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Résumeé

Actuellement, on assiste a un probléme de santé publique a I’échelle mondiale. 11 s’agit,
entre autres, de 1’apparition depuis bien longtemps, de souches bactériennes résistantes

impliquées dans certaines infections post-opératoires.

Ce présent travail se veut une contribution a tester 1’effet des antibiotiques utilisés dans
les hopitaux et valoriser 1’huile essentielle de Thymus vulgaris de la région de Nedroma Wilaya

de Tlemcen (Algérie) sur les germes responsables des infections post-opératoires.

Les échantillons récoltés a partir de Pus et de Compresse sur les plaies nous montrent
une forte prévalence de bactéries a gram positif telles que Staphylococcus aureus issues de
préléevements de pus et des Entérobactéries comme Escherichia Coli, Klebsiella pneumoniae

SSp pneumoniae.

Les tests d’antibiogramme effectués ont montré un taux de résistance tres €levé de
I’ordre de 8 antibiotiques sur 16 testés, chez des souches telles que Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia Coli, Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae, Staphylococcus aureus avec des

diametres nul pour plusieurs souches de S. aureus.

L’activité antibactérienne mise en évidence par la méthode d’antibio-aromatogramme, a
montré que 1’huile essentielle de Thymus vulgaris de la région de Nedroma Wilaya de Tlemcen
(Algérie), présentait un effet inhibiteur important sur certaines souches bactériennes ayant des
profils de résistance dit Faible (Proteus mirabilis, E coli ATCC25922) ; Moyen (Citrobacter
freundii, Shigella group) et Fort (Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumoniae ssp

pneumoniae), avec des diamétres des zones d’inhibition assez significatifs.

Cette étude nous a permis de valoriser le pouvoir antibactérien de 1’huile essentielle de
Thymus vulgaris de la région de Nedroma Wilaya de Tlemcen (Algeérie). Aussi lors de notre
étude, nous avons observé une diminution du diameétre d’inhibition proportionnelle au gradient

de résistance des bactéries.

Mots clés : Thymus vulgaris, Huile essentielle, activité antibactérienne.




Abstract

Currently, there is a global public health problem. These include the long-standing

appearance of resistant bacterial strains involved in some post-operative infections.

This work is intended as a contribution to test the effect of antibiotics used in hospitals and to
enhance the essential oil of Thymus vulgaris from the Nedroma Wilaya region of Tlemcen

(Algeria) on the germs responsible for post-operative infections.

Samples collected from Pus and Compress on wounds show a high prevalence of Gram-
positive bacteria such as Staphylococcus aureus from pus specimens and Enterobacteriaceae

such as Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae.

The antibiotic tests carried out showed a very high resistance rate of about 8 out of 16
antibiotics tested in strains such as Pseudomonas aeruginosa, Escherichia Coli, Klebsiella
pneumoniae ssp pneumoniae, Staphylococcus aureus with zero diameters for several strains Of

S. aureus.

The antibacterial activity demonstrated by the antibio-aromatogram method, showed
that the essential oil of Thymus vulgaris from the Nedroma Wilaya region of Tlemcen (Algeria)
showed a significant inhibitory effect on certain bacterial strains with profiles of weak
resistance (Proteus mirabilis, E. coli ATCC25922). Medium (Citrobacter freundii, Shigella
group) and Fort (Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae) with

diameters of significant inhibition zones.

This study allowed us to evaluate the antibacterial power of the essential oil of Thymus
vulgaris in the Nedroma Wilaya region of Tlemcen (Algeria). Therefore, in our study, we
observed a decrease in the inhibition diameter proportional to the resistance gradient of the

bacteria.

Key words: Thymus vulgaris, Essential oil, antibacterial activity.
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Introduction



INTRODUCTION

epuis la découverte des antibiotiques avec comme chef de fil la pénicilline,
ces molécules ont toujours fait preuve d’efficacité comme une solution

miracle en thérapeutique anti-infectieuse (Touré et al., 2004).

Cependant, on note ces derniéres années que 1’effet des antibiotiques sur les bactéries
tend de plus en plus a diminuer au fil du temps. La résistance bactérienne aux antibiotiques
(ATB) est en perpétuelle évolution. Cette résistance bactérienne est la résultante d’interactions
complexes entre la bactérie d’une part et son environnement d’autre part. Elle est liée
essentiellement & un usage excessif des antibiotiques aussi bien en médecine humaine, que la
médecine vétérinaire et bien d’autres (ENNIGROU et al., 2000).

La résistance croissante des bactéries aux antibiotiques devient une préoccupation de
plus en plus grande dans les établissements de soins de santé ainsi que dans la communauté en
général. Dans certains cas, les bactéries peuvent pénétrer dans l'organisme par le biais de
cathéters, de ventilateurs respiratoires, ou directement dans une plaie. L’entrée de ces micro-
organismes peut conduire a une infections respiratoire, une infection des voies urinaires, du site
opératoire ou a une septicémie. Ces types d'infections affectent majoritairement les personnes
immunodépprimées et les personnes Aagées, représentant généralement la clientéle des
établissements de soins de santé (Hidron et al., 2008). La prévalence de ces mémes infections
a augmenteé et représente environ de 70% des malades présents dans les unités de soins intensifs
(USI) (Weinstein et al., 2005). Ainsi I’apparition de souches résistantes a plusieurs antibiotiques
autrefois efficaces devient de plus en plus inquiétants et nécessite aujourd’hui que la recherche

s’oriente vers d’autres alternatives plus performantes.

Toutefois, on assiste, ces derniéres années, a un regain d’intérét pour les plantes
médicinales et aromatiques et pour leurs extraits (Sabu and Kuttan, 2002). En effet, de
nombreuses études faites sur les plantes et particuliérement leurs huiles essentielles ont montré
qu’elles avaient un grand pouvoir antibactérien. Le thymus vulgaris est une plante Nord-
africaine qui a fait I’objet d’études montrant que son huile essentiel avait un grand potentiel
antibactérien bien que son pouvoir inhibiteur et antibactérien a tout type de souches reste
indéterminé.

De tout ce qui précede, nous avons voulu, a travers cette étude menée au Centre

Hospitalier Régionale Amissa Bongo (CHRAB) de Franceville, apporter le maximum d’aide
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possible aux cliniciens du service de chirurgie, pour le diagnostic des infections en étudiant la
sensibilité des germes a un lot d’antibiotique fréquemment utilisé, ainsi que tester 1’efficacité
de I’huile essentielle de thymus vulgaris aux souches résistantes. Cela servira de point de départ
a d’autres études comparatives ultérieures afin d’avoir une vision globale des résistances dans
cet hopital. Et nous essayerons, a partir de la littérature et de nos résultats, de tirer des

conclusions qui pourront étre transformeés en conduites a tenir par rapport a ce phénomene.

Le but de notre travail est d’atteindre deux objectifs principaux a savoir, premiérement
établir une identification des principaux pathogénes causant des infections persistantes chez les
patients admis aux services de chirurgie du CHRAB en établissant leur profil de résistance. Et

dans un deuxiéme temps, nous évaluerons I’activité antibactérienne de notre huile essentielle.

Pour atteindre nos objectifs, notre travail a été divisé en deux grandes parties. La
premiére partie concerne la bibliographie et sera divisée en trois chapitres : Le premier portera
sur les généralités sur les huiles essentielles, le second présentera la plante thymus vulgaris, et
le troisieéme chapitre parlera d’une manicre générale des deux grand groupes de bactéries et
leurs mécanismes de résistance. La deuxieéme partie, qui est la partie expérimentale sera répartie
en deux chapitres, le chapitre IV ou nous aborderons le matériel et les méthodes utilisées pour
la réalisation de ce travail et en fin le chapitre V qui nous permettra de présenter et de discuter
les résultats obtenus lors de cette étude. Le manuscrit est achevé par une conclusion genérale
résumant 1’ensemble de ces résultats et par des perspectives qui ouvriront d’autres pistes de

travail que nous n’avions pas pu explorées au cours de notre expérimentation.
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Les huiles essentielles

I.1- Historique

L’histoire des plantes aromatiques est souvent li¢e a celle de I’humanité. Déja, depuis
I’Egypte antique (environ quatre mille cinq cents ans avant Jésus Christ), I’homme utilise
largement les huiles balsamiques, les onguents parfumés, les résines aromatiques, les épices et
les végetaux odoriférants en rites, en magie, en thérapeutique, en alimentation ainsi que dans
les pratiques de la vie courante. La distillation des huiles essentielles commence en Orient, les
premieres bases de préparation des huiles essentielles ont été développées en Inde, en Perse et
en Egypte (Ntezurubanza, 2000).

Les huiles essentielles semblent donc avoir accompagné la civilisation humaine depuis
ses premieres geneses. René-Maurice GATTEFOSSE a créé, en 1928, le terme de
I’aromathérapie et il a mené de nombreux travaux concernant les huiles essentielles, notamment
leurs propriétés ; ces résultats seront a 1’origine de nombreuses autres recherches (Besombes,
2008).

1.2- Définition

La norme AFNOR NF T 75-006 définit I’huile essentielle comme : «un produit obtenu
a partir d’une matiére premiére végétale ; Soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par hydro
distillation». Les huiles essentielles ou simplement essences sont des produits aromatiques
légers volatils ; généralement liquides & température ambiante et insolubles dans 1’eau
(Ntezurubanza, 2000). Elles se caractérisent par leur odeur, spécifique des plantes ou des
organes végétaux dont elles proviennent et qui leur donnent une valeur économique comme
matiére premiére pour 1’industrie des parfums et des cosmétiques. L huile essentielle est un
mélange de produits ou un produit obtenu a partir d’une matiere d’origine végétale, soit par

expression de I’épicarpe des citrus soit par distillation a sec (KOUDOU, 2009).
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1.3- Localisation et lieu de synthese

Plusieurs hypothéses ont été avancées pour essayer d’expliquer 1’origine des huiles

essentielles dans la plante. Les huiles essentielles se rencontrent dans tout le régne végétal.

Elles sont particulierement abondantes chez certaines familles : Coniferes, Rutaceae,
Ombelliferes, Myrtaceae, Lamiaceae, Annonaceae. Tous les organes peuvent en renfermer : les
sommités fleuries (Lavandes, Menthes, Mélisse), les racines ou rhizomes (Vétiver, Gingembre),
les écorces (Cannelles), les fleurs (Ylang-ylang), le bois (Camphrier), les fruits (Persil, Citrus),
les grains (Poivre). A noter que dans la méme espece, on peut rencontrer les huiles essentielles
simultanément dans des organes différents et que la composition de celle-ci peut varier d’un
organe a l’autre. En outre, cette composition peut varier dans une méme espéce selon les
conditions climatiques et édaphiques du lieu de récolte. Le plus souvent, en climat chaud, la

teneur en huile essentielle est plus élevée (Mahmout, 1992).

\ L
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Figure n°1 : Organe sécréteur d’huile essentielle (Raymond, 2005).
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I.4- Propriéte physico-chimiques

Les huiles essentielles possedent malgré leur différence de constitution, un certain
nombre de proprietés physico-chimiques connues, a savoir leurs températures ambiante ou elles
y sont genéralement liquides ; alors qu’elles sont volatiles a haute température, c’est a partir de

cette volatilité qu’on les distingue des huiles fixes telles que 1’huile d’olive et I’huile d’amande

douce (Jean, 2009).

Les huiles essentielles forment un groupe homogéne du point de vu de leurs propriétés
physique ; par contre, elles sont par leur composition chimique, le groupe le plus hétérogene

qui existe (Bernard et al., 1988).

