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Résumé

Nous assistons durant ces trente dernières années à une croissance de la fréquence

d’apparition des bactéries résistantes aux antibiotiques. Face à la récurrence des infections

difficiles à traiter dues à ces bactéries pathogènes multi-résistantes, le renforcement de

l’arsenal des antimicrobiens faits partis des préoccupations majeures de santé publique.

La  première partie de cette présente étude, consiste à isoler et identifier 19 souches

bactériennes à l’origine des infections respiratoires  dont P.aeroginosa, A. baumannii, K.

pneumoniae, E. cloacae, P. mirabilis et S. aureus. Le résultat de l’antibiogramme montre que

ces souches sont multirésistantes vis-à-vis des antibiotiques testés.

Dans la seconde partie, Pulicaria crispa, une plante médicinale saharienne, a suscité

notre attention pour la recherche de nouvelles substances antimicrobiennes. À partir de

l’extrait phénolique de la partie aérienne de cette plante, des tests d’activité antimicrobienne

ont été réalisé, les diamètres des zones d’inhibition ont été mesurés. Leurs valeurs obtenues

varient de 9 à 16 mm à l’exception de E. clocae 2 (Ø=7mm), qui se révèle résistante vis-à-vis

de l’extrait. Pour ce qui est de la CMI, ses valeurs allant de 8 à 10mm, ce qui indiquent que la

plante étudiée est habile à inhiber les bactéries, cette inhibition varie selon les souches

étudiées.  Ce qui permet  de justifier son utilisation en médecine traditionnelle.

Mots clés : Antibiotiques, multirésistantes, Pulicaria crispa, activité antimicrobienne.



Abstract

Over the last 30 years, ԝe have seen a rise in the frequency of appearance of

antibiotic-resistant bacteria. Faced with the recurrences of difficult –to-treat infections caused

by these multidrug-resistant bacteria, strengthening the arsenal of antimicrobials is a major

public health concern.

The first party of this study consists of isolating and identifying 19 bacterial strains

responsible for respiratory infections including P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumonia,

E. cloacae, P. mirabilis and S. aureus. The result of antibiogram shows that these strains are

multi-resistant against the antibiotics tested.

In the second part, Pulicaria crispa, a Saharan medicinal plant, has attracted our

attention for the research of neԝ antimicrobial substances, from the phenolic extract of the

aerial part of this plant, antimicrobial activity tests were carried out, the diameters of the

inhibition zones were measured. Their values obtained vary from 9 to 16 mm with the

exception of E. clocae2 (Ø = 7 mm), which is resistant to the extract. As for the MIC, its

values range from 8 to 10mm, which indicates that the plant that the plant studied is able to

inhibit the bacteria; this inhibition varies according to the strains studied. This allows to

justify its use in traditional medicine.

Key ԝords : Antibiotics, multi-resistant, Pulicaria crispa, antimicrobial activity.



ملخص

تكرارمة للمضادات الحیویة و في مواجھة الماضیة شھدنا ارتفاعا في تواتر البكتیریا المقاوعاماعلى مدار الثلاثین

التي یصعب علاجھا و التي تسببھا ھذه البكتیریا المقاومة للأدویة المتعددة فان تعزیز ترسانة مضادات المیكروبات أمر مثیر الإصابات

للقلق

سلالة بكتیریة تسبب الالتھابات التنفسیة بما في ذلك19الجزء الأول من ھذه الدراسة یتكون من عزل و تحدید 

P.aeruginosa, A.baumannii, K. pneumoniae, E. cloacae, P. mirabilisوS. aureus. تظھر نتیجة ، بحیث

متعددة المقاومة ضد المضادات الحیویة التي تم اختبارھاالمضادات الحیویة أن ھذه السلالات 

اھتمامنا بالبحث عن مواد جدیدة مضادة ،وھي نبات طبي صحراويPulicaria crispaوفي الجزء الثاني أثارت 

أقطارقیاسو،للمیكروباتالمضادةالنشاطاختباراتإجراءتمھذا النبات و لستخلص الفینولي من الجزء الجوي للمیكروبات الم

مقاوموھو،) ممE. clocae2 (Ø = 7(باستثناءملم16إلى9منعلیھاالحصولتمالتيقیمھاتختلفثبحی.تثبیطالمناطق

و ھذا التثبیط البكتیریاالنبات المدروس قادر على تثبیطأنإلىیشیر مم 10إلى8منقیمھاتتراوح،CMIإلىبالنسبة. للمستخلص

.مما یجعل من الممكن تبریر استخدامھ في الطب التقلیدي،یختلف باختلاف السلالات

Pulicaria.، النشاط المضادة للمیكروبات، المقاومة المتعددة، المضادات الحیویة:ت مفتاحیةكلما crispa
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Dès sa naissance, l’homme est colonisé par une flore bactérienne commensale comptant

environ 1014 bactéries, qui, lors d’un déséquilibre de l’organisme ou à cause d’une transmission

exogène, peuvent se transformer en bactéries pathogènes.  Ces dernières sont responsables de

plusieurs maladies infectieuses, dont les infections respiratoires, qui sont des affections graves et

fréquentes, qui en dépit des progrès de la médecine en général, des moyens de diagnostic et de

traitement en particulier demeurent un problème de santé publique.

Pour faire face à ces infections bactériennes, l’homme a recours à des substances appelées

« antibiotiques », capables d’empêcher le développement et la progression de ces bactéries

pathogènes. Ils ont joué un rôle crucial dans la lutte contre de nombreuses maladies et infections.

Leur développement a révolutionné le traitement des maladies infectieuses (Grace Yim, 2011).

En effet, le développement de la résistance de certains microorganismes pathogènes aux

antibiotiques par  l'utilisation croissante et parfois injustifiée de ces molécules, ainsi que

l’apparition des effets secondaires de certains médicaments a conduit à la recherche de nouveaux

agents antimicrobiens (Soussy, 2007 ; al-hajj et al., 2014).

Le recours aux ressources naturelles en général, et aux plantes médicinales en particulier

devient l’une des plus importantes et intéressantes pistes à explorer pour la recherche de nouveaux

produits antimicrobiens plus efficaces (Chebaibi et al., 2011).

Les plantes médicinales et aromatiques sont à la fois un produit fini destiné à la

consommation, et une matière première pour l’obtention de substances actives utilisées en

phytothérapie, d’où l’augmentation de l’intérêt mondial de leur utilisation (Bouzide et al., 2011).

En Afrique, la médecine traditionnelle constitue le support fondamental pour la pratique de la

médecine dans les zones rurales. L’usage d’extrait des plantes contenant des constituants bioactifs

et devenu une approche très importante dans la médecine préventive (Keita et al., 2004). En effet,

en 2002, l’OMS a estimé que, pour se soigner, 80% de la population africaine ont toujours recours

à la médecine traditionnelle, pour laquelle la majeure partie des thérapies implique l’exploitation

des principes actifs des plantes médicinales. Ces espèces végétales d’aussi grande importance

pour la santé des populations méritent d’être étudiées scientifiquement pour une meilleure

utilisation (Karou et al., 2005).

