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Listes des abréviations

AHA : Artémisia herba alba

ATCC :American Type culture collection
ATB : antibiotique

CHU : centre hospitalier universitaire
CMI : concentration minimale inhibitrice
DI : Diametre d’inhibition

ECBU : Examen cellulaire et bactériologique des urines
HE : huile essentielle

MA : Méthode d’antibiose

MM : méthode de micro atmosphere
OMS : organisation mondiale de la santé

Rdt : Rendement



Résumé

Ce travail vise ’isolement et 1’identification des bactéries provenant des prélévements
urinaires et des selles et I’étude le pouvoir antibactérien de I'huile essentielle d’Artemisia
herba alba récoltée dans la région de Djelfa

261 prélevements, ont été isolées de différents produits biologiques (Urines, selles, pus)
prélevés de patients hospitalisés et externes. Elles ont été identifiées par les méthodes
conventionnelles. Sur 20.45% prélévements positifs 77% de bacilles a Gram négatif et 23%
de Gram positif ont été identifiés. Ils se répartissent en : 54% souches d’entérobactéries, 14

%d’ Acinetobacter.baumannii,19%deProtéus.aeruginosa,07%deStaphylococcusaureus,03%deS
ARM,

02% de Staphylococcus a coagulase négative et 01% Enterococcusfaecium.

Parmi les 54% souches d’entérobactéries, la dominance a été attribuée a 1’ Escherichia
coli (52%), suivie par Klebsiellapneumoniae(10%), Klebsiellaterrigina (10%) ,Proteus
mirabilis (07%) ,Proteus vulgaris ( 07 % ), Salmonella thyphimurium ( 06%) , Shigellasp
(02% ) Enterobactersp ( 01%), Enterobactercloacae( 01%) et Citrobacterfreundii (03% )

L’¢évaluation de D’effet antibactérien de 1’huile essentielle a ét¢ déterminée par 03
méthodes : Méthode de Micro atmosphere, Méthode d’ Antibiose et Méthode CMI
La méthode de Micro atmosphere a révélé que L’huile essentielle d’Artemisia herba alba
présentait une forte activité antibactérienne contre les 20 souches bactériennes d’origine
clinique .SeulsPseudomonas.aeruginosa et Staphylocoque. typhimurium sont avérés
résistants.

La M¢éthode d’Antibiose a montré que les bactéries a Gram positif, Staphylococcus.
aureus(31.33 mm), le SARM (30mm), Entérobacter.faecalis ATCC 29212  (30mm),
Bacillus.subtilis ATCC 6633 (28,33mm), le staphylocoque a coagulase
négative (28 mm)  étaient les souches les plus sensibles a I'huile essentielle, suivie
par Entérococcus. faecium(21,66mm).

La méthode CMI, nous montre que notre huile essentielle posséde un effet antibactérien
trés important. Le maximum d'action est noté sur les bactéries Gram+ est surtout sur Les
Staphylocoques aureus (son CMI est plus faible par rapport a celles des autres bactéries soit

8.75 ug/ml).

Mots clés : Artemisia herba alba, huiles essentielles, activités antibactériennes
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summary
This work aims at the isolation and identification of bacteria from urinary samples and stool
and the study the antibacterial power of the essential oil of Artémisia herba alba harvested in
the region of Djelfa

261 samples were isolated from différent biological products (urine, stool, pus)
takenfrominpatients and outpatients. They have been identified by conventional methods. Out
0f 20.45% positive samples, 77% of Gram-negativebacilli and 23% of Gram-positive were
identified. They are dividedinto: 54% enterobacterialstrains, 14

Acinetobacter.baumannii% to 19% deProtéus.aeruginosa, 07% deStaphylococcusaureus, 03%
DISARM,

02% of Coagulase-negative Staphylococcus and 01% Enterococcusfaecium.

Of the 54% enterobacterialstrains, dominance wasattributed to Escherichia coli (52%),
followed by Klebsiellapneumoniae (10%), Klebsiellaterrigina (10%), Proteus mirabilis (07%),
Proteus vulgaris (07%) ), Salmonella thyphimurium (06%), Shigellasp (02%) Enterobactersp
(01%), Enterobactercloacae (01%) and Citrobacterfreundii (03%)

The evaluation of the antibacterial effect of the essential oilwasdetermined by 03 methods:
Micro Atmosphere Method, Antibiose Method and CMI Method

The Micro Atmospheremethodrevealedthat the essential oil of Artemisia herba alba had a
strongantibacterialactivityagainst the 20 bacterial strains of clinical origin.
OnlyPseudomonas.Aeruginosa and Staphylococcus typhimurium have proved resistant.

The Antibiotic Method showedthat Gram-positive bacteria, Staphylococcus. aureus (31.33
mm), MRSA (30mm), Enterobacter.faecalis ATCC 29212 (30mm), Bacillus.subtilis ATCC
6633 (28.33mm), coagulase-negative staphylococcus (28mm) were the Most sensitive trains
to essential oil, followed by Enterococcus. faecium (21,66mm).

The CMI method shows us that Our essential oil has a very important antibacterial effect. The
maximum action isnoted on Gram + bacteria is mainly on Staphylococcus aureus (its MIC is
lower compared to those of other bacteria or

8.75 ng / ml).

Key words: Artemisia herba alba, essential oils, antibacterialactivities



Introduction

L’Organisation Mondiale de la Santé estime qu’un taux de 50% de la

population Mondiale fait appel aux médecines traditionnelles(OMS ;2002).

OMS encourage les programmes de recherche portant sur 1’identification et la
culture des plantes médicinales ainsi que [’évaluation de la qualité¢ et de
I’efficacité de ces remedes par des techniques scientifiques modernes.

Dans ce domaine, I’ Algérie recele d’ importantes potentialités en matiere de
plantes aromatiques et médicinales et ce en raison de la diversité de son climat et
de la nature de ses sols.

Dans les régions du Sud de I’AlgérieBiskra ,Tamanrasset et Béchar,,
certaines plantes médicinales couvrent a perte de vue les régions steppiques. Les
gains que pourraient procurer la valorisation de ces plantes sont énormes mais
leur industrielle n’a pas été entreprise jusqu’a présent (Muthu et al ;2006) .

Pourtant, I’industrie pharmaceutique est a la recherche de composés
biologiques intéressants, extraits a partir de ces plantes et notamment les huiles
essentielles, qui pourraient compléter ou remplacer les produits chimiques déja
utilisés(Fournier,1977 et Leclec,1983).

Parmi les plantes aromatiques douées de propriétés curatives
potentiellement intéressantes qui occupent une grande place en Algérie, on peut
citer, le Romarin (Rosmarinusofficinalis L)lal.avande (Lavandulaspicata),
lethym wvulgaire Thymus vulgaris L, laMenthepoivrée (Menthapiperita L),
I'Origan commun (Origanumvulgare), 1'Anisvert (Pimpinellaanisum) et
I'Armoise blanche (Artemisia herba alba). Cette derniere est utilisée contre de
nombreuses pathologies: aménorrhées (retard du cycle menstruel), syndromes
neurologiques, troubles hépatiques et gastriques et certains empoisonnement
(Fournier, 1977 et Leclec, 1983).

Toutefois, peu de travaux scientifiques en Algérie sont consacrés a 1’étude
des propriétés biologiques de I’Armoise blanchea partir d’extraits des différents

organes.



Introduction

Pour cela, nous nous sommes propos¢ de contribuer a la connaissance de
certaines de ces propriétés en €tudiant en particulier les aptitudes de cette plante
a inhiber la croissance de quelques germes pathogeénes. Pour cela, nous avons
focalis¢é notre étude sur I’activité antimicrobienne des huiles essentielles
extraites des parties aériennes de I’ Armoise provenant de la région de Djelfa.

Ainsi ce manuscrit s’articule autour de deux parties :

La premiere partie présentera une synthése bibliographique sur les
généralités de [’Artemisiaherba alba, sur les Bacilles a Gram négatif et Cocci a
Gram positif et surlutte des plantes médicinales contre les bactéries pathogenes

Dans la seconde partie, nous détaillerons I’outil méthodologique utilisé :

v" Extraction des huiles essentielles par la méthode Clevenger

v" Isolement et identification des bactéries d’origine clinique

v' Et évaluation de 1’activité antibactérienne vis a vis des souches
bactériennes isolées cliniquement

Et on exposera nos résultats de notre travail et leur Discussion.
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Artémisia herba alba:

I-1 Répartition géographique :

L’espece Artémisia herba albaest un arbuste médicinal et aromatique spontané qui
pousse dans les zones arides du Bassin méditerranéen, s'étendant dans le nord-ouest
Himalaya. Cette plante est abondante dans la péninsule ibérique et atteint plus grande
population dans le centre de 1'Espagne qui s'étend sur 1'est, le sud et le sud Espagne (Abou el
Hamed et al.,2010).

L’ Artémisia herba alba affectionne les climats secs et chauds et forme des peuplements

importants dans les zones désertiques (Laghouat, Ghardaia, Bechar,...). Elle est tres

répandue sur les Hauts plateaux (Trabut., 1988), et dans le Sahara septentrional, se
raréfiant plus au sud ; Hoggar et Tassili (Baba Aissa., 2000), qui occupent un espace de

I’ordre de 9% (6 millions d’hectares) de la superficie totale de 1’ Algérie, caractérisé par

un climat semi aride (Trabut.,1988).

I-2-Classification botanique :

Le genre Artémisia est représenté par 4 espéces dont trois se localisent dans le
Sahara: Artémisia-compretis L, Artémisia herba alba et Artémisia judaica L, alors que la
quatrieme espéce Artémisia arborescence se retrouve généralement dans le Nord dupays.

Guignarard (1998), a classé /’Artémisia herba alba :

Régne :Planteae

Embranchement : Spermatophytes

Sous embranchement : Angiospermes

Classe: Dicotylédones

Sous classe :Astéridaea .

Ordre : Astérales.

Famille : Composées ou Astéracees

Sous famille : Radiées
Tribu :Anthemidea

Genre : Artémisia

Espéce : Artémisia herba alba Asso.

L’Armoise blanche est aussi appelée Absinthe ou Armoise (Bielle., 1935) . Elle est
connue en Algérie sous les noms de: Chih, Ifsi, Zezzare, Izri et armoise (Quezel et Santa.,
1963).

Quezel et al (1994) ont attribué une nouvelle nomination a I'Armoiseblanche:

Artémisia inculta.
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I-3 Description botanique :

A.herba alba Asso, est une plante ligneuse, se présentant sous forme de buissons blancs
laineux de 30 a 80 cm de hauteur (Barel et Ramendo., 1980). Elle pousse généralement en
touffes de tailles réduites fragmentées par le piétinement des animaux et 1’action érosive du
vent (Aidoud., 1983).

La tige porte des expansions latérales des rameaux et des feuilles. Les feuilles sont de
taille trés réduite de 3 a 5 folioles par feuille, elles sont blanches, laineuses, courtes et
généralement pubescentes argentées (Quezel et Santa., 1963) (Figure 1).

Les fleurs sont jaunes groupées en capitules. Le fruit est un akéne indéhiscent ne

contenant qu'une seule graine.

=5 . - . r; ¥ . = ?:E* i
Figure 1: Photo originale d une touffe d ‘Artémisia herba alba.(dans la
région de Djelfa

I-4-Caractéristiques écologiques :

A.herba alba constitue en général un ourlet autour de la zone alfati¢re et sa colonisation
commence la ou s’écoulent les eaux de ruissellement dans les ravineaux de pluie (Killian.,
1948).

Les conditions écologiques de I’ Armoise sont les suivantes (Aidoud., 1983 et Djibaili.,
1984):

- La plante d'4.herba alba est adaptée a la sécheresse. Cette adaptation se traduit par le
polymorphisme des feuilles dont la taille est trés variable. De plus, une organisation spéciale
lui permet de limiter au maximum latranspiration.(Quezel et Santa ,1963

- Bioclimat : principalement aride frais et semi-aridefrais.

4



Chapitre I: Artemisia herba alba

- Pluviosité : comprise entre 100 et 300 mm, en moyenne elle est égale a 220mm
- Altitude : comprise entre 400 et 1300 m moyenne, elle est égale a1000
- Les sols se caractérisent par une diminution essentielle du taux de sable en corrélation

avec une augmentation de limons etd’argiles.(Trabut,1988).

I-5-Composition chimique :

Les études entreprises jusqu’a présent sur A.herba alba sont surtout d’ordre chimio-
taxonomique. Elles concernent principalement la composition chimique des huiles
essentielles. L'élucidation de la structure des lactones sesqui-terpéniques et des flavonoides
qu'elle contient a été utilisée en vue d'une classificationbotanique.

Benjilali et al (1980), ont réalis¢ une ¢tude qualitative par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la Spectrophotométrie de masse (CPG/SM) de 48 échantillons d’4.herba
alba provenant de 48 régions différentes du Maroc. Ils ont identifiés 16 composés
terpéniques et 3 composés cétoniques : o-thuyone, B-thuyone et camphre. Les cétones
représentant 60 a 80 % de I’huile essentielle. Leurs proportions relatives ont permis de classer
les différentes peuplements étudiés en quatre chémotypes : a-thuyone, B-thuyone, camphre et

a-thuyone-camphre (tableau 1).

Tableau 1 : Constituants majeurs de quatre chemotypes d’Artemisia herba alba

(Benjilali et al ; 1986).

Chemotypes a Composition en %
o-thuyone 54282 %
—thuyone 432373 %

Camphre 52 %

o—Thuyone-camphre o—Thuyone : 25,7 4 36,8%

camphre : 34255 %

Par la suite Benjilali et a/ (1982), ont étudi¢ avec la méme technique, 100 échantillons
d’A.herba alba récoltée sur tout le territoire Marocain a des périodes de récolte différentes de
I’année. Ils ont décrit 7 chémotypes caractérisés chacun par un ou deux composés majoritaires

(tableau 2).
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Tableau 2 : Constituants majeurs de sept chemotypes d’Artemisia heba alba (Benjilali

et al., 1982).

Chemotypes a Composition en %
o—Thuyone 54a82%
B—Thuyone 43373 %
Camphre 52 %

o—Thuyone-camphre o-Thuyone : 25,7 2 36,8%
camphre : 34255 %
L'Acétate de chrysanthényle 38270 %
o—Thuyone-B—Thuyone 28434 %
Davanone 27233 %

Segal et al (1987) ont étudié par la suite la composition chimique des huiles
essentielles des feuilles et des tiges de 5 peuplements d’A.herba alba récoltés a des périodes
différentes pendant 3 années consécutives dans le sud de la Palestine par CPG/SM et ont
défini cinq nouveaux chemotypes: un type a cinéol-1,8, un type a monoterpenes irréguliers,
un type a bornane, un type aux dérivés du pinane et un type a a et B-thuyone déja décrit par

Benjilali ef al (1982) (Tableau 3):

I-6-Utilisation d’Artémisia herba alba :

Le pouvoir antiseptique, antibactérien, antifongique ou antiparasitaire d 'Artemisia herba
alba et de ses huiles essentielles leur a conféré une application dans de nombreux domaines
en thérapeutique, en industrie agro-alimentaire et en cosmétologie (Kurita et Koike., 1982,

Banquour., 1984 et Lattaoui.,1989).

I-6-1-Dans le domaine thérapeutique :

A.herba alba est utilisée en médecine traditionnelle depuis l'antiquité. Ses propriétés
emmeénagogues incitent les femmes a 1’utiliser pour provoquer les régles en cas de retards ou
d'aménorrhées, elle est donc contre indiquée chez la femme enceinte. En Chine, elle est

utilisée pour régulariser le cycle menstruel et stopper leurs douleurs (Fournier., 1977).



Tableau 3 ; Composition chimique de I’huile essentielle d’Artémisia herba alba, (Segal

et al., 1987).
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Hydrocarbures mono-terpéniques

Hydrocarbures ses-qui-terpéniques

Santalina tri¢ne
Artémisia- triéne (SM)
a-thuyene (SM, TR)
f-thuyene (SM,TR)
camphene (SM, IR,TR)
P-cymeéne (SM, IR, TR)
Myrcene (SM, IR)
a-phellandréne (SM,TR)
o-pinéne (SM,TR)
B-pinéne

sabinéne (SM, IR, TR)
o-terpinéne (SM, TR)
y-terpinéne (SM, TR)
tricycléne (SM, TR)

Allo-aromadedréne (SM,IR)
§-cadinene (SM,TR)
B-caryophylléne (SM,TR)
a-copaéne (SM,TR)
o-muuroléne(SM)
o-muuroléne(SM)

y-muuroléne(SM)

Alcools et Esters

Esters

Alcool amylique (SM)
Artemisia alcool (SM)
Santolina alcool (SM)
Yomogi alcool (SM)
Bornéol (SM, IR, TR)
P-cymen-7-ol (SM)
Linalool (SM, TR)
Nérolidol (SM, TR)
Trans-pinocarvéol (SM, TR)
Isopinocarvéol (SM, TR)
Terpin-len-4-ol (SM, IR,TR)
Trans-thujan-4-ol (SM)
Ether

1,8-Cinéol

Acétate de bornyle (SM, IR, TR)
Acétate de chrysanthényle (SM, IR, TR)
Acétate de terpényle (SM, TR)
Acétate de sabinyle (SM)

Acétate de santolinyle (SM)
Acétate de myrtényle (SM)
Vinyl-2-pentenyl-4-acétate (SM)
Triméthyl-1, 1,4-0x0-3- (SM)
3-hexen -4-yl acétate (SM)
Méthyl-5-méthyliden-2-vinyl-(SM)
Lyratyl propionate(SM)

(Z)-lyratyl acétate(SM)

(E)-lyratyl acetate(SM)
Hydroxyl-3-triméthyl-1, 1, 4- (SM)

Aldéhydes et cétones

Divers

Camphre (SM, IR, TR)
Carvone (SM)
Carvotanacétone (SM)
Chrysanthénone (SM, IR,TR)
Cuminaldéhyde (SM, IR, TR)
Davanone (SM, TR)
Filifolone (SM, TR)
Isocamphénone (SM)
Isophorone (SM)
Cis-jasmone (SM)

Cis-méthyl-5-vinyl-5tétrahydrofuryl-2-méthyl cétone

(SM, IR)

Trans-méthyl-5-vinyl-5-tétrahydrofuryl-2-méthyl
cétone (SM, IR)

Myrténal (SM)

Nordavanone (SM, IR)

Pinocarvone (SM)

Pipéritone (SM, IR)

a-thuyone (SM, IR, TR)

B-thuyone (SM, IR, TR)

verbénone (SM)

Méthyl-2-vinyl-2-tétrahydrofuryl-5-2-triméthyl-2,6,6-

dihydro-2,6-pyrone-3 (SM)

Methyl-4-hexen-5-olide (SM, IR)
Methyl-pentén-2-olide (SM, IR)
Oxyde de caryophyllene (SM,TR)




Chapitre I: Artemisia herba alba

Elle est aussi vermifuge d'ou son utilisation contre les parasitoses intestinales et les
troubles digestifs (Belaiche., 1979)

Ses propriétés toxiques et antispasmodiques la recommande dans les syndromes
neurologiques et psychiatriques: (hypotension, syncope, épilepsie, dyspepsies), dans les
affections du foie et de la vésicule biliaire (Leclec., 1983). Elle peut étre employée comme
apéritif, diurétique, stimulant de la digestion car elle est douée d'une propriété stomachique.
En Chine, dans plusieurs pays Européens et en Algérie, elle est employée en usage externe
dans le traitement des rhumatismes, de la goutte, des aphtes, des mycoses et contre les piqires
d'insectes et de scorpions (Baba Aissa.,1991).

