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Résumé

Le développement de la résistance aux antibiotiques chez les micro-organismes est
devenu un probléme majeur. C’est pour cela notre travail s’est concentré sur la valorisation
d’une espéce végétale, qui pousse & 1’état spontané dans les zones semi-arides de 1’ Algérie, a
savoir, Artemisia herba alba, en évaluant I’activité antimicrobienne de ses huiles essentielles.

Les huiles essentielles des feuilles séches de Artemisia herba alba de la région Brezina
d’El-Bayadh (Algérie), ont été extraites par entrainement a la vapeur d’eau, et nous a permis
d’obtenir un rendement de 0,81%.

Un groupe de microorganismes fournis par des laboratoires médicaux composé de E.
coli, Shigella dysenteriae, Pseudomonas aeroginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis et Condida albicans qui a été testé pour vérifier I’efficacité des HEs de Artemisia herba
alba.

Un antibiogramme et un antifongigramme, sont utilisés pour sélectionner les 10 isolats
les plus résistants, et qui font 1’objet d’un aromatogramme par la méthode de diffusion en milieu
solide. Cette technique nous a conduits a confirmer quantitativement 1’activité antimicrobienne
des huiles essentielles de Artemisia herba alba sur les isolats étudiés en déterminant la
concentration minimale inhibitrice (CMI).

Les résultats de I’aromatogramme et la CMI obtenus de nos expériences montrent que,
les Isolats de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis sont les plus sensibles aux HEs de
Artemisia herba alba avec des zones d’inhibition qui varies entre 16 et 19 mm de diamétre et
des valeurs de CMI comprises entre 0,312 et 0,625 ul/ml. Contrairement a cette sensibilité
remarquable, E. coli, Shigella dysenteriae et Pseudomonas aeroginosa, montrent une sensibilité
un peu moins.

Mots clés: Antibiorésistance, Huiles essentielles, Artemisia herba alba, Activité

antimicrobienne, CMI.
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Abstract

The development of antibiotic resistance in micro-organisms has become a major
problem. This is why our work has focused on the valorization of a plant species growing in
spontaneous state in the semi-arid zones of Algeria, named Artemisia herba alba, by evaluating
the antimicrobial activity of there essential oils. The essential oils of the dry leaves of Artemisia
herba alba from Brezina region of El-bayadh (Algeria), were Extracted by steam distillation
which allowed us to obtain a yield of .081%.

A group of microorganisms provided by medical laboratories consisting of E. coli,
Shigella dysenteriae, Pseudomonas aeroginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis
and Candida albicans, was tested to verify the effectiveness of Artemisia herba alba essential
oils.

An antibiogram and an antifungigram were used to select 10 most resistant isolates,
which are the subject of an aromatogram by the method of diffusion in a solid medium.

This technique led us to quantitatively confirm the antimicrobial activity of the essential
oils of Artemisia herba alba on the 10 isolates studied by determining the minimum inhibitory
concentration (MIC).

The results of the aromatogram and the MIC obtained from our experiments show that
isolats of Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis are the most sensitive to essential oils
of Artemisia herba alba with inhibition zones varying between 16 and 19 mm in diameter and

values MIC between 0.312 and 0.625 pl/ml.

Keywords : Antimicrobial resistance, Essential oils, Artemisia herba alba, Antimicrobial

activity, MIC.
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Introduction

Introduction

C’est la nature qui s’est toujours avérée étre le refuge de I’homme et son sauveur de
nombreuses maladies pendant une longue période, mais les progres et le développement qui
leur sont arrivés 1’ont incité a abandonner leurs composants médicinaux et a se laisser guidés

par les médicaments (Allama et Rizk,2016).

Alexandre Fleming, le découvreur des antibiotiques, a prédit en recevant le prix Nobel
de médecine en 1945, en disant : Il n’est pas difficile de rendre les bactéries résistantes a la
pénicilline si elles sont exposées a des concentrations insuffisantes de celle-ci (Kishk, 2017).

Aujourd’hui, le probléme de notre incapacité a traiter les infections courantes est une

menace mondiale.

Alors I’homme est retourné a la nature pour réparer ce que les médicaments chimiques
avaient fait, et a commencé a chercher des alternatives qui seraient bénéfiques, il a commencé
a rechercher de plus en plus la plante et a découvert presque tous ses composants notamment
les huiles essentielles.

L’aromathérapie ou I’utilisation des huiles essentielles a des fins thérapeutiques est en
expansion. Elle s’affirme comme une thérapeutique complémentaire dans le conseil officinal

(Mayer, 2012).

Artemisia herba alba (Armoise blanche) est une espéce de la famille des Asteraceae.
Elle est tres répandue sur les hauts plateaux dans 1’étage bioclimatique semi-aride frais (Afrique
du Nord). Elle est utilisée dans la médecine traditionnelle pour faciliter la digestion, calmer les
douleurs abdominales et celles du foie, dans le traitement du diabéte et comme vermifuge
(Houmani et al., 2004). Surtout que les huiles essentielles ont une structure chimique tres
complexe. Ceci explique son efficacité antimicrobienne ; et I'inadaptation des bactéries dans le

milieu contenant les huiles essenticlles (Bouhouia et al., 2020).



Introduction

Notre travail est réparti en deux parties :

» La premiére partiec se scinde en trois chapitres, le premier traite 1’étude
bibliographique sur les plantes médicinales et aromatiques ; Huiles essentielles,
extraction et domaines d’utilisations, le deuxiéme axe sur des généralités sur
Aremisia herba alba et les activités biologiques des HEs ; description,
composition et utilisation, et le dernier aborde I’antibiorésistance.

» Ladeuxiéme partie se devise en deux chapitres, le premier comporte le matériel
et méthodes utilisés ; matériel biologique, méthodologie de travail et
I’extraction des huiles essentielles de Aremisia herba alba, et le second chapitre

centré sur les résultats obtenus et leurs discussions.
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Chapitre 1

Les plantes médicinales et aromatiques




Chapitre 1 Les plantes médicinales et aromatiques

I.1. Généralités

Les plantes médicinales et aromatiques sont parmi les plus anciens groupes des plantes
connues et utilisées par ’homme a travers les ages pour des nombreuses fins (alimentation,
traitement. . .).

Les herbes sont des plantes a croissance limitée (ils ne peuvent pas atteindre la hauteur
d’un arbre). La plupart des herbes médicinales sont des plantes saisonniéres contenant des
substances actives avec différentes concentrations qui ont un effet chimique ou physiologique
sur le corps humain (Issa, 2012).

Ces substances ont la capacité de traiter une maladie spécifique ou de réduire ses
symptomes, c’est pour cela que ces plantes sont utilisées comme une matiére premiere de base
dans I’industrie pharmaceutique moderne (Omran et Kamal, 2019).

Les plantes aromatiques sont celles qui contiennent des huiles essentielles dont la nature
différe d’une plante a une autre selon I’environnement et la nature physiologique de la plante
(Baby et Samuel, 2007).

Le changement du climat (doux, chaud ou froid) fait répartir ces plantes selon leurs
capacités d’adaptation et leur nature physiologique. Par exemple les plantes qui se trouvent
dans le désert, telle que 1’absinthe et le sidere sont distingués par leur capacité a tolérer la
chaleur et la sécheresse, elles différent des plantes qui vivent dans un environnement tempéré

comme la lavande et la camomille (Gad, 2011).

I.2. Histoire des plantes médicinales et aromatiques

Les plantes médicinales et aromatiques sont généralement utilisées pour le traitement
des maladies. Des manuscrits de la civilisation ancienne particulicrement la civilisation
égyptienne (3000 JC) ont été trouvés dans les tombes des pharaons ou de nombreuses plantes
médicinales et aromatiques sont citées et utilisées dans leurs vies quotidiennes ainsi que le
manuscrit ibére écrit sur de rouleaux de papyrus est I'un des plus anciens contient
d’innombrables plantes médicinales.

La civilisation babylonienne et la civilisation assyrienne ont aussi accordées une grande
attention aux plantes médicinales utilisées par les anciens chinois (4700 av JC), plus de 250

especes végétales de grandes valeurs thérapeutiques étaient décrites par les herboristes chinois.
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Méme les grecs et les arabes musulmans ont réussie a trouver des mélanges naturels

performants utilisées jusqu’a maintenant (Abboud et Waheed, 2017).

1.3. La phytothérapie
1.3.1. Définition

La médicine traditionnelle ou phytothérapie est considérée comme la mere de la
médicine naturelle, a laquelle I’homme a eu recours depuis 1’antiquité et en découvrant au fur
et a mesure I’effet des plantes et des herbes sur la santé humaine (Ibrahim, 2002).

Les pratiques médicales traditionnelles héritées de génération en génération et
transmisses par les ancétres sont acquis une grande popularité dans le temps présent, la
phytothérapie est devenue préférée par le peuple algérien. L utilisation de cette derniere est plus
courante chez les villageois qui ont fait preuve d’une grande compétence médicinale en
guérissant les maladies avec des traitements a base de plantes notamment celles des zones
montagneuses. Hilton Sampson (1903-1907) a vécu en Algérie pendant quatre ans et a coexisté
avec des habitantes des compagnes et des montagnes, des médecins et des gens ordinaires a
déclaré : « La profession médicale en Algérie est héritée de pére en fils et ils ont de précieux
livres sur la médicine, dont les origines remontent aux médecins arabes médiévaux » (Naftti,

2019).

1.3.2. Bienfaits de la phytothérapie
La phytothérapie a de nombreux avantages, dont certains sont :
- La capacité de I’intégrer dans notre alimentation quotidienne ;
- Le traitement de nombreux problémes de santé se fait sans aucune intervention chirurgicale,
tels que les maladies du foie, le diabéte et les troubles digestifs ;
- La phytothérapie est moins chére que le traitement conventionnel vu que les plantes

médicinales sont généralement a la portée des habitants.

1.3.3. Classification des plantes médicinales et aromatiques
Les plantes médicinales et aromatiques peuvent étre classées selon plusieurs critéres

(morphologie, physiologie, thérapie ...etc.).

*
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On note notamment la classification morphologique qui se fait selon la partie utilisée

contenant la substance active (Malas, 2020).

* Les plantes entiérement utilisées (au niveau de la plante entiére) : Dans ce type de plantes
les produits chimiques actifs sont distribuées dans toutes les parties de la plante sans avoir

tendance de se concentrer dans un agame particulier comme le Datura et 1’ Absinthe.

* Au niveau des feuilles : Les substances actives sont concentrées dans les feuilles seulement,

telle que la Menthe, I’ Aloie Vera et le Henné.

* Au niveau des fleurs : Ce sont des plantes dont les produits chimiques sont actifs dans leurs

fleurs, comme la Camomille, le Jasmin et le Safran.

* Au niveau des fruits : Ce sont des plantes qui contiennent des substances actives dans leurs

fruits comme les piments forts.

* Au niveau des graines : Les principes actifs sont trouvés dans les graines comme la Nigelle,

le Ricin et le Tournesol.

e Au niveau des parties terrestres (rhizomes et racines) : Ces plantes sont caractérisées par

la présence des substances actives au niveau de leurs tiges, racines comme les Réglisses.

1.3.4. Composition chimique des plantes médicinales

Bien que les plantes médicinales soient bénéfiques mais cela n’annule pas la possibilité
d’existence des plantes nocives. L’effet des plantes sur I’humain dépend de leur composition
chimique, la concentration des principes actifs et I’environnement dans lequel elles poussent. Il

existe deux composantes médicinales importantes dans les plantes (Issa, 2012).

* Les huiles essentielles (volatile) : Ceux sont des composés chimiques organiques trés
concentrés et sont principalement responsables de 1’odeur distinctive de la plante, ces composés
ont la capacité de s’évaporer et de se volatiliser a des températures normales. Ils sont
caractérisés par la non transportation dans les molécules du corps gras, et il est facile de les

séparer des parties des plantes qui les portent, ils n’ont aucune sensibilité au rancissement

>

lorsqu’ils sont exposés a la lumiére directe et a 1’air.
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* Les Tanins : Ce sont des composés polyphénoliques sans azote, ils se présentent en fortes
concentration dans les plantes nues telles que le Cypres et le Pin. Ces substances se trouvent

dans I’écorce, les tiges, les feuilles et les fruits des plantes.

1.4. Les huiles essentielles
1.4.1. Définition

Le parfum des plantes aromatiques, également appelé "essence" ou "huile volatile", a
une composition complexe et posseéde un ardome distinctif. La norme AFNOR NF T 75-006 du
5 Février 1998 donne la définition suivante d'une huile essentielle : « Une matiére premicre
végétale est extraite soit par entrailnement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques des
¢corces d'agrumes, soit par distillation seéche ». Apres cela, 1'huile essentielle est séparée de la
phase aqueuse par des procédés physiques. Les traitements physiques n'entrainant pas de

modification significative de sa composition (Bruneton, 2008).

1.4.2. Historique

Il y a des milliers d'années, les égyptiens utilisaient les huiles essentiells comme parfum
pour embaumer les cadavres. Au XVI° siecle, grace aux travaux sur les huiles essentielles de
romarin, de bois de genévrier et de lavande, la production et 'utilisation des huiles essentielles

se popularisent. L'histoire des huiles essentielles (HEs) peut se résumer en :

= La période dans laquelle les plantes aromatiques étaient brulées ou mises a infuser ou a
macérer dans une huile végétale. A cette époque, intervient la notion d’activité liée a la

substance odorante,

= La deuxieme correspond a la recherche de l'extraction de cette substance odorante. Apparait
alors le concept d’huile essentielle qui aboutit a la création et au développement de la

distillation,

* Enfin, la dernicre qui est la période moderne dans laquelle la connaissance des composants
des huiles essentielles intervient et explique les effets physico-chimiques, biochimiques,

physiologiques, voire ¢électroniques des ardmes végétaux.

©
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Donc, la valeur des plantes est de plus en plus prouvée scientifiquement ; c'est ce qui

constitue d'ailleurs un argument de taille pour leur usage en médecine (Chouitah, 2012).
1.4.3. Caractéristiques et propriétés physicochimiques

Les huiles essentielles ont des propriétés physicochimiques spécifiques qui leur
distinguent des huiles végétales et d’autres types des huiles, nous citons parmi eux :
- L ¢état liquide a température normale ;
- Les huiles essentielles ont un parfum aromatique fort et clair ;
- Généralement incolore ou jaune a I’exception de certains huiles essentielles (Zaibet, 2016).
- Insoluble dans I’eau mais soluble dans les solvants organiques usuels : les huiles grasses, les
alcools de haute qualité et I’éther ;
- Leur densité est inférieure a celle de I’eau ;
- Elles contiennent des substances volatiles, ce qui les différencie des huiles "stables" ;
- Toutes les huiles volatiles sont piquantes, hautement inflammables ;
- Tres sensible a I’oxydation et a également tendance a polymériser pour former des produits
résineux
- Ils perdent rapidement leurs propriétés lorsqu’ils sont exposés a la chaleur ou méme a la
lumiére (Bardeau, 2009).
- Le point d’ébullition est compris entre 60°C et 240°C ;
- Les huiles essentielles sont des mélanges trés complexes appartenant a deux groupes
caractérisés par des origines biologiques différentes : le groupe des terpénoides d’une part et le
groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane d’autre part (Bouzouita et al.,

2008).