L’étude réalisée dans notre travail est effectuée au niveau du Centre hospitalo-

universitaire Tizi-Ouzou (CHU), ainsi qu’aux laboratoires de l’Université Mouloud Mammeri

Tizi-Ouzou (UMMTO). Elle consiste à isoler et identifier une collection de bactéries à partir des

prélèvements des infections respiratoires, au niveau de différents services. Une étude

antibactérienne est également réalisée afin de déterminer l'efficacité des produits polyphénoliques

de la partie aérienne de « Pulicaria crispa ».
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1. Rappels sur les maladies infectieuses

Les maladies infectieuses sont les maladies les plus fréquentes, plus de tiers des

malades hospitalisés reçoivent au moins un antibiotique. On distingue les maladies

bactériennes  et les maladies virales. Les infections peuvent être également d’origine

fongique ou parasitaire (Labayle, 2001).

1.1. Agents responsables des maladies infectieuses

 Bactéries : sont des microorganismes procaryotes, unicellulaires, leur génome est

constitué d’ADN. Les bactéries sont capables de synthétiser leurs propres

macromolécules et constituants cellulaires à partir de nutriments (Guirad, 2012).

 Virus : un virus est une entité biologique microscopique, infectieuse, qui possède un

seul type d’acide nucléique (ADN ou ARN). Il ne peut se multiplier qu’en pénétrant

dans une cellule hôte, dont il utilise leur constituants (Raoult, 2008).

 Champignons : tout comme les bactéries, les champignons sont ubiquistes. On

distingue les levures et moisissures. (Borgues, 2014).

- Levures : sont microscopiques, unicellulaires et eucaryotes. Se reproduisent

majoritairement par multiplication asexuée (bourgeonnement ou scission) et pour

certains par reproduction sexuée. Elles sont capables de vivre en aérobiose ou en

anaérobiose (Blondin, 2005).

- Moisissures : sont microscopiques, filamenteux, uni ou pluricellulaires et

eucaryotes. Leurs multiplication se fait par reproduction asexuée (émission de spores),

ou reproduction sexuée.

 Parasites : un parasite est défini comme un être vivant animal ou champignon, qui

pendant une partie ou en totalité de son existence vit au dépens d’autres organismes.

Un même parasite peut prendre chez l’homme, dans le milieu extérieur, ou chez l’hôte

intermédiaire, des formes particulières correspondant à différents stades de leurs

développements (Anofel, 2014).

2. Infections des voies respiratoires

On appelle infections respiratoires, l'infection d'une partie quelconque de l'appareil

respiratoire évoluant pendant une durée relativement courte. Selon que l'infection affecte le

tractus respiratoire situé au dessus ou au dessous de l'épiglotte, on distingue deux grands types

d’infections respiratoires, hautes et basses (Taytard, 2006 ; Black, 2012).
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Le haut et le bas de l’appareil respiratoire sont souvent affectés simultanément ou

consécutivement.

Figure1 : Anatomie des voies respiratoires.

2.1. Classification des infections respiratoires

Il existe une multitude de types d’infections respiratoires qu’elles soient inférieures ou

supérieures :

2.1.1. Infections respiratoires hautes

Les infections des voies respiratoires supérieures sont des affections dues à des virus

ou bactéries touchant soit le nez, les sinus, le pharynx, le larynx et l’oreille moyenne

(Humair ; Kaiser, 2013).

2.1.1.1. Rhinopharyngite

Elle se définit comme une atteinte inflammatoire de l’étage supérieur du pharynx avec

participation nasale. Elle associe cliniquement rhinorrhée, éternuements, obstruction nasale,

fièvre, douleurs pharyngées et toux. Les virus sont les principaux agents pathogènes mais une

surinfection bactérienne survient habituellement (Levallois, 2004 ; Perronne, 2005).

2.1.1.2. Angine
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L’angine est une inflammation d’origine infectieuse des amygdales voire de

l’ensemble du pharynx. Elle constitue un syndrome qui associe une fièvre, une gêne

douloureuse à la déglutition et des modifications de l'aspect de l'oropharynx. Le premier agent

bactérien en cause est le streptocoque β-hémolytique du groupe A (Perronne, 2005).

2.1.1.3. Otite

L’otite moyenne est une inflammation de l’oreille moyenne accompagnée

habituellement d’un épanchement purulent. Elle se manifeste par les symptômes de douleur

(otalgie) et de fièvre. Devant toute otalgie, l’examen des oreilles est impératif, il montre une

membrane tympanique rouge et bombée (Levallois, 2004 ; Pierre et al ., 2018).

2.1.1.4. Sinusite

La sinusite est une infection d’une ou plusieurs cavités sinusiennes par un agent

infectieux, viral ou bactérien habituellement concomitante d’une rhinopharyngite (Yapo et

al., 2016).

Les formes rencontrées de sinusite varient selon l’âge, les adultes présentent des

sinusites maxillaires avec parfois atteinte frontale ou sphénoïdal. Chez les nourrissons et les

enfants, la sinusite peut se compliquer d’une ethmoïdite, qui associe fièvre, rhinorrhée

purulente et œdème de l’angle interne de l’œil (Anne, 2011).

2.1.1.5. Laryngite

La laryngite est une inflammation du larynx, le plus souvent d’origine infectieuse.

Elle est la principale cause de dyspnée obstructive haute chez le nourrisson et l’enfant

(Plisson et al., 2013).

2.1.2. Infections respiratoires basses

Les infections respiratoires basses se définissent comme une atteinte du parenchyme

pulmonaire, des bronches, les bronchioles et de la trachée artère (Chouaid, 1999).

Ces infections sont en nombre de trois :

2.1.2.1. Bronchite

C’est une inflammation très fréquente de courte durée des bronches et /ou des

bronchioles. Elle s’accompagne de lésions anatomopathologiques avec une desquamation de

l’épithélium et une hyperproduction de mucus. Plus de la moitié des bronchites est d’origine
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virale et les origines bactériennes surviennent le plus souvent dans le cadre d’une surinfection

(Xavier et al, 2011).

2.1.2.2. Bronchiolite

C’est une inflammation des bronchioles, très contagieuse. Le plus souvent virale,

cependant, une surinfection bactérienne est possible, surtout en cas de survenue de fièvre

élevée ou persistante au-delà de 4 jours. Cette inflammation s'accompagne d'une sécrétion

exagérée du mucus à l'origine d'une obstruction plus ou moins complète des conduits aériens

(Munyankindi, 2007).

2.1.2.3. Pneumonie

Les pneumonies sont des infections du parenchyme pulmonaire habituellement

localisées à un segment ou à un lobe pulmonaire. Elles réalisent des infections potentiellement

sévères, relativement rares par rapport aux infections bronchiques. L’origine de ces infections

peut être des microorganismes endogènes, mais aussi exogènes (Brown et Lerner, 1998).

2.3. Flore bactérienne des voies respiratoires

Les voies respiratoires supérieures sont colonisées par une flore commensale diverse,

variée, et abondante au niveau du rhinopharynx (108 UFC/ml de sécrétion pharyngée).

Elles contiennent de nombreux opportunistes majeurs : Staphylocoque doré, Streptocoques (S.

mutans, S. salivarius, S. sanguis) mais aussi S. pneumoniae, H. influenzae, Neisseria, M.

catarrhalis, anaérobies et Corynébactéries.

