toux seche, des douleurs
Thoracique...). Il existe trois formes différentes de pneumonie : la pneumonie
communautaire (PAC), la pneumonie nosocomiale (pneumonie nosocomiale, HAP) et la

pneumonie avec immunosuppression (Pletz et al., 2012).

1.3.2.3. La bronchiolite

La bronchiolite aigué désigne une inflammation des voies respiratoires et une

obstruction des voies respiratoires inférieures et est causee presque exclusivement par une
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infection virale des enfants de moins de 2 ans. Généralement, les symptomes de la

bronchiolite commencent avec rhinite ou congestion et toux et peut évoluer vers des
symptomes d’augmentation de la détresse respiratoire (tachypnée, respiration sifflante...)
(Silver et Nazif,2019).

1.3.2.4. La maladie pulmonaire obstructive chronique (BPCO)

La broncho-pneumopathie chronique obstructive est une maladie respiratoire
chronique. Elle est due au tabagisme dans environ 80 % et elle est la 3¢me cause de morbidité
et de mortalité dans le monde. Elle est définie comme une maladie commune évitable et
traitable, caractérisée par une limitation persistante du débit de 1’air qui est généralement
progressive et associée a une réponse inflammatoire chronique accrue chez les voies
respiratoires et les poumons aux particules ou gaz nocif. Les exacerbations et les comorbidités

contribuent a la gravité globale chez les patients individuels (Caramori et al., 2016).
I.4. Le microbiote pulmonaire

Le microbiote pulmonaire se met progressivement en place aprés la naissance et il se
maintient, approximativement, & hauteur de 2 x 10° génomes bactérien par cm? de tissu
pulmonaire chez ’Homme. La faible abondance du microbiote pulmonaire semble étre un
indicateur de santé. Outre sa faible densité, le microbiote pulmonaire est caractérisé par des
flux constants d’immigration compensée par 1’élimination des microorganismes des voies
respiratoires inférieures, L’immigration résulte de 1’inhalation, des micro-aspirations et de la
dispersion par les muqueuses des micro-organismes issus de la sphére oropharyngee.
L’¢élimination ou le flux sortant de bactéries, s’effectue grace aux mouvements mucocilliaires,
les défenses de I’hdte (notamment par les cellules de I’'immunité innée comme les
macrophages alvéolaires) et la toux. Les poumons d’un individu adulte sain sont
colonisésprincipalement par deux phyla, les Bacteroidetes et les Firmicutes. Plus
specifiquement, les genres Streptococcus, Viellonella, Prevotella sont les plus abondants.
D’autres genres tels que Megasphaera, Porphyromonas, Fusobacterium, Gemella ou encore
Haemophilus sont également retrouvés dans le microbiote pulmonaire d’individus sains
(Elliotet al., 2021).
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Figure 3 : Les caractéristiques du microbiote pulmonaire
(Elliot et al., 2021).

Le microbiote pulmonaire est caractérisé par sa faible abondance et la balance
continuellement maintenue entre immigration et élimination microbienne. Les genres
Firmicutes et Bacteroidetes prédominent dans les poumons d’individus sains (Elliot et al.,
2021).
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I.5. Les caractéristiques des principaux germes responsables d’infections

respiratoires

Le tableau ci-dessous représente les caractéristiques des principaux germes responsables

d’infections respiratoires.

Tableau I :Les caractéristiques des principaux germes responsables d’infections

respiratoires.

Souche Caracteres Caracteéres Caracteéres
microbienne morphologique | culturaux biochimiques
Staphylococcus cocci, bactéries a aéro-anaérobie catalase positive+,

Aureus Gram positif, facultatif (De Buyser | coagulase+, fermente

immobiles, non et Sutra, 2005). le glucose mannitol
sporulés, +, indole -, urase
diplocoques, +producteurs
pigmentation dorée d’enzyme
de ses staphylocoagulase
colonies (Avril et al., (Monnier et Denis,
1992). 2007).
Streptococcus Cocci a Gram positif, | Aéro-anaérobie oxydase -, catalase -,
pneumoniae avec un aspect de facultatif, Exigeant, | Sensibilité a
diplocoque en sa culture nécessite | I’optochine, Lyse par
flamme de bougie, en | des facteurs de la bile et les sels
courtes chainettes, croissance, variation | biliaires (Saidani,
non sporulé, non de pH et de 2010).
capsulé et immobile. | température
(Nauciel , 2000). (Boukind, 2008).
Klebsseilla bacille, Gram aérobie-anaérobie catalase +, oxydase -,
pneumonia négatif, immobiles et | facultatif, Les fermente le glucose
capsulés (Sharon et | colonies apparaissent | avec production
Abbott, 2007). rondes bombées, de gaz, posséde une
d’aspect plus ou nitrate-réductase.
moins muqueux en K. pneumoniae est :
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18 heures, a 37°C VP +, LDC +, ODC -
(Clave,2013). , Indole -, Citrate +,
Urée + et fermente
de tres nombreux
sucres (Drancourt et
al.,2001).
Acinetobacter bacilles a Gram Aérobies strict ces catalase positive,
baumannii négatif d’aspect colonies sont hydrolyse de la
coccoide en phase convexes, a bords gélatine -, production
stationnaire, réguliers, souvent d’acide a partir de
immobiles, parfois translucides (Berche | glucose (Bouvet et
entourés d’une et Gaillard , 1988). Grimont, 1987).
capsule et dépourvu
de flagelles
(Doughariet
al.,2011).
Pseudomonas bacille, Gram Aérobie stricte, et oxydase+ catalase+
aeruginosa négatif, mobile, non | non exigeante. Les nitrate-réductase
sporulant de forme colonies sont larges, | (Avril et al.,2000).
droite ou légérement | petites et mucoides,
courbée (Eyquem et | caractérisé par une
al.,2000). odeur floral (Léon et
Michel, 1990).
Moraxella des batonnets, non exigeante, Catalase +oxydase
catarrhalis bacillaires et bombées, blanc- +nitrate et nitrite
coccoides Gram grisatres (Coffey et +asaccharolytique.
négatif al., 1967). (Doern et Morse,
habituellement 1980).
regroupés en courtes
chaines ou en paires.
(Garrityet al., 2005).
Haemophilus Gram-négative, Aeroanaerobies production d’indole,
coccoba-cillus facultatifs, activités
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influenza (Mariani-Kurkdjian | auxotrophes, enzymatiques uréase
et al., 2007). exigeants en et ornithine
facteurs de décarboxylase
croissance (LE (Kilian, 1976).
MINOR et
MICHEL, 1989).

10
_ = —



Chapitre 11

Les antibiotiques. '



Chapitre 11 : Les antibiotiques

’i—i‘

11.1. Définition

Les antibiotiques sont des substances d'origine naturelle, synthétique ou semi-synthétique, ils
agissent a faibles doses pour inhiber la croissance des micro-organismes ou pour les détruire

et ont deux effets essentiels (bactériostatique et bactéricide) :

e [’effet bactériostatique : ils empéchent la multiplication et inhibent la croissance
bactérienne.

e [’effet bactéricide :ils détruisent totalement toutes la flore bactérienne(ou certains
germes pathogeénes) d’une ou plusieurs especes, selon 1’étendue de son spectre

(Caruba et Jaccoulet, 2015).

11.2. Classification des antibiotiques

La classification des antibiotiques peut se faire selon :
11.2.1. Origine : les antibiotiques peuvent étre soit d’origine :
11.2.1.1. Naturelle : Elaborés par un organisme, par exemple : streptomycine, pénicilline.

11.2.1.2. Synthétique ou semi synthétique : Obtenus par synthése et hémi synthése,

quelques exemples :aminosides, sulfamides, Bétalactamines (KICHOU et al., 2020).
11.2.2. Nature chimique et mécanisme d’action

Les antibiotiques peuvent étre classés en fonction de leur structure de base en famille ces
derniers agissent sur les différents constituants de la bactérie, telle que la membrane
cytoplasmique, la paroi, la synthése des protéines ou la synthése des acides nucléiques
(Mohamadi, 2010).

e Les mécanismes d’action des grandes familles d’antibiotiques sur différents

composants des bactéries sont abrégés dans les tableaux ci-dessous :

11
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Tableau Il : Famille d’antibiotiques agissant sur la paroi bactérienne (KEBOUR et
MELIANI, 2018).

Famille Groupe Exemples Mode d’action
d’antibiotiques
Péname. Pénicilline G ont pour cibles différentes enzymes
Amoxicilline protéines liant les pénicillines ou
Ampicilline. PLP impliquées dans la formation
Carbapénémes. Imipenéme du peptidoglycane. La fixation des
Ertapeneme. B-lactamines a ces cibles entraine

Oxapénames ou | Amoxicilline +Acide | I’absence de polymérisation du

p-lactamines | clavams (acide clavulanique peptidoglycane et secondairement
clavulanique). Ticarcilline +Acide la synthésepar la bactérie
clavulanique. d’autolysines conduisant a sa mort.
Céphémes. Céfazoline Les B-lactamines sont donc
Céfoxitine bactéricides.
Céfotaxime.

Monobactames. Aztréonam.

Tableau 111 Familles d’antibiotiques agissant sur la syntheése protéique (Nauciel et
Vilde, 2005 ; Ziai, 2014 ; Epote Ewane, 2014).

Famille Antibiotique Mode d’action
Streptomycine Arrét de la synthese des protéines en se
Aminosides Kanamycine fixant sur la sous unité 30s du
Gentamicine. ribosome.
Doxycycline Fixation sur la sous unit¢é 30s du
Tétracycline Oxytetracyline ribosome, il en résulte une inhibition de
Glycylcyclines. la synthése protéique.
chloramphenicol Arrét de la synthése des protéines (en se
Phénicoles Thiamphenicol. fixant sur la sous unité 50s du ribosome
bactérien).

12
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Tableau IV :Familles d’antibiotiques agissant sur la synthése des acides nucléiques
(Nauciel et Vildé, 2005 ; Ziai , 2014).

Famille Antibiotique Mode d’action

Acide nalidixique Inhibition de la synthese de
Acide pipémidique I’ ADN bactérien par

Quinolones et Acide oxolinique action sur la topoisomérase 1l ou

Fluoroquinolone Fluméquine. de I’ADN gyrase
Ciprofloxacine (enzyme qui surenroule I’ADN
Ofloxacine bactérien et permet
Lévofloxacine ainsi son élongation).
Péfloxacine

Norfloxacine.

Rifampicine Inhibition de I’ADN polymérase
Rifamycine SV. ce qui provoque I’inhibition de la
transcription de ’ADN en ARNm.

Rifamycines

Tableau V :Famille d’antibiotique agissant sur la membrane cytoplasmique (Fauchere et

Auvril, 2002).
Famille Antibiotique Mode d’action
Polymixines Polymixine B Fixation sur les
Colistine phospholipides et

perturbation des

transferts transmembranaires
des nutriments. Mais

aussi, inhibition des
phosphorylations oxydatives

du métabolisme énergétique.

13
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Tableau VI :Famille d’antibiotique agissant sur la synthése de 1’acide folique (Nauciel C
et Vildé, 2005).

Famille Antibiotique Mode d’action
Sulfamides Sulfaméthoxazol Agissent sur la synthese des
folates par

inhibition de la déhydrofolate

réductase.
@ Inhibition de la synthése @ Inhibition de la synthése
de la paroi bacterienne de la membrane cytoplasmique

(3) Inhibition de la :
synthése protéique @ Inhibition de la
synthése de I'ADN

@ Autres meécanismes

Figure 4 : Les mécanismes d’action des antibiotiques sur la cellule

bactérienne (Pascal, 2014).

I1.2.3. Spectre d’activité
Il existe deux grandes catégories d’antibiotiques :

> Les antibiotiques a spectre large : sont des antibiotiques efficaces pour lutter contre
une vaste gamme de bactéries pathogeéne. lls sont utilisés lorsque la bactérie n’est pas
identifiée et que la pathologie peut étre due a différents types d’agents pathogenes.
Quelque exemple d'antibiotiques a large spectre couramment utilisés, soit en médecine
humaine, soit en médecine vétérinaire, exemple : sont I’ampicilline, I’amoxicilline, la
pénicilline, la tétracycline (Demoré et al., 2012).