Toutefois, elle doit étre utilisée avec beaucoup de prudence et a des faibles doses car des
doses trop élevées peuvent causer des intoxications trés graves voir mortelles (caractérisées
par une hépato-néphrite a prédominance rénale accompagnée de phénomenes convulsifs)

causé€s par certains composé€s cétoniques, o-thuyone, B-thuyone et camphre (Valnet., 1984)

I-6-2 Dans le domaine alimentaire:

Par ses caractéres organoleptiques, Artemisia herba alba peut étre utilisée pour
aromatiser certaines boissons comme le café et le thé¢ dans le Sud des pays du Maghreb.
Toutefois, son emploi reste tout de méme limité a cause de la toxicité des a et B thuyones
contenus dans les huiles essentielles (Aghaei et al., 2011, Zouari et al., 2010, Houari et

Ferchichi., 2009).

I-6-3 Dans le domaine cosmétique:

En parfumerie, les huiles essentielles de [’Artemisia herba alba sont utilisées pour leur
pouvoir antiseptique et aromatique. Elles servent a augmenter la durée de conservation des
produits cosmétiques tout en leur assurant une odeur agréable (Beylier-Manuel., 1976).

Aussi, Pactivité des huiles essentielles associées a celle d’autres agents antimicrobiens
représente un terrain d’investigation intéressant pour la conservation des produits cosmétiques

(Bouhlal et al., 1989).
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I1-1-Bacilles a Gram négatif

Les bacilles a Gram négatif, fréquemment isolées des laboratoires de bactériologie,
occupent une place importante en pathologie humaine. Généralement, on les divise en deux
grands groupes : les entérobactéries et les bacilles & Gram négatif non fermentaires (Liassine,
2000).

Les entérobactéries sont responsables de nombreuses infections communautaires et
infections nosocomiales notamment les infections urinaires, les gastro-entérites sévéres, les
infections respiratoires...etc. Les bacilles a Gram négatif non fermentaires (Pseudomonas sp,
Acinetobacter ssp...etc), quant a eux, sont a I’origine des infections nosocomiales diverses
notamment chez les immunodéprimés (VIH, leucémiques, cancéreux, greffés...)(Gueye,

2007).

I1I-1-1- Entérobactéries

Les entérobactéries constituent un grand groupe de bactéries ayant une forte similitude.
La création de ce groupe a été proposée par Rahn en 1937 qu'il dénomma enterobacteriaceae
et dans lequel il rassembla les genres bactériens déja décrits (tels que Escherichia,
Salmonella, Klebsiella, Shigella) dans le genre unique Enterobacter. Les entérobactéries sont
des FEubactéries, appartiennent a la division des Proteobacteria, la classe des
Gammaproteobacteria, a I’ordre des Enterobacteriales et a la famille des Enterobacteriaceae.

44 genres sont regroupés en cinq tribus, d’aprés leurs propriétés fermentatives:
Escherichiae, Klebsielleae, Proteae, Yersiniae et Erwiniae (Larpent, 2000). Les genres les
plus communément isolés en bactériologie clinique sont: Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia,Salmonella, Serratia,

Shigella et Yersinia (Morice, 2003).

A- Escherichia coli

Isolée pour la premicre fois par Escherich en 1885, Escherichia coli est l'espece
bactérienne qui a €té la plus étudiée par les fondamentalistes pour des travaux de physiologie
et de génétique (Avril et al., 2000). Elle représente 1’espéce type de genre Escherichia.
Appelée communément « colibacille » cette espece possede des caractéres biochimiques
particuliers permettant de la différencier des especes voisines. La production d’indole a partir
de tryptophane, I’absence d’utilisation du citrate comme source de carbone et 1’absence de

production d’acétone (réaction de Voges- Proskauer négative) (Joly et Reynaud, 2007).
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Escherichia coli se retrouve en abondance dans la flore commensale humaine, en
particulier dans le tube digestif de I’homme qu’elle colonise dés les premicres heures de la
naissance. Elle constitue 1’espéce dominante de la flore aérobie anaéro-tolérante (Ahoyo et
al., 2007; Bonacorsi et al., 2001).

Les colibacilles, hotes normaux de l'intestin, ne provoquent normalement pas de
maladie. Cependant ils possedent un potentiel pathogéne qu'ils expriment dans certaines

circonstances (pathogenes opportunistes) (CHU-PS, 2003).

B- Shigella

Nommé Shigella en I'honneur du bactériologiste japonais Kiyoshi SHIGA qui a
découvert le bacille de la dysenterie en 1897 (Dufour, 2005). Les Shigella sont des
entérobactéries immobiles extrémement proches d’Escherichia coli mais qui ne fermentent
pas le lactose. Elles n’ont pas d’uréase et ne produisent pas de gaz. (CHUPS, 2003). Ce sont
des parasites intestinaux rencontrés seulement chez I'homme, qui les élimine par ses selles et
les disperse dans le milieu extérieur (sol, eau) ou elles ne survivent pas longtemps (Peiffer,
2000).

11 existe 4 espéces, Shigella dysenteriae responsable de la dysenterie bacillaire, Shigella
flexneri, Shigella boydi et Shigella sonnei. Ces bactéries envahissent la muqueuse colique,
déclenchant des entérites inflammatoires fébriles dans le monde entier. La gravité de cette
infection est liée a la déshydratation qu’elle provoque, nécessitant une antibiothérapie et une

réhydratation d’urgence (Berche, 2003).

C- Salmonella

Kauffmann, le pionnier de 1’analyse du genre Sa/monella, avait individualisé sur la base
de tests phénotypiques et de tests sérotypiques plusieurs sous-genres et de trés nombreuses
especes de Salmonella (par exemple, Salmonella typhi, espéce responsable de la fievre
typhoide) (Weill, 2009). Depuis 2005, une nouvelle nomenclature est en vigueur sur le plan
international (Tindall et al., 2005). Elle a révélé la présence de deux especes dans le genre
Salmonella (S. enterica, espéce majoritaire et S. bongori, espece rare). S. enterica est elle-
méme subdivisée en six sous-especes. L’espece bongori et les différentes sous espeéces
d’enterica sont ensuite subdivisées sur la base du sérotypage en de trés nombreux sérotypes.
A ce jour, plus de 2500 sérotypes (ou sérovars) sont décrits (Popoff, 2001).

Le réservoir des bactéries du genre Salmonella est principalement le tube digestif des

vertébrés. De trés nombreuses especes animales hébergent ces agents pathogénes (volailles,

10
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bovins, porcs, poissons, reptiles,....). La sous-espéce enterica est plutdt adaptée aux animaux

a sang chaud et a I’homme (Weill, 2009).

D- Entérobactéries opportunistes

D.1- Groupe des K.E.S

Dans le groupe Klebsiella - Enterobacter - Serratia, dit K.E.S., sont rassemblées des
Enterobacteriaceae qui ont en commun les caractéres suivants:
- La réaction de Voges-Proskauer (VP) est généralement positive;
- Bactéries pathogenes opportunistes;

- Multi résistance aux antibiotiques (Avril et al., 2000).

a- Klebsiella

Les Klebsiella sont des bactéries immobiles, en diplobacilles, généralement capsulées
(Delarras, 2007) et fermentent de nombreux sucres avec production de gaz, mais elles ne
sont pas protéolytiques (Fauchére et Avril, 2002). Sur milieu gélosé, les colonies sont
caractéristiques: elles sont volumineuses, bombées, brillantes et trés visqueuses a cause de la
capsule. (Fauchére et Avril, 2002).

Le genre Klebsiella comporte actuellement cinq especes K. pneumoniae comportant 3
sous especes: K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozanae et
K.pneumoniae subsp. Rhinoscleromatis ; Klebsiella oxytoca ; Klebsiella ornithinolytica ;
Klebsiella terrigena et Klebsiella planticola (Farah et Boutefnouchet, 2007).

L’espece type est Klebsiella pneumoniae, germe trés répandu dans la nature (sol et eau),
saprophyte des voies respiratoires supérieures et il est 1’agent des surinfections respiratoires
(Lamnaouer, 2002). Klebsiella pneumoniae est un pathogeéne a fort potentiel épidémique

fréquemment impliqué dans des infections séveres.

b- Enterobacter:

Les Enterobacter sont des bacilles a Gram négatif généralement mobiles, fermentent ou
non le lactose et ils ont une B-galactosidase (Fauchére et Avril, 2002).
Différentes especes constituent ce genre. Certains n’ont jamais été associés a des infections
humaines. Les espéces les plus souvent isolés incluent Enterobacter cloacae et Enterobacter
aerogenes, suivie par Enterobacter sakazakii. Les espéces du genre Enterobacter, en
particulier Enterobacter cloacae et Enterobacter aerogenes, sont des pathogenes responsables

d'infections nosocomiales diverses, y compris la bactériémie, les infections des voies
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respiratoires et urinaires, l'endocardite, les infections intraabdominales et ophtalmiques,

l'arthrite septique et les ostéomyélites (Fraser et al., 2010).

c- Serratia:

Toutes les Serratia possedent une gélatinase et une DNAse sauf (S. fonticola) (Denis et
Ploy, 2007). D’une manicre générale, les especes de ce genre sont isolées des plantes
(Iégumes, champignons, mousses), du tube digestif des rongeurs (40% des petits mammiferes
sauvages sont porteurs de Serratia spp.), des insectes, de I’eau et du sol (Euzéby, 2003). Le
genre Serratia comprend maintenant dix especes: Serratia marcescens, Serratia liquefaciens,
Serratia proteomaculans, Serratia grimesii, Serratia polmuthica, Serratia rubidaea, Serratia
odorifera, Serratia ficaria, Serratia fonticola, et Serratia entomophila (Sekhsokh et al.,

2007).

D-2- Groupe des Proteae:

La tribu des Proteae ou groupe Proteus- Morganella- Providencia, appartient a la
famille des Enterobacteriaceae.

Les Proteus et Morganella hydrolysent rapidement 1’urée contrairement aux

Providencia qui ne posseédent pas d’uréase (Ambhis, 2004).

a-Proteus:

Les Proteus spp. sont des bacilles a Gram négatif, généralement trés mobiles,
polymorphes, mesurant de 0,4 a 0,8 um de diamétre sur 1,0 pum a 80 pm de longueur. Les
especes du genre Proteus sont largement répandues dans la nature et elles sont isolées du sol,
de I’eau, de I’intestin de ’homme et de nombreuses especes animales. Actuellement, le genre
Proteus rassemble cinq espéces (Lamnaouer, 2002) dont 3 espéces importantes pour
I’homme, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris et Proteus penneri (Goubau et Pellegrims,
2000).

Proteus mirabilis est ’espece la plus fréquemment isolée de prélévements cliniques.
(Lamnaouer, 2002). Apres Escherichia coli, elle est la bactérie la plus souvent isolée des

urines et elle est a 1’origine aussi d’infections nosocomiales (Mahrouki et al., 2009).
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I1-1-2-Bacilles a gram négatif non fermentaires

II-1-2-1-Genre Pseudomonas sp A-Taxonomie

Palleroni qui a classé les espeéces de Pseudomonas en 5 groupes génomiques ; les
Pseudomonas vrais appartenant au groupe I (Martin, 2007).

Le genre Pseudomonas a hébergé un nombre croissant d’espéces par manque de
caracteéres phénotypiques spécifiques, puis a été restreint & une cinquantaine d’espéces apres
I’apport des travaux génétiques (Martin, 2007). Le genre Pseudomonas est classé dans la
famille des Pseudomonadaceae, 1’ordre des Pseudomonadales, la classe des
Gammaprotobacteria, division des Proteobacteria, embranchement des Procaryotes et régne

des bacteria (Garrity et al., 2010).

B- Habitat

Ces bactéries occupent des niches écologiques variées, mais se retrouvent plus
particulicrement dans les milieux humides tels que les eaux douces, les eaux de mer et les
eaux thermales. Elles se retrouvent en plus petite quantité dans les eaux riches en maticres
organiques (en particulier les eaux stagnantes). Elles sont considérées comme une flore
commensale chez 'homme ou l'animal. Certaines jouent un réle pathogene dont Pseudomonas

syringae chez les plantes et Pseudomonas aeruginosa chez 'homme et 1'animal (Avril et al.,

2000).

C- Caracteres bactériologiques

Les Bacilles a Gram négatif, en forme de batonnets droits et fins de 1 a 3 pm de long ;
0,5 a 1 um de large, mobiles par une ciliature polaire, non sporulés. Parfois entourés d'une
pseudocapsule qui peut jouer un réle important dans la pathogénicité de ces bactéries. La
culture est facile sur milieu complexe avec ou sans production de pigment, la température de
croissance variée de 4 a 45°C selon les especes, P. aeruginosa peut étre cultivée a 41°C mais
pas a 4°C. Ces souches sont capables de cultiver sur des milieux minéraux synthétiques avec
une source simple de carbone : acétate, pyruvate et des milieux sélectifs a base de Cétrimide
que l'on peut additionner d'antibiotique (acide nalidixique) (Avril et al., 2000).

P. aeruginosa comprend c’est une espece fluorescente produisant des pigments
spécifiques. Les deux pigments les plus fréquents et caractéristiques sont la pyocyanine et la

pyoverdine qui sont solubles dans les milieux de culture (Martin, 2007).
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D- Pouvoir pathogéne et Virulence

Les Pseudomonas sont Peu virulent pour l'individu normal, par contre ils sont
considérés comme des agents infectieux redoutables lorsque les défenses immunitaires du
sujet sont altérées. P. aeruginosa est 'exemple type de la bactérie pathogéne opportuniste. Les
malades particuliérement sensibles sont les nourrissons, les personnes agées, les sujets atteints
d'affections graves, chroniques, métaboliques (diabéte) mais surtout hématologiques ou
cancéreuses. Chez les briilés, cette infection est 1'une des causes majeures de mortalité (Avril
et al., 2000).

Les toxines ¢élaborées et les composés de la paroi des espéces de genre Pseudomonas
sont considérés comme des facteurs essentiels de la virulence. En dehors des pigments, elle
¢labore des protéines et des substances toxiques. On distingue principalement : une
hémolysine thermostable, des exo-enzymes (protéases, phospholipases) et des toxines

protéiques (exotoxine, entérotoxine) (Garrity et al, 2010).

I1I-1-2-2- Genre Acinetobacter ssp

A- Taxonomie

La désignation actuelle du genre, Acinetobacter (du Grecque [Akinetos] qui veut dire
non mobile), a été initialement proposée par Brisou et Prévot en 1954. En 1968 le genre
Acinetobacter a ¢été répertorié, avec la description d'une seule espéce, Acinetobacter
calcoaceticus (La souche type pour le genre et I'espéce est 4. calcoaceticus ATCC 23055).
Dans la “Approved List of Bacterial Names”, en revanche, deux especes différentes, A.
calcoaceticus et A. lwolffii, ont été incluses, basé sur le fait que certains Acinetobacter peuvent

acidifier le glucose tandis que d'autres non (Peleg et al., 2008).

B- Habitat

Acinetobacter ssp est un germe ubiquitaire retrouvé dans les sols, 1’eau potable, les eaux
de surface ainsi que dans diverses denrées alimentaires. On estime que jusqu’a 25% de la
population est porteur d’Acinetobacter ssp (Siegrist, 2000).

Des souches d’Acinetobacter ssp sont fréquemment isolées des eaux usées et des boues
activées des stations d'épuration. Elles sont capables de stocker les phosphates sous forme de
polyphosphates, mais leur role en tant qu'agent biologique d'élimination des phosphates a
certainement été surestimé (Lambert, 2007).

Chez I'homme et les animaux, les Acinetobacter ssp font partie de la flore cutanée

normale. Ces bactéries sont isolées de la bouche, de la gorge, de la trachée, du nez, de la
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conjonctive. D'une manicre globale, 1’espece pathogeéne ou saprophyte la plus fréquemment
isolée est Acinetobacter baumannii (Euzéby, 2010). On les isole aussi de matériels divers :
cathéters, appareils de ventilation assistée, cuvettes (Joly-Guillou et Bergogne-Bérézin,
20006).

Acinetobacter baumannii est I’agent fréquent de colonisation cutanée et muqueuse chez
les patients hospitalises en unités de soins intensifs. Cette bactérie est aussi responsable
d’infection nosocomiales qui concerne essentiellement I’arbre respiratoire, I’appareil urinaire,
les plaies, et peuvent évoluer vers une bactériémie. D’autres manifestations cliniques ont été
observées : pleurésies, péritonites chez les dialysés, méningite, etc. ces infections se
manifestent souvent par bouffées épidémiques et sont dues a des souches multi résistantes

(Lambert, 2007).

C- Caracteres bactériologiques

Ce sont des coccobacilles, courts, a Gram négatif, non sporulées, parfois capsulés,
immobiles (mais pouvant présenter une mobilité par saccade résultant de la présence de
fimbriae polaires) (Peleg et al., 2008).

L’isolement des souches en milieu solide peut étre obtenu aprés incubation a
température comprise entre 30 et 37°C sur des milieux conventionnels (gélose au sang, gélose
trypticase soja, etc.) et sur les milieux dédiés aux bacilles a Gram négatif comme la gélose
Mac Conkey ou la gélose de Drigalski, a I’exception de 1’Acinetobacter baumannii qui se
caractérise par sa température de croissance entre 15°C et 44°C, critére essentiel dans le
diagnostic différentiel avec les autres especes. Les colonies apparaissent en générale lactose
négatif sur les milieux lactosés (Lambert, 2007).

Ce sont des aérobies stricts, catalase (+), oxydase (-), prototrophes, (Avril et al., 2000).

IIs ne réduisent généralement pas les nitrates en nitrites en milieu complexe.

D- Pouvoir pathogéne

L’incidence des infections a 4. baumannii a considérablement augmentée durant les 20
derniéres années. En particulier dans les unités de soins intensifs et de chirurgie, des services
ou le risque de colonisation et d’infection est important, vu le terrain particulier des patients et
la fréquence des manceuvres invasives (Giamarellou et al., 2008).

Acinetobacter ssp est responsable d'infections urinaires chez les malades sondés et peut
étre isol¢ aussi lors de pleurésies, de pneumonies, et dans les crachats et aspirations de

malades de réanimation, de conjonctivites, de sinusites, de suppurations cutanées,
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d'ulcérations intestinales, bactériémie ou une septicémie vraie, de péricardites et de
méningites graves chez des malades agés, fragilisés par une intervention chirurgicale majeure
(Avril et al., 2000).

I1-2- Cocci a Gram positif

I1-2-1- Staphylococcus aureus

A-Taxonomie

La classification du genre Staphylococcus a subi plusieurs remaniements successifs qui
repose sur 1’analyse des séquences des génes codant pour I’ARN ribosomal (ARNr) 16S et on
reconnait actuellement 45 especes et sous especes de staphylocoques, que 1’on peut identifier
grace a leurs différents caractéres phénotypiques (réactions biochimiques, structure de la
paroi) et génotypiques (polymorphisme de restriction, ribotypage et autres), ce dernier étant le
plus souvent réservé aux études épidémiologiques. Dix-sept de ces especes sont retrouves
chez I’homme (Garrity et al., 2002), d’autres sont présentes chez les animaux ou dans les
aliments.

Parmi celles retrouvées chez I’homme, trois espéces occupent une place privilégiée
essentiellement dans la pathologie humaine: S. aureus, S. epidermidis et S. saprophyticus, les

autres sont rarement impliquées (Avril et al., 2003).