En revanche les voies respiratoires post-pharyngées ou voies respiratoires inférieures

sont normalement stériles. La flore est minime et activement combattue par le mucus, les cils

et les macrophages (Michon et Marchandina, 2015).

2.4.  Caractéristiques des principaux germes responsables d’infections respiratoires

Le tableau ci-dessous représente les caractéristiques des principaux germes

responsables d’infections respiratoires.
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Tableau 1 : Caractéristiques des principaux germes responsables d’infection

respiratoires.

Caractères

morphologiques

Caractères

culturaux

Caractères

biochimiques

Staphylococcus

aureus

Cocci à Gram positif

en courtes chaînettes,

ou en grappe de

raisin, immobile, non

sporulé et non

capsulé (Avril,

1992 ; Berche,

2003).

Aéro-anaérobie

facultatif, cette

bactérie produit un

pigment jaune

orangé. Les colonies

sont rondes, lisses,

bombées, brillantes

et opaques (Avril et

Monteil, 2000).

Catalase+, oxydase-,

fermente le glucose,

mannitol+, indole-.

Uréase+, et

producteur d'enzyme

staphylocoagulase.

(Monnier et Denis,

2007).

Streptococcus

pneumoniae

Cocci à Gram positif,

avec un aspect de

diplocoque en

flamme de bougie, en

courtes chaînettes,

non sporulé, non

capsulé et immobile

(Nauciel, 2000).

Aéro-anaérobie,

sensible aux

variations de pH et

de température. Les

colonies sont parfois

très muqueuses chez

les souches capsulées

(Monnier ; Denis,

2007).

Catalase-, oxydase-,

nitrate-, gélatine-, et

fermente les sucres

(Mariko, 2005).

Streptococcus β

Hémolytiques

Cocci à Gram+ en

chaînettes, non

sporulé, non capsulé

et immobile (Larry

et al., 2017).

Aéro-anaérobie

facultative, les

colonies sont petites,

grisâtres,

translusides,

entourées d’une zone

d'hémolyse complète

à contour net

(Prescott, et al.,

2007 ; Madigan, et

al  ., 2007).

Fermente le sucre,

catalase négative,

n'est pas sensible à

l'optochine (Berche,

2003).
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Tableau 1 : Caractéristiques des principaux germes responsables d’infection

respiratoires. (suite)

Proteus mirabilis Bacilles à Gram

négatif, polymorphe,

non capsulé, non

sporulé et très mobile

(Scheftel, 2010).

Aéro-anaérobies
facultatives. Les
colonies sont lisses et
de grosses structure
homogène (Drame,
2001 ; Bakhoum,
2004).

Oxydase -, catalase

+, Indole+, uréase +

et H2S positif. Il

fermente le glucose

avec production de

gaz. (Hart  et

Shears, 1997)

Klebsiella

pneumoniae

Bacilles à Gram

négatif, non sporulé,

immobiles et

capsulées (Scheftel,

2010).

Aéro-anaérobies

facultatives. Les

colonies sont

mucoïdes et grandes.

(Drame, 2001 ;

Bakhoum, 2004).

Fermente le glucose

et le lactose en

produisant du gaz,

sont indole +, et

uréase + (Hart et

Shears, 1997).

Acinetobacter

baumannii

Bacille non

fermentaires, a Gram

négatif, immobiles,

non sporulés et

parfois capsulées

(Wendpoulomde et

al., 2016).

Aérobie strict. Les

colonies sont

convexes, luisantes et

blanchâtres (Fomba,

2006).

Oxydase-, catalase+,

ne fermente pas les

sucres et ne réduit

pas le nitrate

(Zahoun et al.,

2010).

Pseudomonas

aeruginosa

Bacille à Gram

négatif, non sporulé,

non capsulés et

mobiles (Floret et al

., 2009).

Aérobie stricte et

non exigeante. Les

colonies sont larges,

petites et mucoides.

(Roussel-Delvalle,

2001).

Oxydase +, catalase -

, nitrate réductase +.
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1. Définition

Les antibiotiques sont des agents dont la toxicité sélective résulte d'un mode d'action

spécifique. Ils agissent à faible dose pour inhiber la croissance des micro-organismes ou pour

les détruire. Ils peuvent être produits de manière naturelle par des champignons et des

bactéries ou obtenus par synthèse et hémi synthèse (Demoré et al., 2012).

2. Classification

La classification des antibiotiques peut se faire selon:

2.1. Origine

Les antibiotiques élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthèse

(synthétique ou semi synthétique) (Yala et al., 2001).

2.2. Nature chimique et mécanismes d’action

Les antibiotiques peuvent être classés en fonction de leurs structures de bases en

familles. Ces dernières agissent sur les différents constituants de  la bactérie, telle la paroi, la

membrane cytoplasmique, la synthèse des protéines ou la synthèse des acides nucléiques

(Mohamadi, 2010).

Les mécanismes d’action des grandes familles d’antibiotiques sur les différents

composants des bactéries sont résumés dans les tableaux ci-dessous :

Tableau 2: Action des antibiotiques sur la synthèse de la paroi bactérienne (Nauciel et Vildé,

2005).

Famille Exemple d’antibiotiques Mode d’action

β –lactamines

Ampicilline

Amoxicilline

Carbénicilline

Ils agissent sur la synthèse du peptidoglycane

en inhibant les protéines liant la pénicilline

(PLP).

Les PLP ont une activité transpeptidasique,

carboxypeptidasique et transglycolasique.

L'inhibition des PLP aboutit à l'inhibition de la

formation des ponts pentacycliques

Imipénème

Méropénème Ertapénème

Amoxicilline+Acide

clavulanique Ticarcilline +

Acide clavulanique
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Céfazoline

Céfoxitine

Céftriaxone

Aztréonam

responsables de la structure réticulée de la

paroi. On obtient ainsi des formes rondes ou

filamenteuses qui aboutissent à la lyse

bactérienne.

Glycopeptides

Vancomycine

Teicoplanine

Ils bloquent la polymérisation du

peptidoglycane en se fixant sur la partie DAla-

D-Ala terminale des peptides impliqués dans la

phase de polymérisation du peptidoglycane.

Non classé Fosfomycine

Elle se fixe sur une enzyme impliquée dans la

formation de l’acide N-acétylmuramique qui

est l’un des précurseurs du peptidoglycane.

Tableau 3: Action des antibiotiques sur la membrane plasmique.

Famille Antibiotiques Mode d’action

Polymixines Polymixine B

Colistine

Elles se fixent sur les phospholipides, et perturbent

ainsi les transferts transmembranaires de nutriments

et inhibent les phosphorylations oxydatives du

métabolisme énergétique (Fauchère et Avril, 2002).

Tableau 4 : Action des antibiotiques sur la synthèse protéique.

Famille Antibiotiques Mode d’action

Aminosides Streptomycine

Kanamycine

Gentamicine

Ils se fixent sur la Sous unité 30S du

ribosome ou ils s’interférent avec la

synthèse des protéines (Singleton, 2005).

