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Introduction

Helicobacter pylori est une bactérie pathogene a Gram négatif, hélicoidale ou spirale
(Arnion, 2011). Cette espéce pathogéne joue un role crucial dans les ulcéres du duodénum et
de I'estomac soit reconnu (Mcluhan, 1994). 11 est aujourd’hui clairement établi que la résistance
de H. pylori vis-a-vis I’acidité gastrique et toute la colonisation de la muqueuse gastrique est
due aux facteurs de virulence principalement 1’activité uréasique. H. pylori est reconnue
récemment pour ces implications dans les différentes maladies gastroduodénales (UGD) plus
ou moins graves : I’ulcére duodénal, I'ulcére gastrique, le lymphome gastrique du MALT et

aussi les cancers gastriques (Mégraud, 2004).

La vie collective constitue un facteur de risque de transmission trés important de
H. pylori. L'infection se transmet de proche en proche au sein de petits foyers endémiques
(Bouarioua et al., 2007). Cette bactérie a de prévalence d’infection plus de 50% de la population
mondiale. Ceci a conduit non seulement a réviser les traitements des ulceres, mais aussi a
chercher 1’éradication efficace de cette bactérie pathogéne. C'est pourquoi, la communauté
médicale a travers le monde d’entier vise actuellement a augmenter la pertinence d'un dépistage

systématique et a prescrire un traitement préventif (Bentahar, 2018).

Actuellement, le traitement des ulcéres gastroduodénaux liées a I’infection de H. pylori
consiste a I’association des antibiotiques avec les inhibiteurs de la sécrétion acide,
principalement les IPP (inhibiteurs de la pompe & protons) (Kimmel, 2018). Néanmoins,
I’utilisation de ces médicaments est de plus en plus restreinte en raison des effets indésirables
de ces médicaments sur la santé humaine (Bentahar, 2018). Par ailleurs, le phénomeéne de la
résistance des souches d’H. pylori face aux traitements d’antibiothérapie est considéré comme
la cause principale de I'échec du traitement des ulceres gastroduodénaux (Bentahar, 2018).
Ainsi, le faible taux d'éradication face a un taux de réinfection considérable indique la
complexité des infections lies a H. pylori comme un probleme de santé important dans le monde
(Bentahar, 2018).

L’émergence de la résistance microbienne face aux antibiotiques a poussé les chercheurs
a explorer de nouvelles avenues potentielles pour assurer un développement continu de
nouvelles classes de molécules antimicrobiennes (Bentahar, 2018). Les plantes médicinales
constituent une source inépuisable de substances biologiquement actives, principalement les
huiles essentielles présentant une véritable composante pour 1’avenir du systéme de santé dans

le monde entier (Fekih, 2015).
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Ainsi, D'utilisation de nouvelles thérapies alternatives serait utile pour améliorer
1'éradication de 1’espéce pathogene H. pylori chez les patients (Kimmel, 2018). En effet, les
huiles essentielles ont montré des résultats encourageants dans plusieurs domaines grace a leurs
multiples mécanismes d'action antimicrobiens, alors que les huiles essentielles constituent
théoriquement une aide a l'antibiothérapie (Kimmel, 2018). Par conséquent, 80 % de la
population dans les pays en voie de développement, se penchent vers la phytothérapie (OMS,
2010).

Dans le but de la mise en évidence un traitement alternative naturel face aux ulceres
gastroduodénaux, nous nous sommes intéressé a étudier 1’effet inhibiteur de trois huiles
essentielles a savoir Cinnamomum cassia, Syzygium aromaticum et Thymus fontanesii envers
des souches clinques d’H. pylori isolées chez des patients atteints de symptomes d’ulcére

gastroduodenal dans la région de Biskra.
Les objectifs assignés a ce travail sont :

o Collecter les données épidémiologiques des patients ayant des symptémes de

maladie gastroduodénale.

o Déterminer la prévalence épidémiologique chez certains patients consultés

d’endoscopie.

o Détecter la présence des souches de H. pylori chez des patients en consultation
endoscopique afin de les caractériser et de déterminer leur sensibilité aux

antibiotiques.

o Evaluer lactivité gastro protectrice des huiles essentielles des quelques

alicaments sur prélevement de biopsie des maladies gastroduodénale.

o Comparer entre les effets inhibiteurs des antibiotiques et des huiles essentielles

des alicaments étudiées envers les isolats des souches de H. pylori.
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Chapitre 1 Généralités sur I’infection d’Helicobacter pylori

1.1. Historique

La mise en évidence de I’espece H. pylori par Marshall et Warren est en effet une
découverte récente remonte a 1982. Néanmoins, 1’existence de cette bactérie ainsi que les
maladies liées a cette espéce sont cependant suspectées depuis plus d’un siécle
(Trouillas, 2010). En 1982, J. Robin Warren et Barry J .Marshall, deux chercheurs australiens,
ont isolé et cultivé un micro-organisme a partir d’estomacs humains en soulignant 1’homologie
de la forme entre ce micro-organisme isolé pour la premiere fois et celle de Campylobacter
jéjuni, d’ou la dénomination Campylobacter pyloridis, remplacée par Campylobacter pylori,
puis Helicobaacter pylori (Martel et al., 2005). Dans leur publication originelle, Warren et
Marshell affirmaient que la plupart des ulceres gastro-intestinaux étaient causés par une
infection causée par cette bactérie et non pas a cause de stress ou la nourriture épicée. Cette
découverte leur valut le prix Nobel de physiologie et de médecine en 2005 (Martel et al., 2005).
Depuis 1994, H. pylori est classée comme le carcinogéne de type I par I’Organisation Mondiale
de la Santé (OMS, 1994). Aujourd’hui, il est clairement établi que H. pylori est un germe
pathogéne le plus redoutable de la muqueuse gastrique de I’homme (Gottrand, 2000).

1.2. Caractéres générales sur H. pylori

1.2.1. Taxonomie

La classification actuelle de I’espéce Helicobacter pylori montre une appartenance au
regne des Bacteria, la division des Proteobacteria, la classe des Epsilonproteobacteria, 1’ordre
des Campylobacterales, la famille des Helicobacteraceae, le genre des Helicobacter et I'espece

Helicobacter pylori (Garrity et al., 2005).

1.2.2. Caractéres bactériologiques et culturaux

H. pylori est une bactérie micro-aérophile exigeant 5% d’oxygene et 5 a 10% de dioxyde
de carbone, ayant un optimum de croissance a 37°C (Cherkaoui Malki, 2018) et qu’elle pousse
sur un intervalle de pH allant de 5.5 & 8,5 in vitro (Raaf, 2018). C’est une bactérie fragile, donc
pour qu’elle soit isolée, cette espéce exige des conditions particuliéres de prélevement ainsi que
des milieux de culture adaptés a base d’agar tels que la gélose « cceur-cervelle », la gélose
Columbia ou la gélose Wilkins Chalgren, dont I’ajout des facteurs de -croissance,
des oligoéléments et des vitamines est obligatoire (Elios et al., 2005). Ainsi dans les conditions
optimales, les colonies de H. pylori apparaissent en 3 a 7 jours pour une primo culture ; entre 2
a 4 jours pour un repiquage. Les colonies sont petites, réguliéres, rondes, bombées,

transparentes et luisantes (Lin et al., 1994).



Chapitre 1 Généralités sur I’infection d’Helicobacter pylori

1.2.3. Morphologie et mobilité

H. pylori est un bacille hélicoidal a Gram négatif, a une forme spiralée de 3 a 5 um de
long et 1um de diametre. Cette bactérie est mobile par 4 a 6 flagelles polaires et engainés
(Ferrand, 2009). Apres I’isolement de la bactérie par la culture in vitro, la morphologie peut
varier entre une forme bacillaire, en U, en C ou en O (Miendje Deyi, 2011) (Figure 1).

Figure 1. Colonie de H. pylori sous microscope électronique (Floch, 2016).

1.2.4. Caractéres biochimiques et enzymatiques

Le germe H. pylori est doté d’un potentiel enzymatique lui permettant de coloniser la
muqueuse gastrique. Il s’agit de : une catalase, une oxydase, une nitrate réductase ainsi qu'une
uréase tres active (Ferrand, 2009; Gueneau et al., 2002). Cette bactérie posséde également les
phosphatases alcalines. En revanche, elle est incapable de fermenter les sucres, elle dite
asaccharolytique (Bessede, 2012). Ainsi, cette espece est dite chimioorganotrophe, car elle tire

son énergie d’acides aminés et d’acides organiques (Cherkaoui Malki, 2018).

1.2.5. Caractéres génotypiques

Le matériel génétique de H. pylori est un chromosome circulaire hétérogene qui présente
une diversité¢ génomique treés large ainsi qu’un taux de mutation et de recombinaison importants
(Leclerc, 2006). Cette bacterie a la faculté de changer son génotype et phénotype pendant la
colonisation d'un individu, ce qui explique en partie le développement de résistances aux

antibiotiques (Guyane et Bastaraud, 2017).
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1.3. Epidémiologie

1.3.1. Prévalence et I’incidence de I’infection de H. pylori

L’infection a H. pylori est I’une des infections les plus répandues dans le monde. En effet,
pres de la moitié de la population mondiale est porteuse de la bactérie. Toutefois, la prévalence
varie de 20 a 90% selon les pays, I'infection étant plus fréquente dans les pays en voie de

développement (Leclerc, 2006) (Figure 2).

Figure 2. Prévalence de I’infection a H. pylori dans le monde (Azevedo et al., 2006).

1.3.2. Réservoir d’H. pylori

L'homme représente le réservoir majeur d'H. pylori, exclusivement retrouvée dans la
mugqueuse gastrique de facon homo ou hétérotopique (Guyane et Bastaraud, 2017). Il est a
évoquer que certains animaux présentent également comme des réservoirs pour H. pylori
notamment les primates, le porc et le chat (Michenot, 2001). Cependant, H. pylori peut

présenter une survie limitée dans un milieu aquatique (Mégraud, 2003).