B- Habitat

Les staphylocoques sont des pathogénes humains, fréquents, polyvalents et importants
(Spicer, 2003). Ces bactéries survivent et proliférent du fait de leur particuliére résistance aux
conditions hostiles de I’environnement, tels que la dessiccation (ils survivent plusieurs mois
dans des produits pathologiques desséchés), aux variations de température (ils résistent 2 h a
55° C, voire 1 h a 60° C), au choc osmotique (salinité de 1’eau) et résistent encore mieux en
milieux albumineux.

Ces caracteres ubiquitaires et saprophytiques expliquent que ces germes soient aussi des
commensaux, occasionnels ou permanents de la peau et des muqueuses de ’homme et des
animaux qui semblent constituer le principal réservoir de ces germes, secondairement
localisés dans la nature, vraisesmblablement par les squames et les poils (Breche et al., 1998 ;
Eyquem et al., 1998).

Les staphylocoques, en particulier les especes S. aureus et S. epidermidis, font partie de
la flore normale de nombreux individus qui sont des «porteurs asymptomatiques». Environ

50% des sujets normaux sont porteurs de S. aureus: porteurs persistants, porteurs occasionnels
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ou transitoires. Ils sont retrouvés particuliecrement dans I’oropharynx, les fosses nasales
antérieures qui paraissent étre son gite essentiel (S. aureus 30-40%, S. epidermidis 30-100%)
et au niveau des régions cutanées chaudes (creux axillaire) et humides (périnée, aisselles.

(Avril et al., 2003 ; Fauchere et Avril, 2002 ; Nauciel ,2005).

C-Caracteéres bactériologiques

Les staphylocoques sont des cocci & Gram positif de forme sphérique de 0,5 a 1,5u de
diametre ils sont immobiles, non sporulés. (Couture ,1990 ; Le Minor et Veron ,1990).

Sur les cultures en milieu solide, ils se disposent en amas irréguliers polyédriques,
évoquant l'aspect caractéristique de "grappes de raisin"(Fasquelle ,1974 ; Fasquelle, 1974 ;
Ferron, 1984). Alors qu'en milieu liquide, ils sont souvent isolés, en diplocoques, en tétrades
ou en tres courtes chainettes (en générale de 3 a 5 éléments) (Le Minor et Veron, 1990).

Les staphylocoques sont aérobies anaérobies facultatifs (quelques souches exigent le
CO2 pour croitre), et croissent bien sur les milieux usuels simples, de méme que sur la plupart
des milieux qui favorisent la croissance des bactéries a Gram positif.

En bouillon, la culture est rapide, en quelques heures un trouble homogéne puis un
dépot sont observés, il n'y a pas de production de pigment en milieu liquide (Kloos et
Shleifer, 1975). Apres culture de 24 heures sur gélose au sang, les colonies qu'ils produisent
sont de plus grand diameétre que celles produites sur gélose nutritif. Ainsi, une pigmentation
peut étre observée ou la couleur varie selon l'espéce, le caractére pigmentaire n'est donc pas
propre a l'espece (Couture, 1990).

Le milieu de Chapman est particuliérement utilisé, c¢’est un milieu sélectif, il permet a la
fois d'isoler le staphylocoque a partir d'un prélévement contenant un mélange de germes et
nous oriente vers un S. aureus ou un S. epidermidis (Couture ,1990 ; Fasquelle , 1974 ; Le
Minor et Veron ,1990).

les S. aureus produisent une catalase mais pas d’oxydase. Ils réduisent le téllurite de
potassium et les nitrates en nitrites, et produisent de ’ammoniaque a partir de I’arginine
(Fasquelle, 1974 ; Le Minor et Veron, 1990)

IIs produisent de I'hémolyse béta (Couture, 1990). Les S. aureus posseédent également
un équipement enzymatique leur permettant de métaboliser de nombreux et divers substrats

glucidiques, protéiques et lipidiques (Ferron, 1984)
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Chapitre II : Bacilles 8 Gram négatif et Cocci a Gram positif

D- Pouvoir pathogéne

Le Staphylococcus aureus est une bactérie ubiquitaire que I’on trouve fréquemment sur
la peau et dans les narines de ’homme. Il est a la fois un germe commensale et un agent
pathogéne majeur de I’homme, impliqué dans des pathologies variées dont 1 a 5% des
infections communautaires et jusqu’a 30% des infections acquises en milieu hospitalier
(Infections nosocomiales). Les infections a S. aureus sont trés polymorphes, allant d’atteintes
cutanées bénignes comme les furoncles ou les panaris a des pathologies mettant en jeu le
pronostic vital comme les septicémies, les endocardites, les pneumopathies et les infections du
systtme nerveux central. C’est 'un des principaux agents étiologiques des infections
suppuratives superficielles et profondes ainsi que des syndromes liés a 1’action des toxines
(Lowy ,1998). Les principaux facteurs de risque d’infection sont le portage nasal et toute

rupture de la barrieére cutanéo-muqueuse favorisant la pénétration du germe.

I1-2-2- Enterococcus faecium

A-Taxonomie

En 1984, des expériences d'hybridation ADN-ADN et l'analyse des séquences des
ARNTr16S ont permis de montrer que les espéces Streptococcus faecium et S. faecalis étaient
suffisamment distinctes des autres streptocoques pour justifier leur transfert dans le genre
Enterococcus . A ce jour, 33 especes forment le genre Enterococcus (Beck et Downs, 1999).
Cependant, 1'évolution des techniques de taxonomie, ainsi que l'intérét grandissant pour ce
groupe de bactéries laisse augurer d'autres réarrangements possibles dans la phylogénie de ce

genre

B-Habitat
E. faecium fait partie de la flore commensale et se retrouvent notamment dans le tractus

digestif et génito-urinaire (dont urétre).

C-Caractéres bactériologiques

Les entérocoques sont des bactéries a Gram positif, non sporulantes qui se présentent
sous forme de coques isolés ou arrangés en paires ou en chainettes et dont le génome contient
un faible pourcentage en G+C (37,5 a 44 %). Ce sont des organismes anaérobies
aérotolérants, oxydase et catalase négatives.

Les entérocoques ont une température de croissance optimale de 35 °C bien que la

plupart des especes de ce genre peuvent croitre a des températures allant de 10 a 45 °C. IIs
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peuvent aussi croitre en présence de 6,5 % de NaCl, a pH 9,6, et ils survivent & un traitement
de 60 °C pendant 30 min (certaines exceptions existent quant a ces capacités). La plupart des
entérocoques appartiennent au groupe sérologique D de la classification de Lancefield
(Bumann et al.,, 2002). De par leur facult¢ a métaboliser les sucres en produisant
(majoritairement) de 1'acide lactique, les entérocoques appartiennent également au groupe des

bactéries lactiques.

D- Pouvoir pathogéne

E faecium actuellement est clairement identifi¢ comme une des causes majeures
d'infections nosocomiales. Il est responsable d’infections urinaires, de bactériémies et de
septicémies, d'endocardites et de suppurations diverses. Le caractere poly microbien des pus a
Entérocoques est fréquent. Il peut induire des bactériémies et des méningites chez le nouveau-

né (Oprea et al., 2004 ; Pancholi et Fischetti, 1992)

I1I-3- Antibiotiques

Les antibiotiques sont, par définition, « des produits microbiens, ou leurs dérivés,
capables de tuer les micro-organismes sensibles ou d’inhiber leur croissance » (Prescott et
al.1995). Leur action étant spécifique et dirigée contre les micro-organismes, ils ne sont pas
toxiques pour les cellules eucaryotes.

L’¢étendue de I’activité antibactérienne d’un antibiotique définit son spectre d’action.
Plus un antibiotique agit sur des especes bactériennes différentes, plus son spectre est large.
L’action des antibiotiques peut s’exercer sur des structures ou des mécanismes essentiels a la
croissance ou a la survie des bactéries. Ainsi, ceux qui inhibent la croissance bactérienne sont

qualifiés de «bactériostatiques» alors que ceux qui tuent les bactéries sont dits «bactéricidesy.

I1-3-1- Antibiotiques naturels et synthétiques

Les antibiotiques sont majoritairement représentés par des molécules d’origine naturelle
et leurs dérivés. Ils peuvent aussi étre d’origine synthétique ou semi-synthétique (Newman et
al., 2003; Singh et Barett, 2006). Les antibiotiques synthétiques sont obtenus, soit a partir de
dérivés totalement artificiels, soit en recréant des substances initialement extraites de
microorganismes.

Les antibiotiques semi-synthétiques sont issus de la modification, en laboratoire, de
substances produites par des micro-organismes. Les antibiotiques sont groupés par familles

ou classes en fonction de leurs propriétés structurales. Pratiquement toutes les classes
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d’antibiotiques ont été découvertes dans un « age d’or », qui s’est étendu de 1936 a 1962 (fig.

2).

Fhimy propanoid e Erminoglvons des Salslaamies ke Jhs e gleartinn
Tk sangetwqnn ool LS o e ] | P caphehmpanines
(g T 1N o
[AFHIHTICS KU R T T Lipancpiidss
U R Crsthreimpri-a e Siprezmithes Dapiniyite
13 1545 9ni - 1oa0 :""I!I.E =

1930 1940 1930 1960 1970 1980 1940

Dhanafiines
B aamne 42 | tnenon firids paidsagus
PoicBimes Tl - 1904
1921 154
wirapbne i-.J:-'l.l.:F'.-]"-l e Hetddastarinide e S opm b
1949 Ao ine cEpmebiaarey
e —— T3 - 14501 1423 1905

LAMYANSANcE
FORR- SEED

Figure 2: Chronologie de découverte des antibiotiques (Singh et Barrett, 2006)

La pénicilline, premier antibiotique a large spectre, isolé des champignons du genre
Penicillium sp, marque le début de I’ére antibiotique. Elle appartient a la classe des -
lactames. Sa découverte a ouvert la voie a I’identification de nombreuses autres classes
d’antibiotiques d’origine naturelle.

Il existe seulement trois classes d’antibiotiques synthétiques. La premicre classe est
représentée par les sulfamides (Laub, 1986). La seconde classe, les quinolones (ou fluor

quinolones), (Singh et Barrett, 2006).

I1-3-2- Cibles bactériennes des antibiotiques
Les cibles des antibiotiques sont impliquées dans les fonctions physiologiques ou

métaboliques de la bactérie (fig. 3).
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Inhibition de la synthese de la parod celulaire
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DHP : dihydroptéroate ; DHF : dihydrofolate ; THF : tétrahydrofolate
Figure 3 : Mode d’action des antibiotiques (Singh et Barrett, 2006)

Les antibiotiques peuvent inhiber la biosynthese des acides nucléiques (ADN et ARN),
interférer avec les voies métaboliques de synthése de I’ADN mais leurs cibles principales sont
la paroi cellulaire et les ribosomes bactériens (Tableau 4).

La complexit¢ des motifs structuraux et la grande variabilité des groupements
fonctionnels, qui entrent dans la constitution des antibiotiques, leur permettent d’établir des
interactions spécifiques avec leurs cibles bactériennes. Cette haute spécificité, associée a
I’exceptionnelle capacité¢ d’adaptation des bactéries, participe, entre autres facteurs, a la

sélection de bactéries résistantes aux antibiotiques.
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Tableau 4 : Mode d’action des principales classes d’antibiotiques

Classe

Origine

Mode d’action

Exemple

Structures chimiques
(Singh et Barrett,
2006)

Sulfamides

Synthétique

- Inhibent-la synthése de
I’acide folique

- Entrainent une
diminution de la
production

Sulfaméthoxazole

Ere

B- Lactames de la
lére génération

Penicillium
notatum

Inhibent-la synthése du
peptidoglycane par
blocage de la
transpeptidation

Pénicilline

LA

B- Lactames de la
2éme génération

Cephalosporum

Inhibent-la synthése du
peptidoglycane par
blocage de la
transpeptidation

Céphalosporine

Phénylpropanoide
$

Streptomyces
venezuelae

Se fixent sur ’ARN 23S
dela sous-unité 50S du
ribosome empéchant
1’¢longation du

peptide au cours de la
traduction

Chloramphénicol

Macrolides

Streptomyces
erythraeus

Se fixent sur ’ARN 23S
dela sous-unité 50S du
ribosome empéchant
I’¢élongation du peptide
au cours de la
traduction

Erythromycine

""._ A .!” -

Tétracyclines

Streptomyces

Bloquent-la traduction en
sefixant sur la sous-unité
30Sdu ribosome

Tétracycline

Aminoglycosides

Streptomyces ou
Micromonospor
a

Se fixent sur la sous-
unité 30Sdu ribosome et
bloquent enpartie la
traduction en engendrant
des erreurs delecture

Streptomycine

Quinolones et
fluoroquinolones

Synthétique

Inhibent-la gyrase
bactérienne

Ciprofloxacine
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CHAPITRE III : Activité biologique des plantes médicinales

ITI-1-Introduction

Les plantes sont des étres vivants qui utilisent la matiére minérale et 1’énergie du
soleil pour produire de la matiére organique. Ce processus permet a la plante de
synthétiser dans une premicre ¢étape des hydrates de carbones (les glucides)
(Bruneton, 2009; Dewick, 2011). Ces glucides de faibles poids moléculaires (oses)
sont utilisés pour la synthése de métabolites primaires nécessaires pour la survie. Il
s’agit de glucides complexes (I’amidon, la cellulose, les pectines ...), des acides
aminés (pour la synthése de protéines), et d’acides gras.

Ces métabolites primaires sont exploites par I’homme et les animaux pour leur
alimentation et apports énergétiques. Par ailleurs, I’homme les utilise également dans
le domaine médical pour la fabrication d’excipients tels les oses édulcorants, les
polysaccharides dans la fabrication des comprimes ou encore pour 1’obtention
d’émulsions et autres... Certains de ces métabolites secondaires servent aussi de
molécules thérapeutiques.

A partir des oses et des métabolites primaires, la plante synthétise une grande
variété de métabolites dits secondaires, plus complexes.

Aujourd’hui, plusieurs de ces phytomolécules ont déja été décrites mais un grand
nombre reste encore mal connu et non caractérisé. Ces composés constituent les
principes actifs des plantes médicinales exploités dans la médecine traditionnelle.

En se basant sur leurs structures chimiques, ces phytomolécules issues des
métabolites secondaires sont classées en quatre grands groupes chimiques : composés
phénoliques, alcaloides, terpeénes et autres constituants (dérivés simples des
métabolites primaires).

Ces métabolites secondaires possedent plusieurs activités biologiques dont des

activités antimicrobiennes et antioxydantes

III-2- Activités antimicrobiennes
I11-2-1- composés phénoliques
Les composés phénoliques regroupent un grand nombre de substances
chimiques qui possédent au moins un noyau aromatique. Ce noyau porte une ou

plusieurs fonctions alcool (groupement hydroxyle). Les phytomolécules phénoliques
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ont des structures allant des plus simples (acide gallique) aux plus complexes (les
tanins). Les composés phénoliques possedent de nombreuses activités biologiques
dont des activités antimicrobiennes (Rath et al, 1995; Xiang et al., 2008;
Jainkittivong et al., 2009; Rivera et al., 2011; Basli et al., 2012).

On peut classer les polyphénols en fonction de leur voie de biosynthése. On
distingue ainsi les phénols simples, les coumarines, les stilbénes, les flavonoides, les
saponines, les lignanes, les quinones (Tableau 5) (Annexe) présente les différents

groupes de composés phénoliques ayant une activité antimicrobienne décrite

I11-2-2-Alcaloides

Les alcaloides représentent une vaste famille de composés chimiques dont la
structure comporte au moins un hétérocycle azoté. Ce sont des composés qui
présentent plusieurs activités pharmacologiques telles qu’analgésique (la morphine),
antimicrobienne (imidazole, chloroquine, quinine), anticancéreux (vinblastine,
vincristine). Ils sont des précurseurs de nombreux médicaments. On les divise en sous-
groupes structuraux que sont les tropanes, les pyrrolizidines, les pyridines, les
tropolones, les isoquinoléines, les indoles, les purines, les imidazoles et les alcamines

(Tableau 6).

IT1-2-3- Terpénes et stéroides

Les terpenes sont des huiles essentielles de nombreuses plantes. Ils sont volatils
et constituent la résine et les essences des plantes. Ils peuvent étre répartis en deux
classes en fonction de leur voie de biosynthése : les terpénoides et les
phénylpropanoides (Buchanan et al., 2000).

La classe des terpénoides est la plus variée au niveau structural. Les terpénoides
dont 25000 sont connus comme métabolites secondaires, dérivent du précurseur

isoprénique a cinq carbones, I’isopenténylpyrophosphate. Les plus petits terpénoides
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Tableau 6: Classification des alcaloides

Classe Structures de bases Exemple Origine et référence
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sont les hémiterpénoides (C5), qui sont formés d’une seule unité isoprénique. Les
autres molécules, appartenant a cette classe, résultent de la condensation de plusieurs
isoprénes. Ainsi, les monoterpénoides (C10) sont constitués de deux unités
isopreéniques alors que les sesqui-terpénoides (C15) sont formés par 1’association de
trois isoprénes. Les mono- et les sesquiterpénoides sont les plus représentés dans les
huiles essentielles.

Les phénylpropanoides, ou composés phénoliques, sont biosynthétisés a partir
des acides aminés aromatiques que sont la phénylalanine et la tyrosine. Ils sont
généralement caractérisés par la présence d’un groupement hydroxyle fixé a un cycle
phényle.

Les terpénoides et les phénylpropanoides confeérent aux huiles essentielles leurs
propriétés antibactériennes (tableau 7). L’activité de ces molécules dépend, a la fois,
du caractere lipophile de leur squelette hydrocarboné et du caractére hydrophile de
leurs groupements fonctionnels. Les molécules oxygénées sont généralement plus
actives que les molécules hydrocarbonées. Une liste, visant a classer les constituants
des huiles essentielles en fonction de I’intensité de leur activité, a d’ailleurs été établie
(Kalemba et Kunicka, 2003). Les composés phénoliques, comme le thymol, le
carvacrol et I’eugénol (Figures : 4a, 4b et 4¢), sont, du fait du caractére acide de leur
substituant hydroxyle, les plus actifs. Aussi, il n’est pas étonnant de constater que les
huiles essentielles riches en phénols, comme les huiles de thym, d’origan et de clou de
girofle, démontrent les plus hautes activités antibactériennes.

Les composés carbonylés, appartenant aux familles chimiques des aldéhydes et
des cétones, sont également décrits comme tres actifs. Le cinnamaldéhyde (Fig. 4d),
principal constituant de 1’huile essentielle de cannelle, et la carvone (Fig.4e), qui entre
dans la composition de 1’huile de menthe poivrée, font partie de ce groupe.

De nombreuses huiles essentielles présentent une forte teneur en alcools, comme
I’huile de I’arbre a thé, riche en a-terpinéol et en terpinene-4-ol (Fig : 4f et 4g), I’huile
de géranium, dont les principaux constituants sont le citronellol et le géraniol (Fig. 4h
et 4i), ou I’huile de lavande, a dominante linalol (Fig. 4j). Les alcools sont légérement
moins actifs que les composés phénoliques et carbonylés. Leur activité antibactérienne

est toutefois plus élevée.
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D’autres groupements fonctionnels, comme les acétates, contribuent a accroitre

I’activité des molécules antibactériennes. L’acétate de géranyle (Fig. 4n) est plus actif

que le géraniol contre un grand nombre de bactéries Gram positives et Gram négatives

(Dorman et Deans, 2000). La nature des groupements alkyles peut également

influencer cette activité : les substituants alkényles sont plus actifs que les substituants

alkyles. Ainsi, le limonéne, qui est substitué par un groupement isopropyléne en

position 4, présente une plus haute activité que son homologue le p-cyméne, substitué

par un groupement isopropyle (Dorman et Deans, 2000).