1.4.4. Localisation et réle dans la plante

Toutes les plantes ont la capacité de produire des composés volatils, mais le plus souvent
seulement en petites quantités. Seulement 10% des plantes sont "aromatiques". La capacité
d'agrégation des HEs est la propriété de certaines familles de plantes réparties dans l'ensemble
du régne végétale. Il est également représenté par la classe des Cupressaceae (Cedre) et des pins

(pin et sapin) comme la classe des Angiospermes. Les familles les plus importantes sont les
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dioétes comme les Apiacées (coriandre), Asteracea (Camomille), Geraniaceae (Géranium),
Illiciaceae (Anis), Lamiaceae (Menthe), Lauraceae (Cannelle), Myristicaceae (Noyer),
Myrtaceae (Eucalyptus), Oleacea (Jasmin), Rosacea (Rose), Rutacée Santal (Bois de Santal)
Citron). Les monocotylédones sont représentées principalement par les familles Poacea
(vétiver) et Zingiberaceae (gingembre). Ce sont des sécrétions naturelles produites par la plante
et retrouvées dans les cellules ou parties de la plante telles que celles des fleurs (rose), des
sommités fleuries (lavande), des feuilles (citron), de I'écorce (cannelle), des racines (iris), des
fruits (vanille), bulbes (ail), racines (gingembre) ou graines (noix de muscade) (Bruneton,

2009).

1.4.5. Activités biologiques

En dépit de leurs antécédents d'étre considérés comme des métabolites secondaires non
essentiels des plantes, il est devenu clair que les huiles essentielles et leurs composants ont des
fonctions biologiques spécifiques (Mancianti et Ebani, 2020).

Parmi ces activités biologiques, les huiles essentielles ont montré plusieurs capacités
thérapeutiques et médicinales tels que 1’activité antimicrobienne, anti-inflammatoire,

anticarcinogene, antioxydante, insecticide, antithrombotique et analgésique (Bertella, 2019).

1.4.6. Composition chimique

Les huiles essentielles sont des composés organiques avec diverses structures chimiques
et fonctions chimiques. La composition des huiles essentielles est différente dans le méme sexe,
Egalement dans le méme type. Il est reconnu par deux ou trois composants principaux présents
avec des concentrations quelque peu élevées (20-70%) par rapport a d'autres composants

(Bakkalia et al., 2008).

1.4.7. Méthodes d’extraction

Les méthodes d’extraction des huiles essentielles différent les unes des autres selon leur
concentration dans la plante, de sorte qu’il y a celles qui contiennent des huiles en une, deux
parties ou plusieurs parties (tige, feuilles, racines, ou tous ensembles), et parmi ces méthodes

nous avons :
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1.4.7.1. Extraction par hydrodistillation

Dans cette technique, le ballon (fig. 1) contenant I’eau et le type de plant dont I’huile
doit étre extrait est bouilli jusqu’au point d’ébullition, ou les cellules végétales explosent et
liberent leurs huiles sous I’influence de la température.

Les vapeurs d’eau et d’huile essentielle montent pour atteindre un refroidisseur composé
de deux tubes, I’'un a travers lequel la vapeur passe et se condense pour devenir un liquide, et
le seconde I’entoure contient une entrée et une sortie a travers lesquelles I’eau circule a une
certaine température en continu pour refroidir.

Au final on obtient deux liquides hétérogeénes, a savoir I’huile essentielle et I’eau, de
sorte que I’huile reste en haut, car sa densité est inférieure a celle de I’eau, le distillat est extrait

par une burette ou une pipette (Almousili, 2018).

~~

&— Réfrigérant

L

+«— Huile essentielle
" Phase aqueuse

Végétal + eau

Calotte chauffante

Figure n° 01. Montage d’hydrodistillation sur un appareil de Clevenger modifié
(Ferhat, 2007).
1.4.7.2. Extraction par entrainement a la vapeur
Cette méthode est similaire a la méthode de distillation de I’eau, mais dans cette dernier

les plantes ne sont pas placée et bouillies dans 1’eau, plutdt 1I’eau est bouillie dans un ballon
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appelé chaudiére (fig. 2) pour générer de la vapeur qui traverse les plantes et pénétre pour en
extraire les huiles. D’autres part, les plantes sont chauffées pour ne pas rendre la vapeur d’eau
liquide, les vapeurs détruisent la structure des cellules végétales, ce qui entraine la libération de
leur huiles essentielles par I’action de la température, et parce qu’il est connu que les vapeurs
sont des gaz miscible entre eux, les vapeurs d’eau et d’huile sont mélangées et transportées
entre elle a travers les réfrigérant, puis elle se condensent et se récuperent, a la fin I’huile est

séparée de I’eau a 1’aide d’une burette ou d’une pipette (Almousili, 2018).

condenseur

condensat

colonne Entrée eau froide

> Huile essentielle

Vase florentin

alambic

Générateur de vapeur

Figure n° 02. Méthode d’extraction par entrainement a la vapeur d’eau (Bousbia, 2011).

1.4.7.3. Extraction par expression a froid

Cette méthode est utilisée exclusivement pour les matiéres premicres de la famille de
Hespérides pour extrait des huiles essentielle des agrumes. Cette technique consiste a dilacérer
mécaniquement 1’écorce (fig. 3) du fruit pour recueilli de diverse manieres les essences

contenues dans les sacs oléiferes (Boukatem et al., 2019).
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Figure n° 03. Photos a gauche d’une Pelatrice et a droite d’une centrifugeuse séparatrice

d’essence de citrus des eaux résiduelles (Bousbia, 2011).

1.4.7.4. Extraction par solvants organiques

I1 existe plusieurs solvants pour extraire les huiles essentielles des plantes et des herbes
séchées (faible teneur en huiles essentielles) et différentes parties de plantes y compris les
solvants chimiques qui utilisent des extraits des huiles tels que I’hexane et le benzeéne et avec
des solvants d’autres matériaux tels que, les colorants et les cires sont également extrait. Il existe
d’autre solvants utilisés dans I’extraction des huiles telles que le dioxyde de charbon actif et la

méthode de saturation des graisses (Hashemi ef al., 2018).

1.4.7.5. Extraction assistée par micro-ondes

Cette méthode est effectuée par des fours a micro-ondes (fig. 4) afin que 1’extraction a
I’aide de micro-ondes pénétre dans le milieu d’extraction, permettant a ce dernier d’absorber
I’énergie des micro-ondes, ce qui entraine la rupture des cellules végétales et les ingrédients
actifs s’écoulent et se dissolvent dans I’extrait. Enfin, les composants actifs du produit sont

prélevés par une séparation post-filtrations (Boukhatem etz al., 2019).
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Produit a traiter
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Figure n° 04. Méthode d’extraction des huiles essentielle assisté par microondes (Ferhat,

2007).

1.4.7.6. Extraction par fluide a I’état supercritique

Il s’agit d’une technique d’extraction qui utilise un liquide supercritique (fig. 5) comme

solvant pour séparer certains principes actifs du solide ou du liquide, caractérisée par un taux

de pureté d’extraction élevé (Boukatem et al., 2019)
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CO:2 a l'état supercritique + Extrait CO: a I'état gazeux

= <4 >

Séparateur
Extracteur Condenseur
Pompe
< <
CO:2 a I'état supercritique CO2 a I'état liquide

Figure n°® 05. Méthode d’extraction des huiles essentielles par le CO» supercritique (Chenni

et Elabed, 2017).

1.4.8. Utilisation des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont connues pour leurs propriétés médicinales et leur arome et

sont utilisées dans de nombreux domaines :

* Produits pharmaceutiques : Les huiles essentielles sont des ingrédients médicinaux vendus
pour une grande variété d'applications thérapeutiques et sont des ingrédients actifs dans de

nombreux médicaments en vente libre.

* Cosmétiques et parfums : Les huiles essentielles sont utilisées dans les cosmétiques, tels

que l'industrie du parfum et du savon, et comme agent aromatisant.

* Nourriture et boissons : Ils sont largement utilisés dans de nombreux aliments et boissons,
principalement comme agents aromatisants et conservateurs, ils sont présents dans le processus
de fabrication de nombreux produits tels que les gateaux, biscuits, soupes, sauces, chewing-

gum et chocolat, bonbons (Bakkali ef al., 2008). Les huiles essentielles d'écorces d'agrumes
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sont parmi les huiles essentielles les plus importantes, y compris les huiles d'orange, de citron,

de mandarine et de pamplemousse (Ahmed & Rehman, 2006)

* La médecine traditionnelle : Les huiles essentielles sont également utilisées comme agents
antimicrobiens dans la médecine traditionnelle (Bellakhdar, 1997) Il est appliqué comme
remede antimicrobien, analgésique, sédatif, anti-inflammatoire, antispasmodique et

anesthésique (Abad et al., 2012)

* Autres utilisations : Il était également utilisé pour son effet répulsif et insecticide (Burt,
2004). Et pour la fabrication d'adhésifs (colle, ruban adhésif, etc.), d'aliments pour animaux et

dans l'industrie automobile (Elhib, 2011).

1.4.9. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances actives et puissantes qui provoquent des
réactions cutanées en cas d’utilisation excessive. La facilité avec le quelle la peau absorbe les
matieres qui lui sont appliquées, surtout si elle est concentrée, ce qui augmente la possibilité
d’irritations ou de cas d’eczéma, d’autre part, les huiles essentielles contiennent des composants
considérés comme toxique, car il est recommandé de les prendre avec prudence, par exemple,
les cétones, qui sont un composant toxique et ne doivent pas étre prises en quantité supérieure
a 2% de concentration et a utilises a ’extérieur pendant une courte période, il est également
recommandé de 1’éviter chez la femme enceint car il affecte les muscles lisses de 1’utérus, il a

donc un effet en emménagogue et donc abortif, comme dans I’huile de sauge (Abdoune, 2017).
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I1.1. Définition

Artemisia herba alba (fig. 6) (armoise blanche ; Chih, g+4d) en arabe, Ifsi ou Zezzaré en
berbere),est un sous-arbrisseau qui se trouve habituellement dans les milieux secs et semi-arides
(Ouyahya et Viano, 1988), décrite pour la premiere fois par le botaniste espagnol Ignacio

Jordan Claudio de Asso en 1779 (Aidoud, 1988).

Figure n® 06. Artemisia herba alba (Dahmani, 2004).

I1.2. Classification (systématique)

Dans le genre Artemisia, on compte trois especes dans le Sahara et le steppe, Artemisia
compesiris L., Artemisia herba alba Asso (tableau 1) et Artemisia judaica. 11 existe une autre
espece de Artemisia qui se trouve généralement au nord du pays appelée Artemisia

arborescence (Houamel, 2018).
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Tableau n° 01. Systématique de Artemisia herba alba Asso (Houamel, 2018).

Embranchement Phanérogames ou Spermaphytes

Sous-embranchement Angiospermes
Classe Eudicots
Sous classe Asteridées
Ordre Asterales
Famille Astéracées
Genre Artemisia
Espece Artemisia herba alba Asso.

I1.3. Origine et répartition géographique

L’armoise blanche est une plante qui se développe dans une large gamme, elle habite
les steppes boueuses et les paturages rocheux et de terre dans les collines et le désert, les zones
séches et semi-arides telles que les hautes steppes. Ils poussent dans I'est de I'Espagne jusqu'aux

plaines de 1'Asie occidentale et de I'Afrique du Nord (Zaim et al., 2012).

En Algérie, connue sous le nom de « Chih », couvre pres de six millions d'hectares dans
les steppes (Bourass, 2010). Plus d’une dizaine d’espéces ont ét¢ déterminées en Algérie.
Certaines sont rares et disséminées en hautes montagnes. D’autres sont au contraire

particulierement abondantes et répandues sur de grandes étendues (Gharabi et al., 2008).
I1.4. Description botanique

C'est un arbre vivace de 30 a 60 cm de haut, a petites feuilles, denses, poilues, sessiles.
Avec un tronc épais et des tiges ligneuses et ramifiées, Argent verdatre et lobé d'éclats. Ca sent
le thymol. Ses fleurs sont jaunes, composées chacune de 3 a 8 fleurs sur chaque tige, qui sont

toutes hermaphrodites, des fruits cendrés (Ghrabi et Al-Rowaily, 2005).

IL5. Ecologie

L'armoise blanche résiste a la sécheresse. son développement est lié¢ a la nature du sol.

En effet, il faut qu'il soit peu perméable, tassé et colmaté (Celles, 1980).
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Elle vivre dans les bioclimats allant du semi-aride jusqu'au saharien et dans les régions
d'hiver chaud a frais et elle se développe dans les steppes argileuses. Dans le sud, cette plante

pousse sur les sols bruns steppiques de texture moyenne et en extréme sud sur les sols sableux

(Nabli, 1989).

En Algérie ’armoise blanche présente une vaste répartition géographique, et se
développe dans les steppes argileuses et les sols tassés relativement peu perméables. Elle se
trouve sur les dayas, les dépressions et les secteurs plus ou moins humide. Elle constitue un

moyen de lutte contre I’érosion et la désertification (Ayad et al., 2013).
I1.6. Biologie

Ses caractéristiques morphologiques et physiologiques font d’elle une espece bien
adaptée aux conditions climatiques arides. Le dimorphisme saisonnier de son feuillage lui
permet de réduire la surface transpirante et d’éviter ainsi la perte d’eau (Ferchichi e? al., 2004).
Grace a son systéme racinaire trés dense a la surface, ’armoise herbe blanche est capable de

valoriser toute humidité superficielle occasionnée par des petites pluies. (Le Floc’h, 1989).

Artemisia herba alba fleurit en automne, la fructification et la dissémination des graines
se poursuivent jusqu'en février (Aidoud, 1988). Elle est également capable d’exploiter

I’humidité du sol jusqu’a 50 cm de profondeur (Floret et Pontannier, 1982).

Lors des années pluvieuses et dans les sols qui lui conviennent, I'armoise blanche

présente une forte production de graines et un pouvoir de régénération élevé (Nabli, 1989).
I1.7. Composition chimique

Artemisia Herba Alba est riche en métabolites secondaires qui fournissent ses bienfaits
médicinaux, elle a des vertus médicinales. Parmi les métabolites, on trouve des agrégats volatils

(huiles essentielles) et des composants non volatils (flavonoides et lactones sesquiterpéniques).

L'huile essentielle est diverse qualitativement et quantitativement, mais, Selon
Mohamed et al. (2010) l'armoise contient des composants majeurs tels que les dérivés du

camphre, I'a-Thuyone et la B-Thuyone et 1,8-cinéole et chrysanthényle. Quelques flavonoides
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ont ét¢ identifiés comme glycosides C-flavonoides : 1'isophitaxine (6-C-glucosylapigénine), la
vicinine-2 (6,8-D-C-glucosylapigénine), le chaftoside (6-C-glucosyl-8-C-
arabinosylapigénine), isoschaphtoside (6-C-arabinosyl-8Qlucosylapigénine) (Saleh et al.,
1985), Flavonoides O-glycoside : 3-glucoside, kaempférol 3-rutinoside, quercétine,
l'isorhamnétine et la patulétine (Saleh ez al., 1987). Plusieurs lactones sesquiterpéniques de type
germacranolide et eudesmanolide ont été isolées : herbalbine, herbolides indiqués de A a J,
germacrine triol et hydroxyliratrol (Ahmed et al., 1990 ; Marco et al., 1994 ; Boriki e al.,
1996). En plus de la santonine, de la coumarine et des tanins. L'armoise est un genre productif
dans la recherche de nouveaux composés biologiquement actifs. Des investigations ont montré

que ce genre est riche en sesquiterpéne, monoterpene, flavonoides et coumarine (Hellal, 2011).

Les flavonoides détectés chez A. herba alba présentent une grande variation structurelle,
Ils vont des glycosides, flavonoides et flavones méthylflavonoides les plus courants. Dans des
études sur les feuilles de Artemisia herba alba, Huit composés flavonoides O- et C-glycosides
ont été isolés et identifiés (Mansour, 2015). Examen des parties aériennes de 4. herba-alba
récoltées au Liban, résultant en l'isolement de deux flavonoides ; Hispiduline et cercilino. Une
nouvelle flavone, la 5,4'-dihydroxy-6,7,3'6,7,3'triméthoxyflavone, a ét¢ isolée de 1'extrait non
glycosidique des parties aériennes de 4. herba alba (Mohammed et al., 2010). Des études ont
montré que dans l'huile essentielle de 4. herba alba récoltée en Algérie, Les monoterpénes en
sont les principaux composants, notamment le camphre, les dérivés de la thuyone, le 1,8-cinéole

et le chrysanthényle (Dorman et Deans, 2000).
I1.8. Les huiles essentielles de Artemisia herba alba

Les huiles essentielles ont une action protectrice en stimulant le systtme immunitaire
contre les infections, les bactéries et les virus. C'est aussi un désinfectant. Face au
développement des bactéries et au développement de leur résistance, C'est pourquoi des
antibiotiques plus puissants sont produits. Cela nous pousse a nous tourner vers les huiles
essentielles comme alternative. Son efficacité prouve la ou certains antibiotiques ont

maintenant échoué (Valent,1980).
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Présentation de la plante Artemisia herba alba

Les travaux de recherche sur I’huile essentielle de Artemisia herba alba ont permis de

découvrir plusieurs chémotypes (tableau 2) a travers le monde (Bertella, 2020).