> Les antibiotiques a spectre étroite : sont efficaces sur un nombre limité d’agents
infectieux. Ils peuvent cibler et tuer les bactéries a ’origine de la maladie tout en

laissant en vie les autres bactéries, qui peuvent étre bénéfiques. ces antibiotiques sont

14
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habituellement prescrits lorsque la bactérie a I’origine de I’infection est exactement
connue. Exemple : macrolides, amoxicilline, oxacilline (Demoré et al., 2012).
I1.2.4. Mode d’action

La classification des antibiotiques est basée, sur la modalit¢ d’action comme les
désinfectants les antibiotiques peuvent étre soit bactéricides, soit bactériostatiques (Singleton,
2005).

o [L’effet bactériostatiques signifie que 1’agent empéche la croissance des bactéries
(c'est-a-dire qu’il les maintient dans la phase stationnaire de croissance tandis que le
terme).

e L’effet bactéricide signifie qu’il tue les bactéries graces a une substance chimique qui
permet leur élimination totale (Pankey et Sabath, 2004).

Tableau VII : Les antibiotiques bactériostatiques versus bactéricides (Nemeth et al.,

2015)
Familles d’antibiotique a effet Familles d’antibiotiques a effets
bactériostatiques bactéricides
Glycylcylines, lincosamides, macrolides, Aminoglycosides, b-actams, fluoroquinilones,
oxazolidinones, streptogramins, glycopeptides, lipopeptides, nitroimidazoles,
sulphonamides. nitrofuranes.

11.3. Résistance bactérienne aux antibiotiques
11.3.1. Définition

La résistance bactérienne est définie comme 1’insensibilité bactérienne a I’action des
antibiotiques. En d’autres termes, toute bactérie qui n’est pas tuée ou dont la croissance n’est

pas inhibée par un antibiotique est dite « résistante » a cet antibiotique (RISSO, 2012).

11.3.2. Types de resistances bactériennes

Résistance bactérienne

Résistance naturelle Résistance acquise
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11.3.2.1. La résistance naturelle

C’est une insensibilite aux antibiotiques, existant naturellement chez toutes les
souches appartenant a une méme espéce bactérienne. Elle fait partie du patrimoine génétique
normal du germe. La résistance bactérienne naturelle est permanente, stable, d’origine
chromosomique et transmissible a la descendance. Elle peut étre due a la modification de la

cible pour I’antibiotique (Carle, 2009).
11.3.2.2. La résistance acquise

Elle correspond a la capacité d’une bactérie de s’adapter aux différentes actions menées

par les antibiotiques en modifiant son génome soit par :

e Mutation chromosomique (dont elle présente les caractéristiques).

e Acquisition de nouveaux genes a partir d’autres bactéries (transfert horizontal des
génes) par I’intermédiaire de plasmides, de transposons, ou d’intégrons (résistance
extra chromosomique) grace aux trois phénomenes génétiques a savoir: la
conjugaison (bactérie-bactérie), la transformation (bactérie-ADN libre) et la

transduction (bactérie-bactériophage) (Jarlier, 1999).

11.3.3. Mécanismes de résistance : il existe 5 grands mécanismes :

Impermeabilité aux antibiotiques

N Modification de la cible
Reésistance Par
ISR Reésistance par efflux
> Inactivation enzymatique

| Persistance des bactéries

Figure 5 : Schéma récapitulatif des différents

mécanismes de résistance chez les bactéries.
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11.3.3.1. Imperméabilité aux antibiotiques

La majorité des antibiotiques ont des cibles intracellulaires, Les bactéries ont adoptées
le mécanisme d’imperméabilité pour inhiber la pénétration des antimicrobiens a travers la
membrane. Ce phénomene est répandu chez les bactéries a Gram négatif pour lesquelles cette
diffusion concerne les tétracyclines, les fluoroquinolones ou les B-lactamines, et cela dépend

de protéines dites « porines » assurant la résistance par :
- Un changement dans le type de porines exprimées.
- Un changement dans le niveau d’expression des porines.

- Une mutation modifiant la spécificité de la porine (PAGES et al., 2008).
11.3.3.2. Modification de la cible

La substitution de la cible est un des mécanismes de résistance retrouvés chez la
bactérie a 1’égard de certaines familles d’antibiotiques telles que les sulfamides et le
triméthoprime. Les bactéries produisent deux types d’enzymes : chromosomiques sensibles et
plasmidiques résistantes. Une modification par mutation de la 19 dihydroptéroate synthétase
ou de la dihydrofolate réductase confére, respectivement, une résistance aux sulfamides ou au
triméthoprime (Garba, 2012).

11.3.3.3. Résistance par efflux

Repose sur une pompe présente au niveau de la membrane et qui est utilisée par les
bactéries comme mécanisme d’expulsion de composés considérés toxiques. Ces structures
protéique sont codéees par des genes présents chez toutes les bactéries, cet efflux permet la
diminution de la concentration intracellulaire des antimicrobiens (Boulant et al., 2020).

Ces protéines peuvent étre des transporteurs drogues spécifiques (géne codant :
plasmides ou transposons) et permettre une résistance vis-a-vis d’une seule classe
d’antibiotiques ou au contraire responsables de multidrug résistance (MDR) (retrouvé sur
élément génétique chromosomique). Pour fonctionner, les pompes d’efflux utilisent 1’énergie
fournie par dissipation d’un gradient de protons, d’ions sodium ou encore par hydrolyse

d’ATP (Bador, 2013).
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11.3.3.4. Inactivation enzymatique

La bactérie développe la capacité d’inactiver 1’action des antibiotiques par la syntheése
d’enzymes et ce avant qu’ils n’atteignent leur cible. Une stratégie alternative utilisée par de
nombreuses bactéries et dans ce contexte Plusieurs classes d’antibiotiques sont inactivés par
ces enzymes dont les béta-lactamines, les aminosides et les phénicolés. L’enzyme provoque la
perte d’activité de 1’antimicrobien en modifiant le noyau actif soit par clivage ou par ajout

d’un groupement chimique en I’empéchant de se lier a la cible (Everettet al.,1996).

11.3.3.5. Résistance par persistance des bacteries

Lors d’un traitement antibiotique, une petite fraction de cellules bactériennes, dites
persistantes, ne sera pas tuée et peut revenir a 1’état normal et se multiplier une fois le
traitement achevé. Ce mécanisme de résistance implique la diminution du métabolisme

bactérien, ainsi les antibiotiques ciblant une étape du métabolisme ont peu d’effet.

Parmi les mécanismes de résistance découverts récemment on peut citer entre autres :
La métallo-B-lactamase NDM-1 : cette enzyme a pour la premiére fois €té identifiée en 2008
sur deux souches bactériennes Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli.

Le gene de résistance blaNDM-1 est porte par des plasmides. Ce géne codant pour une
B-lactamase structurellement trés différente des autres, mais capable de la méme fonction
d’hydrolyse des Bétalactamines (Ziai, 2014).
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Figure 6 : Les différents types de résistance bactérienne aux
antibiotiques (Duval et al., 2019).
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[11.1. Myrtus communis L .

I11.1.1. Historique

Myrtus communis L. dite myrte commun est une plante méditerranéenne connue sous
le nom berbére de Tarihant, en corse sous le nom de morta ou mortula et en espagnol sous les
noms d’arrayan, mirto, mortella, mortin. Réputé pour son action antiseptique, il occupe une
place importante dans I’histoire. , issue de la famille des myrtacées, qui ne comprenne
aujourd’hui que deux espéces : le myrte commun (Myrtus communis L.) et Myrtus nevellei
(LIEUTAGHI,1999).

Traditionnellement, les hippocratiques, au V°siécle, employaient le myrte (Myrtus
communis L. ; myrtacées) en astringent et vulnéraire. Les Latins en faisaient presque une
panacée, l'indiquant spécialement pour réparer les muscles froissés, les luxations et les
fractures. Au IX® siécle, en préparait un sirop réputé. Avicenne, Persan du XI° siécle, y voyait
le meilleur reméde des maladies pulmonaires et de la toux. Jusqu'au XVI11° siécle, I'arbrisseau
gardera une place de choix dans les pharmacopées, surtout méridionales. Tres riche en tanin,
le myrte contient aussi des résines, un principe amer utile dans les catarrhes bronchiques, il a
aussi donné des résultats dans la gangréne pulmonaire, la tuberculose ; peut aussi étre
employé en usage externe telle que lI'eczéma sec, le psoriasis, les plaies, les ulcéres, ou en
injections dans la leucorrhée (LIEUTAGHI, 1999).

Aujourd’hui, le potentiel biologique de I’huile essentielle a été également étudié et a
montré un pouvoir anti-inflammatoire intéressant. Cependant, ces molécules restent
mystéricuses et leur spectre d’action biologique est méconnu. Du mystere au défi scientifique,
la valorisation de cette biodiversité doit demeurer une préoccupation majeure pour le
développement durable. De nouveaux travaux de recherche et développement s’imposent

donc pour €élucider les secrets de cette espéce (Bouzabata, 2013).
111.1.2. Définition

Le Myrte sous le nom latin de Myrtus Communis L. ; appelé aussi Nerte, est un arbuste
dicotylédone des régions chaudes, a petites feuilles persistantes, a fleurs blanches odorantes
(Barboni, 2006).
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111.1.3. Description

Cette arbrisseau des montagnes, trés répandu dans le nord du pays ; est reconnaissable
a ses rameaux anguleux, a ses feuilles ovales et alternes a 1’aisselle desquelles poussent des
fruits d’abord verts, puis rouges, enfin violet-noir. A maturité, ceux-ci sont recouverts d’une
fine poussiére blanche et ont une saveur trés agréable, poussant en colonies sur les sols

siliceux, riches en résidus organiques (Gardeli et al., 2008).

Figure 7 : Le myrte commun (Sophie, 2003). J

I11.1.4. Classification :

e Selon (Cronquist, 1981) :

Regne » Plantae

Sous-regne »| Eucaryote

Embranchement » Spermaphytes

Sous-embranchement »| Angiospermes

Division » Magnoliophyta

Classe >| Dicotylédones |

Ordre » Myrtales

Famille »| Myrtacées

Genre » Myrtus

Espece .l Myrtus communisL
o a2
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111.1.5. Usage industriel et médicinal du Myrtus communis L.

111.1.5.1. Feuilles

-Préparation des aliments, liqueurs, aromatisation de la viande et des sauces.
-Parfum et préparation cosmétique.
-Tonique capillaire et stimulant.

-Médicament utilisé par voie orale comme antiseptique, anti-inflammatoire, laxatif,
analgésique, agent hémostatique et externe pour la cicatrisation des plaies (Messaoud et al.,
2012).

111.1.5.2. Fruits

-Préparation des aliments - liqueurs, aromatisation de la viande et des sauces.

-Médicament ;également utilisé par voie orale pour les maladies infectieuses telles que la
diarrhée et dysenterie et externe pour les maladies de la peau et la cicatrisation des plaies
(Messaoud et al., 2012).

111.1.5.3. Bronches

-Médicament : remede contre l'asthme, l'eczéma, le psoriasis, la diarrhée, troubles gastro-
intestinaux et infections urinaires, administré oralement ; appliqué par inhalation et en externe
(Ziyyat et al., 1997).

111.1.5.4. Fleurs

-Médicament — contre les varices et pour la préparation capillaire lotions a usage externe
(Floch, 1983).

I111.2. Salvia officinalis L.
I11.2.1. Historique

La Sauge est une des plantes sacrées des anciens, Connue depuis I'Antiquité, les
Romains la recommandaient pour ses propriétés chauffantes et astringentes ainsi qu’en cas de

toux, d’enrouement, pour faciliter 1’accouchement et combattre les ulceéres. On ignore a
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quelles espéces de sauge ils faisaient référence. Le nom latin Salvia est dérivé de salvare «

sauver, guérir » et salvere qui signifie « étre en bonne santé », qui a donné le mot « sauge » en
francais le nom d’espéce «officinalis » signifie que la plante est utilisée en pharmacie
(officine) (Claudie et al.,2020).

La sauge était aussi probablement déja utilisée par les anciens Egyptiens pour traiter

les maladies abdominales, les maux de dents et 1’asthme (Claudie et al.,2020).

Chez les Gaulois, elle était considérée comme étant une plante merveilleuse et trés
efficace. Les druides l'utilisaient pour ses propriétés et la jugeaient méme capable de
ressusciter les morts. C'est probablement au Moyen-Age que la Sauge franchit les Alpes dans
les bagages des moines Bénédictins et gagne I'Europe, A I'époque des grandes épidémies de
peste (Claudie et al.,2020).

La sauge est encore de nos jours utilisée et souvent associée a d'autres plantes pour la
préparation de divers remedes : sirops, décoctions, infusions et pommades (Claudie et
al.,2020).