Macrolides-

Lincosamides

Streptogramines

Spiramycine

Lincomycine

Pristinamycine

Ils agissent au niveau de la sous unité

50S du ribosome. Ils inhibent la

croissance de la chaine polypeptidique en

formation (Yala et al. ,2001).
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Tableau 4 : Action des antibiotiques sur la synthèse protéique. (suite)

Tétracyclines Oxytetracycline

Doxycycline

Glycylcyclines

Ils agissent au niveau de la sous unité

30S du ribosome en inhibant la phase

d'élongation de la chaîne polypeptidique,

en empêchant la fixation de l'aminoacyl-

ARNt (Bryskier, 1999).

Phénicolés Chloramphénicol

Thiamphénicol

Inhibition de la peptidyl-transférase, en

se fixant sur la sous-unité 50S du

ribosome bactérien (Wareham et

Wilson, 2002).

Oxazolidinones Linézolide Ils se fixent sur la sous unité ribosomale

50S et empêche sa liaison à la sous unité

30S (Nauciel et Vildé, 2005).

Tableau 5: Action des antibiotiques sur la synthèse des acides nucléiques.

Famille Antibiotiques Mode d’action

Quinolones

Et

Fluoroquinolones

Acide nalidixique,

Acide pipémidique,

Acide oxolinique

Fluméquine

Péfloxacine

Ofloxacine

Norfloxacine

Ciprofloxacine

Ils agissent sur deux enzymes impliquées dans cette

synthèse:

ADN gyrase (cible principale des BGN), il forme un

complexe ADN gyrase-Quinolones qui va bloquer la

progression de l’ADN polymérase bactérienne au cours

de la réplication.

ADN topo- isomérase IV, l’interaction entre l’ADN,

quinolone et topoisomerase stimule la coupure de l’ADN

et inhibe la relégation (Hooper, 2002).

Rifamycines Rifamycine

Rifamycine SV

Inhibition de la transcription de l'ADN en ARNm par

inhibition de l'ARN polymérase (Nauciel et Vildé,

2005).
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Tableau 5: Action des antibiotiques sur la synthèse des acides nucléiques. (suite)

Nitrofuranes Nitrofurantoine

Furazolidone

Nifuroxazide

Elles agissent directement sur l’ADN en provoquant

diverses lésions (coupures et substitution de bases)

(Nauciel et Vildé, 2005).

La figure 2 récapitule les mécanismes d’action des antibiotiques sur la cellule bactérienne.

Figure 2 : Mécanismes d’action des antibiotiques (Targant, 2012).

2.3. Spectre d’activité

Liste des espèces sur lesquelles les antibiotiques sont actifs :

- Les antibiotiques à spectre large : sont efficaces sur un grand nombre de types d'agents

pathogènes. Ils sont utilisés lorsque la bactérie n'est pas identifiée et que la pathologie peut

être due à différents types d'agents pathogènes.

- Les antibiotiques à spectre étroit : sont efficaces sur un nombre limité d'agents infectieux

leur permettant de cibler une pathologie en particulier (Demoré, 2012).

- Les antibiotiques à spectre limité :

2.4 Mode d’action

La classification des antibiotiques est basée sur leur modalité d'action: antibiotiques

bactériostatiques ou bactéricides (Van Bambeke et al., 2013).
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D'une façon générale, pour exercer son activité, l’antibiotique va se fixer sur une cible

cellulaire bactérienne, spécifique et bloquer la fonction physiologique associée à cette cible

(Andremont, 1993).

Selon les conséquences de cette fixation de l'antibiotique sur la cible, on peut distinguer deux

types (Mbengue, 1997) :

a. Bactériostase

Elle est définie comme une diminution de la croissance bactérienne sans phase de

destruction. Lorsqu'elle est maximale, le nombre de bactéries reste égal à l’inoculum (Oieye,

1996).

b. Bactéricidie

Elle est définie comme l'activité d'un antibiotique qui entraîne la mort accélérée des

bactéries. Elle est fonction de la concentration de l'antibiotique, du temps d’action, mais aussi

du type d'antibiotique (Oiallo, 1993).

3. Résistance aux antibiotiques

3.1. Définition

Selon l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), une souche résistante est une

souche qui supporte une concentration d'antibiotiques, notamment plus élevée que celle qui

inhibe le développement de la majorité des souches de la même espèce (Azerbaidjan, 2011).

3.2. Résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinsèque, est une caractéristique propre d’un genre ou

d’une espèce bactérienne, portée par le chromosome, elle est stable, et transmise à la

descendance (Copyright Medqual, 2012).

3.3. Résistance acquise

La résistance acquise est un caractère qui ne concerne que quelques souches d’une

espèce donnée. Elle est moins stable, mais elle se propage souvent de façon importante dans

le monde bactérien. Elle est portée par le chromosome, les plasmides, ou des éléments

génétiques mobiles, permettant ainsi une transmission verticale à la descendance mais aussi

une transmission horizontale, parfois entre espèces différentes (Lozniewski et al ., 2010 ;

Copyright Medqual , 2012).



Chapitre П : Les antibiotiques

13

3.3.1. Mécanismes génétiques de la résistance

Une bactérie peut acquérir une résistance aux antibiotiques par deux grands

mécanismes génétiques :

a. Résistance chromosomique

La résistance chromosomique résulte d’une mutation qui entraîne la perte ou la

modification d’une protéine. Elle n’est pas provoquée par la présence de l’antibiotique, ce

dernier révèle la mutation de résistance en sélectionnant les bactéries mutantes résistantes

(Ndorma, 2012).

b. Résistance extra-chromosomique

Elle a pour support génétique les plasmides ou les éléments transposables ou les

intégrons et ils définissent une résistance extra-chromosomique (Lozniewski et al ., 2010).

3.3.2. Mécanismes biochimiques de la résistance

A. Modification de la cible

La modification des PLP ou "protéines liant les pénicillines", sont des enzymes qui

catalysent l’étape finale de la biosynthèse du peptidoglycane et qui sont la cible des bêta-

lactamines. Trois mécanismes peuvent intervenir (Lozniewski, 2010) :

- La diminution de l’affinité des PLP pour les bêta- lactamines.

- L’augmentation de la synthèse des PLP existantes avec hyper-expression de PLP

possédant naturellement une faible affinité pour les bêta- lactamines.

- La synthèse d’une ou de plusieurs nouvelles PLP insensibles aux bêta-lactamines.

B. Modification de la perméabilité

Elle est due grâce à la mutation affectant la structure des porines par lesquelles

l’antibiotique peut pénétrer dans la bactérie ou en diminuant leur synthèse (Lozniewski et

Rabaud, 2010).

C. Action des pompes d’efflux

L’efflux repose sur une pompe insérée dans la membrane et capable d'éjecter l'antibiotique

hors de la bactérie grâce à un canal, cet efflux conduit à une diminution de la concentration

intracellulaire de l'antibiotique (Martinez et al., 2007).
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D. Production d'enzymes inactivant les antibiotiques

Certaines bactéries vont produire des enzymes capables de modifier ou de détruire un

antibiotique, conduisant à son inactivité, telle l’hydrolyse de bêtalactamines par les bêta-

lactamases, ou les estérifications des aminosides (Fauchère et Avril, 2002 ; Copyright

Medical, 2012).