Tableau n° 02. Composés majoritaires retrouvés dans les chémotypes des huiles essentielles
de Artemisia herba alba (Bertella, 2020).

Algérie

- BouSaada Camphre (49,3 %)

- Souk Ahrass Camphre (34,34 %)

- Mrsila Camphre (19,4%)

- Oum EIl Bouaghi Chrysanthénone (16,2 %)

Tunisie

- Tabarka B-thujone (23,29 %)

- Gafsa o-thujone (8,73 %)

- Médenine B-thujone (33,7 %)
a-thujone (21,2 %)

- Kirchaou B-thujone (58,4 %)
a-thujone (44,4%)

- Matmata a-thujone (17,4%)

- Samaaliat o-thujone (43,85 %)

- Msaken o-thujone (79,9 %)

- Ariana o-thujone (49,5 %)

- ELKef 1,8 cinéole (19,59 %)
Chrysanthénone (64,8%)

- Kirchaou Camphre (49,7 %)
trans-sabinyl acetate (43,8 %)
- Davanone (20,7%)
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Maroc
- Taroudant *  a-thujone (59,07 %)
- Errachidia *  Verbénol (21,83 %)
- Oujda *  Chrysanthénone (30,6%)
- Tahanout *  Chrysanthénone (47,0 %)
- Guercif
Plante collectée au *  Chrysanthénone (47,71 %)
mois d’Avril
- Juin *  Chrysanthénone (48,45 %)
- Septembre +  Camphre (45,03 %)
- Machraa *  Chrysanthénone (52,5 %)
+  Camphre (31,9 %)
- Laayoun *  Chrysanthénone (35,3 %)
+  Camphre (43,3 %)
- Tafouralt *  Chrysanthénone (42,5 %)
+  Camphre (46,2 %)
- Sidi Chefi *  Chrysanthénone (30,6 %) ; Camphre (43 %)
- Bentayet +  Camphre (43 et 39,6 %)
- Midar +  Camphre (45,6 et 42,8 %)
- Boudnib + a-thujone (73,8 et 44,2 %)
- Guelmina * o-thujone (54,4 et 65,3 %)
Jordanie
- Buseirah +  PB-thujone (25,1 %) ; a-thujone (22,9 %)
+ 1,8-cinéole (20,1 %)
- Amman *  a-thujone (16,2 %)
Espagne
- Jaén +  Davanone (18,1 %)
+ 1,8-cinéole (19,0 %)
+ 1,8-cinéole (41,8 %)
*  p-Cymene (20,6 %) ; Chrysanthénone (36,4
%)
*  Cis-Chrysanthénol (27,8 %)
- Aranjuez
*  Cis-Chrysanthényl acétate (18,4 %)
*  Camphre (15,0 %)

I1.9. Intérét de la plante

D’aprés Bezza (2010), I’ Armoise blanche a une histoire thérapeutique tres diversifiée
et connue depuis longtemps dans la médication traditionnelle. C’est une panacée dans la

médecine traditionnelle arabo-musulmane.

w



Chapitre 11 Présentation de la plante Artemisia herba alba

11.9.1. En phytothérapie

L'armoise est un médicament préconisé dans les troubles gastriques, efficace en cas de
flatulences, briilures d'estomac, constipation et pour la cicatrisation des plaies externes, surtout

dans le cas de maladies du systéme digestif (Abad et al., 2012).

Les Tunisiens l'utilisent également comme remede antidiabétique, et pour les effets du
foie. Une décoction de feuilles se boit a jeun suivie d'un verre d'huile (Bouraoui, 2003). Ses

racines sont indiquées contre certains troubles nerveux (Baba Aissa, 2000).
11.9.2. En alimentation

L’armoise blanche a été utilisée comme aromatisant dans le thé et le café. Son utilisation
dans l'industrie alimentaire est limitée en raison de la toxicité de la béta-thuyone, qui ne doit

pas dépasser 5 mg/kg (Bendjilali ez al., 1984).
11.9.3. En pastoralisme

Pendant longtemps, Artemisia herba alba a été reconnue par les bergers et les nomades
pour ses propriétés laxatives. Il est notamment utilis¢ comme vermifuge chez les ovins (Abad

etal., 2012).
11.9.4. Domaine cosmétique

Servent a augmenter la durée de conservation des produits cosmétiques et utilisées pour

leur pouvoir antiseptique et aromatique dans les parfumeries (Beylier Manuel, 1976).
I1.10. Toxicités

L’armoise blanche est peu broutée au printemps, elle est comme légeérement toxique a
cette époque. L’armoise a forte dose est abortive, La thuyone est la substance toxique et
bioactive du géranium et la plus toxique est I'alpha-thuyone. Il a des effets convulsifs (Aouadhi,
2010). Elle est interdite aux femmes enceintes car elle est toxique a dose €élevée on doit respecter

les doses. Son pollen provoque des diarrhées (Bailey et Danin, 1981).
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II1.1. Généralités

Les antibiotiques ont été découverts pour la premicre fois par le scientifique Alexander
Fleming en 1928, il a fait une révolution médical qui a contribué a sauver des millions de
personnes, mais peut-étre que chaque révolution contient les germes de sa propre perte, car ce
qu’on appelle la résistance aux antibiotiques a sérieusement menacé le monde, ou le nombre
des décés augmente (700000 personnes par ans), selon ce qu’a déclaré par président de
Antibiotic Resistance Review Jim O Neil, ainsi ,la résistance est devenue 1’une des causes les
plus courantes des déces, et il y a une vision future (fig. 7) pour que elle atteignent 10 million

de personnes par an en 2050 (Kisk, 2017).

AMR in 2050
10 million
Tetanus
60,000
Road traffic
accidents Cancer
1.2 million 8.2 million
AMR now
700,000
(low estimate)
Measles ’ p Cholera
130,000 100,000—
120,000
Diarrhoeal
disease Diabetes
1.4 million 1.5 million

Figure n° 07. Augmentation des déces dus a la résistance aux antibiotiques par rapport autres
cause de déces et ce qu’elle sera en 2050 (Dumartin, 2019).

Cette information nous ameéne a nous poses une série de question quels sont les

antibiotiques ? Qu’est-ce que la résistance ? Et comment fonctionnent-ils ?
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II1.2. Antibiotiques
I11.2.1. Définition

Les antibiotiques sont définis comme des composés chimiques produits par des micro-
organismes qui ont des effets toxiques sélectifs contre d’autres microorganismes
(Abouarqoub, 2002), ou les antibiotiques sont des substances chimiques qui empéchent des
bactéries soit inhibition de leur multiplication (activité bactériostatique), soit leur destruction
(activité bactéricide) (Nevers, 2017).

Ils aident les défenses naturelles de I’organisme contre les bactéries et sont inefficaces
contre les infections virales et certaines autres infections.

Les antibiotiques sont majoritairement représentés par des molécules d’origines
naturelles et leurs dérivés, ils peuvent aussi étre d’origines synthétiques ou semi-synthétiques.
Les antibiotiques synthétiques sont obtenus, soit a partir de dérivés totalement artificiels, soient
recréant des substances initialement extraites de microorganismes. Les antibiotiques semi
synthétiques sont issues de la modification en laboratoire, de substances produites par des

microorganismes (Guinoiseau, 2010).

I11.2.2. Mécanisme d’action des antibiotiques

Il existe plusieurs mécanismes d’action de I’antibiotique (fig. 8) pour éliminer les
bactéries, car ils interférent avec 1’un de leurs aspects biologiques et arrétent leur travail, pour
mieux les antibiotiques inhibent la synthése de la paroi cellulaire des bactéries, et c’est le
mécanisme les plus courantes. Parmi ces antibiotiques nous citons : Pénicilline, Daptomycine
et Fluoroquinolone.

Ils Inhibent aussi la synthese des protéines bactériennes dans la phase de traduction,
empéchant les ribosomes de fabriques des protéines, ils agissent é¢galement pour modifier les
membranes cellulaires des bactéries, ce qui entraine la sortie de substances cellulaire
importantes ou 1’entrée de substance nocive dans celle-ci ils inhibent également la synthése de
I’ADN des bactéries en arrétant ou en bloquent leurs processus de constructions cellulaire

(Tétracycline, Sulfamides, Macrolides et Spectomycine) (Taha, 2018).
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Inhibition of cell wall synthesis: Inhibition of protein synthesis:
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Figure n° 08. Modes d’action des antibiotiques dans la cellule bactérienne (Anuaimi, 2020).

I11.2.3. Résistance aux antibiotiques

Est un changement adaptatif, ou une mutation qui se produit dans certain type de
bactéries, qui leur permet de se développer et de survive en présence d’antibiotiques, qui
seraient a 1’origine capables d’inhiber ces bactéries pathogenes, il existe deux types de

résistance :

I11.2.3.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle intrinséque et un caractere d’espece qui touche toutes les
bactéries de I’espéce considere, elle est stable, transmise a la descendance, mais elle n’est pas
ou peu transmissible sur un mode horizontal (d’une bactérie a 1’autre au sein d’une méme
espece, ou entre especes différentes). Comme par exemple Klebseilla spp produit naturellement
de beta-lactamases, cette enzyme est alors présentée dans I’espace péri plasmatique de la

bactérie et conduit a la destruction d’antibiotique comme la pénicilline A (Emaleu, 2017).

I11.2.3.2. Résistance acquise
Il s’agit d’un caractére qui ne concerne alors que quelques (ou parfois de nombreuses)
souches d’une espéce donnée. La résistance acquise est moins stable, mais elle se propage

sauvent de fagcon importante dans le monde bactérienne. La résistance acquise résulte d’une
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modification du capital génétique de la bactérie, lui permettant de tolérés une concentration
d’antibiotiques plus ¢élevée que celle qui inhibe les souches sensibles de la méme espéce
(Emaleu, 2017).

Les bactéries sensibles acquierent une résistance aux antibiotiques et cela se fait de
plusieurs facons notamment :
= Acquisition de résistance par le transfert génétique (fig. 9)
- Conjugaison : L’ADN chromosomique, ou une partie du plasmide portant les génes des
résistances aux antibiotiques, est transmis par conjugaison entre des bactéries sensibles et autres
résistantes par des ponts formés aux extrémités des quels sont appelés €perons sexuels, et le
gene qui porte la résistance est appelé facteur (R-R).
-Transformation : Le processus de transformation se produit naturellement lorsque les
bactéries prélevent I’ ADN de I’environnement environnant et acquierent des geénes de résistante
a partir de I’ADN qu’elles ont préleve.
- Transduction : C’est un processus par lequel I’ADN est transféré d’une bactérie a une autre
par des types spéciaux de virus qui infectent des bactéries appelées bactériophages

(Almordjani, 2011).
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Figure n° 09. Mode d’acquisition de résistance par le transfert génétique (Doublet et al.,
2012).

= Acquisition de résistance par mutation

Des changements se produisent chez les bactéries sensibles dans leur matériel
génétiques, et ils peuvent ne pas €tre dus aux antibiotiques, mais plutot a d’autres facteurs tels
que des facteurs physiques et chimiques, ce qui entraine des mutations n’importe quelle. La
population bactérienne qui contient un grand nombre de bactéries a une mutation génétique
besoin d’une concentration plus élevée d’antibiotiques pour la tuer et donc une chance de

survive et de se reproduite (Bolsos et al., 2014).

=  Multi-résistance
La résistance du germe a un antibiotique particulier le rend résistant a d’autres
antibiotiques qui n’étaient pas reconnus auparavant, ceci est souvent observé avec des

antibiotiques dont la composition chimique et le mécanisme d’action sont similaires. Par

w



Chapitre 111 Antibiorésistance

exemples, la résistance des bactéries a I'un des sulfamides peut les rendu résistance a tous les
sulfamides mais ce n’est pas toujours général, il existe d’autres types de bactéries résistances a
un antibiotique et sensible a un autre, méme si du méme groupe, ex : il existe des bactéries
résistantes a la Gentamicine et sensible a I’amikacine méme si elles sont du méme groupe

chimique (Alsanafi, 2010).

I11.2.4. Développement de la résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques progressivement développée au fil des année en raison
de leur consommation fréquente et excessive chez I’homme et I’animal.

Ainsi, cet exces a créer, une condition appelée pression de sélection qui a permis a ces
derni¢res d’accueillir et de propager des souches résistances aux antibiotiques, devenus
difficiles voire impossible a traiter, et dans le schéma suivant (fig. 10) on constate que pour
chaque antibiotique qui a été fabrique au fils des années, les bactéries ont développé un facteur

de résistance qui les en protége.
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Figure n° 10. Evolution de la fabrication d’antibiotique correspondant au développement de
la résistance bactérienne a celui-ci au fil des années (France, 2022).
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II1.2.5. Mécanisme de résistance aux antibiotiques
I11.2.5.1. Inhibition enzymatique des antibiotiques
Certaines bactéries sont capables de résister aux antibiotiques en produisent des
enzymes qui modifient ou détruisent 1’antibiotiques tels que :
- Enzymes qui décomposent les béta-lactamines ;
- Enzymes inhibitrices de chloramphénicol (enzymes transforment le chloramphénicol en un
composé inactif et il perd sa capacité a se lier au ribosome ;
- Enzymes inhibitrices des aminaglycosides (les résistances aux aminaglycosides est due a des

mutations qui altérent le ribosome et la barriere de perméabilité) (Almordjani, 2011).

II1.2.5.2. Altération des cibles cellulaires des antibiotiques

La modification de la cible d’un antibiotique est un mécanisme commun de résistance,
elle est la conséquence d’une mutation spontanée au niveau d’un géne bactérien ou 1’acquisition
du géne de résistance, par conjugaison, transduction ou transformation, les changements
occasionnés doivent inhiber 1’action des antibiotiques tout en maintenant la fonction cellulaire

de la cible (Guinoiseau, 2010).

I11.2.5.3. Systemes efflux bactérien

C’est un type de résistance bactérienne qui utilise des pompes a efflux pour éliminer
I’antibiotique a I’extérieur des bactéries, il confére notamment une résistance aux béta-
lactamines, aux tétracyclines et aux quinolones, il a la capacité d’expulses un large éventail de
composes toxiques hors des cellules.

Ce mécanisme de résistance est particulicrement impliqué dans les résistances naturelles

et acquises de Psudomonas aeruginosa aux antibiotiques (Almordjani, 2011).

I11.2.5.4. Modification de la perméabilité membranaire

Ce mécanisme de résistance et spécifique aux bactéries a Gram négatif, car des
changements se produisent dans la membrane externe qui referme la cellule bactérienne et cette
membrane contient des canaux protéiques appelés purines, ce sont des canaux qui permettent
le passage sélectif de substances de poids moléculaires inférieur a 600 Daltons de I’extérieurs

de la cellule vers I’espéce péri plasmiques et vice versa (Almordjani, 2011). Il existe également
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des bactéries capables de réduire la taille de leurs purines, ce qui leur permet de ne pas laisser
entrer les antibiotiques, en d’autres termes, les bactéries & Gram négatif dont la membrane et
constituent de Lipopolysaccharides (LPS), ce dernier constitué de trois domaines structuraux,
comprenant le lipide A, qui assure son ancrage a la membrane externe, un oligosaccharide
central et I’antigéne O, formé de plusieurs unités oligosaccharidiques. Leurs caractéres
hydrophiles rendent la membrane externe des bactéries a coloration de Gram négative
imperméable a la plupart des macromolécules hydrophobes. Cette particularité structurale est,
en partie, responsable de la résistance intrinseéque des entérobactéries et de Pseudomonas

aeruginosa a certains antibiotiques hydrophobes, comme les macrolides (Arabi, 2018).
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Figure n° 11. Principaux mécanismes bactériens de résistance aux antibiotiques
(Emilie et al., 2019).
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IV.1. Objectif du travail

Les huiles essentielles sont connues pour leur pouvoir inhibiteur contre les bactéries
pathogenes et multirésistantes (Tassou et Nychas. 1995).