Tableau 7: Classification des terpénes

Sous-groupe Structure de base Exemple d’antimicrobien Origine
.\.'\. .'-.
. 4
CH { __h-‘:" antifongique isol¢ de Pinus sylvestris
Monoterpéne 1016 M L.(Pauli, 2006; Amarti et al., 2010)
o pinéne
CH SN '::,_ antifongique, isol¢ de Callitris intratropica
Sesquiterpénes 15 R o (Pauli, 2006)
/ Guaiazulene
o \] P
CH ] AH antifongique, isol¢ de Ballota saxalitiss
. N e Ly
Diterpénes 03 * r ' . (Citoglu et al., 1998)
-
Hispanolone
CH antibactérien et antifongique, isolé de
Triterpénes 048 Combretum imberbe (Katerere et al., 2003)

Hydroxyimberbic acid glycosides
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Figure 4 : Composés impliqués dans les activités antibactériennes des

huiles essentielles (Kalemba et Kunicka, 2003)

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas

cellulaires (fig.5).

clairement ¢lucidé (Kalemba et Kunicka, 2003 ; Burt, 2004). Compte-tenu de la
diversité des molécules présentes dans les huiles, ’activité antibactérienne semble

résulter d’'une combinaison de plusieurs modes d’action, impliquant différentes cibles
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Figure 5 : Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la

cellule bactérienne (Burt, 2004)

La principale caractéristique des molécules présentes dans les huiles essentielles
est leur hydrophobicité. Elle permet leur solubilisation dans les membranes, ce qui
provoque une déstabilisation de la structure et une augmentation de la perméabilité
membranaire (Sikkema et al., 1994). Ces modifications entrainent une fuite d’ions et
de composés intracellulaires (Carson et al., 2002 ; Ultee et al., 2002).

Le mode d’action de certaines molécules antibactériennes a été décrit dans la
littérature. Le carvacrol et le thymol semblent capables d’augmenter la perméabilité
membranaire (Lambert et al.,, 2001). En détruisant la membrane externe des bactéries
Gram négatives, ils augmenteraient la perméabilit¢ de la membrane plasmique aux
métabolites cellulaires (Helander et al., 1998). Le mode d’action du carvacrol a été bien
étudié sur B. cereus. Ce composé pénetre dans la bicouche lipidique et se positionne entre
les chaines d’acides gras. Cette déformation de la structure augmente la fluidité
membranaire, aboutissant a une modification de la perméabilité¢ passive. Chez les
bactéries exposées au carvacrol, on observe une diminution de I’ATP intracellulaire, mais
aussi une diminution du potentiel membranaire. Ainsi, le carvacrol, en augmentant la
perméabilité de la membrane plasmique, n’entraine pas une fuite d’ATP mais une fuite de
protons, qui provoque la chute de la force protomotrice et, donc, de la synthése d’ATP.
Cette information est confirmée par la mesure du gradient de pH a travers la membrane

plasmique. Le carvacrol formerait des
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canaux dans la membrane permettant la fuite des ions (Ultee et al., 2002). En plus de
limiter la croissance, le carvacrol est capable d’inhiber la production de toxines chez
B. cereus. Deux hypotheses ont été présentées : soit 1I’exportation active des toxines
hors de la cellule n’est plus possible a cause du manque d’ATP ou de la diminution de
la force protomotrice, soit le faible taux d’ATP restant dans la cellule est utilisé par la
bactérie pour survivre (Ultee et Smid, 2001).

L’action du thymol a été étudiée sur des membranes artificielles (Trombetta et
al., 2005). Son efficacit¢ dépend de la composition et de la charge nette de la
membrane. Lorsqu’il pénétre dans la membrane plasmique, il semble altérer sa
perméabilité et entrainer une perte du matériel intracellulaire. De plus, aprés avoir
traversé la membrane, il peut interagir avec des sites intracellulaires.

Le cinnamaldéhyde est le principal constituant de I’huile essentielle de cannelle
(Cinnamomum cassia). Ce composé est tres actif contre de nombreuses bactéries Gram
positives et Gram négatives (Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus, Enterobacter sp).
Il inhibe les ATP synthétases bactériennes et provoque une diminution de la
production d’ATP intracellulaire (Gill et Holley, 2004 et 2006). Chez E. aerogenes, le
cinnamaldéhyde semble pouvoir se fixer aux protéines intracytoplasmiques par une
inactivation des aminoacides décarboxylases (Wendakoon et Sakaguchi, 1995), ou
interférer avec les mécanismes de régulation du quorum-sensing (Niu et al., 2006).

L’eugénol est le principal composant de I’huile essentielle de clou de girofle.
Comme le carvacrol, il provoquerait une dégradation de la paroi cellulaire entrainant
une inhibition de 1’activité des ATP synthétases membranaires (Gill et Holley, 2006).
Une concentration sublétale d’eugénol entraine une inhibition de la production
d’amylases et de protéases chez B. cereus (Thoroski et al., 1999).

Les modes d’action des huiles essentielles et de leurs principaux constituants,
décrits jusqu’a présent, semblent tous affecter la paroi ou la membrane cytoplasmique.
Cependant, la variabilité chimique des huiles essentielles laisse présager 1’existence de
molécules pouvant agir par de nouveaux mécanismes cellulaires.

La résistance aux antibiotiques est un phénomeéne biologique que la médecine
aura du mal a faire disparaitre. L’évolution permettra toujours aux bactéries de

s’adapter. Une meilleure utilisation des antibiotiques ne pourra que ralentir 1’extension
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des résistances et la découverte de nouvelles molécules actives reste une nécessité. Les
huiles essentielles présentent une trés grande richesse de molécules, tant en nombre
qu’en variété. Leur criblage permettrait de découvrir de nouveaux antibactériens, qui
pourraient constituer une alternative a l’usage des antibiotiques conventionnels

devenus inefficaces.

II1-3. Méthodes d’évaluation des activités antimicrobiennes :

La technique utilisée pour déterminer le pouvoir antibactérien des huiles
essentielles a une grande influence sur les résultats. Le choix de la méthode est
conditionne par I’insolubilité des huiles essentielles dans les milieux aqueux, leur

volatilité, et la nécessité de les tester a de Faibles concentrations.

I1I-3-1-. Aromatogramme

L’aromatogramme est base sur une technique utilise en bactériologie appelée
antibiogramme ou méthode de disques ou méthode par diffusion en milieu gélosé.
Cette méthode permet d’évaluer 1’activité antibactérienne d’une huile essentielle. Bien
qu’elle soit reconnue comme fiable et reproductible, elle est surtout utilisée en étape
préliminaire a des études plus approfondies, car elle permet d’accéder a des résultats
essentiellement qualitatifs.
La technique consiste a utiliser des disques de papier imprégnés des différentes
substances a tester, puis déposer a la surface d’une gélose uniformément ensemencée
avec une suspension de la bactérie a étudier. Apres incubation, les colonies se
développent a la surface de la gélose laissant des zones vierges autour des disques
appelée zone d’inhibition. Plus le diameétre de la zone d’inhibition est grand, plus la
souche est sensible a la substance testée, plus il est petit plus la bactérie est résistante.
Le diametre de ces zones d’inhibition est proportionnel a I’activité bactériostatique de
I’huile essentielle sur le germe testé (Figure 6).

On peut exprimer cette activité soit en indiquant directement le diametre de la
zone d’inhibition en millimétre, soit en traduisant en croix le degré d’activité (Guerin

et Carret, 1999).
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Figure 6. Principe de la méthode de diffusion par disque

I11-3-2. Méthode de diffusion en puits

Méthode proposée par Cooper et Woodman en 1946 et, reprise par Shroeder et
Messing en 1949. Elle assure une diffusion radiale de I’huile essentielle a partir d’un
puits en donnant une zone d’inhibition claire facilement mesurable. La méthode
consiste a découper un trou circulaire dans la gélose et y verser une solution de I’huile
essentielle de concentration connue. L’ huile essentielle diffuse radialement en donnant
une zone d’inhibition circulaire a la surface de la gélose préalablement ensemencée

avec la suspension bactérienne (Eymard, 2003).

I11-3-3. Méthode de dilution

Les huiles essentielles a tester peuvent également étre directement mélangées en
concentration connue au milieu de culture, qu’il soit solide ou liquide (exige la
dispersion homogene par un émulsifiant). Le milieu est ensuite inoculé¢ a un taux
déterminé de microorganismes, apres incubation, on note la présence ou 1’absence de
culture. La lecture Peut-étre visuelle ou a 1’aide d’un spectrophotométre, le degré

d’inhibition est en rapport avec la turbidité du milieu (Robert-Demuet, 1995).
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I11-3-4. Méthode de micro-atmosphére

Cette technique consiste a cultiver les microorganismes a tester dans les boites
de Pétri sur milieu de culture approprié. La différence réside principalement dans la
position du disque imprégné d’huile essentielle qui est déposé au centre du couvercle
de la boite de Pétri, renversée apres fixation de I’huile essentielle sur le disque (Figure
7). Celui-ci n’est donc pas en contact avec le milieu gélose. L huile s’évapore dans
I’atmosphere de la boite, elle peut exercer son effet inhibiteur sur les microorganismes

testés (Pibiri, 2005).
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Figure 7 : Principe de la méthode de micro-atmosphere

III-3-5-Détermination de I’effet bactériostatique ou bactéricide
La détermination de 1’effet bactéricide ou bactériostatique d’une huile essentielle
est réalisée en procédant a un repiquage des zones d’inhibition formées et ne
présentant aucune croissance bactérienne visible a I’ceil nu sur milieu de culture.
e S’il y a croissance bactérienne, 1’huile essentielle a un effet bactériostatique sur
la souche testée.
e Siau contraire, il y a absence de croissance bactérienne, 1’huile essentielle
présente un effet bactéricide vis-a-vis de cette souche.
La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus

basse concentration capable d’empécher une croissance bactérienne visible. La CMI
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n’est pas totalement bactéricide et une partie de I’inoculum est capable de se
développer apres disparition du composé inhibiteur (Mann et Markham, 1998).

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) est la petite concentration de
I’agent inhibiteur ne laissant subsister que 0,01% ou moins de survivants de
I’inoculum initial aprés 18 heures de culture a 37°C. Cette valeur caractérise ’effet

bactéricide de I’huile essentielle (Haddchi ez al., 2009).

I1-3-6-Méthodes de détermination de la Concentration Minimale
Inhibitrice

L’activité antibactérienne in vitro d’une substance peut étre mise en évidence par
un grand nombre de techniques classiques, aussi bien en milieu solide qu’en milieu

liquide

A-Technique en milieu solide (méthode de la diffusion en disque)

Généralement, plus la zone d’inhibition n’est importante, plus la concentration
d’antimicrobien nécessaire pour inhiber la croissance bactérienne des organismes est
faible.
La mesure manuelle des zones d’inhibition peut prendre du temps. Les dispositifs
automatisés avec zone de lecture sont disponibles et peuvent étre intégrés avec le
rapport de laboratoire et les systémes de manipulation de données. Les disques
devraient étre distribués également de sorte que les zones d’inhibition autour des
disques antibactériennes dans 1’essai de diffusion en disque ne se chevauchent pas et

qu’ainsi la zone d’inhibition puisse étre déterminée (Mann et Markham, 1998).

B-Technique en milieu liquide (méthode de dilution)

Le but des méthodes de dilution en bouillon et en gélose est de déterminer la
concentration la plus faible de I’antibactérien testé qui inhibe la croissance de la
bactérie testée. Cependant, la CMI ne représente pas toujours une valeur absolue. CMI
est un point entre la plus basse concentration qui empéche la croissance de la bactérie

et la concentration inférieure immédiate (Mann et Markham, 1998).
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B-1-Dilution en bouillon

La dilution en bouillon est une technique dans laquelle une suspension
bactérienne (& une concentration optimale ou appropriée prédéterminée) est testée
contre des concentrations variables d’un agent antimicrobien dans un milieu liquide.
La méthode de dilution en bouillon peut étre effectuée dans des tubes contenant un
volume minimum de 2 ml (macro-dilution) ou dans de plus petits volumes a ’aide de
plaques de micro-titration (micro-dilution). L’utilisation de ces plaques avec un
protocole documente, y compris les précisions sur les micro-organismes de référence
approprié, peut faciliter la comparaison des résultats entre analyses (Mann et

Markham, 1998).

B-2-Dilution en gélose

La dilution en gélose implique I’incorporation d’un agent antimicrobien dans un
milieu gélosé a des concentrations variables, en général une dilution en série de 2 en
2, suivie de I’ensemencement d’un inoculum bactérien défini a la surface de la gélose

de la boite (Mann et Markham, 1998).
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Chapitre I : Matériel et Méthodes

Durant notre stage pratique qui s’est étalé du mois d’Avril jusqu'au mois de Septembre
; nous avons réalis¢ deux parties expérimentales :

-La premiére partie se structure sur I’examen cytobactériologique des urines des patients

internes (hospitalisés) et externes dans des différents services du CHU de Kolea wilaya

de Tipaza

-La deuxiéme partie se base sur I’¢tude de D’activité antibactérienne de [’huile

essentielle d’Artémisia herba alba vis-a-vis des souches isolées cliniquement.

Nous avons effectué 1’étude expérimentale au sein des structures suivantes :
-L’extraction des huiles essentielles de la partie aérienne de I’ Artémisia herba alba au
niveau de laboratoire phyto pharmacie a I’institut d’agronomie.

-Laboratoire d’hygiéne de Blida
-Et le laboratoire d’analyse microbiologique de 1’hdpital de Kolea Afin d atteindre nos
objectifs nous avons validé¢ différents protocoles par I'utilisation

des techniques scientifiques modernes.

I-1-Matériel :
I-1-1-Matériel non biologique : (voir Annexe)
I-1-2-Matériel biologique :
A-Matériel végétal:
Notre étude a porté sur 1’extraction des huiles essentielles de la partie aérienne de la
plante d*Artémisia herba alba récoltée durant le mois de Mars 2017 dans la région de Djelfa.
La plante a été identifiée par le botaniste au niveau du département de botanique

d’Institut National d’Agronomie (I.N.A.) d'Alger.

B-Bactéries:

Afin d’étudier le pouvoir antibactérien des huiles essentielles d*Artémisia herba alba ,
nous avons utilisé des souches bactériennes d’origine clinique.

Les souches bactériennes d’origine clinique sont isolées a partir de trois produits
pathologiques différents (urines, pus et selles). Les prélevements sont effectués sur des
patients internes hospitalisés et des patients externes dans des différents services d’hopitaux

(I’hopital Mustapha Pacha de la wilaya d'Alger et I’hdpital de Boufarik).
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Chapitre I : Matériel et Méthodes

I-2- Méthodes
I-2-1-Récolte
A- Prélévement des échantillons
Nous avons procédé a un échantillonnage . Nous avons choisi les parcelles apres une prospection
de la région d’étude puis au moment de la récolte nous avons coupé systématiquement tous les
pieds d’AHA sains, bien fournis qui se trouvent a I’intérieur de la parcelle Ainsi, dans la station
de Djelfa, la distribution spatiale des pieds d’Artémisia herba alba est homogeéne. Le nombre de
pieds d’AHA a I’intérieur de 1 m2 varie de 1 a 3 pieds. Nous avons donc récolté 1 échantillon (un
¢chantillon correspondant a 100 pieds) sur un terrain
de 10x 10 m2 durant le mois Mars 2017
Apres la récolte, les échantillons sont mis dans des sacs bien aérés, puis étalés sur du papier
a I’ombre et a I’abri de ’humidité, a la température ambiante, jusqu’a ce qu’ils deviennent

complétement secs. Par la suite, nous avons effectué des extractions des huiles essentielles (HE).

I-2-2-Extraction des huiles essentielles par la méthode d’hydrodistilation

Le choix du procédé d obtention de I'huile essentielle est en général limité par les
normes liées a son utilisation. En effet, le mode technologique d'exploitation du matériel
végétal peut avoir une influence importante sur la composition finale de 1 huile essentielle.

Dans notre ¢tude, 1'huile essentielle d’Artémisia herba alba est obtenue par hydro

distillation a I"aide d"un appareil de type Clevenger (Afnor, 2000).

Principe :

Le matériel végétal séché est soumis a une hydro-distillation au moyen d’un dispositif
d’extraction type Clevenger (Figure 9) Cette technique se base sur le pouvoir que possede la
vapeur d’eau a transporter les huiles essentielles. L’opération consiste a introduire 100 g de
masse végétale séchée dans un grand ballon en verre, on y ajoute une quantité suffisante d’eau
distillée sans pour autant remplir le ballon pour éviter les débordements de 1’¢bullition. Le
mélange est port¢ a ébullition a I’aide d’un chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’huile
essentielle passent a travers le tube vertical puis dans le serpentin de refroidissement ou aura
lieu la condensation. Les gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli
auparavant d’eau distillée. L’huile essentielle de faible densité par rapport a I’eau, surnage a la
surface de cette derni¢re. L’huile ainsi obtenue est récupérée puis traitée par un déshydratant,
le sulfate de sodium, pour éliminer le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue dans ’huile et

enfin elle est conservée dans des flacons opaques bien scellés a température
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Chapitre I : Matériel et Méthodes

basse (4-5C°). L’opération d’extraction dure trois heures a partir du début d’ébullition.

Figure 9 : Extraction des huiles essentielles par la méthode Clevenger

A- Détermination de La quantité du matériel végétal nécessaire pour I’extraction

Afin d’étudier I’influence de la masse de la matiére végétale a traiter sur le rendement en
HE, nous avons effectué¢ une série d’essais en utilisant :
- Un vase a plante
- Masses de matiéres végétales (feuilles et fleures, tiges) traitées : 50g ,100g, 150g et

200g. Le rendement en HE est estimé avec le rapport suivant :

Rdt en HE%=p’ /P.100

Rt en HE : Rendement en HE, exprimé en %

P’ : le poids de L’HE, en gramme

P : le poids de la mati¢re seéche, en gramme
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Chapitre I : Matériel et Méthodes

I-2-3- Caractérisation des huiles essentielles

A-Détermination des indices physiques.

a- Densité

Principe : Elle constitue un point de repére important. Sa valeur permet d’avoir une
idée sur la composition chimique de I’HE (Elenkova, 1983).

La densité relative a 20°C d’une HE est définie comme étant le rapport de la masse d’un
volume d’HE a 20 °c, a la masse d’un volume égal d’eau distillée a 20°c (Afnor, 2000)
- Si la densité est inférieure a 0.9, les essences des plantes végétales sont riches en terpenes
- Dans le cas ou elle est supérieure a 1, les essences des plantes végétales contiennent des
produits de la série aromatique, des sulfures et des nitrites.

- Enfin si la densité est comprise entre 0.9 et 1, les essences ont une composition complexe.
Mode opératoire : Pour déterminer la densité, nous avons évalué la masse mg, du
pycnometre vide de 1 ml, la masse mj du pycnometre rempli d’eau distillée. Puis la masse my

du pycnometre contenant I’HE.
La densité relative est donnée par 1’expression
D2020 =m 72— mg/myp- mg
mg : Masse en gramme du pycnométre vide
mj : Masse en gramme du pycnométre rempli d’eau distillée

m) : Masse en gramme du pycnométre rempli d’huile essentielle

b- Indice de réfraction

Principe :

L’indice de réfraction est le rapport entre le sinus de I’angle d’incidence et le sinus de
I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de I’air
dans I’HE maintenue a une température constante. La température de référence est de 20°c
(Afnor, 1982).