Figure 3 : Mécanismes de résistance aux antibiotiques.
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1. Définition

Les composés phénoliques sont des substances présentes dans tous les végétaux et

dans tous les organes de la plante (Sun et al., 2011).Ce sont des produits du métabolisme

secondaire des végétaux, caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique auquel

est directement lié au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre

fonction tels que : éther, ester, hétéroside…etc (Bruneton , 1999).

2. Biosynthèse des polyphénols

Les polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynthétiques: Celle de l’acide

shikimique (shikimate) et celle issue de l’acétate-malonate (Martin et Andriantsitohaina,

2002).

Figure 4: Biosynthèse des composés phénoliques (Mohammedi, 2013).

3. Classification

3.1 Polyphénols monomériques

3.1.1. Acides phénolique

Ils possèdent une seule fonction carboxylique acide. Bien que le squelette  de base reste le

même, les nombres et les positions des groupes hydroxyles sur le cycle aromatique, font la

différence et établissent la variété des structures et de composés (Barboni, 2006 ; Wissam et

al., 2012 ; Kumar et al., 2014 ).
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a. Acide phénols dérivés d’acide benzoïque

Sont des hydroxybenzoïques et ont une structure générale de base de type (C6-C1), ces

molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (Harrar, 2012).

Figure 5 : Structure chimique de l’acide benzoïque (Crozier et al., 2006).

b. Acide phénols dérivés d’acide cinnamique

Ils sont des  hydroxycinnamiques, souvent estérifiés. Les plus courants sont l’acide

cinnamique, l’acide caféique, l’acide p-coumarique et l’acide synaptique (Kaur, 2014).

Figure 6 : Structure chimique de l’acide cinnamique (Crozier et al., 2006).

3.1.2. Flavonoïdes

Ils ont un squelette de base formé par deux cycles en C6, reliés entre eux par une

chaîne en C3, qui peut évoluer en un hétérocycle (Akroum, 2011 ; Benhammou, 2013).  Ces

composés existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides, c'est à- dire

liée à des oses et autres substances (Heller et Forkmann, 1993).

Figure7 : Structure générale des flavonoïdes (Damian-Rayna et al ., 2016).

3.2. Polyphénols polymériques

3.2.1. Tanins
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Les tanins sont des composés phénoliques complexes, hydrosolubles (Kamra et al.,

2006). Ils sont localisés dans les vacuoles. En général, ils sont subdivisés en deux groupes

distincts en fonction du type de l’acide phénolique et du type de liaisons qui déterminent la

taille et la réactivité chimique de la molécule (Rira, 2006).

a. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des esters d’acides gallique, ces substances sont

facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique (Macheix et al ., 2005).

b. Tanins condensés

Ils ne possèdent pas de sucre dans leurs molécules et leurs structures est voisine de

celle des flavonoïdes. Ils sont plus complexes (Alilou, 2012). Ce sont des polyphénols de

masse molaire élevée. Ils résultent de la polymérisation des unités de flavan-3-4-diol liées par

des liaisons C4-C8 ou C4-C6 (Guirgnard, 2000 ; Achat, 2014).

3.2.2. Lignines

Ils sont formés par polymérisation oxydative de monolignols (sont les dérivés de

l’acide cinnamique), qui sont les alcools p-coumarique, conifrérique et sinapique (Sakagami

et al., 2005). La lignine sert à rigidifier les parois cellulaires (Cruz et al., 2001).

Figure 8 : Structure chimique des lignines (Scalbert et Williamson, 2000).

3.2.3. Coumarines

Elles existent sous forme libre, solubles dans les alcools et dans les solvants

organiques ou les solvants chlorés ou encore liées à des sucres (hétérosides),  plus ou moins

solubles dans l’eau (Djemoui, 2012).
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Figure 9 : Structure des coumarines (Djemoui, 2012).

3.2.4. Stilbènes

Sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux aromatiques

reliés par une double liaison, le resvératrol et le ptérostilbène, et sont des composés

synthétisés par la plante suite à un stress. Ces molécules peuvent s’oxyder sous l’action

d’enzymes oxydase et les peroxydases (Perre, 2001).

Figure10 : Structure chimique d’un stilbène (Midoun, 2011).

4. Rôles des polyphénols

a. Chez les plantes

Les composés phénoliques en particulier les flavonoïdes seraient impliqués dans un

certain nombre de fonctions :

- Ils assurent la pigmentation des fleurs, des fruits et des graines pour attirer les pollinisateurs

et les disperseurs de graines ;

- Représentent un système de défense contre les microorganismes pathogènes ;

- Protègent les plantes contrent les radiations UV en absorbant à la fois ces radiations et les

espèces réactives de l’oxygène formées ;

- Interviendraient dans la fertilité des plantes et la germination du pollen (Schijlen et al., 2004

; Stalikas, 2007).

b. Chez l’homme

Plusieurs propriétés biologiques ont été attribuées aux polyphénols:

- Anticancérigènes : flavonoïdes et coumarines (Hirata et al ., 2009) ;

- Anti-inflammatoires : flavonoïdes (Vafeiadou et al ., 2009), les lignanes (Da Silva

et al., 2008), coumarines (Melagraki et al., 2009) ;
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- Analgésiques : flavonoïdes (Sutradhar et al ., 2008) ; lignanes (Da Silva et al .,

2005), coumarines (Kalkhambkar et al., 2007) ;

- Antiparasitaires : les composés phénoliques manifestent des activités contre un

spectre de parasites (Felippe et al ., 2008) ;

- Vasodilatoires : flavonoïdes (Padilla et al ., 2005), les lignanes (Raimundo et al .,

2009) ;

- L’activité antivirale des flavonoïdes est connue (Choi et al ., 2009) ;

5. Méthodes d’extraction des composés phénoliques

La complexité de la structure et la variabilité de la matière végétale, ainsi que la large

variété des composés à extraire ont conduit à l’apparition d’une grande variété de technologie

d’extraction.

5.1. Extraction assistée par Ultrason

C'est une technique fréquemment utilisée pour l’extraction des composés bioactifs à

partir des matières végétales (Arceusz et al., 2013).

C'est un nouvel outil permettant d’augmenter les rendements et/ou d’accélérer les

cinétiques d’extraction, elle est simple à mettre en place, et permet d’effectuer plusieurs

extractions simultanément (Achat, 2013).

5.2. Extraction assistée par micro-ondes

L'extraction par micro-ondes offre un transfert rapide d'énergie et un chauffage

simultané de l'ensemble « solvant et matrice végétale solide ». En absorbant l'énergie des

microondes, l'eau présente dans la matrice végétale favorise la rupture des cellules, facilitant

ainsi la libération des produits chimiques de la matrice et améliorant leur extraction (Michel

et Florent, 2011).

5.3. Extraction par macération

Elle consiste à la mise en contact du matériel végétal avec le solvant, avec ou sans

agitation, à température ambiante ou à température élevée pour une durée déterminée.  Elle

est basée sur la solubilité des composés bioactifs dans un solvant d’extraction, et elle est

influencée par une série de facteur, dont la  nature du solvant, la durée d'extraction …etc

(Budic-letoc et al., 2005 ; Spigno et Defaveri, 2007).

