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Résumé 
 

La propagation des maladies infectieuse d’origine bactériennes causées principalement 

par l’émergence des bactéries multirésistantes, face aux thérapies classiques à base 

d’antibiotiques et les immunothérapies, est une cause majeure de mortalité dans le monde. Cette 

propagation est actuellement dite pandémique et de nombreuses études suggère la nécessité de 

considérer des thérapies alternatives, dont la plus pertinente est la phytothérapie. 

Dans ce cadre, nous avons entrepris d’évaluer le potentiel antimicrobien de deux extraits 

éthanoliques de Moringa Olifeira et Artemisia annua, deux espèces caractérisées par une large 

distribution mondiale. Pour cela, nous avons travaillé sur de souches bactériennes de la famille 

des Enterobactereacae d’origine clinique et communautaire. Nous avons mis en évidence le 

profil de résistance de ses souches par antibiogrammes, puis testé leurs virulences face au sérum 

humain. Nous avons aussi développé un modelé de sepsis mono bactérien sur des souris BALB/c 

en utilisant une souche de la collection ; il s’agit de S. marcescens. Nous avons également testé et 

comparé le pouvoir antimicrobien, antibiofilm et antioxydant de ces extraits in vitro. 

Les résultats de cette étude ont révélé une diversité phénotypique marquée concernant le 

profil de résistances et de virulence des souches de notre collection. Le profil de résistance le plus 

inquiétant qui fut observé était dû à la production de β-lactamases à spectre élargi (BLSE) par 

46.29% des souches. Un potentiel de virulence semble se définir chez ces souches, puisqu’elles 

étaient, pour la quasi-totalité, résistantes à l’effet bactéricide du sérum humain et formaient un 

biofilm. De plus, nous avons réussi à induire un sepsis bactérien dans un modèle murin (souris 

BALB/c), soutenant encore plus le caractère pathogène de certaines de ces souches. Les extraits 

éthanolique de M. oleifera (EEM) et A. annua (EEA) ont révélé un rendement appréciable. Une 

activité antioxydante, par le test DPPH, fut observée chez l’EEM (35,82 à 74,55 % à 0,05 à 0,5 

mg/mL respectivement) et l’EEA (41,98 à 88,53 % à 0,05 à 0,5 mg/mL respectivement). Ces 

extraits présentaient un certains potentiel antibactérien et antibiofilm. En effet, nous avons 

observé une inhibition de la croissance bactérienne à partir de 30μg/ml de l’EEM et l’EEA sur 

milieu gélosé, et que ces 2 extraits étaient capable de modifier l’intensité du biofilm formait de 

44.44% des souches. Ces résultats soutiennent les données indiquant le potentiel thérapeutique de 

ces extraits et leur éventuelle utilisation comme alternative à l’antibiothérapie. 

Mots clés : Moringa oleifera, Artemisia anua, Enterobacteriaceae, antibactérien ; anti- 

infectieux, antibiofilm, antioxydant. 



Abstract 
 

The spread of infectious diseases of bacterial origin caused mainly by the emergence of by the 

emergence of multi-resistant bacteria, in the face of classical therapies based on antibiotics and 

immunotherapies, is a major cause of mortality in the world. This spread is currently said to be 

pandemic and many studies suggest the need to consider alternative therapies, the most relevant 

of which is phytotherapy. 

In this context, we undertook to evaluate the antimicrobial potential of two ethanolic extracts 

ethanolic extracts of Moringa Olifeira and Artemisia annua, two species characterized by a 

worldwide distribution. For this purpose, we worked on bacterial strains of the family 

Enterobactereacae family of clinical and community origin. We have highlighted the resistance 

profile of these strains by antibiograms, then tested their virulence against human serum. 

We also developed a model of mono bacterial sepsis on BALB/c mice using a strain of the 

collection; it is S. marcescens. We have also tested and compared the antimicrobial, antibiofilm 

and antioxidant properties of these extracts in vitro. 

The results of this study revealed a marked phenotypic diversity in the resistance and virulence 

profile of the strains in our collection. The most worrisome resistance profile observed was 

observed due to the production of extended spectrum β-lactamases (ESBL) by 46.29% of the 

strains. A potential for virulence seems to be defined in these strains, since almost all of them 

almost all of them were resistant to the bactericidal effect of human serum and formed a biofilm. 

Furthermore, we have succeeded in inducing bacterial sepsis in a mouse model (BALB/c mice), 

supporting further BALB/c mice), further supporting the pathogenic character of some of these 

strains. The ethanolic extracts ethanolic extracts of M. oleifera (EEM) and A. annua (EEA) 

showed appreciable yield. An antioxidant activity, by DPPH assay, was observed in EEM 

(35.82 to 74.55% at 0.05 to 0.5 mg/mL respectively) and EEA (41.98 to 88.53% at 0.05 to 0.5 

mg/mL respectively). These extracts showed some antibacterial and antibiofilm potential. 

Indeed, we have observed an inhibition of bacterial growth from 30μg/ml of EEM and EEA on 

agar medium, and that these 2 extracts were able to modify the intensity of the biofilm formed 

by 44.44% of the strains. 

These results support the data indicating the therapeutic potential of these extracts and their 

possible use as an alternative to antibiotic therapy. 

Key words: Moringa oleifera, Artemisia anua, Enterobacteriaceae, antibacterial; anti- 

infective, antibiofilm, antioxidant. 



 

 ةهمواج يف ،ةمقاومال دةدعتم ريايتكب ورهظ عن يسيئرل كبش اجمنال ميوثلجرا لصلأات اذ ةيعدمال ضارملأا رشاتنا دعي

 اً  يلاحل اقً  ي .ملاعلا يف تايفولل ايً   سيئر اً  ببس ،ةيعانملا تاجلاعلوا ةيويحلا تدااضملا ىلع ةمئاقلا ةيكيسلاكلا تاجلاعلا

 في تاتابنالبج العالب ةصل اثرهكأو ، ةديلب تالجاع يف يركفتال ىلإ ةجحالا ىلإ اساتردلا نم لعديدا يرشتو ةحئاج وه شارتنلاا. اذه أن

 ناعون ماهو ، تاصمستخل نم ةيولنثايلإا اتصستخلمال نم نينثال تباوركيمال تاداضمت اناكمإ مييقتب دناهعت ، اقيالس اذه

 ةيريتكبت لاسال ىلع anua Artemisia oleifera, Moringa انملع ، ضرغال اذهل .مالعال ءنحاأ يعمج يف يعوزتالب زانيمتي

 ةطسبوات لاالسال هذهل. ةمقاومال ائصصخ ىلع ءضولا انسلط قدل .معيتجمو يريسرل صأ نم ةيوعمال ريايتكبلا ةعائلن م

 يشربال مدال لصم دض هاتدش انربتاخم ث ، ةيويالح تاداضمال

 يأ انمقد قل .؛  يأ انمق BALB/cاض نرائفلا ةعومجملن ام ةللاس دامختساب دياحلأري ايتكبلا ناتنلإل جذومن ريوطتب اض

 ربتخمال يف تاصستخلمال هذهلة دسكلأاات داضمو يةويالح تاداضملاو يةبروكيمال ائصصالخ ةنقارمو بارتاخب.

 ةمقاوم رثكلأا ةمقاومال لكش ظحول .انتعوممج يف تلاللسال ةمقاومال لفم يفظ وملح اهريظ عونت نع ةراسدال ذهه جئتان تفكش

(ESBL. lactamases تلاالسالن م ٪46.29ن م دتمم فيط جاتنإ بببس حظول يذال للقلق ارةثإ)- ةطسبوا 

 يريتكبال دمال نفعتث ادإح يف انجحن دقل ، كلذ ىلع وةلاع .اً  يويح ءً   اشغل كشتو ناسنلإل اصم يفم يثراجلد ايبم ريثأتل

 ىلران إئفال جموذن c / (BALB نرائفلا( نرائفال نم ديزمال معدو ، c) / BALB ذهه ضعبل ضرممال بعلطاا معدو ، يف

 ةسيقام ةطسبوا ، كسدةلأاات داضم نشاط حظول (. .تلاالسال DPPH يف،  EEM 35.82) ىإل 0.05د نع 74.55٪

 ضعب تفاطتقملا. 0.5 و (التوالي على مل / مجم EEA 41.98) هذه أظهرت (.التوالي على مل / مجم 0.5 إلى 0.05 عند ٪88.53 إلى

 ةيويالح تاداضملاو ايريتكبلل ادةضمال تاناكملإا

 طسو من لم /ام رغروكيم 30ن م ريايتكبالو من طيبثت ناظالح دقل ، عقلواا يف EEM و onagar EEA نيذهن أو ،

 تلاالسالن م ٪44.44 ةبسنب نوكتمال لميوفيبال دةش ليعدت ىلع نيدراق اناك نيصستخلملا.

 تاداضمالب. جالعلل ليبدك لمتحمال هامادختواس تاصستخلمال هذهل ةيالجعال تاناكملإا ىإل يرشت لتيا تانايبال جئتانال ذهه معتد

 ةيويالح

 ي ،ويحد اضم ى ،ولعدلد اضم م ؛يثراجلل داضم ، ةئيعاملأا ، وانأ اياسملرطأا را ،يفيأول نجايورمال :ةيلساسأا ماتالكل

 لألكسدة مضاد.
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La famille des Enterobactereacae est reconnue pour être l’un des groupes procaryotes les 

plus influents sur l’histoire humaine. Ces bacilles à Gram négatif sont omniprésents. Certains ont 

un potentiel de pathogénicité de gravité différente. Ils sont actuellement les agents majeurs dans 

les infections bactériennes (Janda et Abbott, 2021) 

D’après l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les maladies infectieuses d’origines 

bactériennes sont classées parmi les principales causes de mortalité dans le monde, ce qui fait de 

la lutte contres les agents responsables de ces infections une priorité mondiale (OMS, 2021). 

Cette lutte est néanmoins compromise aujourd’hui par plusieurs pratiques et facteurs socio- 

économiques, constaté le plus souvent dans le pays en voie de développement, comme la 

consommation et commercialisations anarchique et non régulé des antibiotiques, l’accès restreins 

aux eaux potables et le traitement inadéquat des infections qui ont abouti à l’émergence d’agents 

pathogènes résistants aux thérapies classiques (Leverstein et al., 2011). 

Ajouter au profil de résistance aux antibiotiques effrayants et caractéristique de ce groupe 

bactérien, de nombreux facteurs de virulence sont exprimés par ces bactéries et qui leur 

permettent de causer des dommages cellulaires et tissulaire chez l’hôte. Nous nous retrouvons, 

donc, avec une pathogénicité exacerbée par la résistances multiples aux antibiotiques, tout 

particuliérement, par la production de β-lactamaseà spectre élargi (BLSE) (Wellington et al., 

2013). 

Face à ce gros problème de santé publique, il est nécessaire de développer des thérapies 

alternatives. La phytothérapie est l’une de ces voies alternatives. En effet, de nombreuses études 

on démontrés le potentiel antimicrobiens, antioxydants et anti-cancérogène de certaines 

molécules extraites des végétaux ((Skowyra et al., 2014, Song et al., 2015, Siwińska, 

Małgorzata et al., 2021). 

