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Résumé :

Cette étude est basée sur l'effet de I'extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis. L
récoltée dans la wilaya de Naama sur quelques germes impliqués dans les infections
urogénitales chez la femme dont Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida albicans
ATCC 10234. L’extrait végétal a ¢ét¢ obtenu par macération dans un solvant hydro-
¢thanolique (éthanol /eau; 80/20 ; v/v). Quatre méthodes différentes ont été employées pour
évaluation de leffet antimicrobien de l'extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis .L
dont: la méthode de contact direct et la méthode des disques par diffusion sur gélose, la
concentration minimale mhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB).

L’analyse des données expérimentaux a montré que le nombre des germes (Candida
albicans ATCC 10234 ,Staphyloccoccus aureus ATCC 33862,) a diminué¢ significativement
(P<0,01) sous Teffet de I'extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis. L préparé¢ a
60, 80 et 100 %.

Les résultats indiquent que lextrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis.L de la
région d’é¢tude Naama possédent un effet bactéricide vis-a-vis contre la souche étudiée

(Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida albicans ATCC 10234 ).

Mots-clés : Effet antimicrobien, Extrait, Rosmarinus officinalis. L, Staphylococcus aureus,
Candida albicans, CMI, CMB.

Abstract:

This study is based on the effect of the hydro-ethanolic extract of Rosmarinus officinalis. L
collected from the wilaya of Naama. on some germs involved in urogenital infections in
women including Staphylococcus aureus ATCC 33862 and Candida albicans ATCC 10234.
The plant extract was obtained by maceration n a hydro-ethanolic solvent (ethanol / water;
80/20; v/ v).

Four different methods were used to evaluate the antimicrobial effect of the hydro-
ethanolic extract of Rosmarinus officinalis .L including: the direct contact method and the disc
method by diffusion on agar, the minimum inhibitory concentration (MIC ) and the minimum
bactericidal concentration (CMB).



Analysis of the experimental data showed that the number of germs (Staphyloccoccus
aureus ATCC 33862, Candida albicans ATCC 10234) decreased significantly (P <0.01)
under the effect of the hydro-ethanolic extract of Rosmarinus officinalis. L prepared at 60, 80
and 100%.

The results indicate that the hydro-ethanolic extract of Rosmarinus officinalis.L from the
Naama study region possesses a bactericidal effect against the test strain (Staphylococcus

aureus ATCC 33862 and Candida albicans ATCC 10234).

Keywords: Antimicrobial effect, Extract, Rosmarinus officinalis. L,Staphylococcus aureus,
Candida albicans, CMI, CMB. :
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Introduction

Les maladies infectieuses sont des troubles causés par des petits organismes - tels que des
bactéries, des wvirus, des champignons ou des parasites. De nombreux micro-organismes

vivent dans ou sur notre corps. Ces organismes sont généralement nocifs ou bénéfiques.

Cependant, dans certaines conditions, certains petits organismes peuvent provoquer des
maladies. Parmi ces maladies figure l'infection urogénitale. Parmi les baactéries a l'origine

de cette maladie, Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Candida albicans.

Malgré¢ le développement de la médecine et de Iindustrie pharmaceutique dans Ia
fourniture de médicaments antbactériens et antifongiques, 1 existe de nombreux
microorganismes qui ont été difficiles a traiter pour la médecine moderne et a fournir les
médicaments nécessaires pour les élimmer. Ces difficultés ont éveillé notre mtérét pour la
découverte de nouvelles substances qui peuvent étre efficaces et avec un effort positif pour les

traiter.

Depuis la nuit des temps, 'homme a utilisé divers types de plantes qui ont prouvé leur
efficacit¢ avec leurs effets antifongiques et parasitaires. Le romarin est lune des plantes
médicinales courantes en Algériec et est utilisé dans le traitement de nombreuses maladies.
Nous étions donc intéressés de connaitre l'effet de lutilisation de I'extrait de romarin sur la

croissance globale sur quelques germes impliqué dans les infections urogénitales.

D’une fagon générale les objectifs escomptés a travers cette étude expérimentale

s’articulent autour de 2 points essentiels :

¢ Procéder a une extraction par macération des principaux composés bioactifS des plantes
par usage d’un solvant hydro-éthanolique dont: I'éthanol et I'eau (80 /20 : V/V).

¢ Suivre l'effets antimicrobien de I’extraits hydro-éthanolique de la plante médicinale testée
(Rosmarinus officinalis .L) sur quelques germes impliqué dans les infections urogénitales
chez la femme dont Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida albicans ATCC
10234.
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I-1-Généralités des infections-urogénitalés :

Les Infections urogénitales : affection bactérienne, virale, mycosique ou parasitaire

d’un tissu. Solon la localisation de I'infection et la nature de l'agent infectant, un traitement

anti-infectieux spécifique est prescrit dont la posologie et la durée doivent étre respectées.

I-1-1-L'urine :

I-1-1-1-Définition de 1'urine :

L’urine est le résultat de la filtration du sang par les reins [1], contenant des déchets de

I'organisme [2] est composée d'eau (2 95%), d'urée, de créatinine et de plus de trois mille

composants chimiques. Elle peut dégagée des odeurs mhabituelles lors de la consommation de

certains aliments ou médicaments, ou lors de certaines pathologies, I'urine est normalement

stérile, c'est-a-dire dépourvue de germes mfectieux [3] La production d’urine et d’environ

1,5L par 24 heures [1] Selon L’urine contient des bactéries. Une découverte qui pourrait

modifier Papproche de prévention et de traitement dans plusieurs troubles urinaires, pas

forcément d’origine infectieuse. C'est-a-dire la mise en évidence du microbiote urinaire[4]

I-1-1-2-Caracteres physicochimiques de I’urine :

L’urine d’un sujet sain présente plusieurs parametres :

>

Volume : 1000-1600 ml en 24h. Ce volume peut tre réduit de moitié environ a la suite de
grandes chaleurs ou de divers exercices corporels.

Couleur : jaune ambrée liée aux pigments quelle contient tels l'urochrome et
'uroerythrine.

Limpidité : I'urine normale fraichement émise renferme toujours des cellules épithélales,
du mucus de sédiment, et constitue le dépdt floconneux. Les leucocytes qu’elle contient
peuvent également de fagon lEgere diminuer sa clarté.

Odeur : légere, cependant des bactéries peuvent transformer I'urée en carbonate

d’ammonium (cas de cystite) et donner une odeur ammoniacale.

Poids : déterminé¢ a I'ai de d’un pycnometre I'urine recueillie 24h pése environ 1,020 kg[5]

I-1-1-3-Constitution physiologique de I’urine :

Les principaux constituants sont mentionnés dans le (tableau 1)
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Tableau 01.Principaux constituants de I'urine [6]

Partie 1: Etude bibliographique.

Constituants

Valeurs moyennes

Elé ment minéraux

-Sodium (natriurie).
-Potassium (kolurie).
-Calcium (calciurie)
-Chlore (chlorurée).

“3a7g(50a1 50mmol/24)
-3a4g(50a100mmol/24).
-100a400mg(2,5210/24h)
-439g (120 & 250 /24h).

-acide urique (uriurie).

-Urée (azoturie)

0,354 1g (2 & 6 m mol/24h).
~104 35 (180 a 600mmol/24h).

Elé ments -Créatinine (créatininurie) -0,5a2,5g (5a 20 m mol/24h).
Organiques -Urobiline (urobilinurie) -0,523,5mg (0.3320.91 m
mol/24h).
Constituants -glucose (glycosurie). -absence
anormaux -Protéines (protémurie). <0.05g/24.
Chimiques corps cétonique (acétonurie) | -absence.
-Cellules épithéliales -Quelques cellules.
desquamées.
Elé ments -Cylindres -1a2 cylindres hyalins.
Cellulaires -Hématies -mnférieur a 5000/min.
-leucocytes -nférieur a 5000/min.

I-1-1-4-comparaison entre urine normal et contaminé :

Le volume normal des urines est de 1300 a 1500 ml ; de couleur jaune citrin plus ou

moins foncé, d’une odeur peu prononcé et de pH qui varie de 5 a 8. A I'état anormal, on peut

observer soit une diminution de volume (une oligurie), soit une augmentation de volume (une

polyurie) [7].

Concernant la couleur, elle peut dimmnuer en jaune paille ou incolore traduisant une

néphrite interstitielle chronique ou augmenter en Brun acajou dans le cas d’un ictére ou bien

rouge sanglant dans ’hématurie .

L’urine anormale a une odeur de pomme au cours de I'acétonurie.et son acidité peut

augmenter chez les diabétiques ou diminuer cas des insuffisances rénales [7].
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I-1-2-Appareil urinaire :
I-1-2-1-Définition :

L'appareil urinaire c’est lensemble des organes qui consiste a expulser les déchets
liquide de T'humain sous forme d'urine et c’est aprés une filtration, afin de réguler la
composition chimique, le volume, et la balance électrolytique du sang, et participe au
maintien de I’équilibre acidobasique de l'organisme. [8].

L'urine qui est fabriquée par les reins va transportée par les uretéres vers la vessie dont il
reste sous forme stockée. La miction permet I'évacuation de l'urine de la vessie, qui passe par

lurétre en débouchant sur le méat urinaire [8].
I-1-2-2-L’appareil urinaire supérieur :
e Les reins.

Le corps humain posséde deux reins fixés sous les cotes, ils sont en laison avec l'arteére
rénale, par laquelle arrive le sang a filtrer. [9].

Chez l'adulte, chaque rein pese environ 150g et mesure 12cm de haut ,7cm de large et
3cm d’épaisseur. Sa face iterne concave présente une dépression ou hile, ou les vaisseaux
sanguins, les vaisseaux lymphatiques, les nerfs et l'uretére pénetrent dans le ren ou le
quittent. [10].

Le rein est entour¢ de trois couches de tissus qui le protégent et le maintiennent : un
tissu externe conjonctif dense, une couche moyenne de tissu adipeux, et au contact du rein, un

tissu fibreux transparent ainsi une capsule. [11].

e Les uretéres.

Sont deux canaux dont chacune a 25 a 30 cm de long [12].et de 3 a 5 mm de largeur[13].
Les deux uretéres jouent un role dans le transport des urines du bassinet des reins vers la face

postérieur de la vessie[14].
I-1-2-3-L’appareil urinaire inferieur :
e La vessie

C’est un organe musculaire creux qui sert de stockage provisoire des urines, la forme de

la vessie dépend de son état de réplétion : lorsquelle est vide ou contient peu d’urine, elle

4
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prend la forme de pyramide inversée et quand I'urine commence a s’accumuler elle se dilate
et prend la forme d’une poire. La capacité physiologique de la vessie est de 300 ml en

moyenne, mais elle peut aller jusqu’a 700 a 800 mlL Un adulte avec une vessie saine urine 5 a

7 fois par jour, dans chaque fois 300 a 400 ml d’urine [15].
e L'urétre

Canal excréteur terminal qui conduit I'urme de la vessie vers I'extérieur de I’organisme.

Présence d’un sphincter (stri¢, volontaire) a la jonction vessie-uretre. [12]

A : Chez ’homme B : Chez la femme

Figure 01: Systéme Urinaire chez '’homme et la femme [16]

=  Chez I’homme :

I'urétre permet aussi le passage de sperme a partir des orifices d’abouchement des canaux
¢jaculateurs. Ce canal va du col de la vessie a Pextrémit¢ de la verge et mesure environ 16

cm. Il traverse d’abord la prostate (urétre prostatique ou postérieur) puis pénétre dans le corps

spongieux, qui I'entoure jusqu’a sa terminaison (urétre spongieux ou antérieur) [17].
= Chez la femme :

I'urétre étend du col de la vessie a la vulve et mesure environ 3cm [17].
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I-1-3-Epidé miologie :
I-1-3-1-Les infections urinaires (IU) :
I-1-3-1-1-Définition :

Biologiquement, elle est définie par la présence de micro-organismes dans I'urine, qui
peuvent générer une réponse inflammatoire, (au moins a 10° germes par ml d’urine
accompagnée d’une leucocyturic pathologique >10* par ml d’urine) [18]. Les infections
urinaires (IU) peuvent étre situées au niveau des voies urinaires basses ou hautes [19].
Les signes d’une mfection urinaire :

« Fievre supéricure a 38°c
¢ Pollakiurie
¢ Dysurie
¢ Hématurie
* Douleurs sous-pubiennes. [20]

Autres complications comme :
¢ Hypertension

+» Réduction de la fonction rénale [21]
I-1-3-1-2-Facteurs favorisant I’infection urinaire :

La pathogenése des infections urinaires s’explique par différents facteurs relatifs a le

fois a I’hdte et aux agents infectieux [22].
a) Facteurs liés a la bactérie :

La présence des facteurs d’adhésion et de virulence développés par les bactéries
uropathogeénes et la présence d’un inoculum bactérien en quantité importante dans le tractus

urinaire sont considérés comme des facteurs favorisants 1'IU [23].

b) Les facteurs liés a I’hote :
e malformation congénitale des voies urinaires
e [’incapacité¢ de vider la vessie
o [’age
e Sexe féminin, du fait de la brieveté de I'urétre

e Infections gynécologiques (vaginite et vulvo-vaginite)

6
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e Mauvaise hygiene périnéale, rapports sexuels

e Boissons msuffisantes et mictions peu nombreuses

e C(ertaines situations ou maladies (grossesse et diabete). [24, 25, 26]

¢) Facteurs liés aux germes :

e La virulence propre des bactéries par leur pouvoir de multiplication

e La capacit¢ de contamination de I'appareil urinaire et de dissémination de I'infection,
dépendant des facteurs d’uropathogénicité ;

v' Les antigénes somatiques (Ag O) ou capsulaires (Ag K) des bacilles Gram négatif.

v' Les adhésines fimbriales (par les fimbriae ou les pil) qui intervient dans la
colonisation des muqueuses aussi bien par les germes pathogénes que par les
saprophytes.

v Par production d’enzymes : Certaines bactéries telles que les Proteus, Klebsiella et
Pseudomonas possédent une uréase qui métabolise 'urée en ammoniaque entrainant
une augmentation du pH, une précipitation d’ions normalement solubles (cristaux de
phosphate ammoniaco-magnésien) et une stase rénale qui favorise le développement
des bactéries.

v' La production de toxines comme I’hémolysine et Iaérobactine qui inhibent les
synapses noradrénergiques des fibres musculaires lisses; ce qui entraine une

diminution du péristaltisme urétéral et une stase urinaire .[27]
I-1-3-2-Différents types d’infections urinaires :

Selon la localisation de [Iinfection, on distingue quatre types d’infections urinaires

comme montré dans la ( figure 02).
I-1-3-2-1-La cystite aigué :