111.2.2. Définition

Salvia officinalis L. (Sauge officinale) est une espéce végétale appartenant a la famille
des Lamiacées (sous-famille des Népétoidées, tribu des Menthées) originaire des régions
méditerranéennes, caractérisée par une longue histoire d'utilisation médicinale et culinaire.
Dans les temps modernes, largement utilisée dans l'industrie de la transformation des
aliments, ainsi que pour les cosmétiques et la parfumerie, mais s’appliquent également au

domaine de la santé humaine (Smach et al., 2015).
111.2.3. Description

Cette plante vivace est originaire de la méditerranée orientale, préférant les terrains
chauds et calcaires, elle est spontanée et cultivée dans tous les bassins méditerranéens, de
I’Espagne a la Turquie et en Afrique de nord ; composée des feuilles lancéolées gris verdatre,
épaisses et rugueuses a fleurs d’un bleu violacé groupées en verticilles paucifloresmesurant 2—
4 mm de long a partir du pédicelle. Elles fleurissent de mars a juillet selonl'habitat et les

conditions climatiques, ces racines sont brunatres et fibreuses (Tutinet al., 1968).
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L Figure 8 : La sauge officinale (Sophie, 2003). j

111.2.4. Classification :

e Selon (Cronquist,1981) :

Regne » Plantae

Sous-regne »| Tracheobionta

Division » Magnoliophyta

Classe » Mangnoliopsida

Sous classe » Asteridae

Ordre »| Lamiales

Famille » Lamiaceae

Genre »| Salvia

Espece » Salvia officinalis. L
N — i
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111.2.5. Usage industriel et médicinal de la sauge

Dans l'alimentation : comme plante aromatique aprés avoir infusé les feuilles ou en
confiture (fleurs).

En produit de beauté : contre les problemes liés a la peau grasse et/ou acnéique (eau
florale de sauge), pour réduire les pellicules, pour rendre les cheveux plus brillants ou comme

fixateur de parfum (feuilles sechées).

En médicine pour :

e Réguler la transpiration.

e Soulager morsures et pigdres grace au pouvoir astringent des feuilles fraiches.

e Calmer les démangeaisons.

e Soulager les maux de gorges et les aphtes (infusion utilisée en gargarisme ou en bain
de bouche).

e Réduire la toux bronchigue grace a son action anti-microbienne (huile essentielle).

e Apaiser les personnes en cas de stress.

e Calmer les maux destomac, atténuer les douleurs intestinales, réduire les
ballonnements.

e Réguler le cycle menstruel et diminuer le syndrome prémenstruel.

e Atténuer les troubles liés a la ménopause comme les bouffées de chaleur ou la

transpiration excessive diurne et nocturne.

Certains des bienfaits de la sauge sur la santé ont été validés par des études scientifiques.

Pour d'autres, des recherches sont en cours (Sophie, 2008).

111.3. Inula viscosa L.

111.3.1. Historique

Dittrichia viscosa L. est une plante d'un intérét considérable, compte tenu de sa
répartition dans toute la région méditerranéenne, de son adaptation a une large gamme de
conditions de stress, et de ses diverses utilisations dont la phytoremédiation, ainsi que son réle
d’un bio-accumulateur et un bio-indicateur. De plus, compte tenu de son caractére
entomophile, il a un grand potentiel d'utilisation dans la lutte intégrée contre les ravageurs des

agro-écosystemes méditerranéens (Parolin et al., 2014).
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En effet, il a été prouvé que D.viscosa joue un role exceptionnel dans : le maintien et

I'expansion des populations de mérides prédateurs dans différents agro-écosystemes (Alomar
Oet al., 2002) et comme réservoir de parasitoides de pucerons (Kavallieratos NG et al., 2002)

et d'acariens phytoseiides (Tixier et al., 2000).

Cependant, il convient également de noter que D. viscosa peut augmenter la présence
de phytophages, tels que les aleurodes (Parolin et al., 2014). Dans les oliveraies, de
nombreuses études sont en cours sur le réle joué par différents types de végétation dans la
lutte biologique contre les ravageurs et d'autres services éco-systémiques régulateurs, tels que

la fertilité, I'érosion et la pollinisation (Villa Serrano, 2016).

L'espéce végetale D.viscosa associée aux oliveraies, présente un intérét considérable
par rapport a son réle dans la lutte contre les ravageurs de l'olivier, car ses fleurs sont
attaquees par le Myopites stylatus, producteur de galles. Ses larves sont parasitées par
Eupelmus urozonus (Hymenoptera : Eupelmidae), qui a son tour parasite la mouche de
I'olivier Bactrocera oleae, (Diptera : Tephritidae), I'un des principaux ravageurs de l'olivier
(\Valle Tendero et al., 2005 ; Warlop, 2006).

111.3.2. Définition

Dittrichia viscosa L. est une plante pérenne dont I’ancien nom du genre (Inula) au
quelle appartenait 1’espéce viendrait du grec : Inéo qui signifie-je purge (Allusion a une
propriété thérapeutique de la plante) et viscosa veut dire visqueuse, d’ou vient le nom «
Aunée visqueuse». Inula : viendrait du grec : In€o, qui signifie « je purge » allusion a une
propriété thérapeutique de la plante, Viscosa : il signifie « visqueuse » (Merghoub N et al.,
2011).

111.3.3. Description

L’inule visqueuse est une plante herbacée, annuelle, vivace, visqueuse, a odeur forte, a
feuilles alternes, présentant des capitules jaunes. On la trouve sous forme de buissons hauts,
d’une longueur de 50 cm a 1 m, ligneuse dans sa partie inférieure. Les feuilles sont ondulées,
dentées, aigues, rudes, recouvertes sur les deux faces de glandes visqueuses, qui dégagent
pendant la phase végétative une odeur acre. Les feuilles caulinaires sont amplexicaules (elles

entourent complétement la tige) et sont plus largement lancéolées (AIT-YOUSSEF, 2006).

La floraison commence a partir du mois de septembre. Les fleurs sont toutes fertiles et

de couleur jaune. Les fleurs périphériques sont liguliformes, alors que celles du centre sont
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tubulaires. Le fruit est un akéne cylindrique présentant au sommet une aigrette simple (AIT-
YOUSSEF, 2006).

Figure 9 : L’inule visqueuse (Sophie, 2003). |

111.3.4. Classification :

e Selon (Fournier et al., 1947)

Embranchement » Spermaphytes
Sous-embranchement > Angiospermes
Classe > Dicotylédones
Sous classe »| Gamopetales
Ordre » Campunulales
Famille »| Compositae
Genre » Inula

Espece » Inulaviscosa L.
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111.3.5. Usage industriel et médicinal de I’inule visqueuse

111.3.5.1. Feuilles

Les feuilles de I’inule visqueuse secrétent un mélange de résines tout au long de la
durée de leur vie. Ces exsudats se composent de plusieurs flavonoides aglycones ainsi que de
nombreux terpénoides. Ils ont une activité allélopathique et un effet inhibiteur vis-a-vis des
microorganismes phytopathogenes. Ces feuilles sont utilisées en cataplasme pour traiter les
abceés, la gale, les dermatoses, les furoncles, les ulcéres, les gergures. Elles sont aussi utilisées

comme cicatrisant des plaies cutanées (Hmamouchi M, 2001).

111.3.5.2. Racines

Caractérisées par la présence I’inuline, sa richesse en ce fructose extrémement nutritif
expliquerait son usage traditionnel pour faire grossir, dés lors qu’elle renforcerait et
augmenterait la vitalité de I’estomac et de I’intestin, améliorant ainsi 1’appétit. Elle est aussi
un anti emétique. (YANIZ, 1987) a mis en évidence ’action hypoglycémiante d’l.viscosa en

infusion chez I’homme diabétique (Yanivet al., 1987).
111.3.5.3. Fleurs

On utilise les fleurs séchées pour en faire des tisanes ou pour extraire I'huile
essentielle, pour traiter les rhumatismes, les maladies du systeme urinaire, les bronchites, les

troubles digestifs et le paludisme (Bellakhdar, 1997).

28


http://www.mpedia.fr/436-paludisme.html

Partie 11
Partie expérimentale







Matériel et méthodes

’i—i‘

Cette partie comporte deux études distinctes réalisées en parallele pendant la période

allant du mois d’avril au mois de juillet 2022.

e Prélevement, isolement et identification des souches bactériennes causales des
infections respiratoires issues de plusieurs unités au niveau du laboratoire de
microbiologie du Centre Hospitalo-universitaire de Tizi-Ouzou.

e Tester la résistance ou la sensibilité des souches préalablement isolées vis-a-vis des
trois plantes utilisées au niveau du laboratoire de recherche en biochimie analytique et
biotechnologie (LABAB) de I’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

I. Matériel

I.1. Matériel végétal

Pour la réalisation de ce travail Les feuilles de trois plantes ont été récoltées a savoir :
inula viscosa L. (avril 2022)

salvia officinalis L. ( mars 2022 )

myrtus communis L. (mai 2022 )

La récolte s’est faite dans deux régions : Oued fali (inula viscosa L. ) et Mekla (salvia
officinalis L), (myrtus communis L). dans la wilaya de Tizi-ouzou dans la période allant du

mois de mars au mois de mai 2022.

La cueillette s’est faite a 1’aide de ciseaux et mises dans un sachet pour pouvoir les transporter

1.2. Souches microbiennes utilisées

Les souches bactériennes pures que nous avons Vvérifié la pureté en utilisant le milieu
sélectif et en s’appuyant sur une coloration de gram, ces souches sont issues des prélévements
d’infections respiratoires humaines ont été isolées, identifiées et testées vis-a-vis
d’antibiotiques, au niveau du laboratoire de microbiologie du CHU de Tizi-Ouzou ; afin de

tester 1’activité antibactérienne des extraits des plantes.

Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae,

Klebsiella terrigena.

1.3. Milieux de cultures : Les milieux de culture utilisés dans ce travail sont présentés
dans le tableau ci-dessous :
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Tableau IX : Différents milieux de culture et leurs utilisations.

Milieux de culture Utilisations
Chapman Isolement de S.aureus
Hektoen Isolement de : P.aeruginosa,

K.terrigena et E.cloacae

Gélose au sang cuit Isolement de S.pneumoniae
Gélose au sang frais Isolement de S.marcescens
Chromogéne Isolement d’E.coli
Bouillon lactosé (BCP) Isolement d’A.baumannii
Gélose nutritive Repiquage des souches

bactériennes

Gélose Muller Hinton Antibiogramme

I.4. Les Antibiotiques

Colictine(CL), amikacine(AK), ceftazidime(CAZ), ticracilline+acide
clavulanique(TCC), tobramycine(TM), doxycyline(DO), lévofloxacine (LEV), ticarcililine,
nitrofurantoine  (NIT),  amoxicilline+acide  clavulanique =~ (AMC),  céftotaxime
(CT),tobramycine(TOB), ertapeéneme(ETP),lévoflaxacine (LE), clindamycine
(DA),pénicillineG(P),kanamycine(K),acidenaldixique(NA),ampicilline(AMP),fosfomycine(F
O),ceftriaxone(CTR),céfazoline (CZ), impéneme (IPM), gentamycine (GEN), ciprofloxacine
(CIP),ticracilline  (TIC),sulfaméthoxazole  (SXT),acide naldixique (NA),oxacilline
(OXS),teicoplanine(TEC),chloramphénicol (C),triméthoprime/sulfaméthoxazole(COT),azithr
omycine(AZM),vanocomycine (VA), cefoxitine (FOX), ticarcilline (TIM), céfépime (CEP),
Pipéracilline (PI/PIP), ertapénéme (ETP), rifamycine (RIF).
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Il. Préparation des poudres des plantes

L’utilisation des plantes a été précédée par les étapes suivantes pour chaque plantes :

l Séchage

/

Myrtus communis L. J Inula viscosa L. J Salvia officinalis L. J

Filtration

Conservation

Figure 10 : Schéma récapitulatif des étapes a suivre pour 1’obtention
des poudres a partir des plantes.
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e Le séchage : les feuilles des plantes ont été séchées a 1’air libre, a I’abri de la lumiére

et a température ambiante, afin de pouvoir conserver le maximum de métabolites
secondaires des plantes.

e Le broyage : une fois séchées, les plantes sont ensuite broyées a 1’aide d’un broyeur
électrique.

e La filtration : le broyat obtenu est tamisé dans une passoire, le produit résultant est
une poudre préte a I'utilisation.

e La conservation : cette poudre est conservée dans un flacon en verre, a ’abri, de
I’humidité et la lumiere jusqu'a utilisation.