1.3.3. Mode de transmission
1.3.3.1. Transmission oro-orale
Cette transmission se fait a partir de la salive soit d’une fagon accidentel ou bien

temporaire (régurgitation du liquide gastrique, vomissement) (Zine-Charaf, 2007).
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1.3.3.2. Transmission feco-orale
H. pylori se transmis d’un hote vers un autre hote a partir des selles pourrait se faire

directement par les mains en cas d’hygiéne déficiente (Cherkaoui Malki, 2018).

1.3.3.3. Transmission par les sources d’eau et les aliments
H. pylori a notamment été retrouvée dans les eaux d’un canal servant pour les égouts

(Guyane et Bastaraud, 2017).

1.3.3.4. Transmission iatrogene
La contamination de ces bactérie se fait a partir des appareils médicaux (endoscopes)

contaminés qui ne sont pas désinfectés entre deux patients (Cherkaoui Malki, 2018).

1.4. Physiopathologie a I’infection d’H. pylori

1.4.1. Mécanisme de physiopathologie

H. pylori est naturellement présent au niveau du pylore, mais il peut se trouve également
dans le reste de I’estomac. H. pylori a la capacité de résister a 1’acidité du suc gastrique grace a
une uréase membranaire. Celle-ci lui permet de transformer 1’urée présente dans le suc gastrique
en ammoniac, ainsi de faire remonter le pH localement autour de lui pour neutraliser 1’acidité.
H. pylori plonge gréce a ses flagelles dans le mucus gastrique tapissant alors la muqueuse
gastrique et s'y multiplie (Trouillas, 2010). H. pylori parvient aussi a échapper contre
I’immunité humorale par des mécanismes complexes; ce qui va permettre & la bactérie
d’évoluer durant des années causant une inflammation chronique dans la muqueuse gastrique

(De Korwin, 1993 ; Fauchere, 1994) (Figure 3).

@ )
\\
® @

Figure 3. Physiologie et physiopathologie de H. pylori (Fineberg et Pearlman, 1981).
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1.4.2. Facteurs de virulences
H. pylori dispose de nombreux facteurs essentiels & la survie dans 1’environnement

gastrique les répartit en trois groupes :

1.4.2.1. Facteurs de colonisation

Tout d’abord, la mobilité de H. pylori ainsi que sa morphologie spiralée lui permettent de
coloniser la muqueuse gastrique. Tandis que LPS (Lipopolysaccharides) considérer comme un
porteur d’antigénes Lewis permettant a la bactérie d’échapper vis-a-vis la réponse immunitaire
de I’hote. Alors que 1’uréase est un primordiale facteur de virulence, joue un rdle dans la
neutralisation de 1’acidité gastrique et favorisant ainsi I’implantation et la survie de la bactérie
(Zacharie, 2014). En outre, I’adhésine principalement le BabA (blood group antigen-binding
adhesion) et le SabA (Sialic acid-binding adhesion) sont multiples et trés variables permettant

une adaptation constante de la bactérie a la réponse immunitaire intense (Libbey, 2017).

1.4.2.2. Facteurs de persistance

Chez H. pylori il y’a des facteurs de persistance tels que la catalase responsable de la
dégradation de peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene; une alkylhydroperoxyde réductase
c’est des protéines antioxydantes dont une protéine NapA (Neutrophil associated protein) et

une thioredoxine réduisant le stress oxydactif (Zacharie, 2014).

1.4.2.3. Facteurs de pathogénicité

Premiérement, on a I’ilot de pathogénicité cag (Cytotoxin-associated gene) est un facteur
permet la synthése d'un appareil permettant la translocation de la protéine cagA (Cytotoxin-
associated gene A) dans les cellules épithéliales et induit la production d'IL-8 (Cover et Blaser,
2009). Il participant ainsi que au processus d’adhésion de la bactérie (Lacave et al., 2005).
Deuxiemement, le Cytotoxine vacuolisante VVacA qui responsable de la formation de canaux
membranaire et la perturbation des fonctions endosomales/lysosomales, 1’apoptose et un effet

immunosuppresseur (Isomoto et al., 2010).

1.5. Evolution des pathologies d’infection d’H. pylori

L’infection par H. pylori s’évolue d’une fagon lente et prolongée d une gastrite aigué vers
chronique, puis une atrophie de la muqueuse. Apres, il y’aura le développement des métaplasies
sur cette atrophie suivies de dysplasies (Mustapha, 2011). Le degré d’atrophie qui en résulte
explique I’apparition d’ulcére gastroduodénal (Lai et Sung, 2007). Les régions de métaplasie
intestinale s’amplifient au cours du temps et augmentent considérablement le risque de cancer

gastrique en fonction de la sévérité de 1’atrophie (EI-Omar et al., 1997).
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Ainsi que, Le lymphome du MALT est un autre manifestation d’infection se caractérise par
une infiltration massive de cellules lymphoides dans la lamina propria entrainant une
destruction des glandes gastriques et la formation de lésions lympho-épithéliales (Capelle et al.,
2008) (Figure 4).
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Figure 4. Role de H. pylori dans le développement des pathologies gastroduodénales (Correa,
1996).

En plus, certaines maladies extradigestives seraient associées a cette infection comme des
maladies auto-immunes, des anémies ferriprives, la maladie de Parkinson, des troubles
dermatologiques, des maladies cardio-vasculaires et méme encours une carence en vitamine
B12 (Wroblewski et al., 2010).

1.6. Méthodes de diagnostiques
Les tests diagnostiques sont deux types, soit direct, nécessitant des biopsies gastriques,
soit indirect, qui ne nécessitant pas de biopsies gastriques ; qui présentent la sensibilité et la

specificité des différentes techniques de dépistage (Burri et Meier, 2011). Voir 1’annexe n°01
(Tableau 1).
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2.1. Traitement chimique

Les traitements d’éradication de H. pylori comprennent un inhibiteur de la pompe a
protons (IPP) associé a un ou plusieurs antibiotiques (amoxicilline, clarithromycine,
métronidazole, tétracycline, l1évofloxacine, rifampicine) (Figure.5) et/ou des sels de bismuth
(Raaf, 2018) sous le nom de PYLERA® commercialisé depuis le 01 Avril 2013 (Fakhar, 2018).

1*e ligne [ IPP - amoxicilline - clarithromycine - métronidazole 14 jours l

1T

| Echec |

4

2¢ ligne omeéprazole - bismuth - tétracycline - métronidazole 10 jours

B

| Echec

3¢ligne

T e e | | ) [ ]
IPP - rifabutine - amoxicilline IPP - clarithromycine- amoxicilline | ‘ IPP - lévoflioxaine - amoxicilline
10 jours 14 jours 10 jours

Figure 5. Algorithme des trois lignes de traitement de 1’infection a H. pylori (Bouyssou,
2014; De Korwin, 2016) .

2.1.1. Facteurs d’échecs d’éradication
Les principales causes de 1’échec du traitement d’éradication de H. pylori sont :
la résistance aux antibiotiques et la mauvaise observance de traitement a cause des effets

secondaires des antibiotiques entrainant 1’inefficacité de la thérapie (Raaf, 2018).

2.1.2. Vaccination
Le développement d’un vaccin anti H. pylori reste la meilleure stratégie pour améliorer

considérablement les options de traitement (Raaf, 2018).

2.2. Traitement naturel par les huiles essentielles

2.2.1. Géneralités sur les huiles essentielles

Les huiles essentielles (HEs) sont des mélanges naturels complexes de métabolites
secondaires volatiles, isolées des plantes par Hydrodistillation ou par expression mécanique
(Kalemba et Kunicka, 2003). Les HESs sont obtenues a partir des fleurs, feuilles, écorces, bois,
rhizomes, fruits, ou grains (Degryse et al., 2008). Ces huiles volatiles contiennent des molécules
aromatiques dont 1’action bénéfique sur la santé a été prouvée (Laurent, 2017).

Les HEs combinent des composeés tres variés qui peuvent étre partagés en trois grands groupes :
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Les terpenes : monoterpénes et sesquiterpenes dont les formes oxydées et hydrocarbonées.
Les phénylpropanoides, ex : alcool cinnamique, coumarine. Le troisiéme groupe regroupe les
molécules qui ne sont pas classées parmi les autres groupes ainsi sont des composés tres divers

(acides, alcools, aldéhydes, esters...) (Bourrain, 2013).

2.2.2. Activité antimicrobienne des huiles essentielles

Nombreuses études pharmaceutiques ont démontreé les vertus antiseptiques des HES aussi
bien envers les bactéries, les champignons pathogénes ainsi que les virus (Ouiza, 2018).
Les HEs peuvent constituer une thérapie naturelle alternative a faible codt en remplagant
les traitements conventionnels aux antibiotiques. Concernant leur activité antimicrobienne, les
HEs peuvent soit induire une activité microbienne létale dite bactéricide ou occasionner une
inhibition temporaire de la croissance du germe dite activité bactériostatique (Ouiza, 2018).
Centaines plantes médicinales ont un effet in vitro sur H. pylori, qui pourraient représenter une

source potentielle de nouveaux agents antibactériens (Asha et al., 2013).