Notre objectif était I’extraction des huiles essentielles de Artemisia herba alba par
entrainement a la vapeur d’eau, et de tester leur effet antimicrobien sur quelques
microorganismes pathogenes dans le but de confirmer I’intérét pharmacologique et médicinale

de cette plante.
IV.2. Revivification et confirmation des isolats microbiens étudiées

IV.2.1. Microorganismes de choix

Le tube digestif humain héberge environ de 10'? bactéries, essentiellement dans le colon
(dernier segment du gros intestin). On y dénombre plus de 450 espéces qui sont associées pour
former un écosystéme appelé¢ la flore commensale intestinale. Cette flore est composée
majoritairement de bactéries anaérobies ; elles représentent 99% du total de la population

bactérienne.

A coté de cette flore résidente prédominante, il existe une flore transitoire variable qui
s'implante dans le tube digestif en cas de pathologies. Elle contient des les genres ; Citrobacter,
Klebsiella, Proteus, Enterobacter, Staphylococcus, Morganella, Enterococcus, Pseudomonas

et autres.

Dans ce modeste travail nous avons étudié les microorganismes suivants : Il s’agit de
trois bactéries a coloration de Gram négative (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Sheigella dysenteriae), et deux autres a coloration de Gram positive (Staphylococcus aureus,

Enterococcus faecalis sp) et une levure (Candida albicans).

IV.2.3. Origine des microorganismes
Les germes ont été fournis par le laboratoire d’hygiéne de la Wilaya de Mostaganem et

aussi du laboratoire d’analyses médicales privé.

1V.2.4. Milieux de cultures

La culture est réalisée par 1’utilisation des milieux de culture suivants (tableau 3) :
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Tableau n° 03. Différents milieux de culture utilisés pour cette expérimentation.

Milieu de culture Utilisation

G¢élose nutritive (annexe II) Repiquage
G¢élose BCP (annexe II) Culture des entérobactéries
G¢élose King A (annexe II) Culture de Pseudomonas aeruginosas

Culture de  Sataphylococcus  aureus,

G¢élose Chapman (annexe II) Enterococcus faecalis

G¢élose Sabouraud au chloramphenicol (annexe II) = Culture de Candida albicans
Gélose MH (Mueller-Hinton) (annexe II) Tests d’antibiogramme et aromatogramme

IV.2.5. Confirmation des isolats microbiens

Les microorganismes fournis par les laboratoires cités auparavant, sont transportés le
plus rapidement possible dans des conditions d’asepsie adéquates, et sont traités directement au
niveau du laboratoire pédagogique de microbiologie (n°1) au sein de la faculté des sciences de

la nature et de la vie (Université de Mostaganem).

IV.2.5.1. Examen macroscopique
L'examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué apres incubation.
Cette ¢étude est basée sur des observations a I’eil nu et macroscopiques permettant de

différencier les caractéristiques des especes étudi¢es (Boussena, 2020).

1V.2.5.2. Examen microscopique

L’observation microscopique, permet d’étudier I’aspect morphologique des cellules
d'une espéce microbienne. Elle comprend I'examen a 1'état frais (examen entre lame et lamelle
des microorganismes vivants) et I'examen aprés coloration, le plus souvent sur frottis séchés et

fixés (Arabi, 2018).

IV.2.5.2.1. Examen a I’état frais

Ce test permet de déterminer la forme, I’arrangement et surtout la mobilité des bactéries.
Il consiste 1’observation d’une goutte de suspension bactérienne, préparée avec de 1’eau
physiologique stérile et placée entre lame et lamelle. L observation se fait sous un microscope

optique (Boussena, 2020).

1V.2.5.2.2. Examen aprés coloration de Gram
C’est la méthode le plus largement utilise en bactériologie pour distinguer les

microorganismes sur la base de leur coloration, cette coloration divise les bactérie en deux
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classe, des bactéries a coloration de Gram positive de couleur violete, et des bactéries a
coloration de Gram négative de couleur rose (Prescott et al., 2018).

La coloration de Gram est basée sur ’affinité tinctoriale différente des bactéries a
certains colorants due a la constitution de leur paroi. Cette coloration permet aussi d’observer
la morphologie des bactéries (formes allongées pour les bacilles et arrondies pour les cocci). Le
principe de la technique est le suivant (fig. 12) : le cristal violet oxalaté colore toutes les
bactéries en violet, le lugol est un mordant qui fixe le violet, I’alcool décolore les bactéries qui
ont une membrane perméable a I’alcool, la fuschine colore en rose les bactéries décolorées par
I’alcool, ainsi, les bactéries a coloration de Gram négative sont colorées en rose et les bactéries

a coloration de Gram positive en violet (annexe I) (Astier-Théfennea et al, 2014).

#” : Bacille Gram négatif

® :Cocci Gram positif = '_1- I-‘
S koo o a‘ e 0 ":a.
“ K 4 “ X J “ o
o O~ o
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o / o
<o\
Frottis Application de Application de Application Contre-coloration
bactérien violet de Lugol d'alcool éthylique avec de la Fuchsine
gentiane 60 sec 60 sec 15s 60 sec.

Figure n° 12. Technique de coloration de Gram, (https://microbiologie-
clinique.com/Coloration-Gram.html).

IV.2.5.3. Tests biochimiques
IV.2.5.3.1. Test de la catalase

C'est une enzyme décomposant l'eau oxygénée en eau et en oxygene gazeux. La
méthode (fig. 13), consiste a prélever une colonie du germe a étudier sur l'extrémité d'une anse
de platine que 1'on plonge ensuite dans une goutte d'eau oxygénée (a 1’aide d’une pipette

Pasteur). Le dégagement de bulles gazeuses indique la présence de 1'enzyme (Boussena, 2020).
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Catalase Test
” — “~
— iy
+ +
3% HzO; 3% Hzoz
Catalase Negative Slide Method Catalase Positive
(No Bubble) (Bubble Present)

Figure n° 13. Schéma présenté la technique de teste de la catalase
(https://microbenotes.com).

IV.2.5.3.2. Test de I’oxydase

Le test de I’oxydase, est basé sur une éventuelle production bactérienne d’une enzyme
oxydase intracellulaire en présence d’oxygeéne atmosphérique et de cytochrome c. Pour
déterminer ’activité oxydase, une colonie prélevée est mise sur le réactif oxydase (fig.14). Le
développement d’une couleur violette dans un délai de 30s, signifie que le test est positif et que

I’isolat possede I’enzyme oxydase (Bekada, 2019).

Development of deep purple

OXidase Test color within 10 seconds

(&)

Oxidase
Positive

e
Q

- Oxid : Oxidase
Bacterial Culture xidase Disc Negative

Figure n° 14. Schéma présenté la technique de test d’oxydase
(https://microbenotes.com/oxidase-test-principle-procedure-and-results/)
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1V.2.5.3.3. Test de la coagulase

Ce test utilisé pour détecter la présence d’une enzyme appelée coagulase.

En pratique (fig. 15), a I’aide d’une pipette stérile versez dans une tube stérile le plasma
de lapin, et par une anse stérile, émulsifier 2 a 3 colonies des bactéries tester et mélanger
délicatement. Le tube est incubé pendant 4 heure a 37°C au boute d’une heure, examiner le tube
pour détecter toute formation de caillot en le penchant doucement sur la cote, en 1’absence de
tout formation de caillot évidente, revérifier toutes les 30 minutes jusqu’a une limite de 4 heure,
s’il n’ya toujours pas de caillot au boute de 4 heure d’incubation réincuber le test a température
ambiante pendant la durée restante, et vérifier la formation éventuelle de caillot au bout de 24
heures. Ne pas réincuber les tests ayant déja produit un caillot au bout de 4 heures étant donnée
que certaines souches de S. aureus produisent une fibrinolyse susceptible de lyser les caillots

au terme d’une autre incubation (Boussena, 2020).

Coagulaselibre-

) -
= 24

Plasma (0,5 ml)+ bactérie (0,5 ml)

| Pas de fibrine l
Coagulase libre +

DS

by o 45

Coagulum

Figure n° 15. Technique du test de la coagulase (https://slideplayer.fr/slide/1186837/).
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Consernant la confirmation de la levure Candida albicans, nous avons basé sur deux

tests de confirmation ; examen a I’état frais et celui du tube germinatif.

IV.2.5.4. Test de tube germinatif

Est également appelé test de germination, est un test qui détecte Candida albicans, il
s’agit de la culture dans un sérum sanguin.

Le tube germinatif permet un mode de germination d’une spore au cours duquel cette
spore émet un prolongement dans lequel migre la totalité de son contenu, puis une cloison
transversale sépare ce prolongement des filamennts qui apparaissent alors comme une cellule
vide, réduite a sa paroi (Ahmed et al., 2010).

La mise en évidence de ce test (fig. 16) consiste a mettre 2ml du sérum humain dans un
petit tube, et a ’aide d’une pipette pasteur stérile, touche une colonie de leveur et I’émulsionner
délicatement, puis incuber le tube & 37C° pendant 2 a 4h.

La lecture se fait par le transfert d’une goutte de sérum sur une lame pour observation

microscopique.

Milieu Sabouroud

———3 Prélevé 1colonie -
de candida

Serum humain

Prélevé une goute de
suspension dans la lame

| ' Gj l
P 4/ Al)'rs1 [—

o, T __F e Incubation 36°C+ 1
\' 2-4 heurs

@&
E 3 < o
—— @ ) =

@ o=
Observation microscopique @ = )
40x, 100x.
- Interpretation

Figure n° 16. Test en tube Germinatif (Moya-salazar et Rojas ,2018).
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IV.3. Antibiogramme / Antifongigramme (Méthode de diffusion en milieu gélosé)

La méthode de diffusion (fig. 17) est I'une des plus anciennes approches de
détermination de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques ou des levures aux antifongiques
(OMS, 2005).

Une ou deux boites selon les cas, contenant le milieu de Mueller-Hinton (MH) (annexe
IT) spécifiquement destiné a cette méthode, sont ensemencés par écouvillonnage a 1'aide de la
suspension microbienne préalablement calibrée (Diane, 2020). A partir d’une culture jeune en
solution salée pour atteindre une turbidité équivalente a celle de 1’étalon 0,5 McFarland, ce qui
correspond & un inoculum d’environ 103 UFC/ml pour les bactéries et 10 UFC/ml pour les
levures. Pour ce faire, prélever plusieurs colonies de méme morphologie (si possible) afin
d’éviter de sélectionner un variant atypique. Mettre ces colonies en suspension en milieu salé
avec un ¢écouvillon. Il est recommandé d’employer un spectrophotometre pour ajuster
I’inoculum (Aubain et al., 2021), a 0.5 McFarland exprimer par une densité optique de 0.08-
0.1, déterminer par la mesure de la transmittance a une longueur d’onde (1) de 620 nm pour les
bactéries (Standarisation de I’antibiogramme en médecine humaine a I’échéle nationale, 2005)
et 625 nm pour les levures (Boulevard, 2006).

Les antibiotiques choisis (tableau 04), selon la comité de I’antibiogramme de la société
francaise de microbiologie Aubain et al. (2021), et concernant 1’antifongique, seule une
solution a 1% de Fluconazole (150 mg) a été préparée pour éEtre utiliser contre Candida
albicans, les disques sont alors disposés a la surface de la gélose a 1’aide d’un distributeur
automatique ou d’une pince stérile en appuyant légérement et l'antibiotique diffuse trés
rapidement de maniére concentrique autour de chaque disque. Les boites peuvent alors étre
mises en incubation a 37°C, 25+/- 2°C pour les levures dans les conditions requises.

La lecture et I'interprétation peuvent s'effectuer dans un délai minimal de 16 a 18 heures.
La lecture consiste a mesurer les diameétres de la zone d'inhibition de la culture autour de chaque
disque a I’aide d’un pied a coulisse (annexe III) (Diane, 2020). Si la culture est insuffisante
aprés 24 heures d’incubation au cas des levures, ré-incuber la boite 24 heures supplémentaires
et effectuer la lecture a 48 heures.

En effet, il est possible d’observer sur les bords des zones d’inhibition, une inhibition
partielle de la culture avec la présence de colonies de petite et de moyenne taille. Ces colonies
ne correspondent pas a des mutants résistants et ne doivent pas étre prises en compte pour la

mesure des diamétres des zones d’inhibition (Boulevard, 2006).
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Tableau n° 4. Liste des antibiotiques testés sur les isolats.

Matériel et Méthodes

Famille Antibiotique Abréviation Charge de
disq ue en

Pinicilline
Aminoglycoside
Tétracyclines

Sulfonamides

Quinolones
Phénicoles
Poly peptides
Céphalosporines

Carboxypénicillines

fluoroquinolones
Carbapenem

Amoxiline
Oxaciline
Pipéracilline
Gentamicine
Doxycycline
Tetracycline
Acide cotrimoxazole

Cotrimoxazole
Ciproflaxacine
Chloramphinicol
Colistine
Cefotaxime
Cefepime
Ceftazidime
Ticarciline
Ticarcillin/Colavulanic acid
Levofloxacin
Impenem

X
PRL
CN
DO
TE

CMXA

STX
CIP
CHL/C
COL
CTX
FEP
CAZ
TI
TIM
LE
IPM

5
100
120
30
30
25

25
5
30
10
30
30
30
75
75
5
10
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Figure n° 17. Technique d’antibiogramme par diffusion en milieu gélosé (méthode des
disques).

1V.4. Etude de ’activité antimicrobienne des huiles essentielles de Artemisia

herba alba longa

IV.4.1.Matériel végétal

La plante qui a fait I'objet de notre étude est connue par le nom « Chih », elle a été
choisie sur la base de ses utilisations en médecine traditionnelle locale. La partie aérienne de
Artemisia herba alba a été récoltée en pleine floraison pendant le mois de Mars 2022 dans la
région de Brezina a Elbayadh du sud-ouest de 1'Algérie (coordonnées géographiques : 33° 5'

59" Nord, 1° 15' 25" Est) (fig. 18).
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Figure n° 18. Cartographie de la zone d’échantillonnage (http://www.maplandia.com).

IV.4.2. Procédé d’extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont extraites par entrainement a la vapeur d’eau (fig. 19). 500g
de matériel végétal seche (partie aérienne de la plante) est posée au-dessus de la grille du
récipient préalablement remplis de 2,5 litre d’eau distillée, I'ensemble est porté a 1'ébullition
pendant 2 heures sur une plaque chauffante a 220 °C. Les vapeurs chargées des HEs passent a
travers le tube vertical, puis dans le réfrigérant ou aura lieu la condensation. Les gouttelettes
ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli auparavant d’eau distillée. En raison de la

différence de densité, les HEs surnagent a la surface de 1'eau. Sont récupérée, mesurée et pesée

w
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pour déterminer le rendement en fonction de la mati¢re séche. Puis sont conservées dans des

tubes ombrés et hermétiques (Abdelli, 2017).

Figure n° 19. Dispositif d’extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur
d’eau.

IV.4.3. Détermination de rendement de I’extraction
Le rendement en huiles essentielles est défini comme étant le rapport de la masse des
huiles essentielles et la masse du matériel végétal sec utilisé pendant 1’extraction, il est calculé
selon la formule suivante:
Rugs = Mue/Mps X 100
Ruk: Rendement en huile essentielle (%);
Mpug: Masse des huiles essentielles obtenue (g);

Mps: Masse de la plante séche traitée (g) (Bouguerra, 2012).