I1.1 Préparation des extraits aqueux

Pour la préparation des extraits aqueux des plantes on utilise la maceération ; pour cela
20 g du matériel végétal broyé est macéré dans 200 ml d’eau distillée (ED) et laiss¢€ a une
température ambiante (TA) a I’abri de la lumiére et de I’humidité, sous agitation continue,
pendant 24h.
Le macerat a subit une double filtration sur coton hydrophile et sur papier wattman N°1. Le
filtrat obtenu est ensuite mis dans quatre cristallisatoirs a raison de 10 ml dans chacun. Les
cristallisatoirs sont immédiatement mis au congélateur a -80C° pendant 24h. Apres
congélation, le filtrata été lyophilisé dans un lyophilisateur.

Le lyophilisat est récupéré dans des flacons en plastique hermétiquement fermes et

conservés a -4°c jusqu’a la réalisation des tests microbiologiques.
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20g de poudre de feuilles d’une des
trois plantes + 200 ml d’eau

¢

Macération 24h T° ambiante+
obscurité+ agitation

=

Filtration du macérat

=

[ Filtrat aqueux ]

=

Lyophilisation ]

-

[ Lyophilisat conservé a 4°C J

Figure 11 : Schéma récapitulatif des différentes étapes
d’exaction aqueuse.

I11. Les souches microbiennes

Des souches bactériennes issues des prélévements d’infections respiratoires humaines
ont été isolées, identifiées et testées vis-a-vis d’antibiotiques, au niveau du laboratoire de

microbiologie du CHU de Tizi-Ouzou.

111.1. Prélevement

Des prélévements réalisés a partir de crachats, de gorges, prélevements bronchiques,
écoulements nasales, lésions buccales, lésions du musette des patients atteints d’infection

respiratoire haute ou basses.
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111.2. Isolement

Tous les prélevements analysés durant cette étude sont passés par une étape

d’isolement.

Le prélevement de crachat, peut étre directement ensemencé sans dilution au
préalable ; Par contre ceux de gorges et prélevements bronchiques ; un volume de 1ml d’eau

physiologique a été ajouté.

L’isolement se fait en stries, avec la méthode de cadrant sur les milieux de cultures
suivants : GSF, GSC, BCP, CHAPMAN et Hektoen, les boites de pétri sont ensuite incuber a
37°C pendant 24 heures. Une purification des souches a été réalisée en procédant a des

repiquages successifs.
111.3 Identification

L’identification des souches bactériennes citées est basée surtout sur 1’étude de leurs
caracteres morphologiques et biochimiques.
I11.3.1Caractéres microscopiques

Cette étape consiste a étudier des caractéres morphologiques visible a 1’oil nu, tels que
la couleur, le contour, la forme...etc.
111 .3.1.1 La coloration de Gram

La coloration de Gram est la méthode de coloration la plus utilisée en bactériologie
médicale ; elle permet de colorer les bactéries et de les distinguer a I'examen direct par leur
aptitude a fixer le violet de gentiane (Gram +) ou la fuschine (Gram -) (Lachal et Bouchkima,
2020).
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Figure 12 : Schéma descriptif de la méthode de coloration de Gram. J
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111.3.2 Caracteres biochimiques

Pour une identification biochimique des bactéries retenues, une Galerie API 20E est

utilisée, en plus de quelques tests de la galerie.

111 .3.2.1 Test d’oxydase

Le test de I’oxydase est un test de détection de 1I’enzyme cytochrome oxydase chez les
bactéries Gram négative qui produisent cette enzyme, telle que Pseudomonas. Ce test a été
réalisé a I’aide des Disques Oxydase (OX) qui sont des disques de papier absorbant imprégnés

de N, N, N’, N’-Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride.

Development of deep purple

oxidase Test color within 10 ::nnnhds

s S
S / Oxldasze
Positive

e — t ) ) e \~.,_ \/

; Oxi ’ e D ¢ Oxidage
Bacterlal Culture FICABE: IS0 Negative

Figure 13 : Procedure du test oxydase.

e Réaction positive coloration bleu foncé a violet apparaissant dans un délai de 30
secondes.

e Réaction négative absence de coloration au-dela de 30 secondes.

111.3.2.2 Test de coagulase

Le test coagulase différencie les souches de Staphylococcus aureus des autres especes
a coagulase négative (SCN). La coagulase est une protéine semblable a une enzyme qui
provoque la coagulation du plasma en convertissant le fibrinogéne en fibrine. Le test de
détection consiste a incuber pendant 4 heures a 37°C un mélange de plasma et de la souche a
tester. Une réaction positive est désignée par I’apparition d’un caillot est en inclinant le tube

90°.

35



Matériel et méthodes

’i—i‘

Coagulase Tube
Test Clot formation Test
|
~L,‘ [ Clot .
(‘\3 ( ) Formation
Coagulase Coagulase \t
Negative Positive - § :
i c | |
Slide Test N‘;Sg;—'ivaese gg:ic#\x,gse

Figure 14 : Procedure du test coagulase. J

111 .3.2.3 Test catalase

La détection de la présence de la catalase chez les bactéries est essentielle pour
différencier les Staphylococcaceae et Micrococcaceae catalase-positive des Streptococcaceae
catalase-négative. Pratiqguement toutes les bactéries a gram négatif sont catalase positif.
L’enzyme catalase sert a neutraliser les effets bactéricides du peroxyde d’hydrogene. La

catalase accélére la décomposition du peroxyde d’hydrogéne (H,O,) en eau et oxygene
Cette réaction est évidente par la formation rapide de bulles (effervescence).

Ce test consiste a déposer une goutte d’eau oxygénée sur une lame puis déposer une ou des

colonies isolées de la souche a tester.

» Réaction positive signifie I’apparition des bulles.

[ Catalase Test ]

- e
+ - == |
L2 3% H0. , = 3% H20. )
Catalase Negative I Tube Method I Catalase Positive

(Bubble Present)

(No Bubble)

(>

3% H30>

+
3% HzOz‘i

Catalase Negative | Slide Method I Catalase Positive
(No Bubble) (Bubble Present)

Figure 15 : Procédure du test catalase. J
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111.3.2.4 Test de TSI

» Principe

La mise en évidence de la fermentation des trois sucres (saccharose, lactose, glucose), et

I’appréciation de la production ou non de gaz d’H,S.

» Technique

-L’ensemencement est réalisé par piqure centrale dans le culot puis par stries sur la pente.

-La lecture se fait apres 24 heures d’incubation a 37°C.

TSI

Figure 16: Méthode d’ensemencement d’un tube J

111.3.2. 5 Galerie APl 20E

» Principe

La Galerie API est une galerie miniaturisée et standardisée (DO =625nm) de tests
biochimiques, exploitable avec des bases de données d’identification complétes dont la plus

connue est I'API 20E (20 caractéres pour les entérobactéries).

Dans I'API 20E, la bande de plastique contient 20 mini-chambres (Puits) de test contenant
des milieux déshydratés ayant des compositions chimiquement définies pour chaque test. IIs
détectent généralement une activité enzymatique, principalement liée a la fermentation des

glucides ou au catabolisme des protéines ou des acides aminés par les organismes inoculés.
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Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages de

couleurs spontanés ou révélés par I’addition de réactifs.

. reeﬂ
Wy

d /

i G/

A \ & J
‘\QQC_LQLU ti’&/‘h TOA—TND W‘Wm “INO SOR ® AHA BAC MEL & AMY ARA

Figure 17: La galerie API 20E. J

» Technique

Preparation de la galerie

e Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation.

e Répartir environ 5 ml d'eau distillée dans les alvéoles pour créer une
atmosphére humide.

e Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite (Ne pas
inscrire la référence sur le couvercle, celui-ci pouvant étre déplacé lors de la
manipulation).

e Sortir la galerie de son emballage Puis Placer la galerie dans la boite

d’incubation.
> Préparation de I’inoculum

Ouvrir une ampoule d’API ou utiliser un tube contenant 5 ml d'eau physiologique
stérile ; a l'aide d'une pipette, prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé (18-24
heures), puis réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les

bactéries dans le milieu.
» Inoculation de la galerie

Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a l'aide de la méme

pipette :
-pour les tests CIT, VP et GEL, remplir tube et cupule.

-pour les autres tests, remplir uniquement les tubes (et non les cupules).
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-pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE créer une anaérobiose en remplissant leur

cupule d'huile de paraffine.

e Refermer la boite d'incubation.
e Incuber a 36°C £ 2°C pendant 18-24 heures.

> Lecture

Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au Tableau de Lecture de
I’identification des souches obtenue a I’aide du tableau d’identification du catalogue

analytique.

111 .3.3 L’antibiogramme

L’antibiogramme est un examen de laboratoire visant a déterminer la sensibilité d’une
bactérie a différents antibiotiques. En mettant en contact des bactéries avec plusieurs
antibiotiques, 1’antibiogramme permet de voir quels sont les antibiotiques qui inhibent la

croissance bactérienne et qui seront efficaces pour traiter I’infection.

> Préparation de ’'inoculum
e A partir d’une culture de 18 h, nous préparerons une suspension bactérienneen
solution de 1’eau physiologique stérile.
o Standardiser la suspension.

> Ensemencement (par écouvillonnage)
e Ensemencer par écouvillonnage le milieu Muller Hinton avec la suspension déja
préparée.
e Déposer avec une pince stérile les disques d’antibiotiques et appuyer légérement sur
les disques afin de s’assurer du bon contact entre les disques et le milieu.
e Incubation pendant 24h a 37°C.

> Lecture
Mesurer le diametre du disque translucide autour de la pastille d’antibiotique, et

comparer les valeurs obtenues avec les valeurs de référence.

111.4 Evaluation de Pactivité antibactérienne

L’activité antimicrobienne des extraits a ét¢ déterminée par la méthode de diffusion sur

gélose :
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e Préparation des pré-cultures_: les souches bactériennes a tester sont cultivées dans

des boites de Pétri contenant de la GN et incubées pendant 18h a une température de
37°C afin d’obtenir une culture jeune et des colonies bien isolées. Certaines souches
on les a ensemencées sur un milieu gélose au sang cuit prépares par nous-mémes car
ils sont des milieux d’enrichissement dans le but de faire pousser les bactéries
exigeantes parmi celle qu’on a isolées.

e Préparation de la suspension bactérienne a partir d’une culture jeune de 18h sur
GN, prélever a I’aide d‘une anse de platine 3 a 5 colonies bien isolées et parfaitement
identiques. Décharger 1’anse dans 9 ml d’eau physiologique stérile a 0.9%, agiter par
I’agitateur (VORTEX) pour bien homogénéiser la suspension bactérienne. La
standardisation de la suspension est réalisée a I’aide d’un spectrophotométre réglé a
une longueur d’onde de 625nm. On admet qu’une densité optique (DO) comprise
entre (0.08 et 0.1), qu’elle correspond & une concentration qui avoisine 108 cellules

/ml.

I11.4.1Test de sensibilité a ’extrait par méthode de diffusion sur gélose

111.4.1.1 Préparation des disques

Les disques sont fabriqués a partir de papier Wattman suivant le diametre de
I’emporte-piece (6mm) ; ils sont ensuite mis dans des tubes a essai, stérilisés a I’autoclave et

conserveés jusqu'a utilisation.

111.4.1.2 Préparation de I’agent antimicrobien

Des concentrations différentes de 1’extrait aqueux lyophilisé des plantes l.viscosa L.,
M.communis L. et S.officinalis L. sont reconstituées dans 1ml d’ED stérile. Les disques de

papier Wattman N°1 sont alors imprégnés avec 20 pl de cette solution antimicrobienne.

111.4.1.3 Ensemencement

Des boites de pétrie stériles préalablement coulées sont ensemencées par
écouvillonnage, en stries trés serrées par trois passages, a 1’aide d’un écouvillon trempé dans
la suspension bactérienne. L’ensemencement s’effectuc de telle sorte a assurer une

distribution homogene des bactéries, en faisant pivoter les boites de pétrie de 60°.
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A T’aide d’une pince stérile, les disques de papier wattman impreégnes avec 20ul

d’extrait aqueux, sont déposés délicatement a la surface de la gélose inoculée au préalable.

111.4.1.4 Dépot des disques

Dans des conditions aseptiques et a I’aide d’une pince stérile, les disques sont déposés
sur la gélose. Des disques d’(ATB), disque (d’ ATB+extrait aqueux) et des (disques imprégnés
de Dl’extrait aqueux) sont également déposés sur la méme boite. Les boites de Pétri sont
ensuite fermees et laissées diffuser a T° ambiante pendant 15min, puis incubées a 37C°
pendant 24h.

111.4.1.5 Lecture des résultats

L’activité antibactérienne est déterminée en termes de diamétre de la zone d’inhibition

produite autour des disques apres 24 h d’incubation a 37°C.