2.2.3. Mode d’action des huiles essentielles

Certains auteurs ont commencé a décortiquer spécifiquement 1’action des HEs et leurs
composants majoritaires sur les cibles bactériennes (Bouyahya et al., 2017). Cependant, les
mécanismes antimicrobiens restent moins clairs et complexes (Tiwari et al., 2009). Par ailleurs,
le caractere lipophile des molécules constituant les HESs les rend capables de pénétrer dans la
double couche phospholipidique de la membrane cellulaire et de s’accumuler entre les
phospholipides (Bouyahya et al., 2017). En plus, gréce a leur caractéristique hydrophobe, les
HEs diminuent en effet le taux des acides gras insaturés dans les bactéries qui sont généralement
responsables de la fluidité membranaire, méme-si a des concentrations inférieures a la
concentration minimale inhibitrice (CMI) (Bouyahya et al., 2017). Plusieurs travaux
récemment réalisés ont montré que les HEs se présentent comme de véritables candidats contre
le quorum sensing (QS) (Luciardi et al., 2016). L’'HE de Thymus vulgare et ses composés
majoritaires (carvacrol et thymol) ont été aussi testés pour leurs effets antibiofilm et anti-QS

contre Pseudomonas fluorescens KM121 (Myszka et al., 2016).
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3.1. Etude microbiologique

3.1.1. Prélevements

Durant une période de 4 mois allant de Novembre 2019 a Février 2020, sept patients
présentant une symptomatologic gastroduodénale évocatrice ont été 1’origine des souches
cliniques d’Helicobacter spp pour notre étude. Les patients ont subi une endoscopie digestive
haute afin de prélever deux biopsies gastriques de I’antre et de fundus au niveau du service de
fibroscopie, de I’hopital Hakime Saadane de Biskra. L’age, le sexe et I’aspect endoscopique
des patients sont présentés dans le Tableau 1. Le matériel d'endoscopie (fibroscope et pince) est
nettoyé entre chaque examen dans une solution de Cidex (Désinfectant des médicaux) puis rincé

a 1’eau de robinet.

Tableau 1. Renseignements cliniques des patients.

Patient Sexe Age Aspect endoscopie Photos

Gastrite fundique

01 Homme 71 )
subatrophique
02 Femme 23 Ulcere superficielle
D’un pan gastrite
03 Homme 29 o
érythémateuse
04 Femme 64 Gastrite antrale erosive
Gastrite antrale
05 Femme 46 o
érythémateuse
06 Femme 31 Micronodule antrale
Gastrite légerement
07 Homme 47

fundique

11
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3.1.2. Transport et conservation des biopsies

Les especes d’Helicobacter spp sont des bactéries fragiles nécessitant ainsi des conditions
de transport particulieres. Les biopsies récupérées ont été transportées soit dans I’eau
physiologique & 4°C si la durée ne dépasse pas les 4h, sinon dans le bouillon BHIB (Brain Heart
Infusion Broth) additionné du glycérol a 25%. Aprés le prélevement des biopsies, les
échantillons ont été acheminés au laboratoire pédagogique de département des sciences de la

nature et de la vie.

3.1.3. Isolement et caractérisation d’Helicobacter pylori

Cette partie du travail a pour but d’isoler et de caractériser les souches de H. pylori
responsables de pathologies gastroduodénales a partir des biopsies gastriques antrales et
fundiques récupérées. Les souches isolées ainsi identifiées ont été étudiées dans un premier
temps pour la mise en évidence de leur sensibilité envers les antibiotiques. Aprés, ces souches

ont éte utilisées pour étudier les effets antimicrobiens des huiles essentielles.

3.1.3.1. Broyage manuel des biopsies

Avant la mise en culture, les biopsies doivent étre broyées pour permettre la dispersion et
de libération des germes. Tout d’abord, des fragments de biopsie ont été¢ déposés a 1’aide d’une
anse de platine stérile dans un tube Eppondorf stérile de 1.5 ml. Ensuite, quelques gouttes de
bouillon d’enrichissement (BHIB) ont été ajoutées a I’aide d’une pastette afin d’obtenir de
suspension bien homogénéisée. Plus d’autant le broyage était effectu¢ a I’aide d’un scalpel
stérile pendant 10 seconds maximums. Puis, compléter un volume d’environ 1ml.
Les suspensions ainsi préparées ont subi trois traitements pour confirmer la présence d’H. pylori

a savoir le test a I'uréase, la coloration de Gram et la mise en primoculture.

3.1.3.2. Test a I’uréase

Cette technique est réalisée pour détecter 1’activité enzymatique d’uréase en déposant une
partie de la biopsie broyée dans le milieu urée-indole. Ce dernier contient en plus de ’'urée un
indicateur coloré de pH qui est le rouge de phénol. La présence de H. pylori dans 1’échantillon
test se manifeste apres incubation a 37°C pendant 24 a 48h, par le virage de I’indicateur au rose

violacé.

12
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3.1.3.3. Examen direct

Des petits fragments de chaque biopsie broyee ont été étalés en frottis sur une lame en
verre stérile avec une goutte d’eau physiologique. Aprés séchage a 1’air, les lames ont subi la
coloration de Gram. L’observation des frottis est réalisée & immersion au microscope optique
grossissement 1000 pour détecter la présence de H. pylori a la surface de 1’épithélium de la

muqueuse gastrique des patients.

3.1.3.4. Mise en culture

a) Préparation des milieux de culture

Des milieux de culture spécifiques ont été utilisés pour 1’isolement des souches
de H. pylori a partir des biopsies gastriques. Il s’agit de la gélose brucella au sang préparée a
base de gélose au sang Columbia additionnée du sang frais humain de groupe (O-), ainsi que la
gélose Campylobacter. Des suppléments d’antibiotiques ont été ajoutés pour rendre les milieux
sélectifs uniquement pour H. pylori et pour prévenir également les contaminations de fond.
Les antibiotiques sont la vancomycine (10 mg/L), du triméthoprime (5 mg/L) et de

I’amphotericine B (5 mg/L) (voir I’annexe n°02).

En outre, pour un excellent isolement des souches de H. pylori, nous avons utilisé des milieux
modifiés de brucella et de Columbia. Ces milieux ont été préparés par 1’ajout séquentiel des
composants spécifiques qui sont: le rouge de phénol, les antibiotiques (vancomycine,
trimethoprime, amphotericine B) et 1'urée. L’addition des composés est effectuée
aseptiquement avec une agitation constante et une température fixée a 50°C. A la fin de la
préparation 0.8 ml de 1 N HCI a été ajoutée pour diminuer le pH dans le sens que la couleur
devienne de le rouge au jaune-orange (pH final a 45 C° : 5.7 ; pH final a 22 C° est 6.0).

b) Isolement apres I’enrichissement

La suspension préparée de chaque biopsie est déposée dans 9 ml de bouillon
d’enrichissement (bouillon de BHIB), puis incubée pendant 48h a 37 C° en atmosphere micro
aérophile. A partir la culture ainsi obtenu, 2 ou 3 gouttes de suspension ont été ensemencé sous
forme de quadrants a 1’aide de pipette pasteur stérile au centre de gélose de milieu de culture

sélective (Figure 6).
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Figure 6. Ensemencement des isolats sur le milieu brucella au sang frais.

c) Incubation

Les boites sont placées dans une jarre d’incubation en atmosphére micro aérophile, puis
incubées a 37 °C dans I’étuve pendant 5 a 7 jours (Figure 7). Les cultures sont controlées chaque
deux jour & partir du 5™ jusqu’au 12°™ jour. Cette primoculture permet d’isoler H. pylori sur
les boites de pétri. Cependant, des réensemencements en subculture sont nécessaires pour

obtenir des cultures trés riches.

/) {' V { ":“ ). . I, N ¢ .\.-\\
/U

I/
/1

/g / ,i
v

NN
A RN RORRRNN

L ——

Figure 7. Incubation des souches isolées dans jarre d’incubation en micro aérophile.
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3.1.4. Caractérisation des isolats
L’identification de souches est basée sur des caractéres morphologiques, I’examen
microscopique par 1’état frais et coloration de Gram et sur des tests biochimiques essentiels :

uréase tres intense, catalase et oxydase.

3.1.4.1. Identification des caracteres microbiologiques

a) Examen macroscopique

Aprés culture des echantillons de biopsies sur les geloses sélectives, les colonies ayant
poussé sur la surface de la gélose ont été caractérisées par des observations macroscopiques de

la forme, la taille, I’aspect et la couleur des colonies.

b) Examen microscopique

> Etat frais

L’observation a 1’état frais est effectuée obligatoirement avant de réaliser les repiquages.
A T’aide d’une pipette pasteur stérile, une petite goutte d’eau physiologique est déposée au
centre d’une lame stérile préalablement annotée. Puis, une suspension bactérienne est préparée
en mélangeant quelques colonies prélevées via anse de platine stérile avec la goutte d’eau
physiologique. Le mélange est ensuite recouvert par une lamelle couvre-objet. La préparation
est examinée au microscope optique grossissement X400 ou X1000 avec le condensateur au

minimum et diaphragme Iégerement ouvert.

» Coloration de Gram

Un frottis est préparé a partir des colonies suspectes en fixant sur une lame en verre stérile
une goutte de la suspension bactérienne examinée. Ensuite, chaque frottis ainsi préparé est
coloré par la méthode de Gram. La lecture des frottis est réalisée a I’huile d’immersion au
grossissement X1000 sous microscope optique pour détecter la présence des formes typiques

de H. pylori.

3.1.4.2. Identification des caractéres biochimiques

a) Recherche de I’activité d’uréase

A I’aide d’une anse de platine stérile, quelques colonies sont prélevées ainsi déposées
dans un tube Eppondorf stérile contenant de 1’urée-indole. Les tubes préparés sont alors incubés
pendant 24 heures a 37 C°. Le résultat positif se traduit par le virage de couleur de la solution

de I’orange vers le rose violacé.
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b) Recherche de la catalase
La présence de cette enzyme est vérifiée en mélangeant quelques colonies avec une goutte
d’eau oxygénée sur une lame en verre stérile. L ’apparition de bulles de gaz signifie que I’isolat

est doté de la catalase.

c) Recherche de I’oxydase
Ce teste est effectué en déposant quelque colonies bactériennes sur un disque d’oxydase

imbibé au préalable par de 1’eau distillée, le tout est déposé sur une lame stérile. Le virage de

la couleur des disques vers le violet indique une réaction positive.