Dans ce cadre, nous avons entrepris d’évaluer, in vitro, le potentiel antimicrobien, 

antibiofilm et antioxydant de deux extraits végétaux ; Artemisia annua et Moringa oleifera. Ce 

potentiel fut mesuré sur une collection de souches d’entérobactéries d’origine clinique et 

communautaire. Les objectifs de notre étude concernent la : 

 Caractérisation phénotypique du profil de résistance aux antibiotiques et de virulence 

de ces souches. 
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 Evaluation des activités antibactériennes, antibiofilm et antioxydantsdes extraits 

éthanoliques des feuilles de Moringa oleifera et Artemisia annua. 

 Comparaison de ces activités entre les 2 extraits. 
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I. Maladies infectieuses liées aux entérobactéries : pathogénicité et résistance 

 
I. 1. Caractéristiques générales des entérobactéries 

 
La première apparition du terme « Enterobactereae » était en 1929, du grec enteron, 

signifiant « intestin » faisant allusion au foyer principal des espèces de cette famille. 

Les entérobactéries sont des bacilles à Gram négatif, non sporulés, immobiles ou 

mobiles, aérobies anaérobies facultatif et sont d’une grande hétérogénéité. Les bactéries de ce 

groupe sont retrouvées partout dans le monde sur une variété de niches écologiques telle la 

surface des eaux, le sol, les végétaux ainsi que naturellement dans la flore des animaux et 

hommes (Avril et al., 2000 ; Jenkins et al., 2017 ; Kang et al., 2018). Elles comprennent 

plusieurs espèces modèles, telles que la célèbre Escherichia coli. Elles varient dans leur milieu, 

leur degré de pathogénicité ainsi que leur impact sur leur hôte et son environnement. Ce groupe 

bactérien comporte plus de 50 genres et 210 espèces commensales (E. coli) et parasitaires 

(Yersinia) (Jenkins et al., 2017). 

L’identification des entérobactéries passe par une méthodologie rigoureuse dont l’étape la 

plus importante est les tests biochimiques, qui consistent à mettre en évidence leurs propriétés 

biochimiques et métaboliques (Aniambossou, 2016). Les membres de ce groupe fermentent le 

glucose, ne possèdent pas d’oxydase, possèdent une catalase (à l’exception de Shiegella 

dysenteriae) et réduisent les nitrates en nitrites (quelques exceptions parmi Erwinia) (Drahme, 

2001 ; Barthelemy, 2016). Le reste des caractéristiques biochimiques sont résumées dans le 

tableau I en annexe 1. 

I. 2. Pouvoir pathogène des entérobactéries 

 
I. 2. 1. Infections à entérobactéries 

 
Les entérobactéries sont à la fois associées aux infections gastro-intestinales mais aussi 

extra-intestinales y compris, les infections des vois urinaires, des bactériémies, des pneumonies, 

des infections abdominales ou pelviennes, des infections du site opératoire, des méningites et 

divers abcès. Elles constituent plus de 80% des souches isolées avec Escherichia, Shiegella, 

Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus et Morganella étant les plus souvent retrouvés. 

(Romily et al., 2011 ; Jenkins et al., 2017 ; Kus, 2014 ; Fauchère et Avril, 2002). Parmi les 



Rappels Bibliographiques 

4 

 

 

infections extra intestinales causées par les entérobactéries (Kus, 2014 ; Kang et al., 2017 ; 

Jenkins, 2018): 

 Les pneumonies : souvent associé à Klebsiella pneumoniae, E. coli et toute autre bactérie en 

cas d’immunodépression. 

 Les bactériémies : communautaires (E. Coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella et Shiegella 

dysenteriae) ou nosocomiales (Enterobacter, Proteus spp). 

 Les infections urinaires : communautaires (E. Coli, Proteus mirabilis, Klebsiella 

pneumoniae) ou nosocomiales (en addition Enterobacter, Citrobacter). 

 Les infections neurologiques : E. Coli K1 est l’agent pathogène des méningites néonatal. 

 
I. 2. 2. Facteurs de virulence et entérobactéries 

 
Le pouvoir pathogène des entérobactéries est lié étroitement à leurs facteurs de virulence. 

Le tableau II en (Annexe 2) représente la classification des facteurs de virulences décrits dans la 

majorité des espèces de la famille des Enterobactereacae (Jenkins, 2017). 

 
Escherichia Coli regroupent des souches commensales, appartenant à la flore naturelle de 

l’intestin de l’homme ainsi que des souches pathogènes responsables d’infections gastro- 

intestinales. Ces souches doivent leur pathogénicité à leur capacité à acquérir des facteurs de 

virulence et leur transmission via les eaux, les aliments contaminés et la voie féco-orale   (Kang 

et al., 2018 ; Freney et al., 2000 ; Farmer et al., 2007 ; Gadau, 2019). E. coli est également 

impliquée dans plusieurs infections extra intestinales, urinaires, abdominales et méningites, ces 

souches sont dites ExPEC ou E. Coli pathogène extra-intestinaux (Alain et Bernard, 2002). 

D’après les estimations de l’OMS en 2015, les souches pathogènes de l’E. Coli sont à l’origine 

du syndrome diarrhéique, mettant fin a des millions de vies dans les pays en voie de 

développement (Kang et al., 2018). On compte six pathotypes intestinaux de cette espèce : i) Les 

EPEC, entéropathogénique (responsables de diarrhée enfantine persistance), ii) les EHEC, 

Enterohémorragique, iii) les ETEC, entertoxigenique, iv) les EIEC, enteroinvasives, v) les EAEC, 

Entero-agrégeants et vi) les DAEC, diffusion-adhèrent (Croxen et al., 2013). 
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Figure 1 : Niveaux de transcription du gène de virulence d'E. coli pendant les infections urinaires 

humaines (Mobley, 2016). 

Il existe une hétérogénéité entre les souches dans l'expression des gènes de virulence in 

vivo. Il est important de noter que l'expression de fimbria de type 1 est essentielle à prendre en 

compte car son expression est essentielle dans le modèle murin, mais pour la plupart, les gènes 

fim sont exprimés de manière variable dans l'UTI humaine (parfois ON et parfois OFF). Le 

promoteur de la fimbria de type 1 réside sur un élément inversible et peut s'inverser à l'aide de 

recombinases, puis est activé et désactivé. 

L’espèce model de la Klebsiella est Klebsiella pneumoniae. C’est un pathogène 

opportuniste responsable de divers infections (urinaires, respiratoires, septicémiques, les 

infections du site opératoire et les infections liées aux cathéters) nosocomiales et 

communautaires. Le facteur de virulence majeure de cette espèce est la capsule (Podschun et 

Ullman, 1998). Plus de 78 antigènes capsulaires (K) ont été identifiés chez K. pneumoniae. Les 

sérotypes K1 et K2 sont décrits comme étant les plus virulents. Les souches dites hypervirulentes 
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(hv) sont caractérisées par la production accrue des polysaccharides capsulaires (CPS) (Pan et 

al., 2013). La pathogénicité de la Klebsiella pneumoniae revient également à la présence d’autres 

facteurs de virulence telle les adhésines (Fimbriae de type 1 et type3), la production de 

sidérophores, la résistance au système du complément et la formation de biofilm (Gadou, 2015 ; 

Jenkins et al., 2017). 

 

 
Figure 2 : Facteurs de Virulence de la Klebsiella pneumoniae (Arato et al., 2021). 

 
La figure décris les facteurs de virulence de la KP. La capsule est une matrice 

polysaccharidique extracellulaire qui enveloppe la bactérie et qui est surproduite dans les souches 

hypervirulentes Kp (Hv-Kp). Le lipopolysaccharide (LPS) fait partie intégrante de l’partie 

externe de la membrane externe et est produit à la fois par les souches classiques et Hv-Kp. Les 

fimbriae de type 1 et de type 3 sont des structures adhésives liées à la membrane. Les 

sidérophores piégeant le fer sont de petites molécules sécrétées reconnues par des récepteurs 

membranaires spécifiques médiant leur absorption. L'entérobactine est produite par pratiquement 

toutes les souches Kp tandis que d'autres sidérophores sont généralement sécrétés par les souches 

Hv-Kp. 

I. 3 Résistance au système du complément des entérobactéries 

 
Le système du complément est un ensemble de glycoprotéines solubles ou membranaires. 

Ces protéines interviennent dans l’activation la signalisation et la régulation du système du 

complément (Sarma et Ward, 2011). L’activation du system du complément peut se faire selon 

trois voies : Classique, lectines et alterne (Figure 3). Il résulte de son activation, la formation 
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d’un complexe d’attaque membranaire à la surface des microorganismes ou des cellules infectées. 

Ces derniers subiront une lyse du fait d’un choc osmotique. L’activation du système du 

complément abouti aussi à la libération de médiateurs inflammatoires chimiotactiques 

(anaphylatoxines) et à des opsonines (impliquées dans l’opsonisation) (Merle et al. 2015). 

 

 

 

Figure 3 : Voies d’activation du system du complément (Sarma et Ward, 2011). 

 
Les trois voies d’activation du complément, voie classique, voie alternatives et voie 

lectine ; leurs modes d’activations respectives ainsi que les facteurs pouvant les 

inhibées (marqué par cadrage). 
 

 

 

Au cours de l’évolution et au fils de leur interaction avec l’organisme hôte, les 

entérobactéries ont développé diverses stratégies d’échappement au système du complément, 

comme nous pouvons l’apprécier dans la figure 4. 
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Les « SPATES », ou serine-protéase auto-transporteurs sont une superfamille de facteurs 

de virulence, qui ont un rôle majeur dans l’établissement d’une infection. Ils procèdent au clivage 

des molécules du complément. Le facteur « Pic » par exemple, clive les molécules C2, C3/C3b et 

C4/C4b. Il agit en synergie avec les facteurs d’inhibition H et I (Freire et al., 2020). 

Figure 4 : Mécanismes d’échappements des bactéries au system du complément (Merle et 

al., 2015). 

La figure présentes les différentes voies d’échappement d’un pathogène face au system du 

complément. A. Par la synthese de proteine homologues. B. Secretion d’enzymes. C. 

Highjacking, ou transfert des molécules du complements. D. Evasion par micromolécules. 

D. 
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Les polysaccarides capsulaires, les protéases, les adhésines, les invasines sont autant de 

molécules capables de conférer aux Enterobactereacae une dangereuse résistance au système du 

complémentaire et au sérum (Abreu et Barbosa, 2017). 

I. 4. Biofilms et Entérobactéries 

 
La croissance bactérien est caractériser par deux formes évolutives, planctonique 

(Cellules isolées, surnageant en milieu liquides) ou en agrégats sessiles, adhérant aux surface 

biotique ou abiotiques. Actuellement, on estime que moins de 0.1% de la biomasse microbien est 

en forme planctoniques, et que la vaste majorité de ses organisme vivent en cluster. Ce sont les 

biofilms (Potera, 1998 ; Donlan et Costerton, 2002). 

Les biofilms sont des clusters bactériens cohérant disposées en couches, entourées 

d’une matrice de substances polymériques extracellulaire et associées à des surfaces, possédant 

souvent des caractéristiques structurelles et fonctionnelles complexes et une tolérance au agent 

antimicrobien supérieur à celle de leur forme planctonique. Ils sont omniprésents dans la nature, 

ils forment souvent des couches muqueuse sur des pierres, ou d’autre interface eau, air. 