I1- Famille des Lamiacées (lameaceae)

Les Lamiacées sont des plantes herbacées, rarement ligneuses, souvent velues, a tige
généralement quadrangulaire ; feuilles opposées, disposées en paires se croisant d’un neeud a
I’autre (décussées), sans stipules, a limbe denté ; fleurs (rarement isolées) en cyme, souvent
réunies en faux verticilles étagés, axillaires ou terminaux ; corolle en forme de tube se terminant
par 4-5 lobes ou subégaux, ou formant une levre inférieure, ou le plus souvent formant deux
levres. Les Lamiacées, répandues dans le Bassin méditerranéen, possedent souvent des poils
glanduleux ou des glandes a huiles essentielles les rendant trés odorantes (nombreuses especes
aromatiques ou médicinales. Les lamiacées constituent I’'une des principales familles de plantes
dicotylédones, qui comprend environ 258 genres et 6900 espéeces plus ou moins cosmopolites,
mais particuliérement répandues depuis le Bassin méditerranéen jusqu’en Asie centrale

(Botineau, 2010).
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1.5.1- Présentation de Thymus vulgaris

Le nom du thym (en anglais thyme) vient du grec thumos, qui signifie « odeur ». Plante
sacrée, trés recherchée dans I'antiquité, le thym était un symbole de force chez les romains ; il
était brdlé au cours des sacrifices et utilisé comme encens dans les temples grecs. Le thym est
originaire du bassin méditerranéen, il existe plusieurs espéces de ce genre dans le monde, et sur
celles qui sont actuellement connues, I'espéce Thymus vulgaris est toutefois la plus répandue.
Au Maghreb, on dénombre autres telles que : Thymus numidicus, Thymus pallescens, Thymus
ciliatus, etc. (Hynes, 1992).

L’espéce Thymus vulgaris est un élément caractéristique de la flore méditerranéenne,
connu surtout pour ses qualités aromatiques, elle a aussi de tres nombreuses propriétés

médicinales (Isérin et al., 2001).

Il existe une variation de la production des composés secondaires chez certaines espéces
végétales que 1I’on appelle polymorphisme chimique. Cette variation peut étre quantitative ou
qualitative. Un grand nombre d’espéces possedent des individus dont les composés secondaires
varient quantitativement d’un individu a un autre. Par contre, les exemples de variations
qualitatives, c'est-a-dire I’existence des chémotypes au sens strict dont les individus peuvent
porter des molécules de nature chimique différentes les uns des autres, sont moins fréquents.
C’est notamment le cas de thymus vulgaris qui exprime six formes de chémotypes différents,
chaque chémotypes est nommé suivant le composant principal de son huile essentielle

(exemple : thymol (T), carvacrol (C) (Amiot et al., 2005).

1.5.2- Description morphologique et botaniques

Thymus vulgaris est un petit sous-arbrisseau vivace, touffu et trés aromatique de 7 a 30
cm de hauteur, d’un aspect grisatre ou vert-grisatre (Figure n°2). Ses tiges, ligneuses a la base,
herbacées supérieurement, sont presque cylindriques. Ces tiges ligneuses et tres rameuses sont
regroupées en touffe ou en buisson trés dense. Elles peuvent acquérir, vers leur base, une assez
grande epaisseur. Les tiges floriferes ne produisent jamais de racines adventives, et sont

rampantes, dressées ou redressées, tortueuses dans leur partie inférieure, velue et blanches tout
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autour chez les jeunes rameaux. Ses feuilles sont trés petites, ovales, lancéolées, a bord roulés
en dessous a nervures latérales distinctes, obtuses au sommet, ponctuées supérieurement, au
pétiole extrémement court, et blanchatres a leur face inférieure. Les fleurs, quant a elles, sont
presque roses ou presque blanches, font de 4 a 6 mm de longueur, sont pedicellées et réunies

ordinairement au nombre de trois a 1’aisselle des feuilles supérieures (Biologiquement, 2012).

Feuille

Figure n°2 : L’aspect morphologique de Thymus vulgaris (Gary et al., 2004)

1.5.3- Taxonomie

Thymus est un genre de plantes (couramment appelées thym) de la famille des
Lamiacées. Ce genre comporte plus de 300 especes et preés d’une centaine de variétés de thym,

sauvages et/ou cultivées (cornichon, 2017)

Ce classement se refére a la classification botanique antérieure (Morales et al., 2002)
synthétisée dans le tableau suivant.
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Tableau n°1 : Classification botanique de Thymus vulgaris (Morales et al., 2002)

Régne Plantae
Sous regne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta

Sous embranchement Magnoliophytina

Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Thymus

Espece Thymus vulgaris L.

Noms vernaculaires

e Latin : Thymus vulgaris thymoliferum (Haddad et al., 2007)

e Arabe : Saatar, Zaatar (Goetz et Ghedira, 2012)

¢ Anglais: Common thym, garden thyme, winter thyme (Goetz et Ghedira, 2012)

e Francais: Thym vulgaire, thym des jardins, farigoule, thym commun, thym cultivé
(Goetz et Ghedira, 2012)
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1.5.4- Habitat

Le thym pousse dans des endroits naturels, sols Iégers et calcaire, mais il prospére tout
aussi bien sur sols fertiles argileux mais non détrempés. Il nécessite des endroits bien ensoleillés
et supporte relativement bien la sécheresse. C’est d’ailleurs sur sols pauvres (maquis, rocaille
de garrigue) que se développe le mieux son arome. Dans les endroits de fortes gelées, une
protection est recommandée durant 1’hiver. Sa multiplication se fait par semis superficiel
(germination a la lumiere), réalisé mi-avril ou plus rarement en aolt, en rangée écartée

d’environ 20 a 30 cm, sur sol léger et sablonneux (Goetz et Ghedira, 2012).

1.5.5- Répartition géographique de la plante

1.5.5.1- Dans le monde

Les thyms sont de petites plantes buissonnantes, érigées (thym commun) ou plus étalées
(serpolet), typiques de la région méditerranéenne ou ils poussent naturellement. Il est indigéne
de I’Europe du Sud, on le rencontre depuis la moitié orientale de la péninsule ibérique jusqu’au
sud-Est de I’Italie, en passant par la fagade méditerranéenne francaise (Ozcan et Chalchat, 2004,
Amiot et al., 2005). On cultive le thym dans le monde entier, certaines variétés supportent le
froid et I’humidité, d’autres la chaleur tropicale. Dans le sud de la France, le thym est aussi

fréquemment appelé farigoule (de son nom occitan : farigola) (Herboristerie, 2017)

1.5.5.2- En Algérie

Originaire du bassin méditerranéen, cet arbrisseau aux nombreux rameaux Serrés est une espece
végétale rustique trés répandue en Algérie (Lucchesi, 2005). Les différentes especes qui y
existent sont réparties le long du territoire national, du Nord Algérois a I’ Atlas saharien, et du

Constantinois a Oranais (Yakhlef, 2010).

e
9
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1.5.6- Composition chimique de la plante

De nombreuses études ont révélé que les parties aériennes de Thymus vulgaris sont trés
riches en plusieurs constituants dont la teneur varie selon la variabilité des conditions
géographiques, climatiques, de séchage, de stockage et des méthodes d’études (extraction et
détection). L hybridation facile de I’espéce méne a une grande variabilité intra-spécifique, qui
affecte I’homogénéité du rendement d’extrait et sa composition en produits chimique (Balladin
et Headley, 1999).

Une étude récente a eté faite en 2016 visant a élucider la composition chimique de deux
échantillons d'huiles essentielles (EO) obtenus a partir des feuilles de Thymus vulgaris L.
(Lamiaceae) recueillies dans deux régions de I'ouest de I'Algérie (Tlemcen et Mostaganem) et

d'évaluer leur toxicité aigué in vivo ainsi que leur activité anti-inflammatoire.

Lanalyse des huiles obtenues par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CPG-SM) et par chromatographie en phase gazeuse couplée au
détecteur a ionisation de flamme (CPG-FID) a permis d’identifier 66 composés volatiles
représentant 99% du total de I’huile essentielle de Thymus vulgaris de Tlemcen. La composition
de I’huile est dominée par le thymol avec 67,3%. D’autres composants se trouvent également a
des taux appréciables. Il s’agit notamment du y-terpinéne (10,1%), du p-cymeéne 6,0%, a-pinene
(1,6%) et linalool (2,7%). (Wafae et al., 2016).

Composition chimique de T.vulgaris
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Figure n°3 : composition chimique majeur de Thymus vulgaris
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Tableau n°2 : Composition chimique totale de I’huile essentielle de Thymus vulgaris d’Algérie (Wafae et al., 2016)

Ne Compound T_ vulzaris (Mostaganem) T vulaaris (Tlemcen) Ne Compound T vulgaris {Mostaganem) T vulgaris (Tlemcen)
Rl Area (%) RI Area (%) RI Area (%) Rl Area (%)
1 Methyl-2-methylbutanoate 73 fr 175 0.1 3 Terpinen-4-ol 1192 04 1192 04
1 Ethyl butyl ketone 883 fr 836 fr 35 p-Cymen-8-ol 1194 01 1194 tr
}  o-Thuene 934 10 034 10 36 a-Terpmeol 1203 01 1203 01
{ o-Pinene 044 57 044 1.6 37 cis-Dihydrocarvone 1211 02 1211 0.1
5 Thuja-24(10)-diene 1somer 952 ir 433 tr 38 irans-Dhbydrocarvone 1220 03 1220 0.1
6 Camphene 961 04 961 0.1 39 irans-Carveol 1230 tr 1230 tr
7 Thuja-24(10)-diene 943 ir 063 tr 40 Carvacrol methylether 1251 03 1251 0.1
§ 1-Octen-3-ol 978 0.6 078 0.1 41 Carvone 1259 01 1259 tr
0  Sabinene 983 fr 083 fr ! Thymol methy] ether 1294 07 1294 29
10 3-Octanone 986 03 086 0.1 43 Carvacrol 1300 tr 1300 fr
11 p-Pinene 990 04 000 02 41 Thymol 1309 505 1309 673
13 Myrcene 093 14 003 14 {45 Eugenol 1370 tr 1369 fr
13 3-Octanol 993 01 003 0.1 46 a-Copaene 1400 fr 1400 fr
14 aPhellandrene 1014 02 1014 0.2 {7 p-Bourbonene 1413 01 1413 tr
5 §-3-Carene 1021 01 1021 01 48 (E)-p-Caryophyllene 1451 19 1451 14
16 o-Terpinene 1026 11 1026 13 {9 p-Copaens 1458 01 1458 fr
17 p-Cymene 1033 56 1033 6.0 50 Aromadendrene 141 02 1471 0.1
1§ Limonene 1038 10 1038 04 51 o-Humulene 1486 01 1486 fr
19 f-Phellandrene 1041 03 1041 0.2 51 allo-Aromadendrene 1494 01 1493 tr
0 (E)-p-Ocimene 1030 01 1050 0.1 53 y-Muurolene 1501 01 1501 0.1
1 y-Terpinene 1067 87 1067 10.1 5 Germacrene D 1512 01 1511 tr
11 cis-Sabmene hydrate 1077 01 1077 0.1 55 Ledene 1525 02 1523 0.1
23 3-Nomen-1-ol 1079 02 1080 01 56 Bicyclogermacrene 1527 0.1 1527 fr
24 3-Nonanone 1087 fr 1087 fr 57 y-Cadinene 1542 01 1541 0.1
15 trans-Linaloo] oxide 1096 fr 1096 fr 58 §-Cadinene 1546 02 1546 01
26 Terpinolens 1098 01 1098 0.1 50 Cadina-14-diene 1559 tr 1559 tr
17 Linalool 1102 51 1102 17 60 a-Cadinene 1564 tr 1564 tr
1§ Nonanal 1105 01 1103 0.1 61 Spathulenol 1612 03 1612 0.1
29 frgns-Sabinene hydrate 1109 01 1109 01 2 Caryophyllene oxde 1622 0.1 1621 02
30 irans-Pmocarveol 1156 01 1156 fr 63 Globulol 1630 tr 1630 tr
31 eis-Verbenol 1138 01 1158 fr 64 Isospathulenol 1670 01 1670 0.1
31 p-Mentha-1 3-dien-8-cl 1178 fr 1179 fr 65 1-Cadinel 1672 tr 1672 tr
33 Bomeol 1183 12 1183 0.1 b6 a-Cadinol 1683 fr 1683 fr
Total identified 2.3 90.0

RI: Retention index: tr: Traces < 0.03 %
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1.5.7- Usage et domaines d’application de Thymus vulgaris

Le thym possede des propriétés désinfectantes et peut étre utilisé sous forme de
décoction, en usage interne et externe. C’est un excellent reméde contre les maladies d’origine
bactérienne contre les infections de voies respiratoires, bronchite, maux de gorge, ainsi qu’en
cas de rhinite ou d’infections buccales. Il est efficace en bain de siége pour soulager les troubles
des voies urinaires. En décoction, il apaise les crampes abdominales ou menstruelles. Sous
forme de badigeonnage, il soulage les démangeaisons désagréables et les rougeurs liées aux
piqlres d’insectes. Il possede des vertus diurétiques. C’est un ingrédient trés répandu dans
I’industriec cosmétique en raison de ses propriétés anti-infectieuses et de son pouvoir
désinfectant tant pour les cheveux que pour les problémes de peau : il est en effet reconnu pour
ses effets modulateurs du fonctionnement des glandes sébacées (Swiss, 2016). Le thym est un
remeéde efficace des peaux grasses, et acnéiques. Ses effets anti infectieux ont été prouvés par
des recherches. Il purifie 1’organisme, renforce le systéme immunitaire, et grace a sa teneur en
acide caféique et en flavonoides, il contribue a la prévention des maladies tumorales (Zu et al.,
2010).