3.1.5. Conservation des isolats

La conservation a court durée (environ une semaine) des souches est possible dans les
mémes boites de culture si ces derniers sont maintenues a + 4°C en atmosphére micro aérophile.
Tandis que pour une conservation adéquate a long terme, les souches purifiées ainsi
caractérisées sont ensemencées dans le bouillon BHIB additionné de 25% de glycérol, puis
congelées a - 20°C.

3.1.6. Etude épidémiologique

Dans notre travail nous avons réalisé une étude prospective (Novembre 2019 jusqu’au
Février 2020) portée sur sept patients ayant les mémes symptdmes, ainsi suivies chez un
médecin gastroentérologue au service d’endoscopie d’hopital Hakime Saadane de Biskra. Un
questionnaire a été effectué (voir I’annexe n°03) présentant certaines paramétres essentielles

dont I’age, le sexe et les antécédents des patients.

3.1.6.1. Méthode d’étude

Une fiche d’exploitation a été faite dans le but d’analyser les éléments suivants :

a) Les données anamnestiques

v Age; v’ Le traitement suivi ;

v’ Sexe; v Maladies associées ;

v Date de consultée ; v" Les pathologies gastriques
v Région : liées a H. pylori.

v Type d’habitat ; v Le nombre de préléevement ;

) ) ) v 4 > i
v Niveau d’instruction : Résultats d’examen direct et

de culture.
v' Aspect endoscopie ;
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3.2. Antibiogramme

3.2.1. Revivification des souches

Les souches conservées d’H. pylori ont été revivifiées par ensemencement dans des tubes
a essai stéeriles remplies de Bouillon de Mueller-Hinton (Conda Pronadisa™, Espagne), puis
incubées pendant 24h a 37°C.

3.2.2. Standardisation des inocula

La réalisation de I’antibiogramme nécessite la standardisation de la charge microbienne
des suspensions a étudier selon les recommandations de ’EUCAST 2019. Les inocula sont
préparés ainsi : a partir d’une culture jeune, pure et bien caractérisée, une quantité est mise dans
des tubes a hémolyse stériles, puis diluées par I’ajout de bouillon Mueller-Hinton (Conda
Pronadisa™, Espagne). Ensuite, les tubes a hémolyse sont bien homogénéisés a 1’aide d’un
vortex. La standardisation est effectu¢e a 1’aide d’un spectrophotométre pour fixer la densité
optique entre 0.580-0.585 a une longueur d’onde 625 nm, ce qui correspond a une charge
bactérienne trés dense de 3 Mac Ferland.

3.2.3. Méthode

L’antibiogramme a été réalisé selon standardisation de ’EUCAST 2019. La préparation
du milieu Mueller-Hinton (gélose). Des boites de pétri, préalablement remplies par 15 ml de la
gélose Mueller-Hinton (Conda Pronadisa™, Espagne) supplémenté de 10% du sang humain
frais, sont ensemencées en nappe a l’aide d’un écouvillon stérile a partir des inocula
standardisés a 3 Mac Ferland. Les ensemencements sont effectuées en stries paralleles et serrées
que possible a la surface de la gélose dans le but d’obtenir un tapis adéquat apres culture. Apres
inoculation des boites, des disques d’antibiotiques sont déposés a ’aide d’une pince stérile sur
la surface de la gélose pré-ensemencée. Ensuite, les boites sont incubées a I'envers dans une
atmosphere micro aérophile pendant 72 heures a 37°C. La lecture des résultats s’effectue par la

mesure des diametres de la zone d’inhibition apparue a 1’aide d’un pied a coulisse.

La sensibilité des souches d’H. pylori a été évaluée envers six antibiotiques a savoir :
Ciprofloxacine (5pg), Rifampicine (30ug), Amoxicilline (2pg), Tétracycline (30ug),
AC Nalidixique (30ug), Métronidazole (5ug).
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3.3. Evaluation des huiles essentielles envers les souches cliniques d’H. pylori

3.3.1. Source du matériel végeétale

Trois alicaments ont été sélectionnés pour cette étude (voir annexe n°04), en fonction de
leur utilisation traditionnelle dans les traitements des pathologies gastroduodénale,
spécifiquement les douleurs de I’estomac. Il s’agit des espéces suivantes : Cinnamomum cassia,
Syzygium aromaticum et Thymus fontanesii. Le matériel végétal des trois plantes a été acheté a
I’herboristerie du marché de la ville de Biskra. Les données sur les trois alicaments sont

résumées dans le Tableau 2.

Tableau 2. Données sur les especes végétales retenues et leurs utilisations.

Appellation o Parties o
Plantes Utilisations I Origine
locale utilisées

] Protege le corps contre les
Cinnamomum

] Qirfa bactéries ; traiter les troubles Ecorces
cassia o
digestives (Auteroche, 1993).
Des propriétés antiseptiques,
Syzygium clou de antivirales, antimicrobiennes,  Les griffes et L
(@]
aromaticum girofle une action anti inflammatoire les clous =
o
(Cristina et Rebiére, 2019). e
Activant la circulation )
artérielle, améliorant la
Thymus Zaatare digestion, renforcant Les parties
Fontanesii les défenses immunitaires aeriennes

(Padrini et Lucheroni, 1996).

3.3.2. Obtention des huiles essentielles

Les extractions des huiles essentielles ont été realisées par Hydrodistillation en utilisant
un appareil de type Clevenger (Figure 8). Dans un ballon en pyrex de 2L, 100 g de matiére
végétale séche est mélangée avec de 1’eau distillée, puis le tout est déposé sur un chauffe-ballon.
Le ballon est branché avec un systeme fermé en verre constitué de : une colonne pour mener
les vapeurs d’eau chargées de 1’huile essentielle, un réfrigerant pour la condensation des

vapeurs, une burette pour la collecte des condensats dans laquelle le volume de 1’huile
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essentielle récupérée est lu directement, et un retour de la phase aqueuse vers le ballon pour
prévenir sa déshydratation. L’extraction est déroulée jusqu’a I’obtention d’un volume constant

de I’huile essentielle avec une durée allant de 3h jusqu’a 5h au maximum.

Figure 8. Dispositif de type Clevenger utilisé pour 1’extraction des huiles essentielles.

3.3.3. Conservation
Les huiles essentielles récupérées, apres 1’extraction ont été déshydratées sur le sulfate
de magnésium (MgSQa), puis conservées a 4 °C dans des flacons spécifiques fumés jusqu’a

leur utilisation a I’abri de la lumiére (Zenati, 2016).

3.3.4. Aromatogramme

L'activité antibactérienne des huiles essentielles étudiées a été évaluée par la méthode
d'aromatogramme connue par la technique de Vincent (Pibiri, 2006). Des disques en papier
filtre 8 6 mm de diameétre sont imprégnés de 5 pl d’huile essentielle et déposés sur la surface
gélosée pré-ensemencée par écouvillonnage avec de la suspension microbienne standardisée.
Les souches sont ensemencées sur gélose Mueller-Hinton additionné de 10% de sang humain
frais et incubées a 37 °C pendant 24h. Aprés I’incubation, les résultats sont lus par la mesure

des diametres des zones d’inhibition en millimetres (mm) a I’aide d’un pied a coulisse.
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Chapitre 4 Résultats et discussion

4.1. Etude épidémiologique

Une étude prospective a éte portée sur sept patients ayant les mémes symptomes suivis
chez les médecins gastroentérologues au niveau du service de fibroscopie a Biskra.
Un questionnaire est passé dont 1’age, le sexe et les antécédents (aspect endoscopique) des
patients sont représentés dans le Tableau 1.

4.1.1. Sexe
Parmi les 7 cas qu’on a étudié leur état et d’aprés le questionnaire effectué, 57% des
malades sont du sexe féminin et 43% sont des hommes. Ceci peut étre di aux facteurs

favorisants la maladie chez les femmes par rapport aux hommes (Figure 9).

® Femme
B Homme

Figure 9. Répartition des patients selon le sexe en service fibroscopie de Biskra.

4.1.2. Age

L’age de la population infectée est représenté avec des extrémes allant de 18 a 75 ans. La
tranche d’age de 36 a 75 ans était les plus représentatifs, environ 4/7 de patients (57.14%) ;
suivie par la tranche d’age de 18 a 35 qui represente 3/7 de patients (42.85 %). Alors que la
classe des patients < 17 ans est inexistante dans cette étude (Figure 10).
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Figure 10. Répartition des patients selon 1’age en service fibroscopie de Biskra.

4.1.3. Antécédents
Les résultats de notre étude épidémiologique montrent que 100% des patients avaient des

douleurs abdominales chroniques, annexite, stress et une affection médicale sévere. Nous avons

remarqué que 57.14% des cas souffraient de vomissement et 42.85% des cas étudiés ayant des

conflits de gastrite. Tandis que les autres environ 14.85% des cas avaient des symptémes

chroniques et des hémorragies digestives surtout chez les personnes ages et les consommateurs

du tabac (Figure 11).

les patients

OFRLNWR~UO N

Antécédents

H oui ®Enon

Figure 11. Répartition des patients selon les antécédents en service fibroscopie de Biskra.
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Une étude prospective est menée sur des patients ayant subi une endoscopique digestive
haute. Cette approche consiste a estimer la prévalence de I’infection par H. pylori chez les
patients atteints de pathologies gastroduodénales. H. pylori est I'un des agents pathogenes
gastro-intestinaux les plus courantes infectant pres de 50% de la population humaine (Crabtree
et al., 1991). Nous constatons que le pourcentage de patients infectés dans notre étude est de
57.14% parmi les patients consultés au service de fibroscopie de I’hopital Hakime Saadane de
Biskra. Nous avons également remarqué dans cette étude que les ulcéres gastroduodénaux sont
rares chez les enfants de moins de 15 ans ainsi que chez les sujets dépassants les 60 ans avec
une fréquence maximale située entre 25 et 65 ans. Ces constatations viennent de confirmer des
faits bien connus qui font de 1’ulcére d’estomac et de duodénal une maladie du sujet adulte.
Nous avons trouvé, entre autres, que les femmes (57%) ont une susceptibilité aux ulcéres

gastroduodénaux plus grande que ’homme (43%).