La sensibilité aux extraits est classée selon le diamétre des zones d’inhibition comme

suit :

e Non sensible (-) : pour les diametres moins de @ < 8 mm.

e Sensible (+) : pour les diametres entre 9 < @ < 14 mm.

e Tres sensibles (++) : pour un diametre entre 15 < @ < 19 mm.

e Extrémement sensible (+++) : @> 20 mm (MOREIRA et al., 2005).
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I. L’aspect macroscopique et microscopique des souches isolées

Ce travail a été étalé sur une période de quatre mois (avril a juillet 2022), pendant laquelle on
a pu identifier 45 souches d’origine d’infections respiratoires recus au sein du laboratoire de

microbiologie du CHU Tizi Ouzou.

Tableau VIII:L’aspect macroscopique et microscopique des souches isolées.

Souches Aspect Aspect Gram.
utilise. macroscopique. microscopique
(GX1000).

S.aureus Positif
Positif

S.pneumoniae
S.marcescens | Négatif
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A.baumannii

Négatif

K. terrigena

Négatif

E.cloacae

Négatif
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P. aeruginosa || négatif

I1. Les caractéres biochimiques des souches isolées
Les résultats des tests biochimiques obtenus sont représentés dans les tableaux si dessous :

Tableau X : Les caractéres biochimiques des souches isolées.

Souches Gram Oxydase Coagulase Catalase
S.aureus + - + +
S.pneumoniae + - - -
S.marcescens - - - ¥
E.coli - - - +
A.baumannii - - - +
K.terrigena - - - +
E.cloacae - - - +
P.aeruginosa - + - +

> 1L.L

_ " —




Résultats et discussion

’i—i‘

e Lesrésultats obtenus du test TSI sont représentés dans le tableau si dessous

Tableau XI : Les résultats du test TSI sur les souches isolées.

Souches Glucose Lactose Saccharose Gaz H,S
S.aureus + + + - -
S.pneumoniae + + + i+ -
S.marcescens + - + - -
E.coli + + - + +
A.baumannii + + - - -
K.terrigena + + + n -
E.cloacae + + + + _
P.aeruginosa - - - - -
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I11. Les fréguences des germes selon le type des prélevements

Sur les 45 prélevements positifs effectués on note : 31 prélévements de gorge, 10
préléevements bronchiques, 2 prélevements crachat, le reste sont des écoulements nasals et

Iésions buccales.

M A.baumannii (ECBB+PG) H S.aureus (ECBB+PG+CRACHATS)
m Streptococcus (ECBB+PG) = M.morganii (ECBB)
M K.terrigena (ECBB+PG) M P.aeruginosa (EN+PG)

E.cloacae (CRACHATS+PG+LB) E.coli (PG)

Micrococcus (PG) S.marcescens (PG)

. 5%
ZAJ\ |

7% ___

13%

9% _

40%

Figure 18 : Les fréquences des germes isolés selon les types
de prélevements.

ECBB : Etude cytobactériologique bronchique. PG : Prélevement de gorge.

LB : Lésion buccale EN : Ecoulement nasal.
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Dans notre étude sur les différentes souches bactériennes isolées selon leurs types de

prélevements : la souche Streptococcus a le taux le plus élevé avec 40% suivi
d’A.baumanniiavec 13%. Ces deux souches ont été isolées des PG et ECBB. Puis K.terrigena
- E.cloacae et S.aureusavec des fréquences identiques a 9% chacune et qui sont issues
respectivement de (ECBB+PG), ( CRACHATS+PG+LB) et (ECBB+PG+CRACHATYS).
Ensuite les souches E.coli et S.marcescens qui sont isolées des PGavec des taux

respectivement a 7% et 5%

Et P.aeruginosa issue des PG et EN avec un taux de 4%. Enfin Micrococcus et
M.morganiiavec un taux mineur de 2% chacune et qui sont issues respectivement des PG et
ECBB.

IV. Les fréquences des germes selon leurs Gram et leur sexe :

B HG+ WBHG- ©EFG+ FG-

15.56%

H=homme F= femme G= Gram

Figure 19: Les fréquences des germes selon leur
Gram et leur sexe.

La consultation du registre ORL du laboratoire de microbiologie nous a permis de
décompter 45 bactéries parmi lesquelles : les femmes a Gram négatifs sont a nombre égale

que les hommes a gram négatifs et qui est de 15 (33.33%) tandis que nous avons enregistré

seulement 8 hommes a Gram positifs (17.78%) et 7 femmes a Gram négatifs (15.56%) .
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V. Les fréquences des germes selon les services du prélevement

= Ped |
2% 2% = ped |1

H neurrochire
H réa-med
B M-Interne
2% = hématologie
¥ pu. Ped
= Belloua
Pu.chirurgie
u Réa- chir

Figure 20 : Les fréquences des prélévements selon les
services.

D’aprés cette figure le principal service ayant enregistré un grand nombre d’infections
est le service d’hématologie avec un taux de 54% suivi du service réa-med avec seulement
13% d’infections tandis que 7 % de ces infections proviennent des trois services suivants :
Ped 1, Ped 2 et Pu.chirurgie et enfin la plus faible proportion d’infections est partagée entre 5
services a savoir : Pu. Ped, Belloua, Réa-Chir, Neurrochire et M-Interne avec un taux de 2%

pour chaque service.
V1. Evaluation de ’antibiorésistance des souches identifiées

Nous avons testé la résistance et la sensibilité de 45 souches, précédemment isolées et
identifiées, vis-a-vis des différentes familles d’antibiotiques. Les résultats sont illustrés dans

les figures ci-dessous.

Le choix des antibiotiques que nous avons appliqués sur les bactéries isolées repose
sur les tests d’antibiogramme déja réalisés au laboratoire mais aussi selon plusieurs critéres

dont on peut citer
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e les mécanismes adaptés par chaque antibiotique selon la famille a laquelle il

appartient
e le Gram des bactéries (différence de structure) cela modifie le site d’action des
antibiotiques

V1.1 Le profil de résistance d’A.baumannii

Les résultats de I’antibiogramme relatif a la résistance et la sensibilité d’ A.baumannii
vis-a-vis des antibiotiques testés sont représentés en pourcentage dans la figure 21.

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% - B R%
40% - u S%
30% - 1%
20% -
10% -
0% -

Pl. CAZ TCC T™M DO LEV TC NIT AMC CEP CT TOB

Figure 21 : Le taux de résistance et de sensibilité des souches

d’A.baumannii.

Cela nous démontre la grande résistance de cette souche vis-a-vis de nombreux
antibiotiques. Cette multi résistance est acquise a partir de deux grands mécanismes qui sont :
la modification du lipide Apar et la perte compléete du LPS due a une altération de la synthése
des lipides A (Da silva et al., 2017).

A.baumannii est une bactérie qui est présente dans 1’environnement et aussi elle est
commensale des muqueuses de 1I’€tre humain. Depuis quelques années, cette bactérie est

considérée comme un pathogeéne opportuniste responsable d’un taux croissant d’infections
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sévéres. Plusieurs épidémies dues a cette bactérie ont été répertoriées, touchant

principalement les patients immunodéprimes sejours prolongés (Lahsoune et al., 2007).

V1.2 Le profil de résistance K.terrigena

Les résultats de I’antibiogramme relatif a la résistance et la sensibilité de k. terrigena
vis-a-vis des antibiotiques testés sont représentés en pourcentage dans la figure 22

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% - “R%
40% - I =S%
30% - =1%
20% -
10% -
0% T T T T T T T T

NA AMP COT FO CTR CZ AMC AK CAZ IPM NIT CL GEN CIP CX

Figure 22 : Le taux de résistance et de sensibilité des souches de

K.terrigena

Les souches de K.terrigena étudiées présentent une résistance face a un bon nombre
d’antibiotiques avec un taux de résistance de 100% a I’ampicilline, céfazoline, fosfomycine,
Acide nalidixique et Ceftazidime, un taux de 50% pour nitrofurantoineet seulement 33% pour
Triméthoprime/sulfaméthoxazole.Cependant, ces mémes souches se sont montrées sensibles a
Ceftriaxone, Amoxicilline + acide clavulanique, Amikacine, Imipenéme, colistine,

Gentamicine, et Ciprofloxacine avec un taux de 100%.

Nos résultats sont en concordance avec Yu Wang et al.(2016) qui ont trouvés que
K.terrigena est sensible & la Gentamicine, Trimethoprim-sulfamethoxazole et Amikacine (Yu
Wang et al., 2016).

50
_



Résultats et discussion

’i—i‘

V1.3 Le profil de résistance E.coli

Les résultats de 1’antibiogramme relatif a la résistance et la sensibilité de E.coli
vis-a-vis des antibiotiques expérimentés sont représentés en pourcentage dans la figure 23
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Figure 23 : Le taux de résistance et de sensibilité des souches J
E.coli.

Les bactéries E.coli étudiées ont manifestées une petite résistance seulement a trois
antibiotiques avec des proportions différentes : céfazoline et I’ampicilline a 50% et seulement
33% de résistance a la ticarcilline mais au méme temps ces souches ont une grande sensibilité
face a plusieurs antibiotiques testés et a des taux eéleves : ertapénéme, levofloxacine,

gentamicine, colistine...

Des résultats qui sont confirmés en partie par (Yasemin et al., 2013) notamment pour

ce qui concerne la sensibilit¢ d’E.coli a I’encontre de la ceftazidime et la gentamicine

(Yasemin et al., 2013).
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V1.4 Le profil de résistance S.marcescens

Les résultats obtenus de I’antibiogramme déterminant la résistance et la sensibilité de
S.marcescens vis-a-vis des antibiotiques expérimentés sont désigné en pourcentage dans la
figure 24
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Figure 24 : Le taux de résistance et de sensibilité des souches
S.marcescens.

La souche Serratia marcescens testée présente des résultats partagés avec une
importante sensibilité & 9 antibiotiques (acide nalixidique, amikacine, aztréoname...) et aussi
100% de résistance face a 5 antibiotiques a savoir : nitrofurantoine, colistine, cefazoline,

ertapéneme et cephalexin.

Cette résistance peut étre résulté de la production de haut niveau de céphalosporinases
AmpC chromosomiques combinées avec une permeabilité de la membrane externe
considérablement réduite. Ce qui rend les infections causées par S.marcescens difficile a
traiter en raison de la résistance a une variété d’antibiotique dont I’ampicilline et la premiére

et deuxieme génération des céphalosporines ( Hejazi et al., 1997).
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VL5 Le profil de résistance de S.aureus

Les résultats du test d’antibiogramme définissant la résistance et la sensibilité de
S.aureus vis-a-vis des antibiotiques appliqués sont déterminer en pourcentage dans ci-
dessous et la figure 25.
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Figure 25 : Le taux de résistance et de sensibilité des
souches S.aureus.

La bactérie Staphylococcus aureus dans ce cas présente une petite résistance a
seulement deux antibiotiques qui correspondent a la pénicilline G et 1’amikacine avec des

proportions respectives de 100% et 33%.

Parmi les familles d’antibiotiques « anti-staphylococcus aureus » on retrouve les b-
lactamines qui inhibent 1’étape ultime de la synthése du peptidoglycane. Les aminosides
(kanamycine, amikacine...) qui perturbent la synthése des protéines au niveau du ribosome se

sont des antibiotiques bactéricides a large spectre (Alou dolo, 2018).
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V1.6 Le profil de résistance E.cloacae

Les résultats de 1’antibiogramme relatif a la résistance et la sensibilité de E.cloacae
vis-a-vis des antibiotiques expérimentés sont représentés en pourcentage dans la figure 26.
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Figure 26 : Le taux de résistance et de sensibilité des souches
E.cloacae.

L’Enterobacter cloacae présente a la fois une sensibilité et une résistance vis-a-vis des

antibiotiques appliqués dans ce test. Concernant la résistance elle est a des proportions

différentes selon chaque antibiotique : nous constatons 100% de résistance face a la

cefazoline, cep, céfotaxime et la céfoxitine suivies de la ceftriaxone a 50% et une faible

résistance contre 1’acide nalixidique avec seulement 33%. Pour la sensibilité de cette souche

elle est conséquente vis-a-vis de plusieurs antibiotiques notamment : [’ertapénéme,

triméthoprime, amikacine... des résultats confirmés par I Stock et al. (2001) (I Stock et al.,

2001).
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V1.7 Le profil de résistance de P.aeruginosa

Les résultats de I’antibiogramme concernant la souche P.aeroginosa vis-a-vis des

antibiotiques utilisés sont précisés en pourcentage dans la figure 27
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Figure 27: Le taux de résistance et de sensibilité des souches
P.aeruginosa.