Il s’agit d’une infllmmation de la paroi de la vessie, d’origne infecticuse, touchant
essentiellement les femmes [28]. Les facteurs favorisant la cystite chez la femme sont : la
petite longueur de l'urétre (urétre court) ; la modification des vaginales aprés la ménopause ;
I'utilisation des produits d’hygiéne vagale (déséquilibre de la flore bactérienne vaginale) ; le
frottement du méat lors des rapports sexuels ; le gel spermicide ; les prolapsus de I'utérus et
de la vessie (mauvaise vidange de la vessie) et la grossesse par la compression des uretéres.La
plupart du temps, l'nflammation est provoquée par la prolifération de bactéries intestinales de

type Escherichia coli, qui sont nombreuses aux environs de l'anus. Les bactéries passent de la
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région vulvaire a la vessie en remontant lurétre. Tout ce qui géne la vidange de la vessie
augmente le risque de cystite [29]

La CA typique se limite a un ou plusieurs signes fonctionnels urinaires sans ficvre [30].
Elle correspond a I'mflammation de la vessie. La CA se manifeste par des (SFU) de type :
Brilures mictionnelles, pollakiurie (augmentation de la fréquence des urines) -impériosité en
I'absence de fievre et de douleurs lombaires, signes de pyélonéphrite et de signes vaginaux
devant faire évoquer une vaginite [31]. D’autres signes peuvent étre présents, comme une
pesanteur entre les mictions, un spasme rétro-pubien en fin de miction avec une hématurie le
plus souvent terminale [32]. Trois types de cystites peuvent étre distingués :

a) Cystite aigué simple ou non compliquée :

Une infection aigué de la vessie, non ascendante touchant les femmes adultes
immunocompétentes, non enceintes, sans antécédents d’mntervention récente au niveau des
voies urinaires et sans signes cliniques de malformations urinaires. [33]

b) Cystite aigué compliquée :

Il s’agit des cystites sur des anomalies organiques ou fonctionnelles de I'arbre urinaire,
ou bien chez 'homme [34]. La cystite compliquée est rencontrée chez des personnes
présentant des facteurs de risque dont les plus caractéristiques sont présentés dans le (tableau
02). [28]

¢) Cystite récidivante :

Il s’agit d’infections itératives par des bactéries souvent liées a des facteurs favorisants,
notamment : relations sexuelles; boisson insuffisante, mictions rares, constipation,ménopause

[34]

Tableau 02 : Comparaison entre la cystite simple etla cystite compliquée. [28]

CYSTITE AIGUE COMPLIQUEE CYSTITE AIGUE SIMPLE
A tous les ages en fonction des situations et facteurs de
risque ci-dessous : Chez une femme de 15-65 ans
- Uropathie malformative ou obstructive en dehors de la grossesse et en
- Sondage urinaire I'absence de facteurs de risque.

- Immunosuppression, diabéte, msuffisance rénale
- Grossesse ;
- Cystites a répétition (> 4 épisodes/an)

- Résidu vésical > 100 ml
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I-1-3-2-2-L’urétrite infectieuse :

L'urétrite touche uniquement lurétre. Il s'agit d'une Infection Sexuellement Transmissible

(IST) courante chez les hommes, mais les femmes peuvent aussi en souffrir. [35].
Signes et symptomes :

= Dysurie avec brulures mictionnelles.
= Ecoulement urétral.

= Parfois une hématurie typiquement initiale.. [35].
I-1-3-2-3-La pyé¢lonéphrite aigué :

La pyélonéphrite aigué (PNA) ou infection urinaire haute est une mfection urinaire
bactérienne avec atteinte du parenchyme rénal; i s’agit d’une néphrite interstitielle
microbienne, atteignant le parenchyme par voie ascendante, a partir de la vessie puis I'uretére,

puis le bassinet [36]. Elle peut étre cause de Iésions rénales et de diffusion systémique [37].
Signes et symptomes :

= La pyélonéphrite aigu€¢ est potenticllement la plus sévere des infections urinaires avec

ficvre.. [36].
I-1-3-2-4-La prostatite aigué :

Infection aigue ou chronique de la prostate. Une prostatite est une infection génitourinaire
(infection du parenchyme prostatique due a la présence de micro-abces et a I'inflammation
importante de la prostate) fiéquente affectant les hommes de tout age, avec une fréquence

particuliere chez les jeunes adulte [38].

Signes et symptomes

= Pollykiurie.

*  Brulures mictionnelles.

= Pyurie.

= Fievre (39-40°C) pseudo grippale [35].
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—— Infection rénale
Pyélonéphrite

B Infection vésicale
Cystite
Y- Prostatite
Urétrite

Figure 02 : Forme topographique de types d’infection urinaire [39].

I-1-4-Principaux Agents étiologiques des infections urinaires :

Les bactéries sont responsables de la plupart des infections urinaires. On distingue les
bactéries, par leurs formes (notamment les coques et les bacilles), d'autres part la coloration
de Gram (rouge pour gram négatif et bleu pour gram positif) et leurs caractéristiques
biochimiques : fermentation du lactose. Ainsi, on peut identifier principalement :

Les entérobactéries: ce sont les bacilles gram négatif qui fermentent le lactose. Parmi
elles, on reconnait les genres suivantes : Klebsiella, Proteus, Salmonella, Citrobacter et les
Entérobacter et lespéce Escherichia coli ; les « bacilles gram négatif non fermentant » (qui
ne fermentent pas le lactose). Les plus fréquents sont le Pseudomonas, l'Acinetobacter et le
Chryseomonas; les coques gram positif notamment les familles des Staphylocoques et des
Streptocoques comme le Streptococque pneumoniae responsable de pneumonie; les coques
gram négatif a linstar des Neisseria exemple Neisseiria meningitidis responsable de la
méningite. [40].

Dans les infections urinaires simples ou compliquées Escherichia coli reste toujours la
bactérie la plus souvent isolée toute forme clinique confondue et quel que soit I'age et le sexe

du patient. Dans I'infection urinaire simple (Tableau 03), E. Coli représente 80 % a 90 % des
10
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germes alors que, dans I'infection urinaire compliquée, il reste a 50 % mais avec 'apparition
d’autres germes|[41]. Proteus mirabilis arrive en deuxiéme position avec 5 a 10 % des cas,
puis on trouve de fagon plus rare les germes suivants : klebsielles (4 a 8 %), Entérocoque (2 a

4 %), Pyocyanique, Staphylocoque, Citobacter [42].

Tableau 03 : Microorganismes responsables d’infections urinaires (%).[43].

MICROORGANISMES LES COMMUNAUTAIRES | LES NOSOCOMIALES
E. coli 80 50
résistant a I’amoxicilline 40 >50
Proteussp, KES. 10 25
Staphylococcus sp 2-3 4
Streptococcus sp 1 7
Pseudomonas aeruginosa - 10-20
Candida sp - 2

I-1-5-Symptomes de I’infection urinaire :

% des douleurs et sensations de brilure pendant les mictions.

¢ des besoins d'uriner plus fréquents, des impériosités avec parfois des fuites,

% des urines troubles ou malodorantes, parfois de sang dans les urines.

¢ L'infection urinaire basse ne s'accompagne jamais de ficvre. En cas de fievre, ce signe
fait suspecter une ascension du germe en cause jusqu'au rein : une pyélonéphrite peut
étre en cause.

¢ Chez lhomme, un écoulement purulent peut apparaitre, accompagné de douleurs

pelviennes. [44].
I-1-6-Physiopathologie d’infections urinaires :

L'infection urinaire peut se produire selon deux modalités physiopathologiques

L'infection par voie ascendante et linfection par voie descendante.[40]
I-1-6-1-Voie ascendante :

La pénétration des germes se fait le plus souvent par voie ascendante canalaire. L’urétre,
bien que colonisée par une flore multiple, est le premier obstacle a I'inoculation des bactéries

intra-vésicale. Les germes le plus souvent saprophytes vont donc remonter jusque dans la

11
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vessie puis dans le haut appareil urinaire du fait de la baisse des défenses de I'hote et de la
présence de facteurs favorisants. On distingue les infections urinaires spontanées a partir de la
flore périnéale et les infections iatrogénes licées a la pose de sonde urinaire ou a un examen

endovésicale.[45].

I-1-6-2-Voie descendante hé matogéne :

Autrement dit, c'est une infection par voie sanguine (septicémie) et l'infection par voie
rétrograde lors de cathétérisme de l'urétre et lors de reflux vésicaux- urétral en présence de
I'infection des voies urinaires basses. Les germes de la voie hématogéne sont donc le plus
souvent spécifiques tel que Staphylocoque aureus, Candida, Mycobacterium tuberculosis.
[46].

Dans la plupart des cas l'infection urinaire (IU) se fait par voie ascendante. Les facteurs
favorisants sont les suivants : mauvaise hygieéne périnéale, urétre fémnin court, Phimosis,
mfection prépuciale, présence d'oxyures etc. Une stase urinaire provoquée par des mictions
rares ou incompletes peut transformer une contamination bactérienne transitoire en une
infection bactérienne vraie. Les bactéries responsables d'IU font partie de la flore fécale
normale, la colonisation péri-urétrale apparaissant comme une étape nécessaire a la survenue
de I'nfection. [42].

Le pouvoir pathogeéne d'une bactérie est donc sa capacité a provoquer des troubles chez
un héte. Il dépend de son pouvoir invasif (capacit¢ a se multiplier), et de son pouvoir

toxicogene (capacité a produire des toxines). [47].
I-2-les infections génitales :
I-2-1-Infection génitale de la femme :

I-2-1-1-Anatomie de ’appareil génital fé minin :

La fonction de l'appareil génital f€mmin reproduction de I'espece humaine, il se compose
(Figure03) :
= Les ovaires : qui produisent les ovules, et des hormones sexuelles féminines.
= Les trompes utérines : qui conduisent les ovules jusqu’a I'utérus.
= L’utérus : c’est le lieu de la gestation (grossesse).

= Le vagn et la vulve qui constituent les organes de la copulation. [48].

12



Chapitre I :Les infections urogénitales Partie 1: Etude bibliographique.
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Figure 03 : Anatomie de l'appareil génital féminin. [49].
I-2-1-2-Ecosystéme vaginale :
A. La flore vaginale normale :

Il s'agit d'un ensemble de micro-organismes, bactéries et levures. Le vagin est un
¢cosystéme dynamique ou chaque femme posséde 8 a 10 germes en équilibre. La flore
vaginale est composée de 95% de lactobacilles ou bacilles de Doderlen et de 5% de germes
essenticllement anaérobies : Gardnerella vaginalis et Mycoplasmes hominis représentent
I'essentiel de cette flore « annexe ». La bonne santé des lactobacilles dépend étroitement de
I'imprégnation cestrogénique qui assure la production de glycogéne ne par les cellules
superficielles du vagin : ce glycogéne ne est catabolisé en acide lactique par les lactobacilles .
[50]. Le pouvoir acidifiant de ces derniers est a l'origine d’un pH vaginal entre 3,8 et 4,5 ;
permet ainsi d’écarter toute multiplication de la plupart des agents pathogénes. Les
lactobacilles produisent également de la peroxydase d’hydrogéne qui a un effet inhibiteur sur
le développement de la flore anaérobie. Cette flore vaginale évolue selon I'age, le cycle

ovarien et la contraception [51].

13
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Figure 04. Lactobacillus acidophilus (Grossissement non précis¢) [S0].

B. La perturbation de la flore vaginale :

Le déséquilibre de la flore vaginale, entraine I'apparition ou l'augmentation de germe
pathogeéne au détriment des lactobacilles, une augmentation du ph vagnal, par diminution de
la fermentation lactique et un détournement de glycogéne non transformé en acide lactique

vers les germes pathogénes [52].
I-2-1-3- Les différents types des vaginites :
I-2-1-3-1-Les vaginites non infectieuses ou vaginite atrophique:

La ménopause naturelle ou artificielle peut provoquer une vagiite inflammatoire avec
des sécrétions vagnales purulentes. Les femmes peuvent souffiir d’une dyspareunie et d’un

saignement post-coital résultant de Patrophie de I'épithélium wvulvaire et vaginal [S3].
I-2-1-3-2-Les vaginites infectieuses :

Elles sont causées par des bactéries ou des parasites (Candida albicans, Gardnerella
vaginalis...) qui proliferent anormalement a cause d’un déséquilibre de la flore vaginale ou

qui se sont introduits lors d’un rapport sexuel (7richomonas vaginalis...)[54].
a. Vaginite mycosiques :

C’est une affection trés répondue chez les femmes (grossesse, prise d’oestroprogestatifs).
On estime quenviron 75% des femmes en activit¢ génitale feront au moins un épisode de

candidose vulvo-vaginale et que 25% d’entre elles souffiiront de récidives [55].

14
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b. Vaginite bactériennes :

Elle est due a une perturbation de la flore vaginale (déséquilibre entre les différentes
especes bactériennes présentes naturellement dans le vagin). La vagnite aboutit a la
disparition quasi compléte des lactobacilles au profit d'une flore appelé anaérobie. Le ph

vagnal s'éleve alors[56].
¢. Vaginite infectieuse a trichomonas:

Est une contamination essentiellement vénérienne, elle est un bon marqueur de MST et
ainsi justifie la recherche systématique d’autres germes. Au spéculum le vagin est rouge, le

col framboisé, il existe souvent des brilures au moment des rapports ou des mictions [57].
I-2-2-Infection génitale de I’homme :

I-2-2-1-Urétrites :

L’urétrite est une inflammation de l'urétre dont I'origine est essentiellement infectieuse
mais peut également étre inflammatoire ou iritative. Elle est la manifestation clinique la plus

fréquente des infections sexuellement transmissibles (IST). [S8]
I-2-2-2-Transmission :

La transmission des germes responsables des urétrites se fait par contact direct des
muqueuses entre 2 individus durant le rapport sexuel (vagmnal, anal ou oral) ou a la naissance
lors du passage au travers d’un col cervical infecté . A noter un risque de contamination uro-
génital peu probable avec M. genitalium, dont le portage est faible au niveau de I'oro-
pharynx. Le risque de contamination a la naissance n’a pas ét¢ déterminé pour M. genitalium.
Celui-ci étant présent en faible quantit¢ dans le tractus génital, il peut étre considéré comme

moins contagieux que le C. trachomatis. [S9]

I-2-2-3-Les symptomes classiques de Iurétrite sont :

e Pollakwrie
e Dysurie
o Algurie

e Douleurs urétrales

e FEcoulement urétral
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Toutefois, ces symptomes urinaires bas sont également retrouvés en cas de cystite,
prostatite, épididymite ou pyélonéphrite. Si chez 'homme, I'urétrite est souvent tres
symptomatique (algurie, dysurie, écoulement urétral, épididymite, douleur testiculaire), il
existe également un grand nombre d’mnfections asymptomatiques par C. trachomatis (>50%,

soit 25-100%), ce qui est par contre plus rare avec N. gonorrhoeae (<10%).[59]

I-2-2-4-Agents responsables d’urétrites :

Les agents pathogénes les plus souvent retrouvés sont Neisseria gonorrhoeae et
Chlamydia trachomatis et une infection mixte est fréquente (25% des cas). D’autres
pathogénes peuvent également étre responsables d’urétrite, notamment les bactéries
Mycoplasma genitalium, Ureaplasma urealyticum et le parasite Trichomonas vaginalis. 1ls
sont a rechercher en présence d’urétrite non-gonocoque et non- chlamydia (NGNC) ou
récurrente [60]. Le (Tableau04) regroupe les pathogenes et leurs prévalences. Au vu de
I'émergence de résistances, le Mycoplasma genitalium est a rechercher lorsque l'urétrite
continue malgré une prise en charge bien conduite de l'urétrite gonococcique et a Chlamydia.