1.5.8- Méthodes d’extraction des huiles essentielles

La grande diversite des propriétés physico-chimiques de ces composés permet d’utiliser
plusieurs techniques d’extraction. Elles seront sélectionnées en fonction de la composition
chimique de I’huile essentielle ou de I’organe de la plante a extraire (KOUDOU, 2009). Le
choix du procédé d’extraction influe directement sur la qualité des produits et sur le rendement
de I’extraction. Il est orienté par la localisation histologique et la composition chimique de ces
essences. A 1’échelle industrielle, le procedé le plus employé reste la distillation & la vapeur
d’eau. Les principales raisons pour cette préférence sont facilité et la mise en ceuvre du procéde,
la sélectivité et donc la qualité des produits obtenus, sachant qu’il ne nécessite pas de dispositifs

particuliers de sécurité (Ait-Ouazzou et al., 2012).

12
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1.5.8.1- L’entrainement a la vapeur d’eau

C’est une technique plus utilisée a I’industrie et un procédé rigoureux d’obtention des
huiles essentielles. La plante n’est pas mise directement en contact avec de I’eau qui est

chauffée, mais placée sur la grille perforée d’un alambic et épuisée a la vapeur (Dubey et al.,
2003).

La vapeur d’eau fournie par une chaudiére traverse la matiére végétale située au-dessus
d’une grille. Durant le passage de la vapeur a travers le matériel, les cellules éclatent et libeérent
I’huile essentielle qui est vaporisé sous ’action de la chaleur pour former un mélange «eau +
huile essentielle». Le mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et I’essencier avant d’étre

séparé en une phase aqueuse et une phase organique : I’huile essentielle.

L’absence de contacte directe entre I’eau et la matiere végétale, puis entre I’eau et les
molécules aromatiques évite certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire
a la qualité de I’huile (Figure N°4) (Nait Achour, 2012).

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’huile essentielle

Huile essentielle

/.
%

Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale

- Eau florale +
Chaleur—-? ) 2 2 2 huile essentiglle

AVAVAVAVAVAR

Essencier

Figure n°4 : Schéma illustrant I’entrainement a la vapeur d’eau (El Haib,
2011)
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1.5.8.1.1- Hydro-distillation

L’hydro-distillation est une des méthodes d’extraction les plus simple et la plus utilisée.
Le matériel végétal est immergé directement dans un alambic rempli d’eau placé sur une source
de chaleur. L’ensemble est porté a ébullition. Les cellules végétales éclatent et libérent les
molécules odorantes, lesquelles sont entrainées par la vapeur d’eau créée. Les vapeurs
hétérogenes sont condensées dans un réfrigérant et I’huile essentielle se sépare de I’hydrolat
par simple différence de densité. L’huile essentielle étant plus 1égeére que I’eau (sauf quelques

rares exceptions), elle surnage au-dessus de I’hydrolat (Figure N°5) (Nait Achour, 2012)
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Figure n°5 : Schéma du principe de la technique d’hydro-distillation (Lucchesi,
2005)

1- Chauffe ballon ; 5- Entrée et sortie d’eau ;

2- Ballon; 6- Erlenmeyer ;

3- Thermometre ; 7- Matiére a extraire 1’essence ;
4- Réfrigérant ; 8- Couche d’huile essentielle
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1.5.8.2- Enfleurage

Cette technique se base sur la liposolubilité des composés odorants des végétaux dans
les corps gras. Il consiste a déposer des pétales de fleurs fraiche sur la plaque de verre recouvert
de mince couche de graisse (graisse animal type saindoux). Selon les espéces, I’absorption des
huiles essentielles des pétales par le gras peut prendre 24 a 72 heures. Les pétales sont éliminés
et remplacés par des pétales frais jusqu’a saturation du corps gras. On épuise ce corps gras par
un solvant que 1’on évapore ensuite sous (Belaiche, 1979). De nos jours 1’enfleurage reste une

technique trés délicate et nécessite un matériel et une main d’ceuvre considérable.

1.5.8.3- Extraction par des solvants volatils

L'extraction par des solvants volatils consiste a dissoudre la matiere odorante de la
plante dans un solvant que I'on fait ensuite évaporer. Cette technique pratiquée dés le 18eme
siécle avec de I'éther, produit colteux et fortement inflammable, utilise de nos jours des solvants
plus adaptés comme I'hexane ou I'éthanol. Cette méthode est utilisée pour les plantes dont les
substances aromatiques risqueraient d’étre dégradées par la distillation et lorsque le matériel

végétal :

e ne peut étre chauffé, par exemple le jasmin
e contient une faible concentration de substances aromatiques comme la rose

e contient une substance résineuse, comme le benjoin (Aroma, 2017).

Les végétaux sont placés dans d'énormes cuves en acier appelées extracteurs et soumis
a des lavages successifs aux solvants qui se chargent ainsi de leur parfum. Aprés décantation et
filtrage, le solvant est evaporé afin d'obtenir une sorte de pate fortement odorante appelée
concréete pour les fleurs et résinoide pour la matiere dérivée du traitement des plantes séches
(racines, mousses...). Aprées une série de lavages a I'alcool dans des batteuses mécaniques et de

glacages, la concréte donne naissance & une essence pure appelée absolue (Parfumeur, 2017).
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1.5.8.4- Extraction au CO2 supercritique

L'extraction supercritique est apparue au stade industriel vers la fin des
années 1970 comme procédé alternatif a la distillation de plantes. L'utilisation du CO2
supercritique (CO2 SC) comme solvant d'extraction de molécules organiques a partir de plantes
est l'application la plus ancienne et la plus développée a I'échelle industrielle, notamment dans
le secteur agroalimentaire. Le premier exemple d'industrialisation de ce procédé concerne la
dé-caféination du café. Le CO2 de par ses propriétés physico-chimiques (incolore, inodore, non
toxique, non inflammable) est le fluide supercritique le plus utilisé. De plus, du fait de ses
conditions critiques modérées (Tc = 31 °C, Pc = 73,8 bar), le CO2 SC est trés rapidement
apparu comme un candidat particulierement approprié a I'extraction végétale, et ce notamment
comme alternative aux solvants organochlorés. Depuis, de nouvelles applications du CO2 SC
pour l'extraction de plantes sont apparues et ont permis de confirmer les potentialités de ce
fluide comme solvant alternatif de choix, non seulement pour I'extraction d'une large gamme
de composés naturels mais également pour bien d'autres applications relatives au végétal
(Benaissi, 2013).

SCHEMA DE PRINCIPE
D’EXTRACTION PAR CO2 SUPERCRITIQUE

Chnuffnge
du CO2

Stockage

€02 liquide Compresseur

Condensateur Saparateur

Extracteur

Figure n°6 : Schéma du principe de la technique d’extraction par le CO2
supercritique (Pourmortazavi and Hajimirsadeghi, 2007)

e ————————————
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1.5.8.5- Extraction par micro-onde

L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes est 1’une des plus récentes. Inspirée
d'un ancien procédé de distillation dite « seche » utilisé par les alchimistes Arabes pour
I’extraction des huiles essentielles. Elle consiste en une distillation séche & I'aide d'un alambic
utilisant le soleil comme source de chaleur. L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes
a été développée en remplagant 1’énergie solaire par un chauffage micro-ondes plus performant,
plus spécifique et beaucoup moins polluant qu’un chauffage traditionnel au feu de bois
(Lucchesi, 2005). 11 consiste a placer le matériel végétal dans un réacteur au sein d’un four

micro-ondes sans ajout d’eau ou de solvant (Figure N°7).

Réfrigérant a air

Huile essentielle

Décoction

Décoction

Réacteur

Figure n°7 : Principe schématisé du systéeme d’extraction par micro-onde sans

solvant (Soins et Nature, 2017).
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Le chauffage interne de 1’eau contenue dans la plante permet d’en dilater ses cellules
et conduit a la rupture des glandes et des récipients oléiféres. L’huile essentielle ainsi libérée
est évaporée avec I’eau de la plante. Un systéme réfrigérant situé a 1I’extérieur du four a micro-
ondes permet la condensation du distillat en continu. L’excés d’eau est réintroduit dans le
réacteur de maniére a restaurer la quantité d’eau initialement présente dans la plante (Fillatre,

2011).

1.5.9- Activité biologiques de thymus vulgaris

La diversité moléculaire des métabolites que contiennent thymus vulgaris ainsi que les
huiles essentielles en générale, leur confere des roles et des propriétés biologiques tres variés
telles que, les propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoire, anticancereuses, antimicrobiennes,

antiseptiques, antiparasitaires, diurétiques... (Guinoiseau, 2010).

1.5.9.1- Activité antibactérienne et mode d’action

L’huile essentielle du thym est douée de propriétés antibactériennes qui peuvent
facilement étre mises en évidence par des expériences in vitro (Bruneton, 1999). Tous les
chimiotypes sont actifs, cependant son activité bactéricide est le plus marquée pour les types a
thymol et a carvacrol. Cette activité s’exerce vis-a-vis de salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogénes et d’autres espéces
bactériennes. L’effet antibiotique du thymol est 25 fois supérieur a celui du phénol et moins

toxique que ce dernier (Burt and Reinders, 2003, Dorman and Deans, 2000).

La structure chimique des constituants du thym et d’autres huiles essentielles
conditionne leur mode précis d’action antibactérien (Dorman and Deans, 2000). Compte tenu
du nombre de différents groupes de composés chimiques présents dans les Huiles essentielles,
il est probable que leur activité antibacterienne ne soit pas attribuée a un meécanisme spécifique
mais qu’il y ait plusieurs cibles dans la cellule (Carson et al., 2002, Skandamis et al., 2002).
Les principales localisations des sites d’action des constituants des huiles essentielles sont

indiquées dans la figure suivante (Figure N°8).
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Figure n°8 : Action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne (Burt, 2004)

Les principaux mécanismes et sites d’action des différents constituants des huiles

essentielles sont :

% L’altération de la paroi cellulaire (Helander et al., 1998);

% Ladégradation de la membrane cytoplasmique (Ultee et al., 2000);

L’altération des protéines membranaires (Ultee et al., 1999);

+¢ Fuite du contenu cellulaire (Cox et al., 2000) ;

¢+ Coagulation du cytoplasme(Gustafson et al., 1998);

% Epuisement de la force de mouvement des protons (Ultee et Smid, 2001).

Une des caractéristiques important de thymus vulgaris et de ses constituants est leur

caractere hydrophobe, ce qui leur permet de s’insérer dans les couches lipidiques de la

membrane cellulaire bactérienne et des mitochondries, perturbant les structures et les rendant

plus perméables. La fuite des ions et autres constituants de la cellule peut alors se produire

(Goetz et Ghedira, 2012).
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Bien qu’une certaine proportion de fuite de cellules bactériennes puisse étre tolérée sans
perte de viabilité, une perte importante du contenu de la cellule ou la sortie de molécules
essentielles et d’ions peut amener la mort bactérienne. Certains travaux portant sur les effets de
I’huile essentielle d’arbre a thé sur E coli ont permis de montrer que la mort cellulaire peut

survenir avant la lyse bactérienne (Goetz et Ghedira, 2012).

D’une fagon générale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des huiles
essentielles sur les bactéries, cette diversité ne dépend pas seulement de la nature chimique des
huiles essentielles mais aussi du type membranaire des bactéries, selon qu’elle soit Gram positif
(+) ou gram négatif (-) (Figure N°9). En général, les bactéries Gram (-) sont plus résistantes
que les Gram (+) grace a la structure de leur membrane externe riche en lipopolysaccharides et
en protéines ce qui la rend plus hydrophile empéchant ainsi les terpénes hydrophobes d’y
adhérer. Néanmoins, certains composés phénoliques de bas poids moléculaire comme le thymol
et le carvacrol peuvent adhérer a ces bactéries par fixation aux protéines et aux
lipopolysaccharides membranaires grace a leurs groupes fonctionnels et atteindre ainsi la

membrane interne plus vulnérable (Mokaddem-Daroui et al., 2012).