IV.4.4. Etude de activité antibactérienne des huiles essentielles
IV.4.4.1. Aromatogramme

C’est une technique de laboratoire qui peut élucider les activités antimicrobiennes des
huiles essentielles en relation avec des pathogénes microbiens spécifiques (Rhind, 2012). Il ya

différents types d’aromatogrammes sur milieu solides ou liquide, cependant plusieurs études

w
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ont convenues que la méthode sur milieu solide est la plus facile et la plus simple et dans notre
travail nous avons utilis¢ la méthode en milieu solide.

Ce test concerne les 10 isolats apparus résistants aux antibiotiques parmi 18 isolats (18
isolats sensibles aux antibiotiques).

Des disques stériles de papier Wattman de 6 mm de diametre (fig. 20), contenant Sul
des HEs supplémentée de 10% de DMSO, sont déposés a 1’aide d’une pince stérile a la surface
d’un milieu gélos¢é MH, préalablement ensemencé par écouvillonnage avec 100 ul de
suspension microbienne dont la turbidité a été ajustée a une longueur d’onde (A= 620 nm) entre
0,08 - 0,1 (108 UFC/ml). Des témoins DMSO ont été utilisés comme controle négatif (Abdelli,
2017). Les boites sont déposées dans un réfrigérateur a 4°C pendant une heure pour assurer une
bonne diffusion des huiles essentielles dans la gélose. Le diametre de la zone d’inhibition est
mesuré apres une incubation de 24 h a 37 °C pour les bactéries a I’aide d’une pied a coulisse

(Bouzid, 2018).

Selon le diamétre d’inhibition, les souches sont classées en se basant sur leur sensibilité
aux huiles essentielles comme suit : bactéries résistantes (0 < 8 mm), bactéries sensibles
(9 mm < @ <14 mm), bactéries trés sensibles (15 mm < @ <19 mm) et bactéries

extrémement sensibles (@ > 20 mm) (Ponce et al., 2003).
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Figure n° 20. Technique d’aromatogramme par diffusion en milieu gélosé
(méthode des disques).
IV.4.4.2. Détermination CMI (concentration minimale inhibitrice)

La CMI correspond a la plus faible concentration en huiles essentielles capable d’inhiber
la croissance bactérienne, cette techniques consiste a inoculer par un inoculum standarisé et
une gamme de concentration décroissent en huiles essentielles (Guinoiseau, 2010).

Sa détermination a été réalisée par la méthode de macrodilution en milieu liquide (fig.
21). Les huiles essentielles sont tout d’abord préparées par émulsion dans une solution de
DMSO a raison de 10% afin de disperser les composés et d’améliorer leur contact avec les
germes a tester. Des dilutions successives de la solution obtenue par progression géométrique
de raison 2 de facon a obtenir les dilutions suivantes : 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 et 1/128.

La gamme de concentrations finales d’huile essentielle utilisée va de 0.0781 a 10 pul/ml
(v/v). 0,2 ml de chacune des solutions des huiles essentielles est introduit dans un tube de la
série expérimentale contenant 1,8 ml d’une suspension bactérienne préparée dans le bouillon
Mueller Hinton et dont la turbidité est ajustée a 10® bactéries/ml (Abdeli, 2017).

La lecture des résultats se fait a I’ceil nu par observation du changement de turbidité
dans les tubes apres incubation et par comparaison avec les contrdles (un tube ne contenant que
le milieu de culture et I’inoculum et le DMSO est utilis¢é comme controle négatif). Les essais
sont effectués en triple pour chacune des concentrations des huiles essentielles utilisées. La
CMI correspond a la plus faible concentration des huiles essentielles a laquelle aucune

croissance microbienne n’est visible (Oussou et al., 2004).

Témoin 12 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
Transférer 0,2 ml de chaque dilution au tube d’inoculum

+ 1,8 ml d’inoculum

Inoculum
10° UFC/ml

Incubation pdt 24 h a 37°C

Figure n° 21. Méthode de la détermination de la CMI.
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Chapitre V Résultats et discussion

V.1. Revivification et confirmation des isolats microbiens étudiées
V.1.1. Examen macroscopique

Aprées ensemencement sur des milieux différents et une incubation de 24 h a 37°C pour
les cultures bactériennes (24 - 48 h a 25°C pour la levure), I’aspect macroscopique apparu

comme suit :

e Apres incubation de 24 h a 37°C sur le milieu BCP, I’observation macroscopique montre
des colonies de taille moyenne (1 & 2 mm) rondes plus ou moins réguliéres de couleur jaune,
due a I’acidité du milieu, donc lactose (+) et peu bombées de E. coli (fig. 22).

Le milieu BCP facilite la différenciation des colonies par le caractére lactose. Il contient
une base nutritive ordinaire permettant la croissance des bactéries non exigeantes et le lactose
comme un critére de différenciation : la fermentation du lactose révélée par le virage de couleur
du milieu.

Colonies jaunes ; bactéries lactose +,

Colonies bleues ; bactéries lactose —.

La présence d’une B-galactosidase conduit a la dégradation du lactose présent dans le
milieu, le pH de celui-ci diminué et est révélé par le virage de 1’indicateur coloré, le pourpre

de Bromocrésol (Vernozy-rozand et al., 1997).

e Sur milieu Hektoen (fig. 23), et apres 1’incubation nous avons constatés des colonies de
couleur bleue verte de 2 2 4 mm diamétre et pas de changement de couleur de milieu,
indique I’absence de ’acidification de milieu.

L’isolement et identification des Shegilla dysenteriae sont donc délicats. Et les colonies
suspectes sur milieu Hektoen apparait vertes (lactose-, saccharose-, salisine-, H>S-) (Denis e?
al., 2016).

e Sur le milieu gélosé King A, les colonies de taille moyenne (1 a 2 mm) bleu a contour
irrégulier, irisées ou métalliques, odeur de seringat ou de miel sont suspecte d’étre
Pseudomonas aeruginosa (fig. 24). Ces mémes caractéristiques ont été constatées par
Denis ef al. (2016) ou peuvent étres sur milieu solide observés trois types des colonies
simultanément ou deux de manicre isolée : colonies larges de 2 a 3 mm de diamétres, a
bordes irrégulier, avec une partie centrale présente des reflets métalliques ; colonies plus

petites lisses bombées a bordes régulier et colonies muqueuses, filantes, rencontrés chez

w
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les souches produisent un polymere exopolysaccharidique appelé alginate, pour les souches
pigmentent, les milieux de king A et king B.

e Sur milieu Chapman, des colonies (de 1 a 2 mm de diamétre) lisses, rondes, colorés au
jaune (ce virage de couleur est un indice de fermentation de mannitol par la bactérie avec
acidification du milieu), caractérisent le genre Staphylococcus, certaines souches
produisent un pigment jaune orangé (fig. 25), mais cette production est irréguliere, car
certaines donnent des colonies blanches ; le caractére pigmentaire n’est pas propre a
I’espece (Avril et al., 2000).

e Une croissance faible sur ce méme milieu (Chapman), a donner des petites colonies
blanches non acidifiantes du milieu, qui particularisent le genre Enterococcus. Les bactéries
du genre Enterococcus sont peu exigeantes en facteurs de croissance et peuvent donc se
multiplier aisément sur les géloses ordinaires Trypticase-Soja (TS). Les colonies
d’entérocoques apparaissent alors translucides (sauf E. casseliflavus qui présentent une
légére pigmentation jaune) avec un diamétre inférieur a 1 mm. Certaines souches de
Enterococcus faecalis sont f-hémolytiques sur géloses au sang (Isnard, 2017).

e Le milieu Sabouraud a perms le poussé¢ des colonies blanches, crémeuses et brillantes de
formes rondes et bombées, grandes et lisses. Les mémes caractéres morphologiques des

colonies de Candida albicans (fig. 26) ont été observés par Kammalac (2014).
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Figure n°22. Aspect macroscopique de Escherichia coli sur milieu BCP.

Figure n°23. Aspect macroscopique de Shigella dysenteriae sur milieu Hektoen.



Chapitre V Résultats et discussion

Figure n°24. Aspect macroscopique de Psudomonas aeroginosa sur milieu King A.

Figure n° 25. Aspect macroscopique de Staphylococcus aureus sur milieu Chapman.
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Figure n® 26. Aspect macroscopique de Candida albicans sur milieu Sabouraud.

V.1.2. Examen microscopique
V.1.2.1. Examen a I’état frais
Les microorganismes examinés a ’état frais apparaissent mobiles ou immobiles selon

I’espece (tableau 5).

Pseudomonas aerogenosa est mobile a la fois en milieu liquide, grace a son unique
flagelle polaire (monotriche) qui lui permet de nager, et en milieu solide, grace aux pilis qui lui
permettent de se déplacer par glissement. Elle peut également se déplacer dans des milieux

semi-solides grace au flagelle (Perdu, 2013).

Les especes mobiles des entérobactéries sont les plus nombreuses, grace a une ciliature
péritriche. Sous microscope E. coli, elle est mobile. C’est une bactérie dotée de mobilité, grace
a plusieurs (une dizaine) flagelles disposés tout autour de la bactérie. Certaines sont immobiles

(Shigella dysenteriae,) (Khayer, 2011).
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Tableau n° 05. Mobilité des espéces microbiennes étudiées.

N° des isolats Mobilité

Iis, Il7,Ii,181,1(i’19 et s Escherichia coli Mobile
I Pseudomonas aeruginosa Mobile
I3, I7, Is et Iy Staphylococcus aureus Immobile
Isetls Candida albicans Immobile
Iz ety Enterococcus faecalis Immobile
I21 et Iz Shegilla dysenteriae Immobile

V.1.2.2. Coloration de Gram

Le (tableau 06) montre la présence de 3 bactéries roses, donc Gram négatif et de forme
bacillaire ; Escherichia coli (fig. 27), Shegilla dysenteriae (fig. 28) Pseudomonas aeruginosa
(fig. 29), et deux autres bactéries violettes donc Gram positif, de forme cocci ; Staphylococcus

aureus (fig. 30) et Enterococcus faecalis (fig. 31).

Les bactéries a coloration de Gram+, sont généralement caractérisées par la présence
d’un peptidoglycane épais (20 a 80 nm) séparé de la membrane plasmique par un espace
périplasmique tandis que les bactéries dites Gram— possédent du périplasme et un
peptidoglycane fin (1 a 8 nm) sur lequel repose une deuxiéme bicouche lipidique dans laquelle

s’inserent des porines (Huc, 2011).

Tableau n° 06. Résultats de la coloration de Gram des espéces étudiées.

N° des isolts \ Souche bactérienne Morphologie = Couleur Gram
11, Lo, Escherichia coli Bacille Rose Négatif
Lis, 117, Iig, Lo et In3

I Pseudomonas aeruginosa Bacille Rose Négatif

I3, I7, Is et Iy Staphylococcus aureus Cocci Violette Positif

Is et Ig Candida albicans Ovale / /

Ipetly Enterococcus faecalis Cocci Violette Positif
et Shegilla dysenteriae Bacille Rose Négatif
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Pour la levure Candida albicans, a I’état frais montre des éléments cellulaires arrondis
ou ovalaires a paroi mince et non capsulés, de 1 a 10 pm avec un ou plusieurs bourgeonnements.
Ces mémes caractéristiques sont observées par Pianetti (2015).

Au microscope optique nous observons la levure Candida albicans (fig. 32) colorée en
bleu sombre (au bleu de méthyléne) avec une forme ovale. Cette coloration est intéressante
pour l'observation rapide des frottis mais elle permet seulement 1'étude de la morphologie des

microorganismes (Kamlac, 2014).

Par ailleurs, aprés 3 a 4 h d’incubation la colonie de Candida albicans est observée au

microscope optique (un grossissement de 40X) produisant un tube germinatif (fig. 33).

PO
AR

Tube Figure n° 32. Observation microscopique de
germinatif Candida albicans aprés coloration au bleu de
méthylene.

Figure n° 33. Aspect microscopique de du
tube germinative chez Candida albicans
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V.1.3. Tests biochimiques
La confirmation des isolats est basée sur trois autres tests complémentaires ; la
recherche des enzymes (Catalase, oxydase et coagulase), dont les résultats sont mentionnés

dans le tableau suivant :

Tableau n° 07. Résultats des tests de type respiratoire des tests biochimiques.

N° Microorganisme Catalase  Oxydase Coagulase
+

11, Lo, .. . - /
Iis, Tim, Tas, Tuo et Tz Escherichia coli

I Pseudomonas aeruginosa + - /
I3, I, Is et Iy Staphylococcus aureus + - +
Iz et Iyy Enterococcus faecalis - - /
L et Iz Shegilla dysenteriae + - /

- : Négatif,

+ : Positif,

En présence d'oxygeéne moléculaire, certaines réactions métaboliques conduisent a la
formation d'eau oxygénée. La présence d'une catalase active chez les bactéries isolées est
traduite, par un dégagement gazeux abondant sous la forme de mousse ou de bulles d'oxygeéne
(fig. 34), due a la dégradation de I’eau oxygénée formée, en eau et en oxygeéne comme 1’indique

la réaction suivante (Holt et al., 1994) :

Catalase
H)0) =y H,0 + 15 02

Le test de I'oxydase positif, met en évidence la présence d'une cytochromeoxydase qui
oxyde le cytochrome (c) réduit. La présence de ce dernier dans les chaines respiratoires grace
a des réactifs ayant le méme potentiel d'oxydo-réduction que le cytochrome (c¢) (N-méthylé du
paraphényléne diamine). L’existence d'une cytochrome-oxydase se traduit, en 20 a 60
secondes, par l'apparition d'une coloration rouge virant rapidement au violet trés foncé (fig. 35)
(Megraud, 1996). La réaction est schématiquement la suivante :

Cytochrome oxydase

Réactif réduit » Réactif coloré (oxyd¢)

Donc la bactérie testée a oxyder la forme réduite incolore des dérivés N-méthylé du

paraphényléne diamine, a sa forme oxydée semi-quinonique rose-violacée.

Pour Staphylococcus aureus, la réaction de la coagulation (fig. 36) est considérée
comme positive puisque le coagulum occupe plus de 3/4 du volume initialement mis en jeu.

Fibrinogeéne + H,O — Fibrine + peptides

w
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En principe, la coagulation se manifeste en moins de 3 heures et le plus souvent le
caillot adhére aux parois du tube. Parfois la coagulation se produit plus lentement ; dans ce cas

la réaction doit étre considérée comme positive, si un caillot apparait en moins de 24 heures.

Figure n° 34. Résultat du test de la catalase chez (E. coli, Pseudomonas, S. aureus et Shegilla

dysenteriae).

Oxydase Oxydase
positive négative

Figure n° 35. Résultat du test de I’oxydase (E. coli, Pseudomonas, S. aureus et Shegilla

dysenteriae)..

8¢ Coagulase
Coagulase | négative
positive
-
.

Figure n° 36. Résultat du test de la coagulase chez S. aureus.
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V.2. Antibiogramme

L’¢étude de la sensibilité par la méthode des disques des antibiotiques a été utilisée pour
I’ensemble des 18 isolats microbiens. Il nous a donné les résultats aprés incubation a 37 °C
pendant 24 a 48 heures.

Les résultats indiqués dans les tableaux (08 et 09) montrent que les 7 isolats de E. coli
sont résistantes a la Cefotaxime, Colistin, Oxacillin et Ticarcillin, et les 2 isolats de Shigella
dysenteriae sont aussi résistantes a Ticarcilline + acide clavulanique et Piperacilline dont les
diamétres d’inhibition sont respectivement (6 - 22 mm et 6 - 12 mm) (fig. 37 et 38). Ces deux
germes ont des résistances envers les béta-lactamines. Toudji ez al. (2017) avaient expliqué la
caractérisation des souches d’entérobactéries BLSE (Les béta-lactamases a spectre étendu),
sont donc des souches multirésistantes. Les béta-lactamases produites par ces souches ont

inactivées toutes les béta-lactamines. Cela confirme un choix thérapeutique extrémement limité

pour les patients.