[60]

Tableau 04 : Pathogenes de I'urétrite et prévalence. [61]

Neisseria gonorrhoeae (25%) Trichomonas vaginalis (1-20%)
Chlamydia trachomatis (11-50%) Herpes simplex virus (2-3%)
Mycoplasma genitalium (10-35%) Mycoplasma hominis
Ureaplasma urealyticum (5-26%) Autres : adénovirus, streptocoques B,

Candida sp, N. meningitidis,

I-2-2-5-Epididy mites et orchi-épididy mites :

L’¢épididymite est I'inflammation de I'épididyme (le canal enroulé situ¢ en haut des
testicules qui fournit I'espace et le milieu nécessaires a la maturation du sperme) et

I'orchiépididymite est une inflammation de I’épididyme et du testicule.
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L’¢épididymite et I'orchiépididymite sont généralement dues a une infection bactérienne.
L’infection peut étre provoquée par une mtervention chirurgicale, 'mtroduction d’un cathéter
dans la vessie ou la diffuision d’une infection présente dans les voies urinaires. Parfois, la
cause est une maladie sexuellement transmissible. Des causes rares incluent les infections par

certains virus ou champignons. [62]
[-2-2-5-1-Symptomes :
Les symptomes de I’épididymite et de 'orchiépididymite comprennent :

e Tuméfaction et sensibilité au toucher dans la zone affectée,
e Liquide autour des testicules (hydrocele)

e Fi¢vre (parfois)

La douleur peut devenrr mntense et continue. Si la cause est une maladie sexuellement
transmissible, un écoulement peut Etre présent. Rarement, un abces (accumulation de pus)

se développe sur le scrotum, ou se forme une tuméfaction molle. [63]
1-2-2-5-2-Diagnostic :

e Evaluation du médecin

e Analyse d’urine

L’¢épididymite et I'orchiépididymite sont diagnostiquées par un examen clinique et une
analyse d’urine. Une échographie Doppler est parfois utilisée pour évaluer la circulation

sanguine vers les testicules. [64]
1-2-2-5-3-Traitement :

e Antibiotiques

e Alitement

e Mesures pour soulager la douleur

L’¢épididymite et lorchiépididymite sont en général traitées avec des antibiotiques
administrés par voie orale, l'alitement, des antalgiques et une poche de glace appliquée sur

le scrotum. L’immobilisation du scrotum avec un suspensoir diminue la douleur provoquée

par les petites secousses répétées. [65]
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I-1-Généralités sur Escherichia coli :

E. coli est une bactérie présente dans l'intestin des étres humains et de certains animaux,
en particulier des rummants. Utie, elle empéche d'autres bactéries de coloniser la flore
mtestinale et d'engendrer des maladies . Lorsqu'elles sont dans lintestin, la majorit¢ de ses
souches sont moffensives et ne provoquent aucun symptome. Certaines sont en revanche
pathogeénes et provoquent des troubles intestinaux. La bactéric E. coli peut d'autre part étre a
lorigne d'mfections urinaires (cystites). Celles-ci touchent surtout les femmes en raison de
leur anatomie. En effet, chez la femme, lanus se trouve a proximit¢ des voies urinaires, qui
sont donc facilement colonisables par les bactéries. Dans des cas rares, la bactérie peut
infecter d'autres organes tels que la vésicule biliaire. Elle peut aussi causer des méningites

chez le nouveau-né. [66]
I-1-1-Historique :

En 1885 en poursuivant ses travaux sur les selles de nourrissons, I’Allemand Theodor
Escherich isola pour la premiére fois la bactérie E. coli, il décida en premier lieu de lui donner
le nom de Bacterium coli commune. Ainsi le nom Escherichia coli est réellement retenu 1958
sur inscription du sous-comité FEnterobacteriaceae du comit¢ de nomenclature de
'association Internationale des Sociétés de Microbiologie [67]. Entre 1920 et 1930 plusieurs
¢tudes cherchaient a identifier les differentes souches d’E.coli incriminées dans les
pathologies entériques ; mais les résultats de ces études n’étaient pas exploitables jusqu’a
I’élaboration d’un plan de serotypiec par KAUFFMANN en 1940. Sur cette méme lancée, dans
les années 1950 plusieurs souches d’E. coli ont ét¢ incriminées dans des pathologies variées
chez 'Homme et chez I’animal notamment les diarrhées simples et les infections systémiques

séveres souvent méme mortelles. Ces différentes souches ont été cataloguées .[68]
I-1-2-Habitat :
I-1-2-1-Habitat primaire :

La bactéric E.coli appartient a la microflore commensale de I'Homme et de nombreux
animaux. C’est une bactérie colonisatrice du tube digestif des animaux a sang chaud
(carnivores, omnivores, herbivores et oiseaux) mais également des reptiles. Le tractus digestif
constitue son habitat primaire. La bactérie E. coli est présente principalement au niveau du

colon et du caecum a des concentrations supérieures a 106 UFC (Unit¢é Formant Colonie) / g
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de contenu mtestinal. Elle demeure trés souvent dans le mucus recouvrant les cellules
épithéliales de la paroi du tube digestif qui constitue une niche écologique favorable pour son
développement de par ses conditions de température,d’humidité et de disponibilit¢ en

nutriment [69].

I-1-2-2-Habitat secondaire :

La bactérie E. coli est rejetée dans I'environnement a travers les feces a une concentration
d’environ 108 UFC/ g de feces. Elle se retrouve dans les eaux environnementales par le biais
des effluents, tels que les eaux usées, les lisiers ou les fumiers des animaux d’élevage ou par
les déjections des animaux d’élevage ou des animaux sauvages [69].

L’environnement constitue I’habitat secondaire des E. coli. 1l est contrarement a I’habitat
primaire plutét défavorable a leur survie ; Dans lenvironnement, la bactérie E.coli est
soumise a plusieurs types de pression, biotiques (prédation et compétition de flore) et

abiotiques (lumiere, température, oligotrophie et salinité) [70].
I-1-3-Description d’E. coli :

La famille des Enterobacteriaceae comprend a I'heure actuelle une centaine d’espéces
dont les plus isolées en pathologie clinique appartiennent a 12 genres qui sont : Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia,
Salmonella, Serratia, Shigella, Yersinia [71]. Le genre Escherichia est constitu¢é notamment
par cinq autres especes en plus d’Escherichia coli qui sont : Escherichia abertii, Escherichia
fergusonii, Escherichia hermani, Escherichia velneris et Escherichia blattae.

Les caractéristiques biochimiques permettent de les identifier et chaque espece est
caractérisée par des caractéristiques biochimiques spécifiques (Tableau0S).[72] Les bactéries
du genre Escherichia sont des bacilles Gram négatifs, aérobies anaérobies facultatives, non
halophiles et non sporulées [73]. La bactérie E.coli est un membre du groupe des coliformes,
car elle est capable de croitre a des températures relativement élevées (44.5 °C) ; E.coli est
I'unique représentant du groupe des coliformes totaux présent uniquement dans les mtestins
des mammiferes. Sa présence dans I'eau évoque généralement une contamination récente de
celle-ci par des matieres fécales et marque une présence susceptible d’agents pathogenes tels
que les bactéries, les virus ou encore les parasites a I'origne des maladies [74] . La bactérie
E. coli est composée de bactéries commensales du tube digestif, de bactéries pathogenes et de
bactéries adaptées a I'environnement [75]. Les adhesines, les toxines, le systtme de captation

du fer et les invasions sont des facteurs de virulence spécifiques retrouvés chez les souches
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pathogénes extra-intestinales et absentes chez les souches commensales et les souches
pathogenes intestinales. Parmi les bactéries a coloration Gram négative, la bactérie E. coli est

le plus souvent associée aux infections sanguines et urinaires [76].

Tableau 05: Principaux caractéres permettant la diflerenciation des especes du genre

Escherichia (E. coli, E. hermanii, E. vulneris, E. fergusonii). [77]

Caractéristiques | E. coli non E. coli E. hermanii | E. vulneris | E. fergusonii
0157 :H7 0157 :H7

Indole + + + - +
Pigment jaune - - + (+) -
(LDC) () () - + +
(ODC) (+/-) (+-) + - +
p-xylosidase - - - + -
B-glucuronidase +) - - - -
Sorbitol + - - - -
Malonate - - - + -
Adonitol - - - - +

(+), posttif pour la majorit¢ des souches ; +/- , positif ou négatif selon les souches.
I-1-4-Position taxonomique :

La taxonomie est I'ensemble des principes et théories qui permettent de classer et de
valider le classement des micro-organismes [71] :

= Régne : Bacteria

=  Embranchement : Proteobacteria

= (Classe : Gamma proteobacteria

*  Ordre : Enterobacteriales

»  Famille : Enterobacteriaceae

= Genre : Escherichia |77]
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I-1-5-Caracteres bactériologiques :
I-1-5-1-Caracteres morphologiques :

La famille des Enterobacteriaceae regroupe des bacilles droits a Gram négatif, non
acidorésistants, mesurant 0,3 a 1,0 yum de diamétre sur 1,0 a 6,0 um de long. Non sporulés,
parfois capsulés, ils possedent une ciliature péritriche pour les especes mobiles. Chimio-
organotrophes, ils sont aéro-anaérobies, et possédent a la fois un métabolisme respiratoire et
fermentatif [78] La (figure 05) représente une observation microscopique de coloration de

Gram d’Escherichia coli. [79]

Figure 05 : Escherichia coli, coloration de Gram (Grossissement, x 10 000) [79].
I-1-5-2-Caractéres culturaux :

E.coli se développe en 24 heures a 37 °C sur les milieux gélosés en donnant des colonies
rondes, lisses, a bords réguliers, non pigmentées Sur gélose au sang. Les colonies de E.coli
sont lisses, gris terne, et de 2 a 3 mm de diamétre.Sur milieu Mac Conkey (figure 06), Les
colonies d'E.coli Lactose-positives, sont de couleur rose a rouge, plates, seches et, elles sont
généralement entourées d'une zone rose plus foncée des sels biliaires précipités. Les colonies
E.coli Lactose-négatives produisent des colonies incolores sur Mac qui sont de 2 a 3 mm de

diamétre. [79]

Figure 06 : Escherichia coli sur milieu de Mac Conkey [79].
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I-1-5-3-Caracteres biochimiques :

E. coli possede une catalase mais est dépourvu d’oxydase. L’étude d’activités enzymatiques
et de la fermentation des sucres est réalisée a l'aide de micro-méthodes validées disponibles
dans le commerce sous forme de galeries. Ces galeries permettent I'identification de cette
bactérie ainsi que le diagnostic différentiel avec les autres bactéries de la méme famille. La
plupart des souches fermente le sorbitol en dehors du serotype O157 :H7. Ces caractéristiques
biochimiques sont partagées par I'ensemble des souches d’E.coli en dehors de certains
mutants qui sont dépourvus de I'enzyme Glucuronidase. Ces caractéristiques distinctes
permettent de rechercher et d’isoler les souches d’E.coli dans Ienvironnement et

I'alimentation [80].
I-1-5-4-Caractéres moléculaires :

La biologie moléculaire montre Pexistence de plus de 174 sérogroupes Ag O, 80
sérogroupes Ag K et 56 sérogroupes Ag H différents avec plus de 9 000 combinaisons
possibles [81]. Malgré la diversit¢ des génomes de la bactérie E. coli et les nombreuses
variations dues aux phénomenes d’acquisition et de délétion de génes, plusieurs approches
moléculaires ont permis d’¢laborer une signature génétique permettant de classer I'espéce

E.coli ndépendamment des notions d’E. coli commensal et pathogene . [82]
I-1-5-5-Caracteres antigéniques :

KAUFFMANN a établi les bases du schéma d’identification par sérotypie correspondant
a une combinaison de certains antigenes de surface que I'on peut mettre en évidence. La mise
au pomt et lutilisation de cette technique ont permis d’identifier les différentes souches
pathogeénes d’E.coli. Trois (03) antigénes de surface ont pu étre étudi€é et retenus : les

antigénes somatiques « O », capsulaires « K » et flagellaires « H » [67]

¢ Antigenes somatiques O : (lipopolysaccharide)

L’antigtne somatique O détermine le sérogroupe. Les antigénes somatiques sont
composés de lipopolysaccharides (LPS) présents sur la paroi bactérienne. Certaines molécules
de LPS permettent & la bactéric de se protéger contre Iaction lytique du complément, la

fixation des anticorps et la phagocytose [83].
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% Antigenes flagellaires H : (protéine)

L’antigéne flagellare H est de nature protéique et entre en jeu dans la structure du
flagelle permettant la mobilit¢ de la bactérie. La diversit¢ des antigénes H est due aux

difrents types de flagelline etil en existe plus de 56 [83].
% Antigenes de surface K : (polysaccharide)

Encore appelés antigenes capsulaires ou d’enveloppe ou encore antigéne Vi chez
Salmonella, ce sont des polyosides acides qui ont été¢ initialement subdivisés en trois types a
savorr : les antignes A, B, et L. Ils masquent ’Ag O, empéchant ainsi le sérotypage lorsqu’ils
sont présents [84]. Les souches les plus pathogenes posseédent 'antigéne K1 [85].