5.4. Extraction au soxhlet
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L’extracteur de Soxhlet permet le traitement des solides (matière végétale) avec des

solvants en phase liquide ou partiellement vaporisés. Le corps en verre de l’extracteur,

contient une cartouche en cellulose (matière pénétrable pour le solvant) remplie de matière

végétale. Cette cartouche est fixée sur un réservoir de solvant (ballon) et est surmontée d’un

réfrigérant (Sarker et al., 2006 ; Herzi, 2013).

6. Généralités sur Pulicaria crispa

1. famille des Asteracae

La famille des Asteracae (composées) est l’une des plus distribuée dans le règne végétale.

Elle comprend plus de 13 tribus, 1000 genres et 23000 espèces. En Algérie, les Asteracea

renferment 408 espèces réparties en 109 genres (Quezel et Santa ., 1963).

Les composées présentent principalement dans les régions tempérés et froides du globe.

Elles sont principalement des herbes vivaces ou non, des arbustes ou sous-arbrisseaux. Elles

ont la caractéristique commune d’avoir des feuilles réunies en capitules, sans pédoncules,

placées à l’extrémité d’un rameau ou d’une tige et entourées d’une structure formée de

bractées florales (Dupont et al ., 2012).

2. Présentation de la plante

2.1. Nomenclature

- Nom latin : Pulicaria crispa

- Nom vernaculaire : Couramment appelé « SEBKA » dans le sud algérien (Hoggar,

Tamanrasset) , ou « AL JATHJATH » dans l’Arabie saoudite (Alnour ., 2007).

2.2. Systématique

En 1981, Cronquist a classé la plante « P. crispa » comme suit:

Règne : plantae

Sous-règne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Asterales

Famille : Asteracae ou compositae

Genre : Pulicaria

Espèce : Pulicaria crispa
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2.3. Description

Cette plante est une plante  à croissance rapide, pousse comme un petit arbuste court,

ligneux ou érigé, d'une hauteur de 40 à 50 cm avec plusieurs branches poussant à la base de la

plante.

Cette plante est aussi caractérisée par :

- Les feuilles sont vertes olives, réciproques et hérissées, sessiles, cotonneuses,

tomenteuses des deux pages de poils blancs ligneux.

- Les fleurs aromatiques apparaissent sous la forme d'un collier jaune de 8 mm de

diamètre et sont sphériques, terminales et creuses. Elles sont hétérogames.

- Les fruits cylindriques sont minces de 2 mm avec des soies. Ils sont lisses ou à peine

côtelés, parsemés de poils blanc.

- Les racines sont pivotantes latérales de 12 à 75 cm de haut à tiges densément ramifiées

de la base de la plante

Elle  aime les terrains sablonneux et rocheux et très résistante aux sels. Cette plante est

hautement adaptée aux conditions extrêmes du désert et a la capacité de résister aux

températures élevées, à la sécheresse et aux sols pauvres. Elle peut être propagée par

plantation directe de graines ou par autoproduction (Negre, 1962 ; Chaudhary, 2000).

2.4. Répartition géographique

L’origine de la plante P. crispa est  l’Arabie saoudite et est répandue presque partout

dans la péninsule arabique. On la trouve également en Afrique le long du Sahel, où elle est

utilisée pour le fourrage et la culture.

Selon Hussein et al., (2017), le genre Pulicaria est réparti entre l’Europe, l’Afrique

et l’Asie et comprend  100 espèces, dont 5 en Europe. En Algérie, il existe 16 espèces, dont 4

dans le désert (Boumaraf et al., 2016).

3. Utilisations et propriétés thérapeutiques

P. crispa est riche en divers métabolites secondaires: flavonoïdes, coumarines, tannins,

et triterpènes … (Amany et al ., 2010). Elle a de nombreuses utilisations traditionnelles qui

sont utilisées pour le traitement de diverses affections, telle les maladies cardiaques, des

troubles gastro-intestinaux, du rhume, de la toux, des coliques, de la transpiration excessive et

comme carminatif (Yasmin et  al ., 2015).



Chapitre Ш : Généralités sur les polyphénols et Pulicaria crispa

22

D’après de nombreuses recherches plusieurs activités ont été mises en évidence, telles

que les propriétés antibactériennes, activités cytotoxiques, antifongiques et anti-

inflammatoires et activité antioxydante élevée (Mohammed et al ., 2017).

Un grand nombre d’espèces de genre Pulicaria sont dotées de diverses activités biologiques à

savoir : antilukemique, anti-inflammatoire,  chimio préventive potentiel de cancer et

génotoxique (Algabr et al ., 2012).

Ainsi d’autres activités sont révélées chez certaines espèces de Pulicaria telles que :

l’activité cytotoxique pour P. orientalis ; l’activité antibactérienne pour P. undulata et P.

dysenterica ; l’activité antispasmodique pour P. glutinosa ; l’effet antihistaminique pour P.

dysenterica (al-hajj, 2014), activité anti-diarrhéique pour P. odora (Awen et al ., 2010).
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La réalisation du présent travail a été effectué au niveau des laboratoires communs

d’analyses physico-chimiques et le laboratoire pédagogique de microbiologie de l’université

MOULOUD MAMMERI de Tizi-Ouzou, pendant la période allant de mois d’avril jusqu’au

mois de mai, ainsi que le laboratoire de microbiologie du Centre Hospitalo- Universitaire de

Tizi-Ouzou, pendant la période allant du mois de mars au mois de avril.

1. Matériel

1.1. Matériel végétal

Pour la réalisation de ce travail, la partie aérienne de la plante P. crispa a été récoltée,

durant le mois de janvier 2018, en période de floraison, au niveau de la région de Hoggar à 80

Km de la willaya de Tamanrasset, au sud de l’Algérie. Le Hoggar couvre une superficie

d’environ 50 000Km2 et s’élève à une altitude de 2918 m.

Figure 11: Les parties aériennes de « Pulicaria crispa » (Hoggar, Tamanrasset)

1.2. Souches bactériennes

Des souches bactériennes issues des prélèvements d’infections respiratoires humaines

ont été isolées, identifiées et testées vis-à-vis d’antibiotiques, au niveau du laboratoire de

microbiologie du CHU de Tizi-Ouzou.

Afin de tester l’activité antimicrobienne de l’extrait de la plante, ces souches sont

transportées du  CHU Tizi-Ouzou vers l’université, dans des tubes à visses contenant un

milieu de conservation, revivifiées par la suite à 37°C par repiquages sur gélose nutritive.

1.3. Tests biochimiques

- Galerie API 20NE, Galerie API 20 E et Galerie API Staphylocoque.
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- Oxydase.

- Catalase.

1.4. Milieux de cultures

Les milieux de culture utilisés dans ce travail sont présentés dans le tableau ci-

dessous :

Tableau 6: Milieux de cultures utilisés.

1.5. Produits chimiques

Le tableau suivant représente les produits chimiques utilisés :

Tableau 7: Différents produits chimiques et leurs utilisations.

Solvants Méthanol et l’acide formique. Extraction des polyphénols.

Réactifs

Folin-Ciocalteu.

Dosage des polyphénols.Carbonate de sodium

(Na2CO 3).

L’acide gallique.

Sel Chlorure de sodium(NaCl).

Préparation de l’eau

physiologique.

Milieux de

culture

Pourpre de Bromocrésol.

Isolement des souches bactériennes.