D’aprés la bibliographie, nous avons constatés que la prévalence de l'infection par
H. pylori est estimée a 63.15% dans une étude effectuée a Tlemcen (Merad-Boudia, 2013).
Egalement, 1’espéce bactérienne H. pylori a été identifiée chez 8 patients présentant des
pathologies gastroduodénales a Tipaza, ce qui présente un pourcentage de 87% (Driouche et
Rabahi, 2017). Dans un travail réalisé par d'Otth et al. (2011). dans le sud du Chili sur 240
patients ayant une gastrite ou un ulcere gastrique, H. pylori a été isolée a partir de 99 patients
(soit 41.3%) avec une fréquence légérement plus élevée pour les femmes (42% des cultures
positives) que les hommes (40.2% des cultures positives). En ce qui concerne I'age, dans le
méme travail, les fréquences les plus élevées d'isolation ont été obtenus chez des patients agés
entre 21-30 ans (55%), 41-50 ans (52.6%).

Le stress, le mode de nutrition et le tabac sont considérés comme des facteurs aggravants
les problémes des ulceres gastroduodénaux (Ouattara et al, 1999). Dans notre étude, nous avons
trouvé que les antécédents dominants étaient des vomissements (57.14%) et des conflits de
gastrite (42.85%). De plus, certains patients avaient des symptdmes chroniques et des
hémorragies digestives et surtout chez les consommateurs de tabac (14.85%). D'apres Ibara et
al. (1993), concernant, la prédominance de la maladie est représentée par 16% sont des fumeurs.
Selon les mémes auteurs, le stress est rencontré chez pres de 25% des patients. Donc, La
connaissance du profil épidémiologique d’infection H. pylori nous apparait comme une
nécessité, car elle permettra d’identifier les populations cibles qui devraient bénéficier d’une

exploration endoscopique au moindre doute.
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4.2. Isolement et caractérisation des souches d’ H. pylori

4.2.1. Test de uréase a partir de biopsies

Le test de I'uréase est basé sur la mise en évidence de 'uréase chez les souches
d’H. pylori détectée apres ensemencement des broyats des biopsies gastriques antrales et
fundique dans un milieu urée-indole. Les résultats sont lus apres incubation de 24h a 48h a
37°C, un virage de couleur de I’orange vers le rose violacé a été observé avec quelques

préléevements (Figure 12).

Figure 12. Résultat positif du test de I’'uréase a partir de biopsies.

En revenant a la littérature, nous avons confirmé que ce caractere biochimique lié a
I’uréase a été démontré par de nombreux auteurs dont Sobhani et al.(1991); Lamouliatte et
al.(1992); Lozniewski (1996); Mégraud (1996); De Korwin (2003). Ces auteurs ont signalés
que tout résultat positif de I’uréase est donc présumé en rapport avec I’infection a H. pylori en
raison de la forte activité uréasique de cette bactérie aprées 24h ; le changement de la couleur du
milieu urée - indole de I’orange au rose ou rouge indique alors la présence de la bactérie dans
la biopsie gastrique. L’uréase de cette bactérie hydrolyse I’urée en ammoniac et en bicarbonates
dans le but de neutraliser 1’acidité de 1’estomac, ¢’est un moyen pour adhérer aux cellules du
mucus (Sobhani et al.,1995). Cependant, les faux tests négatifs pour les autres biopsies
pourraient étre due a un inoculum de départ trop faible, ou a la répartition hétérogéne de

H. pylori sur la surface de la muqueuse gastrique ( Riachi, 1995; Lozniewski, 1996).
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4.2.2. Coloration de Gram a partir de biopsies
L’observation sous microscope optique a I’immersion des frottis colorés, préalablement

prépares a partir des biopsies, a montré la présence des bactéries bacilles incurvees et spiralées

a Gram négatif dans quelques biopsies (Grossissement X1000) correspondent a celles
d’H. pylori (Figure 13).

Figure 13. Observation microscopique d’un frottis coloré par la méthode de Gram a partir des

biopsies gastriques G x1000.

D'apreés Faik et Raiss (1998), I’examen bactériologique nécessite des biopsies conservées
dans le sérum physiologique a 4°C. Il faut donc utiliser un milieu de transport si le délai entre
le prélévement et la réalisation de I’examen ne dépasse pas 4 heures. Au-dela de 24 heures, la
congélation a -70°C permet de prolonger 1I’examen. Dans une coloration de Gram, les bacilles
a Gram négatif sont recherchés sur I’ensemble du frottis. Ensuite les suspensions de biopsies
broyées sont ensemencées dans deux milieux de culture dont 1’un est sélectif. L’incubation est

ensuite effectuée a 37°C sous une atmosphére micro aérophile.
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4.2.3. Examen macroscopique

Apres 5 jours d’incubation des prélévements a 37°C en atmosphéere micro aérophile, de
petites colonies ont été apparues. Généeralement les colonies constatées avaient les
caractéristiques suivantes : rondes, transparentes a grisatres, brillantes, bombées (0.5 a 1 mm
de diameétre), avec un contour régulier. 1l est & noter que ces caractéristiques culturales
correspondent a celles d”H. pylori sur les trois milieux de culture différents (gélose de Columbia
au sang frais et brucella au sang frais et cuit et de compylobacter) (Figure 14 et Figure 15
et Figure 16).

Figure 15. Aspect macroscopique des colonies de H. pylori sur gélose brucella au sang cuit.
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Figure 16. Aspect macroscopique des colonies de H. pylori sur gélose Campylobacter.

Selon Mégraud (2004), H. pylori est responsable de 7 ulcéres gastriques sur 10 et de 9
ulcéres duodénaux sur 10. Les caracteres culturaux de H. pylori montrent que celle-ci pousse
lentement (3 a 4 jours minimum) en exigeant des conditions de culture particulieres (micro-
aérophile) ainsi que des milieux de culture additionnés de sang, de sérum ou de suppléments
d'enrichissement (Flandrois, 1997). Il fallait assurer ainsi des conditions favorables pour la
croissance d’H. pylori, soit une atmosphere micro-aérophile et des milieux riches et sélectifs
qui contiennent différents antibiotiques pour éliminer toute contamination possible (Sobhani et
al., 1991; Mégraud, 1994; Cellini et al., 1995). Aprés incubation, les caracteres culturaux
correspondent a H. pylori sont des colonies transparentes, luisantes, visqueuses et fines
appariassent sur la gélose de Columbia au sang frais aussi sur la gélose chocolatée, avec un
diametre de 1 mm (Auvril et al., 1995).

L’utilisation d'indicateur de pH coloré augmente considérablement la chance pour isoler
H. pylori parmi les organismes gastriques, car ce systéme est basé sur la dégradation de I’'urée
pour neutraliser le milieu acide. La croissance des colonies et la production subséquente
d'uréase ont entraine I'nydrolyse de l'urée en ammonium et bicarbonate, neutralisant ainsi une
zone discréte autour de chaque colonie. Cette zone de neutralisation a été marquée par une zone
de rouge autour de la colonie lorsque le pH du milieu est passé d'environ 6.0 a 7.5 ; ainsi que le
virage totale de couleur de milieu vers le rouge. L'incorporation de I'indicateur de couleur a
accéléré I'identification présomptive des colonies de H. pylori d'au moins 12 h (de 48 a 72 h)
(Figure 17).
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Zone de neutralization Colonies de H. pylori

Figure 17. Aspect macroscopique des colonies de H. pylori sur gélose Columbia.

Dans une étude réalisée par Degnan et al.(2003), les auteurs ont montrés que H. pylori
est une bactérie a croissance relativement lente, nécessite genéralement environ 4 jours pour
développer des colonies discernables. Ainsi, les auteurs ont utilisés un milieu sélectif (gélose
HP) contenant un nouveau mélange de suppléments de croissance tels que I’amphotéricine B et
polymyxine B. Le milieu de culture utilisé contient également un indicateur de pH le rouge
phénol et d'acide chlorhydrique (HCL) pour la mise en évidence de la production d'uréase. Cette
idée de détecter la production d'uréase en utilisant le changement de couleur du jaune au rouge
est apparue auparavant dans un essai clinique (test d'uréase rapide CLO ; Delta West Pty Ltd.,
Bentley, Australie). Toutefois, cette stratégie n’étaient pas utilisée dans des milieux solides
congus pour la culture d'Helicobacter (Degnan et al., 2003). L'ajout de ce systeme de couleur
réduit considérablement (d'environ 14%) le temps nécessaire pour faire croitre les colonies
jusgu'au point d'identification visuelle présomptive ; méme sur du milieu HP inoculé avec de
fortes charges bactériennes. La colonie de fond occasionnelle qui s'est développée a été
facilement différenciée de H. pylori (Degnan et al., 2003). Le niveau optimal de chaque additif
est déterminé selon le temps d'incubation le plus court nécessaire pour identifier de maniere
présumée une colonie de H. pylori. La concentration est également associée a la capacité des
composés a empécher la culture de toute flore étrangére présente dans I'échantillon de 1’eau
(Degnan et al., 2003).
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4.2.4. Examen microscopique

4.2.4.1. Etat frais

Les souches suspectées d’étre H. pylori ont été examinées sous microscope optique au
grossissement X1000. La morphologie des cellules constatée corresponde a celle d’un

H. pylori ; bacille spiralé ou incurve et mobile (Figure 18).

D’aprés certains auteurs Lamouliatte et al. (1992) ; Aspinall et al. (1995), les souches
de H. pylori ont montré une mobilité lors d’un examen direct a 1’état frais. Il s’agit donc de
bactéries mobiles. Cette mobilité est due a sa forme spiralée et a la présence des flagelles
polaires. Cette propriété permet a H. pylori de se déplacer dans le mucus gastrique ( Lamouliatte
et al., 1992; Fauchere, 1994).