(Bjarnsholt, 2011). 

La formation d’un biofilm est assez classique chez les entérobactéries. Elle commence par 

la fixation des cellules des microorganismes sur des surfaces à substrat reconditionné par des 

molécules ambiantes. Cette étape est réversible et les cellules peuvent se détacher facilement. 

C’est au niveau de la matrice extracellulaires, faites de polysaccharides, protéines, de 

glycoprotéines et d’ADN, que les cellules se fixes, et c’est cette structure qui donnent vie à un 

biofilm mature hétérogène.   Ce processus complexe et hautement régulé est résumé dans la 

figure 3 (Bjarnsholt, 2011). Plus le biofilm est mature, plus il est hétérogènes. C’est dans cet 

environnement qu’on observe ce qu’on appelle le « Quorum Sensing » ou perception du quorum. 

La base de cette communication réside sur le principe qu’une bactérie produit des 

molécules de signalisation à faible mass moléculaires quand la concentration extracellulaire n’a 

pas atteint un certain seuil. Cependant, quand la densité augmente, une concentration critique 

peut être atteinte ce qui permet aux molécules de signalisation d’être capté et à la bactérie de 

répondre. Les entérobactéries, comme la pluspart des grams négatifs, utilise les AHLS (N-acyl- 

homoserine lactones) comme molécules de signalisations. 
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En santé humaine, les biofilms sont un sérieux problème médical. En effet, ils se forment 

souvent à la surface de matériaux chirurgicaux (prothèse, sondes, cathéter…) et constituent un 

foyer d’infection chronique, conduisant souvent à la mort du patient. Par exemple, les poumons 

des patients atteints de fibrose kystiques sont souvent envahis par un biofilm à Pseudomonas 

aeruginosa (Mah, 2012). 

 

 

 

 

Figure 5 :Formation de Biofilm chez le model P. Aeruginosa (Bjarnshot, 2011). 
 

 

I. 5. Résistance aux antibiotiques et entérobactéries 

 
L'introduction des pénicillines semi-synthétiques (entre autres, l’ampicilline) dans les 

années 1960 et leur association ultérieure avec des inhibiteurs de β-lactamases (notamment, 

l'amoxicilline et l'acide clavulanique) ont permis de traiter avec succès les infections causées par 

les entérobactéries. Les β-lactamines sont les antibiotiques les plus couramment utilisés dans le 

traitement des infections bactériennes en raison de leur faible toxicité et de leur efficacité. 

Cependant, les β-lactamases codées par le chromosome ou par des plasmides en, conférant la 

résistance à certaines β-lactamines, ont considérablement compromis cet avantage thérapeutique. 

Ceci a entraîné l'utilisation accrue des aminoglycosides (tels que la gentamicine et l'amikacine), 

des céphalosporines de troisième génération (comme le céfotaxime et la ceftazidime), et les 

quinolones (ciprofloxacine) (Wellington et al., 2013). 

Le problème de la résistance aux antibiotiques chez les entérobactéries est dominé 

actuellement par celui de la résistance aux céphalosporines de dernière génération et aux 

carbapénèmes. Deux groupes de β-lactamines ayant le spectre d’activité le plus large (Nordmann 

et Poirel, 2012). 
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La résistance aux β-lactamines chez les bactéries Gram négatif peut être le résultat de 

mécanismes enzymatiques ou non enzymatiques. Il peut y avoir une altération des protéines liant 

la pénicilline ou « PLP », la production de β-lactamases ou un accès limité aux PLP cibles (Tang 

et al., 2014). 

La production d’enzymes hydrolytiques appelées β-lactamases est le mécanisme de 

résistance prédominant des bactéries à Gram négatif vis-à-vis des β- lactamines (Livermore, 

1995 ; Bradford, 2001). 

Sur la base de leur mécanisme catalytique, les β-lactamases sont divisées en deux types : 

les sérines-βlactamases, utilisant un site actif à sérine pour hydrolyser le noyau β-lactame et les 

métallo-β-lactamases nécessitant des ions Zn2+ (Jacoby et Bush, 2014). 

Les BLSE, ou β-lactamases à spectre-étendu sont des β-lactamases capables de conférer 

une résistance bactériennes aux pénicillines, aux céphalosporines de première, deuxième ou 

troisième génération ainsi qu’à l’azeteronam mais pas aux céphamicines ni aux carbapnèmes par 

l’hydrolyse de ses antibiotiques et qui sont inhibés par l’acide clavulanique. (Paterson, Bonomo 

R., 2005). 

Deux classifications des β-lactamases sont considérées les plus pertinentes. Il s’agit de la 

classification d’Ambler et celle de Bush-Jacoby-Medeiros (Gadou, 2019). 

La classification de Bush repose sur les similarités fonctionnel et enzymatique et les 

divise en quatre groupes. C’est une classification phénotypique et est la plus prélevant pour le 

clinicien comme un outil diagnostique (Bush et al., 1995). 

La classification d’Ambler est basée sur les similarités séquentielles et l’homologie 

génique et non phénotypique, divises les β-lactamase en quatre groupe majeur allons de A à D 

(Paterson et Bonomo, 2005). 

II. Thérapies alternatives dans le traitement des infections à entérobactéries : phytothérapie 

 
La phytothérapie est un domaine de la médecine qui utilise les plantes soit pour traiter des 

maladies, soit en tant qu’agents de promotion de la santé. Elle est souvent désignée sous le nom 

d'herboristerie dans la médecine occidentale. Historiquement, les produits naturels ont fourni une 

source inépuisable de médicaments. Les produits dérivés des plantes ont dominé la pharmacopée 
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humaine depuis des milliers d'années (Schmidt et al., 2008). La phytothérapie est utilisée depuis 

l'Antiquité jusqu'à nos jours, et présente de nombreux progrès en matière de guérison (Alesaeidi 

et Miraj, 2016). 

La fabrication des phytothérapies consiste à traiter uniformément les matières premières 

d'origine végétale de sorte que le produit final contienne un constituant marqueur de référence à 

une concentration vérifiée. En matière de traitement, ce qui importe le plus, c'est de délivrer le 

constituant actif à une dose thérapeutique appropriée. L'utilisation traditionnelle des 

phytothérapies préserve généralement la composition originale et l'intégrité de la plante de sorte 

que soit la plante entière, soit un pourcentage souhaité de ses composants, est utilisé à des fins 

médicinales (Falzon et Balabanova, 2017). 

II. 1. Apport de la phytothérapie en médecine infectieuse 

 
Il est bien établi que la résistance bactérienne aux antibiotiques est un grave problème de 

santé publique qui concerne presque tous les agents antibactériens et qui se manifeste dans tous 

les domaines de leur utilisation (Rossi et al., 2007). A la fin du 19éme et au début du 20éme siècle, 

plusieurs travaux scientifiques relataient de l’action antiseptique de plusieurs plantes. Depuis ce 

temps, l’utilisation des huiles essentielles, par exemple, s’est développée jusqu’à devenir depuis 

plus d’une vingtaine d’années, une sérieuse alternative à la médecine des antibiotiques dans les 

pathologies infectieuses. La connaissance des plantes et l’étude de leurs propriétés, leurs effets 

thérapeutiques se révèlent une nécessité primordiale, pour découvrir de nouveaux principes actifs 

pouvant annoncer une révolution de la médecine (Chebaibi et al., 2015) 

Les avantages des plantes pour la santé humaine sont dus à leur richesse en flavonoïdes, 

qui ont des propriétés antioxydantes. L’échinacée, par exemple, est une plante principalement 

utilisée pour traiter les infections des voies respiratoires supérieures. Elle a un effet préventif sur 

le rhume. Il semblerait que l'échinacée améliore la fonction des macrophages, grâce à ses 

alcamides, ses huiles et d'autres constituants chimiques actifs (Falzon et Balabanova, 2017). Il 

fut rapporté par (Lubbe et al., 2012) que les composés responsables de l'inhibition de la 

réplication du VIH étaient deux flavonoïdes ; l'arcapilline et l'isorhamnetine, ainsi que 

l’esculétine (une coumarine). 
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II. 2. Exemple de plantes médicinale utilisée en phytothérapie : L’armoise (Artemisia) 

 
La famille des Asteraceae comprend un grand nombre de genres, dont le genre Artemisia 

qui est l'un des plus grands et des plus répandus dans le monde (Bora et Sharma, 2011). Il est 

communément appelé « absinthe », alors qu’elle désigne en réalité l’espèce Artemisia absinthium 

(Vallés et al., 2011). Nous retrouvons aussi d’autres espèces très répandues et connues telles que 

Artemisia vulgaris, Artemisia annua, Artemisia abrotanum et Artemisia afra. Ces espèces étaient 

utilisées pour traiter la fièvre et le paludisme, respectivement, en Chine, en Europe et en Afrique 

(Willcox, 2009). 

Artemisia annua est une plante herbacée annuelle, d'où le nom « annua » (Figure 6). La 

plante est cultivée en Asie, en Inde, en Europe centrale et orientale, dans les régions tempérées 

d'Amérique, d'Afrique, d'Australie et dans les régions tropicales (Alesaeidi et Miraj, 2016). Elle 

est largement utilisée comme épice alimentaire, tisane et plante médicinale dans les climats doux 

d'Asie, comme en Chine et en Corée (Ko et al., 2016). Artemisia annua est utilisée en médecine 

traditionnelle depuis de nombreuses années en Asie et en Afrique pour le traitement de la malaria 

et de la fièvre, sous forme de thé ou de jus pressé (Muller et al., 2000). 

 

 

 

 

Figure 6 : Artemisia annua 
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II. 2. 1. Caractéristiques phytochimique et nutritionnelle de d’Artemisia annua 

 
Des études phytochimiques ont montré que A. annua contient de nombreux composants 

actifs en plus de l'artémisinine, notamment des flavonoïdes, coumarines, d'autres sesquiterpènes, 

des huiles volatiles, des monoterpénoïdes et des lignanes, qui présentent divers avantages pour la 

santé (Fu et al., 2020). 

L’artémisinine est le médicament le plus efficace dérivé d’Artemisia annua. La teneur en 

artémisinine dans cette plante est très variable, allant de 0,01 % à 1 %, selon la variété, et peut 

même atteindre 1,4 % dans certaines souches cultivées (Brown, 2010). D'autres composants 

comme l'acide artémisinique, la casticine, le chrysosplénol D et le β-caryophyllène ont également 

été largement étudiés. L'acide artémisinique a été signalé comme possédant une activité anti- 

adipogène. La casticine et le chrysosplénol D présentaient des activités anti-inflammatoires et 

anticancéreuses. Le β-caryophyllène a montré un effet leishmanicide significatif (Fung et al., 

2020) 

Les composants minéraux provenant des différents tissus de A. annua sont énumérés et 

présentés dans le tableau III en (annexe 3), ainsi que le profil constitutionnel des acides aminés 

(g/100 g) dans différents tissus d'Artemisia annua. Il est mentionné aussi sur ce tableau, les 

concentrations des vitamines retrouves tels que les vitamines A et E. 

II. 2. 2. propriétés thérapeutique d’A. annua 

 
Artemisia annua est couramment utilisée pour ses propriétés antipaludiques, 

immunosuppressives, anti-inflammatoires, anticancéreuses, antihypertensives, antioxydantes, 

antimicrobiennes, antiparasitaires, insecticides et antivirales (Naeem et al., 2018). 