Les résultats obtenus pour P.aeruginosa démontrent une forte sensibilité a 1’encontre
de la plupart des antibiotiques et une résistance seulement a trois antibiotiques a savoir la
colistine et la triméthoprime a un taux de 100% et a 50% contre pipéracilline ; comme le
rapporte (NYALEDOME, 2016)par rapport a la sensibilité de cette souche face a certains
antibiotiques (ceftazidime, amikacine, pipéracilline...) NYALEDOME, 2016).
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V1.8 Le profil de résistancede S.pneumoniae

Les résultats de ’antibiograme concernant la souche S.pneumoniae vis-a-vis des antibiotiques

utilisés sont précisés en pourcentage dans la figure 28
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Figure 28 : Le taux de résistance et de sensibilité des
souches S.pneumoniae

D’aprés ces résultats nous constatons que la souche de Streptococcus pneumoniae a
une grande sensibilité face a un bon nombre d’antibiotiques appliqués dans ce test (pénicilline
G, levofloxacine, nitrofurantoine, ceftriaxone...) tandis qu’elle présente une faible résistance
a des proportions différentes contre certains antibiotiques (oxacilline, doxycycline,

rifampicine...).

Karen M. Rudolph et al.(1998) ont confirmés dans leur test d’antibiogramme la
sensibilité de cette souche face a la pénicilline et pour la tétracycline ils ont trouvés des
proportions presque identiques avec 60% de sensibilité et 40% de résistance (Karen et

al.,1998).

Autre résultat c’est celui de (Supriya et al.,2012)qui ont notés la sensibilité de cette

souche vis-a-vis de la vancomycine avec un taux de 100 % (Supriya et al., 2012).

56
_ %



Résultats et discussion

’i—i‘

VII. L’activité antibactérienne des plantes utilisées

Des différents tests ont été réalisés sur les souches isolées tels que : Les tests
d’antibiotiques, les tests antibactériens des extraits aqueux des trois plantes médicinales
utilisées (Inula viscosa L., Salvia officinalis L.et Myrtus communis L.) et enfin les tests de
combinaison [ATB-EA]. Les résultats de ces tests antibactériens sont illustrés par les figures

et représentés par les tableaux ci-dessous.
VI1Il.1 Effet antibactérien d’Inula viscosa L

Tableau XI1 : Les diameétres des zones d’inhibition obtenues apres la réalisation des tests

d’antibiogramme avec les ATB et les extraits d’Inula viscosa L.

Diametres Diametre de la zone Résultats de la
Souches Type :il;iil’l:;)‘i]tsig d’ir:hipition de P’extrait syne,rgi_elATB-extrait
DATB (mm) d’l.viscosa L .seulen d’l.viscosa L.]Jen
(mm) (mm)
concetration=0.6g/ concetration=0.6g/ml

E.coli CTR 41mm fT_1| 41mm
S.marcescen CTR 32mm - 32mm
S.a?Jreus K 19 mm - 19mm
S.pneumoniae NIT 12mm = 12mm
A.baumannii CL 22mm - 22mm
K.terrigena NIT 12mm - 12mm
E.cloacae CL 17mm - 17mm
P.aeruginosa CAZ 19mm - 19mm

e (-): Absence de zone d’inhibition .
> Activité antibactérienne de I’extrait aqueux d’Inula viscosa L.

Cette plante s’est montrée inefficace vis-a-vis des souches isolées (absence de 1’effet
antibactérien) ce qui prouve la résistance de la totalit¢ des bactéries a I’encontre de cette

plante.
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Des résultats similaires avec ceux de ( Ali-Shtayeh et al., 1998)qui ont notés une

résistance des souches de k.pneumoniae, P.aeruginosa et E.coli, toutefois une légere
différence est remarquée avec S.aureus dont la sensibilité envers la plante a fait développer
une zone d’inhibition de 10 mm de diamétre (M.S. Ali-Shtayeh et al.,1998), Pour les autres
souches isolées Erva.ozkan et al. (2019) ont aussi reconnus des résultats identiques que les
notre c'est-a-dire une résistance de S.marascens et de E.cloacae vis-a-vis de cette plante (Erva
et al.,2019).

s Combinaison des effets antibactériens de I’ATB et I’extrait aqueux

d’l.viscosa L.

La combinaison des différents antibiotiques avec les extraits aqueux de la plante Inula
viscosa a éeté réalisée sur les 8 souches isolée son obtenant des zones d’inhibition avec des
diamétres identiques a celle obtenus lors des tests des antibiotiques seuls ainsi que les zones
obtenues sont :

Pour E.coli (41mm), S.marcescens (32mm), S.aureus (19mm), S.pneumoniae (12mm),
A.baumannii (22mm), K.terrigena (12mm), E.cloacae (17mm) et P.aeruginosa (19mm).

Cela signifie que I’extrait de cette plante a un effet indifférent sur 1’antibiotique puisque

[’activité antibactérienne est restée la méme.
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Tableau X111 :Les diamétres des zones d’inhibition obtenues apreés la réalisation des
tests d’antibiogramme avec les ATB et les extraits de Salvia officinalis L.

Diamétre de la

Résultats de la

o zone d’inhibition synergie[ATB-
Souches '!'ype ’.Dla.m.ej[res de extrait de extrait de S.
@’ATB | d’inhibitionde | g sfficinalis . | officinalis L] en
PATB en (mm) | oo~ moyenne + (mm)
écart type en (mm)
concetration=0.6 concetration=0.6g/m
gml I
E.coli CTR 41mm - 41mm
S.aureus K 22mm 11 £+0mm 22mm
S.marcescens CTR 32mm - 32mm
S.pneumoniae NIT 13mm - 13mm
A .baumannii CL 11mm - 11mm
K.terrigena NIT 13mm - 13mm
E.cloacae CL 19mm - 19mm
P.aeruginosa CAZ 20mm - 20mm

e (-) : Absence de zone d’inhibition.

> Activité antibactérienne de I’extrait aqueux de Salvia officinalis L.

La sauge que nous avons testée n’a pas fait ses preuves face a la plupart des souches

isolées qui se sont montrées résistantes a 1’exception de Staphylococcus aureus dont la

sensibilité a permis d’avoir une zone d’inhibition de 11 mm de diamétre.

Des résultats qui sont en concordance avec ceux de Ali et Aboud, (2010) notamment

pour klebsiella.spp et Enterobacter.spp (résistantes), cependant il a obtenu un diamétre qui a

atteint 20 mm pour S.aureus et qui est nettement supérieur au notre, cela peut s’expliquer par

une meilleur qualité de la plante qu’il a utilisé (MR Ali et Aboud, 2010).
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Autre résultat c’est celui de Bouteldja,(2020) qui a confirmé la résistance
d’Escherichia coli contre Salvia officinalis (BOUTELDJA, 2020).

Bassam AS et al.(2004) ont trouvés un résultat semblable concernant la bactérie

P.aeruginosa qui a manifesté une résistance vis-a-vis de la sauge (BASSAM et al.,2004).

Pour la bactérie streptococcus pneumoniae nous avons constatés une résistance de
cette souche face a la plante, cependant Hadi et al,(2012 )ont reconnus un effet important avec
un diametre de 22mm et cela peut aussi s’expliqué par la meilleur qualité de la plante qu’ils
ont utilisé (Hadiet al., 2012).

De méme pour Acinetobacter baumannii qui se montre aussi résistante et c’est ce
qu’ont rapportés Mohamed Helal ES et al.(2014)dans leur résultats avec un diametre de 8 mm

et qui est considérer comme résistant (El-Sayed et al., 2014).

D’aprés les résultats obtenus on note la sensibilité de la souche Staphylococcus aureus
face a Salvia officinalis L.;car I’activité antibactérienne détectée par cette derniére est liée aux
sites d’action des substances de ces extraits aqueux avec la membrane plasmique de la souche
concernee a gram positif qui est plus sensible, donc ; d’étre plus disponible en contact avec les

composés actifs de notre extraits (Kumar V et al., 2006).

S.pneumoniae appartient aussi a des bactéries a gram positif, mais elle se comporte
résistante aux extraits de la sauge. Or, cette réaction dépend également de plusieurs facteurs
dont le type de microorganisme utilisé. Et dans notre étude nous avons utilisé des souches

hospitaliéres qui sont connues par leur haute fréquence de mutation.
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%+ Combinaison des effets antibactériens de ’ATB et I’extrait aqueux de

S.officinalis L.

Un test de combinaison des antibiotiques et des extraits aqueux de la plante Salvia
officinalis L. a été réalisé sur les 8 souches, on obtenant comme résultats que :1’association de
I’extrait de la sauge avec les différents antibiotiques a produit un effet similaire par rapport a
celui des antibiotiques utilisés seuls sur les 8 souches isolées avec des diameétres identiques
ainsi  que pour: E.coli (41mm), S.aureus (22mm), S.marcescens (32mm),
S.pneumoniae(13mm), A.baumannii (11mm), K.terrigena (13mm), E.cloacae (19mm) et
P.aeruginosa (20mm) ; et cela signifie que la Salvia officinalis a un effet indifférent sur les

antibiotiques utilisés.
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VI11.3 Effet antibactérien du Myrtus communis L.

Tableau X1V :Les diameétres des zones d’inhibition obtenues aprés la réalisation des tests d’antibiogramme avec les ATB et les extraits
de Myrtus communis L.

Diamétres | Diamétre de la zone d’inhibition de I’extrait de Résultats de synergie[ATB-extrait du M.communis
Souches Type |d’inhibition| M.communis L. seul= moyenne * écart type en L.Jen (mm)
d’ATB | (ATB)en (mm)
(mm) |concetraconcetrati| concetr |concetra |concetr|concetra |concetrat/concetr| concetra |concetr |concetr |concetr
tion=0.6| on=0.4 f@ation=0, [tion=0.1 [ation=0.tion=0.0 | ion=0.6 |ation=0. tion=0.2 ation=0. fation=0. [ation=0.
g/ml g/ml | 2 g/ml g/ml 05 |25¢g/ml g/ml 4 g/ml |1g/ml |05g/ml | 025
g/ml g/ml g/ml
E. CTR 34mm - - - - - - 34mm 34mm 34mm 34mm 34mm 34mm
Coli
S. K 22mm 13+1 12+0 10+1 09+0 - - 22mm | 22mm 22mm 22mm 22mm 22mm
Aureus mm mm mm mm
S. CTR 31 mm - - - - - - 3lmm | 31mm 31mm 31mm 31mm 31mm
marcescens
S. NIT 10 mm 10+1 [8.33+0.57 - - - - 14mm 12mm 11mm 11mm 09mm 09mm
pneumoniae mm mm
A. CL 19 mm 12+1.73| 11+x0 |8.6+0.57 - - - 17 mm | 19mm 19mm 19mm 19mm 19mm
baumannii mm mm mm
K. AK 20 mm 200 19+0 180 110 [7.3£0.57 - 20mm | 20mm 20mm 20mm 20mm 20mm
terrigena mm mm mm mm mm
E. IMI 27 mm - - - - - - 27mm | 25 mm | 24 mm 23mm 23mm 23mm
cloacae
P. CAZ 18 mm 14+£1.73| 12+2 (9.66+x0.57| 9+0 8+0 - 20mm | 18mm 18mm 18mm 18mm 18mm
aeruginosa mm mm mm mm mm

e (-) Absence de zone d’inhibition.
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» Activité antibactérienne du Myrtus communis L.

Cette plante a prouvé son efficacité contre les souches pathogenes en ayant un effet sur
5 souches parmi les 8 souches isolées. Les souches qui se montrent sensibles face a cette
plante sont: Klebsiella terrigena, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,

staphylococcus aureus et streptococcus pneumoniae.

La meilleure activité a été constatée contre K.terrigena (20mm) et P.aeruginosa
(15mm), des résultats qui sont presque semblables avec ceux obtenus par A Abdulgawi et
al.(2021) avec des diametres respectifs de 19.5mm et 20 mm (Abdulgawi et al., 2021).

Un effet moins conséquent a été observé en revanche sur A.baumannii (13mm) et
S.aureus (12mm), au méme temps Majid masoumian et al. (2017) ont reconnus un effet quasi
similaire pour S.aureus avec un diamétre de (15mm), tandis que Mun’ im et al.(2009) ont eu
une meilleure activité sur A.baumannii avec une zone d’inhibition qui a atteint 22 mm,cette
large différence s’interpréte du fait que la composition chimique de cette plante est
certainement plus riche que celle que nous avons pratiquer (Masoumian et al.,2017) ; (Mun’
im et al.,2009).