Figure 18. Aspect microscopique de H. pylori a I’état frais (grossissement X1000).

4.2.4.2. Coloration de Gram

Les observations des frottis montrent la présence de bacilles droits & Gram negatif,
incurvés, en virgule, en forme de C, V ou S (Figure 19). Ce sont les caracteres morphologiques
typiques de H. pylori sous microscope optique. L’examen microscopique NOUS a permis
également de Vérifier la pureté des souches. Les bactéries évoluent rapidement au cours des

repiquages vers des formes a aspect en coccoide.

D’autre part, les souches isolées possédent des formes cellulaires variables (incurvés, en
virgules, en forme de C, de V ou de S), morphologie particuliére de H. pylori (Fauchere, 1994).
De plus, apres culture, un examen microscopique d'un frottis préparé a partir des colonies
suspectes, ils a permis d'observer des fins bacilles & Gram négatif qui peuvent étre de H. pylori ;
ces caractéres ont été demontrés par les travaux de Sobhani et al. (1995).
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H. pylorien
forme C et
virgule
: H. pylorien
H. pylorien forme V
forme S

Figure 19. Aspect microscopique des isolats d’H. pylori par coloration de Gram sous microscope optique
(grossissement X1000).

4.2.5. Caractéristiques biochimiques des isolats
L'identification des souches cliniques était effectuée par des tests a savoir : la recherche

de l'uréase, de la catalase et de I'oxydase.

4.2.5.1. Recherche de I’activité de ’uréase

Aprés incubation a 37°C pendant 24h des tubes contenant le milieu urée-indole
préalablement ensemencé par les isolats, un virage de couleur de I’orange vers le rose violacé
a été observé (Figure 20). Ce résultat indique la présence de 1’uréase trés intense chez certaines

souches isolées, ce qui confirme leur appartenance a ’espece H. pylori.

r ‘“ ' y A

k.

Figure 20. Résultats du milieu urée-indole a partir des isolats.

29



Chapitre 4 Résultats et discussion

4.2.5.2. Recherche de la catalase

Le dépot des colonies isolées dans 1’eau oxygéné a 10 volumes a révélé
I’apparition des bulles d’air a la surface de la lame (Figure 21). Ce résultat positif indique la
présence de la catalase, un caractére biochimique essentiel pour confirmer I’identification

d’H. pylori.

Figure 21. Résultat du test de catalase a partir des isolats.

4.2.5.3. Recherche de ’oxydase
Les colonies des isolats déposées sur un disque d’oxydase révelent 1’apparition d’une

coloration violette (Figure 22). Ce qui indique la présence d’une oxydase caractérisant

H. pylori.

Figure 22. Résultat du test de I’oxydase a partir des isolats.
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Les résultats positifs de ces trois caracteres biochimiques confirment qu’il s’agit bien de
H. pylori chez de nombreux auteurs qui sont: Sobhani et al. (1991); Fauchere (1994) ;
Mégraud (1994) ; Yousfi (1997) ; Medouakh et Bensoltane (2010). D’autant plus, En Algérie,
d’aprés Allen et al. (2007) ont isolés une souche de H. pylori a partir d'une biopsie gastrique
prélevée a 2 cm du pylore d'un patient présentant un ulcere. Son identification a été faite par
I'appréciation de la morphologie de cette bactérie et des caracteres biochimiques tels que :

I'oxydase, I'uréase, la catalase sont également recherchés a partir des colonies suspectes.

Durant notre étude épidémiologique de quatre mois, on a pu isoler quatre souches de
H. pylori a partir de septes biopsies gastriques antrales et fundiques provenant des patients
présentant une symptomatologie gastroduodénale. Les résultats de 1’étude bactériologique des

biopsies sont consignés dans le Tableau 3 ci-dessous.

Tableau 3. Résultats de 1’étude bactériologique des biopsies.

Les tests des biopsies Les tests des isolats
Biopsie Coloration Urée S— Etat | Coloration Urée Catalase | Oxydase
de Gram indole frais de Gram indole

BHpl + + + + + + + +

BHp2 + + + + + + + +
BHp3 + + + Nd + - + -
BHp4 + Nd + Nd + - + +
BHp5 + Nd + + + + + +
BHp6 + + + + + + + +
BHp7 + + + + + ++ + +

Légende : BHp : Biopsie d’H. pylori ; + : positif ; - : négatif ; Nd : non déterminé.
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Dans ce travail, les résultats obtenus ont montré que seulement quatre biopsies étaient
contaminées par H. pylori. Tandis que les autres biopsies présentant une négativité (résultat de
la culture faussement négatif). Cela ne signifie pas forcément 1’absence de la bactérie car
celle-ci est hautement fragile et nécessite des conditions de transport et une atmosphere de

culture trés astreignantes.

Egalement, I’échec de la culture de H. pylori est probablement di a I’erreur de
I’échantillonnage ou de 1’incubation. L'échec de la culture dans ces conditions peut étre traduit
selon Lozniewski (1996); Mégraud (1996) et Yousfi (1997) par la sensibilité de la technique
extrémement dépendante des conditions de transport, de stockage et de culture fournies au

laboratoire (mode de culture des prélévement, milieux spéciaux, atmosphére micro aérophile).

En effet, la croissance de H. pylori semble influencée par la température, le contact avec
I'oxygéne, la dessiccation, le milieu de transport et le laps de temps avant de traiter les biopsies
(Mégraud, 1994; Yousfi, 1997).

De plus, la distribution irréguliere de la bactérie dans la muqueuse gastrique peut
influencer I'apparition des colonies dans les milieux de culture et peut donc contribuée a des
résultats faussement négatifs (Yousfi, 1997). Pour cela, certains auteurs ont recommandé la
réalisation de plusieurs biopsies dans des différents sites de la muqueuse gastrique, améliorant
ainsi le rendement de la culture (Mégraud, 1994; Yousfi, 1997).

4.3. Résultats de I’évaluation de la sensibilité des souches d’H. pylori vis-a- vis des
agents antimicrobiens

4.3.1. Antibiogramme

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches d’H. pylori est trés utile pour le
choix thérapeutique. La lecture des résultats d’antibiogramme s’effectue par la mesure des
diamétres de la zone d’inhibition apparue dans les boites de pétri a I’aide de pied de coulisse.
Les résultats de 1’antibiogramme envers les souches cliniques de H. pylori, basés sur la
standardisation CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), sont présentés dans le

Tableau 4 ci-aprés.
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Tableau 4. Résultats de I’antibiogramme des trois souches d’H. pylori isolées.

DMI Les souches
Les antibiotiques
(mm) HP 1 HP 6 HP 7

Rifampicine

22 R R S
(TM) 30ug
Amoxicilline

20 R R R
(AMX) 2pg

Métronidazole

19 R R R

(MTR) 5pg
Ciprofloxacine
20 S R S
(CIP) 5pg

Tétracycline

19 R S S
(TET) 30ug

AC Nalidixique
14 S S R

(NA) (30ug)

Légende : mm : millimetre ; R : résistante ; S : sensible ; HP : H. pylori

L’étude de la sensibilité des souches d’H. pylori aux antibiotiques indiquent que deux
souches cliniques d’H. pylori sont sensibles vis-a-vis a la tétracycline et I’acide nalidixique. En
revanche, les souches d’H. pylori montrent une résistance remarquable envers les antibiotiques
testés tels que le métronidazole et I’amoxicilline. D’autre part, nous avons également constaté
qu’il y a une synergie trés claire entre ciprofloxacine et rifampicine pour la souche Hp7
(Figure 23). Par conséquence, I’association entre ces deux antibiotiques induit a une bonne

éradication des souches d’H. pylori.
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Figure 23. Résultats de 1’antibiogramme sur gélose Mueller-Hinton au sang frais.

La sensibilité de H. pylori envers les antibiotiques utilisés a été étudiée par plusieurs
auteurs qui sont Adeyemi et al. (1999) ; Megraud (1994) ; Fellous (2009) ; Raymond et al.
(2010). L’étude réalisée en Tunisie sur des enfants infectés par H. pylori a montré 1’absence de
la résistance envers I’amoxicilline, un taux de résistance moyen & la clarithromycine et un taux

de résistance élevé au métronidazole (Mazigh Mrad et al., 2005).

En Algérie, la résistance de H. pylori a la clarithromycine et au métronidazole a été
évaluée de 12% et 37%, respectivement (Khoder et al., 2009). De méme, 1’étude de la sensibilité
de 530 souches de H. pylori collectées a Paris et a Poitiers a révélé 1’absence totale de la
résistance envers 1’amoxicilline et a la tétracycline, 26% (138 cas) de résistance ont été
constatée a la clarithromycine et 61% (324 cas) de résistance au métronidazole (Raymond et
al., 2010).

La résistance au métronidazole et parfois a la clarithromycine pose de nombreux
problémes a I’inverse de I’amoxicilline et de la tétracycline; en effet, ces antibiotiques sont de
plus en plus inefficaces pour le traitement des infections causées par H. pylori (De Korwin,
2003). Cette résistance vis-a-vis les antibiotiques recommandés en thérapie constitue le
principal facteur d’échec des traitements d’éradication. Elle doit donc inciter les gastrologues a
ne traiter les malades infectés par H. pylori qu’en fonction des résultats de test de sensibilité
classique (antibiogramme) ; ceci pour un traitement d’éradication efficace de I’H. pylori
(Fellous, 2009; Raymond et al., 2010).
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4.3.2. Effets des huiles essentielles envers H. pylori
4.3.2.1. Diamétres des zones d’inhibition
Les résultats de I’effet inhibiteur des extraits de trois alicaments utilisés sur les souches

cliniques d’H. pylori sont présentés dans la Figure 24.