Gélose au sang cuit.

Gélose au sang frais.

Hektoen.

Chapman.

Gélose nutritive. Repiquage des souches bactériennes.

Citrate de Simmons. Identification des souches

bactériennes.Clark et Lubs.

Triple Sugar Iron

Gélose Muller Hinton. Aromatogramme et antibiogramme.
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1.6. Antibiotiques

Amikacine (AK), Amoxicilline (AM), Ampicilline (AMP), Ticarcilline (TC), Pipéracilline

(PIP), Céfalotine (CF), Céfoxitine (FOX), Céfotaxine (CTX), Ceftazidime (CAZ),

Imipénème (IMP), Tobramycine (TOB), Gentamicine (GEN), Acide nalidixique (NA),

ciprofloxacine (CIP), Ofloxacine (OFX), Nitrofurantoine (F), Pefloxacine (PEF),

Sulfaméthoxazole (SXT), minocycline (MNO), Colistine (COL), Méropénème (MEM),

Céfépime (CEF), vancomycine (VAN), chloramphénicol(CHL), Kanamycine (K),

Pristinamycine (RP), Fosfomycine (FF).

2. Méthodes

2.1. Récolte du matériel végétal

Pendant la cueillette de la plante, elle a été coupée à l’aide de ciseaux, secouée pour

éliminer les insectes et le sable, et mise dans du papier pour pouvoir la transporter.

2.2. Préparation de la poudre

L’utilisation de la plante a été précédée par les étapes suivantes :

 Le séchage : la partie aérienne de la plante est séchée à l’air libre, à l’abri de la

lumière et à température ambiante, afin de pouvoir conserver le maximum de

métabolites secondaires de la plante.

 Le broyage : une fois séchée, la plante est ensuite broyée à l’aide d’un broyeur

électrique.

 Le tamisage : le broyat obtenu est tamisé dans une passoire, le produit résultant est

une poudre fine prête à l’utilisation.

 Conservation : Cette poudre est conservée dans un flacon en verre, à l’abri de l’air, de

l’humidité et de la lumière jusqu’à utilisation.

2.3. Extraction des polyphénols de Pulicaria crispa

Cette étape consiste à extraire le maximum de substances actives contenues dans la

plante par macération en utilisant dans ce cas le méthanol comme solvant organique.

La macération consiste à laisser la poudre du matériel végétal en contact prolongé avec

un solvant pour extraire les principes actifs. C’est une extraction qui se fait à température

ambiante et qui a l’avantage de préserver les substances thermosensibles.



Matériel et méthodes

26

Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par Revilla et al.,

(2001),  avec quelques modifications :

- Une quantité de 50g de poudre fine de P. crispa a été ajouté à 200 ml du mélange

méthanol-acide formique (95-5) ;

- Laisser macérer pendant 72h, ensuite filtrer deux fois avec le tissu mousseline ;

- Récupérer le filtrat  dans un flacon.

- Le filtrat est par la suite concentré sous vide à l’aide d’un rotavapeur à 45°C, pour

obtenir une solution aqueuse chargée en substances bioactives dans le ballon

d’évaporation, le méthanol  utilisé est récupérer dans le ballon de récupération;

- L’extrait est conservé à 4°C  jusqu'à utilisation.

Figure 12: Evaporation du méthanol de l’extrait par le rotavapor

2.4. Rendement

Le rendement désigne la masse de l’extrait déterminée après évaporation du solvant, il

est exprimé en pourcentage par rapport à la masse initiale de la plante soumise à l’extraction

selon l’équation suivante décrite par (Mahmoudi et al, 2013) :

Où : R : le rendement en (%);

Mext: la masse de l’extrait après évaporation du solvant en (g) ;

Bain- Marie

Réfrigérant

Ballon de récupération

Ballon d’évaporation

R (%) = (M ext /M éch) x 100
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Méch : la masse sèche de l’échantillon végétal en (g).

2.5. Dosage des composés phénoliques

a. Principe

Le contenu des composés phénoliques de  l’extrait est estimé par la méthode de Folin-

ciocalteu  décrite par (Hoganet al., 2009 ; Segade et al., 2008 ; Waterhouse, 2001).

Le principe consiste en la réduction des acides phosphotungstique  et

phosphomolybdique du Folin –ciocalteu, en présence de polyphénols, en un mélange bleu

d'oxydes de tungstène et de molybdène. La coloration produite, absorbant à 765 nm est

proportionnelle aux taux de composés phénoliques oxydés.

b. Mode opératoire

 10 µl d'extrait de l'échantillon, ou l’une des concentrations de la gamme étalon;

 1,58 ml d’eau distillée;

 100 µl du réactif de Folin-ciocalteu;

 Le mélange obtenu est laissé 5min à température ambiante à l’obscurité;

 Ajouter 300 µl d'une solution de bicarbonate de sodium;

 Incuber pendant 2h à une température ambiante à l’obscurité;

 Lire l'absorbance à 765 nm.

Ce protocole est suivi pour chaque dilution de l’extrait, ainsi que celles de l’étalon.

c. Dilution de l’échantillon

L’extrait est dilué à chaque fois au demi (1 2 ), en utilisant le méthanol. On obtient

1/2, 1/4, 1/8, 1/16….

La concentration des polyphénols totaux est calculée à partir de l’équation de

régression de la gamme d’étalonnage établis avec l’acide gallique (AG) selon l’équation

suivante : y = ax + b. Elle est exprimée en mg équivalent d’acide gallique par gramme de la

matière sèche (mg EAG /g de matière sèche «MS »).

d. Courbe d’étalonnage

À partir d’une solution mère de l’acide gallique de 1 mg/ml, une série de solutions

filles est ainsi préparée, de concentrations allant de 0,1 à 1 mg/ml.
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3. Les souches microbiennes

3.1. Prélèvements

Des prélèvements de crachats, de gorges et bronchiques ont été obtenus des patients

hospitalisés atteints d’infections respiratoires hautes ou basses, au niveau de

services d’hématologie, de pédiatrie ou de réanimation.

3.2. Isolement

Tous les prélèvements analysés durant cette étude sont passés par une étape

d’isolement. Le prélèvement de crachat, peut être directement ensemencé sans dilution au

préalable. Par contre, ceux de gorges et bronchiques, un volume de 1ml d’eau physiologique

leur est ajouté. L’isolement se fait en stries, avec la méthode de cadrans sur les milieux de

cultures suivants : BCP, GSF et GSC, Chapman et Hektoen. Les boites de Petri sont incubées

à 37 °C pendant 24 heures. Une purification des souches a été réalisée en procédant à des

repiquages successifs.

3.3. Identification

L’identification des souches bactériennes précédemment citées est basée surtout sur

l’étude de leurs caractères morphologiques et biochimiques.

3.3.1. Caractères macroscopique

Cette étape consiste à l’étude des caractères morphologiques visibles à l’œil nu, tels

que la couleur, la forme, le contour, le relief, la consistance, la taille et l’odeur.

3.3.2. Caractères microscopiques

3.3.2.1. Coloration de Gram

La coloration de Gram permet de distinguer les bactéries à Gram négatif qui

apparaissent roses et les bactéries à Gram positif qui apparaissent violettes. Cette différence

de coloration est liée à des différences de nature de la paroi bactérienne.