L'artémisinine et ses dérivés exercent leur effet en interférant avec la voie de catabolisme 

de l'hémoglobine plasmodiale et en inhibant la polymérisation de l'hème. Une étude 

expérimentale in vitro montre l'inhibition de l'activité protéolytique de la vacuole digestive du 

parasite de la malaria par l'artémisinine (Ferreira, 2004). Des études cliniques comparatives ont 

été menées pour évaluer l'efficacité de l'herbe entière d’A. annua et de la chloroquine. Les 

extraits organiques d'A. annua se sont avérés plus efficaces, plus rapides et moins toxiques que la 

chloroquine pour traiter la malaria (Huang et al., 2010 ;Tayeb et al., 2012). Elle réduit 

significativement la parasitémie et améliore la réponse immunitaire en stimulant l'activité 
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phagocytaire des macrophages. L'activité de l'extrait de la plante entière est plus prononcée en 

raison de la présence de divers phytoconstituants qui confèrent un potentiel antipaludique 

synergique (Willcox 2009 ; Donno et al., 2012). 

Des études de recherche ont été menées pour évaluer le potentiel antimicrobien des huiles 

essentielles obtenues à partir d’A. annua. Les expériences ont révélé que l'huile essentielle a 

montré un potentiel antimicrobien contre une large gamme de bactéries à Gram négatif et 

positives et de champignons (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, et Enterococcus hirae, 

Candida albicans) (Juteau et al., 2002 ; Das 2012).   Les composés les plus importants qui ont 

été étudiés pour ce potentiel bioactif sont la scopoletine (Tzeng et al., 2007). L'acide 

artémisinique a également été étudié pour son activité antibactérienne (Huang et al., 2010). 

A. annua posséde un certain nombre de groupes de composés ayant des activités anti- 

inflammatoire, tels que les triterpénoïdes, les flavonoïdes, les polyphénols et la coumarine ( Das 

2012). D'autres analyses de recherche font également état d'autres composés anti-inflammatoires 

comme la scopoletine (une coumarine), l'artémisinine, la dihydroartémisinine et l’artéméther 

(Bhakuni et al. 2001). 

Plusieurs études on été effectués au but de déterminé le potentiel antioxidant de la 

A.annua. Une équipe malaysienne en 2012 a évalué le potentiel de cette plante sous différents 

modes d’extraction par quantification du content phénolique (TPC) et de flavonoïde (TFC). Ils 

ont constaté que l’activité antioxydante la plus puissante fut obtenue en utilisant le méthanol 

comme solvant (Shahid et al., 2012). 

Dans une autre étude, en 2014 à Barcelone, il fut constaté que les flavonoïdes de l’extrait 

des feuilles possèdent une variété d’activités biologiques, même si l’artemisine représente un 

component bioactive majeur dans cette plante (Skowyra et al., 2014). 

En Coréé, A. annua est dite le « Goddongsook », une plante thérapeutique dans les 

régions du sud étudié principalement pour ses propriétés antioxydants. En 2015, le profil 

polyphénolique et la capacité antioxydante de la racine, de la tige, des parties foliaires et florales 

d'A. annua L. ont été déterminées. Des 32 polyphénols présents dans divers tissus d'A. annua, 

quatre acides hydroxycinnamiques et six flavonoïdes ont été identifiés pour la première fois. 
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L'activité antioxydante des racines était plus élevée que les autres tissus, ce qui pourrait être 

attribué à sa plus grande teneur en polyphénols (Y. Song et al., 2015). 
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Notre étude a été réalisée au niveau des laboratoires de pédagogies de la FSNV de 

l’université de Blida 1 (Station expérimentale), et le laboratoire d’anatomie pathologique du 

CPMC d’Alger, durant une période de 5 mois, de février à juillet 2022. 

Notre travail a porté sur l’étude de l’effet potentiellement thérapeutique et antiinfectieux 

de 2 extraits végétaux, Artemisia annua, et Moringa oleifera in vitro. L’extrait éthanolique des 

feuilles de ces plantes ont été testées, quant à leur éventuelle activité antibactérienne et anti- 

biofilm, sur des souches cliniques et communautaires. 

I. 1. Matériel biologique : 

 
 Souches bactériennes : 

 
Nous avons travaillé sur une collection de souches appartenant à la famille des 

Enterobacteriaceae. Ces souches sont d’origine nosocomiale et communautaire. Elles ont été 

isolées chez des patients à partir de divers prélèvements biologiques. Les données 

démographiques ont été enregistrées et consignées dans un fichier Excel. 

L’identification de ces souches fut obtenue en utilisant les galeries API20E, suivie d’un 

antibiogramme réalisé par la technique de diffusion sur milieu gélosé, selon les normes 

préconisées par le comité de l’antibiogramme de la société française de microbiologie (CA- 

SFM-2013) (Annexe 1). 

Des souches de référence ont aussi étaient utilisées pour les besoins de validation de certaines 

techniques. Il s’agit des souches E. coli ATCC 25922, E. coli K12 BM21, Pseudomonas 

aerugionsa ATCC 27853. 

 Sérum humain : 

 
La recherche de la sensibilité au système du complément a nécessité l’utilisation de sérum 

humain, préparé à partir du sang d’individus sains. La préparation de ce composant biologique 

est détaillée dans la section II. 1. 

 Animaux 

 
Le modèle murin de sepsis a été réalisé sur des souris males, âgées de 10 à 12 semaines (20- 

25g), fournies par l’Institut Pasteur d’Algérie. Il s’agit des souris BALB/c (n=10). 

Les souris ont été acclimatées à l’animalerie de l’Université Saad Dahleb de Blida 1, dans un 

environnement où la température moyenne était et l’humidité était ambiante. Le régime 
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alimentaire se limitait à un aliment granulé (glucides 49,80% ; protéines 34.50% ; lipides 10% 

et complexe minéral vitaminé : 5.70%) et à de l’eau du robinet. 

Toutes les expériences ont été menées conformément au Comité d'Ethique de l'Université de 

Blida 1, et à la législation algérienne de la protection des animaux d’expérimentations utilisées 

à des fins scientifiques [loi n°12- 235/2012; Décret exécutif n° 10-90]. 

 Matériel végétal : 

 
Le matériel végétal utilisé dans notre étude est un don de l’institut Ibn Hounein (Blida, Algérie). 

La gérante de l’institut, Mme Sihem NADGI nous a procuré la poudre de feuilles d’Artemisia 

annua et de Moringa oleifera, récoltées durant le mois d’aout 2021 dans la régionde Bouismail 

et d’El Goléa (El Menea) respectivement. Les feuilles furent séchées à température ambiante 

(25-30 °C), à l’abri du soleil au laboratoire dans l’enceinte de l’institut pendant 3 semaines. Les 

feuilles ont ensuite été pulvérisées, permettant d’obtenir une poudre. 

I. 2. Matériel non biologique : 

 
Nous avons utilisé de la verrerie, de l’appareillage, des milieux de culture, des réactifs. 

 
Leurs caractéristiques sont résumées dans l’annexe 1. 

 
II. Méthodes 

 
II. 1. Etude du potentiel de virulence des souches d’entérobactéries 

 
II. 1. 1. Recherche de l’effet bactéricide du sérum humain 

 
Le potentiel de virulence a été étudié à travers l’étude de l’effet bactéricide du sérum 

humain, sur nos souches, par activation du complément. Cet effet fut analysé par une méthode 

décrite par Fierer et al. (1972) ; il s’agit de la méthode d’inoculation en « spot» sur milieu 

solide. 

Une culture bactérienne en phase de croissance exponentielle diluée à 1/500 est 

ensemencée par étalement sur gélose MH. Après absorption à température ambiante pendant 

15 minutes, 50 μL de sérum sont déposés au centre de la boite de culture. La présence ou 

l’absence de croissance bactérienne, observée à l’endroit du dépôt du sérum après incubation 

toute la nuit à 37°C, témoigne de la résistance ou de la sensibilité de la souche testée. La souche 

E. coli K12-BM21 sensible au sérum est utilisée comme témoin de l’activité du sérum. 
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Le sérum utilisé est préparé à partir du sang humain d’individus sains. Le sang est 

prélevé dans des tubes secs, puis incubés à température ambiante pendant 2 à 4 heures pour 

permettre la coagulation. Le caillot formé est enlevé avant de centrifuger le contenu des tubes 

à 120 000 rpm pendant 5 minutes. Le sérum obtenu est stérilisé par passage dans des microfiltres 

de 0.45μm, aliquoté puis conservé à -20°C. 

II. 1. 2. Développement d’un modèle de sepsis monobactérien sur des souris BALB/c 

 
Les injections intraveineuses ou intrapéritonéales de bactéries vivantes, sont souvent 

utilisées pour induire le sepsis dans les modèles murins. E. coli est généralement utilisé pour 

mimer le sepsis à Gram négatif, alors que les Staphylocoques sont utilisés pour celui des Gram 

positif (Lewis et al., 2016). Dans notre travail de recherche, nous avons induit un sepsis 

monobactérien dans un modèle murin de souris BALB/c. 

Les souris BALB/c ont été réparties en 2 lots 

 
- Lots contrôle (n=5) : n’ayant reçu aucun traitement. 

 
- Lots septiques (n=5) : ont reçu en intrapéritonéale (i.p) 100 μL d’une suspension de 106 

cellules/ml de S. marsescens, 

II. 1. 3. Etude histologique 

 
Les organes prélevés furent découpés puis fixés dans du formol tamponné à 4% pendant 

24h. Les pièces ont été déshydratées par passage successifs dans des bains d’alcools à degrés 

croissants (70°, 90° et 100°) suivis d’un bain de toluène. 

Des blocs ont été confectionnés, après imprégnation des fragments fixés à la paraffine. 

Des coupes de 5μm d’épaisseur ont été faites à l’aide d’un microtome (Américain Optical) et 

colorées à l’hématoxyline-éosine (Martoja et Martoja, 1967). 

Les photos ont été prises à l’aide d’un microscope muni de caméra numérique. Les 

protocoles histologiques sont décrits en détail dans l’annexe 2. 

II. 1. 4. Etude de formules sanguines par coloration au May-Gründwald-Giemsa (MGG) 

 
L’étude fine des Formules sanguines se fait au microscope après coloration au May- 

Gründwald-Giemsa (MGG). 
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Une goutte de sang, prélevé sur tube EDTA, est étalée uniformément sur une lame de 

verre, de manière à obtenir une seule couche de cellules. Le frottis est ensuite séché rapidement 

à l'abri des poussières. Il est ensuite fixé par May-Grünwald pendant 3 min puis coloré par 

Giemsa pendant 15 min et lavé à l’eau courante. Les lames sont séchées puis observées au 

microscope grossissement Gx100 et Gx400. 

II. 2. Etude de l’effet antibactérien et anti-infectieux de l’extrait éthanolique des feuilles 

d’Artemisia annua sur les entérobactéries 

II. 2. 1. Extraction éthanolique des feuilles d’Artemisia annua et de Moringa oleifera 

 
L’extraction de nos plantes a était réaliser par une méthode simple et adéquate appeler soxhlet 

, Depuis le labo de chimie de l’université de blida1 C’est une méthode qui permet de répéter 

infiniment le cycle d’extraction avec un solvant frais ,dans notre cas nous avons utilisé 

l’éthanol. 