Zone d’inhibition de 3
huiles essentielles a
H. pylori,

Figure 24. Résultats de I’aromatogramme sur gélose Mueller-Hinton au sang frais.

D’aprés les résultats ci-dessous (Tableau 5), on remarque que 1’huile essentielle la plus
active contre les souches H. pylori est celle de Cinnamomum cassia avec une moyenne des
zones d’inhibition de (29 mm), suivie par I’huile de Syzygium aromaticum (27 mm). Tandis que
I’huile essentielle de Thymus fontanesii a un effet moins actif avec une moyenne des zones
d’inhibition de (12 mm).

La comparaison de nos résultats avec ceux trouvés par d’autres auteurs montre que
I’activit¢é de Cinnamomum cassia trouvé par Lee et al. (2010) envers des isolats
d’H. pylori étaient nettement inférieure de la notre avec des zones d’inhibition de 14 mm. Dans
un autre travail effectué par Tabak et al. (1999) ; les auteurs ont trouvé des résultats des effets
des huiles essentielles supérieures aux nétres concernant le genre Thymus (Thymus vulgaris)

avec des zones d’inhibition égale 23 mm.
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Tableau 5. Les résultats de la méthode d’aromatogramme.

Zones d’inhibition en (mm)

Souches H. pylori

Cinnamomum cassia Syzygium aromaticum Thymus fontanesii
HP1 31 30 14
HP6 25 30 10
HP7 30 20 12
Moyenne (D) 29 27 12

Mm : millimétre. HP : H. pylori ; D : Diametre.

Tout d’abord, I’huile essentielle de Cinnamomum cassia est riche en phénylpropanoides
dont le cinnamaldéhyde est le composé majoritaire (75.85%) (Zenati, 2016). Ainsi que,
les essais ont en outre montré que ’écorce de cannelle infusée peut prévenir la formation

d’ulcéres de I’estomac (Jean et al., 2006).

D’autre part, dans de nombreuses études publiées, les auteurs ont confirmé que 1’huile
essentielle de Syzygium aromaticum posséde un potentiel antimicrobien intéressant, qui pourrait
étre attribuée a son composé majoritaire “I'eugénol”(89.6%) (Santin et al., 2011). D’ailleurs,
les travaux de Valero et Giner (2006) ont prouvé que 1’eugénol parmi d'autres COMposés a
provoqué l'inhibition de la croissance des bactéries. C’est ainsi les clous de girofle sont utilisés
pour traiter les maladies infectieuses comme un antibactérien, dont les troubles
gastro-intestinaux et les inflammations (Domaracky et al., 2007) . De plus, certains résultats
ont montré que 1’huile essentielle de Syzygium aromaticum ainsi que son principal composant
(eugénol) possédent une activité contre les ulcéres d’estomac (Capasso et al., 2000). Egalement,
certains auteurs ont démontré que 1’huile essentielle et I’eugénol ont la propriété de stimuler et

d’améliorer la synthése du mucus, un facteur gastro protecteur important (Santin et al., 2011) .

Concernant le thym, son huile essentielle est caractérisée par un fort potentiel
antimicrobien (Cosentino et al., 1999). Le thymol est I’un des principaux composés reconnus
dans I’huile essentielle de quelque Lamiaceae notamment les thyms dont le Thymus fontanesii
avec un contenu peut atteindre jusqu’a 84% (Kaloustian et al., 2008). Toutefolis, il existe parfois
des variations dans la composition chimique des huiles essentielles des thyms liées beaucoup

plus a plusieurs parametres tels que les facteurs environnementales, les conditions climatiques

36



Chapitre 4 Résultats et discussion

et géographiques et a la méthode d’extraction, qui influe considérablement sur la composition
chimique des huiles essentielles (Loziené et al., 2007). Plusieurs études ont montré que le
thymol posséde de nombreuses activités biologiques tels que 1’activité antibactérienne,

anti-cancérogene, anti-inflammatoires ( Szentandrassy et al., 2003; Ipek et al., 2005).

4.3.3. Comparaison entre les effets des antibiotiques et des huiles essentielles

L’activité antibactérienne des huiles essentielles ¢tudiées ainsi que les antibiotiques
étaient déterminée contre trois isolats cliniques d’H. pylori par la méthode de diffusion des
disques. Les résultats du test d’aromatogramme ont montré une sensibilité remarquable chez
2 /3 des isolats avec des diametres de zones d’inhibitions moyennes comprises entre 12 et 31
mm. Par contre les antibiotiques sont moins effacasses car y’avais des résistances des souches
observées envers la plupart des antibiotiques testés. Par conséquent, 1’utilisation des plantes
médicinales et alimentaires (alicaments) telle que des huiles Cinnamomum cassia, Syzygium
aromaticum et Thymus fontanesii pourraient source précieuse des agents antimicrobiens envers

H. pylori et pourraient étre de ce fait, une alternative aux antibiotiques (Tableau 6).

Tableau 6. Comparaison entre la sensibilité de 3 huiles essentielles et 6 antibiotiques

aux 3 isolats de H. pylori.

Zone d’inhibition en (mm)
Isolats Huiles essentielles Antibiotiques
de
H.pylori C.Cassia S.aromaticum T.fontanesii RIF  AMX MET CIP TE NA
HP1 31 30 14 R R R 28 R 26
HP6 25 30 10 R R R R 19 30
HP7 30 20 12 24 R R 29 23 R

Légende: mm: millimetre; R: résistante; HP: H. pylori; C.Cassia: Cinnamomum cassia;
S.Aromaticum: Syzygium aromaticum; T.fontanesii; Thymus fontanesii. CIP : Ciprofloxacine,
RIF : Rifampicine, AMX : Amoxicilline, TET : Tétracycline, NA : Acide. Nalidixique,
MET : Métronidazole.
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Dans une autre étude réalisée par Chabenat (2017), les auteurs ont constaté, en comparant
les résultats de I’aromatogramme avec celles de I’antibiogramme, que 1’huile essentielle de
girofle et de cannelle et aussi de thym possédent un pouvoir antimicrobien supérieur a celui des
agents antimicrobiens standards utilisés. Les auteurs ont également démontré que la croissance
de toutes les souches microbiennes a été inhibée par I’huile essentielle ; ce qui n’est pas le cas
de tous les antibiotiques. De plus, 1’étude menée par Caillet et Lacroix (2007) indique que les
huiles essentielles en générale sont pourvues d’un effet antibactérien. Cet effet s’explique en
trois phases générales : Premierement, les molécules de I’huile essenticlle vont attaquer la
membrane de la bactérie. Deuxiémement, I’huile essentielle va acidifier I’intérieur de la bactérie
pour bloquer la production d’énergie et de composantes de structure. Enfin, si la bactérie survit,
I’huile attaquera directement le matériel génétique de cette derniére. 1l est a noter que les
composés minoritaires peuvent avoir une part de contribution; en effet, ces derniers y agissent

de maniére synergique avec les composés majoritaires (Lahlou, 2004).
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Dans ce travail nous sommes intéressés a etudié pour la premiére fois la prévalence et la
détection des souches d’H. pylori responsables de problémes gastriques dans la région de
Biskra. Une étude macroscopique, microscopique et biochimique montre que quatre souches
isolées a partir de sept biopsies gastriques sont des bactéries bacilles hélicoidales a Gram
négatif, catalase, uréase et oxydase positif. D’aprées la bibliographie, ces tests préliminaires sont

suffisants pour confirmer 1’appartenance des souches isolées a I’espéce H. pylori.

Un examen d’antibiogramme est réalisé¢ afin d’étudier la sensibilité¢ des souches isolées
aux antibiotiques pour conduire a un traitement efficace. Les résultats ont révélé que certaines
souches de H. pylori sont sensibles aux tétracyclines et I’acide nalidixique. Par contre, nous

avons constaté des résistances particulierement vis-a-vis le métronidazole et 1’amoxicilline.

Le développement de thérapies alternatives serait utile non seulement pour améliorer
I'éradication chez les patients porteurs de la bactérie surtout envers les souches
multi-résistantes, et aussi, afin de minimiser les effets secondaires des médicaments. Trois
huiles essentielles obtenues a partir des alicaments ont été sélectionnées pour notre étude dans
le but de traiter les ulcéres gastrites et duodénaux. L’activité antimicrobienne des huiles
essentielles a été testée par aromatogramme dont les résultats ont montré que les huiles de
Cinnamomum cassia suivie par celle de Syzygium aromaticum sont les plus actives contre les
souches d’H. pylori testées. Par contre, I’huile essentielle de Thymus fontanesii est moins

efficace.

L’originalité de notre travail était d’étudier pour la premiere fois 1’activité antibiofilm des
huiles essentielles contre les souches cliniques d’H. pylori. En effet, la colonisation de cette
espece pathogene dans le mucus d’estomac est toujours sous forme de biofilms adhérée. Ce
mode de vie augmente significativement la résistance des bactéries protégées dans I’intérieure
envers les agents antimicrobien dont les antibiotiques. Malheureusement, nous n’avons pas eu
la chance de réaliser cette étude a cause de la pandémie mondiale de coronavirus (COVID-19).
Nous espérons compléter cette étude a I’avenir pour la mise en évidence d’un traitement

efficace envers les biofilms d’H. pylori.