Mode opératoire :

L’indice de réfraction a été déterminé par la lecture directe de I’angle de réfraction a

I’aide du réfractometre, en employant la lumiére diffuse

o . . t . e 20 . .
L’indice de réfraction n g a la température de référence t=20°C (Ng ), est déterminée

par la formule suivante :
Nd20= n' da 10,0004 (t’-t) avec t=20°C

t’
n q - est la valeur obtenue a la température t’
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B-Détermination des indices chimiques

a- Indice d’acide

Principe : L’indice d’acide correspond a la quantité d’hydroxyde de potassium (KOH)
nécessaire pour neutraliser les acides libres contenus dans 1 g d’HE.

Mode opératoire : L’indice d’acide est déterminé en ajoutant 0.1 g d’HE a 1 ml d’éthanol
et 2 a 3 gouttes de phénolphtaléine. La solution ainsi obtenue est titrée par une solution de KOH,
de normalité 0.1 jusqu’a I’apparition d’une coloration rose-pale (Afnor, 2000).

L’indice d’acide d’HE est calculé par la formule suivante:

IA =56, 1. a.f/g

IA: Indice d’acide.

a : volume de KOH utilisé (ml).

f : normalité de KOH utilisé.

g : masse de I’échantillon (0.1g).

b-Indice d’ester

Principe : L’indice d’ester est le nombre de mg de KOH nécessaire a la neutralisation
des acides libérés par I’hydrolyse des esters contenus dans un g d’HE.

Mode opératoire : Ainsi, pour sa détermination, on introduit dans un ballon en verre 2 g
d’HE contenant 25 ml de la solution d’hydroxyde de potassium (KOH) (0.5 ml/l). L’ensemble est
placé sur une source de chaleur et relié¢ a un réfrigérant, puis on laisse chauffer a 100°C pendant
une heure. Ensuite, on ajoute, apres refroidissement, 20 ml d’eau distillée et 5 gouttes de phénol
phtaléine (2%) et on titre ’excés de KOH avec une solution de HCL (0.5 mol/l).

En paralléle, on effectue un essai a blanc dans les mémes conditions et avec les mémes
réactifs.

La formule pour le calcul de cet indice est la suivante :

IE=28,05/m.(V(-V1).JA

IE : Indice d’ester.

m: la masse en gramme de la prise d’essai (2g).

V) : le volume en ml de la solution d’HCL (0.5 ml/1) utilis€ pour I’essai.

V1 . le volume en ml de la solution d’HCL (0.5 ml/l) utilisé pour la détermination de

I’indice d’ester.
IA : Valeur d’indice d’acide
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c-Miscibilité a I’éthanol :

Principe : La miscibilité a 1’éthanol est un moyen rapide pour I’évaluation de la qualité
d’une HE falsifiée par des produits relativement insolubles affectant la solubilité.

Mode opératoire : Une HE est dite miscible a 1’éthanol a 70°c, quand le mélange de 1
volume d’HE avec V volumes d’éthanol donne une solution limpide (Afnor, 2000). Dans le

cas contraire elle est considérée non miscible.

I-2-4-Examen Cytobactériologique

A- Techniques de Prélévement

Trois types de produits pathologiques ont été étudiés: les urines, les selles et le pus.

Les prélévements regus au laboratoire sont accompagnés d’une fiche de renseignement
qui comporte :

e Nom et prénom.

e Age et sexe.

e Service d’hospitalisation.

¢ Antibiothérapie en cours

a- Prélevement d’urines

Apres lavage hygiénique des mains et toilette soigneuse des organes génitaux externes,
de préférence les urine du matin. Aprés ¢élimination du premier jet, les urines sont recueillis
dans un tube stérile (environ 10 a 20 ml), le tube est fermé hermétiquement et porté au
laboratoire dans une demi-heure, sinon il faut le placer dans de la glace (Djennane et al.,
2009).

Chez les nouveaux nés et les petits enfants, un collecteur stérile spécifique est utilisé. Ce
dispositif a usage unique se pose apres désinfection soigneuse du périnée. A la fin de la
miction, le collecteur est 0té et fermé hermétiquement et porté au laboratoire dans une demi-
heure, sinon il faut le placer dans de la glace (Djennane et al., 2009).

Chez le patient porteur d’une sonde urinaire, il ne faut en aucun cas prélever dans le sac
collecteur, le recueil est effectué par ponction a 1’aide d’une seringue dans la paroi de la sonde
apres désinfection. On distingue le sondage avec des systemes ouverts qui sont de moins en
moins utilisés et le sondage avec un systeme fermé est plus représentatif, car il s’oppose a la

colonisation par les bactéries grace aux valves anti retour (Djennane et al., 2009).
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b- Prélevement de selles
Les selles sont recueillies des leur émission dans un pot propre, de préférence les selles
du matin, le prélevement est acheminé immédiatement au laboratoire (Mariani et Bingen,

2007a).

c- Prélévements de pus

Dans le cas ou le pus est localisé dans un abces superficiel fermé ou dans une cavité
séreuse, le pus est récolté par ponction a 1’aide d’une seringue stérile et cela aprés une
désinfection soigneuse de la peau.

Dans le cas des abces ouverts, plaies suppurées ou pustules et les fistules ou le pus
s’écoule a I’extérieur, le prélévement alors se fait a 1’aide d’un écouvillon apres désinfection
de la plaie. Le prélévement est effectu¢ dans la partie la plus profonde de la plaie toute on
¢vitant la contamination par la flore cutanée saprophyte. L’écouvillon doit étre acheminé au
laboratoire et humidifié par un bouillon afin d’éviter la dessiccation de prélévement (Ploy et

Denis, 2007).

B- Méthodologie de Diagnostic
Les milieux utilisés et I’interprétation des résultats dépendent de la nature du

prélévement a analyser.

B-1- Etude cytobactériologique des urines

Il s’agit d’une analyse d’urine consécutive au prélévement d’un échantillon dans des
conditions rigoureuses d’asepsie. (Bridier et Pinte, 2006)

L’ECBU permet :

-de diagnostiquer une infection urinaire par un examen microscopique et

ensemencement en boite de pétrie.

-de guider le traitement antibiotique grace a I’antibiogramme. (Labescat ; 2008)
Interprétation d’ECBU :

Le résultat d’urine s’interpréte en associant la cytologie et la

bactériologie (Tableau 7).
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Il est conseillé de dénombrer les bactéries présentes dans 1’urine afin de confirmer

I’absence ou la présence d’infection urinaire, le seuil significatif (pour dire qu’il ya une

infection urinaire) est fixé a 10" bactéries par millilitre.

Tableau7: Interprétation d’examen cytobactériologique des urines

Leucocyturie/ml | Bactéries/ml | Interprétation :

<10 <10° Pas d’infection.
2104 2105 Infection urinaire.
-10° 10%-10° -bactériurie sans leucocytes.

-contamination de prélévement avec mise en culture
tardive.

-infection débutante.

-infection sur terrain particulier femme enceinte,
nourrisson, diabétique ou aplasique, immunodéprimé.

-un nouveau prélévement est nécessaire.

>10 <10 -leucocyturie sans germes.

-infection décapitée par traitement antibiotique précoce
avant prélévement.

Tuberculose urinaire : les bactéries se cultivent sur les
milieux usuels.

-urétrite (chlamydiae, mycoplasme) donnant des signes de
cystite chez la femme.

-réaction inflammatoire d’origine non infecticuse

(traumatisme ou tumeur)

B-1-1-Examen macroscopique :
v
Aspect des urines :
L’urine normale est claire, un aspect trouble peut étre dii a une infection urinaire mais
aussi a la présence des cristaux ou de sels amorphes.
o Technique :
Homogénéiser I’urine par retournement ou par agitation mécanique et noter 1’aspect

limpide ou trouble et la présence d’une éventuelle hématurie.
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B--1-2-Examen Microscopique :
Cet examen doit étre effectué dans les deux heures qui suivent le prélévement afin de
limiter I’altération des éléments cellulaires.
Examen a I’état frais :
C’est un examen qui se fait entre lame et lamelle sur cellule hématimétrique ou sur
cellule normale, il se présente de ce fait un double intérét :
- quantitatif : numération des éléments cellulaires.
- - qualitatif : description des différents éléments cellulaires.
L’examen de I'urine totale entre lame et lamelle (Ox40) permet de distinguer les
¢léments suivants : les leucocytes, les hématies, les cellules épithéliales, les cylindres, les

cristaux urinaires, Eléments minéraux amorphes et les bactéries

Examen direct aprés coloration :
A 1’état frais, on peut apprécier la présence éventuelle de bactéries, leurs formes
(cocci ou bacilles) et leur mobilité
e Coloration au bleu de méthylene :

Elle permet la différenciation des leucocytes (aspect morphologique) et elle permet de
visualiser la disposition des bactéries dans les cellules (intra ou extracellulaire) et aussi
d’apprécier le mode de regroupement des bactéries (Djennane et al ; 2009)

o Technique :

La coloration au bleu de méthyléne est réalisée en faisant couler une solution de bleu de
méthyléne sur un frottis correctement fixé, le temps de contact est d’une minute. La lame est

ensuite rincée a 1I’eau du robinet, séchée entre deux feuilles de papier buvard puis observée a

Denis et Ploy, 2007)

I’immersion. Les structures colorables apparaissent bleues. (

B-1-3-Examen bactériologique :
L’uroculture permet de quantifier la bactériurie et identifier les germes infectieux dans
les urines.

Aprées la culture qui s’effectue sur une gélose nutritive, 1’incubation se réalise a 37°C

pendant 18a 24h.

Mode d’ensemencement :

M¢éthode de I’anse calibrée : cette méthode est actuellement la plus utilisée, I'urine est
prélevée a 1’aide d’une anse de 10ul et est ensemencée selon méthode standardisée qui
permet, grace a un abaque, de convertir ’aspect de la culture en UFC par millilitre et ce sans
dénombrement.
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Cette méthode simple, sans dilution préalable permet une numération de 103 2‘1106
UFC/ml. Tout en permettant I’obtention de colonies isolées. (Denis et poly, 2007)

L’isolement et I’identification des souches ont été réalisés par les techniques
conventionnelles :

Isolement

I1 s'agit d'ensemencer les milieux de culture appropriés :

- Gélose au sang cuit (GSC) et gélose au sang frais (GSF) pour les germes exigeants

comme les streptocoques.

- Milieu Hecktoen sélectif pour les bacilles Gram négatif, comme on peut utiliser le

BCP.

- Milieu Chapman sélectif pour les staphylocoques.

Apres la durée d’incubation, on observe les boites ensemencées a la recherche d’une
culture Positive : poussée de colonies. Ces derniéres se présentent sous divers aspects, tailles
et couleurs.

Examens microscopiques :
Coloration de Gram :

La coloration de Gram est la méthode de coloration la plus utilisée en bactériologie
médicale; elle permet de colorer les bactéries et de les distinguer a l'examen direct par leur
aptitude a fixer le violet de gentiane (Gram +) ou la fuchsine (Gram -). L'intérét de cette

coloration est de donner une information rapide et médicalement importante.

Cette différence de coloration est liée a la nature de la paroi bactérienne. Elle

renseigne sur les bactéries Gram (+) ou les bactéries Gram (-), la forme des bactéries, la taille

et le mode de regroupement. e o W™
Les bactéries colorées en violet — _Ggam positif (+) = s
r-‘:g;gram(ﬂ ; u Gram(-): "1
Les bactéries colorées en rose —{Fram négatif (-) g " el it ?
= : ﬂ'-. -
Tests d’orientation: : ﬁ_
o Test de la catalase: Ty L

La catalase est une enzyme du systéme respiratoire présente chez la plupart des
bactéries aérobies ou anaérobie ayant un métabolisme oxydatif. Elle empéche 1’accumulation
de I’eau oxygénée toxique apparaissant au court de certaines réactions métaboliques, selon la
réaction suivante :

2H>O9 wioror
o Principe:

- Sur une lame propre et s€che déposer une goutte d’eau oxygénée.
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- A I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, ajouter 1I’inoculum bactérien.
- Observer immédiatement.
o Lecture :
Apparition de bulles, dégagement
gazeux de dioxygene ,catalase )

Exp : Staphylococcus aureus.

- Pas de bulles  catalase (-)
Exp : Streptococcus pneumoniae

e Test de ’oxydase :

Ce test permet de mettre en ¢vidence une enzyme: la phényléne diamine oxydase des
bactéries, a partir de leur culture en milieu gélosé.

Cette enzyme est capable d’oxyder un réactif : le N diméthylparaphényléne diamine.Ce
réactif est incolore, mais en présence de 1’enzyme, il libére un composé rose-violace,
noircissant a [’air. La recherche de l’oxydase est un test fondamental pour orienter
l'identification des bacilles Gram (-).

o Principe :
-Sur une lame propre et s€che déposer le disque
d’oxydase.
- On prend une colonie a 1’aide d’une pipette, et
on la dépose sur le disque.

o Lecture:

- Si la couleur de la colonie est rose

violacée  Oxydase(+)
Exp : Pseudomonas aeruginosa

- Si pas de virage de couleur de la

colonie Oxydase (-)
Exp : Escherichia coli

B-1-4-1dentification biochimique
1. Test biochimique classique (Galerie classique)
La galerie classique est un ensemble des milieux liquides et solides en tubes qui servira
a réaliser les tests biochimiques afin de connaitre certaines caractéristiques du métabolisme

des bactéries 1solées.
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2. Systéme Api :
Une galerie Api est un ensemble de petits tubes préts a I’emploi permettant I'identification
de micro-organismes par la réalisation rapide et facile de tests biochimiques miniaturisés)
Principe :

Elle comporte en générale 20 microtubes contenants des substrats déshydratés. Les
microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les
réactions produites pendant la période d’incubation se traduisant par des virages colorés
spontanés ou réveélés par 1’addition des réactifs. .( annexe bactériologique )

La lecture de ces réactifs se fait a I’aide du tableau de lecture et I’identification est
obtenue a I’aide du catalogue analytique ou du logiciel d’identification (voir annexe)

Il existe différents types de galerie Api, selon le germe isolé :

- Galerie Api 20 E : pour I’identification des entérobactéries.

- Galerie Api 20 NE : pour les bacilles a Gram négatif oxydase positif

- Galerie Api Staph : pour les staphylocoques

- Galerie Api Strepto : pour les streptocoques

B-1-5-Identification antigénique des bactéries (tests d’agglutination sur particules
de latex) :
Principe
C’est un test d’agglutination latex sur cartes a usage unique pour l’identification
antigénique des bactéries.

L’antigéne bactérien est identifié¢ a 1’aide de particules de latex recouvertes d’anticorps
spécifiques. Ces particules s’agglutinent fortement en présence de 1’antigéne homologue alors
qu’elle reste en suspension homogene en 1’absence de celui-ci. On a utilisé ce test surtout
pour I’identification de :

.. Staphylococcus aureus qui a une positive agglutination pour la distinguer de

staphylocoques blancs

B-l-\g— Etude de la sensibilité aux antibiotiques :
Principe:
L'antibiogramme est réalis¢ par la méthode de diffusion en gélose (méthode des
disques), selon le communiqué du comité de l'antibiogramme de la société francaise de
microbiologie (CA-SFM. 2014), qui repose sur la connaissance du phénotype sauvage

caractéristique de l'espece et de différents phénotypes de résistance acquis. Ces dernicres sont
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définies non seulement par des caractéres de résistance en termes de catégories clinique ("I"
ou "R"), mais aussi en termes de diminution significative de sensibilité et par des images
typiques (Synergie, Antagonisme
Technique

A partir d'une culture pure de 18-24 h sur milieu gélosé Mueller-Hinton, une suspension
en 5 ml de solution saline (0,9 % NaCl) a été préparée en équivalente au standard McFarland
0,5 (~ 108 UFC/ml). A partir de cette suspension bactérienne, une dilution au 1/10 dans 1'eau
physiologique (0,9 % NaCl) a été réalisée et bien homogénéisée; puis ensemencée par
écouvillonnage sur des boites de Pétri gélosées en Mueller-Hinton.

Application des disques d'ATB

Les disques d’antibiotiques correspondant ont été appliqués a 1’aide d’un distributeur ou

par un pince en appuyant légérement ; puis incubés pendant 18-24h a 37°C £ 1°C.
e Lecture

La lecture a été faite par la mesurer avec précision les différents diametres des zones
d'inhibition, en comparaison ces résultats aux valeurs critiques figurant dans I’Annexe
N°1. Les bactéries ont été classées dans 1'une des catégories: Sensible, Intermédiaire ou
Résistance.

Antibiotiques utilisés
Les antibiotiques testés sont les suivants :

Amoxicilline (AM): 25 ng, Amoxicillinet+Ac.clavulanique (AMC): 20 +10 pg, Imipenéme
(IPM): 10 pg, Ticarcilline(TIC): 75 ng, Céfazoline (CZ): 30 pg, Céfoxitine (FOX): 30 ug,
Céfotaxime (CTX): 30 pg, Céftriaxone (CRO): 30 pg, Gentamicine (GM):10UI (15ug),
Amikacine (AN): 30 pg, Acide nalidixique (NA): 30ug, Ciprofloxacine (CIP): 5pg, Colistine
(CS): 50pg, SXT (Trimethoprime + sulfamethoxazole) 1,25 pg +23,75 ng, Rifampicine (RA
30) pg, Aztréonam (ATM) 30 pg, Tobramycine (TM) 10 pg, Céftazidine (CAZ) 30 pg,
Piperacilline (PIP) 75 ng, Pénicilline G (P) 10 Ul, Oxacilline (OX) 1 pg, kanamycine (K)
30UI, Erythromycine (E) 15UI, Lincomycine (L) 15 pg, Pristinamycine (PT) 5 pg,
Vancomycine (VA) 30 nug, Acide fusidique (FA) 10 pg, Tetracycline (TE 30UI).

y . S . I"annexe
Les Valeurs critiques des diametres d’inhibition pour les bactéries sont données par

les valeurs critiques bactériologie (
Standardisation de I’antibiogramme a I’échelle

nationale (médecine humaine et vétérinaire: 6éme édition 2011)
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B-1-7-Tests complémentaires :

Pour certains antibiotiques ou familles d’antibiotiques, I’antibiogramme standard n’est
pas suffisant et des tests complémentaires doivent €tre pratiques avant une interprétation
définitive

Recherche de la résistance de Staphylococcus spp. A I’oxacilline

Pour les S. aureus, le disque de cefoxitine (FOX) est comparable a celui de 1’oxacilline
(OX) pour détecter la résistance a l’oxacilline par production de PLP2a (géne mecA).
Cependant, le disque de cefoxitine est plus facile a lire et donc c’est la méthode préférée.

Pour S. lugdunensis et les autres staphylocoques a coagulase négative (SCN), le test a la
cefoxitine doit étre utilise pour prédire la résistance a I’oxacilline.