Tout d’abord, après avoir pesée la masse désirer de chacune de nos plantes, nous l’avons 

introduite dans des cartouches poreuses entre autres du papier filtre qu’on insère ensuite dans 

l’extracteur. Ensuite, on a fixé fermement le ballon contenant de l’éthanol à l’aide d’une pince, 

puis on a placer l’extracteur contenant la cartouche sur le ballon. Enfin, nous avons ajuster le 

réfrigérant a eau sur l’extracteur et pour finir on allume le système de chauffage dont le ballon 

est inséré. 

Le principe : Le solvant se vaporise par le tube de distillation pour se recondenser dans la 

chambre d’extraction dans le but de solubiliser les composés organiques de notre plante. 

Après la monter du solvant dans la chambre d’extraction, et qu’il sera supérieur de la hauteur 

au niveau du coude du siphon, se poursuit la vidange qui se caractérise par la descente du 

solvant ainsi que l’extrait dans la chambre de stockage à savoir le ballon. La deuxième étape 

est l’évaporation par rotavappeur qui est un évaporateur rotatif qui permet de réaliser une 

distillation simple sous pression réduite, le but de cette étape est de séparer le solvant des autres 

constituants ou d’éventuels impuretés après la phase organique de l’extraction. 

Figure de l’appareillage en annexe 
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II. 2. 2. Etude de l’activité antioxydante in vitro des feuilles de Moringa oleifera et de 

Artemisia annua 

 
L’effet antioxydant de l’EEM et de l’EEA a également été étudié. Le pouvoir anti- 

oxydant d’un composé définit sa capacité à empêcher l’oxydation d’un autre. L’activité 

antioxydante de L’EEM a été mesurée par le test au DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). 

Cette molécule possède un électron non apparié au niveau de son atome d’azote et reste stable 

sans former de dimère. Ce composé se caractérise par sa coloration violette et absorbe à 517nm. 

La recombinaison de ce radical entraine une décoloration du violet en jaune. Ce test consiste 

donc à mesurer cette décoloration induite par la réduction du DPPH radicalaire (forme 

recombinée) par les extraits végétaux. L'intensité de la couleur est inversement proportionnelle 

à la capacité des antioxydants présents dans le milieu à donner des protons (Majhenic, et al., 

2007). 

L'effet de l’EEM et de l’EEA brut sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par 

Sanchez-Moreno et al., (1998). Un volume de 500 μL de différentes concentrations de l’extrait 

(62.5, 125, 500, et 1000μg/ml) est ajouté à 500 μL de la solution méthanolique de DPPH (0,025 

g/L) fraîchement préparée. Le contrôle négatif est préparé en parallèle en mélangeant 1000 μL 

de méthanol avec 1000 μL d'une solution méthanolique de DPPH à la même concentration 

utilisée. 

Le contrôle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; l’acide 

ascorbique dont l’absorbance a été mesuré dans les mêmes conditions que les échantillons et 

pour chaque concentration. Après incubation à l'obscurité pendant 30min et à température 

ambiante, la lecture des absorbances est effectuée à 517 nm à l'aide d'un spectrophotomètre. 

Tous les essais ont été effectués deux fois afin de vérifier la reproductibilité. 

Les résultats sont exprimés en terme pourcentages d'inhibition du radical DPPH, qui est 

proportionnel au pouvoir antiradicalaire de l’échantillon. Le pourcentage de piégeage du radical 

est calculé selon l’équation suivante : 

% inhibition du DPPH = [(A1 – A2)/A1] × 100 

 
A1 : absorbance du contrôle (solution du DPPH sans extrait). 

A2 : absorbance en présence d’extrait. 
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L’IC50 (inhibitory concentration 50% ; concentration inhibitrice à 50 %) permet de 

calculer la concentration de l’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % des radicaux DPPH. 

Elle est calculée graphiquement par la régression linéaire des graphes tracés, pourcentages 

d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions utilisées. 

II. 2. 3. Evaluation de l’activité antibactérienne de l’extrait éthanolique des feuilles 

d’Artemisia annua et de Moringa oleifera sur les entérobactéries 

L’activité antibactérienne doit être réalisée sur des souches bactériennes jeunes en phase 

de croissance exponentielle. Pour préparer l’inoculum, 3 à 5 colonies similaires bien isolées 

sont prélevées à l’aide d’une anse en platine puis déchargées dans de l’eau physiologique stérile. 

La suspension bactérienne est ensuite homogénéisée à l’aide d’un vortex et sa turbidité est 

ajustée à 0,5 Mc Farland, soit une densité optique égale à 0,08 à 0,10, lue à une longueur d’onde 

de 620 nm correspondant à 108 UFC/ml (Fertout-Mour et al., 2016). 

 Préparation des dilutions des extraits 

 
La solubilisation des extraits est faite dans une solution de diméthylsulfoxyde (DMSO à 5%. 

Ce dernier a été testé vis-à-vis de chaque type de souche bactérienne et aucune inhibition n’a 

été observée. Pour chacun des 2 extraits, une solution mère à 100μg/ml est obtenue. Ces 

solutions mères sont diluées progressivement dans le DMSO afin de préparer, pour chaque 

extrait, une gamme de solutions ayant des concentrations de 30 et 60μg/ml. Les solutions issues 

de chaque type d’extrait ainsi que les solutions mères sont ensuite utilisées pour la 

détermination de leurs activités antibactériennes. 

 Technique de diffusion en milieu gélosé 

 
Le test de la sensibilité des bactéries est réalisé par la méthode de diffusion en milieu gélosé, 

encore appelée méthode des disques dont le principe est inspiré de l’antibiogramme visant à 

tester la sensibilité des souches bactériennes par diffusion de l’extrait sur le milieu solide créant 

ainsi un  gradient de concentrations entre le composé et le microorganisme ciblé. 

Dans des boîtes de Pétri stériles, 20 ml de gélose (Muller Hinton) sont coulés. Après 

solidification, sur chaque milieu de culture 1 ml de suspension bactérienne de 106 UFC/ml a été 

ensemencé sur toute la surface. Des disques en papier Whatman N°1 stérile de 6 mm de 

diamètre sont imprégnés des solutions aux différentes concentrations (30, 60 et 100μg/ml) et 
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disposés à la surface du milieu solidifié. Les boîtes de Pétri sont ensuite incubées dans une étuve 

à 37°C pendant 24 à 48 h. 

 Expression des résultats 

 
La détermination de l’activité antibactérienne est estimée par la mesure, à l’aide d’une règle, 

du diamètre (mm) de la zone d’inhibition induit par les différentes concentrations autour des 

disques. Chaque expérience est répétée trois fois, en même temps et au même endroit. Les 

résultats sont symbolisés par des signes suivant la sensibilité des souches vis-à-vis des extraits 

testés : (-) : résistant (Ø < 08 mm), (+) : Sensible (09 < Ø < 14 mm), (++) : Très sensible (15 < 

Ø < 19 mm) et (+++) : Extrêmement sensible (Ø > 20 mm) (Ponce et al., 2003). Des essais 

témoins sont effectués in vitro pour le DMSO sur chacune des souches bactériennes utilisées. 

II. 3. Effet d’Artemisia annua et de Moringa oleifera sur la formation de Biofilm 

 
Les biofilm sont recherchés à partir d’une culture bactérienne d’une nuit à 37 °C dans 

du LB. Une dilution au 1/100 est réalisée (dans 200μL de LB), puis déposée dans une 

microplaque de 96 puits et incubée une nuit à 37 °C. Les biofilms sont colorés au cristal violet 

(1%) ; Le colorant est solubilisé avec de l'éthanol absolu et mesuré par spectrophotométrie à 

590nm. L’effet de l’EEM et de l’EEA sur la formation de biofilm est mesuré en incubant les 

bactéries de la microplaque en présence d’une concentration de 100μg/ml des extraits végétaux. 

Ainsi, nous recherchons si l’EEM et l’EEA ont un effet sur la première étape de la formation 

de biofilm, à savoir l’attachement. L’intensité du biofilm formé est lue comme suit : 

- DO > 0.5 : Biofilm de forte intensité. 
 

- 0.1 <DO< 0.5: Biofilm de moyenne intensité 
 

- DO < 0.1 : Biofilm de faible intensité. 

 
Les souches de référence E. coli ATCC 25922 ainsi que Pseudomonas aerugionsa ATCC 

27853 ont été testées pour leur capacité à former un biofilm. L’effet de l’EEM et l’EEA sur ces 

souches a aussi été testé dans les mêmes conditions que les souches sauvages. 

III. Etude statistique 

 
Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. Le logiciel GraphPad Prism v. 6.0 est 

utilisé pour analyser les données. 
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Le test ANOVA unidirectionnel avec un test post hoc de Tukey est utilisé pour comparer 

les différences entre les groupes, avec P<0,05 étant considéré comme statistiquement 

significatif. 
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I. Etude de quelques paramètres épidémiologiques 

 
I. 1. Répartition des souches bactériennes selon l’origine nosocomiale ou communautaire 

 
Dans notre étude, nous avons travaillé sur 54 souches dont 36 (66.66%) étaient d’origine 

communautaire et 18 (33.34%) d’origine clinique (Figure 7). 

 

 

 

 

 
 

Nos résultats sont similaires à ceux de Lahlou et al. (2009), Sheerin (2011) et 

Oladeinde (2011), qui rapportent que la majorité de leurs échantillons sont d’origine 

communautaire. Deux tiers de la population étudié étaient d’origine communautaire. La 

propagation des infections d’origine bactérienne n’est plus limitée au milieu clinique. Elle 

s’étend bien au-delà du milieu hospitalier, et représente ainsi un danger de plus en plus 

grandissant pour la santé publique. D’après l’OMS, les infections nosocomiales ne comptent 

que 7-10% des mortalités. E. coli et K. pneumonia sont les deux souches les plus isolées dans 

les infections à entérobactéries. E. Coli est particulièrement isolée dans la communauté 

(Allocati et al., 2013). 

I. 2. Répartition des souches bactériennes selon le sexe 

 
Nous n’avons pu identifier le sexe de l’ensemble des patients prélevés. Le sexe n’était 

pas mentionné dans les fiches pour 8 d’entre eux. Pour ce qui est du reste, les résultats montrent 

que les souches isolées étaient prédominantes chez les femmes (n=33,71.73%) comparés aux 

hommes (n=13 ; 28.26%) avec un ratio H/F de 0.4 (Figure 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 7: Répartition des souches isolées selon l’origine 
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La prépondérance de souches prélevées de patient de sexe féminin (n=33) correspond à 

la dominance des infections bactériennes urinaire d’Enterobacteriacea chez les femmes. Ceci 

est dû à plusieurs facteurs de risque présents chez les femmes. Parmi les facteurs qui peuvent 

rendre la femme plus sensible aux infections urinaires nous retrouvons, la structure anatomique 

de l’appareil urogénital, la grossesse, les rapports sexuels, les altérations post-ménopausiques 

de la flore vaginale et l’évacuation incomplète de la vessie (Sheerin, 2011 ; Lahlou et al., 

2009). 