Tableau n°08. Résultats de 1’antibiogramme de E. coli.

Diamétre critique (mm)
Antibiotique Résultat Résultat Résultat

Chloramphenicol | <17 - >17 26 S 26 S 25 S
Cefalexine <16 17 >18 28 S 18 S 24 S
Ciprofloxacine | <15 16-20 P21 18 I 36 S 34 S
Colistine <15 - >15 6 R 10 R 6 R
Cefotaxime <23 24-25 P26 16 R 26 S 6 R
Oxacilline <20 - >20 16 R 6 R / /
Sulfamethoxazole | <13 14-15 |>16 26 S 16 S 24 S
Ticarcilline <23 - >23 14 R 16 R 6 R

Antibiotique Résultat Résultat Résultat Résultat
Chloramphenicol | <17 - >17 12 R 24 S 34 S 30 S
Cefalexine <16 17 >18 20 S 25 S 22 S 26 S
Ciproﬂoxacine <15 | 16-20 | >21 30 S 32 S 36 S 46 S
Colistine <15 - >15 10 R 10 R 10 R 10 R
Cefotaxime <23 | 24-25 >26 24 I 20 R 20 R 22 R
Oxacilline <20 - >20 / / / / / / /
Sulfamethoxazole | <13 | 14-15 | >16 6 R 26 S 16 S 30 S
Ticarcilline <23 - >23 6 R 6 R 6 R / /
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Tableau n° 09. Résultats de I’antibiogramme de Shigella dysenteriae.

Diamétre crlthue (mm) I>1 I2
Antibiotique ‘ R S O (mm) Résultat O (mm) Résultat

Ciprofloxacine <21 22-49 >50 12 R 24 S
Cefotaxime <23 | 24-25 >26 26 S 26 S
Imipeneme <18 19-20 >21 30 S 28 S

Piperacilline <17 18-19 >20 6 R 6 R
Ticarcilline .+ acide <0 | 2122 >3 6 R 6 R
clavulanique

Les résultats indiqués dans le tableau 10 et I’histogramme (fig. 39) montrent que,
Pseudomonas aeruginosa est résistante aux Doxycyline, Pipéracilline, Tetracycline,
Ticarcyline et Ticarcyline + acide clavunilique avec des diameétres d’inhibition de 10, 10, 8, 6
et 6 mm respectivement, et au méme temps cette souche est sensible aux Cefalexine,
Ciprofloxacine, et Levofloxacine avec des diamétres d’inhibition de 20, 30 et 30 mm

respectivement.

Cette résistance peut étre due a la diminution de la concentration intracellulaire des -
lactames par la production de métallo-B-lactamases (MBLs) ou par l'augmentation de
l'expression des pompes d'efflux comme MexAB, MexCD et MexXY. Ces mécanismes de

résistance aux B-lactamines sont les plus répandus chez Pseudomonas aeruginosa (Lattab,

2018).

Diameétre critique (mm)

Antibiotique
R s

Cefalexine <16 - >16 20 S
Ciprofloxacine <25 26-32 >33 30 I
Doxycycline <I5 16-17 >18 10 R
Levofloxacine <19 20-25 >26 30 S
Piperacilline <18 19-49 >50 10 R
Tetracycline <17 18 >19 8 R
Ticarcilline <18 19-49 >50 6 R
Ticarcilline .+ acide 0 2107 08 6 R

clavulanique
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Les 4 isolats de Staphylococcus aureus (tableau 11) sont présentés une résistance vis a
vis aux antibiotiques testés; Cefotaxime, Oxacilline, Tétracycline avec des diameétres
d’inhibition de 6, 6, et 16-18 mm respectivement, dont ils ont été sensibles au chloramphénicol
et a la Cefalexine (fig. 40).

Cette résistance est prouvée par Leclereq (2002) le taux de résistance des
staphylocoques dorés isolés en milieu hospitalier est élevé. Plus que la fréquence des
résistances a 1’oxacilline, qui semble s’étre relativement stabilisée aprés avoir récemment
diminuée, le fait nouveau est la variété de plus en plus grande des phénotypes de résistance

avec une plus fréquente sensibilité a la gentamicine.

Tableau n° 11. Résultats de I’antibiogramme de Staphylococcus aureus.

Diamétre critique (mm) Iz I7 Is | §T1
Antibiotique R I S O (mm) Résultat @ (mm) Résultat @ (mm) Résultat @ (mm) Résultat
Chloramphenicole | <i8 - >18 24 S 24 S 26 S 24 S
Cefalexine <20 - >20 24 S 26 S 26 S 28 S
Cefotaxime <23 | 24-25| 226 6 R 6 R 6 R 6 R
Oxacilline <1 - >21 6 R 6 R 6 R 6 R
Tetracycline <19 | 20-21| >22 16 R 18 R 18 R 18 R

De méme le groupe de Enterococcus faecalis (tableau 12) ; I’isolat I14 a montré une
résistance presque a tous les antibiotiques testés ; Chloramphenicol, Cefotaxime, Oxacilline,
Piperacilline, Sulfamethoxazole, Tétracycline et Ticarcyline avec des diameétres d’inhibions de
8,6,06,6,26, 16 et 6 mm respectivement, contrairement a I’isolat I12 qui est résistante seulement

la Cefotaxime et la Tétracycline avec des diametres d’inhibitions de 6 et 8 mm respectivement

(fig 41).
Tableau n°12. Résultats de ’antibiogramme de Enterococcus faecalis.
Diamétre critique (mm) T4 Ii2

Antibiotique R | S | O(mm) Résultat O (mm) Résultat
Chloramphenicol <19 20-22 >23 8 R 30 S
Cefalexine <16 - >16 22 S 20 S
Cefotaxime <23 24-25 >26 6 R 6 R
Oxacilline <8 9-13 >14 6 R 16 S
Piperacilline <18 - >18 6 R 18 S
Sulfamethoxazole <26 27-33 >34 26 R 26 S
Tetracycline <17 18 >19 16 R 8 R
Ticarcilline <23 - >23 6 R 25 S
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Concernant le test de I’antifongigramme, 1’antifongique utilisé (Econazole 1%), s’est
avéré actif sur le Candida albicans (tableau 13), dont le diamétre d’inhibition été de 53 et 46

mm pour les deux isolats s et Is respectivement (fig. 42). Cette activité a été prouvée aussi

dans les travaux de Abdelli (2017) avec un diamétre de 19,33 mm.

Tableau n°13. Résultats de I’antibiogramme de Candida albicans.

Diameétre critique

Antifongique (mm) .
R S @ (mm) | Résultat | © (mm) | Résultat

53 Sensible 46 Sensible

v

Fluconazole <

Figure n° 37. Antibiogramme de E. coli.
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Figure n° 38. Antibiogramme de Shegilla dysenteriae.

Figure n°® 39. Antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa.
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Figure n° 41. Antibiogramme de Enterococcus faecalis.
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Figure n° 42. Antibiogramme de Candida albicans.

Les résultats de l'antibiogramme et I’antifongigramme ont montré une résistance
acquise et multiple a 10 bactéries parmi 18 isolats, qui nous a poussé de chercher une alternative

naturelle pour limiter cette résistance croissante.

V.3. Activité antimicrobienne des huiles essentielles de Artemisia herba alba vis-a-vis des
microorganismes testés
V.3.1. Extraction des huiles essentielles de Artemisia herba alba

Apres I’hydrodistillation de Artemisia herba alba (fig.43) a partir de 500 g de matiere
végétale pendant 2 heures, nous avons obtenu les quantités des huiles essentielles indiquées

dans le tableau 14, ce qui nous a permis de calculer le rendement d’extraction (Rug).

R —3'913><100—078<y
HE1 = 500 = 0. 0
R —3'360><100—084<y
HE2 = 200 = 0. 0
R —4'150><100—083<y
HE3 = 500 = 0. 0
RuE1 + Rue2 + RHE3
RHEm = 3 =0.81%
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Figure n° 43. Extraction des huiles essentielles de Artemisia herba alba
par entrainement a la vapeur d’eau.

Tableau n° 14. Rendement d’extraction des huiles essentielles de Artemisia herba alba par
entrainement a la vapeur d’eau.

mallz\(;[rj:ji(él:é tal Eau distillée @ Masse des Rendement Re::(i);z::nt
Q o S 0
Essais N o) en ml HEs (en g) (Rue %) (Ruem %)
01 500 2500 3913 0.78%
02 400 2500 3.360 0.84% 0.81%
03 500 2500 4.150 0.83%

Le rendement moyen de I’extraction des huiles essentielles de Artemisia herba alba,
¢tait de 0.81%. Cette valeur est presque la méme obtenue par Lakehal ef al. (2017).
Contrairement, notre rendement est un peu plus faible a celui qui est obtenu par Ghanmi et
al. (2010) qui de (0,86 £+ 0,06 %). En outre, les travaux réalisés par Touil et Benrebiha (2014)

montre que le rendement est inferieur (0,7%).

Cette différence laisse penser que le rendement des huiles essentielles de Artemisia
herba alba due a plusieurs facteurs; 1’origine géographique de la plante, les facteurs
¢cologiques notamment climatiques (la température et I’humidité), 1’espéce et/ou la variété

végétale elle-méme, I’organe végétal, le stade de la croissance, la période de cueillette ainsi

w

que la méthode d’extraction (Tefiani, 2015).
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V.3.2. Activité antimicrobienne des huiles essentielles de Artemisia herba alba face aux

isolats microbiens étudiés

V.3.2.1. Aromatogramme

Ces derniéres années, il a été ciblé I’intérét pour les molécules biologiquement actives,
isolées des especes végétales pour éradiquer les microorganismes pathogeénes (Essawi et
Srour, 2000).

Le diametre de la zone autour du disque traduisant 1’activité antimicrobienne, a été
mesuré a l'aide d'un pied a coulisse. La sensibilité¢ des bactéries testées aux huiles essentielles
est classée selon les diamétres d'inhibition : bactéries résistantes (@ < 8 mm), bactéries
sensibles (9 mm < @ <14 mm), bactéries trés sensibles (15 mm < ¢ <19 mm) et bactéries

extrémement sensibles (@ > 20 mm) (Ponce et al., 2003).

Suite aux résultats indiquées dans le tableau (15) et la figure 44, les huiles essentielles
de Artemisia herba alba ont montré bien 1’activité antimicrobienne contre les bactéries a
coloration Gram positive et les bactéries a coloration de Gram négative.

Dans le cas des bactéries a coloration de Gram négative, les isolats (I; et I17) de E. coli
et (Io1 et 122) de Shigella dysenteriae, ont la méme sensibilité avec des diamétres d’inhibition
de 12, 12, 12 et 13 mm respectivement (fig. 45 et 46).

Cette activité a été exercée aussi contre Pseudomonas aeruginosa dont le diamétre de
la zone d’inhibition été de 14 mm (fig. 47).

Pour les bactéries a coloration de Gram positive, les plus grandes zones d’inhibition ont
¢été obtenues chez les 4 isolats I3, 17, Is, et 111 de Staphylococcus aureus et 114 de Enterococus
faecalis avec les diamétres d’inhibitions de 17, 19, 18, 19 et 16 mm respectivement (fig. 48,
49).
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Tableau n° 15. Résultats de I’aromatogramme des huiles essentielles de Artemisia herba
alba sur les souches microbiennes étudiées.

Bactérie Diameétre critique Résultats Sensibilité
. I R S T.S E.S 12 S
E. coli
17 12 S
I21 12 S
Shigella dysenteriae
gella day Iz 13 S
Pseudomonas L 9<0 14 S
aeruginosa d<8 <_14 15<0<19 | 0>20
I - 17 T.S
Staphylococcus I; 19 T.S
aureus Is 18 T.S
In 19 T.S
Enterococcus faecalis | 14 16 T.S
R : Résistant
S : Sensible
T.S : Trés sensible.
E.S : Extrémement sensible
20
E 18
E 16
= 14 M E. colill
-8 12 S. dysenteriae 121
= . .
E 10 i P. aeruginosa 12
-_E 8 4 S. aureus I3
=l
) M E. faecalis 114
=
E
g’
Q 0 | — | — | — | —
11 117 121 122 12 13 17 18 111 114
E. coli S. dysenteriae P. aeruginosa S. aureus E. faecalis
Isolats
Figure n° 44. Diamétres des zones d'inhibition des huiles essentielles de
Artemisia herba alba vis-a-vis les germes testés.
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Figure n°® 46. Aromatogramme de Shegilla dysenteriae par I’huile essentielle de Artemisia
herba alba.
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Figure n° 47. Aromatogramme de Pseudomonas aeruginosa par les huiles essentielles de
Artemisia herba alba.

Figure n° 48. Aromatogramme de Staphylococcus aureus par I’huile essentielle de Artemisia
herba alba.
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Figure n° 49. Aromatogramme de Enterococcus faecalis par ’huile essentielle de Artemisia
herba alba.

La valeur du diamétre de la zone d’inhibition de Escherichia coli est proche a celle

obtenue par Ed-Dar (2021) de 14 mm, pour la souche E. coli ATCC 35218. Cela est pouvré

aussi par les travaux de Lakehal ez al. (2017) avec un diamétre moyen de 19.00 £+ 0.55 contre

E. coli ATCC125922.

Par contre les travaux de Bertella (2019) qui a utilisé les huiles essentielles pures de
Artemisia herba alba, montre des résultats largement supérieurs aux nos résultats vis-a-vis des
souches bactériennes a Gram+ (Staphylococcus aureus) avec des diametres qui varies entre 39

a4l mm.

Pour Pseudomonas aeruginosa, les mémes valeurs des zones d’inhibition ont été

trouvées par Heleili ez al. (2018) autour de 12,52 mm.

De leurs cotés aussi, Bertella et al. (2018) ont constaté une moindre efficacité des huiles
essentielles de Artemisia herba alba vis-a-vis des bactéries a coloration de Gram positive avec
des diametres des zones d’inhibition qui varies entre 10,6 et 28,3 mm par rapport aux bactéries
a coloration de Gram négative avec des diametres des zones d’inhibition compris entre 8 et

31,3 mm.

w
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Les résultats de 1’arommatogramme obtenus, nous a conduits a confirmer
quantitativement I’activité antimicrobienne des huiles essentielles de Artemisia herba alba sur

10 isolats étudiés.

V.3.2.2. Détermination de la CMI des huiles essentielles de Artemisia herba alba vis-a-vis
les isolats testés en milieu solide

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a ¢été définie comme la plus faible
concentration des échantillons testés ou I'absence de croissance a été enregistrée (Ponce et al,
2003).

Le tableau 16, I’histogramme (fig. 50), sont consignés les résultats des CMI (en pg/ml)

des huiles essentielles de Artemisia herba alba.

Tableau n° 16. Résultats de 1la CMI des huiles essentielles de Artemisia herba alba vis-a-vis
les souches microbiennes étudiées.

Concentration des HEs de Artemisia herba alba en pl/ml

(v/v)
Bactérie 7 2 Témoin
0,15625 | 0,078125
E. coli I - - |+ + + + + + +
oot Iy | - |- -] + | + + + + +
Shigella | 031 = + | + + + + + + +
dysenteriae Iz - - |+ + + + + + +
Pseudm'nonas L i | i : N N N .
aeruginosa
I - - -] - - - + + +
Staphylococcus | 17 - - - - - - + + +
aureus Is - -] - - - + + + +
In| - |-|-] - - - + + +
Enterococcus + + + +
. |0 - - - - -
faecalis

Globalement, nous constatons que les valeurs de la CMI des huiles essentielles de
Artemisia herba alba varient de 0,31 - 10 pl/ml (v/v) (fig. 51, 52).