Quant a la plus faible activité, elle a été observée contre la souche Streptococcus
pneumoniae (9mm) presque le méme diametre reconnu par Eman mubdir nayfet
al.(2021)avec une zone de 8.5mm de diameétre, bien que la concentration que nous avons

utilisée est supérieur (Eman mubdir nayfet al.,2021).

Parmi les bactéries qui sont résistantes a cette plante nous avons la souche E.coli

Comme I’ont rapporté Masoumian et al. (2017) dans leurs résultats.

Pour la bactérie Serratia marcescens, elle est résistante au myrte, cependant Moayad S
et al.(2009)ont obtenus un effet considérable sur S.marcescens avec un diametre de 16mm

cela démontre 1’effet antimicrobien élevé de 1a plante qu’ils ont utilisés (Moayad et al., 2009).

Et enfin Tuba MERT et al.(2008)ont aussi notés la résistance d’Enterobacter cloacae

et ¢’est un résultat identique a ce qu’on a obtenus (MERT et al., 2008).

D’aprés nos résultats on déduit que nos extraits aqueux montrent une activité
antibactérienne sur certaines souches utilisées ce qui est probablement di a la présence de
certains composés principaux de Myrtus communis L.qui ont suscités un intérét considérable

en raison de leur large spectre et de la diversité de leurs effets biologiques.
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En effet, ils s’attaquent a un grands nombre de bactéries avec une intensité différente

selon le microorganisme et 1’écosysteme dans lequel il se trouve. Cette activité est
principalement liée a la capacité de ces molécules a inhiber 1’expression de I’ADN et la

synthése de certaines enzymes et protéines membranaires des micro-organismes.

L’activité d’une substance végétale dépend de plusieurs facteurs dont le mode
d’extraction, le type et la concentration de I’extrait aqueux en principes actifs (Wagner,
1993) ; c’est pour cela, dans notre expérimentation on augmente progressivement la

concentration pour savoir s’il a un effet positif.

La plupart des travaux soutiennent que le principal site d’action de cette plante est la
membrane plasmique qui depend de type de micro-organisme, aussi du type de ’extrait et de
sa concentration. En générale les bactéries gram(+) ; grace a la structure de leur membrane
externe (Pool, 2001)composée de lipo-polysaccharidiques et de protéines constituerait ainsi
une barriére imperméable aux substances Susceptibles d’entrer et d’empécher la croissance de
ces bactéries a gram + (Chaos et al.,2000) pour ces derniéres, la couche peptidoglycane se
situe a l’intérieure et leurs permet, donc d’étre plus disponibles et entrer en contact avec les

composés actifs (Raven et al., 2000).

Cette variabilité d’efficacité des extraits végétaux peut dépendre, également, de leur
composition chimique. Elle peut étre liée a la polarité des substances actives ainsi que les
composes les moins polaires n’ayants par exemple pas de groupement hydroxyles OH sont
plus actifs vis-a-vis des agents microbiens que ceux portant des groupements hydroxyles
(Chabot, 1992).

L’effet d’un extrait est probablement due a la synergie entre de nombreux composants
qui lorsqu’ils sont séparés deviennent inactifs individuellement (Sarker et al., 2005).
L’activité du principe actif serait liée aux conditions de séchage et broyage de la plante
(Moussaid et al., 2012), et dépend également de plusieurs factures dont le mode d’extraction

et la concentration en principes actifs (Thangara, 2000).

D’autres études effectuées pour résoudre la résistance antibiotique pour le traitement
des maladies infectieuses qui a fait preuve d’efficacité, la nanoparticule biosynthétique est une
méthode que les chercheures ont développée, et qui consiste & mélanger ’extrait aqueux de
Myrtus communis L. avec les nanoparticules de I’oxyde de cuivre qui a fait une forte activité
vis-a-vis de Staphylococcus aureus dont la zone d’inhibition atteint les 18 mm, et cet effet

est expliqué par la composition de 1I’enveloppe bactérienne qui appartient aux gram positif et
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qui ne possede pas de récepteurs spécifiques ou de perméase facilitant ainsi la pénétration des

biocides dans les cellules (Russel, 2001).

En se basant sur les résultats tres encourageants obtenus avec ’extrait aqueux du
Myrtus communis L. qui s’est montré plus actif contre les bactéries testées. Bien que la
présence de cet extrait aqueux est nécessaire, mais elle n’est pas suffisante pour avoir une
activité antimicrobienne totale, c’est pour cela on a réalisé des tests de combinaisons qui
semble étre une bonnes stratégie pour dépasser ce probleme de résistance et ainsi améliorer

I’efficacité de ces deux agents.

< Combinaison des effets antibactériens del’ATB et I’extrait aqueux de

M.communis L.

Aprées la combinaison réalisée entre I’ATB et les extraits aqueux de la plante (Myrtus
communis L.) on a obtenus différents résultats par rapport a celle obtenus lors d’utilisation de

I’ATB seul ainsi que :

Pour les souches E.coli, S.marcescens, S.aureus et K.terrigena un effet indifférent a
été observé pour ce qui concerne toutes les dilutions (0.6, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05 et 0.025 g/ml) on
obtenant des zones d’inhibition pour les quatre souches respectivement 34, 31, 22 et 20 mm

de diametre.

Pour la bactérie S.pneumoniae ;un effet synergique de I’extrait de la plante sur I’ATB
(NIT) a été observé pour quatre dilutions : 0.6 et0.4 g/ml avec des diamétres respectivement
14 et 12mm et pour les dilutions 0.2 et 0.1g/ml avec deux diamétres identiques avec une
valeur de 11mm.Tandis que pour les deux derniéres dilutions (0.05 et 0.025 g/ml) ¢’est un
effet antagoniste avec des diamétres identiques (9mm) inferieurs par 1 mm par rapport a
I’ATB (10mm).

De méme pour P.aeruginosa avec un effet synergique seulement pour la dilution 0.6
g/ml avec une zone d’inhibition de 20mm de diamétre et un effet indifférent pour le reste des
dilutions (0.4, 0.2, 0.1, 0.05 et 0.025 g/ml) combinés a I’ATB en ayant développés une zone

de 18mm de diameétre méme que celle de I’ATB.

Concernant E.cloacae ; d’apres les résultats que nous avons obtenus on note un effet
indifférent de 1’extrait aqueux sur I’ATB lors de la combinaison est cela par rapport a la

dilution 0.6g/ml on obtenant une zone d’inhibition avec un diamétre de 27 mm. Un effet
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antagoniste aussi remarquable lors de cette combinaison et cela pour ce qui concerne le reste

des dilutions: 0.4, 0.2 g/ml avec des diametres respectivement 25 et 24 mm et pour les
dilutions : 0.1, 0.05 et 0.025 g/ml on a obtenues des zones d’inhibition avec des diamétres

identiques (23mm).

Pour la souche A.baumannii , on a observé un effet antagoniste lors de la combinaison
de ’ATB avec I’extrait de la plante pour la dilution 0.6 g/ml avec une zone de 17 mm de
diamétre. Quant aux cing dernieres dilutions (0.4, 0.2, 0.1, 0.05 et 0.025 g/ml) un effet
indifférent a été observé en obtenant des zones d’inhibition avec 19mm de diamétre pour

chacune des dilutions.

Le site et le mode d'action de chaque constituant de 1’extrait aqueux et les mécanismes
aboutissant a une synergie ou a un antagonisme avec d’autre antimicrobiens, sont des
parametres trés importants, qu’ils faudrait bien maitriser, pour mieux exploiter les
combinaisons synergiques dans la lutte contre les microorganismes multi résistants
(Hyldgaard et al., 2012).

e Action simultanée sur plusieurs voies ou cibles :

Dans ce cas, I’effet synergique peut étre induit par des modes d'action différents des
agents antimicrobiens combinés, en attaquant deux sites différents sur ou dans la cellule, qui
dépendent indirectement lI'un de l'autre (Hyldgaardet al., 2012). Les effets synergiques multi-
cibles signifient que les constituants uniques d’un seul antimicrobien ou d’une combinaison
de plusieurs antimicrobiens affectent, non seulement, une seule cible, mais plusieurs cibles et
coopérent donc, de maniére synergique. Ces cibles peuvent étre : des enzymes, des substrats,
des métabolites et des protéines, des récepteurs, des canaux ioniques, des ribosomes, de
I'ADN/ARN (Wagner et Merzenich, 2009). Il semble que ce mécanisme est le plus fréquent et
le plus productif pour les effets synergiques des extrait aqueux, étant donné que celles-ci sont
connues pour la multitude de leurs cibles (Langeveldet al., 2013).

e Inhibition des mécanismes de résistance aux antibiotiques chez les

bactéries :

Une troisiéme possibilité pour I’effet synergique est connue depuis de nombreuses
années, et qui survienne lorsque les antibiotiques sont associés a des agents capables d’inhiber
les mécanismes de résistance bactérienne (Wagner et Merzenich, 2009). Il existe certaines

preuves indiquant que, les composants d’extrait aqueux peuvent interagir de maniere
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synergique avec les antibiotiques en interférant avec les mécanismes de résistance aux

antibiotiques, particuliérement, 1’inhibition des pompes a efflux. Le blocage de ces pompes,
pourrait restaurer l'activité de 1’antibiotique en augmentant son accumulation dans la cellule

(resensibilisation de la bactérie grace au traitement combiné).

La combinaison des deux agents (ATB et I’extrait aqueux) permet également d’outre
passer du phénomene de synergisme a ceux d’antagonisme , ce dernier n’est pas aussi clair in
vitro et leur impact in vivo n’est pas bien défini méme s’il y a peu de risque de les voir
ensemble quotidiennement. Parmi nos souches qui présentent un effet antagoniste ont

aA.baumannii, E.cloacae et S.pneumoniae
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Conclusion

Les infections respiratoires représentent un probléme de santé majeure en raison de
leur extréme fréquence et de leur morbidite, elles figurent au premier rang des motifs de

consultation et de prescription d’antibiotiques en milieu communautaire.

Les traitements de référence de ce type d’infections est 1’antibiothérapie qui désigne
un traitement médicamenteux qui implique l'utilisation d'un ou de plusieurs antibiotiques qui
sont capables d'inhiber la croissance des bactéries ou les détruire et qui peut étre curative ou
préventive. Mais 1’usage abusif ou excessif de ces substances médicamenteuses accelére le

phénomene de résistance chez les bactéries responsables de ces infections.

C’est pourquoi les scientifiques s’intéressent de plus en plus aux plantes medicinales
qui présentent un impact positif dans le traitement des troubles respiratoires éradiquant ainsi
la résistance développée par les bactéries contre les ATB ; depuis plus de 100 ans, ces plantes
ont servi de Modeles pour un grand pourcentage de médicaments sur ordonnance. Un grand
nombre de ces médicaments éprouves en clinique étaient initialement utilisés sous la forme
d'un extrait brut dans les systémes traditionnels de médecine pour des fins suggérant une
activité biologique potentiellement utile.

C’est pour cela que notre ¢tude a mener sur 1’effet antibactérien des trois plantes médicinales
utilisées a savoir Inula viscosa L. Salvia officinalis L. et Myrtus communis L. sur les souches
isolées ainsi que 1’effet des extraits aqueux de ces plantes sur les ATB en réalisant des tests de

synergie :

e Alalumiére des résultats obtenues au cours de notre étude, il en ressort que ;

e L’Inula viscosa L. n’a aucun effet sur les souches qu’on a isolé par contre la Salvia
officinalis L. & un effet antibactérien sur la souche S.aureus a la concentration 0.6
g/ml;

e Le Myrtus communis a un effet antibactérien sur cing souches avec des diamétres
d’inhibition différents et a des concentrations allant de 0.6 a 0.05 g/ml pour les deux
souches K.terrigena et P.aeuginosa.et pas moins de quatres concentrations concernant
S.aureus(0.6 jusqu’a 0.1 g/ml),quant aux deux souches restantes nous avons
A.baumannii (0.6-0.2 g/ml)et S.pneumoniae avec 2 concentrations qui sont 0.6 et
0.4g/ml
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e Lors de | réalisation des tests de combinaison des ATB avec les extraits aqueux ces

derniers peuvent avoir des effets sur les antibiotiques soit effet indifférent, antagoniste

ou synergique.
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Annexe | : Matériels utilisés

Appareillages

e Autoclave, Bain- marie, Etuve 37°c, Bec-Bunsen, Réfrigérateur, Spectrophotometre,
Balance de précision, Agitateur magnétique, Microscope photonique a I’objectif 10, 40 et
100, Robot cuisine, Moulinette a café, Congélateur, Lyophilisateur.