I. 3. Répartition des souches bactériennes selon la nature de prélèvement 

 
La majorité des souches étaient isolées à partir des urines (n=35 ; 70%) (Figure 9). La 

majorité était d’origine communautaire (n =35 ;100 %). Les souches issues du pus (n=5 ; 10%), 

de la muqueuse anale (n=6 ; 12%) et du sang (n=4 ; 8%) étaient quasi-exclusivement d’origine 

clinique. 

REPARTITION DES SOUCHES SELON LE SEXE DES PATIENTS 
PRELEVES 

FEMME HOMME 

28% 

72% 

Figure 8 : Répartition des souches isolées selon le sexe des patients prélevés. 
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Figure 9: Répartition des souches selon le type de prélèvement 

 

Des résultats similaires ont été rapportés dans la littérature concernant des études 

épidémiologique. En effet, Lahlou et al. (2009) indique que, sur 6000 ECBU réalisés, 70% 

étaient d’origine communautaire. Les mêmes résultats ont été rapportés par Oladeinde et al. 

(2011) et Sheerin (2018). 

Nous constatons que la majorité des souches était d’origine urinaire, ce qui révèle la 

prévalence statistique des infections urinaires dans cette étude. Les infections des voies 

urinaires sont parmi les infections les plus fréquentes en pratique clinique dans le monde. 

(Öztürk et Murt, 2020). 

Dans le même contexte, dans une étude effectuée en 2018 en Uganda, il a été rapporté que sur 

un total de 267 échantillons, 32.2% était d’origine urinaire avec la dominance de l’espèce E. 

coli (41.9%) (Odoki., 2019). 

Ces données similaires à ce que nous avons observées dans notre étude, indiquent qu’il 

existe une propagation pandémique des infections d’origine urinaires communautaires, en 

raison du manque de ressources, d’hygiène ainsi qu’à des facteurs biologiques comme la 

résistance antimicrobienne dans ces niches. 

 

 
I. 5. Répartition des souches bactériennes selon l’espèce 

 
Les cultures positives obtenues ont été soumises à des tests d’orientation ainsi qu’à une 

identification biochimique par les galeries miniaturisées API. Les 54 souches bactériennes 

appartenant à la famille des Enterobacteriacea ont été identifiées au moins jusqu’au genre. Plus 

de la moitié des souches (n=30 ; 55.55%) étaient de l’espèce Klebsiella pneumoniae. Les autres 
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espèces identifiées étaient E. coli (n=15 ; 27.77%), Serratia marcescens (n=4 ; 7.4%), 

Citrobacter spp. (n=3 ; 5.55%) et Enterobacater spp. (n=2 ; 3.7%) (Tableau I). 

 
Les espèces identifiées ont été réparties selon la nature du prélèvement. Les résultats de 

cette répartition montrent que l’espèce dominante, à savoir K. pneumoniae, était souvent isolée 

des urines (n=16 ; 55.17%) dont l’intégralité étaient d’origine communautaire. Les autres 

klebsielles étaient isolées du sang (n=4 ; 13.79%), de la muqueuse anale (n=5 ; 17.24%) et du 

pus (n=3 ; 10.34%). La quasi-totalité des souches d’Escherichia coli étaient d’origine urinaire 

(n=13, 92.85%). 

Tableau I: Répartition des souches d’entérobactéries selon le type de prélèvement 

 
Espèce Urines Sang Pus Prélèvement anal 

K. pneumoniae (n=30) 16 4 3 5 

E. coli (n=15) 13 0 0 1 

S. marcescens (n=4) 1 0 2 0 

Citrobacter spp. (n=3) 3 0 0 0 

Enterobacter spp. (n=2) 2 0 0 0 

 
 

La plupart des études épidémiologiques indiquent que l’espèce la plus isolée dans les 

infections urinaires c’est E. coli. C’est le cas des travaux de Lahlou et al. (2009), Larabi et al. 

(2003) ainsi que celle de Odoki (2019), qui rapportent des taux respectifs de 72% et 69.5%. E. 

coli est l’espèce dominante dans les infections urinaires communautaires, avec une 

prédisposition à l’infection chez les femmes et les personnes âgées. Elle est souvent caractérisée 

par un profil de résistance aux antibiotiques et de virulence assez marquée lui permettant de 

coloniser l’épithélium urinaire (cystite), parfois de le traverser pour se retrouver dans les reins 

(pyélonéphrite) Oladeinde et al. (2011). 

La virulence de E. coli dans les infections urinaire est dû à l’expression des facteurs de 

virulence liés à la pathogénicité des ExPEC. Ils sont nombreux et ont un large éventail 

d'activités, qu’ils soient liés à la colonisation bactérienne, à ceux liés à la virulence, en passant 

par les adhésines, les toxines, les facteurs d'acquisition du fer, les lipopolysaccharides, les 

capsules de polysaccharides et les invasines. Ces facteurs sont codés par des gènes présents 

dans des îlots de pathogénicité (PAI), des plasmides et autres éléments génétiques mobiles 

Sorwanska et al. ( 2019). 
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II. Etude phénotypique du profil de sensibilité aux antibiotiques 

 
Dans ce volet, les niveaux de sensibilité à différentes molécules antibiotiques ont été 

évalués par la technique de l’antibiogramme. Nous nous sommes intéressés, uniquement, au 

profil de sensibilité aux antibiotiques de la famille des β-lactamines. 

Nous avons remarqué que les taux de résistance les plus élevés, dans la famille des β- 

lactamines, tel représentait dans la figure... étaient vis-à-vis de l’ampicilline (n=49 ; 94.23%). 

Suivi par la Céfazoline (n=30 ;58%), l’amoxicilline (n=23 ;44.23%) et le Céfotaxime 

(n=22 ;42.30%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10: histogramme représentant la répartition du profil de 

résistance des souches 

La résistance aux antibiotiques est un problème de santé publique majeur en Algérie, 

ainsi que dans le monde entier. Une augmentation accrue de la résistance est observée chez les 

bacilles à Gram négatifs ces dernières années (Baba Ahmed-Kazi Tani et Arlet, 2014). 

L’utilisation empirique des antibiotiques pour la prise en charge des infections est en partie 

responsable de l’émergence de bactéries ainsi qu’à leur résistances naturelles ou acquises, ne 

sont sensibles qu'à un petit nombre de familles ou de sous familles d'antibiotiques (Ntock et 

al., 2021). Des résultats similaires aux nôtres ont été décrits dans les études de Canton et Coque 

(2006) et Nachimuthu (2021), où la résistance s’étendait bien au-delà des antibiotiques 

communs et ou plusieurs phénomènes de synergie entre les disques en été notés. 

Par ailleurs, dans notre étude nous avons révélé un phénotype encore plus inquiétant ; il 

s’agit de la production de β-lactamases à spectre élargi. En effet, 24 souches d’entérobactéries, 

soit 44.44%, présentaient un phénotype BLSE, qui s’est traduit par une image de synergie entre 
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le disque d’AMC et de CTX ou CRO (Figure 11). Ci-dessous un histogramme présentant le 

pourcentage du profil de résistance des BLSE (Figure 12). 
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Figure 11 : Répartition du profil de résistance des souches BLSE 
 

 

 
 

 

Figure 12 : Synergie entre les disques d'antibiotique AMC et CTX 

 

 
 

Ces résultats nous ont permis de répartir nos souches dans 2 groupes, phénotypiquement 

différents : 

 Souches productrices de β-lactamases à spectre élargi dites « BLSE » au nombre de 24 

soit 44.44% des souches. 
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 Souches non productrices de β-lactamases à spectre élargi dites « non BLSE » au 

nombre de 30 soit 55.55%. 

Il est important de noter que la majorité des souches BLSE étaient d’origine clinique 

(n=16 ; 66.66%). La différence est très hautement significative avec les souches BLSE 

d’origine communautaire (P= 0.0001). 

La propagation des β-lactamases à spectre étendu parmi les bactéries à l’origine 

d’infections nosocomials et communautaires est un défi important pour les cliniciens, qui 

doivent adapter leur protocole thérapeutique et souvent avoir recours aux molécules dites de 

« réserve ». L’émergence des souches d’entérobactéries productrice de BLSE dans la 

communauté, tout particulièrement le type CTX-M, est l’un des changements épidémiologiques 

les plus importants dans le domaine des maladies infectieuses au cours de ces dernières années 

Rodríguez-Baño et Pascual, (2008). En octobre 2015, LOMS a mis en point le GLASS, un 

système de surveillance, de prévention et de control des agents multirésistants à l’échelle 

globale. (OMS., 2015). En effet, ces dernières années, la résistance aux antibiotiques a viré 

d’un souci clinique à une crise sanitaire majeure, avec une propagation explosive des BLSE de 

type CTX-M. Ces enzymes confèrent une résistance à presque toutes les β-lactamines, dont les 

C3G, le premier recourt des patients atteints d’infections à entérobactéries Dubois et al., 

(2009). De plus, les gènes BLSE sont plasmidique et possèdent un environnement génétique 

favorable à leur transfert d’une cellule à une autre Nachimuthu R et al., (2021). Les gènes 

blaCTX-M sont prédominants dans la famille des gènes codant les BLSE. Ils sont activement 

impliqués dans la transmission de la résistance à la troisième/quatrième génération Livermore, 

(2012). 

III. Etude du potentiel de virulence des souches cliniques d’entérobactéries 

 
III. 1. Croissance des bactéries en présence de sérum humain 

 
Nous avons analysé la croissance bactérienne dans du sérum humain avec une méthode 

qualitative, la méthode des spots. Les résultats indiquent que la majorité des souches (n=45 ; 

83.3%) étaient capable de croitre en présence de sérum, seules 9 souches en étaient sensibles 

(16.66%) (Figure 13). 
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Figure 13 : Effet bactéricide du sérum humain sur les souches 

de notre collection 
 

 

 

Les souches résistantes ont donc échappé à l’action des protéines du complément 

présentes dans le sérum humain. Même si 7 des souches sensibles étaient de phénotypes Non 

BLSE, la différence entre les 2 groupes concernant ce paramètre, était non significative avec 

une valeur P=0.2702. 

La résistance au complément est fortement corrélée à la capacité de survie systémique, 

de multiplication et de propagation d'un large éventail d'agents pathogènes à Gram négatif, y 

compris les Enterobacteriacea (Lambris et al., 2008). Elle soutient le pouvoir infectieux des 

entérobactéries. Parmi les 29 souches de Klebsiella pneumoniae, 26 étaient résistantes au sérum 

humain. Plusieurs facteurs contribuent à cette virulence tout particulièrement la capsule. Au 

niveau génomique, plus de 90 gènes ont été liée à la virulence de cette espèce. Certains d’entre 

eux lui permettent d’échapper à l’action bactéricide du complément (rfah, Ipp et arnD) (Short 

et al., 2020). Plusieurs mécanismes sont impliqués dans cet échappement. L’échec de 

l’activation d’une des voies par exemple, la dégradation des protéines du complément ainsi que 

le ‘Highkacking’ des inhibiteurs tel que les Facteur I et H ou le C1inh qui ont but de désactiver 

et régulé les trois voies (Short et al., 2020 ; Lambris et al., 2008). 