En pratique, pour une meilleure détection de la résistance, les disques d’oxacilline (1pg)
et de cefoxitine (30pug) doivent étre testes simultanément au niveau de I’antibiogramme

standard de S.aureus (tableau 8)

Tableau 8: Résistance de Staphylococcus spp. a I’oxacilline

Oxacilline (1pg) Cefoxitine (30png) Interprétation

S.aureus > 13 mm >22 mm Souche OXA S
<12 mm <21 mm Souche OXA R

S.lugdunensis - > 22 mm Souche OXA S
<21 mm Souche OXA R

Autres SCN -—- >25 mm Souche OXA S
<24 mm Souche OXA R

Standardisation de ’antibiogramme a I’échelle nationale (médecines humaine et vétérinaire) 6eme
édition 2011

B-2- Examen bactériologique des selles (Coproculture)

L'examen bactériologique des selles se fait par coproculture, c'est-a-dire par
ensemencement des selles sur des milieux de culture appropriés. Le but est de rechercher
parmi une flore commensale trés abondante soit des bactéries habituellement absentes et
réputées pour leur pouvoir pathogéne, soit une espece bactérienne anormalement
prédominante.

1-Préléevement :
- Une noix de selles, dans un récipient stérile.

- Examen dans les 4 heures (conservation maximale 8 heures a 4°C).
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2- Examen macroscopique :
- Noter 'aspect de la selle : purulent, présence de mucus, présence de sang.
- Sa consistance : liquide, molle, moulée.

3- Examen microscopique :

On observe les selles a I'état frais (entre lame et lamelle) et noter la présence des
leucocytes des hématies et des bactéries trées mobiles (Vibrio).

4- Ensemencement, identification

Sur chaque boite on recherche les bactéries entéropathogénes a savoir Shigella spp,
salmonella spp et E. coli entéropathogénes (EPEC) chez les patients moins de 02 ans

(Mariani et Bingen, 2007a).

B--3- Etude cytobactériologique du pus

Apres un examen direct par état frais ou coloration au bleu de méthyléne en fonction du
prélévement, on ensemence quelques gouttes par stries, une gélose au sang cuit, une gélose au
sang frais et une gélose Mac conkey, tout en réalisant un enrichissement dans un bouillon
glucos¢ tamponné (BGT). Aprés I’incubation, a partir de bouillon d’enrichissement on
ensemence les mémes milieux si la culture dans les boites d’origine est négative. L’incubation

est faite a 35°C pendant 24H a 48H, les boites de GSC et GSF sont incubées dans une
atmosphere enrichie de 5% a 10% de CO», un isolement sur une gélose Mac conkey pour les

bacilles a Gram négatif oxydatif (Ploy et Denis, 2007).

1-2-5- Evaluation de P’activité antibactérienne des huiles essentielles en milieu
solide
L’activité antibactérienne des huiles essentielles a été évaluée en utilisant des souches

bactériennes isolées d’infections cliniques

A-Méthode de Microatmosphére

Les boites de Pétri contenant le milieu de culture approprié sont ensemencées par les
bactéries (13 pL d’un inoculum bactérien, de densité équivalente au standard 0,5 de Mac
Farland (108 UFC.mL-1)) par écouvillonnage (5 a 6 souches ensemencées séparément en
parall¢le/boite). D un autre c6té on dépose 2.5 ul d'HE sur un disque de papier filtre, au fond
et au centre du couvercle de la boite de Pétri. La boite est incubée avec le couvercle en bas.
Apres incubation des bactéries a 37°C pendant 24 H, on observe s’il y’a croissance ou non

des germes-cibles.
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B- méthode de diffusion par disque

Cette méthode permet d’évaluer ’activité antibactérienne d’une huile essentielle. Bien
qu’elle soit reconnue comme fiable et reproductible, elle est surtout utilisée en étape
préliminaire a des études plus approfondies, car elle permet d’accéder a des résultats
essentiellement qualitatifs. Elle consiste a déposer un disque stérile, imbibé d’huile
essentielle, sur un tapis bactérien au tout début de sa croissance et de mesurer la zone ou les
bactéries n’ont pas pu se développer. Le diameétre d’inhibition, qui traduit [’activité

antibactérienne de 1’huile essentielle, est ainsi déterminé (Figure. 10).

Disque de papier : y
imbibé d'huie Tapis bactérien
essentielle
T—
Incubation a 37°C
Inoculum
i pendant 24 heures
bacterien
Boite de Pétri
avec gélose
nutritive

Figure 10: Principe de la méthode de diffusion par disque

Une suspension bactérienne de densité équivalente au standard 0,5 de Mac Farland (108
UFC.ml_l) est préparée et 20 ml de milieu gélosé milieu Muéller-Hinton sont coulés par boite
de Pétri et 500 ul d’inoculum sont déposés sur chaque boite. Aprés une imprégnation de 5
minutes, 1’excédent d’inoculum est éliminé par aspiration. On dépose a la surface de chaque
boite, quatre disques de papier filtre stériles de 6 mm de diamétre (bioMérieux) imprégnés
avec 5 ul d’extrait d’HE.

Deux témoins positifs sont réalisés en paralléle : 1’antibiotique Vancomycin (30 pg) est
utilisé comme témoin positif pour les GRAM+ et ’antibiotique I’Imipinen (10 ug) est utilisé
comme témoin positif pour les Gram-.

Apres diffusion de I’HE dans le milieu pendant 15 mn a une température de 30°C, les
boites sont incubées a 37°C. La lecture s'effectue aprés 24 H d'incubation par la mesure du

diamétre de la zone d’inhibition du germe-cible.
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Les diamétres des zones d’inhibition (mm) ont été mesurés, y compris le diamétre des
disques. Cette mesure est transcrite dans différents symboles proportionnels a 1’activité

(Tableau 9) (Ponce et al., 2003 ; Biyiti et al, 2004) (tableau 10)

Tableau 9 : Transcription des valeurs des diametres d’inhibition (DI)

Inhibition Transcription Sensibilité
D<8 mm - Résistante
9mm=>D<14mm + Sensible
15Smm=>D<19mm ++ Assez sensible
D>20mm +++ Tres sensible

C-Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

Cette technique consiste a inoculer, par un inoculum standardisé, une gamme de
concentration décroissante en huile essentielle. Aprés incubation, I’observation de la gamme
permet d’accéder a la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus
faible concentration en huile essentielle capable d’inhiber la croissance bactérienne.

2,5 ml de tween 80 (c'est une polysorbate, hydrophile qui oriente les émulsions dans le
sens "huile dans 1'eau", autrement dit qui disperse la phase huileuse dans la phase aqueuse de
manicre obtenir une émulsion du type HE) sont ajoutés a 90 ml d’eau distillée. L’ensemble
est stérilis¢ a 120 °C pendant 15 mn (solution A). On prépare ensuite une solution mere
contenant 9 ml de la solution (A) et 1 ml d’HE.

Dans un tube a essai, on ajoute 13 ml du milieu Muéller-Hinton a 2 ml de la solution

mere. A partir cette derniere on réalise une série de dilutions en cascade dans du milieu
Muéller-Hinton de maniere a obtenir une gamme de concentration comprise entre 140ug.ml_1
et 4,5 mg.ml_1

Le tube témoin contenant 13.5 ml du milieu Muéller-Hinton et 2 ml de la solution A.

Etape d’ensemencement

13 pL d’un inoculum bactérien, de densité équivalente au standard 0,5 de Mac Farland
(108 UFC.mL-1), sont déposés dans chacun des tubes a essai et dans le tube témoin, lesquels
sont ensuite placés a 37°C, sous agitation, pendant 24 heures. Apres incubation, les tubes sont
centrifugés a 5 000g, pendant 5 minutes, a 20°C. La CMI de I'huile essentielle testée est
déduite a partir du premier tube de la gamme dépourvu de croissance bactérienn . La

technique est répétée trois fois.
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II-1-Rendement :

A-Influence de la masse de la matiere végétale sur le rendement en huile essentielle
d’Artémisia herba alba :

Le rendement en huile essentielle (HE) a été calculé en fonction de la matiere végétale
séche de la partie aérienne de la plante.

Selon la figure 11, le rendement en 1’huile essentielle varie en fonction de la masse de
la matiére végétale. Il atteint son maximum avec 100 g de plante séche dont avec un
rendement d’environ 2 %. Ce rendement diminue rapidement jusqu’a environ 1,2 % pour 150

g de plante séche puis décroit lentement.
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Figure 11: variation du rendement en fonction de la masse du matériel
végétal. Masse de charge en (g).

Ce rendement peut étre considéré comme important par rapport a celui de certaines
plantes exploitées industriellement comme source d’huiles essentielles. Il est plus élevé que
celui de la rose (0,1- 0,35 %), de 1a menthe poivrée (0,5 -1 %) et le néroli (0,5 - 1 %) et il est
cependant plus faible que celui de I’anis (1-3 %), de la lavande (0,8 - 2,8 %), du romarin (1 -
2,5 %) et du thym (2 - 2,75 %) (Edward et al. 1987). Pour I’espece d’armoise, ce taux est
relativement supérieur a celui des HE extraites de la méme espece récoltée dans la région de
Biskra (0,95 %) (Bezza et al., 2010), de Msila (1,02 %) (Dob et Benabdelkader., 2006), a
celui de la Jordanie (1,3 %) (Hudaiba et Aburjai., 2006), et a celui de Matmata (ville
Marocaine) (0,65), et il est comparable a celui de 18 provenances d’armoise blanche en

Tunisie (0,68 % - 1,93 %) (Houari., 2009). Cette méme variation infra-spécifique du
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rendement d’armoise blanche a ¢été notée en Espagne (0.41 %-2.30 %) pour 16
¢chantillons de 4 provenances différentes (Salido., 2004).

Cette différence en rendement entre les armoises de différentes provenances peut
étre attribuée a de nombreux facteurs: le stade de croissance, les conditions
pédoclimatiques et édaphiques de la région, la technique d’extraction et suivant 1’état de la

matiere végétale (Fellah ; 2006).

B-Influence de la durée d’extraction sur le rendement :

Nous avons noté que le rendement en HE augmente réguliérement mais avec une pente
de plus en plus élevée a mesure que 1’on se rapproche des 3 heures de durée d’extraction ou
elle atteint son paroxysme a une valeur de 2 %. Cette durée de 3 heures peut donc étre
considérée comme le temps nécessaire pour extraire la quasi-totalité de 1’huile essentielle de
la plante. Ce rendement baisse par la suite trés rapidement du fait probablement de

I’épuisement de la plante en huile essentielle (figure 12) (Benmansour., 1999).
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Figure 12 : Evolution du rendement en fonction du temps.

I1-2-Indices physico-chimiques :

L'HE d'Artemisia herba alba présente un aspect, limpide et jaune foncée, Elle est
caractérisée par une odeur forte. Nos résultats sont conformes aux normes (Afnor., 2000). Les
indices physiques et chimiques de la plante présentent une grande similitude et sont tous

compris dans les plages des normes (Afnor., 1982, 2000).
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A-Indices physiques :
Les résultats des caractéristiques physiques sont représentés dans le (tableau 10) ci-

dessous.

>
La densité de I'HE d* Artemisia herba alba est de 0,914 (Afnor., 1982). Notre HE est

de composition chimique complexe. Elle se présente sous la forme d’un mélange de
carbures terpéniques, d'alcools, d aldéhydes, de cétones et d esters.

L'indice de réfraction trouvé égal a 1,3333 est supérieur a celui de l'eau a

20°C, conformément aux normes citées par (Celle., 1980) et la pharmacopée
francaise (1993).

La miscibilité est confirmée : elle est soluble dans 1'éthanol a 70° (un volume de ' HE
pour 2,5 volumes d éthanol a 70°) (Afnor., 2000).

>

le pouvoir rotatoire est dextrogyre et similaire  au résultat trouvé par
(Bendjilali et Richard., 1982).
>
Tableau 10 : Caractéristiques physiques de 1" HE d'4 herba alba.
Caractéristiques | Densité a 20°C Pouvoir Indice de Miscibilité
physiques rotatoire réfraction a 1’¢éthanol
Valeurs 0,914 +21,46° 1,4764 1/2,5
Normes 0,9-1 Dextrogyre 1,4555-1,4788
(Afnor, 1982) (Bendjilali et (Celles, 1980)
Richard, 1982)

B-Indices chimiques :

Les résultats des caractéristiques chimiques sont représentés dans le (tableaul1) ci-

dessous.

>

L'indice d acide est un parametre qui renseigne sur le taux d'acide gras libres existant
dans une HE. La valeur obtenue est de 1,2 mg de KOH/g de corps gras, cela signifie
que notre HE posseéde un taux d'oxydation élevé ce qui explique sa dégradation
rapide.

L'indice d’ester est un autre parametre qui renseigne sur la longueur des chaines
dacide libre, pour un poids donné¢ de I'HE. Il augmente avec la diminution de la
longueur des chaines. Notre HE a une valeur de 26 mg de KOH/g de ' HE. Cette
valeur est conforme a la norme Afnor (1982).
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Tableau 11 : aractéristiques chimiques de 1" HE d’Artremisia herba alba

Indices Indice d’acide Indice d’ester
Résultats 1,2 mg de KOH/g de corps gras 26 mg de KOH/g de ’'HE
Normes 15-55(Afnor, 1982)

II-3-Examen cytobactériologique
L’¢étude cytobactériologique porte sur des patients internes (hospitalisés) et
externes dans des différents services des hopitaux (CHU Mustapha Pacha de la wilaya

d'Alger et CHU de Boufarik).

A-Prélévements

Durant la période de stage, .261 prélevements sont recueillis, dont 56% des
prélevements sont issus des patients non hospitalisés et 44% des prélévements sont
issus des patients hospitalisés.

Le taux le plus élevé est représentée par des prélevements urinaires avec 52%,
suivi par des prélevements de pus avec 28% et des prélevements de selles

(coproculture) avec 20% (Figure 13).

% des prélevements

 prélevements urinaires
 préléevements de pus

& prélévements de selles

Figure 13: Taux des 03 prélevements
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Sur 261 prélévements, 20.45% prélévement étaient positifs, 71.45% des

prélevements étaient négatifs et 8% des prélevements étaient a refaire (figure 14)

i cas négatifs
i cas positifs

u prélévements a refaire

Figure 14: Répartition globale des prélévements

B-Répartition des souches bactériennes selon leur isolement

Sur 20.45% prélevements positifs un total de 199 bacille a Gram négatif (77%) et
59 Cocci a Gram positif (23%) ont été identifiés . Ils se répartissent en : 54% souches
d’entérobactéries, 14 % d’A. baumannii, 19% de P. aeruginosa, 07% de
Staphylococcus aureus, 03% de SARM, 02% de Staphylococcus a coagulase négative
et 01% Enterococcus faecium. (Figure 15).

Parmi les 54 souches d’entérobactéries, la dominance a été attribuée a
I’Escherichia coli (52%), suivie par Klebsiella pneumoniae (10%), Klebsiella terrigina
(10%), Proteus mirabilis (07%), Proteus vulgaris (08%), Salmonella thyphimurium
(06%), Shigella sp (02%) Enterobacter sp (01%), Enterobacter cloacae (01%) et
Citrobacter freundii (03%) (Figure 16).
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% des Bactéries

H Entérobactéries

B Pseudomona aeruginosa

u Acinobacter baumannii

m Staphylococcus aureus

| Staphylococcus a coagulase

négative

@ SARM

u Entrobacter faecium

Figurel5 : Répartition des bactéries selon le pourcentage d’isolement

% Entérobactéries

mE. coli

m Klebsiella pneumoniae
& Klebsiella terrigina

& Proteus vulgaris

& Proteus mirabilis

& Enterobacter sp

®& Enterobacter cloacae

= Shigella sp

& Samonella thyphimurium

m Citrobacter ferundii

Figure 16: Répartition des entérobactéries selon les especes

C-Résistance des entérobactéries aux antibiotiques

Sur les 258 bactéries isolées, nous avons sélectionnées 20 bactéries qui se sont
révélés résistants a la plupart des antibiotiques et qui posent dans la plupart du temps
un probléme d’antibiothérapie. Pour ce fait ; nous avons choisi 04 bactéries Gram+ :
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Staphylococcus aureus, Staphylococcus a coagulase négative, SARM et Enterococcus
faecium dont le profil de susceptibilité aux antibiotiques est porté sur le tableau
12(annexe).

Pour les bactéries Gram-, le choix a été porté surtout sur des bactéries a résistante
multiple aux différentes classes d’antibiotiques et surtout vis-a-vis des céphalosporines
de la deuxiéme et de la troisieme génération. Parmi ces bactéries, nous avons choisi 02
bacilles gram- non fermentaires (Acinobacter baumanii et Pseudomona aeruginosa) et
des entérobactéries multirésistantes aux antibiotiques

(Figure 17, 18 et 19).

Figure 17 : résistante et sensibilité des Cocci gram+ vis-a-vis des antibiotiques
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a * Klebsiella pneumoniae Klebsiella terrigina Citrobacter freundii Proteus mirabilis Proteus
*
vulgaris Salmonella thyphimurium

b : Enterobacter sp, Shigella sp(1) Enterobacter cloacae Shigella sp(2), Escherichia- coli(1) Escherichia-
coli(2), Escherichia- coli(3), Escherichia- coli(4).

Figure 18: Résistante et sensibilité des entérobactéries vis-a-vis des antibiotiques
(a, b)
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Figure 19: résistante et sensibilité des bacilles gram- non fermentaires vis-a-vis des
antibiotiques

I1-4-Evaluation de P’activité antibactérienne des huiles essentielles en milieu solide
L’activité antibactérienne d’huile essentielle d ’Artemisia judaica L, a été évaluée contre
20 bactéries d’origine clinique et contre 06 bactéries de référence.
Nous avons étudié€ la sensibilité des germes-cible vis a vis d’huile essentielle
d’Artemisia judaica L en utilisant trois techniques différentes:
- La méthode de Microatmosphere.
- La méthode d’Antibiose.
- La méthode CMI (Concentration Minimale Inhibitrice)

- Et la méthode CMB (Concentration Minimale Inhibitrice)

I1-4--1-Méthode Microatmosphere
L’huile essentielle d’Artemisia herba alba présentait une forte activité
antibactérienne contre toutes les bactéries standards et les bactéries d’origine clinique

Seuls P.aeruginosa et S. typhimurium se sont avérés résistants (tableau 13).

I1-4--2-Méthode d’ Antibiose
L’activité antibactérienne de L’huile essentielle d’Artemisia herba alba. a été évaluée
par la méthode de diffusion par disque. Les résultats relatifs a I’activité d’HE envers les

bactéries sont rapportés dans le tableau 13 et sont présentés dans les figures
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20 et 21 (les diameétres des zones d’inhibitions nous ont permis d’évaluer la sensibilité
ou la résistance des germes-cibles vis-a-vis de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba
Les diamétres d’inhibition des bactéries Gram+, générés par 1’huile essentielle
d’Artemisia herba alba sont trés nettement supérieurs a ceux produits par la VA. En effet
les bactéries a Gram positif, S.aureus (31.33mm), SARM (30 mm), Enterococcus faecalis
ATCC 29212 (30mm), B subtilis ATCC 6633 (28,33mm), Staphylocoque a coagulase
negative (28mm), étaient les souches les plus sensibles a I'huile essentielle, suivies par S
aureus ATCC 25923 (22mm), E faecium (21,66mm) et S epidermidis

ATCC 12228 (20,33 mm).

Selon Ponce et al. (2003) et Biyiti et al. (2004), les huiles essentielles sont
considérées comme actives si elles produisent des diamétres d’inhibition supérieurs ou
¢gaux a 21 mm. De ce fait, I’huile essentielle d’Artemisia herba alba. présente une forte
action antibactérienne contre 3 germes-cibles : A. baumanii (31,33 mm), E. cloacae
(23 mm) et P. aeruginosa (22 mm) °. Le reste des bactéries Gram négatives (les DI ont
été comprises entre 17 a 19 mm) se montrent assez sensibles a ’action inhibitrice de

I’huile essentielle.