L lysaccharide
PPy Proteine

Membrane
externe

Peptidoglycane

JL JL

Membrane
plasmique

Peptidoglycan

Membrane
plasmique

Lipoproteine

Phospholipide

Proteine

Figure n°9 : Structure des parois chez les bactéries Gram (-) et Gram (+)
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1.5.9.2- Activité antifongique et mode d’action

En plus de son activité antibactérienne, 1’huile essentielle de Thymus vulgaris posséde
¢galement le pouvoir d’inhiber la croissance d’un certain nombre de souches fongique dont
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus, Saprolegnia, et Zygorhynchus.
Cette méme huile potentialise I’effet antifongique de 1’amphotéricine B vis-avis de C. albicans
(Mokaddem-Daroui et al., 2012, Pina-Vaz et al., 2004).

L’utilisation de I’huile essentielle de Thymus vulgaris comme agent protecteur des fruits
de fraise (Fragira ananassa) contre la détérioration causée par les mycétes lors des travaux
effectués par (Reddy et Yusuf, 1998) a montré que cette derniére était dotée d’un potentiel
antifongique élevé contre Brotry cinerea et Rhyzopus stolonijer (Valero et Salmeron, 2003).

Le mécanisme d’action des huiles essentielles contre les mycetes n’est pas totalement
compris jusqu’a maintenant, mais quelques auteurs ont donnés plusieurs suppositions selon
leurs observations (Ali, 2012) La plupart des études sur le mécanisme d’action des huiles

essentielles se sont accentuées sur leurs effets sur la membrane cellulaire.

En outre, I’activité¢ antifongique des huiles essentielles pourrait également étre liée a
I’interférence des composants de I’huile dans des réactions enzymatiques de la synthese de la
paroi cellulaire, qui affecte la croissance fongique (Carmo et al., 2008). Ces suggestions ont
déja été rapportées par (Kyu-Ho et al., 2000). Ils ont étudié¢ I’inhibition des enzymes
synthétisants la paroi des cellules fongiques en examinant les effets inhibiteurs de I’huile sur le
B-(1,3) glucane sur la chitine synthétase. (Chalchat et al., 1997), Signalent que les huiles
essentielles endommagent une série de systeme enzymatique des moisissures, de ce fait

affectant la synthése et la production énergétique des composantes structurales.
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1.5.10- Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles bien qu’ayants de nombreux effets bénéfiques dans des domaines
variés, peuvent aussi constituer un danger si elles sont mal utilisées. En effet, Les huiles
essentielles suscitent, depuis quelques années, un engouement grandissant chez les thérapeutes
mais aussi dans le grand public. Leur accessibilité fait oublier qu’il s’agit de produits tres
puissants et que leur utilisation implique quelques regles de prudence (Santé, 2017). Certaines
huiles essentielles sont dangereuses lorsqu’elles sont appliquées sur la peau en raison de leurs
pouvoir irritant (les huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergene (huiles riches en
cinnamaldéhydes) (Smith et al., 2000), ou photo-toxique (huiles de citrus contenant des
furocoumarines) (Naganuma et al., 1985).

D’autres huiles essentielles ont un effet neurotoxique. La toxicité des huiles essentielles
est assez mal connue. Il manque des donneées sur leurs éventuelles propriétés mutagéne ou
cancérigenes. La plupart du temps, sous le terme de toxicité sont décrites des données
expérimentales accumulées en vue d’évaluer le risque que représente leur emploi. Il existe
quelques huiles essentielles dont certains composés sont capables d’induire la formation de
cancer, c'est le cas par exemple de dérivés d’allybenzénes ou de propenylbenzenes comme le

safrole, I’estragole, le B-arasone,et le méthyl-eugenole (Wiseman et al., 1987).

Par leur composition chimique riche, les huiles essentielles doivent étre utilisées avec
une extréme prudence, du fait qu’elles peuvent présenter de trés graves dangers lors d’une
utilisation aléatoire autonome, surtout que le consommateur est attiré par la facilit¢ d’emploi de

ces essences en absorption interne ou en application externe (Kehal, 2013).
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I1.1- Les infections post chirurgicales

11.1.1- Introduction

Dans les hdpitaux et centre de santé en général, on rencontre souvent plusieurs cas de
déces dues a des infections identifiés au niveau des plaies issues d’opérations post chirurgicales.
Une fréquence élevé de ce type d’infection indique que les soins ne sont pas dispensés de
maniére optimale, et entraine de ce fait des couts qui pourraient étre évités (Lortat-Jacob et al.,
1987). La plupart des études traitant d’infections post chirurgicale bactériennes en Afrique
intertropicale sont issues d’équipes pédiatriques ou chirurgicales (Okeke et al., 2005). La rareté
des données publiées sur le sujet limite 1’analyse descriptive de la situation. Les principauX
facteurs favorisants sont liés aux conditions d’exercice médical, a I’environnement microbien
hospitalier et communautaire, et a un état de santé souvent précaire. Les infections par bactéries
multirésistantes sont de plus en plus décrites, reflétant les faillites de 1’hygiéne hospitaliére. En
revanche, les infections de site opératoires, la tuberculose et les viroses a transmission aérienne

sont largement sous-estimées (Simon et al., 2007).

11.1.2- Définition

On entend par infection chirurgicale toutes les infections qui nécessitent une
intervention chirurgicale et celles qui surviennent apres un traumatisme ou une opération .Elles
sont relativement fréquentes dans le domaine de la pathologie externe occupant un taux de 30-
50% des cas de maladies chirurgicales. Ce type d’infection survient généralement dans les 30
jours suivant l'intervention, ou dans I'année s'il y a eu pose d'une prothése (implant définitif tel
que : valve cardiaque, prothese articulaire, ...). Les infections du site opératoire se situent a la
3eme place des infections nosocomiales. Leur surveillance, bien que complexe et chronophage,

parait donc essentielle.

Une infection du site opératoire survient chez 3% des patients opérés et représente pres

de 10% des infections nosocomiales. Les patients opérés ont deux fois plus de risque d'acquérir
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une infection nosocomiale que les autres patients (qu'elle soit du site opératoire ou d'un autre
site) (Fehr et al., 2006).

Il existe 3 niveaux d'infection retrouveé chez les patients (voir schéma) :
- les infections dites superficielles (60% des infections du site opératoire)
- les infections profondes (25%)

- les infections d'organe (15%)

NIVEAU

Peau !

Tissu
sous-cutané

Fascia & muscle

QOrgane ¢

Figure n°10 : Différents niveaux d’infection (Barbut et al., 2004)
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11.2- Principales causes d’infection post chirurgicales

Les germes responsables d’une infection du site chirurgical sont normalement inoculés
durant I’intervention et proviennent de la peau ou des muqueuses non stériles touchées
(digestive, urogénitale, respiratoire) durant ’intervention. En outre, les germes peuvent
provenir d’un foyer infectieux distant concomitant. Les sources exogenes peuvent étre : le
personnel chirurgical, I’environnement de la salle opératoire et tous les instruments qui entrent
en contact avec le site opératoire. Ce mode de contamination est nettement plus rare (Mangram
etal., 1999).

Le risque d’infection du site chirurgical dépend des facteurs suivants :

¢ la contamination du site opératoire par des germes, leurs doses et virulence
e larésistance de I’hote/facteurs dépendant du patient

e des facteurs opératoires

Le Staphylocoque doré reste le germe numéro un dans tous les sites opératoires, en
dehors de la chirurgie abdominale ou les batonnets Gram négatifs prévalent (Misteli et al.,
2011). Quatre-vingt pour cent (80%) des infections nosocomiales (les infections du site
chirurgical incluses) sont causées par seulement huit (8) germes : Staphylocoque doré,
entérocoques, Escherichia coli, staphylocoques coagulase-négatifs, Candida spp, Klebsiella
spp, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp. Ce spectre n’a pas changé pendant les
derniéres décennies. Si la présence de germes multirésistants est problématique pour les autres
infections nosocomiales (pneumonies, infections urogénitales), ils ont une moindre importance

pour les infections du site opératoire (Sievert et al., 2013).

Les bactéries commensales présentes dans la flore normale des sujets en bonne santé.
Elles jouent un role protecteur significatif en empéchant la colonisation par des micro-
organismes pathogénes. Certaines bactéries peuvent provoquer une infection si les défenses

immunitaires de I’hote sont faibles (Smaill et Grivell, 2014).
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Les bactéries le plus couramment retrouvé dans ce type d’infection sont (Barbut et al.,

2004):

o Staphylococcus aureus 35%
o Escherichia coli 10%
o Pseudomonas aeruginosa 10%

o Staphylocoque coagulase négatif 8%

11.3- Diagnostique

» Signes cliniques

Les signes cliniques classiques d’une infection (rougeur, douleur, cedéme, tuméfaction,
sécrétion) ne sont pas toujours univoques. Ce n’est souvent qu’au cours de 1’évolution que 1’on
arrive a reconnaitre une infection : par des douleurs de plus en plus fortes, une déhiscence
secondaire de la plaie ou une sécrétion persistante ou nouvelle. 1l existe néanmoins des signes
de gravité qui sont non seulement discriminatoires d’une infection, mais également prédictifs
d’une infection sévére nécessitant une prise en charge urgente : bulles/vesicules, nécrose de la
peau, ecchymoses, crépitation (révélatrice de gaz intra tissulaire), cedéme s’étendant au-dela de
I’érythéme cutané, zone d’anesthésie au sein de la zone d’inflammation, étendue progressive
ou rapide sous antibiotique, et bien sOr des signes de toxicité systémique (Hajjar et al., 2000).
La fiévre n’est pas un parametre fiable, mais si elle est présente, elle indique une situation plus

grave.

Figure n°11 : Plaies d’infections post-chirurgicales
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En général, le frottis de plaie n’a qu’une valeur limitée comme moyen diagnostique
microbiologique étant donné qu’il n’y a pas de seuil limite quantitatif ni qualitatif pour
discriminer entre une colonisation et une infection de plaie. Une colonisation de plaie a
naturellement licu. C’est pourquoi 1’appréciation clinique est requise et permet d’attribuer une
valeur pathologique a la trouvaille microbiologique. Un bilan diagnostique agressif, parfois
méme une exploration chirurgicale, sont nécessaires, raison pour laquelle un
approfondissement en milieu hospitalier s’impose et un traitement antibiotique empirique est

prohibé (Borens et al., 2009).

I1.4- Traitement d’infections post chirurgicales

I n’y a que peu d’études sur le traitement des plaies infectées. Selon les
recommandations de la Société américaine des maladies infectieuses, (Hajjar et al., 2000). Le
traitement de choix pour une plaie chirurgicale infectée sans signe d’atteinte systémique (fiévre
supérieure) 38,5°C et localement contenue (érythéme | 5 cm) est local par ouverture et drainage,
suivi de soins locaux par pansement humide lors de la guérison en deuxieme intention. Il n’y
a pas d’évidence qu’un traitement antibiotique a ce stade soit bénéfique (Borens et al., 2009).
En cas d’atteinte systémique (inflammatoires diffuses dont l'origine est inconnue.), un
traitement antibiotique de 24-48 heures maximums est conseillé. Dans un tel cas, le choix de
I’antibiotique est empirique, se basant sur la flore du site chirurgical. Un frottis superficiel peut
étre utile. En cas de chirurgie propre, on couvre des germes de la peau (streptocoques, S. aureus)
avec une céphalosporine de 1re-2e générations, tandis qu’en cas de chirurgie sur muqueuses,
on choisit des antibiotiques actifs contre la flore intestinale. Une absence de réponse doit faire
penser a une étendue d’infection plus profonde et motiver des investigations radiologiques
(Roselli et al., 2013).
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I1.5- Mécanismes généraux de résistance aux antibiotiques des bactéries

La résistance bactérienne est généralement attribué a trois mécanismes a savoir :
I’inaccessibilité des antibiotiques a leur cible, 1’altération de la cible de I’antibiotique par une

enzyme, la modification de la cible (Li et al., 2007).

H ’ \ ANTIBIOTIQUE
Voie normale Y k
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Figure n°12 : Les mécanismes d’acquisition de la résistance bactérienne (Bonnet,
2014)

» L’inaccessibilité des antibiotiques a leur cible.