Partant du fait qu’une huile essentielle pourrait trés efficace in vitro, il serait tres
intéressant de vérifier ce pouvoir d’éradication dans une étude in vivo, pour obtenir une vue
globale sur ’activité antimicrobienne des huiles essentielles testés. D’autant plus, On constate

ce travail comme une contribution a la recherche dans ce domaine et nous espérons, avec nos

39



Conclusion

résultats, avoir participé a la valorisation de la médecine traditionnelle pour parvenir a la
disponibilité de médicaments a base de plantes médicinales locales efficaces et accessibles pour

le traitement de 1’ulcére gastroduodénal et I’infection a H. pylori.

Finalement, Il serait souhaitable d'effectuer des études complémentaires dans le but
d'utiliser des souches bien particulieres de probiotiques aidant a I'éradication I’infection a
H. pylori aprés 1’échec du traitement par les antibiotiques. Les bactéries lactiques pourraient
donc étre exploitées et utilisées comme un agent adjuvant. Des données suggerent que les
produits laitiers probiotiques favorisent la santé digestive et une bonne santé générale en

améliorant les microbiotes intestinaux.
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Annexe n°1

Tableau 7. Principales méthodes de diagnostiques de 1’infection a H. pylori (De Korwin,

Méthodes invasives

2016).

Méthodes non invasives

Test Anatomie
diagnostique  pathologie
sensibilité +++
spécificité ++
Avantages -Disponibilité
-Typage
gastrite

Inconvénients = - Gastroscopie

- Sensibilité
dépendante
charge
bactérienne

+ (performance) ++ (bonne)

Culture

++
+++

-Test de

référence

-Antibiogramme

- Gastroscopie

- Centre
spécialisé
-Milieu
transport biopsie

Amplification
génique (PCR)
+++

++

-Conservation
biopsie
-Détection

résistance
antibiotiques

- Gastroscopie

-Non
remboursé

+++ (excellente).

Annexe n°02

Tableau 8. Composants moyens évalués & une gamme de concentrations pour développer la

Sérologie

+++

++

-Faible cout
-Remboursement

- Pas détection
infection active

- performance
KIT ELISA

formulation finale d’H. pylori (Degnan et al., 2003).

Les ingrédients

Gamme testée (1 litre)

Test respiratoire a
I'urée 13C
+++

+++

-Disponibilité
- Infection active

- Sensibilité

- Non réalisable
d’estomac opéré

Niveau Optimal (1 litre)

Amphotericine B 0-7.5mg 5 mg
Vancomycine 0-10 mg 10 mg

Trimethoprime 0-5mg 5mg
Urée 0-1.0¢g 600 mg
Rouge de phénole 0-200 mg 100 mg
HCL (1N) 0-2 ml 0.8 ml
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Annexe n°3. Questionnaire

Université Mohamed khieder Biskra

Faculté sciences de la nature et de la vie

Questionnaire

Formulaire de Renseighements :

Date : N° d’ordre :
NOM & oo, Prénom @ ...ccceeevvveeeeveenneen,
AgE i i, =) (IR

Lieu de résidence

Parametre socioéconomique :

Niveau d’instruction :

Analphabete [ ] primaire[ ] secondaire[ ] universitaire [ ]
Type d’habitat : individuelle[ | sélective A

Une maladie gastrique/ ulcére : oui |:| non |:|

Antécédents : Douleur abdominale [ ] Hémorragie digestif [ ]

Gastrite |:| Chronique |:| tabagisme |:| stress |:|

Autres maladies associées :

Diabéte[ ] anémie [ | maladie de foie [ |

Affection cutanée[ | maladie immunitaire[ ] autre [ |
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Le traitement suivi actuellement / avancée oui |:| non |:|

Si oui depuis combien de temps : .....evvueeeeeennn.
Types de traitement : Antibiotique [ ] anti inflammation [ ]

Anti sécrétoire IPP |:| autre médicaments |:|

Résultat de l'investigation

Aspect endoscopique

Mugqueux d’aspect normal [ ] inflammation [ ] gastrite[ ]
Ulcére gastrique [ ] ulcére duodénal [ ]
Ulcére gastroduodénal [ ]

Examen directe :

Etat frais @ ..cccoeevecireimmeccriennnereennnnee
Coloration de Gram : ......cceeeecerremmnecereennenennes
Test rapide a 'uréase : positive[ | négative[ ]

Résultat de culture :

La présence de Helicobacter pylori:  oui |:| non |:|
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Annexe n°4. Plantes étudiées

«» Classification botanique de Thymus fontanesii

Regne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Phanérogames
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Eudicots

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae Thymus fontanesii

Genre : Thymus

Espece : Thymus fontanesii.

«» Classification botanique de Syzygium aromaticum

Régne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta

Embranchement : Magnoliophyta (= phanérogames)
Sous-embranchement : Magnoliophytina (=

angiospermes)

Classe : Magnoliopsida (= dicotylédones)
Ordre : Myrtales
Famille : Myrtaceae Syzygium. Aromaticum.

Espéce : Syzygium. Aromaticum.
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«» Classification botanigue de Cinnamomum cassia

Regne : plantae

Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Spermaphytes.
Sous embranchement : Angiospermes.

Classe : Dicotylédones.

Sous classe : Magnolidées.
Ordre : Laurales ou magoliales Cinnamomum cassia.
Famille : Lauraceées.

Genre : Cinnamomum.

Espéce : Cinnamomum cassia.
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Annexe n°5. Milieu de culture

Pour 1 litre d’eau distillée
Composition du milieu urée -idole

L-tryPtOPRANe. . ..ot 3g

Monophydrogénophosphate de potassium .............ccooiiiiiiiiiiiniie e L €
Dihydrogénophosphate de potassium.............cooiiiiiiiiiiiiiiiiii i e L €

Chlorure de SOAIUML. .......ovviiii i et e D

BHNANOL ., 95°
GIBMSA LNt .ot 10 ml
Rouge de phénol ... ..o s 25 mg.

Composition de Bouillon coeur-cervelle

EXtrait COBUM-CEIVEIIE. ..o e 175¢g
Peptone pancréatique de GEIALINE ..........ccoi i 1009
ChIOrure de SOATUML.......oiiiieiee et 05.0g
PhoSPhate diSOUIQUE .......oiveieciieiee bbb 259
] 11 o001 OSSR 209

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 7.4 + 0.2.

Composition de Bouillon Mueller-Hinton

Extrait de viande de boeuf..........oiiii i 2
Hydrolysat acide de Cas€ine..........oooviiiiiiiiii i e 1759
Amidon de mais SOIUDIE ... ..ot 159
pH=7.3+/-0.1.

Composition du milieu Mueller-Hinton

Infusion de viande de boeuf....... ..o 300.0 ml
Peptone de CasCine. ..........ovuiiiniii e e 17.5¢
AMIAON A€ MATS. ... ettt e e 15¢g

Agar:17.0gpH=74.
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Composition du milieu Columbia

POIYPEPIONES ...ttt e
Peptone pancréatique de CORUL. ........vuiiiiiiit ettt et e e
AmIdon de MATs. ... ..ot
Chlorure de sodium..........c.ooeiiiiiiiiiiii e

EXtrait de LeVULE. ...t

pH=7.3+/-0.2.

Composition du milieu Brucella

Peptone. ... .oonuiii
Extrait de viande de DOUT. ....... . e e
GlUCOSE. ettt e e

ChIorure de SOAIUIML. . ..o v vttt e e e e e e e e e

PH75+0.2

Composition du milieu Compylobacter

MEIANGE UE PEPLONES. ... eueeeniniiei ettt ettt
Extrait de IeVUre. ... ..o e
Amidon de mais. .......o.oiuiiiii e L
Chlorure de sodium............oiiiiii e D,
Charbon active. ..o e D
HEMING. ... e

Pyruvate de sodium............oooiiiiiiiii i e Ol

..17.09
...3.0g9

.............................. 10g
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Résumé

Le but de ce travail est de détecter in vitro le potentiel inhibiteur des huiles essentielles obtenues de trois
plantes médicinales sur la bactérie pathogene Helicobacter pylori isolée des biopsies gastriques. La présence de
cette espece a été mise en évidence par des cultures a travers lesquelles nous avons pu isoler quatre souches de
Helicobacter pylori. Selon notre étude épidémiologique, nous avons constaté que Helicobacter pylori est le facteur
étiologique majeur dans la maladie UGD par (57.14%) dans la région de Biskra. Par ailleurs, I'antibiogramme
réalisé nous a montré que les souches de Helicobacter pylori isolées sont résistantes surtout envers 1I’amoxicilline
et le métronidazole. D’autre part, nous avons testé ’activité antimicrobienne des huiles essentielles vis-a-vis
Helicobacter pylori par la méthode directe de diffusion. Les résultats ont démontré des zones d’inhibition larges
dont le plus grand halo (31 mm) est enregistré par I'huile essentielle de Cinnamomum cassia, puis Syzygium

aromaticum (30 mm) et Thymus fontanesii (14 mm).

Mots clés : Helicobacter pylori, Ulcére gastroduodénale, Antibiogramme, Effets inhibiteurs, Huiles

essentielles.

Abstract

The aim of this work is to detect in vitro the inhibitory potential of essential oils obtained from three
medicinal plants on the pathogenic bacterium Helicobacter pylori isolated from gastric biopsies. The presence of
this species was highlighted by cultures through which we were able to isolate four strains of Helicobacter pylori.
According to our epidemiological study, we found that Helicobacter pylori is the major etiological factor in UGD
disease by (57.14%) Biskra region. In addition, the antibiotic showed us that isolated Helicobacter pylori strains
are resistant especially to amoxicillin and metronidazole. On the other hand, we tested the antimicrobial activity
of essential oils vis-a-vis Helicobacter pylori by the direct method of diffusion. The results demonstrated broad
inhibition zones whose largest halo (31 mm) is recorded by the essential oil of Cinnamomum cassia, then Syzygium

aromaticum (30 mm) and Thymus fontanesii (14 mm).

Keywords: Helicobacter pylori, Gastroduodenal ulcer, Antibiotic, Inhibitor effects, Essential Qils.
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