Figure 20: Activité antibactérienne de I’huile essentielle d’A4 judaica L. et de
I’imipenéme vis-a-vis des Entérobactéries
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Figure 21: Activité antibactérienne de I’huile essentielle d’Artemisia judaica L.
et la Vancomycine vis-a-vis des Cocci Gram+

Les résultats des trois méthodes employées pour l'activité antibactérienne sont

similaires (la méthode de micro atmosphere, la méthode de diffusion, et la méthode de
dilution).
L'huile volatile d’Artemisia herba alba. n'a montré aucun effet sur la prolifération de
la bactérie P. aeruginosa et la bactérie S. typhimurium en utilisant la méthode micro
atmosphere. Cependant, en utilisant des procédés de diffusion et de dilution, I’huile
essentielle montre un effet bactéricide sur ces deux bactéries avec des CMI qui sont
respectivement égales a 70 et 35 ug/ml. Par ailleurs les bactéries E.coli isolées de 04
prélévements différents se sont avéré les moins sensibles par rapport a tous les
germes-cibles avec des diameétres d’inhibition allant de 13 a 15 mm dans la méthode
d’antibiose. Par contre, dans la méthode CMI, elles se sont montrées trés sensibles vis-
a-vis de ’action inhibitrice de 1’huile avec des CMI égales a 35 ug/ml.

La présente étude a montré que l'activité antibactérienne de I'huile volatile a été
plus prononcée contre les bactéries Gram+ que bactéries Gram-. Ce résultat est en
accord avec de nombreuses études effectuées sur d'autres especes végétales (Saidana

et al,, 2008).
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Tableau 13 : Activité antibactérienne d’huile essentielle d’Artemisia herba alba.

Microorganismes MM MA CMI (ug/ml)
(mm)

Bactéries d’origine clinique
Klebsiella pneumoniae - 17.66 35
Klebsiella terrigina - 17 35
Acinetobacter baumannii - 31,33 35
Pseudomonas aeruginosa + 22 70
Citrobacter freundii - 17,33 35
Proteus mirabilis - 19,33 35
Proteus vulgaris - 17 35
Salmonella thyphimurium + 19.33 35
Enterobacter sp - 14.83 35
Shigella sp(1) - 19.66 35
Enterobacter cloacae - 23 70
Shigella sp(2) - 18.5 35
Escherichia- coli(l) - 14.83 35
Escherichia- coli(2) - 13 35
Escherichia- coli(3) - 17 35
Escherichia- coli(4) - 16,5 35
staphylococcus aureus résistants a la - 29.33 17.5
méticilline (SARM)
Staphylococcus aureus - 31.33 17.5
staphylococcus a Coagulase negative - 28 17.5
Enterococcus faecium - 21.66 35

MM: Méthode de Micro atmosphere, MA: Méthode d’antibiose, CMI : Concentration minimale
inhibitrice ; CMB : Concentration minimale bactéricide, - : absence de la croissance bactérienne

+: Présence de la croissance bactérienne

L’activité antibactérienne des huiles essentielles ainsi que leur mode d’action
sont directement influencés par la nature et la proportion de leurs constituants qui
entrent dans leur composition. Les composés majoritaires sont souvent responsables
de D’activité antibactérienne observée (Dormans et Deans, 2000 ; Kalemba et
Kunicka, 2003).

Certaines études ont montré que l'ensemble des fractions volatiles ont une
activité antibactérienne plus grande par rapport aux composants principaux. Ceci
suggere que les composés présents dans les proportions les plus grandes sont
responsables de Il'activité, mais les constituants moins abondants doivent étre

envisagés. Pour ce faire, les effets synergiques de la diversité des constituants majeurs
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et mineurs présents dans les huiles essentielles doivent €tre pris en considération vue
leur activité biologique (Burt, 2004).

L'activit¢ antimicrobienne de l'huile essentielle peut étre expliquée par le
caracteére lipophile des mono terpénes contenus dans l'huile essentielle. Les mono
terpénes agissent en perturbant la membrane cytoplasmique microbienne, ce qui
provoque une déstabilisation de la structure et une augmentation de la perméabilité
membranaire (Sikkema et al., 1994). Ces modifications entrainent une fuite d’ions et
des composés intracellulaires (Carson et al., 2002; Ultee et al., 2002). Si la perte de

matériel est trop importante a la survie de la bactérie, cela entraine la mort cellulaire.
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II-1-Rendement :

A-Influence de la masse de la matiére végétale sur le rendement en huile essentielle
d’Artémisia herba alba :

Le rendement en huile essentielle (HE) a été calculé en fonction de la matiére végétale
seche de la partie aérienne de la plante.

Selon la figure 11, le rendement en 1’huile essentielle varie en fonction de la masse
de la matiere végétale. Il atteint son maximum avec 100 g de plante séche dont avec un
rendement d’environ 2 %. Ce rendement diminue rapidement jusqu’a environ 1,2 % pour 150

g de plante séche puis décroitlentement.

S RS o = o
L
i

i} 1A 1 i <lakl
L s Si g
Figure 11: variation du rendement en fonction de la masse du matériel végétal. Masse

de charge en (g).

Ce rendement peut €tre considéré comme important par rapport a celui de certaines
plantes exploitées industriellement comme source d’huiles essentielles. Il est plus élevéque
celuidelarose(0,1-0,35%),delamenthepoivrée(0,5-1%)etlenéroli(0,5-1
%) et il est cependant plus faible que celui de ’anis (1-3 %), de la lavande (0,8 - 2,8 %), du
romarin (1 - 2,5 %) et du thym (2 - 2,75 %) (Edward et al. 1987). Pour I’espéce d’armoise,
ce taux est relativement supérieur a celui des HE extraites de la méme espece récoltée dans la
région de Biskra (0,95 %) (Bezza et al., 2010), de Msila (1,02 %) (Dob et Benabdelkader.,
2006), a celui de la Jordanie (1,3 %) (Hudaiba et Aburjai., 2006), et a celui de Matmata
(ville Marocaine) (0,65), et il est comparable a celui de 18 provenances d’armoise blanche en

Tunisie (0,68 % - 1,93 %) (Houari., 2009). Cette méme variation infra-spécifiquedu
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rendement d’armoise blanche a été notée en Espagne (0.41 % - 2.30 %) pour 16
¢chantillons de 4 provenances différentes (Salido.,2004).

Cette différence en rendement entre les armoises de différentes provenances peut
étre attribuée a de nombreux facteurs : le stade de croissance, les  conditions
pédoclimatiques et édaphiques de la région, la technique d’extraction et suivant I’état de la

matiere végétale (Fellah ;2006).

B-Influence de la durée d’extraction sur le rendement :

Nous avons noté que le rendement en HE augmente réguliérement mais avec une pente
de plus en plus ¢élevée a mesure que 1’on se rapproche des 3 heures de durée d’extraction ou
elle atteint son paroxysme a une valeur de 2 %. Cette durée de 3 heures peut donc étre
considérée comme le temps nécessaire pour extraire la quasi-totalité de I’huile essentielle de
la plante. Ce rendement baisse par la suite trés rapidement du fait probablement de

I’épuisement de la plante en huile essentielle (figure 12) (Benmansour.,1999).

2,5

1,5

le rndement en %

1 1,5 2 3 3,5
la durée

Figure 12 : Evolution du rendement en fonction du temps.

I1-2-Indices physico-chimiques :

L'HE d’Artémisia herba alba présente un aspect, liquide et jaune foncée, Elle est
caractérisée par une odeur forte. Nos résultats sont conformes aux normes (Afnor., 2000). Les
indices physiques et chimiques de la plante présentent une grande similitude et sont tous

compris dans les plages des normes (Afnor., 1982, 2000).
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A-Indices physiques :
Les résultats revelant des caractéristiques physiques sont représentés dans le (tableau
10) ci- dessous.

» La densité de I'HE d* Artemisia herba alba est de 0,914 (Afnor., 1982). Notre HE est
de composition chimique complexe. Elle se présente sous la forme d’un mélange de
carbures terpéniques, d alcools, d aldéhydes, de cétones etd esters.

» L'indice de réfraction trouvé égal a 1,3333 est supérieur a celui de I'eau a 20°C,
conformément aux normes citées par (Celle., 1980) et la pharmacopée
francaise(1993).

» La miscibilité est confirmée : elle est soluble dans 1'éthanol a 70° (un volume de I’'HE
pour 2,5 volumes d éthanol a 70°) (Afnor.,2000).

» le pouvoir rotatoire est dextrogyre et similaire au résultat trouvé par
(Bendjilali et Richard., 1982).

>

Tableau 10 : Caractéristiques physiques de 1" HE d'4 herba alba.

Caractéristiques | Densité a 20°C Pouvoir Indicede Miscibilité
physiques rotatoire réfraction al’éthanol
Valeurs 0,914 +21,46° 1,4764 1/2,5
Normes 0,9-1 Dextrogyre 1,4555-1,4788

(Afnor, 1982) (Bendjilali et (Celles,1980)
Richard, 1982)

B-Indices chimiques :
Les résultats des caractéristiques chimiques sont représentés dans le (tableaull)
ci-dessous.

» L'indice d'acide est un paramétre qui renseigne sur le taux d'acide gras libres existant
dans une HE. La valeur obtenue est de 1,2 mg de KOH/g de corps gras, cela signifie
que notre HE posseéde un taux d oxydation élevé ce qui explique sa dégradation rapide.

» L'indice d'ester est un autre paramétre qui renseigne sur la longueur des chaines
dacide libre, pour un poids donné¢ de I'HE. Il augmente avec la diminution de la
longueur des chaines. Notre HE a une valeur de 26 mg de KOH/g de 'HE. Cette

valeur est conforme a la norme Afnor(1982).
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Tableau 11: Caractéristiques chimiques de | HE d"Artémisia herba alba

Indices Indice d’acide Indice d’ester
Résultats 1,2 mg de KOH/g de corps gras 26 mg de KOH/g de ’'HE
Normes 15-55(Afnor, 1982)

II-3-Examen cytobactériologique

L’¢étude cytobactériologique porte sur des patients externes et des patients

internes (hospitalisés) dans des différents services de hopital (CHU de Kolea ).

A-Prélévements

Durant la période de stage, .261 prélévements sont recueillis, dont 56%

desprélevements sont issus des patients non hospitalisés et 44% des prélévements sont

issus des patients hospitalisés.

Le taux le plus élevé est représentée par des prélévements urinaires avec 52%,

suivi par des prélévements de pus avec 28% et des prélevements de selles

(coproculture) avec 20% (Figure 13).

% des prélevements

M prélevements urinaires
M prélevements de pus

i préléevements de selles

Figure 13: Taux des 03 prélévements
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Sur 261 prélevements, 20.45% prélevement étaient positifs, 71.45% des

prélevements étaient négatifs et 8% des prélevements étaient a refaire (figure 14)

M cas négatifs
H cas positifs

i prélevements a refaire

Figure 14: Répartition globale des prélévements

B-Répartition des souches bactériennes selon leur isolement

Sur 20.45% prélevements positifs un total de 199 bacille a Gram négatif (77%)
et 59 Cocci a Gram positif (23%) ont été identifiés . Ils se répartissent en : 54%
souches d’entérobactéries, 14 % d’Acinetobacter baumannii, 19% de Protéus
aeruginosa, 07% de Staphylococcus aureus, 03% de SARM, 02% de Staphylococcus a
coagulase négative et 01% Enterococcus faecium. (Figurel5).

Parmi les 54 souches d’entérobactéries, la dominance a été attribuée a
I’Escherichia coli (52%), suivie par Klebsiella pneumoniae (10%), Klebsiella terrigina
(10%),Proteusmirabilis(07%),Proteusvulgaris(08%),Salmonellathyphimurium
(06%), Shigella sp (02%) Enterobacter sp (01%), Enterobacter cloacae (01%) et
Citrobacter freundii (03%) (Figure 16).
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% des Bactéries

H Entérobactéries

M Pseudomona aeruginosa

W Acinobacter baumannii

M Staphylococcus aureus

M Staphylococcus a coagulase

négative

i SARM

M Entrobacter faecium

Figurel5 : Répartition des bactéries selon le pourcentage d’isolement

% Entérobactéries

mE. coli
W Klebsiella pneumoniae
| Klebsiella terrigina

W Proteus vulgaris

W Proteus mirabilis

| Enterobacter sp

| Enterobacter cloacae

| Shigella sp

@ Samonella thyphimurium

| Citrobacter ferundii

Figure 16: Répartition des entérobactéries selon les especes

C-Résistance des entérobactéries aux antibiotiques
Sur les 258 bactéries isolées, nous avons sélectionnées 20 bactéries qui se sont
révélés résistants a la plupart des antibiotiques et qui posent dans la plupart du temps

un probléme d’antibiothérapie. Pour ce fait ; nous avons choisi 04 bactéries Gram+ :
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Staphylococcus aureus, Staphylococcus a coagulase négative, SARM et Enterococcus
faecium dont le profil de susceptibilit¢ aux antibiotiques est porté sur le tableau
12(annexe).

Pour les bactéries Gram-, le choix a été porté surtout sur des bactéries a résistante
multiple aux différentes classes d’antibiotiques et surtout vis-a-vis des
céphalosporines de la deuxieéme et de la troisiéme génération. Parmi ces bactéries,
nous avons choisi 02 bacilles gram- non fermentaires (Acinobacter baumanii et
Pseudomona aeruginosa) et des entérobactéries multirésistantes aux antibiotiques

(Figure 17, 18 et19).

Staphylococcus aureus Staphylococcus a Enterococcus faecium
coagulase négative

Figure 17 : résistante et sensibilité des Cocci gram+ vis-a-vis des antibiotiques
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Klebsiella Klebsiella Citrobacter Proteus Proteus Salmonella
Pneumoniae  terrigina ferundii mirabilis vulgaris  thyphimirium

a ‘Klebsiella pneumoniae Klebsiella terrigina Citrobacter freundii Proteus mirabilis Proteus vulgaris
Salmonella thyphimurium”

b : Enterobacter sp, Shigella sp(1) Enterobacter cloacae Shigella sp(2), Escherichia- coli(1) Escherichia-
coli(2), Escherichia- coli(3), Escherichia- coli(4).

Figure 18: Résistante et sensibilité des entérobactéries vis-a-vis des antibiotiques
(a, b)
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Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter baumannii

Figure 19: résistante et sensibilité des bacilles gram- non fermentaires vis-a-vis des
antibiotiques

I1-4-Evaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles en milieu solide
L’activité antibactérienne d’huile essentielle d ’Artémisia herba alba, a été évaluée
contre 20 bactéries d’origine clinique et contre 06 bactéries de référence.
Nous avons étudi¢ la sensibilité des germes-cible vis a vis d’huile essentielle
d’Artémisia herba albaen utilisant trois techniques différentes:
- La méthode deMicro atmosphere.
- La méthoded’ Antibiose.

- La méthode CMI (Concentration Minimalelnhibitrice)

I1-4--1-Méthode Micro atmosphere
L’huile essentielle d’Artémisia herba alba présentait une forte activité
antibactériennecontretouteslesbactériesstandardsetlesbactériesd’ origineclinique

. SeulsP.aeruginosa et S. typhimurium se sont avérés résistants (tableau 13).

I1-4--2-Méthode d’ Antibiose
L’activité antibactérienne de L’huile essentielle d’Artémisia herba alba. a été
¢valuée par la méthode de diffusion par disque. Les résultats relatifs a I’activit¢ d’HE

envers les bactéries sont rapportés dans le tableau 13 et sont présentés dans les figures
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20 et 21 (les diametres des zones d’inhibitions nous ont permis d’évaluer la
sensibilitéou la résistance des germes-cibles vis-a-vis de 1’huile essentielle d’Artemisia
herba alba Les diametres d’inhibition des bactéries Gram+, générés par I’huile
essentielle
d’Artemisia herba alba sont trés nettement supérieurs a ceux produits par la VA. En
effet les bactéries a Gram positif, S.aureus (31.33mm), SARM (30 mm), Enterococcus
faecalis ATCC 29212 (30mm), B subtilis ATCC 6633 (28,33mm), Staphylocoque a
coagulase négative (28mm), €taient les souches les plus sensibles a I'huile essentielle,
suivies par S aureus ATCC 25923 (22mm), E faecium (21,66mm) et S epidermidis
ATCC 12228 (20,33mm).

Selon Ponce et al. (2003) et Biyiti et al. (2004), les huiles essentielles sont
considérées comme actives si elles produisent des diametres d’inhibition supérieurs ou
¢gaux a 21 mm. De ce fait, ’huile essentielle d’Artemisia herba alba. présente une forte
action antibactérienne contre 3 germes-cibles : A. baumanii (31,33 mm), E. cloacae
(23 mm) et P. aeruginosa (22 mm) °. Le reste des bactéries Gram négatives (les DI ont
¢été comprises entre 17 a2 19 mm) se montrent assez sensibles a 1’action inhibitrice de

I’huileessentielle.

Imipenéme

Souches bactériennes

Figure 20: Activité antibactérienne de I’huile essentielle d’4 herba alba. et
de 'imipenéme vis-a-vis des Entérobactéries

62



Chapitre I1 : Résultats et discussions

HDI|
Vancomycine

Staphylococcus aureus — Staphylococcus aureus staphylococcusa Enterococcus faecium
résistantes a la Coagulasenegative

méthicilline(SARM) e DI: Diamétre d'inhibition
Souches bactériennes

Figure 21: Activité antibactérienne de I’huile essentielle d’Artémisia herba alba.
et la Vancomycine vis-a-vis des Cocci Gram+

Les résultats des trois méthodes employées pour l'activité antibactérienne sont

similaires (la méthode de micro atmosphere, la méthode de diffusion, et la méthode de
dilution).
L'huile volatile d’Artemisia herba alba. n’a montré aucun effet sur la prolifération de
la bactérie P. aeruginosa et la bactérie S. typhimurium en utilisant la méthode micro
atmosphere. Cependant, en utilisant des procédés de diffusion et de dilution, I’huile
essentielle montre un effet bactéricide sur ces deux bactéries avec des CMI qui sont
respectivement égales a 70 et 35 ug/ml. Par ailleurs les bactéries E.coli isolées de 04
prélévements différents se sont avéré les moins sensibles par rapport a tous les germes-
cibles avec des diameétres d’inhibition allant de 13 a 15 mm dans la méthode
d’antibiose. Par contre, dans la méthode CMI, elles se sont montrées trés sensibles vis-
a-vis de ’action inhibitrice de I’huile avec des CMI égales a 35ug/ml.

La présente ¢tude a montré que l'activité antibactérienne de 1'huile volatile a été
plus prononcée contre les bactéries Gram+ que bactéries Gram-. Ce résultat est en
accord avec de nombreuses études effectuées sur d’autres especes végétales (Saidana

et al., 2008).
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Chapitre I1 : Résultats et discussions

Tableau 13 : Activité antibactérienne d’huile essentielle d’Artemisia herba alba.