Le mécanisme de I’inaccessibilité a la cible consiste en la diminution de la perméabilité
membranaire ou le phénoméne d’efflux (Bonnet, 2014). Les altérations des porines peuvent
étre obtenues par trois (3) mécanismes généraux: un changement de type de porine exprime, un
changement dans le niveau d’expression de la porine et une altération de la fonction de la porine.
Ce mécanisme est particulierement observé chez les bactéries a Gram négatif, limitant 1’afflux
des substances du milieu exterieur (Munita et Arias, 2016). En effet, les bactéries a Gram
négatif, possede une membrane externe pouvant agir comme une barriére empéchant

I’antibiotique de rejoindre sa cible (Thériault, 2015).
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Plusieurs antibiotiques sont concernés par ce mecanisme: la Tétracycline, les macrolides,
chloramphénicol et les quinolones (Mc Dermott et al., 2003). Plus particulierement, les
molécules hydrophiles telles que les B-lactames, les tétracyclines et certaines fluoroguinolones
seront affectées par le changement de perméabilité de la membrane externe car ils utilisent des
porines pour traverser cette barriére (Munita et Arias, 2016). Le phénomene a efflux se fait par
expulsion de I’antibiotique hors de la cellule. Des protéines appelées <<pompes a efflux>> se
chargent de sortir I’antibiotique hors de la cellule afin que la concentration intracellulaire soit
faible. Les antibiotiques affectés par ce mécanisme sont : la tétracycline, les macrolides, les
streptogramines et les quinolones (Thériault, 2015).

» La modification de la cible par I’antibiotique.

L’autre mécanisme de résistance aux antibiotiques est la modification de la cible. En effet
une bactérie possede la capacité de modifier la cible de ’antibiotique. Ce changement de cible
peut consister a: une mutation dans les genes codant pour le site cible, une altération
enzymatique du site de liaison (par exemple addition de groupes méthyles) et/ou le
remplacement ou la dérivation de la cible initiale (Munita et Arias, 2016). Ce mécanisme met
en jeu des organites telles que les ribosomes, les parois ou les enzymes de 1” ADN, et est bien
développé chez les bactéries a Gram négatif qui vont grace a des modification de la cible
parviennent a développer des hauts niveaux de résistance (Bonnet, 2014). La modification de
la cible est une stratégie utilisée contre toutes les familles d’antibiotiques mais en particulier:
les aminoglycosides, p-lactames, macrolides, quinolones, rifampicine, trimethopine,

tétracycline, mupirocine (Mc Dermott et al., 2003).

» L’inactivation de ’antibiotique par une enzyme.

Les bactéries peuvent aussi utiliser I’inactivation enzymatique via la production d’enzyme
détruisant ou modifiant 1’antibiotique (Bonnet, 2014). Ce mécanisme concerne les bactéries a
Gram négatif et Gram positif. Les antibiotiques qui sont concernés sont: les aminoglycosides,
les chloramphénicols, B-lactames, et les streptogramines et les tétracyclines (Mc Dermott et al.,
2003, Thériault, 2015). La plupart des antibiotiques affectés par ce mécanisme sont celle qui

inhibe la synthése des protéines au niveau du ribosome. Les réactions d’inactivation de

e
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I’antibiotique par 1’enzyme les plus fréquentes sont : 1’acétylation (aminoglycoside,
chloramphénicol, streptogramine), la phosphorylation (aminoglycoside, chloramphénicol)
acétylation (aminoglycoside, lincosamide). L’effet résultant est souvent 1’encombrement

stérique qui diminue 1’avidité de I’antibiotique pour la cible (Munita et Arias, 2016).
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I11.1- Matériel végétal (Thymus vulgaris)

L’huile essentielle de Thymus vulgaris de Nedroma (Algérie) (Annexe 1) qui nous a été
remise, est issue d’une plante récoltée en Mai 2015 dans la commune de Sebaa Chioukh, située

au nord de la wilaya de Tlemcen par Mlle Abdelli wafae (doctorante).

L’extraction de I’huile essentielle du thym a été réalisée par hydro distillation a I’aide

d’un dispositif de type Clevenger. Le rendement calculé était de 4,2%.

111.2- Matériel biologique

111.2-1- Présentation du Centre Hospitalier Régional Amissa Bongo

Le Centre Hospitalier Régional Amissa Bongo situé a Franceville la capitale provinciale
du Haut-Ogooué au Gabon est une structure publique de soins courants et spécialisés. Il a été
inauguré le 08 Mai 2013 par le défunt président du Gabon, Omar Bongo Ondimba. Le CHRAB
sert de recours aux centres médicaux et aux dispensaires de la province du Haut- Ogooué. Il

participe & la recherche opératoire et a la formation pratique des personnels de santé.

Le CHRAB joue pleinement son rdle d’hopital de référence dans la province du Haut —
Ogooué en desservant une population évaluée a 105 000 habitants, par des services de bon
niveau avec un nombre de spécialités fondamentales présentes. La gestion médicale constitue

le ceeur de 1’activité hospitaliére (Gabon news, 2013).

CENTRE HOSPITALIER REGIONAL
AMISSA BONGO
FRANCEVILLE

Figure n°13 : Centre Hospitalier Régional Amissa Bongo (Gabon news, 2013).

B ————————————————
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111.2.2- Patients et prélevements (échantillonnage)

L’ensemble des échantillons utilisés dans cette étude a été prélevé au Centre Hospitalier
Régional Amissa Bongo (CHRAB) de Franceville, précisement dans les services de petite et
Grande chirurgie dont le responsable est le Docteur OFOUBQU. Pour se faire, une fiche de
prélevement a été établie contenant dans une premiere partie des informations concernant le
patient et dans une autre partie, des informations concernant le prélevement (Annexe 2). 1l est
a noter que la fiche était remplie par le patient hospitalisé au CHRAB avec au bas de la page

un émargement signifiant ’accord du patient pour participer a cette étude.

Au total, 23 échantillons issus d’opérations de chirurgie ont pu étre récoltés chez 23
patients dans les deux services de chirurgie que comporte le CHRAB dont 10 en Grande
chirurgie et 13 en petite chirurgie. Ces échantillons étaient essentiellement constitués de
prélévements faits a partir des compresses stériles et de pus. Les compresses étaient utilisées
pour prélever sur les plaies suppurées avant application de tout autres produit de soin tel que
I’alcool ou la Bétadine, puis introduites dans des tubes a bouchon bleu (Figure N°14) contenant
un mélange de 10ml de PBS plus 15% de glycérol pour optimiser la conservation. Les pus
étaient prélevés et conservés dans des pots stériles a bouchon rouge (Figure N°15). Le tout est

mis dans un frigidaire a 4°C avant le transport.

i
i
i
i
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1

Figure n°14 : Tube pour Compresse Figure n°15 : Tube pour pus
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111.2.3- Transport et conservation des échantillons

Apres le prélevement, les échantillons de compresses et de pus sont placés dans une
glaciaires a = 4°C puis acheminés sur 9 Km jusqu’au Centre Internationale de Recherche
Médicale de Franceville (CIRMF) pour y étre analysés au laboratoire de bactériologie (Figure
N°16)

L

R16

o banque.gabonaise

i3 | de’développement
E 16 min 0
116 km
+
T
Satellite Gooale - = A

Données cartographiques ©2017 Google Conditions  www.google.ga/maps  Envoyer des commentaires 1 km b o+o_

Figure n°16 : Itinéraire du transporte des échantillons (Google map, 2013)

Le Centre International de Recherches Médicales de Franceville (CIRMF) est un Institut
Gabonais de référence pour la recherche, le soutien au systéme de santé et la formation. Créée
en 1974 sur une initiative de feu le Président de la République Gabonaise, Son Excellence El
Hadj Omar BONGO ONDIMBA, et du président d’Elf Aquitaine, Monsieur Pierre
GUILLAUMAT.

Initialement créé pour étudier les problémes d’hypo fécondité qui semblaient toucher la
population gabonaise dans les annees 70, le Centre International de Recherches Médicales de
Franceville (CIRMF) a réorienté ses activités au début des années 80, principalement sur les
deux grandes pandémies qui allaient toucher I’ensemble du continent africain et plus

généralement le monde entier, a savoir le VIH sida et le paludisme (CIRMF GABON, 2017).
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A la fin des années 90, face a I’émergence de nouvelles maladies, telles que la fievre

hémorragique Ebola, la fiévre chikungunya et la pandémie H1N1, le CIRMF a su de nouveau
s’adapter a I’actualité médicale pour mettre toutes ses forces dans la recherche de ces nouvelles

maladies qui affecterent gravement le continent africain et plus particulierement le Gabon.

Aujourd’hui, le CIRMF focalise I’ensemble de ses activités sur les maladies infectieuses
en mettant I’accent sur le rle de veille microbiologique et d’aide a la santé publique au Gabon

et également dans I’ensemble de la sous-région d’ Afrique centrale, la recherche et la formation.

Figure n°17 : Centre International de Recherche Médical de Franceville (CIRMF

GABON, 2017).

111.2.4- Préparation des milieux de culture

Pour la recherche des recherche des bactéries, deux milieux ont été utilisés a savoir la
gélose au sang (GS) et la gélose Trypticase soja (TS). Les géloses étaient préfabriquées sous
forme de poudre dans des boites (Annexe 3). Pour les préparer, nous avons suivi le protocole

inscrit sur la boite.
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111.2.5- Ensemencement

Afin d’obtenir le maximum de colonies bactérienne a partir des échantillons, chaque échantillon
issu de compresses ou de pus a été ensemenceé par stries croisés a I’aide d’une anse de platine

stérille sur une gélose au sang (milieu riche non sélectif pour 1’isolement des bactéries).

Figure n°18 : Ensemencement des échantillons sur milieu Gélose au sang

Aprés ensemencement, les boites sont placées a 37°C dans un incubateur durant 18 a 24h.

111.2.6- Isolement et purification des colonies bactériennes

24h aprés incubation, les boites sont soumises a une identification macroscopique
des morphologies des différentes colonies. Les différentes colonies obtenues sont
ensuite isolées sur des boites contenant la gélose Trypcase soja (TS) (Figure N°19) qui

est une gélose ordinaire afin d’obtenir des colonies pures.
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Figure n°19 : Ensemencement des bactéries sur milieu Trypticase soja (TS)

111.2.7- Identification des isolats bactériens purifiés

111.2.7.1- Identification phénotypique (Coloration de Gram)

C’est une coloration complexe qui permet de connaitre la forme (cocci, bacille, etc...),
I’arrangement, la pureté ainsi que la nature biochimique de la paroi des cellules purifiées pour

préciser le caractere Gram positif ou Gram négatif.

Pour cela, une colonie pure et jeune est prélevée du milieu d’isolement a 1’aide d’une anse
stérile en plastique. Puis nous avons réalisées un frottis sur une lame. Le tout a été séché, puis
fixer par trois passages sur la flamme du bec bensen. Ensuite la coloration proprement dite a

été réalisée en 4 étapes a savoir :

e 1°"étape : le frottis séché et fixé a été recouverte totalement par le violet de Gentiane
(BioMerieux, France) et laissé incuber pendant 1 minute puis rincer a I’eau ;

e 2¢Me gtape : le frottis séché et fixé a été recouverte de lugol (BioMerieux, France) et
laissé pendant 1 minute puis rincer a I’eau entiérement ;

o 3me étape : le frottis séché et fixé a été décoloré par I’alcool a 90% puis rincer a I’eau

entierement ;
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o 4°me étape : le frottis séché et fixé, a été complétement recouverte de safranine
(fuschine) (BioMerieux, France) laissée incuber pendant 30 secondes, rincée avec de

I’eau et séché pendant quelques minutes.

Pour la lecture, une goutte d’huile a d’immersion a été déposée sur le frottis séché et fixé, puis

observé au microscope au grossissement X100.

Figure n°20 : Produits de la coloration de Gram

La coloration de Gram ainsi réalisée, permet de classer les souches bactériennes selon

le type de paroi, pour faciliter I’identification qui sera faite par un appareille appelé VITEK® 2

compact 15 (Annexe 4).