I-1-6-Les phylogroupes d’E. coli :

Un phylogroupe se définit par I'étude phylogénétique qui s’intéresse a la classification
des individus en groupes selon Iidentification de criteres moléculaires communs [86]. La
technique de génotypage comme le ribotypage affiné par Multi-Locus Sequence Typing
(MLST) et le séquengage génomique de nombreuses souches d’E. coli mettent en évidence la
présence de quatre (04) groupes phylogénétiques majeurs (A, Bl, B2 et D) et trois groupes
mineurs (C, E et F) [87]. Cette classification ne cesse de s’affiner avec lapparition de
nouveaux sous-phylogroupes (A0, Al, B22, B23, D1, D2) (Tableau 06). [88]

La prévalence et la répartition de la bactéric E. coli appartenant aux phylogroupes
principaux A, Bl, B2 et D chez les mammiféres sont conditionnées par les caractéristiques de
I’hote (alimentation, morphologie du tube digestif et masse corporelle) et par les facteurs
environnementaux (climat et géolocalisation) [89].Une étude en 2004 a rapporté que les
souches d’E.coli commensalessemblent faire partie préférenticllement du phylogroupe A. Les
souches virulentes d’E.coli responsables d’infections extra-intestinales (Ex-PEC) semblent
majoritairement associées au phylogroupe B2 et en minorit¢é au phylogroupe D. Les souches
responsables de diarrhées chroniques Ilégéres telles que les EPEC ne semblent pas étre
classées spécifiquement parmi un phylogroupe bien que certaines études les associent
préférentiellement au phylogroupe B1 [90].

Les souches d’E.coli pathogenes productrices de toxines comme les EHEC se répartissent
préférentiellement entre les phylogroupes A et Bl, ce qui est également soutenu par deux
¢tudes récentes [91]. Toutefois certaines de ces souches telles que celles du sérotype O157:

H7 appartiennent au phylogroupe E [92].
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Tableau 06 : Mise en évidence des phylogroupes d’E.coli en fonction des combinaisons de

genes recherchés [88]

Phylogroupes Méthodes Genes cibles
chuA(a) , yjaA(b) fragment
A,Bl,B2etD PCR d’ADN TSPEA4.C2
chuA(a), yjaA(b) fragment
A,Bl,B2,D,EetF PCR d’ADN TSPEA4.C2(c),arpA(d)

CladesI1 aV

A0, Al, B22, B23, D1, D2

PCR

chuA(a), yjaA(b) fragment
d’ADN TSPE4.C2(c)

A,BI,B2,C,EetD

Typage

moléculaire/ Séquencage

trpA(e), trpB(e), pabB(f),
putP(g), icdh, polB(i)

a) codant une protéine impliquée dans le transport de I'’héme, b) codant une protéine de

fonction inconnue, ¢) codant une lipase estérase, d) codant une protéine régulatrice, e) gene de

I'opéron tryptophane,f) codant une paminobenzoate synthase, g) codant une proline perméase,

h) codant une isocitrate déshydrogénase, i) codant la polymérase Pol IL

I-1-7-Les séropathotypes d’E. coli :

Pour les Escherichia coli producteurs de shigatoxines, en considérant leur niveau de

pathogénicit¢ chez 'Homme, les sérotypes ont pu étre classés en séropathotypes basés sur

leur fréquence d’association avec des infections humaines et leurs implications dans des

épidémies ou de graves complications. En 2003, Karmali et al. ont proposé¢ de classer les

sérotypes majeurs en cinq (05) séropathotypes, de A a E ; soit du séropathotype A

correspondant aux sérotypes les plus virulents, tel que 1'O157 :H7, au séropathotype E

représentant I'ensemble des sérotypes d’E.coli non associés a des maladies humaines

(Tableau 07). [93]
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Tableau 07 : Classification des sérotypes d’E. coli en séropathotypes. [93]

Fréquence | Implication Association
Séropathotypes Sérotypes (association | (responsable | avec SHU
avec une D’épidé mie) et CH
infection)
A 0157 : H7, O157 : HNM Importante Souvent +
026 .H11,0103.:H2, O111 :
B HNM, O121 : H19, Modérée Peu souvent +
0145 : HNM
OS5 :HNM, 091 :H21, O104
C :H21, O113 :H21, Faible Rare +
O121 : HNM, 0165 :H25
O7:H4,069:H11, 0103 :H25,
O113 :H4,
D O117 :H7, O119 :H25, O132 Faible Rare _
HNM, O146 H21,
O171 .H2,0172 ;HNM,0174
H8
06 :H34, O8: H19,039 :H49,
046 : H38,
E 076 : H7, O84 : HNM, O88 : Non _
H25, 098 : H25, mpliqué Non mmpliqué
O113 : HNM, O136 : HNM,
0143 H31,
O156 : HNM, 0163 : HNM

En 2015 une étude a suggéré de réviser cette classification en se basant sur le phénotype ou le

typage moléculaire pour définir les groupes [94].
I-1-8-Pouvoir pathogéne :
I-1-8-1-Les infections :

Escherichia coli peut provoquer plusieurs infections [95];[96].
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I-1-8-1-1-Infection urinaire :

E.coli est la bactérie le plus souvent en cause dans les infections urinaires communautaires
quelles soit basses (cystite) ou hautes (pyélonéphrite) l'infection des voies urinaires se fait en
général par voie ascendante. Elle est plus fréquente chez la femme en raison de la brieveté de
I'urétre. La gravidit¢ augmente le risque de py€lonéphrite. Chez I'homme, l'infection est
généralement secondaire a un obstacle sur les voies urinaires. Elle peut se compliquer de

prostatite. E. coli est souvent impliqué aussi dans les infections urinaires nosocomiales.
I-1-8-1-2-Infection intestinale :

E. coli peut étre responsable de gastro-entérite ayant des traductions cliniques variables :
diarrhée d'allure banale, diarrhée sanglante, diarrhée cholériforme. Chez le nourrisson Ila
diarrhée peut entrainer assez rapidement un état de déshydratation. Dans certains cas (surtout
chez lenfant) la diarrthée peut étre suivie dun syndrome hémolytique et urémique. Les
souches de la bactérie E. coli a l'origne de maladies intestinales se multiplient dans I'intestin
de leurs hotes. Ces souches pathogeénes sont subdivisées en six (06) pathotypes majeurs selon
le type de maladie engendré et les facteurs de virulence associés :

Escherichia coli Entérotoxinogenes (ETEC)

Escherichia coli Entéroinvasives (EIEC)

Escherichia coli a adhésion diffuse (DAEC)

Escherichia coli Entéroaggrégatives (EaggEC, ou EAEC)
Escherichia coli entéropathogenes (EPEC)

YV V.V V V V

Les souches d’Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC)
I-1-8-1-3-Les septicémies méningites néo-natals :

Les nouveau-nés se contaminent la plus part du temps au moment de I'accouchement par
passage a travers les voies génitales ou a la sute d’une infection ascendante du liquide
amniotique par rupture prématurée des membranes. Si la colonisation des nouveau-nés est
fréquente a partir de la flore vagnale, seul 1 % des enfants contaminés avec des souches

potentiellement virulentes vont présenter une infection disséminée.
I-1-8-2-Facteurs de Pathogénécité :

Il existe differents facteurs de pathogénécité chez Escherichia coli [95].
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I-1-8-2-1-Capsule :

Elle est de nature polysaccharidique. On en connait 80 variétés mmunologiques
différentes (antigénes K). La capsule rend la phagocytose plus difficile et inhibe l'action du
complément. La capsule de type K1 est peu immunogeéne (elle a la méme structure que la
capsule de méningocoque du groupe B). Ce sont les E. coli de type K1 qui sont responsables

de la majorit¢ des infections néonatales.
I-1-8-2-2-Les adhésines :

De multiples adhésines ont été décrites. Elles peuvent induire une adhésion a des globules rouges
ou a des cellules épithéliales en culture. L'aspect que revét 'interaction avec les cellules épithéliales
peut donner une indication sur le type d'adhésine en cause. La plupart des adhésines se présentent sous

forme de fimbriae.
1-1-8-2-3-Toxines :

Certaines souches peuvent produire une hémolysine, une enterotoxine thermolabile (LT)
ou thermostable (ST) ou bien une toxine analogue a la toxine de Shigella dysenteriae, la

Shiga-like toxine (SLT ou Ctx).
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I-1-Généralité sur les plantes médicinales :

Les plantes sont depuis toujours une source essenticlle de médicaments. Aujourd’hui
encore, une majorit¢ de la population mondiale, plus particulicrement dans les pays en voie de
développement, se soigne uniquement avec des remedes traditionnels a base de plantes. De
I'aspirme au taxol, I'industric pharmaceutique moderne elle-méme s’appuie encore largement
sur la diversit¢ des métabolites secondaire végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux
propriétés biologiques nédites [97]

Pendant longtemps, les remeédes naturels et surtout les plantes médicinales furent le
principal recours de la médecine de nos grands-parents, malgré I'important développement de
I'industrie pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne de traiter un grand nombre de
maladies souvent mortelles. Environ 80% de la population mondiale profite des apports de la
médecine Traditionnelle & base des plantes reconnaissance ainsi les savoirs empirique de nos

ancétres [98]
I-1-1-Historique :

L’utilisation des plantes pour se soigner date de la préhistoire et tous les peuples de tous
les continents utilisent ce vieux remede. Malgré les efforts des chimistes, plus de 25% des
médicaments prescrit dans les pays développés dérivent directement ou indirectement des
plantes 199].

Depuis la nuit des temps et a travers les siecles, les traditions humaines apprécient les
vertus apaisantes et analgésiques des plantes et ont su développer la connaissance et

l‘utilisation des plantes médicinales [100].
I-1-2-Définition :

Il s'agt d'une plante qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les
plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie possede des
propriétés médicamenteuses [101].

A Téchelle internationale, plus de 35 000 especes de plantes sont employées par le monde
a des fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversit¢ utilis¢é par les
étres humains. Les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré

I'influence croissante du systéme sanitaire moderne [102].
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I-1-3-Plantes médicinales en Algérie :

En Algérie I'usage de plantes médicinales est une tradition de mille ans. Les premiers
écrits sur les plantes médicinales ont ét¢ fait aux IXeéme siecles par Isha-Ben-Amran et
Abdallah-Ben- Lounes, mais la plus grande production de livres a été réalisée au XVIIeme et
au XVIlleme siecle [103].Méme pendant le colonialisme frangais de 1830 a1962.les
botanistes ont réussi a cataloguer un grand nombre d’espéces médicinales. En1942, Fourment
et Roque ont publies un livre de 200 especes végétales d’intérét médicinales, la plupart
d’entre elles sont du Nord d’Algérie et seulement 6 especes sont localisées au Sahara [103].
Le travail le plus récent publié sur les plantes médicinales Algériennes est reporté¢ dans les
ouvrages de Beloued (1998) et Baba Aissa (1999).I’Algérie comprenait plus de 600 espéces
de plantes médicinales et aromatique [104].

En effet, I'Algérie constitue aujourd’hui un importateur net de plantes aromatique et
médicinales, elle importe presque la totalit¢ de ses besoins en plantes aromatique, médicinales
et huiles essentielles. Aussi, la maticre brute de ces plantes est vendue a des prix dérisoires,
par contre que le produit fini est importé a des prix exorbitants. C’est pour cela que I'Algérie
devrait rendre le marché des plantes médicinales une filicre a part entiere profit de son riche
potentiel, a DI'instar des autres pays du Maghreb [105].L’Algérie couver une surface de 2,
381,741Km2 est c’est le plus grand pays d’Afrique. Deux chaines montagneuses importantes,
I’Atlas Tellien au Nord et I’Atlas Saharien au Sud, séparent le pays en trois types de milieu
qui se distinguent par leur relief et leur morphologie, donnant lieu a une importante diversité
biologique.

Quand a la grande diversit¢ des plantes médicinales en Algéric et leur usage, une
synthése regroupant toutes ces informations a DIéchelle nationale devrait étre rapidement
entreprise. De tout temps, les plantes médicinales ont eu une grande influence et occupé une
place importante dans la vie quotidienne en Algérie, on peut observer cette influence méme

sur les timbres postaux. [106].
I-1-4 -L’origine des plantes médicinales :

Elle porte sur deux origmes a la fois. En premier lieu les plantes spontanées dites

"sauvages" ou "de cueillette"”, puis en second les plantes cultivées [107].
I-1-4-1-Les Plantes spontanées :

Beaucoup de plantes médicinales importantes se rencontrent encore a I'état sauvage. Les
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plantes spontanées représentent encore aujourd’hui un pourcentage notable du marché, Leur
répartition dépend du sol et surtout du biotope (humidité, vent, température et 'mtensité de la
lumiere...etc). Dans certain cas, certaines plantes se développent dans des conditions
¢loignées de leur habitat naturel (naturel ou introduite).Dans ce cas leur degré de

développement en est modifi€¢, ainsi que leur teneur en principes actifs [107].

1-1-4-2- Les Plantes cultivées :

Pour Tapprovisionnement de marché des plantes médicinales et la protection de la

biodiversité floristique, le reboisement des plantes médicinales est indispensable:

= Disponibilit¢ des plantes sans besoin d’aller dans la forét pour détruire les especes
sauvages.

= Apports substantiels de revenus pour les paysans qui les cultivent.

= Disponibilité prévisible des plantes médicinales au moment voulu et en quantit¢ voulue.

= Disponibilit¢ et protection des plantes actuellement rares ou en voie de disparition dans la
nature.

= Controle plus facile de la qualit¢, de la sécurit¢ et de la propreté des plantes. [108].

I-1-5-Les conditions optimales pour obtenir le meilleur la plantes médicinales :
I-1-5-1-La récolte :

Chaque partie de la plante concentre le maximum de principes actif & une période précise
de l'année, a Tlaquelle i s’agit de fawre la récolte. Le bon moment de cueillette peut varier

selon laltitude, particuliérement les périodes de floraison [109].
I-1-5-2-Le séchage :

Le séchage doit étre réalise rapidement juste aprés la récolte ; On protége le lieu de
séchage, de la pluie, 'humidité, la poussicre. Le séchage a lieu a 'ombre, ou dans un endroit
protégé contre les rayons solaire, et il doit étre appliqué avec la séparation de chaque plante
ou une partie de plante.