A la lecture des résultats obtenus on remarque que les HEs de Artemisia herba alba ont
présentées une bonne activité antibactérienne sur Staphylococcus aureus et Enterococcus
faecalis. Alors que E ; coli, Shegilla dysenteriae et Pseudomonas aeruginosa, leur sensibilité
reste faible : on note une activité antibactérienne plus prononcée sur les bactéries a coloration

de Gram positive que les bactéries a coloration Gram négative. Ces résultats sont en accord

w
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avec ceux trouvés par Ed-Dar (2021), ou les valeurs de la CMI étaient de 0,625 pg/ml et 0,156
pg/ml pour les bactéries ; E. coli ATCC 25922 et S. aureus respectivement.

Cette différence de sensibilité observée entre les isolats testés pourrait s’expliquer par
la mince paroi cellulaire peptidoglycane qui est elle-méme entourée d'une membrane externe
contenant un lipopolysaccharide qui crée une barriére contre les composés hydrophobes tels que
ceux trouvésdans les huiles essentielles, tandis que les bactéries a coloration de Gram-positive
ne présentent pas une membrane externe mais sont entouré par des couches de peptidoglycane,
plus épaisses que ce qui se trouve chez les bactéries a coloration de Gram-négative (Silhavy et

al., 2010).

Koutsoudaki ef al. (2005) et Burt (2004) ont signalé que les extraits végétaux sont
plus actifs contre les bactéries a coloration de Gram-positive que les bactéries a coloration de

Gram-négative.

Par ailleurs, Ghanmi ef al. (2010) ont également montré une activité antimicrobienne
des huiles essentielles issues des échantillons de I’armoise blanche des trois périodes de
récoltes se sont montrées actives contre toutes les souches de bactéries et de moisissures testées,
mais c’est celle du mois de septembre qui a manifesté la plus grande efficacité antimicrobienne.

12

CMI en pl/ml
N

10
10
4E. coli I1
3 m S. dysenteriae 121
5 5
4
2,5
2
0,625 0,625 03125 0,625 03125 0,625
0 L L - L [ [ |
117 121 122

11 2 13 17 18 111 114
E. coli S. dysenteriae P. aeruginosa S. aureus E. faecalis
) Isolats
Figure n° 50. Evaluation de la CMI des HEs de Artemisia herba alba en pl/ml
(V/v).

14 P. aeruginosa 12
14 S. aureus I3

mE. faecalis 114



Chapitre V Résultats et discussion

Figure n° 51. Concentration minimale inhibitrice des huiles essentielles de Artemisia herba
alba. Vis-a-vis E. coli.

&-:.

Sl Pnly

Figure n° 52. Concentration minimale inhibitrice des huiles essentielles de Artemisia herba
alba. Vis-a-vis S. aureus.
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Conclusion

Conclusion

Les huiles essentielles sont connues pour étre douées de propriétés antiseptiques et

antimicrobiennes.

Le présent travail a été mené dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne et
plus particulierement ; Artemisia herba alba poussant a 1’état spontané dans les zones semi-
arides de 1’Algérie, on extrais leurs huiles essentielles et en évaluant leur activité

antimicrobienne.

L’aromathérapie explique que le traitement des maladies (thérapie) par les aromes
(essences ou huiles essentielles de plantes aromatiques). Dans ce contexte, nous nous sommes
intéressés par 1’exploitation de la plante de Artemisia herba alba, dont on a extrait ces huiles
essentielles par entrainement a la vapeur d’eau. L’extraction a donné un rendement en HEs de

0.81%.

L’évaluation de [D’activité antimicrobienne a permis de montrer par la méthode
d’aromatogramme, un grand effet inhibiteur des huiles essentielles de Artemisia herba alba sur
les huit isolats testés. Les plus sensibles sont les isolats de Staphylococcus aureus et
Enterococcus faecalis. La plus grande zone d’inhibition a été enregistrée a un diameétre de 19

mm.

La méthode de macrodilution en milieu liquide a permis d’obtenir les concentrations

minimales inhibitrice (CMI), a des valeurs allant de 0.312 a 10 pl/ml.

Les performances antimicrobiennes mises en évidence méritent d’étre étudier avec plus

de détails afin d’envisager des perspectives pour de cette essence :

- Identifiant des composés responsables des différentes activités,
- Flargissant la gamme des microorganismes testés,

- Etudiant les mécanismes d’action de ces huiles essentielles.

70
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Annexe I
Techniques
Coloration de Gram
Etapes mode opératoire | Qu'est ce qui ce passe? | Etat des bactéries a cette

étape

Coloration au violet
de Gentiane

Recouvrir la lame de
violet de gentiane

Le violet de gentiane
colore

les bactéries qu'elles soient

Gram + ou Gram -

Toutes les bactéries sont

colorées en violet

Laisser agir 1 minute

Mordangage au
lugol

Recouvrir la lame de
lugol

Le lugol et le violet de
gentiane forment un
complexe qui renforce la
coloration

Toutes les bactéries sont

colorées en violet

Laisser agir 20 secondes

uis renouveler le mordancage 2 fois

Essai de
décoloration par
1'éthanol

Incliner la lame puis
laisser couler de
1'éthanol (95°GL)
durant 4 secondes.
Attention: cette étape

est délicate!

La paroi des bactéries a
Gram + ne laisse pas

passer I'éthanol qui ne peut

dissoudre le violet de
gentiane.
La paroi des bactéries a
Gram - laisse passer

I'alcool qui dissout le violet

de gentiane.

Les bactéries a Gram +
restent colorées en violet.
Les bactéries a Gram - ne

sont plus colorées.

Rinc

er a 'eau distillé

Recoloration a la
fuschine

Recouvrir la lame de
d'eau et ajouter
quelques gouttes de

fuschine de Zeihl

La fuchsine colore alors
les bactéries non colorées

Les bactéries a Gram +
restent colorées en violet.
Les bactéries a Gram -
sont colorées en rose.

Laisser agir 30 secondes a 1 minute puis rincer a I'eau distillé.
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Annexe 11 54376
B.C.P.

63854
64444

MILIEU D'ISOLEMENT DES ENTEROBACTERIES ET DE DIFFERENCIATION
DES ESPECES LACTOSE (+) ET LACTOSE (-)

IVD| (¢
jj] 2014/04

1- APPLICATION

La gélose lactosée au bromocrésol-pourpre (B.C.P.) est un milieu non sélectif pour lisolement et la numération des
Entérobactéries. |l permet (également) de différencier les espéces fermentant le lactose de celles qui ne le fermentent pas. Ce
milieu est utilisé couramment au cours de I'examen bactériologique des urines et des selles.

2- PRINCIPE
La différenciation des Entérobactéries est basée sur leur capacité a fermenter ou non le lactose. S'il y a fermentation du lactose,
cela induit une acidification qui entraine une coloration jaune des colonies en présence de pourpre de bromocrésol (indicateur de

pH).

3- PRESENTATION
» Milieu prét a 'emploi

- coffret de 20 boites de Petri (90 mm) (BCP) code 63854
* Milieu prét a 'emploi (a répartir)

- 6 flacons de 200 ml (BCP) code 54376
» Milieu déshydraté 500 g code 64444

4- COMPOSITION THEORIQUE (en g/l d’eau distillée)
Le milieu est préparé selon la formule décrite par HAJNA et DAMON (1).

Casitone 7,5
Extrait de levure 2
Lactose 10

Agar 25
Pourpre de Bromocréso 0,02

pH final : 6,8+0,2

Préparation du milieu :

Homogénéiser la poudre contenue dans le flacon.

Mettre 29 grammes de milieu déshydraté dans un litre d’eau distillée stérile. Mélanger jusqu’a I'obtention d’'une suspension
homogéne. Chauffer lentement, en agitant fréquemment, puis porter a ébullition jusqu’a dissolution compléte. Stériliser a 121°C
pendant 15 minutes puis répartir en boites de Petri ou en flacons.

5- CONSERVATION

* Milieu prét a I'emploi : +2-8°C.

* Milieu prét a I'emploi (a répartir) : +2-25°C.

* Milieu déshydraté : flacon soigneusement fermé dans un endroit sec et frais.
La date de péremption et le numéro de lot sont indiqués sur le conditionnement.

6- UTILISATION

Matériel :
» Matériel fourni : milieu B.C.P.

Ensemencement :
Ensemencer en stries directement a partir de I'échantillon a étudier (suspension de selles, urines). Pour la conservation
des échantillons biologiques, se référer aux recommandations en vigueur (2).
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Incubation :
Incuber pendant 24 heures a 37°C.

Lecture :
» Lactose (+): colonies jaunes
* Lactose (-): colonies bleues

Les colonies Lactose (+) peuvent présenter différents aspects :

« colonies muqueuses : Klebsiella et E. coli, variété muqueuse (antigene A)

» colonies "smooth" ou "rough" translucides : E. coli, Citrobacter. Cette caractéristique permet de les différencier des colonies
opaques formées par Bacillus et les Micrococcus.

« colonies jaunes légéerement bleutées a la périphérie : Escherichia a caractere lactose (+) lent.

7- PERFORMANCES / CONTROLE QUALITE

» Aspect du milieu : gélose violet clair

* Aspect du milieu déshydraté : poudre légérement pourpre

* Les performances culturales du milieu B.C.P. sont controlées a I'aide des souches suivantes :

SOUCHES RESULTAT DE LA CULTURE EN 24H a 37°C
Escherichia coli ATCC 25922 Colonies jaunes
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Colonies jaunes
Enterobacter acrogenes ATCC 13048 Colonies jaunes
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Colonies jaunes
Enterococcus faecalis var zymogenes ATCC 29212 Colonies jaunes
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 Colonies bleues
Shigella sonnei ATCC 25931 Colonies bleues
Proteus vulgaris ATCC 13315 Colonies bleues

8- CONTROLE QUALITE DU FABRICANT

Tous les produits fabriqués et commercialisés par la société Bio-Rad sont placés sous un systeme d'assurance qualité de la
réception des matiéres premieres jusqu'a la commercialisation des produits finis. Chaque lot de produit fini fait I'objet d'un controle
de qualité et n'est commercialisé que s'il est conforme aux critéres d'acceptation. La documentation relative a la production et au
controle de chaque lot est conservée par le fabricant.

9- LIMITES D’UTILISATION

+ Du fait des exigences nutritionnelles, certaines souches peuvent ne pas se développer sur ce milieu.

* |l est conseillé de ne pas dépasserle délai d’incubation sous peine d’entrainer des erreurs d’interprétation : diffusion de
la coloration jaune dans le milieu, réalcalinisation rapide.

* |l est nécessaire de faire des tests complémentaires pour une identification d'espéce de la souche isolée.

10-REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES
1. Appl. Microbiol., 4 : 341 : 1956.
2. Basic Laboratory Procedures in Clinical Bacteriology. World Health Organization. Geneva.1991. 1st edition.

Bio-Rad
3, boulevard Raymond Poincare c E
92430 Marnes-la-Coquette - France
Tel. : +33 (0) 1 47 95 60 00
M Fax:+33 (0) 147 419133 2014/04

www.bio-rad.com
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CHAPMAN - MANNITOL SALT AGAR

53647 - 63844 - 64134

Milieu d'isolement et de Différenciation des Staphylocoques

IVD C€

1. APPLICATION
La gélose Chapman - Mannitol Salt Agar est un milieu sélectif pour I'isolement et la numération des staphylocoques. Il permet
également de différencier les especes fermentant le mannitol de celles qui ne le fermentent pas.

2. PRINCIPE

La sélectivité de ce milieu est basée sur la présence de chlorure de sodium qui inhibe la plupart des bactéries a Gram (+) et a
Gram (-). La différenciation des Staphylocoques est basée sur leur capacité a fermenter ou non le mannitol. S'il y a fermentation,
cela induit une acidification qui entraine une coloration jaune du milieu en présence de rouge de phénol(indicateur de pH).

3. PRESENTATION
. Milieu prét a 'emploi

- coffret de 20 boites de Petri (90 mm) (MSA) code 63844
. Milieu prét a 'emploi (a répartir)

- 6 flacons de 200 ml (MSA) code 53647
. Milieu déshydrate

- flacon de 500 g code 64134

4. COMPOSITION THEORIQUE (en g/l d’eau distillée)
Le milieu Chapman - Mannitol Salt Agar est preparé selon la formule décrite par Chapman (1).

. Peptone 10

. Extrait de viande de boeuf 1

. Chlorure de sodium 75

. Mannitol 10

. Rouge de phénol 0.025

e Agar 15

. pH final : 74+02

Préparation du milieu :

Homogénéiser la poudre contenue dans le flacon.

Mettre 111 grammes de milieu déshydraté dans un litre d’eau distillée stérile. Mélanger jusqu’a obtention d’'une suspension
homogéne. Chauffer lentement en agitant fréquemment, puis porter a ébullition jusqu’a dissolution compléte. Stériliser a
'autoclave a 121° C pendant 15 minutes. Répartir en boites de Petri ou en flacons.

5. CONSERVATION

Milieu prét a 'emploi (Petri) : a + 2 - 20°C.

Milieu prét a 'emploi (tubes et flacon) : a + 2 - 8°C.

. Milieu déshydraté : flacon soigneusement fermé dans un endroit sec a +15-25°C.
La date de péremption et le numéro de lot sont indiqués sur le conditionnement.

6. UTILISATION

Matériel :
o  Matériel fourni : milieu Chapman — Mannitol Salt Agar

Ensemencement :
Ensemencer directement en stries a partir de I'échantillon a étudier. Pour la conservation des échantillons biologiques, se
référer aux recommandations en vigueur (2).
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Incubation :
Incuber pendant 24 a 48 heures a 37°C.

Lecture :

e  Mannitol (+) : coloration jaune du milieu.

e Mannitol (-) : absence de coloration.
Les souches de Staphylococcus aureus élaborent leur propre pigment. Les colonies s’entourent en 24 a 48 heures d’'une auréole
jaune due a la fermentation du mannitol. Les souches de Staphylococcus epidermidis et autres Micrococcaceae donnent
naissance a de petites colonies, qui, dans la majorité des cas, se développent sans modifier la teinte du milieu. Cependant, une
minorité non négligeable de souches de S. epidermidis est capable de fermenter le mannitol.

7. PERFORMANCES / CONTROLE QUALITE DU TEST

e  Aspect du milieu prét a 'emploi : gélose limpide rouge.

e  Aspect du milieu déshydraté : poudre rosée.

e Les performances culturales du milieu de Chapman - Mannitol Salt Agar sont contrélées a I'aide des souches suivantes :

SOUCHES RESULTAT DE LA CULTURE EN 24-48 H a 37°C
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Colonies jaunes
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 Colonies jaunes
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 Colonies rosées
Proteus mirabilis ATCC 25933 Inhibition partielle
Escherichia coli ATCC 25922 Inhibition

8. CONTROLE QUALITE DU FABRICANT

Tous les produits fabriqués et commercialisés par la société Bio-Rad sont placés sous un systéme d'assurance qualité de la
réception des matiéres premiéres jusqu'a la commercialisation des produits finis. Chaque lot de produit fini fait I'objet d'un contréle
de qualité et n'est commercialisé que s'il est conforme aux critéres d'acceptation. La documentation relative a la production et au
contréle de chaque lot est conservée par le fabricant.

9. LIMITES D’UTILISATION
e |l estnécessaire de faire des tests complémentaires pour une identification d'espéce de la souche isolée.
e Les entérocoques et les streptocoques du groupe D peuvent se développer sur ce milieu et présenter une légére
fermentation du mannitol. Cependant les colonies sont petites et peuvent facilement étre différenciées des
staphylocoques par coloration de Gram ou par le test de la catalase.

10. REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES
1. CHAPMAN, G.H., The significance of sodium chloride in studies of staphylococci, J. Bact. 1945. 50 : 201-203.
2. Basic Laboratory Procedures in Clinical Bacteriology. World Health Organization. Geneva.1991. 1st edition.