111.2.7.2- Identification biochimique des isolats par VITEK®2 compact 15

< Principe

> Préparation de ’inoculum

Les recommandations du fabricant précisent qu’il faut travailler sur des cultures de 24h
(culture jeune). Selon que nous soyons en présence des bactéries a Gram négatif ou Gram
positif, une colonie est introduite dans un tube stérile (12 x 15 mm de hauteur) contenant 3 ml
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d’une solution saline stérile (NaCl) a 0,45% ensuite la suspension bactérienne doit étre
homogémogénéisé au vortex. La turbidité de la suspension mesuré grace a un appareil appelé
DensiChek® doit étre comprise entre 0,5 et 0,63 McF pour les bactéries a Gram négatif et entre
0.80 et 1,20 pour les bactéries a Gram positif : le contenu du tube ainsi préparé correspond a

I’inoculum d’identification (Schreckenberger et al., 2005, Ling et al., 2001).

> Distribution de ’inoculum.

Cette étape consiste au remplissage automatique des cartes Gram négatif réalisé grace a un
systeme de pompe a vide qui force la suspension bactérienne a migrer depuis le tube de transfert
jusqu'au capillaires, permettant de remplir tous les puits réactionnels de la carte. Cette

distribution se fait dans le compartiment de I’automate appelé module de remplissage.

> L’incubation

Le tube de transfert est ensuite coupé apres que les cassettes aient été transférées
manuellement dans le compartiment dédié a cet effet (aire de chargement / déchargement de la
cassette) puis s’ensuit la lecture automatique du code barre des cartes et celle-ci sont scellées

avant d’étre incubées a 35+/- 1°C dans ’automate.

Toutes les 15 minutes, ces cartes sont transférées vers un systéeme optique pour la lecture
des réactions biochimiques entre substrat déshydraté et microorganisme, puis ils sont a nouveau
réintroduits automatiquement dans 1’incubateur. C’est le principe d’identification des

microorganismes (Garcia-Garrote et al., 2000, Schreckenberger et al., 2005).

> La lecture et ’interprétation des résultats

La lecture et I’interprétation des résultats sont automatiques. Le profil biochimique obtenu
est ensuite comparé a ceux de la base de données figurant dans le logiciel d’identification. Les
résultats des réactions sont exprimées ainsi : <<+>> pour une réaction positive, <<->> pour une

réaction négative et << ?>> pour les réactions ininterprétables.
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Le profil réactionnel obtenu est comparé a ceux des taxons contenus dans la base de données et
un calcul de probabilité d’identification correcte est effectué. Différents niveaux de confiance

y sont associés.

Tableau n°3: Types de fiabilités d’identifications réalisées par VITEK® 2 compact 15.

Fiabilité d'identification par le VITEK® 2 compact 15

Message Tres
d'identification Excellent bonnes  Bonnes Acceptables
Score de confiance (%) 96-99 93-95 89-92 85-88

> ldentification des souches isolées

Les touches isolées et purifiées et datant de 18 & 24h sont prises pour étre identifiées par

VITEK® 2 compact 15, suivant le protocole suivant :

o La premiere étape consiste & introduire avec une anse stérile en plastique chaque
colonie purifiée dans un tube contenant 3ml d’eau distillée. Puis le mélange est
homogénéisé. La turbidité de I’inoculum a été ajustée, entre 0,5 et 0,63 Mac Ferland
par un DensiChek® (Biomerieux, France) (Figure n°21) pour les bactéries Gram

négatif et entre 0,80 et 1,20 pour les Gram positif.
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DensiCHEK
e plus

Figure n°21 : DensiChek® (Biomerieux, France)

o Laseconde étape est I’appareillage. Pour cela une carte d’identification Gram négatif (GN)
ou Gram positif (GP) selon le type de Bactérie est placée dans une cassette spécial pour
VITEK®2 compact 15 et reliée par un tube de transfert avec le tube contenant 1’inoculum

de fagon a ce que le tube de transfert de la carte plonge dans la suspension bactérienne ;

sp
2423364400014877: 44 1
=

<
<
o

Figure n°22 : Cassette VITEK®2 compactl5 (Yaro, 2017).

Puis la cassette est introduite dans 1’aire de chargement du VITEK®2 compact 15
(Figure n°23) pour une identification phénotypique des différentes colonies bactériennes.
Environ 10h aprés, les résultats ont été donnés sous forme de tableau imprimé avec les

informations sur I’identification (carte, N° lot, Péremption) et le germe sélectionné
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(pourcentage d’identification, profil biochimique et la fiabilité) (Annexe 5). L’automate produit
un rapport de laboratoire qui correspond a une estimation sur une identification qui est fonction

du résultat de réaction typique d’espéce pour un ensemble de test biochimique discriminant.

Figure n°23: Chargement des cassettes dans I’air de chargement du VITEK® compact 15 (Yaro,
2017)

111.2.8- Test de sensibilité des souches aux antibiotiques

Une fois les souches identifiées, nous avons procédé au test de sensibilité aux
antibiotiques pour pouvoir déterminer le profil et le degré de résistance de ces bactéries aux

antibiotiques usuellement utilisé dans cet hopital.

Pour se faire, nous avons répertorié une gamme de vingt (20) antibiotiques usuellement
utilisé par le médecin, dont seize (16) ATB pour les Gram négatif et quatre pour les Gram

positif. Il s’agit entre autre de :
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Tableau n°4 : Antibiotiques spécifiques aux bactéries Gram (-)

(CLSI, 2014)
Antibiotiques Sigle charge du disque (pg)
Amoxicillin-clavulanate AMC 30
Cephalothin CEF 10
Cefoperazone CEP 30
Chloramphenicol CHL 30
Colistin CST 50
Cefotetan CTT 30
Cefazolin CZN 30
Ertapenem ERT 10
Nitrofurantoin FTN 300
Imipenem IMP 10
Ofloxacin OFX 5
Piperacillin PIR 100
Streptomycin SMN 10
Trimethoprim+ Sulfamethoxazole SXT 25
Tobramycin TMN 10
Piperacillin+ Tazobactam TZP 110

Tableau N°5 : Antibiotiques spécifiques aux Gram (+)

(CLSI, 2014)

Antibiotiques Sigle charge du disque (pg)
Rifampicin RAM 30
Oxacillin OXA 5
Erythromycin ERY 15
Penicillin PEN 6
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111.2.8.1- Préparation du milieu Mueller-Hinton (MH)

Le milieu utilisé pour faire le test de I’antibiogramme est en général le milieu Mueller-
Hinton (Figure N°24). Ce milieu favorise 1’¢talement de I’antibiotique dans le milieu de

culture.

Sa préparation s’est faite en suivant le protocole inscrit sur la boite préfabriquée
industriellement (Annexe 6). Le milieu est ensuite coulé dans des boites de pétries rondes de
9cm de diamétre et des boites de pétries carrées 12cm de coté (Annexe 7).

111.2.8.2- Préparation de I’inoculum

La préparation de I’inoculum s’est faite en suivant les normes indiquées par le CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute). Il s’agit de réaliser une suspension bactérienne
(jeune de 24h) de 1ml grace au DensiChek®, & une densité du standard 0,5 Mc Farland qui
correspond & environ 108 UFC/ml de bactérie (CLSI, 2014).

> Ensemencement

Il se fait par stries serré dans plusieurs sens, a 1’aide d’un écouvillon (environ 0,1 ml de

suspension), de maniere a recouvrir totalement la boite gélosée avec la suspension bactérienne.

Figure n°24 : Ensemencement sur Gélose Mueller-hinton
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111.2.8.3- Dépot des disques de diffusion d’antibiotique

Le dépdt de disque s’est effectué¢ de maniére suivante :

= Les disques spécifiques aux bactéries Gram négatifs ont été déposés sur des

boites gélosées préalablement ensemencees de bactéries, grace a un distributeur

de disque de forme rectangulaire (Annexe 8). Cet instrument permet de déposer

les disques d’antibiotiques en respectant les distances recommandées entre les

disques de diffusion et entre les disques et le bord de la boite. De plus cet

instrument nous a permis de déposer les seize (16) ATB dans une méme boite

(pour les Gram-) (Figure N°25).. L’opération s’est répété pour le nombre de

souches bactériennes a Gram négatif a notre disposition.

+ De méme, un pose Disque de diffusion de forme arrondie (Annexe 9) nous a

permis de déposer les quatre (4) ATB spécifique aux bactéries Gram+. Chaque

souche bactérienne a donc été testée aux antibiotiques spécifiques aux bactéries
Gram+ (Figure N°26).

Figure n°25 : Dépot de disques sur boites

carrées

Figure n°26 : Dép6t de disque sur boite

ronde

Les boites sont ensuite incubées a 37°C durant 18 a 24h
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111.2.8.4- Lecture et interprétation

La lecture les résultats se fait environ apres 18-24h. L’inhibition des bactéries par
I’antibiotique se traduit par I’apparition d’un cercle claire ne contenant pas de cellules
bactérienne. De plus, la dimension du diamétre permettra de déterminer si la souche est
résistante, intermédiaire ou sensible a 1’antibiotique, selon les normes utilisées par le CLSI

(2014).

111.3- Etude de Pactivité antimicrobienne des huiles essentielles

L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Thymus vulgaris a été évaluée par
deux méthodes : La méthode de diffusion des disques en milieu gélosé (Aromatogramme) qui
a été choisie en raison de sa simplicité et son efficacité pour tester la sensibilité des souches

microbiennes (Benchibout, 2015).

111.3.1- Les souches microbiennes testées

Pour réaliser le test de sensibilit¢ d’aromatogramme, nous avons sélectionnées une

dizaine (10) de souches qui présentaient des profils particuliers apres le test de I’antibiogramme.

Les principales souches bactériennes choisies sont :

Echantillon N°11: Pseudomonas aeruginosa

Echantillon N°22 : Klebsiella pneunoniae ssp pneumoniae
Echantillon N°14 : Escherichia coli

Echantillon N°5 : Providencia stuartii

Echantillon N°9 : Staphylococcus aureus

e
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Echantillon N°18 : Citrobacter freundii
Echantillon N°16 : Shigella group (sp)
Echantillon N°13 : Proteus mirabilis
Echantillon N° 7 : Pseudomonas aeruginosa
Echantillon N° 23 : Staphylococcus aureus

Echantillon Référence : Ecoli ATCC25922

111.3.2- Milieu de culture

Le milieu de culture utilisé pour le test de I’aromatogramme est également le milieu

Mueller-Hinton (MH) (voir annexe 4).

111.3.3- Préparation de I’inoculum

La préparation de I’'inoculum se fait également comme dans le cas de
I’antibiogramme, en suivant les normes indiquées par le CLSI. 1l s’agit également de réaliser
une suspension bactérienne (jeune de 24h) de 1ml grace au DensiChek®, & une densité du
standard 0,5 Mc Farland qui correspond & environ 108 UFC/ml de bactérie (CLSI, 2014).

L’ensemencement également se réalise de la méme maniére grace a un écouvillon en

effectuant des tries de maniere a recouvrir toute la surface de la gélose.

I11.4- Technique de ’aromatogramme (méthode de Vincent)

C’est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des huiles essentielles

(Girault et Bourgeon, 1971).

Cet examen est équivalent & un antibiogramme ou les antibiotiques sont remplacés par

des essences préalablement sélectionnées et reconnues.

e
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Il s'agit d'une méthode de diffusion en milieu gélose réalisée dans une boite de Pétri. Le contact
se fait par l'intermédiaire d'un disque de papier Wattman de 6 mm de diamétre sur lequel on

dispose une quantité de 20ul d’huile essentielle.

Dans des boites de pétries contenant le milieu Muller —Hinton, ensemenceés avec 1ml de
suspension bactérienne jeune de 18 a 24h, au standard 0,5 McFarland correspondant a 108
UFC/ml de bactéries ; les disques ainsi préparés, sont déposés a 1’aide d’une pince stérile sur la
gélose préalablement coulée et apres solidification. En parallele, des boites témoins sont utilisés

afin de vérifier la croissance des différentes souches.

Les boites sont incubées pendant 30 a 45 minutes a température ambiante pour permettre
a I’huile de se rependre sur le milieu, les boites sont par la suite incubées a 37°C pendant 24h.