Le séchage dépend de T'arr, la teneur en eau de la plante, sa structure des tissus, et de la
température. La température idéale est de 30 a 40°C ; elle doit étre plus élevée pour les parties
grosses des plantes. Lorsque les tiges, racines et feuilles se brisent facilement sous la pression

du doigt, et que les fruits sont durs, on peut dire que le séchage est terminé [110].
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I1-1-5-3-Conservation:

Fragmentez en petits morceaux les plantes séchées, et mettre dans les boites hermétiques
en fer blanc, des sacs en papier épais fermé dans une bande adhésive, ou par bouchon de
licge...etc, Le but de la conservation est la protection des plantes contre le soleil, I’humidité,
les odeurs pénétrantes, les gazes, la poussiere, les moisissures, les insectes et les autres

facteurs de dégradation. [110].
I-1-6-Les avantages est Les inconvénients des plantes médicinales :
I-1-6-1-Les avantages :

Généralement, les plantes médicinales d’usage courant ne provoquent que trés peu, voire
aucun effet indésirable : c’est 'un de leurs principaux avantages. De plus, I'action synergique
des divers constituants commence a étre mieux comprise et acceptée scientifiquement [111],
contrairement & certaines croyances populaires, plusieurs plantes ont des effets pratiquement
mmeédiats sur le métabolisme [112]

Il est également plus facile de s’assurer de leur composition exacte, de leurs conditions de

conservation [113]
I-1-6-2-Les inconvénients :

Certaines plantes sont moffensives, mais d’autre, comme de nombreuses especes
(digtale, belladone, colchique, etc...), sont toxiques et ne sont utilisées sous des formes bien
controlées, exclusivement commercialisées en pharmacie. L’emploi inconsidéré de plantes

cueillies dans la nature peut aboutir a des intoxications graves et mortelles [114]
I-1-7-Importance de Iutilisation des plantes médicinales :

Il est acquis que les plantes médicinales sont en mesure de soigner des maladies simples
comme le rhume, ou d’en prévenr de plus importantes comme [Iulcére, la migraine,
I'infarctus en plus de certaines allergies ou affections. Si 'on y ajoute leurs vertus réparatrices
sédatives, revitalisantes ou immunologiques, on mesure mieux l'aide précieuse qu’elles sont

susceptibles de nous apporter au quotidien [115]
I-1-7-1-Parties des plantes utilisées :

En phytothérapie, on utilise la plante entiére ou seulement une partie de la plante (la feuille
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la fleur, la sommité¢ fleurie). Chaque organe peut contenir des principes actifs spécifiques et
donc avoir un effet particulier. [116] Les parties des plantes utilisées par ordre de croissances
sont :

o Les feulles

o La tige
e L’écorce
e Le bois

e Les bourgeons

e Les racines,

o Les fleurs

e Les sommités fleuries

o Les fruits (ex : jus), la queue des fruits
e Les graines [116]

I-1-7-2-Les formes d’utilisation des plantes médicinales :

Il existe plusieurs formes d’utilisation des plantes dont les plus connues sont :
e Les tisanes
e Les poudres
e Les extraits (teintures, suspensions intégrales de plantes fraiches...)
o Les gélules
e Les comprimés
e Les pommades
e Les huiles essentielles (substances volatiles obtenues le plus souvent par entrainement

a la vapeur d’eau) [117]
I-1-8-Les Principe actif des plantes médicinales :

Le principe actif c’est une molécule contenu dans une drogue végétale ou dans une
préparation a base de drogue végétale et utilis¢ pour la fabrication des médicaments. Cette
molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif, elle est issue de plantes
fraiches ou des séchées, nous pouvons citer comme des parties utilisées: les racines, écorces,
sommités fleuries, feuilles, fleurs, fruits, ou encore les graines. Les plantes contiennent des
métabolites secondaires peuvent étre considérées comme des substances ndirectement

essentiels a la vie des plantes par contre aux métabolites primaires qu'ils sont les principales
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dans le développement et la croissance de la plante, les métabolites secondaires participent a
ladaptation de la plante avec lenvironnement, ainsi a la tolérance contre les chocs (lumiere
UV, les insectes nocifs, variation de la température ...etc). Ces composés sont des composes

phénoliques, des terpenes et stéroides et des composés azotés dont les alcaloides .[118]
II. La phytothérapie :
II-1-Historique :

L’histoire de la phytothérapie est liée a celle de 'humanité, car dans toutes les cultures il
faut toujours compter sur les valeurs thérapeutiques des plantes pour se soigner.En effet sur
les 300 000 especes végétales recensées sur la planéte plus de 200 000 espéces vivent dans les
pays tropicaux d’Afrique ont des vertus médicinales.[119]

La médecine par les plantes, dite phytothérapie, est trés anciennes et s’est maintenue
depuis sous la forme de pratiques populaire. Les connaissances nouvelles sur la fonction de
I'organisme, les récents découvertes sur les substances contenues dans les plantes et leur
valeur thérapetique ont revalorisé et renouvelé I'antique médecine par les plantes. Il existe sur
la terre 380 mille variétés de plantes dont & peine 57 ont été plis ou moins étudiées, c'est-a-

dire qu’il reste un champ quasi inépuisable a la phytothérapie. [120]
[1-2-Définition :

Le terme « Phytothérapie », provient du grec « phyton » qui signific « plante » et
«therapein» qui signifie « soigner ».

D’aprés 'OMS (2000), la phytothérapie est la somme des connaissances, compétences et
pratiques qui reposent sur les théories, croyances et expériences propres a une culture et qui
sont utilisées pour maintenir les étre humains en bonne santé ainsi pour diagnostiquer,et
traiter des maladies physiques, mentales ou le déséquilibre social. Elle est reliée a une
expérience pratique et a des observations faites de génération en génération, et transmises de
facon orale ou écrite [121]

La phytothérapie désigne la médecine basée sur les extraits de plantes et les principes

actifS naturels [122]
IT -3-Phytothérapie en Algérie :

En Algérie les plantes occupent une place importante dans la médecine traditionnelle, qui,
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elle-méme est largement employée dans divers domames de la santé. Dans les dernicres
années, la phytothérapie est trées répandue, des herboristes sont partout et sans aucune
formation spécialisée ou connaissance scientifique sur la phytothérapie, ils prescrivent des
plante et des mélanges pour toutes les maladies : diabete, rhumatisme, minceur et méme les
maladies incurables [123]

Des chiffres recueillis auprés du Centre national du registre de commerce, montrent qu’a la
fin 2009, I'Algérie comptait 1926 vendeurs spécialisés dans la vente d’herbes médicinales,
dont 1393 sédentaires et 533 ambulants. La capitale en abritait, a elle seule, le plus grand
nombre avec 199 magasins , suivie de la wilaya de Sétif (107), Bechar (100) et El Oued avec

60 magasins. (Ministére du commerce, 2013)

II-4-Différents types de la Phytothérapie :

s Aromathérapie: est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou huiles
essentielles, substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes, ces
huiles sont des produits complexes a utiliser souvent a travers la peau.

¢ Gemmothérapie: se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de végétaux

tels que les bourgeons et les radicelles.

% Herboristerie: correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus
ancienne. L'herboristeriec se sert de la plante fraiche ou séchée; elle utilise soit la plante
entiere, soit une partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des

méthodes simples, le plus souvent a base d'eau : décoction, infusion, macération.

X/
X4

% Homéopathie: a recours aux plantes d'une fagon prépondérante, mais non exclusive; les
trois quarts des souches sont d'origine végétale, le reste étant d'origine animale et
minérale.

% Phytothérapie pharmaceutique: utllise des produits d'origines végétales obtenus

parextraction et qui sont dilués dans de lalcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits
sont dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. Ils sont

présentés sous forme de sirop, de gouttes, de gélules, de lyophilisats. [124]

II-5-Les avantages et inconvénients de la phytothérapie :

II-5-1- Avantages :

Certains de ces avantages sont en relation avec les plantes elles méme nous citons parmi eux :
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% Le degré de la toxicité qui est faible ou absent surtout quand il s’agit de plante

comestibles.

X/
L X4

La diversité thérapeutique des plantes : une plante peut traiter plusieurs pathologies
par utilisation des graines, racines, feuilles et fruits.
% Les autres avantages de la phytothérapie sont, par contre liés aux conditions
socioéconomiques,  a causes de :
v La bonne réputation que se sont forgés les phytothérapeutes tout le long de leur existence.
v’ La place forte considérable, qu’occupe la phytothérapie dans la culture populaire.
v' Le cout des plantes médicinales relativement trés bas et qui rend leur achat accessible.

[125]
II-5-2-Inconvénients :

La phytothérapie est une thérapeutique souvent peu toxique mais qui exige un certain nombre

de précautions :

* Une bonne connaissance des plantes car certaines peuvent €tre toxiques ou manifeste
des réactions allergiques a certains suyjet.

s Une connaissance approfondie de la pharmacologie (devenir des principes actifS dans
lorganisme).

s S'assuré¢ du diagnostic et €tre attentif aux doses, en particulier pour les jeunes enfants,
les femmes enceintes ou allaitant et les personnes agées.

s Certaines plantes ne peuvent étre utilisées en méme temps que d'autres médicaments
ou présentent une certaine toxicité si le dosage est augment¢ ou si le temps de

traitement est prolongé . [126]
I1-6 -Intérét de la phytothérapie :

La phytothérapie se pratique sous différentes formes et uniquement dans le cas de
maladies « bénignes ». Bien slir, bon nombre de symptomes nécessitent des antibiotiques ou
autres traitements lourds. Dans d’autres cas, se soigner par les plantes représente une

alternative reconnue par la médecine et dénuée de tout effet toxique pour 'organisme. [127]
II-7-Modes de préparation des plantes médicinales pour la phytothérapie :

Il est nécessaire d’¢laborer des méthodologies qui permettent les extractions des

substances qui ayant une action spécifique.
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=  L’infusion :

L’infusion est la forme de préparation la plus simple, en versant I'eau bouillante sur un
quantit¢ déterminée de plante (la plante ou partie de plante qu’on veut infuser), dans un pot en
verre ou dans un récipient non métallique aprés la condensation des vapeurs riche en produits
volatils et leur retombée dans le liquide d’infusion durant unl0 mn a heur, on effectuera le
filtrage avant toute 'utilisation.[128]

les plantes fraiches doivent étre infusées rapidement (30 secondes a 1 minutes) , les plantes
séches infusent plus longtemps ( 1a 2 minutes) . la tisane obtenue doit étre claire : jaune clair
ou vert clair. [129]

= Décoction :

Elle consiste a faire bouillr pendant quelques minutes la plante ou partie de la plante
quon veut préparer. Le temps d’¢bullition varie selon la plante ou la partie de la plante entre
(10 a 30mn), ex: une décoction de racines peut demander 10 mmutes d’ébullition ensuite
laisse la plante macérer pendant un temps et filtré a I'aide d’un papier spécial ou d’une toile a

trame fine. [129]
= Macération :

La macération est une opération qui consiste a laisser tremper une certaine quantit¢ de
plantes séches ou fraiches dans un liquide (eau, alcool, huile..etc) pendant 12 a 18 heures pour
les parties les plus délicates (fleures et feuilles) et de 18 a 24 heures pour les parties dure, puis
laisser a température ambiante. Avant de boire, il faut bien la filrer. Cette méthode est
particulierement indiquée pour les plantes riches en huiles essentielles et permet de profiter

pleinement des vitamines et minéraux qu’elles contiennent [130 ]

I1-8-Quelques risques liés a la phytothérapie :

Les plantes peuvent contenir des composés chimiques puissants, responsables d’effets
indésirables et de toxicité. Leur utilisation nécessite une vigilance continue. La gravité des
mtoxications par les plantes dépend de ombreux Facteurs : nature de la plante, partie
consommgée, quantité, prise a jeun ou non, age et circonstances. Des études antérieures du
Centre Anti Poison d Alger montre que I'intoxication par les plantes présente 2.34 % en 2007

parmi tous les cas d’intoxications mais avec un nombre des déces €levé « 21 cas déces » [102]
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IT1. Métabolites secondaire chez les plantes :

III-1-Généralité :

Les métabolites sont les produits intermédiaires du métabolisme. Le terme métabolite est
généralement, par définition, Lmit¢é a de petites molécules. Les métabolites ont diverses
fonctions, y compris Iénergie, la structure, la signalisation, un stimulant et des effets
mhibiteurs sur les enzymes.

Chez les plantes, les métabolites secondaires sont importants a la survie et a la
propagation de lespece. Il joue chez celles-ci différents roles, comme des phéromones ou des

signaux chimiques permettant a la plante de s'adapter a l'environnement.[131]
ITI-2-Définition :

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par les
plantes autotrophies.[132] Ce sont caractérisés généralement par de faible concentration dans
les tissus végétaux (généralement quelques pourcents du carbone total, si on exclue la lignine
de cette catégorie). [133] Aussi n’exercent pas de fonction directe au niveau des activités
fondamentales de la plante. [134]

En 1987 Plus de 8500 métabolites secondaires sont déja connus. Les plus grands groupes
sont les alcaloides, les terpénoides, les stéroides et les composés phénoliques. Ils présentent
une ¢énorme valeur économique (en particulier pour lindustrie pharmaceutique et Ia

cosmétique). [135]
III-3-Classification :

D’apres leur biosynthése, les métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois classes:

Polyphenols; terpénoides; alcaloides.[136]
I11-3-1-Polyphénols :

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux, caractérisés
par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement li€ au moins un
groupement hydroxyle libre, (Figure 07) ou engagé dans une autre fonction tels que : éther,
ester, hétéroside...etc.[137] La grande majorit¢é de composés phénoliques dérivent de I'acide
cinnamique form¢ par la voie du shikimate. [138] Sont solubles dans la solution de carbonate

de sodium. Chimiquement, ils sont réactifs et donnent souvent lieu a des liaisons hydrogenes,
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ou chélater des métaux pour les O-dihydroxyphénols (catéchol); Enfin, ils sont sensibles a
loxydation. [138]

OH -=:::::= Groupe hyvdroxyle

‘='-:_:= Anneau aromatigue

Groupe phénol

Figure 07 : Structure de polyphénols.[139]

ITI-3-1-1-Classification des polyphénols :
111-3-1-1-1-Polyphénols monomériques :

A. Acides phénoliques :

Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs fonctions
phénols, Ils sont incolores et plutot rares dans la nature. [140] IIs se divisent en deux classes:
les dérivés de Tacide benzoique (les acides hydroxycinnamiques) (Figure 08) et les dérivés de

lacide cnnamique (les acides hydroxybenzoiques) (Figure 09). [141]

e,

OH 7 TOH

Figure 08: Acide benzoique.[142] Figure 09 : Acide cinamique.[138]
e Remarque :

Les acides hydroxycinnamiques sont plus fréquents que les acides hydroxybenzoiques et

comprennent essentiellement I'acide p-coumarique, caféique, férulique et siapique [141]
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B. Flavonoides :

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques, ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres.[143] En 2003, environ de 4000
composés flavoniques sont connus.[144] Certains sont des pigments quasi-universels des
végétaux, ces composeés existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides,

c'est a- dire liée a des oses et autres substances.(Figure 10) [145]

Figure 10 : Structure de base d'un flavonoide. [145]
I11-3-1-1-2-Polyphénols sous forme de polymeéres :
A-Tanins :

Le terme « tann » (ou tannin) vient du mot tannage. Les tanins sont des composés
polyphénoliques hydrosolubles ayant une masse moléculaire entre 500 et 3000 Da
(polyméres), et qui présentent, a coté des réactions des phénols des propriétés de précipiter les
alcaloides, la gélatine et d’autres protémnes.[137]