Microorganismes MM MA CMI (ng/ml)
(mm)

Bactéries d’origine clinique
Klebsiella pneumoniae - 17.66 35
Klebsiella terrigina - 17 35
Acinetobacter baumannii - 31,33 35
Pseudomonas aeruginosa + 22 70
Citrobacter freundii - 17,33 35
Proteus mirabilis - 19,33 35
Proteus vulgaris - 17 35
Salmonella thyphimurium + 19.33 35
Enterobacter sp - 14.83 35
Shigella sp(1) - 19.66 35
Enterobacter cloacae - 23 70
Shigella sp(2) - 18.5 35
Escherichia- coli(1) - 14.83 35
Escherichia- coli(2) - 13 35
Escherichia- coli(3) - 17 35
Escherichia- coli(4) - 16,5 35
staphylococcus aureus résistants a la - 29.33 17.5
méticilline (SARM)
Staphylococcus aureus - 31.33 17.5
staphylococcus a Coagulase negative - 28 17.5
Enterococcus faecium - 21.66 35

MM: Méthode de Micro atmosphére, MA: Méthode d’antibiose, CMI : Concentration minimale
inhibitrice - : absence de la croissance bactérienne

+ : Présence de la croissance bactérienne

L’activité antibactérienne des huiles essentielles ainsi que leur mode d’action
sont directement influencées par la nature et la proportion de leurs constituants qui
entrent dans leur composition. Les composés majoritaires sont souvent responsables de
I’activité antibactérienne observée (Dormans et Deans, 2000 ; Kalemba et Kunicka,
2003).

Certaines études ont montré que l'ensemble des fractions volatiles ont une
activité antibactérienne plus grande par rapport aux composants principaux. Ceci
suggere que les composés présents dans les proportions les plus grandes sont
responsables de l'activité, mais les constituants moins abondants doivent E&tre

envisagés.Pourcefaire,leseffetssynergiquesdeladiversitédesconstituantsmajeurs
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Chapitre I1 : Résultats et discussions

et mineurs présents dans les huiles essentielles doivent étre pris en considération vue
leur activité biologique (Burt, 2004).

L'activité antimicrobienne de 1'huile essentielle peut étre expliquée par le
caractére lipophile des mono terpénes contenus dans 1'huile essentielle. Les mono
terpénes agissent en perturbant la membrane cytoplasmique microbienne, ce qui
provoque une déstabilisation de la structure et une augmentation de la perméabilité
membranaire (Sikkema et al., 1994). Ces modifications entrainent une fuite d’ions et
des composés intracellulaires (Carson et al., 2002; Ultee et al., 2002). Si la perte de

matériel est trop importante a la survie de la bactérie, cela entraine la mort cellulaire.
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Conclusion

Un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales posséde des propriétés
biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines a
savoir en médecine, en pharmacie, en cosmétologie et en agriculture. Ce regain d’intérét vient
d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de
substances bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments
inquictent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour 1’organisme.

20 souches bactériennes d’origine clinique ont été isolées et identifiées a partir des
urines pour déterminer I’activité antibactérienne des huiles essentielles d’ Artémisia herba alba
vis a vis a ces souches.

L'extraction de la partie aérienne de la plante a permis d'obtenir un rendement environ
2%. Ce rendement est important par rapport a celui de certaines plantes exploitées
industriellement comme source d’huiles essentielles.

Parmi les 54% souches d’entérobactéries, la dominance a été attribuée a 1’Escherichia
coli (52%), suivie par Klebsiela pneumonie (10%), Klebsiela terrigina (10%), Proteus
mirabilis (07%) ,Proteus vulgaris ( 07 % ), Salmonella thyphimurium ( 06%) , Shigella sp
(02% ) Entérobacter sp ( 01%), Enterobacter cloacae( 01%) et Citrobacter freundii (03% )

Les 02 méthodes microbiologiques (méthode micro atmosphere et méthode d’antibiose)
ont montré que L’huile essentielle d’Artémisia herba alba présentait une forte activité
antibactérienne contre les 20 souches bactériennes d’origine clinique. Les bactéries a Gram
positif, Staphylocoque. aureus (31.33 mm), le SARM (30 mm), Enterobacter. faecalis ATCC
29212 (30 mm), étaient les souches les plus sensibles vis-a-vis de I'huile essentielle

Les méthodes CMI ont dévoilé que I’huile essentielle posséde un effet bactériostatique.

Au terme de ce travail, cette étude a permis d’apporter des arguments scientifiques sur
les propriétés antibactériennes, ce qui confirme son utilisation en pharmacopée traditionnelle
comme agent de conservation, antiseptique ou comme antibactérien.

Cette étude présente in intérét pharmacologique dans la mesure ou nos résultats
constituent, avec ceux des études réalisées auparavant, une base essentielle en faveur de son
utilisation dans de nombreuses préparations pharmaceutiques.

Espérons que ce travail constitue une modeste contribution car si I’on veut améliorer
I’activité antibactérienne des huiles essentielles ,ce ci permettre dans le futur la synthése des

molécules potentiellement actives
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annexe

Tableaux des valeurs critiques des diamétres d’inhibition des bactéries

Tableau I: Valeurs critiques des diamétres d’inhibition pour Acinetobacter baumannii

Antibiotiques  Charge des disques Résistant Sensible

testés

Pipéracilline 100 pg <17 mm >21 mm

(PIP)

Ticarcilline(TI 75 ug <14 mm > 20 mm

©)

Imipenéme 10 ug <13 mm > 16 mm

(IPM)

Ceftazidime 30 pug <14 mm > 18mm

(CAZ)

Tobramycine 10 ug <12 mm > 15 mm

(T™M)

Amikacine 30 ug <14 mm > 17 mm

(AN)

Gentamicine (10 pg) <12 mm >15 mm

(GM)

Ciprofloxacine 5 ug <15 mm >21 mm

(CIP)

Rifampicine 30 ug <14 mm >19 mm

(RA)

Aztréonam 30 ug <15 mm >22 mm

(ATM)

Colistine (CS) 50 ug (La colistine est CMI (ug /ml) CMI (ug /ml)
testée pour usage R S
thérapeutique. Il > <2

faut déterminer la CMI)
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Tableau II: Valeurs critiques des diamétres d’inhibition pour pseudomonas

Pipéracilline 100 pg <17 mm >21 mm

(PIP)

Ticarcilline(TI 75 pg <14 mm > 20 mm

©)

Imipenéme 10 ug <13 mm > 16 mm

(IPM)

Ceftazidime 30 pug <14 mm > 18mm

(CAZ)

Tobramycine 10 ug <12 mm > 15 mm

(T™M)

Amikacine 30 ug <14 mm > 17 mm

(AN)

Gentamicine (10 pg) <12 mm >15 mm

(GM)

Ciprofloxacine 5 ug <15 mm >21 mm

(CIP)

Rifampicine 30 ug <14 mm >19 mm

(RA)

Aztréonam 30 ug <15 mm >22 mm

(ATM)

Colistine (CS) 50 ug (La colistine est CMI (ug /ml) CMI (ug /ml)
testée pour usage R S
thérapeutique. 11 > <2

faut déterminer la CMI)
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Tableau III: Valeurs critiques des diametres d’inhibition pour Staphylocoques
coagulasse négative

Antibiotiques Charge des  Résistant Sensible
disques

Pénicilline G 10 UI <28 mm >29 mm
Céfoxitine (FOX) 30 ug <24 mm >25 mm
Gentamicine (GM) 10 ng <12 mm >15 mm
Kanamycine (K) 30 ug <13 mm >18 mm
Erythromicine (E) 15ug <13 mm >23 mm
Pristinamycine (PT) Sug <19 mm >22 mm
Acide fusidique (FA) 10 ug <15 mm >22 mm
Triméthoprime+ Sulfamides 1,25 ug <10mm >16 mm
(SXT) +23,75 ug

Oxacilline lug CMI CMI

critiques ~ critiques
(ng/ml  (ug/ml

R S
>0,5 <0,25
Vancomycine (VA) 30 ug Diamétre  Diamétre CMI CMI

S S critiques  critiques
critiques  critiques  (pg/ml) (ng/ml)
(mm) (mm)
R S R S
- - >32 <4

Commentaires :

Le disque de vancomycine ne permet pas différencier les souches vanco « S », « I » et « R
» de S.C.N., car les diamétres d’inhibition sont similaires. La détermination de la CMI de
la vancomycine est obligatoire
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Tableau IV : Tableau de lecture des résultats de la galerie API 20 Strep

are RESLATATS
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS/EMZYMES
Imgicup) NEGATIF POSITIF
YP 4+ VP 2 1 jusqu'd 10 min [3)
production Jecétoins
WP scdum pyruvale 14 Voges Proskaver] Iraclipre Fiome-Fougs
HIN ! rsouia 10 min
HIP acide Fippurique 04 | hydrotyse (acide HiPgurique) “ﬁ:ﬂml i IF““‘-' Bl fonc/Viciet
4h 2n dhn 2 h
; Incolore .
escubnn 1.9 | hydralyse B-gluccsidasa Incalan: Moit .
ERG citrate e for 0152 | [E8Culng] Jaune plis | JEEPR DAl | oo ok
Giris calr
Z¥ML A = TYM B/ 10 min (FYRA & LAP) 1)
au besoin décoiond par éclainenant inlense
atide pyrogiufamique- Incoione ou
FYRA x 00258 | PY¥Rroldoryl Arylamid r Drange
Al E-onomo-2-naphby ke D- AL acibaid il
galasopyrancail ROS16" o I'ruu
acida naphtol-4.586 ;
AGUR gucuranique 00537 | -GizuRonidase lrrm'e Eaau
Z-naphbyl-a0- Incoiore ou
0 | giscopyancaige | POV | AR Vit 1 e e
Incalons ol
PAL Z-naphtyl pheaphats ot Momaeeiake | - Vicke Inés plie '.'I:H
LAP | Ldexina-E-naphtylamida | 00256 | Leucine AminoPepbdase Incolorg Crange
ADH L-grgrine 18 |Angnine DHydrolase Jaue Rauge
dh 24n dh h
; Orangel Crange!
ElB Duriboge 14 | acidficalion [RiBase) Rouge Rouge Tanins Jaune
; : : Orargal Crange
ARA L-arabinose 14 | ecidfication (ARADNose| Rouge Rouge i Jaune
. . . won Drangal Crange!
MAN D-mannitel 1.38 | acidfication (MAMNnial] Rouge Aouge | Jauns
. . . . Orangel Cranges!
208 Degathilol 138 | acidficalion (30Rbil) Rouge Rouge nine Jaune
O-lactass Orangel Crangel
Lac (Griging bewios) 14 | acdfication [LACKSE) Rauge Rouge 8uns Jaune
Orangal | Crange'
1EE O-z8haoee 1,32 | acidfication [TRER=iose) Rauge Rougs o Jaune
Orangal Cranged
[la 1] inulin 512 | ecidfication (IMUlne) Rouge Aouge g Jauns
z Ciramgal Crange’
BAF [-affincse 312 | scidfication (RAFfinces) Rouge Rouge i Jauns
. : y Orangal Crangey
A0 amidon (2] 258 | acidfication [AMDon) Rouge Rouge s Jaune
GLYG glycoging 128 | acxification {GLYcoGdne| Rouge ou Orange Jaung frang
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Tableau V : Tableau de lecture des résultats de la galerie API 20 Staph

OTE RESULTAT
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS : REACTIONS | ENZYMES
|mghzup; MEGATIF POSITIF
[ ALEun Tamain negaf foga -
LY Ceglusmse 13 | (Témoin pesili’} (D-ZLUcose)
FRU [ 14 |acidfication |D-FALlictoss)
MKE Omannoss 14 |acificalion \D-MarMosE]
ML C-makase 14 |atidficalion [WALoee|
LAC : ELEMSE , 14 |ecidiicalion [LAC:se] reuge ” ae
ingine boving) g J
E Ddrihiloss 132 |ecidfication [D-TREhakuse|
MK C-mnannital 13 |ecklfication [D-Méhta)
¥LT i 14 |ackdfication yLiTel)
MEL Crmélionse 132 | ecidficalion [D-MELibioss|
WIT  +MIT 2/ 10 min
MT Alrale de porassium 003 | Feduston des MiTrales &n nilnites ingocra-asa phke rauge
ZEMA+ZYMB 10 mn
PAL (enaptiyl phosphete | 002&2 | Phosphatase Alcaling jaure winlet
Yl W
I.I'F| SU:ILF p-'TJ-".EI-':, 1 ':I]L I:‘f:ldlllﬂl:ﬂ-j B:Et‘ﬂ Tlé1h5'-:E|‘t1l1[!| i"l:Il o :lék—"_. ]'i[:lﬂ'l-l'“ﬁl'-"
Rk “T | Voges Proskaser] Rl ks
RAF D+affinoss 15 |acidfcalion IRAFfnoss)
XL Dhayicse 14 |acdficalan [X¥Less)
A C-zaccharaze 132 |ecHficalion |3ACckarass)
fge Al
higrancs ce Ghyoeyrancside!
kG M-acdty-glaosaming 123 | acidficalion IN-Achy-Glucesaming)
A0H L-angrinz 193 | Argrine DHwerzlase jBure OENIE-TI]E
URE ke 07 |LUREss jaure rouge-viclst
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Tableau VI Tableau de lecture des résultats de la galerie API20N E

TABLEAL DE LECTURE
osANTS AcTiFs | OTE nm;nu;':.-r;nmes Ltinibll
TESTS | COMP TS A imglcup} NEGATIF POSITIF
MIT 1+ ST 2 05 min
réduction des Nitrales an nifrites incolang | rosc-fouge
N3 potassium nitrate 0.136 =
£0.4.5 min
réduciion deshlitrates en azote 1056 i ncokire
JAMES { Immsdiat i
02 | formation dindele {TRyploPhane) g fose
TRP L-leyplophnane : orm {TRypla vert pala { jauna
Gl D-glucose 152 | fermentaiion (GLUgose) bleu & vert jaune
ADH L-argining 102 | Arginine DiHydrofase L uanlg;au;:anm f
' arange f rose /
URE wée 0,78 |LUREase jaung rouga
asculin 0,66 ; . ri { marram { noir
ESC Feeios e goro | nvdrolyse (p-glusasidase) [ESCulne) Jaune E
gélating - pas de diffugion diffusion du
L {origine bovina) 08 | hydrolyss (proléase} {GEL aline) i phirent pHgmend noir
4-nitigphinyl-po- [i-gatactosidaae (Para-NiroPheény-Lo- " ;
PNPG gelactopyranoeids a2 Galactopyranosidase) S e
|G D-giicnse 156 | assimiiglion (GLllcoss} Transparencs trgurble
ARA L-arabinose T4 | assimiation (ARAINGSE) Iransparance {rouble
[ARA|
: !
MME D-manngesa i4 |assimilation (ManMosE) fransparance trowbls
[ MNE]
H.l!-.l'\.ll D-ranndal 136 | agsimilaticn (MAKNI) anagarence brgriaale
L NAG N-acétyl-ghecosarming 128 | assimilalion (N-fostyl-Glucssaming) bransparence troubla
[ AL D-maltosa 14 aesimilation (MALIosE) transparence frouble
GHT podaseiun gluconsle 1,84 | azsimilation {potaseium GlucoMaTe) brEnspRrence trouble
| cap achde caprique 0.78 | assimilation facide CAPrigus) transparence trouble
ALY amde adipique 1,12 | assimilaton (acide ADIpique) treneparence trouble
LADH] pig P EQE
|MI.T acide malique 156 | 2ssimilation ddalaTe) fransparence frauble
L] trigadium citrate 228 | assimilaten drisodium ClTrate) Iransparenca trouble
| PAC acide phénykacaligue 08 | assimitaton fcde Phiény ACEtgua) transparence troubla
o% N tﬂ ;ﬂ::m - | cytechrome-cxydase fuwsit netice du test oxydase)
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Tableau VII: Tableau d’identification du catalogue analytique API 20E
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Tableau VIII : Tableau d’identification du catalogue analytique API 20E (Suite)
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Tableau VX : Tableau d’identification du catalogue analytique API 20 Staph

AP STHPH Wl 0 LA FRL | WINE [ RRAL [ LA | TRE [ MRS )ET [ RAEL | BT |PAL | WP JRAF |00 | SO0 DG | NAG ) B0 | LIRE |LSTR
Saghphoossin surus ] [ I | [ 2 a
Slaghplcassis sunciling a 4 | T2 | 10 =] ¥ a1 i o lagy 0 15 1

Sl hpkoosoys LaEs il | 2| TPy 6|0 23 0| o |[8@y 0 i 38
Shashpkoootis Cam il | 10 i O Dl I = I O I a i sy o
Stapbpkcarser camens il il [ I a0 § | o ] Qa
Sashpkcosses shmnspeanas i =T I il4 - &}
Slaghplcacivy cofad sp cafid | R& 2 A3 o | M | EBE 1] i 2 a & z 1 a
Shaph codioe 555 wvesghoom i B | O 1 a o i a [n} o
Shagindeco oo envdemids il ] P o|o | gl i 4 |18 o
Staghpkcoross basmoddnys ] 5 |yl L -7 R 13 1 [}
Staghphooccee bamaes 1 T S - 5 U ey 1| o 4 50| 43 a
lagfpkcacod nwour a | i [k o 151 0 (i 2 k1] i
Shighpkcacois bl a T 21 |57 7B [} 1 i}
Shashploosoys Lpdamivss il EE ojola 15 o\l o a 1 |80 O
Staphpkcocs sepmpipioes 0 2 22 0 LaRd 14 1 [ 1 70| MBS O
Shazhpkcassr schisten ] a1 1 || 0] o I ] ] 0
Slaghpkvacois sciad a Ta (1 a BT f2m| 0 | 1E T FBE| O ] a
Alaghpkvacoyr abtakeis a 5T | 11 721 4 5]} T 0 4 2 [}
G ki DL WATTEA a =11 1= myo| o |21 a | o a [H ful
Staghakbcaceen gpisge ] | = 1 E] 5
Feeune knsinre il ) R RN a | ¢ 12 ) | 0|90
Feecinin i sia'ocs & a ] i 1 a 1 0 a 4 5| & 8 4 i 1 1 | ¢8
Mrerocage e spp a1 2 4 i 1 a o ¥ o B 115 i 0 t i 5 1] 11




annexe

LA GALERIE API 20E

1- Présentation de la galerie

Galerie de 20 microtubes préts a I’emploi permettant de réaliser 23 tests
biochimiques afin d’identifier des bacilles Gram — appartenant a la famille
des ENTEROBACTERIACEAE.

Cupule
%

microtube contenant le milieu déshydraté (La suspension bactérienne introduite dans
le tube dissout les substrats déshydratés)
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2- Préparation de ’inoculum

Prélévement d’une souche pure (une seule colonie)

'y

5ml d’ED

Souche pure sur GN \—/

Suspension d’opacité 0,5 sur I’échelle de Mac Farland
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3- Ensemencement de la galerie API 20 E

Introduire la suspension bactérienne dans chaque tube a I’aide d’une pipette

Pasteur stérile, pointe appuyé€e a I’intérieur et sur le c6té pour éviter la formation de
bulles

Pour certains caractéres:

Remplir de suspension le tube et la cupule
CIT, VP, GEL

Remplir le tube de suspension et recouvrir d’huile de
paraffine ADH, LDC, ODC, H:S, UREE
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4- Lecture de la galerie API 20 E

o Les 10 premiers tests

Tests négatifs

LT

HE§ URE TDA g

vily

e Les 10 derniers tests

Tests positifs

=T mEL & Ay A

Tests négatifs

| TN
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Tests positifs

5- Identification de la souche

Résultats de la galerie
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Résultats reportes sur la fiche d’identification .

| | e,

| Code n°: 5215773 (55) |

Se référer au catalogue pour identifier la souche a I’aide du code
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