L’expérience est répétée trois fois pour chaque souche microbienne (Kabouche et al., 2005).

i

Figure n°27 : Dépot de disque et d’huile de 1a technique de I’antibio-

aromatogramme

Aprés ensemencement et incubation, on mesure le diametre des zones d’inhibition.
Chaque halo (une zone claire), montre I’inhibition des germes pathogeénes et donne une

indication sur I’activité antibactérienne des huiles essentielles (Bondy et Lee, 1993).
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Chapitre IV Résultats et discussion

1VV.1- Colonies ensemencées

L’¢échantillonnage au CHRAB qui s’est étendu sur une période du 30/03/2017 au
02/05/2017 nous a permis de d’obtenir 23 échantillons que nous avons reparti selon le type et
la provenance (Compresse ou Pus) ; Gram positif ou négatif, ainsi que d’autres parametres,

dans le tableau N°5. :

Figure n°28 : Aspects macroscopique de quelques colonies isolées sur gélose au sang

B ————————————————
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Tableau n°5 : Tableau general des prelevements

N° Nature du Type de Coloration Type de Identification (VITEK 2) Date du
Identification prélévement prélévement de Gram bactérie prélévement
1 Pus pot Positif Cocci Staphylococcus warneri 30/03/2017
2 Pus pot Négatif STreptobacille Pantoea spp 05/04/2017
3 Compresse Tube Négatif Bacille Pseudomonas aeruginosa 05/04/2017
4 Pus pot Positif Cocci Micrococcus luteus 05/04/2017
5 Compresse Tube Négatif Bacille Providencia stuartii 07/04/2017
6 Pus Pot Négatif Bacille Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae 06/04/2017
7 Compresse Tube Négatif Bacille Pseudomonas aeruginosa 07/04/2017
8 pus pot Positif Cocci Staphylococcus aureus 06/04/2017
9 Compresse Tube Positif Cocci Staphylococcus aureus 10/04/2017
10 Pus pot Positif Cocci Staphylococcus aureus 11/04/2017
11 Compresse Tube Négatif Bacille Pseudomonas aeruginosa 12/04/2017
12 Pus pot Positif Cocci Staphylococcus aureus 12/04/2017
13 Compresse Tube Négatif Bacille Proteus mirabilis 13/04/2017
14 Pus pot Négatif Bacille Escherichia Coli 13/04/2017
15 Pus pot Négatif Bacille Sphingomonas paucimobilis 14/04/2017
16 Pus pot Négatif Bacille Shigella group 18/04/2017
17 Pus pot Positif Cocci Staphylococcus aureus 22/04/2017
18 Compresse Tube Négatif Bacille Citrobacter freundii 24/04/2017
19 Pus pot Positif Cocci Enterococcus faecium 24/04/2017
20 Pus pot Négatif Bacille Sphingomonas paucimobilis 05/04/2017
21 Compresse Tube Négatif Bacille Pseudomonas aeruginosa 26/04/2017
22 Compresse Tube Négatif Bacille Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae 02/05/2017
23 Compresse Tube Positif Cocci Staphylococcus aureus 02/05/2017
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IV.2- Prévalence des germes identifiés par rapport au type de d’échantillon.

Les échantillons récoltés et identifié sont classés par numéro d’identifiant dans un

tableau selon leur origine et la fiabilité d’identification de VITEK® 2 compact 15

Tableau n° 6 : Prévalence des germes obtenus par VITEK® 2 compact 15 entre les

compresses et les pus

Origine N° Identifiant Bactérie Fiabilité
3(1) Pseudomonas aeruginosa 99%
5(1) Providencia stuartii 97%
7(1) Pseudomonas aeruginosa 97%
9(1) Staphylococcus aureus 91%
C 11(1) Pseudomonas aeruginosa 99%
ompresse 13(1) Proteus mirabilis 99%
18(1) Citrobacter freundii 95%
21(1) Pseudomonas aeruginosa 88%
22 (1) Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae 91%
23 (1) Staphylococcus aureus 98%
1(1) Staphylococcus warneri 94%
2(1) Pantoea spp 97%
4(1) Micrococcus luteus 97%
6(1) Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae 98%
8(1) Staphylococcus aureus 98%
10(1) Staphylococcus aureus 95%
Pus 12(1) Staphylococcus aureus 96%
14 (1) Escherichia Coli 95%
15(1) Sphingomonas paucimobilis 93%
16 (1) Shigella group 96%
17 (1) Staphylococcus aureus 95%
19(1) Enterococcus faecium 86%
20 (1) Sphingomonas paucimobilis 97%

Le tableau n°6 montre que les échantillons issus de prélevements de pus (54%) sont

nettement supérieurs a ceux issus de compresse (46%).

L’ensemble des échantillons obtenus sont constitués de plusieurs classes de bactéries
dont les Enterobactéries, les Pseudomonas, les Staphylocoques qui représente la plus grande
proportion, respectivement 50%, 18% et 32%.

Le classement des souches selon 1’origine du prélévement, nous a permis d’observer
que les échantillons issus du pus comporte en plus grande proportion des Staphylococcus aureus

(21%), ce qui s’explique car ce type de bactérie a Gram positif est a lI'origine d'une nécrose
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tissulaire particuliere, riche en polynucléaires altérés (Arlet, 2016). Aussi, les pourcentages de
probabilité d’identification par vitek 2 compact 5 sont tres ¢élelés et témoignent d’une trés bonne
identification (voir Tableau n°2).

Il est a noter que la quasi-totalité des échantillons recolté, présentaient apres

ensemencement, une seule souche bactérienne certainement du fait de leur pathogenicité stricte.

IV.2- Profil des bactéries résistantes aux antibiotiques choisis

Le test antibiogramme effectué sur les souches bactériennes nous a montré plusieurs

profils de résistance et de sensibilités entre les différentes souches isolées (Figure N°29)

Figure n°29 : Profil de résistance des bactéries Gram (-)

Chez les bactéries a Gram positif, nous avons remarqué que le profil de résistance des

souches étaient le méme, a quelques exceptions (Figure N°30).

N°8 N°10

Figure n°30 : Profil de résistance des bactéries Gram (+)
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Les données recueillies par ces boites nous ont permis de classer ces souches bactériennes
selon leur profil de résistance a savoir, de la plus sensible a la plus résistante chez les Gram(-)
et de la plus résistante a la plus sensible chez les bactéries a Gram (-) (Tableau N°7).

Tableau n°7 : Profil global de résistance des bactéries Gram (+) et Gram (-)

ID Profil de résistance des bactéries Gram (-)
7 Pseudomonas aeruginosa $SSSSSSSSSSSSSSS
13 Proteus mirabilis $SSSSSSSSSSSSSSR
Pantoea spp S$SSSSSSSSSSSSRRR
Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae SSSSSSSSSSSRRRRR
Pseudomonas aeruginosa SSSSSSSSSSSRRRRR
16 Shigella group SSSSSSSSSSSRRRRR
18 Citrobacter freundii SSSSSSSSSSSRRRRR
20 Sphingomonas paucimobilis SSSSSSSSSSRRRRRR
5 Providencia stuartii SSSSSSSSSRRRRRRR
15 Sphingomonas paucimobilis SSSSSSSSSRRRRRRR
22 Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae SSSSSSSSSRRRRRRR
21 Pseudomonas aeruginosa SSSSSSSSSRRRRRRR
14 Escherichia Coli SSSSSSSSSRRRRRRR
11 Pseudomonas aeruginosa SSSSSSSSRRRRRRRR

Profil de résistance des bactéries Gram (+)

Staphylococcus aureus R R R R

Staphylococcus aureus R R R R

10 Staphylococcus aureus R R R R
12 Staphylococcus aureus R R R R
1 Staphylococcus warneri S R R R

4 Micrococcus luteus S RRR

19 Enterococcus faecium S R R R
17 Staphylococcus aureus S SRR
23 Staphylococcus aureus S S S R

R : résistant S : sensible

Le tableau ci-dessus nous présente le profil de résistance des bactéries Gram- et des
bactéries Gram+ que nous avons testé.

Chez les Gram-, on remarque que le profil de résistance des souches varie entre O pour
la souche Pseudomonas aeruginosa de 1’échantillon N°7, et 8 sur 16 pour Pseudomonas
aeruginosa de 1’échantillon N°11, tous les deux échantillons étant issus de prélévement par
compresse. Les profils moyens de résistance varient entre 5 pour Klebsiella pneumoniae ssp

pneumoniae de I’échantillon N°6, et 7 pour Sphingomonas paucimobilis de 1’échantillon N°15.
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Chez les bactéries Gram+, le profil de résistance est trés élevé par rapport aux antibiotiques

testés. On remarque que les Staphylococcus aureus des échantillons N° 7,13,2 et 6 sont résistant

a tous les antibiotiques testes, et que seul le Staphylococcus aureus de 1I’échantillon N°23 a une

résistance trés faible de 1 sur 4 antibiotiques testés. Cela montre que les bactéries a Gram+

présente une résistance élevée vis-a-vis des antibiotiques que nous avons testés et cela avec des

diameétres d’inhibition de 0 pour les S. aureus les plus résistants.

IVV.3- Profil phénotypique des bactéries aux antibiotiques testés

Les différents profils phénotypique des bactéries Gram + et Gram — sont résumes dans

le tableau ci-dessous (Tableau N°8) :

Tableau n°8 : Profil phénotypique des bactéries Gram+ et Gram- aux antibiotiques

Type c_ie Iden_tlflant des Souche identifiée Phénotype de résistances

paroi isolats
14 Escherichia Coli Ofx, Smn, Pir, Cef, Amc, Cfp, Ctt, Sxt
21 Pseudomonas aeruginosa Ofx, Smn, Pir, Cef, Amc, Cfp, Ctt, Sxt
11 Pseudomonas aeruginosa Smn, Ftn, Cst, Cef, Amc, Czn, Ctt, Sxt
22 KIebsneIIg pheumoniae ssp Chl, Smn, Ftn, Cef, Amc, Czn, Ctt

pneumoniae

15 Sphingomonas paucimobilis Chl, Smn, Ftn, Cst, Cef, Amc, Sxt
5 Providencia stuartii Smn, Ftn, Cst, Cef, Amc, Czn, Sxt
20 Sphingomonas paucimobilis Tmn, Cst, Cef, Amc, Czn, Ctt

Gram - 3 Pseudomonas aeruginosa Ftn, Cef, Amc, Czn, Ctt
18 Citrobacter freundii Pir, Cef, Amc, Czn, Sxt
16 Shigella group Chl, Smn, Ftn, Cst, Sxt
5 Klebsiellg pneumoniae ssp Pir, Cef, Amc, Czn, Sxt

pneumoniae

2 Pantoea spp Cef, Amc, Czn
13 Proteus mirabilis Cst
7 Pseudomonas aeruginosa 0
8 Staphylococcus aureus Ram, Oxa, Ery, Pen
9 Staphylococcus aureus Ram, Oxa, Ery, Pen
10 Staphylococcus aureus Ram, Oxa, Ery, Pen
12 Staphylococcus aureus Ram, Oxa, Ery, Pen

Gram+ 1 Staphylococcus warneri Oxa, Ery, Pen
4 Micrococcus luteus Oxa, Ery, Pen
19 Enterococcus faecium Oxa, Ery, Pen
17 Staphylococcus aureus Ery, Pen
23 Staphylococcus aureus Pen
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Ce tableau nous révéle les différents antibiotiques aux quel les bactéries sont résistantes.
Nous nous sommes basé sur les normes du CLSI pour déterminer le profil de résistances et de
sensibilité des bactéries aux antibiotiques. En effet, nous pouvons observer chez les bactéries
Gram (-), des profils tres élevés chez E coli (14) et P aeruginosa (21 et 11) avec une gamme
de 8 antibiotiques sur les 16 testés avec des diamétres d’inhibitions faible de I’ordre de 0 mm
pour la Streptomycin (Smn) et la Trimethoprim+ Sulfamethoxazole (SXT), et 12 mm pour la

Piperacillin (Pir), inférieurs a 14 mm pour les résistants (CLSI, 2014).

On peut aussi remarquer chez les bactéries Gram +, le profil tres élevé en majorité chez
les Staphylococcus aureus avec des diamétres d’inhibitions de 1’ordre de 0 mm pour Oxacillin
(Oxa) et Erythromycin (Ery) ; et de (0-10 mm) pour la penicilline (Pen), inférieurs a 28 mm
pour les résistants (CLSI, 2014).

Les résultats observés dans les tableaux N°7 et 8 nous montre le fort pouvoir de
résistance que possedent les bactéries isolées des infections post-opératoire des services de

chirurgie du Centre Hospitalier Régionale Amissa Bongo (CHRAB) de Franceville.