Verreries

e Lames et lamelles, Tubes a essai a vis stériles, Pipettes Pasteur, Rateaux, Erlensmeyers de

500 et 1000 ml, Béchers, Bocal en verre pour faire la macération. Cristallisatoirs.

Autres

eMicropipettes 100 et 1000 pl, Anses a boucle, Boites de Pétri en plastique & 90 mm de
diametre, Seringues de 5 ml, Disques de papier Wattman N°1, Papier Wattman, Papier film
alimentaire, Cotton hydrophile pour filtration, Disque d’antibiotiques, Mini galerie

biochimique, Ecouvillons, Pince stérile, Disques vierges. Barreau magnétique. Spatule.

Les milieux de culture

CHRO: Gélose chromogene, GSF: Gélose au sang frais, BCP: Bouillon lactosé, GSC:
Gelose au sang cuit, MH: Gélose Mueller-Hinton, HEK: Gélose Hektoen, MSA: Gélose
Mannitol Salt Agar (Chapman), GN: Gélose nutritive.
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Annexe Il : Composition des solutions et milieux de culture

» Eau physiologique stérile (composition en g/l)

e Chlorure de sodium (NaCl)............... 9g.
e EFaudistillée.................coiiel. 1000ml.
o PH=7.

e Stérilisation & 120°C/15mn.

> Milieux de culture :

1. Milieu Mueller-Hinton
Hydrolysat acide de caséine 17.50g
(peptone)
Extrait de viande 2.00g
Amidon 1.50g
Calcium 20 a 25mg
Magnésium 10 a 12.50mg
Agar 15.00g
Eau distillee 1000ml

2. Milieu CHROM agar

Orientation Chromo peptone 16.10g

Agar 15.00g

Mélange chromogéne 1.30g
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3. Milieu Hektoen
Peptone 12 g/l
Extraits de levure 39/l
NaCl 59/
Sels biliaires 9/
Thiosulfate de sodium 59/
Citrate de fer ammoniacal 159/
Lactose 12 g/l
Salicine 2 g/l
Saccharose 12 g/l
BBT 0.002 g/l
Fuschine acide 0.19/
Agar 14 g/l
Eau distillée 1L

PH:7.5+0.2

4. Gélose au sang frais

Mélange spécial de peptones 23 g/l
Amidon 19/
NaCl 59/l
Agar 10 g/l
Sang humain 5mil
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e Préparation de la gélose au sang frais

1. Dissoudre 40g de poudre dans un litre d’eau distillée.
2. Porter a ébullition jusqu’a dissolution compléte.
3. Repartir a raison de 100 ml par flacon.
4. Stériliser a ’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
4. Gelose TSI
Extrait autolytique de levure 39
Extrait de viande 30
Peptone 209
Chlorure de sodium 59
5. Gélose au sang cuit
Mélange de peptone 18¢
Extrait de levure 5¢
Amidon de mais 19
Chlorure de sodium 59
Agar
109
Eau distille 1L
PH=7.3
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6. Gélose BCP
Mélange de peptone 5¢g
Extrait de viande 309
Lactose 10 g
Bromocrésol pourpre 59
Agar
11¢g

Eau distillé 1L

PH=6.8

» Composition des réactifs utilisés

Violet de Gentiane

Phénol 29
Violet de gentiane 19
Ethanol 10 ml
Eau distillée 100 ml

Lugol
lodure de potassium 29
lode métalloide 19
Eau distille 300 ml
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Fuschine
Fuschine basique 1g
Phénol 590
Ethanol 10 ml
Eau distillee 100 ml
Annexe Il : Liste des abréviations des antibiotiques utilises

Abréviations | Antibiotiques | Abréviations | Antibiotiques

CL Colictine FO Fosfomycine

AK Amikacine CTR Ceftriaxone

CAZ Ceftazidime Cz Céfazoline

TCC Ticracilline+acide | IPM Imipenéme
clavulanique

™ Tobramycine GEN Gentamycine

DO Doxycyline CIP Ciprofloxacine

LEV Lévofloxacine TIC Ticracilline

NIT Nitrofurantoine SXT Sulfaméthoxazole

AMC Amoxicillinetaci | OXS Oxacilline

de clavulanique

CT Céftotaxime TEC Teicoplanine
TOB Tobramycine C Chloramphénicol
ETP Ertapénéme COoT Triméthoprime /sulfaméth

oxazole
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LE Lévoflaxacine AZM Azithromycine
P Peénicilline G AMP Ampicilline

K Kanamycine VA Vanocomycine
NA Acide naldixique | PI/PIP Pipéracilline
CTR Ceftriaxone CX Céfoxitine
CEP Céféepime ATM Aztréonam
DA Clindamycine RIF Rifampicine

Annexe 1V : Tableau récapitulatif des resultats obtenus.

Souches Gram Sexe Service Prélevement
A.baumannii(l) Négatif H Réa-Med ECBB
P.aeruginosa(l) Négatif H Neuro-Chir EN
K.terrigena(1) Négatif H Hémato P.G
Streptococcus(1) | Positif H Baloua P.G
Streptococcus (2) | Positif H PU Chirurgie | P.G
E.cloacae(1) Négatif F Hémato Crachat
S.aureus(1) Positif H Réa-Med ECBB
K.terrigena(2) Négatif F Hémato P.G
E.cloacae(2) Négatif H Hémato P.G
Streptococcus (3) | Positif F Hémato P.G
Streptococcus(4) | Positif F Pu-Ped P.G
A.baumannii(2) Négatif H Réa-Med ECBB
E.coli(1) Négatif H Hémato P.G
Streptococcus (5) | Positif F Hémato P.G
A.baumannii(3) Négatif H Pu.chirurgie |P.G
S.aureus(2) Positif F Hémato Crachat
Streptococcus(6) | Positif F Pu Chirurgie | P.G
Streptococcus(7) | Positif H Ped 1 ECBB
K.terrigena(3) Négatif H Ped 1 ECBB
Streptococcus(8) | Positif H Ped 2 P.G
Streptococcus(9) | Positif F Ped 2 P.G
A.baumannii(4) Négatif F Hémato P.G
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Streptococcus(10) | Positif F Hémato P.G
Streptococcus(11) | Positif F Hémato P.G
Streptococcus(12) | Positif F Med Interne | P.G
A.baumannii(5) Négatif H Réa-Med ECBB
Streptococcus(13) | Positif F Hémato P.G
Streptococcus(14) | Positif F Hémato P.G
Micrococcus (1) Positif F Hémato P.G
A.baumannii(6) Négatif H Reéa-Med ECBB
S.aureus(4) Positif H Réa-Med ECBB
Streptococcus(15) | Positif H Pu Chirurgie | ECBB
S.marcescens(1) Négatif F Hémato P.G
S.aureus(5) Positif F Rea- P.G
Chirurgie

K.terrigena(4) Négatif H Ped 1 P.G
Streptococcus(16) | Positif F Hémato P.G
Streptococcus(17) | Positif F Hémato P.G
E.coli(2) Négatif F Hémato P.G
P.aeruginosa(2) Négatif H Hémato P.G
E.cloacae(3) Négatif H Hémato P.G
Streptococcus(18) | Positif H Hémato P.G
S.marcescens(2) Négatif H Hémato P.G
E.coli(3) Négatif F Hémato P.G
E.cloacae(4) Négatif H Hémato LB
M.morganii (1) Négatif F Ped 2 ECBB
H : Homme. PG : Prélévement de gorge.

F : Femme. ECBB : Etude cytobactériologique bronchique.



Annexe

’i—i

Annexe V : Tableau de lecture de galerie API 20E.

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E
Microtube |  Substrat : Caractére recherché | Révélateur [ LecTire directs ou indirecte s Résultat +
(si nécessaire) -
ONPE =000 | a2 Lecture directe
GNEG g'glgﬁ:;gg" galactosidase
ADH Arginine hrginine Dihydrolase
QL ! Rouge de f .
LDC Lysine Lysine Décarboxylase : Lecture directe )
one Omithine rnithine Décarboxylase | phénol
CITy | Citrate Utilisation du citrate BBT Lecture directe P
H,S I:é?j:fate e Production d'H,S Felll Lecture directe P
. 5 Rouge de :
URE Urée Uréase Phénol Lecture directe
Tryptophane Teciure mdrrecte
TDA Tryptophane désaminase 9
Tryptophanase ou Cecture Indirecte
IND Tryptophane production diindole ﬂ
Pyruvate de production d'acétoine Lecture Inirecte
VP <ot (3-hydroxybutanone
s gélatinase Particules de M
GELl Gélatine i Lecture directe 8
(i‘g s | Suse Utilisation de substrats ‘
b carbone carbonés (glucides) BBT Lecture directe
zZymogramme (glucide)
Lecture indirecte ’
NO, /N, | Nitrates (NO57) Nitrate réductase P
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Annexe VI : Taxonomie des bactéries isolées

P. S. A. E. E. S. K. S.
aeruginosa aureus baumannii coli cloaceae pneumoniae terrigena marcescens
Regne bacteria Bacteria bacteria bacteria bacteria bacteria bacteria bacteria
division | Pseudo- firmicutes | Pseudo- Proteo- Pseudo- firmicutes Proteo- Proteo-
monadota monadota bacteria monadota bacteria bacteria
classe Gamma- bacilli Gamma- Gamma- Gamma- cocci Gamma- Gamma-
proteobacte proteobacteria proteobacteria | proteobacteria proteobacteria | proteobacteria
ria
ordre Pseudo- bacillales | Pseudo- Entero- Entero- lactobacillales | Entero- Entero-
monadales monadales bacterales bacterales bacterales bacterales
famille Pseudo- staphyloco | moraxellaceae Entero- Entero- streptococcace | Entero- Entero-
monadaceae | ccaceae bacteriaceae bacteriaceae ae bacteriaceae bacteriaceae
genre Pseudo- Staphy- acinitobacter escherichia enterobacter Streptococcus | klebsiella serratia
monas lococcus
espéce Pseudo- Staphyloc | Acinetobacter Escherichia Enterobacter | Streptococcus | Klebsiella Serratia
monas occus baumannii coli cloacae pneumoniae pneumoniae marcescens
aeruginosa | aureus
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Annexe VII : Les valeurs critiques des diametres des zones

d’inhibitions pour les souches utilisées

e Valeurs critiques des diametres des zones d’inhibitions pour P.aeruginosa :

e Valeurs critiques des diametres des zones d’inhibitions pour Enterobater :
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e Valeurs critiques des diametres des zones d’inhibitions pour Acinitobacter
baumannii :

e Valeurs critiques des diametres des zones d’inhibitions pour staphylococcus spp :
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e Valeurs critiques des diametres des zones d’inhibitions pour
streptococcuspneumoniae :
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Annexe VIII : Effet antibactérien des plantes utilisées

e Inulaviscosa L.

Extrait de la plante I.viscosa L.
Dilution 0.6g/ml Dilution 0.4 g/ml Dilution 0.2 g/ml

Souches

E. coli

S.marcescens

S.aureus

A.baumannii




E.cloacae

K.terrigena

\\ NIT+ EA

P.aeruginosa

S.pneumoniae

NOSSNITEEA

e EA : Extrait aqueux.

e D1 : Disque Extrait aqueux 1.
e D2 : Disque Extrait aqueux 2.
e D3 : Disque Extrait aqueux 3.
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e Salvia officinalis L.

Extrait de la plante S.officinalis L.
souches

Dilution 0.6g/ml Dilution 0.4 g/ml Dilution 0.2 g/ml

E. coli

S.marcescens

S.aureus

A.baumannii




E.colocea

K.terrigena

P.aeruginosa

S.pneumoniae

e EA : Extrait aqueux.

e D1 : Disque Extrait aqueux 1.
e D2 : Disque Extrait aqueux 2.
e D3 : Disque Extrait aqueux 3.
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e Myrtus communis L.

Extrait de la plante M.communis L.
Souches

Dilution=0. | Dilution= Dilution Dilution Dilution | Dilution=
=0.2 g/ml | =0.1 g/ml =0.05 0.025
g/ml g/ml

E. coli

I
/

‘ J/
N\ y
\GTR+éA
" D2

&

S.
marcescens

S.aureus

A.
baumannii

E.colocea




K.terringa

P.
aeruginosa

S.
pneumoniae

e EA : Extrait aqueux.

e D1 :Disque Extrait aqueux 1.
e D2 :Disque Extrait aqueux 2.
e D3 : Disque Extrait aqueux 3.