Bio-Rad
3, boulevard Raymond Poincare C E

92430 Marnes-la-Coquette France
Tel.: +33 (0) 1 47 9560 00

u Fax: +33 (0) 1 47 4191 33 05/2011
www.bio-rad.com
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KING B

MILIEU DE DIFFERENCIATION DES PSEUDOMONAS

55278

IVD

1- APPLICATION

Le milieu de King B permet la détection de la synthése de
pyoverdine, pigment élaboré par Pseudomonas aeruginosa
et d’autres Pseudomonas. Utilisé en paralléle avec le milieu
de King A (détection de la pyocyanine), Il permet d’orienter
I'identification de Pseudomonas aeruginosa.

2- PRINCIPE

La présence de sulfate de magnésium fournit les cations
nécessaires a l'activation de la pyoverdine qui se manifeste
en colorant le milieu de culture en vert-jaune fluorescent. La
présence de phosphate permet d'inhiber la production de
pyocyanine, pigment spécifique de Pseudomonas
aeruginosa.

3- PRESENTATION
o Milieu prét a I'emploi

25 tubes de 7 ml code 55278

4- COMPOSITION THEORIQUE (en g/l d’eau
distillée)

La gélose King B est préparée selon la formule théorique

décrite par King, Ward et Raney (1).

Peptone 20
Agar purifié 12
K2HPO4 (anhydre) 1,5
MgSOas. 7 H20 (anhydre) 1,5

5- CONSERVATION

o Milieu prét a I'emploi: a + 2 - 8°C.

La date de péremption et le numéro de lot sont indiqués
sur le conditionnement.

6- UTILISATION
Matériel :
o Matériel fourni : milieu King B

Ensemencement :

Ensemencer en faisant une strie médiane a la surface de la
gélose avec une Ose de culture pure et fraiche prisedans
un bouillon ou sur un milieu gélosé. Replacer la capsule
sans la revisser.

Incubation :

Incuber pendant 24 a 48 heures a 30°C. Au-dela,
l'incubation a I'étuve est inutile, mais il est possible de
conserver les cultures a température ambiante (18-30°C).

Lecture - Interprétation :
Une synthése de pyoverdine se traduit par une coloration
verte fluorescente.

7- PERFORMANCES / CONTROLE QUALITE DU
TEST

o Aspect du milieu prét a 'emploi : gélose limpide ambrée.

e Les performances culturales du milieu King B sont
contrdlées a I'aide des souches suivantes :

SOUCHES PIGMENTATION EN
24 -48H A 30°C

Pseudomonas  aeruginosa Jaune-verte
ATCC 27853
Pseudomonas  aeruginosa Jaune-verte
ATCC 9027
Pseudomonas  aeruginosa Jaune-verte
ATCC 17934
Pseudomonas fluorescens Jaune-verte faible
CIP 69.13

8- CONTROLE QUALITE DU FABRICANT

Tous les produits fabriqués et commercialisés par la société
Bio-Rad sont placés sous un systéeme d’assurance qualité
de la réception des matiéres premiéres jusqu'a la
commercialisation des produits finis. Chaque lot de produit
fini fait I'objet d’un contréle de qualité et n’est commercialisé
que s’il est conforme aux criteres d’acceptations. La
documentation relative a la production et au controle de
chaque lot est conservée par le fabricant.

9- LIMITES D'UTILISATION

e Certaines souches de P. fluorescensou de P.
putida(provenant en général de l'eau ou du sol)
n'élaborent que lentement la pyoverdine. Il faut alors
incuber le milieu a 20°C pendant 2 a 3 semaines.
Certaines de ces souches peuvent étre apigmentés.

¢ Du fait de leurs exigences nutritionnelles, certains micro-
organismes peuvent ne pas se développer sur ce milieu.

e |l estindispensable de procéder a partir de cultures pures
et fraiche pour que les résultats puissent étre interprétés.

e Il est recommandé de faire des tests complémentaires
pour une identification d’espéece de la souche isolée.

10- REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES
1. KING E.O., WARD M. et RANEY D.E.J., J. Lab. Clin.
Méd., 1954, 44, p. 301.

Bio-Rad
3, boulevard Raymond Poincaré c €
92430 Marnes-la-Coquette France

u Tel.: +33 (0) 1 47 95 60 00

Fax: +33 (0) 1 47 41 91 33 08/2009
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DOMAINE D’APPLICATION

La gélose de Sabouraud est utilisée pour
isolement, lidentification et la culture des
levures et moisissures a partir de prélévements
peu souillés par les bactéries.

Ce milieu est recommandé par le Codex de la
Pharmacopée Francgaise pour les contréles de
stérilité des produits pharmaceutiques.

Equivalent USP 30/NF 25 : Milieu XIX

REFERENCE(S)

+ USP 30/NF 25 US Pharmacopeia and
National Formulary (2007) : Microbial Limit
Tests (61) - Microbiological Tests

* Pharmacopée Européenne 6.0 - Méthodes
Biologiques - 2.6.13. : Contrdle Microbiologique
des produits non stériles (Recherche de micro-
organismes spécifiés)

PRINCIPE

La croissance rapide des levures et des
moisissures est favorisée par la présence des
substances nutritives apportées par la peptone
et par celle du glucose utilisé comme source
énergétique. L’ajout de différents antibiotiques
peut étre réalisé afin de rendre le milieu
inhibiteur vis-a-vis des bactéries.

PRESENTATION

* Prét a 'emploi
8 ml x 25 tubes (incl.)
100 ml x 6 flacons

code 355-6524
code 355-6519

* Déshydraté
500 g code 356-4494

CONSERVATION/VALIDITE/LOT

* Prétal'emploi:a+2-8°C

» Déshydraté : +15-25°C, flacon

soigneusement fermé dans un endroit frais et

sec

» La date de péremption et le numéro de lot

sont indiqués sur le conditionnement.

FORMULE THEORIQUE

Peptone 10g9
Glucose 409
Agar 1549
Eau distillée 1000 ml

pH (2s°c) final = 5,6 — 6,0

NB : Des adaptations de la formule ont pu étre
réalisées afin d’atteindre les criteres de
performance requis.

AUTRE(S) PRODUIT(S) NECESSAIRE(S)
(NON FOURNI(S))

* Diluant(s)

« Eau distillée

MATERIEL NECESSAIRE NON FOURNI

(liste non exhaustive)

» Balance

» Sacs de pesée stériles

* Broyeur

» Plaque chauffante

» Agitateur-homogénéisateur

* Tubes a essais (16 x 160 mm) avec ouchons
autoclavables

* Flacons de 125 ml en Pyrex avec bouchons
autoclavables

» Boites de pétri stériles (@ = 90 mm)

* Pipettes stériles (1 ml,...)

« Etaleurs stériles

» Bain-marie avec une précision de +1°C

» Etuve ou enceinte thermostatée avec une
précision de +1°C

* Autoclave

» Tout matériel courant d’'un laboratoire

PREPARATION DU MILIEU DESHYDRATE
Toujours agiter avant chaque utilisation.
Dissoudre 42 grammes de poudre dans 1 litre
d’eau distillée.

Chauffer lentement en agitant fréquemment,
puis porter a ébullition jusqu’a dissolution
compléte.

Répartir a raison de 8 ml par tubes ou de 100 ml
par flacon, et stériliser a l'autoclave a 121°C
pendant 20 minutes.

Taux de reconstitution : 42 g/l
500 grammes de poudre permettent de
réaliser 11,9 litres de milieu.

PROTOCOLE

Ensemencement et incubation

Ajouter éventuellement de la Gentamicine ou
du Chloramphénicol.

Homogeéneiser et couler en boites de Petri
stériles.

Transférer I'échantillon a analyser et étaler a
I'aide d’un étaleur stérile.

Incuber a 32°C £ 1°C pendant 3 a 7 jours.

12

Bio-Rad, 3 boulevard Raymond Poincaré ® 92430 Marnes-la-Coquette
Tel. : +33 (0)1 47 95 60 00 * Fax : +33 (0)1 47 41 91 33

www.foodscience.bio-rad.fr
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Milieu gélosé C

(gélose Sabouraud

avec glucose)

Sabouraud gélose (XIX)

V4 — 05/12/11

LECTURE ET INTERPRETATION

Dénombrer séparément les levures et les
moisissures dans les boites contenant entre 15
et 150 colonies.

PRECAUTION D’EMPLOI
Respecter les Bonnes Pratiques de
Laboratoire.

CONTROLE QUALITE

Au regard des travaux préalables a
I'narmonisation des pharmacopées
actuellement en cours, nous vous
recommandons de vous reporter aux certificats
de contrdle pour connaitre les modalités mise en
ceuvre pour le controle de la qualité
(performance et sélectivité) des milieux de
culture fabriqués par Bio-Rad.

Tous les produits fabriqués et commercialisés
par la société Bio-Rad sont placés sous un
systéme d'assurance qualité de la réception des
matiéres premiéres jusqu'a la commercialisation
des produits finis.

Chaque lot du produit fini fait I'objet d'un controle
de qualité et il n'est commercialisé ques'il est
conforme aux criteres d'acceptation.

La documentation relative a la production et au
contréle de chaque lot est conservée.

MOTS CLES
Sabouraud/Levures/Moisissures/

Produits pharmaceutiques/Isolement/
Identification/Culture/Gélose/Glucose/Milieu

Bio-Rad, 3 boulevard Raymond Poincaré ¢ 92430 Marnes-la-Coquette
Tel. : +33 (0)1 47 95 60 00 » Fax : +33 (0)1 47 41 91 33

www.foodscience.bio-rad.fr
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MUELLER-HINTON 69444

BOUILLON / MILIEU DE CULTURE POUR L'ETUDE DE LA SENSIBILITE
AUX AGENTS ANTIBACTERIENS

IVD

1- APPLICATION

Le bouillon Mueller-Hinton est un milieu liquide nutritif utilisé pour I’étude de la sensibilité des bactéries aérobies et anaérobies
facultatives vis a vis des agents antimicrobiens. I est utilisé comme milieu de culture pour réaliser la technique d’antibiogramme en
méthode de dilution (1, 2) ou bien comme milieu de base pour préparer tout inoculum bactérien.

2- PRINCIPE

La précision des résultats d‘antibiogramme est assurée par la standardisation de la composition du milieu utilisé. Des variations de pH,
de concentration en cations divalents ou/et en thymidine peuvent entrainer des différences dans les résultats obtenus. Parconséquent,
le bouillon Mueller-Hinton Bio-Rad est faiblement concentré en thymine et en thymidine et la concentration en calcium eten magnésium
est contrélée. Cette formulation permet d'assurer l'exactitude de Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI)obtenues avec les
souches de contréle recommandées par les références internationales (4,5).

3- PRESENTATION

o Milieu déshydraté
flacon de 500 g code 69444

4- COMPOSITION THEORIQUE (en g/I d’eau distillée)*

Le milieu Mueller-Hinton avec ou sans addition de sang de mouton est préparé selon la formule décrite par W.H.O. (4)

Infusion de viande 2,0

Hydrolysat de caséine 17,5

Amidon de mais 1,5

pH final 7,3+0,1

Ca™ 20 - 25 mg/L
Mg** 10-12,5 mg/L

* formule adaptée pour assurer les meilleures performances du milieu.

Préparation du milieu :
Homogénéiser la poudre contenue dans le flacon.

Mélanger 25 grammes de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée stérile jusqu’a obtention d’une suspension homogéne.
Stériliser a I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes. Répartir en tubes ou flacons stériles.

5- CONSERVATION

e Milieu déshydraté : flacon soigneusement fermé dans un endroit sec et frais (15-25°C).
La date de péremption et le numéro de lot sont indiqués sur le conditionnement.

6- UTILISATION

Matériel :
o Matériel fourni : Milieu Mueller-Hinton
o Matériel spécifique non fourni :
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Témoin d’opacité Mac Farland 0,5
Matériel de laboratoire nécessaire pour la réalisation des antibiogrammes par la méthode de diffusion en milieu liquide.

Précautions d'’utilisation : Suivre les instructions d’utilisation des recommandations en vigueur (CLSI@, CA-SFM®). Observer & tout
moment les techniques et précautions en vigueur en matiére de protection contre les dangers microbiologiques.

Ensemencement :

A partir d'une culture pure et fraiche, préparer une suspension en bouillon Mueller-Hinton équivalente au standard Mc Farland 0,5. Le
protocole de standardisation de I'inoculum est décrit dans les différentes recommandations émises par le CLSI et le CA-SFM pour la méthode
en diffusion.

Incubation :

Le bouillon Mueller-Hinton peut étre utilisé pour la préparation de I'inoculum bactérien et comme milieu de culture pour la réalisation des
CML.

Se référer aux recommandations du CLSI et/ou du CA-SFM pour les procédures détaillées (4,5).

Interpretation :
L'interprétation du test de sensibilité aux antibiotiques selon la méthode des CMI est détaillée dans les mises a jour périodiques du CA-
SFM et du CLSI.

9- PERFORMANCES / CONTROLE QUALITE

o Aspect du milieu déshydraté : poudre beige.
e Les performances culturales du milieu de Mueller-Hinton sont contrélées a I'aide des souches suivantes :

SOUCHES ANTIBIOGRAMME LIQUIDE CMI en pg /ml
Escherichia coli ATCC 25922
- Ampicillin
- Tetracycline
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 CMI conformes aux recommandations CLSI
- Tobramycine
- Ciprofloxacine
Enterococcus faecalis var zymogenes ATCC 29212
- Trimethoprim / Sulfamethoxazole

10-LIMITES D'UTILISATION

o Il est indispensable de procéder a partir de cultures pures et fraiches afin d'éviter de faux résultats.

e Certaines bactéries peuvent ne pas se développer sur ce milieu du fait de leurs exigences nutritionnelles particuliérement
Haemophilus, Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae et les streptocoques B hémolytiques. Il est donc conseiller de suivre les
recommandations du CLSI et/ ou du CA-SFM.

e Un certain nombre de facteurs peuvent affecter les résultats (taille de I'inoculum, durée et atmosphére d’incubation...) Il est donc impératif
de respecter le protocole décrit dans la procédure en vigueur (CLSI, CASFM...).

11-CONTROLE QUALITE DU FABRICANT

Tous les produits fabriqués et commercialisés par la société Bio-Rad sont placés sous un systéme d'assurance qualité de la réception des
matiéres premiéres jusqu'a la commercialisation des produits finis. Chaque lot de produit fini fait I'objet d'un contrdle de qualité et n'est
commercialisé que s'il est conforme aux criteres d'acceptation. La documentation relative a la production et au contréle de chaque lot est
conservée par le fabricant.

12-REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

1. MUELLER J.H. and HINTON J. Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 1941, 48, 330-333.

2. OLSENA M. and SCOTT W.J. Nature, 1946, 157, 337.

3.C.L.S.1. M7-A. 1985. Methods for dilution antimicrobiol susceptibility tests for bacteria that grow aerobically. Approved Standard.
4.C.L.S.1.-M32-P. Evaluation of Lots of Dehydrated Mueller-Hinton Broth for Antimicrobial Susceptibility Testing; Proposed Guideline.
5. Comité de I'antibiogramme. Société Frangaise de Microbiologie. (http://www.sfm.asso.fr/).

6. World Heath Organization Expert Committee on Biological Standardization. 1981. Technical report series 673 (Révision 1981).
W.H.O., Geneva - p156-192.

Bio-Rad c E

3, boulevard Raymond Poincaré
92430 Marnes-la-Coquette France

Tel. : +33(0) 147 9560 00
Fax : +33(0) 14741 91 33 03/209



Annexes

Annexe 111

MESURER Classe

LPC.
STOESSEL

Le pied a coulisse Nom : 1/2

1. Définition :
Le pied a coulisse est un outil de mesure qui permet d’obtenir un résultat au 1/50 de millimeétre

Bec mobile
Pour ouverture

Bec fixe
Pour ouverture Vis de blocage

/ / Régle Profondeur

l

Poussoir

Vernier

Bec fixe

Bec mobile

Il existe différentes formes de pieds a coulisse.