IV.4- Etude du pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle de Thymus
vulgaris

L’étude du pouvoir antibactérien de Thymus vulgaris a été faite sur une dizaine de souches

sélectionnées pour leurs différents profils de résistance :

e Les souches : Pseudomonas aeruginosa (Echantillon N°11) ; Klebsiella pneunoniae

ssp pneumoniae (Echantillon N°22) Escherichia Coli (Echantillon N°14) et
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Providencia stuartii (Echantillon N°5) ont été sélectionnés chez les Gram(-) en raison
de leur fort profil de résistance de 8 et 7 antibiotiques sur les 16 testés ; et
Staphylococcus aureus (Echantillon N°9) chez les Gram (+) pour son profil de 4 sur

les 4 testés.

Les souches : Citrobacter freundii (Echantillon N°18) et Shigella group (Echantillon
N°16) chez les Gram (-) ont été choisie en raison de leur profil de 5 (moyen) de

résistance sur les 16 antibiotiques testés.

Enfin Les souches : Pseudomonas aeruginosa (Echantillon N°7), Proteus mirabilis
(Echantillon N°13) pour son profil de 1 résistances sur les 16 testés ; Escherichia COLI
ATCC25922 (Souche de référence) chez les Gram (-) pour leur trés faible potentiel de
résistance face aux antibiotiques testé. Et Staphylococcus aureus (Echantillon N°23)

chez les Gram (+).

1V.4.1- L’antibio-aromatogramme

Selon Ponce et al., (2003), la sensibilité d’une souche microbienne & une huile essentielle a

¢té classée par rapport au diamétre des halos d’inhibition en non sensible ;sensible ; tres

sensible et extrémement sensible (Tableau N°10).

Tableau n°9: Normes de phénotypes par rapport aux huiles essentielles (Ponce et al.,

2003).
Phénotype Diamétre d'inhibition (mm) Sigle
Non sensible <8 ()
Sensible 8al4 (+)
Trés sensible 15a19 (++)
Extrémement sensible >20 (+++)
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Les résultats de I’évaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode d’antibio-
aromatogramme de Thymus vulgaris sur les dix (10) souches sélectionnées plus la souche de

référence E coli ATCC25922 , sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau N°10 : Résultats du test de ’activité antibactérien de I’huile essentielle de

Thymus vulgaris exprimés par des diametres d’inhibition en mm

Diameétre d’inhibition

Souches bactérienne d,gﬁ:ﬁgﬁon de ’huile essen_tielle de 'I'(?Erzai)n
Thymus vulgaris (mm)

Pseudomonas aeruginosa 11 10 (+) 0
Klebsiella pneunoniae ssp pneumoniae 22 10 (+) 0
Escherichia coli 14 30 (+++) 0
Providencia stuartii 5 40 (+++) 0
Staphylococcus aureus 9 28 (++4) 0
Citrobacter freundii 18 25 (+++) 0
Shigella group 16 45 (+++) 0
Proteus mirabilis 13 46 (+++) 0
Pseudomonas aeruginosa 7 32 (+++) 0
Staphylococcus aureus 23 30 (+++) 0
Ecoli ATCC25922 Reference 35 (+++) 0

(-) non sensible ; (+) sensible ; (++) tres sensible ; (+++) extrémement sensible.

L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de de Thymus vulgaris montre qu’elle

posséde un effet inhibiteur notable avec des diameétres variant de 10 a 45 mm sur les souches.

L’huile essentielle de Thymus vulgaris a montre une forte activité avec un phénotype
d’extrémement sensible selon (Ponce et al., 2003), sur les souches bactériennes telles

qu’Escherichia coli (14) avec 30 mm (Figure N°31), Pseudomonas aeruginosa (7) avec 32 mm
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(Figure N°32), Staphylococcus aureus (9) avec 28 mm (Figure N°33), Providencia stuartii (5)
avec 40 mm (Figure N°34), Citrobacter freundii (18) avec 25 mm (Figure N°35), Shigella
group (16) avec le diamétre le plus grand observé de 45 mm (Figure N°36). Des résultats
similaires ont été observeés dans les travaux Yakhlef et al (2011) et Cheurfa et al (2013) qui
ont travaillé sur la méme plante et ont trouvés des diamétres de I’ordre de 33 mm pour E coli,
16 mm pour P. aeruginosa ce qui est nettement la moitié de celui que nous avons trouvés,
sachant que notre souche s’est montrée sensible a tous les 16 antibiotiques que nous avons testés
ce qui confirme donc sa sensibilité extréme. Leurs travaux ont aussi relevés des diameétres de
42 mm pour S aureus, 27 mm Citrobacter freundii, contre respectivement 28 mm pour notre
souche S aureus qui a été résistante a tous les 4 ATB que nous avons testé ; et 25 mm que
présentent nos souches, ce qui montre un profil de résistance plus élevé d’autant plus que ces
bactéries se sont montreés tres résistantes lors du test de 1’antibiogramme avec une résistance de

5 ATB sur les 16 testés pour C freundii.

Figure n°31 : Diametre Figure n°32 : Diamétre
d’inhibition de Thymus vulgaris sur d’inhibition de Thymus vulgaris sur P.
E. coli aeruginosa
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Fige n°33 - Diametre Figure n°34 : Diametre
d’inhibition de Thymus vulgaris d’inhibition de Thymus vulgaris

Sur S. aureus sur P. stuartii

Figure n°35 : Diamétre Figure n°36 : Diamétre
d’inhibition de Thymus vulgaris

d’inhibition de Thymus vulgaris sur .
b y J sur Shigella group

C. freundii

Les plus faibles diamétres d’inhibition ont été observés chez Pseudomonas aeruginosa
(11) et Klebsiella pneunoniae ssp pneumoniae (22) tous deux avec un diametre de 10 mm
(Figure N°37 et 38) ce qui témoigne tout de méme d’un phénotype dit de sensible selon Ponce
et al.,(2003). Des résultats rapportant 28 mm de diamétre ont été retrouvés dans les travaux de
Cheurfa et al (2013) qui a testé I’efficacité de Thymus vulgaris sur la souche K. pneumoniae
ssp pneumoniae, ce qui montre une meilleure efficacité par rapport a notre souche. Aussi, on
retrouve dans les résultats obtenues par OBAME, (2009), une souche hospitaliére de

Pseudomonas aeruginosa avec un diamétre d’inhibition de 28 mm, qui a étudié¢ Dactivité
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antibactérienne des huiles essentielles d’Aucoumea klaineana sur des bactéries hospitaliéres au
Gabon. Ces résultats montrent 1’efficacité de 1’huile essentielle de Thymus vulgaris face aux
bactéries résistante, alors que les souches (11) et (22) présentaient chez les bactéries gram
négatif, les profils les plus résistants de notre échantillonnage dans le test de I’antibiogramme
avec 8 resistances sur les 16 ATB testés pour P aeruginosa (11) et 7 résistances sur 16 ATB

testés pour K. pneumoniae ssp pneumoniae (22).

La souches de référence Ecoli ATCC25922 quant a elle présente une extréme sensibilité
selon Ponce et al.,(2003) a I’huile essentielle de Thymus vulgaris avec un diamétre d’inhibition
de 35 mm (Figure N°39). Al-magqtari et al. (2011) ainsi que Benchibout (2015) ont effectués
les mémes tests sur la méme souche bactérienne et ont rapportés un diamétre d’inhibition de 24
mm qui est nettement inférieur a celui que nous avons retrouvé chez cette souche. Toutefois,
nos résultats coincident avec les travaux de Cheurfa et al (2013), qui ont retrouvé chez Thymus

vulgaris pour la méme souche, un diamétre d’inhibition de 32 mm.

Figure n°37 : Diametre Figure n°38 : Diamétre

d’inhibition de Thymus vulgaris sur d’inhibition de Thymus vulgaris sur
P. aeruginosa (11) K. pneumoniae ssp pneumoniae (22)
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Figure n°39 : Diametre Figure n°40 : Diamétre
d’inhibition de Thymus vulgaris sur d’inhibition de Thymus vulgaris sur

E. coli ATCC25922 Proteus mirabilis

L’effet de Thymus vulgaris sur la souche Proteus mirabilis a été tres significatif avec un
diamétre d’inhibition de 46 mm (Figure N°40) ce qui représente une meilleure efficacité
comparé au diamétre de 30 mm rapporté par Benchibout en 2015 dans ses travaux sur la méme

plante et la souche de reference Proteus mirabilis ATCC35659.
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ans le présent travail, nous avions pour objectif premiérement d’isoler et
identifier les germes présents et responsables des infections post-opératoire
chez les patients internés au Centre Hospitalier Régional Amissa Bongo
(CHRAB), au service de chirurgie, grace a des prélévements issus de pus et de compresse, puis
évaluer leur profil de résistance face aux antibiotiques utilisés pour les traiter et par la suite,
tester ’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Thymus vulgaris sur ces germes

résistant aux antibiotiques utilisés.

Les résultats de I’identification indiquent que, le Staphylococcus aureus était la souche
a gram positif la plus prédominante et retrouvée le plus dans les pus suivie de quelques
Entérobactéries telles que Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae, Enterococcus faeccium,
Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, Escherichia coli, Pantoea spp, Providencia stuartii,
shigella group et d’autres bactéries comme Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus,
Sphingomonas paucimobilis. Ces germes étant pour la plus part des pathogenes stricte telle que
Shigella, Escherichia coli ; des pathogénes opprtunistes teles que Staphylococcos aureus et K.

pneumoniae ssp pneumoniae et des saprofites comme providencia stuartii et proteus mirabilis.

Le test de I’antibiogramme sur ces germes a révélé une résistance assez variée avec des
germes trés sensibles comme Proteus mirabilis, et Pseudomonas aeruginosa ; des résistances
moyennes avec Citrobacter freundii et Sigella group et enfin une résistance assez élevée
retrouvée chez Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et les
Staphylococcos aureus. Avec des diametres de zéro (0), ce qui montre une multirésistance

élevée.

Nous avons constaté que 1’huile essentielle de thym, dont le composé majoritaire est de
nature phénolique, a un large spectre d’inhibition comprenant des bactéries resistantes Gram
négatif et Gram positif ; ces derniéres ont montré une grande sensibilité avec des diametres
d’inhibitions allant de 10 mm pour les Staphylococcos aureus a 46 mm pour Proteus mirabilis,
traduisant ainsi des phénotypes qualifiés d’extrémement sensible selon Ponce et al.,(2003).

Aussi, la diversité des diamétres d’inhibition nous a fait constater que celui-Ci vari selon
le degreé de résistance de la bactérie. En effet, plus la bactérie est résistante a des antibiotiques
et plus le diamétre d’inhibition de Thymus vulgaris tend a diminuer et donc son efficaciteé.

La conclusion de cette étude nous permet de dégager un certains nombres de

perspectives faisant suite a ce travail. Ainsi, nous envisageons de :
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v

D N N NN

Déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentration minimale
bactéricide (CMB) de I’huile essentielle de Thymus vulgaris.

Evaluer la toxicité chronique des extraits et de I’huiles essentielles de Thymus vulgaris
sur différentes lignées cellulaires in vitro et sur des modeles utilisant les animaux afin
de déterminer les doses thérapeutiques et les doses létales car les remedes traditionnels
souffrent beaucoup du probléme de dosages.

Rechercher I’activité antivirale,

Rechercher I’activité antiinflammatoire,

Rechercher I’activité antidiabétique,

Rechercher 1’activité anti hypertensive,

Les huiles essentielles, les extraits méthanoliques et aqueux peuvent étre utilisés

potentiellement comme des agents naturels antimicrobiens et antioxydants contre des maladies

infectieuses chez I’homme. Le développement de tels agents naturels aidera a résoudre aussi

des problémes de 1’environnement causes par les produits et les médicaments de synthése tels

que la pollution et la résistance de certains microorganismes.
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Annexe 1 : Fiche de prélévement
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Annexe 2 : Protocole de préparation de la gélose au sang (GS) et de la gélose Trypcase Soja
(TS)
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Annexe 3 : Appareil VITEK® 2 compact 15
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Annexe 4 : Fiche du rapport du laboratoire
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Annexe 5 : Protocol de préparation de la Gélose Mueller Hinton (MH)

Annexe 6 : Boites de pétrie Carrée et Ronde
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Annexe 7 : Distributeur de disque de forme Carré

Annexe 8 : Distributeur de disque de forme Arrondie
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