Les tannins sont des macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux groupes

distincts. Les tannins hydrolysables (Figure 11) et les tannins condensés. (Figure 12) [146]

Figure 11: Structure générale de tanins hydrolysable.[147]
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Figure 12: Structure générale de tanins condensés.[147]
B- Lignines :

C'est 'un des polyméres biosources les plus abondants sur Terre, elle constitue de 15 a
40% de la matiere seche des arbres et de 5 a 20% des tiges des plantes annuelles. C’est
¢galement le polymére aromatique naturel le plus abondant. [148] Subissant les contraintes de

la gravite, la lignine est apparu afin notamment de rigidifier les parois cellulaires.[149]

-:".‘:-_.___J____ -I“-u?-u .
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HO™ =
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HLCO e e 3
> I
HO- —
OCH,

Figure 13 : Structures chimiques de lignine[150]

C- Coumarines :

Les coumarines sont des molécules largement répandues dans tout le régne végétal, sont
des 2H-1-benzopyran-2-ones, considérées comme étant les lactones des acides 2- hydroxy-7-
cinnamiques.[151] (Figure 14). Elles existent sous forme libre solubles dans les alcools et

dans les solvants organiques ou les solvants chlorés ou encore liées a des sucres (hétérosides)
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sont plus ou moins solubles dans I'eau.[137]

O

P

Figure 14 : Structure d’une molécule de coumarine.[152]
I11-3-2-Alcaloides :

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles composés de carbone,
d’hydrogéne, d’oxygéne et d’azote [153].Typiquement comme les amines primaires,
secondaires, ou tertiaires et cela confére la basicité a l'alcaloide, en facilitant leur isolement et
purification comme sels solubles dans I'eau formés en présence des acides minéraux.[154] Ils
peuvent étre présents dans tous organes.[155] Leur teneur est trés variable, généralement
comprise entre 0.1% et 2 a 3 % du poids sec de la drogue.[156]

Les alcaloides existent rarement a I'état libre dans la plante, mais le plus souvent ils sont

combinés a des acides organiques ou a des tanins.[155]
I11-3-2-1-Classification :
I11-3-2-1-1- Selon l'origine biosynthétique :

On distingue trois types d’alcaloides :

¢ Alcaloides vrais : d’aprés certains auteurs, ils sont issus seul régne végétal Ils existent a

I’état de sels et 'on peut ajouter qu’ils sont bio synthétiquement formés a partir d’un acide
aminé.[157]

¢ Pseudo-alcaloides : ils représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des

alcaloides vrais, mais ne sont pas dérivés des acides aminés.[157]

¢ Proto-alcaloides : se sont des amines simples dont ’azote n’est pas inclus dans un systeme

hétérocyclique ; ils ont une réaction basique et sont élaborés in vivo a partir d’acides

aminés.[157]
I11-3-2-1-2-Selon leur composition chimique et structure moléculaire :

Les alcaloides peuvent étre divisés en plusieurs groupes :
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¢ Phénylalanines: comme capsaicine chez piment, colchicine chez colchique.

% Alcaloides isoquinoléiques : comme: morphine, éthylmorphine, codéine et papavérine

continues dans l'opium du pavot; et des alcaloides indoliques: ergométrine, ergotamine et

ergotoxine de l'ergot des céréales .[158]

*
°e

Alcaloides quinoléiques: se trouvent dans les écorces de Cinchona .[159]

>

7/
*

Alcaloides pyridiques et pipéridiques: par exemple: ricinine chez ricin.

L)

X/
X4

% Alcaloides dérivés du tropane : comme scopolamine et atropine chez la belladone

% Alcaloides stéroides: racine de vératre, douce-amére ou aconite (aconitine) par exemple.

[158]

Les principaux cycles azotés des alcaloides sont de type a, b, c, d, e, f, g et h (figure 15) [160]

S
2
a) b) N
N—CH,
d Z :
c) )
1)
e) f)
H
/M
UL
HO
g h)

Figure 15 : Les principaux cycles azotés des alcaloides.[158]
Indole (a), Quinoline (b), Isoquinoline (c¢), Tropane (d), Pyridine (e), qumnolizidine (f), la
morphine (g) et solanidine (h)
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III-3-3-Terpénoides :

Appelés aussi terpénes, constituent une vaste groupe de métabolites secondaires, sont des
hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte.[161] En effet les plantes
synthétisent plus de vingt deux milles dérivés isopréniques qui possédent des structures, des
propriétés physiques et chimiques et activités biologiques trés diverses .[162] Ils répondent
dans la plupart de cas a la formule générale (C5HS).[163] c’est-a-dire leur particularité
structural la plus mmportante est la présence dans leur squelette d'unit¢ isoprénique(Figure 16)
a 5 atomes de carbone .[164]

Les précurseurs de tous les isoprénoides, le pyrophosphate d'isopentényle (IPP) et son
isomere allylique pyrophosphate diméthylallyl (DMAPP), avec prés de 40 milles structures
moléculaires ; Ils constituent une importante classe de produits secondaires, hydrophobes

quelquefois volatils et unis par une origine commune.[165]

CH

3
|

C CH
H,C” \?’f 2
H

Figure 16 : Structure de la molécule d’isoprene.[166]
I11-3-3-1-Activités biologiques :

De nombreux terpenoides ont la particularit¢ de dégager de fortes odeurs, le menthol et le
limonéne permettent la fabrication d’huiles essentielles. IlIs sont utilisés comme antiseptiques
et dans certains domaines comme la cosmétique (parfum). Utilisées aussi pour traiter les

maladies de la respiration .[167]
III-3-3-2-Classification :

Selon le nombre d’unités isopréniques qui les constituent, on distingue : les terpénes ou
monoterpenes en C10, les sesquiterpenes en C15, les diterpenes en C20, les triterpenes C30,
et les tétraterpenes C40 [134].
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Tableau 08 : Quelques exemples des différents types de terpenoides [168].

Unités Atomes
Terpénes . L Exemple
isopréniques de carbone
Hémiterpénes 1 (0% Isopréne
Menthol
Monoterpénes CHx
2 C10
HO
HaC CHs
B- Cadinéne
Sesquiterpénes
3 C15
Sclaréol
Diterpénoides =
3 C20
Lanostérol
Triterpénes 6 C30 oy Ln
Tetraterpénes
8 C40
Polyterpénes >8 >40 Caoutchouc
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Généralité sur la plante «Rosmarinus officinalis | »

I-1-Présentation botanique etgéographique de la famille des Lamiacées :

La famille des Lamiacées ou Labiées est une importante famille de plantes dicotylédones
qui comprend environ 6000 espéces, et prés de 210 genres répandus dans le monde entier,
mais surtout dans la région méditerranéenne. Elles sont reparties en sept sous-familles
(Ajugoideae, Chloanthoideae, Lamioideae, Nepetoideae, Scutellarioideae, Teucrioideae,
Viticoideae, Pogostemoideae).

Ce sont le plus souvent des plantes herbacées, des arbustes et rarement des arbres ou des
lianes, producteurs d'huiles essentielles, largement répandus autour du monde et dans tout
type de milieux. La forme de Ievre de la fleur et la présence d'huiles essentielles signent cette
famille. Pour la plupart des genres, la section carrée de la tige et les feuilles opposées sont
aussi des caractéristiques. De nombreuses especes de cette famille sont des plantes melliferes,
fréquentées par les abeilles [169].

Les plantes de cette famille sont rarement ligneuses, souvent velues, a tige généralement
quadrangulaire. Les feuilles sont opposées et décussées (disposées en paire se croisant d’un
neeud a lautre), dépourvues de stipules, a limbe généralement denté. Les fleurs généralement
sont hermaphrodites, a symétrie bilatérale ou parfois presque radiaire. Les sépales (calice) et
les pétales (corolle) sont soudés en tubes comportant habituellement quatre ou cinq lobes, ou
levres, de forme urégulicre (symétrie bilatérale). Les deux, quatre ou cinq étamines sont
attachées a I'mtérieur du tube corollaire. L'ovaire est supere, libre et possede deux carpelles.
Les Lamiacées possédent souvent des poils glanduleux et des glandes sous-épidermiques a

huiles essentielles les rendant trés odorantes [170].
I-2-Historique :

Le romarin fait Pobjet de trés nombreuses mentions historiques et légendaires. Les
anciens lui vouaient une grande vénération. Si la merveilleuse cure de Domnna Izabella a
«lancé» le romarin, celui-ci n'était pourtant pas un nconnu. Pour les Romains, i était une
herbe sacrée qui portait bonheur aux vivants et assurait aux morts un séjour paisible dans l'au-
dela. Ils en tressaient donc des couronnes qu'ils coiffaient pour certaines féte, qu'il s'agisse de
cérémonies nuptiales, funéraires ou de célébrations profanes. Les mariées portaient des
couronnes de romarin, symboles de fidélité, tandis que les mnvités recevaient des branches

enjolivées de rubans de soie multicolores.
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Les Egyptiens placaient des rameaux de romarin dans la tombe des pharaons afin de
fortifier leur ame. Le romarin est un symbole du souvenir et de I'amitié. Les étudiants grecs
s'en confectionnaient des couronnes, qu'ils portaient durant les examens pour stimuler leur
mémoire.

Durant les épidémies de peste, le romarin était trés populaire : on en faisait briler des
rameaux pour purifier I'air et on portait des sachets sur soi, que I'on respirait lorsqu’on passait
dans les endroits touchés par cette terrible maladie. L'histoire veut aussi que la reine de
Hongrie, qui souffrait de rhumatismes chroniques, ait ét¢ délivrée de ses problemes grace a un

reméde a base de romarin lorsqu’elle était agée de 72 ans. [171].
I-3-Définition :

Le Romarin, Rosmarinus officinalis L., plante commune a I’état sauvage, et, sans doute,
I'une des plantes les plus populaires en Algérie, puisqu’on le trouve dans tous les jardins et les

parcs en bordure odorante. Cette plante appartient a la famille des Lamiaceae [172]

Figure 17: La plante de Rosmarinus officinalis L [173]
I-4-Etymologie :

Le nom « romarin » vient du latin « ros marinus » (rosée de mer) [174], ou bien du grec
« rhops myrinos » (buisson aromatique) [175], ou On lappelle également « herbe-aux-

couronnes », et en provencgal, «encensier» [176].

I-4-1-Noms vernaculaire :

Ikl al jabal, KL, Hatssa louban, Hassalban, Lazir, Azir, Ouzbir, Aklel, Touzala [177].
Appellations régionales en Algérie : En plus souvent
**Région de I'Est : Eklil **Région de Ouest : Helhal **Région du Centre : Yazir **
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I-5-Classification botanique :

Régne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement : Magnoliophytina
Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Rosmarinus Espece : Rosmarinus officinalis L. [178]
I-6-Descriptions botanique :

Le Romarin est un arbrisseau toujours vert a tiges droites, trés rameux, dont les branches
longues et minces portent de nombreuses feuilles sessiles et opposées de 2,5 cm de longueur
environ, & face supérieure dure et verte, tandis que la face inférieure est laineuse, blanchatre et
glanduleuse. Les bords sont enroulés et la nervure centrale fait une forte saillie sur la face
nférieure. Le Romarin porte des verticilles de fleurs mauves. Le bord supérieur de la corolle a

deux lobes et le bord nférieur trois; seule la paire d'étamines antérieure se développe [179]

Figure 18 : Les feuilles de Rosmarinus Figure 19 : Les fleurs de Rosmarinus
officinalis-L [180] officinalis-L [181]
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I-7-Répartition géographique :

Le romarin se reparti tout au long de la mer méditerranéenne et le reste de I'Europe d’ou
son nom « rose de la mer » « Rose », « marinus » [182] , cette plante occupe de vastes
superficies du nord de I'Afrique, et du sud de I'Europe, On le cultive dans le monde entier a
partir de semis ou de boutures au printemps. Il apprécie les climats chauds, modérément secs

[183] commun dans toute I’ Algérie, recouvrent , plus de 70000 ha du territoire national [184].
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Figure 20 : Région méditerranéenne Rosmarinus officinalis-L [185]
I-8-Composition biochimique du Romarin :

L'huile essentielle du Romarin (1 a 2% dans la plante) contient de 'a : pinéne (7 & 80%),
de la verbénone (1 a 37%), du camphre (1 a 35%), de l'eucalyptol (1 a 35%), du bornéol (4 a
19%), de lacétate de bornyle (jusqu'a 10%) et du camphéne. En plus de lhuile essentielle on
trouve dans le Romarin: 2 & 4 % de dérivés triterpéniques tels que : l'acide ursolique , l'acide
oléanolique ,lacétate de germanicol ; des lactones diterpéniques picrosalvine, dérives de
lacide canosolique, romanolromadial,des acides phénolique, des acides gras hydroxylés
surtout des dérivés de lacide décanoique, des acides gras organiques lacide citrique,
glycolique, et glycérique, des stérols, de la choline , du mucilage. [186].