III. 2. Développement d’un modèle de sepsis monobactérien sur des souris BALB/c 

 
Dans une étude antérieure, la dose létale 50 ou « DL50 » d’une des souches de notre 

collection a été mesurée. Il s’agit de S. marcescens isolée à partir d’une prothèse biliaire d’un 

patient cancéreux. Le test de survie fut réalisé sur modèle murin utilisant des souris BLAB/C. 

poucentage de croissance en presence du serum humain 
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Trois concentrations ont été testées : 106,107et 108 CFU. Chaque lot se composait de 6 souris. 

La DL50 a été estimée entre 107 et 108 UFC/100μL. 

En se basant sur les résultats de la pathogénicité de S. marcescens, la dose que nous 

avons choisie pour induire le sepsis est une dose sub-létale de 106UFC/ml qui induit une 

mortalité de 16,66%, un taux similaire de celui observé chez les patients septiques. 

III. 2. 1. Effet de S. marcescens sur le poids des souris et des organes 

 
Le sepsis peut être caractérisé par une perte de poids significative. Une perte 

probablement due à une forte consommation d'énergie par l'organisme pour combattre l’agent 

pathogène. 

Les résultats de notre étude montrent que le poids des animaux reste inchangé après 24h 

de traitement (Figure 14). Nos résultats sont différents des travaux de Rozenberg et al. (2006) 

et Rahim (2009) dans d’autres modèles de sepsis. Ces résultats pourraient être expliqués par le 

délai de traitement qui était court (24h) mais suffisant pour induire un sepsis. 

 

Figure 14 : Effet du sepsis sur le poids des souris BALB/c à J0 et à J1. 
 

 

Cependant, nous avons observé une augmentation du poids du coeur et de la rate chez 

les souris septiques (Figure 15). Ces résultats reflètent une hyperthrophie cardiaque et une 

splénomégalie induite par le sepsis. Ces résultats concordent avec ceux de Rozenberg et al. 

(2006) et Rahim (2009) qui ont démontré, dans différents modèles de sepsis, une hyperthorphie 

cardiaque après 24h. L’hyperthrophie cardiaque suggère une dilatation et une altération des 

propriétés contractiles ventriculaires tandis que la splénomégalie de la rate, organe lymphoïde 

secondaire, suggère une augmentation du volume de la rate signe de réponse immunitaire et 

inflammatoire. 
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Figure 15 : Effet du sepsis sur le poids du coeur et de la rate. A, 

ratio poids du coeur/ poids des souris. B, ratio poids de la rate/ 

poids des souris 
 

 

III. 2. 2. Effet de S. marcescens sur le taux de leucocytes et lymphocytes sanguins 

 
Les souris septiques présentaient des taux de leucocytes et de lymphocytes supérieurs 

au control. Le sepsis augmente de 84,4 % et de 132,26% les taux respectifs de leucocytes 

(8,85±1,65 x109/L) et de lymphocytes (7,2±1,6 x109/L) chez les souris BALB/c. 

Ces résultats corroborent ceux du frottis sanguin qui montrent une augmentation du taux 

de leucocytes chez les souris BALB/c septique mais pas chez les souris contrôle (Figure 16). 

Plusieurs travaux indiquent des différences dans les fonctions immunitaires des souris 

BALB/c dans les conditions physiologiques. Des différences ayant une origine génétique qui 

détermine l’efficacité des réponses immunes anti-infectieuses et la sensibilité aux germes 

pathogènes propre à chaque souche murine (Trunova et al., 2011 ; Sellers et al., 2012). Une 

prédominance des réactions immunitaires humorales induites par les cellules T auxiliaires de 

type 2 (Th2), dans des conditions physiologiques ou pendant une stimulation antigénique, a été 

observée chez les souris BALB/c (Trunova et al., 2011). Les souris de ce profil sont largement 

utilisées dans les études concernant la relation entre les processus physiopathologiques et les 

caractéristiques génétiques du système immunitaire. 
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Figure 16 : Résultats de frottis sanguin, coloration MGG. A (Gx100) et B 

(Gx400): frottis de souris BALB/c contrôle. C (Gx100) et D (Gx400): frottis 

de souris BALB/c septiques. 
 

 
 

III. 2. 3. Effet de S. marcescens sur l’histologie cardiaque 

Les coupes histologiques du coeur des souris BALB/c septique montrent des anomalies 

structurales comparées au contrôle. Des dommages sévères sont observés caractérisés par une 

mort cellulaire par nécrose (Figure 17) avec une dégénérescence des fibres musculaires et une 

augmentation de l’espace intercellulaire, un oedème et une infiltration de polynucléaires (Figure 

18). Une congestion de capillaires a été également observée traduisant une réponse 

inflammatoire au niveau cardiaque (Figure 19). La mort myocytaire représente une perte de 

tissu contractile et est responsable à la fois d’une hypertrophie compensatrice des 

cardiomyocytes restant (non lésé), et d’une fibrose de remplacement. Il serait donc intéressant 

de faire la coloration de trichrome de Masson dans le but de visualiser la fibrose. 

  A    B  

  C    D  
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Figure 17 : souris BALB/c septiques. Coloration HE (Gx400). Groupe de 

cardiomyocytes en nécrose de coagulation : fibres hypercontractées, au cytoplasme 

éosinophile et homogénéisé. Les noyaux sont pycnotiques. (Encadré). 

 

Figure 18 : Micrographie d’une coupe transversale du coeur de souris BALB/c 

septiques. Coloration HE (Gx1000). Cardiomyocytes en nécrose de liquéfaction, au 

cytoplasme infiltré de macrophages (↘) 
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Figure 19: Micrographie d’une coupe transversale du coeur de souris BALB/c 

septiques. Coloration HE (Gx1000). Cardiomyocytes en nécrose de coagulation, au 

cytoplasme très éosinophile homogénéisé et sans limites nettes. (Encadré). 

 

 

IV. Comparaison de l’effet antibactérien et antibiofilm de l’extrait éthanolique des feuilles 

d’Artemisia annua et Moringa oleifera sur les souches d’entérobactéries d’origine 

cliniques 

IV. 1. Rendement de l’extraction éthanolique des feuilles d’Artemisia annua et Moringa 

oleifera 

L’extraction de 250 g de poudre des feuilles de Moringa oleifera a produit un extrait 

éthanolique sec de 53.24g, soit un rendement de 21.29 %. 

Dans l’étude de Martinez-Correra et al. (2017), dont le but était d'extraire les 

composés bioactifs d’Artemisia annua avec des solvants différents. L’extraction éthanolique a 

permis d’obtenir 90 mg de composés phénoliques par gramme d'extrait. Les différentes 

concentrations d'éthanol dans le solvant d'extraction ont déterminé une variation du rendement 

d'extraction pour les espèces appartenant aux différentes classes chimiques. En effet, les 

anthocyanines, les flavanones et les flavanols ont été détectés de manière significative dans 

l'éthanol à 90 %. Les composés phénoliques à faible poids moléculaire et les stilbènes étaient 
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présents dans l'éthanol à 50 %. Enfin, l'éthanol à 25% a montré un bon rendement d'extraction 

pour les lignanes et les composés phénoliques à faible poids moléculaire Abate et al ., (2021). 

Le méthanol (80%) et l'éthanol (70%) se sont avérés être les meilleurs solvants pour 

l'extraction des composés antioxydants des feuilles de moringa, dans l’étude de Siddhuraju et 

Becker (2003). 

IV. 2. Résultats de l’activité antioxydante in vitro 

 
L’activité   anti-radicalaire   est   réalisée   par   la   méthode   du   radical 2,2-diphényl-1 

picrylhydrazyle (DPPH) qui est une méthode fréquemment utilisée pour sa simplicité. Cette 

méthode est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en présence d'un 

antioxydant qui donne un hydrogène et la forme non radicalaire, le DPPH-H est ainsi formée 

(Bortolomeazzi et al. 2007). L’inhibition de la décoloration du radical DPPH est en fonction 

de la concentration de l’extrait utilisé et du témoin acide ascorbique (antioxydant de référence). 

L’activité antioxydante de l’extrait est exprimée en IC50, qui définit la concentration 

efficace du substrat qui cause la perte de 50% de l’activité du radical DPPH (Abdulmajed et 

al., 2005; Ahmad et al., 2012; Ranga et al., 2009).Plus la valeur de l’IC50 est petite plus 

l’extrait est considéré comme un antioxydant puissant. 

L’étude de l’activité antioxydante de l’EEM, révèle que les substances bioactives 

produites par cette dernière sont capables de piéger les radicaux libres de DPPH et ont un 

pouvoir réducteur remarquable. L'EEM a montré une activité de piégeage des radicaux libres 

DPPH de 35,82 à 74,55 % à 0,05 à 0,5 mg/mL respectivement par rapport à l'acide ascorbique 

qui a montré une activité de 41,98 à 88,53 % à une concentration de 0,05 à 0,5 mg/mL, 

respectivement. 

La concentration de l’extrait testé nécessaire pour réduire 50 % des radicaux DPPH est 

de 160µg/mL, elle est supérieure à celle de l’acide ascorbique qui est de 8µg/mL. L’activité 

antioxydante de l’extrait était proportionnellement liée à la composition de métabolite 

secondaire et liée de concentration de composés bioactifs. 

L’étude de l’activité antioxydante de l’extrait d’artemesia, révèle que les substances 

bioactives produites par cette dernière sont capables de piéger les radicaux libres de DPPH et 

ont un pouvoir réducteur remarquable. L'extrait d’artemesia a montré une activité de piégeage 

des radicaux libres DPPH de 35,05 à 81,85 % à 0,05 à 0,5 mg/mL respectivement par rapport à 

l'acide ascorbique qui a montré une activité de 41,98 à 88,53 % à une concentration de 0,05 à 

0,5 mg/mL, respectivement. 
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La concentration de l’extrait testé nécessaire pour réduire 50 % des radicaux DPPH est de 

110µg/mL, elle est supérieure à celle de l’acide ascorbique qui est de 8µg/mL. 

L’activité antioxydante de l’extrait était proportionnellement liée  à la  composition de 

métabolite secondaire et liée de concentration de composés bioactifs. 

 
IV. 3. Evaluation de l’activité antibactérienne de l’extrait éthanolique des feuilles de 

d’Artemisia annua et de Moringa oleifera sur les entérobactéries 

Nous avons testé l’activité antibactérienne à différentes concentrations de l’EEM et de 

l’EEA (30μg/ml, 60μg/ml, 100μg/ml ainsi que l’extrait brut). Les résultats révèlent des zones 

d’inhibition à partir de 30 μg/ml (Figure 20). Le nombre de souches sensibles et le diamètre 

d’inhibition était proportionnel à la concentration en EEM. En effet, nous sommes passés de 6 

souches sensibles à 30 μg/ml à 28 souches sensibles à l’extrait brut de l’EEM. Le diamètre 

d’inhibitions était supérieur ou égal à 8mm. 

 

 

 
 

Figure 20 : Résultats du test d’activité antibactérienne de différentes concentrations 

d’EEM et EEA 

 

 
 

Par manque de consommable et de milieux de culture, seules 32 souches ont été testées 

pour leur sensibilité à l’extrait brut. 