18 ¢éléments minéraux ont ét€¢ identifiés par la spectrométrie d’émission atomique, les
plus abondants sont: (AF146.48 mgkg), (Ca=7791.80 mgkg), (Fe=330.16 mgkg),
(K=14916.23 mgkg), (Mg=1634.55 mgkg), (Na=2711.87 mgkg), (P=1474.60 mg/kg),
(Cr=97.36 mg/kg), (Sr: 74 .65 mgkg). [187].
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I-9-Utilisation du Romarin :

Le romarin fut longtemps utilis¢ empiriquement en phytothérapie. Le miel de romarin,
aussi appelé « Miel de Narbonne » était un des multiples constituants de la thériaque de la
pharmacopée maritime occidentale au XVIlle siécle [188]. Des études modernes montrent les

effets du romarin sur différentes parties de l'organisme.
I-9-1-Usage interne :

Le romarin est un stimulant antispasmodique et cholagogue. On I'indique pour ses
qualités stimulantes dans les dyspepsies atoniques, les fermentations intestinales, les
asthénies, le surmenage, les états adynamiques des fievres typhoides ou muqueuses, de la
grippe. En sa qualit¢ d'antispasmodique, i est bénéfique dans le catarrhe chronique des
bronches, la coqueluche, les vomissements nerveux ; c’est un cholagogue utilis¢ dans les
cholécystites chroniques, certaines ascites et cirrhoses, les ictéres ; c’est aussi un
emménagogue (aménorrhée dysménorrhée) et un dirétique (hydropisies), un anti-VIH et
anti-cancer ; Le romarin est utilis¢ en infusions, sous forme de poudres, extraits sec ou autres

préparations galéniques pour usage interne, principalement contre les douleurs d’estomac

[189].
I-9-2-Usage externe :

Pour les traitements externes (entorses, foulures, contusions, torticolis), on emploie les
sommités nfusées dans de lalcool. L'extrait alcoolique lui—méme agit sur les ulcéres, les
plaies, les dermatoses parasitaires. La décoction aqueuse s’utilise en gargarismes (angines) et
en bains de bouche (aphtes) ou elle est ajoutée a des bains stimulants, soigne les blessures,
soulage les maux de téte, améliore la mémoire et la concentration, fortifie les convalescents,

combat les effets du stress et de la fatigue, traite I'inflammation des voies respiratoires et de la

sphére ORL [189].
I-9-2-1-Parfumerie et cosmétique :

Au 19éme siécle, I'essence de romarin est utilisée dans la fabrication de trés célebre eau
de Cologne de la reine de Hongrie. Auyjourd’hui, elle entre dans la composition des
savonneries, détergent, créme, I'’eau de toilette, des poudres, le taux d’utilisation maximum

rapporté a 1% [190].
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I-9-2-2-Industrie agro-alimentaire :

Le romarin est une bonne source naturelle de composés antioxydants. Il est largement
utiis¢ dans I'industrie alimentaire pour prévenir une ¢ventuelle dégradation oxydative et
microbienne des aliments ;ces propriétés sont dues aux acides polyphénoliques (rosmarinique,

caf¢ique) [191].
1-9-2-3-Alimentation :

L’¢épice et l'huille de romarin sont largement utilisés en alimentation, I'épice est utilisée
dans les aliments cuits, viande, les aliments industriels, avec le niveau maximum utilisé
d’environ 0,41% dans les aliments cuits. L’huile est utllisée dans les desserts glacés,

confiseries, gélatines. [191]
» Précautions :

L'huile de romarin augmente la pression sanguine dans le cas d’une pression artérielle
¢levée, 1l peut €tre irritant pour la peau sensible. L’huile de romarin peut déclencher des crises

d'épilepsie chez les personnes sensibles [192].
I-10-Propriétés du Romarin :
I-10-1-Propriétés du Romarin :

s In vitro :

L'extrait d'huile essentielle de romarin faisait partie du groupe d'huiles essentielles ayant

des effets antifongiques et antivirale est antibactériennes [193].
% Invivo :

La présence de pourcentages ¢€levés de composés phénoliques dans lextrait d'huile
essentielle de romarin a contribué¢ a ses effets antioxydants [194].
des extractions de romarin sont utlisées pour traiter le syndrome de sevrage de la

morphine [195].
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I-1-Objectifs :

L’¢tude a porté sur I'évaluation des propriétés antimicrobiennes (in vitro) de Iextrait
hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis.L sur quelques germes impliqué dans les
mfections urogénitales chez la femme dont Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida
albicans ATCC 10234.

I-2-Matériels :
I-2-1-Matériel végétal

Les parties aériennes de la plante médicinale objet de I'étude (Rosmarinus officinalis.L) ont
¢té récoltées le mois de mars 2020 d’une maniere aléatoire au stade de floraison dans la
région expérimentale Mecheria située a 0.2762707° de longitude et a 891 metres de laltitude
de la wilaya de Naama.

Cette espece a ét¢ choisie, surtout a cause de sa disponibilit¢ et son utilisation courante en

médecine traditionnelle et dans le domaine agro-alimentaire.

Figure 21 : carte de localisation de la région Mecheria de la wilaya de Naama.
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Figure 22 : la plante Rosmarinus officinalis.L de la région expérimentale Mecheria de la
wilaya de Naama.(Montagne Antar).

I-2-2-Traitements préliminaires du matériel végétal :

Un échantillon de 2 a 3 Kg de matiere végétale pris uniquement sur la partie aérienne de
I'espéce étudiée a été étalé sur du papier journal, puis a été séché a l'air ambiant et & I'abri de
la lumiere. Les échantillons séchés ont été enfin broyés dans un broyeur a lame de cuisine.

La poudre ainsi obtenue a été emballée et conservée dans des bocaux hermétiques a I'abri
de T'humidit¢ et de la lumiére afin d’éviter toute réaction chimique pouvant entrainer des
modifications au niveau des principes actifs présents dans la plantes étudiés.

Livraison
PRIX MINI

Figure 23 : Les étapes des Traitements préliminaires du matériel végétal.

I-2-3-M atériel et produits de laboratoire :

La verrerie, lappareillage et les milieux de culture ainsi que les solvants utilisés au cours

de cette expérimentation sont illustrés dans le Tableau 09.
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Tableau 09 : Matériels et produits de laboratoire.

Verrerie et appareillage Milieux de culture Solvant utilisés

-Autoclave -Bain marie -Muller Hinton (MH) -Eau distillée
-Rotavapeure  -Etuve de 37°C | -Bouillon Muller Hinton -Eau physiologique
-Bec bunsen -Réfrigérateur | -Bouillon nutritif -Ethanol

-Tubes a essai  -Boites de petri | -Gélose EMB
-Béchers -Erlenmeyer -Gélose nutritive.
-Papier filtre -Anse a platine
-Spectrophotometre

-Papier Whtman (0,6 pm )
-Pipettes pasteur

» Antibiotiques :

Afin de déterminer les zones d’inhibition, un antibiotique de référence dont la Gentamicine et

I'antifongique dont le 5-fluro-cytosine ont ét¢ utilisés.
I-3-Méthodes expérimentales :

I-3-1-Extraction des composés bioactifs :

D’extraction des principaux composés bioactifs tels les polyphénols contenus dans le
Romarin (Rosmarinus officinalis.L) est effectuée par la méthode décrite par [196].Cette
méthode d’extraction n’est qu'un procédé d’extraction discontinu solide-liquide par
macération et qui consiste a laisser tremper le solide dans un solvant a température ambiante
durant quelques temps et a extraire les constituants solubles par évaporation du solvant sous
vide.

L’extraction des composés bioactifs a été réalisée par usage d’un solvant hydro-
¢thanolique sur des prises d'échantillons de 10g en triples répétitions de matiere végétale
broyée. Chaque échantillon de broyat de matiere végétale a ét¢ mélangé avec 100 ml de
¢thanol/eau (80/20, solvant/eau, v/v).

L'extraction par macération a froid de chaque mélange a ¢été laissée ensuite se poursuivre
pendant 6 heures a température ambiante sous agitation. La durée de l'extraction favorisera

ainsi la dépolymérisation des principaux composés constitutifs de la plante tels que la lignine
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ainsi que les substances pectiques et permet une meilleure solubilisation des principaux
composé€s bioactifs.

L’extrait obtenu a été filiré en utilisant un papier filtre Whatman N°5 ayant une porosit¢ de
0,6 um et débarrassés des solvants par évaporation sous vide a 45°C.

L’extrait pur riche en composés bioactifs récupéré a été¢ enfin dilué & l'eau distillée stérile a

des taux variables de 0, 20, 40. 60, 80 et 100%, respectivement.

[ Matiere végétale broyée (Rosmarinus officinalis.L) ]

l

[ T ]

l

Macération pendant 6h sous Ethanol/ Eau (80/20,V/V)

Agitation a température

ambiante.

Meélange d’extraction

|

[ Filtration sur papier fitre Wattman ]

|

[ Evaporation sous vide a 45° ]

|

Extraits purs riches en composés bioactifs

Figure 24 : Diagramme d’extraction des composées bioactifs de Rosmarinus officinalis.L
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Figure 25 : Broyage de La plante du romarin Figure 26 : Extraction par macération

entonnoir | ‘ ]

Figu re 28 : Evaporation sous vide par le rotavapeur

I-3-2-Etude de l'effet antimicrobien de I’extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus
officinalis.L :

I-3-2-1-Activation des inocula microbiens :

L'é¢tude & concerne les souches pures de référence Staphylococcus ATCC 33862 aureus et
Candida albicans ATCC 10234 qui ont ét¢ fournies par 1'mstitut pasteur (Algérie) connue
comme étant les plus responsable des infections urogénitales. Chaque espéce bactérienne a
ét¢ tout d'abord activée avant son utilisation expérimentale. Une colonie de la souche de

référence conservée au froid a 4°C est au préalable ensemencée dans 10 ml de bouillon
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nutritif, puis incubée a 37°C durant 03 heures. 0,1 ml de cette derniere solution constituant
I'moculum a été pris pour étre ensemencée en surface d'une boite de Petri contenant un milieu
spécifique gélosé de croissance pour l'espéce microbienne (Chapman et Sabouraud ID® 2)

puis le mélange est incubé a 37°C pendant 24 heures.

TN s Souche de référence conservée au froid a 4°C
N

|
an Une colonie a été¢ ensemencée dans 10ml de Bouillon nutritif
N <

'

Incubation a 37c pendant 03 heures
\
N !
0.1ml d'inocula a ét¢ étalé en surface de la boite de petri
contenant le milieu spécifique pour chaque bactérie
0.1ml 1

Incubation a 37°C pendant 24 heures

Figure 29 : Activation de la souche bactérienne.

I-3-2-2-Evaluation de l'effet antimicrobien :

Quatre méthodes différentes ont été employées pour I'évaluation de leffet antimicrobien de
l'extrait brut aux solvants a différentes polarités de Rosmarinus officinalis .L :

e M¢éthode de contact direct ;

e Me¢éthode des disques par diffusion sur gélose ;

e Détermmnation de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) ;

e Détermmmation de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB ).
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I-3-2-2-1-Méthode de contact direct [197]

Une colonie issue d'une culture jeune de chaque espéce microbienne activée comme
préalablement sur milieu solide gélosé spécifique (Chapman pour Staphylococcus aureus et
Sabouraud ID® 2 pour Candida albicans) a été prélevée a laide d’une anse a platine stérile.
Apres, elle a ét¢ ensuite ensemencée dans un tube contenant 10 ml de bouillon nutritif, suivi
d'une incubation a 37°C durant 03 heures. A partir de la derniére solution qui constitue
I'moculum de lespéce de bactérie donnée, des dilutions décimales isotopiques croissantes
dans I'eau physiologique ont été effectuées ; allant a 10™ pour le germe étudié.

Des prélevements de 01 ml de chaque derniére dilution décimale (Aprés mesure de la
densit¢ optique de I'moculum [0,08- 0,1 ]) ont ét¢ ensuite individuellement ajoutés a 09 ml de
chaque extrait des plantes testés dilu¢ a leau distillée, respectivement, & raison de 0, 20, 40,
60, 80 et 100%.

Les mélanges des solutions sont enfin ensemencés en triple essais (03 boites de Petri)
chacune en surface a raison de 0.1 ml sur le milieu spécifique de croissance de l'espece
microbienne. La lecture du nombre de colonies développé a été effectuée apres incubation des

milieux ensemencés a 37°C pendant 24 a 72 heures [197].

Colonie jeune de souche étudiée activée a 37C
pendant 24h
Ensemencement dants 10 ml de bouillon nutritif - ﬂ
Incubation a 37°C pendant 3h. Aprés mesure de la Iml |
densit¢ optique de I'noculum (0.08- 0.1) 72 73 72
Dilution décimale de la souche 9ml de [leau l '
physiologies jusqu'a 10~* ﬂ ﬂ ﬂ D

107* 107* 107 107
Des prises de 1 ml de la demiére dilution 107* m
sont mises respectivement dans chaque solution f ' A ‘ f
expérimentale ( ﬂ 1

0% 20% 40% 60% 80% 100%

0.1 ml de chaque derniére solution sont étalées sur @@(: e @
3 boites de pétri renfermant le milieu spécifique aaaH & é;§®©
incubation des boites a 37C de 24 a72h. @@

Figure 30 : Méthode de contact direct.

57




Chapitre I : Méthode de travail Partie 02:Méthodologie expérimentale

I-3-2-2-2-Méthode des disques par diffusion sur gélose :

Les disques ont ét¢ confectionnés a partir du papier filtre (Whatman n°5), a raison de 6 mm
de diametre. Pour éviter tous risques de contamination au germe exogeéne au cours de
lexpérimentation les disques ont été stérilisés a 120°C pendant 15 minutes dans un autoclave.

Une colonie de lespéce bactérienne testée prélevée du milieu gélosé spécifique apres
activation a ét¢ ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif ; ce mélange constitue la solution
mere.

Des prises de volume de 1ml de cette derniére solution ont été étalées séparément en
surface de plusieurs boites de Pétri contenant le milieu gélosé de MH, ID® 2, bioMérieux.

Trois disques imbibés pendant 5 minutes dans [Dextrait hydro-éthanolique, ainsi que dans
une solution contenant un puissant antibiotique dont la Gentamicine pour S.aureus et une
solution contenant [Iantifongique Safluro-cytosine pour Candida albicans, sont ensuite
déposés successivement a la surface de chaque boite de Pétri contenant le milieu gélosé
Mueller Hinton ensemencé au germe étudie [198].

La lecture des diamétres d'inhibition a été¢ effectuée aprés incubation des boites de Petri a

37°C pendant 24 heures a l'aide d'un pied a colis [199].

Colonie jeune de souche étudiée prélevée du milieu

gélosé spécifique apres activation.

Ensemencement dans 10 ml de bouillon nutritif.
Incubation a 37°C pendant 03heures. Aprés mesure

de la densit¢ optique de I'moculum (0.08- 0.1)

étalement de 1ml de 'moculum sur surface des

boites petri contenant le milieu gélos¢ de MH, ID®

selon les concentrations (0.20.40.60.80.100%) 0% 20% 40% 60% 80% 100%

déposé les disques sur la surface de gélose MH

Incubation a 37 C pendant 24heures

Figure 31 : Méthode des disques par diffusion sur gélose MH
I-3-2-2-3-Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice CMI :

La concentration minimale mhibitrice est la plus petite concentration en antibiotique, en
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antifongique et/ou en principes composés actifs nécessaires pour inhiber la croissance d'un
microorganisme [200].

Dans le cas de notre étude, c'est les principes actifs de I'extraits de la matiere végétale de la
plante obtenu par extraction a un solvant hydro-éthanolique qui ont ét¢ utilisés pour
détermmer la concentration minimale inhibitrice de lespéce du germes responsables des
mfections urogénitales fréquemment rencontrées chez la femme dont Staphylococcus aureus
et Candida albicans. Ainsi, une colonie jeune de I'espéce microbienne prélevée a laide
d'une anse a platine dans 10 ml de bouillon nutritif a ét¢ incubée pendant 03 heures a 37°C en
vue d'obtenir les iocula, des prises de 0,2 ml de Il'moculum est ensuite introduite
respectivement dans 2 ml de chaque extrait diué non pas avec de l'eau mais avec le bouillon
Mueller Hinton.

Les mélanges des tubes contenant séparément chaque extrait préparé¢ a differentes
concentrations (0, 20, 40, 60, 80 et 100%) et I'moculum de bactéric ont été ensuite incubés a
37°C pendant 18 a 24 heures.[201]

La détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI a été effectuée a partir de la
mesure de la turbidit¢ induite par la croissance du microorganisme étudi€. La CMI correspond
donc a la plus petite concentration pour laquelle il ya absence de turbidité. Par conséquent
c'est le premier tube ou la valeur di est égale a df (di=df).

Le taux de survie du microorganisme est mesuré au spectrophotometre réglé a 625 mn

_df —di

= 1
S=pr—pi 190

= S:Taux de survie du microorganisme en %.

= df-di : Différence de densit¢ optique dans la solution phénolique ensemencée avant et
apres incubation a 37°C durant 18 heures.

= DfDi : Différence de densit¢ optique sans extraits de Rosmarinus officinalis.L avant et

apres incubation a 37°C durant 18 heures [202].
I-3-2-2-4-Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB):

La concentration minimale bactéricide d’une espéce de germe étudi€é représente la plus
petite concentration d’extrait de la plante qui laisse 0,01% au moms de survivant de

I'inoculum initial aprés incubation [201].
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Pour sa détermmnation, le tube témoin (noculum) a ét¢ dilué a leau physiologique jusqu'a
10™ Cette dilution représente 0,01 % de survie du microorganisme. Elle est ensemencée par
stric de 5 cm sur une Gélose Mueller Hinton puis incubée a 37°C pendant 24 heures. Le
nombre de colonies de bactéries obtenu sur la stric de la dilution 10™ est comparé a celui de
chaque tube expérimental contenant I'moculum, également ensemencé sur le méme milieu de
culture en stric de Scm et incubé a 37°C durant 18 a 24 heures. Ainsi, le premier tube
expérimental dont le nombre de colonies présent sur sa strie est inférieur ou égal a celui de la

dilution 10™ correspondra a la CMB.

I-4-Traitement statistique :

Les résultats paramétriques ont été traités statistiquement par une analyses de variance
monofactorielles en randomisation totale suivie d'une comparaison des moyennes deux a deux

selon le teste de NEWMAN et K EULS.
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I-1-Résultats :

I-1-1-Croissance du germe étudié :

Les résultats de I'effet mhibiteur de I'extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis L
sur la croissance de (Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida albicans ATCC
10234).considérée comme étant les plus responsables des infections urogénitales chez la
femme sont illustrés dans le (Tableaulo ).

En fonction des concentrations d’extrait de la plante collectée de la région de I'étude
Naama-(Algérie) et variables de (0, a 20, 40, 60, 80 et 100%) la croissance de I'espece
microbienne étudiée (Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida albicans ATCC
10234).4 tendance & diminué notablement (P > 0.05) de 80.10°,46.10°,29.10°, 26.10°,00 & 00
UFC/ml et de (52.10°, a 28.10°, 21.10°,16.10°, 00 a 00 UFC/ml), respectivement (Tableau
10).

A des forts taux d’extraits, de Rosmarinus officinalis.L de 80 et 100% aucune prolifération

de Staphylococcus aureus ATCC 33862 et de Candida albicans ATCC 10234.n’est observée.

Tableaul :Effet de I'extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis.L sur la croissance

du germe Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida albicans ATCC 10234. (UFC/ml).

Concentrations en extrait

hydro-éthanolique Témoin 20% 40% | 60% | 80% | 100%
Staphylococcus aureus ATCC 33862 | 010" | 46.10° | 29.10° | 26.10° | 00 00
(UFC/ml)
Candida albicans ATCC 10234
(UFC/ml) 52.10° 28.10° | 21.10°| 16.10° | 00 00

Les résultats sont représentés en valeurs moyens, (p >0.05) : Effet non significatif du facteur
étudié ;a,b,c....... etc.
groupes homogenes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman et

Keuls ; n ; nombre de répétitions.
I-1-2-Diamétre d’inhibition du germe étudié :

L’activit¢ antibactérienne a ¢été également exprimée en termes de diametre de la zone
d'nhibition autour des disques contenant I'extrait hydroéthanolique de Rosmarinus officinalis

testés vis-a-vis Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida albicans ATCC 10234.
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En fonction des augmentations des concentrations d’extrait de 20 a 100% , il a été observé
des hausses de 7.638 a 13.229 mm en diametres d’mhibition chez la souche microbienne
Staphylococcus aureus ATCC 33862 Toute fois, ces diametres (ou zones) d’inhibition
s’averent tres faibles (p<0.01) devant Paction de la Gentamycine ; 27.839 mm en moyenne
(Tableau 11).

L’extrait hydro-éthanolique du Romarin de Naama concentré¢ a 80 et 100% a présenté les
meilleurs diamétres d’inhibitions chez Candida albicans ATCC 10234.(10.33 et 11.33 mm
respectivement) relativement proches de 'antifongique 5-flurocytosine (12 mm) en moyenne.

L’extrait hydro-éthanolique du Romarin de Naama concentré a 80 et 100% a accusé des
diametres d’mhibitions (10.33 et 11.67 mm respectivement) relativement  proches de
I'antifongique 5-flurocytosine (12.67 mm) en moyenne.

A propos des composés bioactifs du romarin prélevé de Naama, I'extrait hydro-éthanolique
préparés a des fortes concentrations notamment employés a I'état pur ont accusé les meilleurs

résultats.

Tableau 11: Effet de Tlextrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis.L sur la zone
d’mhibition (mm) du germe Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida albicans ATCC
10234.

Concentrations en extrait 0% 20% 40% | 60% 80% 100%
hydro-éthanolique

Staphylococcus aureus ATCC 33862 | 27.839 | 7.638 | 9.018 10 10.408 | 13.229
(mm)

Candida albicans ATCC 10234 12.67 9.67 10.33 11 11.33 11.67
(mm)

Les résultats sont représentés en valeurs moyens, (p<0.01): Effet hautement significatif du
facteur étudi¢ ; Témoin : Gentamicne et 5-fleurocytosine. a, b, ¢ ....... etc.groupes homogenes
de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman et Keuls ; n: nombre de

répétitions.
I-1-3-Taux d’inhibition :

Apparemment, pour les deux germes étudiés, les taux d’inhibitions augmente sensiblement

(p<0.01) avec la concentration en extrait utilisé. (Tableau 12)
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Ainsi, les extraits purs ont enregistrés des taux d’inhibitions les plus élevés (p<0.01) ; 37.41
et 92.105%, en moyenne chez Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida albicans
ATCC 10234. respectivement.

Tableau 12 :Taux d’inhibition (%) de I'extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis.L
du germe Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida albicans ATCC 10234.

Concentrations en extrait

, . 0% | 20% 40% 60% 80% 100%
hydro-¢thanolique

Staphylococcus aureus ATCC 33862 | 100* | 20.673 | 31.97 30.49 32.65 37.41
(“o)

Candida albicans ATCC 10234

100 | 76.316 | 81.579 | 86.842 | 89.474 | 92.105
(%)

Les résultats sont représentés en valeurs moyens, (p<0.01): Effet hautement significatif du
facteur étudié ;Témomn: gentamycine et S-fleurocytosine ; a, b, ¢ ....... etc.groupes homogenes
de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman et Keuls ; n ; nombre de

répétitions.
I-1-4-Concentrations minimales inhibitrices (CMI) :

La CMI de Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida albicans ATCC 10234. a été
remarquée avec l'extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis.L préparé a 60%
(Tableau 13).

Tableau 13 : Concentration Mmnimale Inhibitrice (CMI):

Extrait hydro-éthanolique CMI

Staphylococcus aureus ATCC 33862 100%
Candida albicans ATCC 10234 80%
Rosmarinus officinalis.L 80%

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes plus ou moins écarts types correspondants,

avec un nombre de répétitions n égal a 03 ; CMI : Concentration Mmimale Inhibitrice.
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I-1-5-Concentrations Minimales Bactéricide et Fongicides (CMF) :

A travers les résultats mentionnés dans le (Tableau 14) , il apparait que la CMB et la CMF
de I'extrait hydro-éthanolique de romarin issu de Naama ont été obtenues a 60%.

D’apres le rapport CMB/CMI égale a 1, lextrait hydro-éthanolique de Rosmarinus
officinalis.L. s’avere exercer un effet mhibiteur de type bactéricide vis-a-vis dela souche
étudiée Staphylococcus aureus ATCC 33862 et un effet de type fungicide contre le germe
Candida albicans ATCC 10234.

Tableau 14 : Concentration Mmimale Bactéricide (CMB) et Fongicide (CMF):

Extrait hydro-éthanolique CMB
Staphylococcus aureus ATCC 33862 60%
Candida albicans ATCC 10234 60%
Rapport
CMB/CMI
Ou 1
CMF/CMI
Type d’inhibition Bactéricide

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes plus ou moins écarts types correspondants,
avec un nombre de répétitions n égal a 03, CMB : Concentration Minimale Bactéricide,

Concentration Mmnimale Fongicide.

II-2-Discussion:

Au cours de cette étude, I'extrait a ét€ préparé par une extraction solide — liquide, en
utiisant d’un solvant hydro-éthanolique. L'étude vise a suivre leffet de Rosmarinus
officinalis.L prélevée de la wilaya de Naama sur quelques germes impliqué dans les infections
urogénitales.

Parmi les espéces bactériennes qui cause les infections urogénitales chez particuliérement
les femmes dont Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida albicans ATCC 10234 , est
considérée comme étant la plus pathogenes du systeme urogénital [203].

L’analyse des données expérimentaux a montré que le nombre des germes (Candida

albicans ATCC 10234 et Staphyloccoccus aureus ATCC 33862 ) a diminué significativement
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(P<0,01) sous l'effet de I'extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis.L préparé a 60,
80 et 100 %.

Les résultats indiquent que l'extrait phénoliques de Rosmarinus officinalis.L de la région
d’étude Naama posseédent une bonne activit¢ antimicrobienne contre la souche étudice
(Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida albicans ATCC 10234). Les niveaux de
croissance obtenus par lapplication de I'extrait hydro-éthanolique montrent clairement que le
nombre de germes diminue avec laugmentation de la concentration de I'extrait appliquée.

A ce propos, [204] ont démontré que le romarin est riche en composés phénoliques ayant
une activit¢ antimicrobienne contre plusieurs bactéries.

Au fait, ces composés phénoliques sont des métabolites secondaires des végétaux. Ils
peuvent étre définis comme des molécules indirectement essenticlles a la vie des plantes
[205].

Chez Rosmarinus officinalis.L plusieurs composés antimicrobiens comme les huilles
essentiels, phénols diterpéniques, flavonoides, dérivés de I'acide cinnamique, triterpénes et
stérols ont ét¢ decrits par de nombreux auteurs. [206].

L’activité¢ antibactérienne a été également exprimée en termes de diametre de la zone
d'mhibition autour des disques contenant I’extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus
officinalis L. a tester vis-a-vis de Staphylocaccus aureus ATCC 33862 et Candida albicans
ATCC 10234. apres 24 heurs d'incubation a une température adéquate de 37°c. Les résultats
des diametres des zones d’mnhibition révelent que, Staphylococcus aureus ATCC 33862,
Candida albicans ATCC 10234 est sensible vis-a-vis de I'extrait hydro-éthanolique testé. Ces
diamétres d’mhibitions sont proches a ceux de I'antibiotique ou de I'antifongique testé.

La sensibilit¢ des micro-organismes peut varier selon le germe testé car un extrait peut étre
bactéricide vis-a-vis de certaines souches, bactériostatique vis-a-vis d’autres ou n’avoir aucun
effet [207]. Le mécanisme d'action de I'extrait phénoliques est li¢ essenticllement a la
structure de la paroi et a la perméabilit¢ membranaire des bactéries. lextrait d' une plante
riche en composés bioactifS exerce son pouvoir antimicrobien par son interférence avec la
bicouche lipidique de la bactéric grice a sa propriét¢ hydrophobe, ce qui entraine:
laugmentation de la perméabilit¢ puis la perte des constituants cellulaire; l'acidification de
I'ntérieure de la bactérie bloquant la production de I'énergie cellulaire ainsi que et la synthése
des composants de structure et la destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la
bactéric [208]. Apparemment, les bactéries a Gram (-) sont plus résistantes que les bactéries

Gram (+) ; ceci est di aux différences structurales de leurs membranes externes [209].
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Par ailleurs, la CMI et la CMB ou CMF les deux souches (Staphylococcus aureus ATCC
33862 et Candida albicans ATCC 10234.) a ét¢ obtenue avec I'extrait prépar¢ a 60% .

Cependant, d’apres les rapports CMB/CMI inférieurs a 2, les extraits de la Rosmarinus
officinalis.L. semblent exercer un effet plutét de type bactéricide vis-a-vis de Despece
microbienne étudiée Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida albicans ATCC 10234.
[210].

Cet effet bactéricide des composés bioactifs des extraits de Rosmarinus officinalis.L peut se
manifester chez Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida albicans ATCC 10234. de
différentes manieres :
¢ Destruction de la paroi microbienne.

% Inactivation d’enzyme [210].

L'extrait de la Rosmarinus officinalis.L testé pour ses propriétés antimicrobiennes s'avere
présenter une forte inhibition face aux micro-organismes pathogenes. [204]

Au terme de cette ¢étude, i1 semble que [Dextrait hydro-éthanolique de Rosmarinus
officinalis.L. contient I'essenticl des composés phénoliques capables d’exercer un pouvoir

antimicrobien intéressant chez la plupart des germes pathogenes testés.
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Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales possedent des
propriétés biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et I'agriculture. Ce regain d’intérét
vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de
substances bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments.

Dans cette étude, nous avons évalués lactivité antimicrobienne de I'extait de rosmarinus
officinalis.L. chez Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida albicans ATCC 10234
responsables des infections urogénitales.

Les résultats obtenus tout au long de ce test ont montré que l'extrait hydro-éthanolique a
des fortes concentrations, notamment appliqués a DIétat pur, ont montré un excellent effet
antimicrobien vis-a- vis de Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida albicans ATCC
10234 ; avec des faibles taux de croissance et des taux d’mhibition remarquable chez les
microorganisme étudiés.

L’activit¢  biologique de [lextrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis L est
caractérisée par un fort pouvoir antimicrobien vis-a-vis de Staphylococcus aureus ATCC
33862 et Candida albicans ATCC 10234 . Ces extraits peuvent servir sans doute comme
moyen de lutte biologique chez particulierement le germe étudié.

En raison de leurs activités antimicrobiennes, les extraits de romarin peuvent étre ainsi
utilisés dans plusieurs domaines d'mtérét dont par exemple lindustrie pharmaceutique pour la
production de nouveaux médicaments naturels pour traiter surtout les maladies infecticuses

causées par les nombreuses bactéries.
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