Le nombre de souches sensibles et le diamètre d’inhibition était proportionnel à la 

concentration en EEA. En effet, nous sommes passés d’une seule souche sensible à 30 μg/ml à 

26 souches sensibles à l’extrait brut de l’EEA . Le diamètre d’inhibitions était supérieur ou égal 
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à 8 Par manque de consommable et de milieux de culture, seules 32 souches ont été testées pour 

leur sensibilité à l’extrait brut. 

Le nombre de souches sensibles et le diamètre d’inhibition était proportionnel à la 

concentration en EEA. En effet, nous sommes passés d’une seule souche sensible à 30 μg/ml à 

26 souches sensibles à l’extrait brut de l’EEA . Le diamètre d’inhibitions était supérieur ou égal 

à 8mm. 

Les deux extraits éthanoliques ont donner des résultats positifs par rapport à la 

sensibilité des souches, à partir de différentes concentrations en allant de 30 μg/ml jusqu’à 

l’extrait brute des deux plantes, cependant il est important de noter que le nombre de souche 

ayant une sensibilité a l’EEM est plus important de ceux sensible à l’EEA . 

Récemment il a été rapporté par Feng et al. (2020) d’une étude réalisée par Habibi et 

al. (2013) que l'huile essentielle française d’Artemisia annua n'a montré aucune activité 

antibactérienne contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus, alors que les huiles 

essentielles roumaine, italienne et chinoise ont toutes montré une activité antibactérienne. Les 

profils chimiques de l'huile essentielle variaient beaucoup. Le camphre, cétone et 1,8-cinéole 

étaient les principaux composants de l'huile provenant des parties aériennes de cette plante. 

Concernant l'huile essentielle obtenue à partir des graines de A. annua, le trans-3(10)-carène-4- 

ol était le composant le plus abondant. Le camphre n'a pas été détectée. 

Pawar et al. (2015) en Inde ont réalisé une étude sur de l’activité antibactérienne des feuilles 

d’Artemisia annua, à partir d’une extraction au soxhlet par solvant méthanolique. L’activité 

testait à une concentration de 50mg/ml de l’extrait, a eu pour résultats 16mm de diamètre 

d’inhibition pour la Klebsiella pneumonie. Les activités biologiques d’un extrait dépendent de 

nombreux facteurs notamment de la géographie et son climat, parties de la plante utilisées, 

différences génétiques et processus de culture, la méthode d’extraction ainsi que les solvants 

utilisés (Septembre-Malaterre et al., 2020). 

Le potentiel des principes actifs des graines de M. oleifera a été exploré par Mangale 

et al. (2012). Ils ont montré que le nombre de colonies bactériennes et fongiques sur les plaques 

diminuait avec l'augmentation des concentrations de l'extrait. Les modes d'extraction des 

principes actifs jouent un rôle dans l'efficacité des extraits de M. oleifera contre divers micro- 

organismes pathogènes. Par exemple, l'activité antibactérienne des extraits méthanoliques de 

M. oleifera a montré une action antimicrobienne plus large que celle des extraits aqueux (Donli 

et Dauda, 2003). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032579122003224#bib0064
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032579122003224#bib0064
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IV. 4. Evaluation de l’effet de l’extrait éthanolique des feuilles d’Artemisia annua et 

Moringa oleifera sur la formation de Biofilm 

 
Dans la recherche de la formation de biofilm, par manque de moyen, seules 18 souches 

sensibles à l’EEM ainsi que l’EEA furent testées (16 souches sauvages et 2 souches de 

référence). Les résultats montrent que l’ensemble de ces souches pouvaient former un biofilm 

dont l’intensité fut mesurée par spectrophotométrie. Les biofilms formés étaient de forte (10 ; 

55.55%) ou de moyenne intensité (8 ; 44.44%) avec des proportions similaires (Tableau II, 

figure 21). Il est important de noter que les souches de référence E. coli ATCC 25922 ainsi que 

Pseudomonas aerugionsa ATCC 27853 formaient un biofilm, de moyenne (DO= 0.179) et de 

forte (DO=1.676) intensité respectivement. 

TableauII : Résultats de l’intensité des biofilms formaient par les souches de notre 

collection 

 
Intensité du biofilm (n, %) 

Faible Moyenne Forte 

0 (0) 8 (47.05) 10 (52.94) 

 
 

 

Figure 21: Méthode spectrophotométrique pour la mesure de l’intensité du biofilm 

formé 

 
L’effet de l’EEM sur la formation de biofilm a été mesuré, en ajoutant cet extrait à T0 ; 

c’est-à-dire au moment où nous procédons à l’inoculation des microplaques avec notre culture 

bactérienne. La concentration de l’EEM était de 100 μg/ml. Il semblerait que l’EEM ait affecté 
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l’intensité du biofilm de 14 souches, dont la DO fut modifiée (soit en augmentant soit en 

diminuant), comme nous pouvons le constater dans le Tableau III 

Tableau III : Résultats de l’intensité des biofilms formaient par les souches de notre 

collection en présence de l’EEM 

 

Do Intensité du biofilm (n, %) 

DO stable DO 

diminuée 

DO 

augmentée 

Faible Moyenne Forte 

2 (11.11) 8 (44.44) 7 (46.66) 2 (11.11) 7 (46.66) 9 (50) 

 
 

Nous constatons d’après le tableau V que l’intensité du biofilm a basculé de 

moyenne/forte à faible pour 2 souches parmi les 18, en présence de l’EEM. L’extrait de moringa 

a diminué la DO des biofilms de 8 souches et l’a augmenté pour 7 autres parmi les 18 souches 

testées. 

 

 

Tableau IV : Résultats de l’intensité des biofilms formaient par les souches de notre 

collection en présence de l’EEA 

 

 

 

Do Intensité du biofilm (n, %) 

DO stable DO 

diminuée 

DO 

augmentée 

Faible Moyenne Forte 

1 (5.55) 8 (44.44) 9(50) 2 (11.11) 3 (16.66) 13 (72.22) 

 

 

Nous constatons d’après le tableau… que l’intensité du biofilm a basculé de 

moyenne/forte à faible pour une seule souche parmi les 18, en présence de l’EEA. L’extrait de 

l’Artemisia a diminué la DO des biofilms de 8 souches et l’a augmenté pour 9 autres parmi les 

18 souches testées. Qu’il s’agisse de la moringa ou de l’Artemisia, ces 2 plantes semblent tantôt 

potentialiser la formation de biofilm tantôt l’inhiber. Des concentrations plus élevées doivent 

être utilisées pour, éventuellement, constater un effet négatif sur la formation de biofilm comme 

ce fut rapporté par certaines études. Il serait aussi intéressant d’introduire l’extrait après 

formation du biofilm (biofilm mature). 
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Marinas et al. (2015) ont rapporté une bonne activité antibiofilm de l’extrait 

d’Artemisia, inhibant à la fois le stade initial de l'adhésion des cellules microbiennes au substrat 

inerte et le biofilm mature. Ces effets étaient différents d’une souche microbienne à une autre. 

L'huile essentielle a inhibé l'expression des lipases chez S. aureus, P. aeruginosa, et E. coli, 

ainsi que les hémolysines d’E. coli et de K. pneumonie. Des facteurs directement impliqués 

dans la pathogenèse de ces bactéries. Ces effets antibiofilm seraient liés aux composants de 

l’extrait de la partie aérienne d’Artemisia annua. Citons par exemple le camphre, la cétone 

d'Artemisia, le 1,8-cinéole, l'a-pinène, le germacrène D, le trans-β-caryophyllène et l’Artemisia 

ketone (Marinas et al., 2015 ; Feng et al., 2020). 
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Notre travail avait pour objectif l’évaluation du potentiel antimicrobien, antioxydant et 

antibiofilm, des extraits des feuilles de la Moringa olifeira et l’Artemisia annua. Deux plantes 

au potentiel thérapeutique avéré. Les activités biologiques des 2 extraits ont été testées sur une 

collection de souches bactériennes appartenant à la famille des Enterobacteriacea, et à 

l’origine de diverses infections chez l’homme. Nous avons caractérisé sur le plan 

phénotypique les profils de résistance aux antibiotiques et de virulence de ces souches. 

Nos résultats révèlent des profils de résistance hétérogène marqués par la fréquence 

des souches de phénotype BLSE (44%). La quasi-totalité de ces souches ont exprimé une 

résistance au sérum, un caractère qui traduit une virulence potentielle. De plus, nous avons 

réussi à induire un sepsis au bout de 24h, dans modèle murin de souris BALB/c, en utilisant 

une souche de la collection (S. marcescens). Ce résultat indique que cette souche est capable 

d’induire une infection systémique (atteinte cardiaque et splénique) et donc possède un certain 

pouvoir pathogène. 

Les extraits éthanoliques du Moringa oléifèra et Artemisia annua, ont exprimé une 

activité antioxydante appréciable, révélé par le test DPPH. L’EEA et l’EEM ont eu un effet 

inhibiteur sur la croissance bactérienne. Cette inhibition fut observée à partir de 30μg/ml de 

l’extrait, avec un avantage plus marqué pour l’EEM. De la même façon, nous avons constaté 

que ces extraits ont aussi un effet sur la formation de biofilm, tantôt en l’inhibant, tantôt en le 

potentialisant. L’effet potentialisant fut observé plus pour l’EEA. 

L’ensemble de nos résultats ouvres à plusieurs perspectives prometteuses, qui incite à 

la considération de Moringa oleifera et Artemisia annua comme agent antioxydant et 

antiinfectieux, pouvant éventuellement constituer une bonne alternative aux thérapies 

classiques. En perspectives il serait intéressant de : 

- Elargir l’étude avec des analyses bio-informatique en utilisant le Docking 

moléculaire par exemple. 

- La modification des paramètres de l’étude et l’introduction de nouveaux paramètres 

biologique à analyser. 

- S’approfondir sur les mécanismes moléculaires impliqués dans les effets présentés par 

la Moringa et l’Artemisia. 
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Tableau I : Caractères biochimiques des Enterobacteriaceae (Avril et al., 2000 ; Gadou., 2019) 

 

 Esch Citro Entero Klep Serr Salm Prot Yers Shig 

Glucose + + + + + + + + + 

Lactose + + + + - - - - - 

ONPG + + + + + - - + +/- 

Indole + - - +/- - - +/- +/- +/- 

VP - - + + + - - + - 

Citr - + + + + +/- +/- - - 

Mob + + + - + + + + - 

Urée - - - + - - + + - 

TDA - - - - - - + - - 

H2S - +/- - - - - +/- - - 

 
 

(+) Resultat Positif 

(-) Resulat Negatif 

OPNG= Ortho NitroPhénylGalactoside ; VP = Voges Proskauer ; Citr= Citrate ; Mob= Mobilité ; TDA= 

Tryptophane désaminase ; H2S :Hydrogène sulfureux. 

Le tableau resume les principaux caractères biochimiques des entèrobactéries qui sont la capacité a 

fermenter le glucose ; la fermentation du lactose ; l’utilisation du citrate de Simmons comme seule source 

de carbone ; Production d’uréase ; Reduction du nitrates en nitrites ; procution d’indole ; production 

d’acetoine et désamination du tryptophane. 
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Tableau II: Classification des facteurs de virulence entre les Enterobacteriacea ( Jenkins et 

al., 2017) 
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Tableau III: Les composants minéraux (Brisibe et al., 2009) 
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Figure 1 : Appareillage du Soxhlet (Laboratoire de chimie) 
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