3.3.2.2. Caractères biochimiques
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Pour une identification biochimique des germes retenus, une galerie API 20E, API 20

NE et API Staphylocoque sont utilisées, en plus de quelques tests de la galerie classique,

dont :

A. Test de TSI

A.1. Principe

Pour la mise en évidence de la fermentation des trois sucres (glucose, saccharose,

lactose), et l’appréciation de la production ou non d’H2S et de noter la production ou non de

gaz.

A.2. Technique

L’ensemencement est réalisé par piqûre centrale dans le culot puis par stries sur la

pente, la lecture se fait après 24 heures d’incubation à 37°C.

A.3. Lecture

La fermentation des sucres se traduit par le virage de la couleur du milieu au jaune, le

dégagement de gaz se traduit par la formation des bulles de gaz dans la masse du culot, alors

que la production d’H2S se traduit par le noircissement du milieu.

B. Test de catalase

La catalase est un caractère quasi-constant chez les staphylocoques.  La mise en

évidence de la catalase permet de distinguer parmi les cocci à Gram positif, les

staphylocoques (cat+) et les streptocoques (cat -).  Il s’agit de mettre en contact une colonie de

la bactérie à étudier en présence de peroxyde d’hydrogène. Une effervescence (dû à un

dégagement de dioxygène) signe la présence d’une catalase.

C.  Test d’oxydase

Ce test permet de mettre en évidence une enzyme: la phénylène diamine oxydase des

bactéries à partir de leur culture en milieu gélosé. Cette enzyme est capable d’oxyder un

réactif: le N diméthyl paraphénylène diamine. Ce dernier peut être sous deux formes : soit en

solution, soit sous forme d’un disque pré-imprégné.



Matériel et méthodes

30

- Si la colonie prend une teinte rose, violette. Le germe possède une oxydase : le test est

positif.

- Si la colonie reste incolore, le germe ne possède pas d’oxydase, le test est négatif.

D. Test de coagulase

Le test mettant en évidence l’aptitude des bactéries à coaguler le plasma est le

principal test caractérisant S. aureus.  Le test de détection consiste à incuber pendant 4 heures

à 37°C un mélange de plasma et de la souche à tester. L’apparition d’un caillot est observée

en inclinant le tube à 90°.

E. Galerie API 20

E.1. Principe

La galerie API 20 est une version miniaturisée et standardisée des techniques

biochimiques conventionnelles pour l’identification des bactéries.

La galerie API 20 comporte 20 microtubes contenant des substrats sous forme

déshydratée, ces microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les

milieux. Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages

colorés spontanés ou révélés par l’addition de réactifs.

E.2. Technique

E.2.1. Préparation de la galerie

- Mettre  l’eau distillée stérile sur le fond de la boîte (partie alvéolée) ;

- Placer la galerie sur le fond de la boîte ;

- Recouvrir la boite avec son couvercle ;

- Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boîte.

E.2.2. Préparation de l’inoculum

- Ouvrir une ampoule d’API 20E, ou un tube contenant l’eau physiologique ;

- A l’aide d’une pipette Pasteur, prélever une seule colonie bien isolée sur milieu

gélosé;

- Réalisez une suspension bactérienne en homogénéisation soigneusement.

E.2.3. Inoculation de la galerie
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- Introduire la suspension bactérienne dans les microtubes de la galerie à l’aide d’une

pipette Pasteur;

- On réalise une anaérobiose pour  les tests  spécifiques de chaque germe et qui sont

soulignés en remplissant leur cupule d'huile de paraffine (ADH, ODC, LDC…) ;

- Refermer la boîte d’incubation, incuber à 37°C pendant 24 heures.

E.2.4. Lecture

La lecture de ces réactions se fait à l’aide du tableau de lecture et l’identification des

souches est obtenue à l’aide du tableau d’identification du catalogue analytique.

Figure15: Schéma de la galerie API 20E.

4. Antibiogramme

La sensibilité aux antibiotiques des souches étudiées a été testée en se basant sur deux

méthodes d’antibiogramme :

4.1. Antibiogramme classique en  milieu gélosé (méthode de disques)

Les tests  de sensibilité aux antibiotiques des souches identifiées ont été réalisé selon

la méthode standard, recommandée par le comité de l'antibiogramme de la société Française

de Microbiologie (CA-SFM 2019). Elle consiste à déposer des disques d’antibiotiques sur

milieu,  puis leur incubation à 37°C pendant 18h à 24h.

La figure suivante explique les étapes essentielles de la procédure de réalisation de

l’antibiogramme.

Matériel et méthodes

31

- Introduire la suspension bactérienne dans les microtubes de la galerie à l’aide d’une

pipette Pasteur;

- On réalise une anaérobiose pour  les tests  spécifiques de chaque germe et qui sont

soulignés en remplissant leur cupule d'huile de paraffine (ADH, ODC, LDC…) ;

- Refermer la boîte d’incubation, incuber à 37°C pendant 24 heures.

E.2.4. Lecture

La lecture de ces réactions se fait à l’aide du tableau de lecture et l’identification des

souches est obtenue à l’aide du tableau d’identification du catalogue analytique.

Figure15: Schéma de la galerie API 20E.
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méthodes d’antibiogramme :
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Les tests  de sensibilité aux antibiotiques des souches identifiées ont été réalisé selon

la méthode standard, recommandée par le comité de l'antibiogramme de la société Française

de Microbiologie (CA-SFM 2019). Elle consiste à déposer des disques d’antibiotiques sur

milieu,  puis leur incubation à 37°C pendant 18h à 24h.

La figure suivante explique les étapes essentielles de la procédure de réalisation de

l’antibiogramme.
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Figure16: schéma explicatif de l’antibiogramme standard

4.2. L’antibiogramme en milieu liquide automatisé (Vitek)

Les étapes de l’antibiogramme liquide se font de la façon suivante :

- Préparation de l’inoculum ;

- Lecture de la DO (doit être comprise entre 0,08 et 0,1) ;

- Dépôt des plaques d’antibiotiques dans les tubes (contenant l’inoculum) ;

- Incubation 3h à 8h dans le Vitek ;

- Enregistrement des informations (Noms des patients, services, âge et le type de

prélèvements) ;

- Impression des résultats.

Figure 17 : Photo du vitek
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5. Evaluation de l’activité antibactérienne

L’activité antibacterienne de l’extrait a été déterminée par la méthode de diffusion sur

gélose, décrite par OULHADJ et al. (2014)., pour l’évaluation de son effet.

5.1. Repiquage des espèces bactériennes et préparation des pré-cultures

Les différentes souches bactériennes cliniques ont été repiqué par la méthode de stries

sur la gélose nutritive, à partir des milieux de conservation puis incubées à 37°C, afin d’avoir

une culture jeune moins de 18h en phase exponentielle de croissance, qui vont servir à la

préparation de l’inoculum.

5.2. Préparation de la suspension bactérienne

A partir de la culture bactérienne jeune, quelques colonies sont prélevées avec une

anse de platine, et remises en suspension dans l’eau physiologique stérile. Une agitation et

ensuite effectuée au vortex, pendant quelques secondes pour bien homogénéiser la

suspension, leur densité optique (DO) de 0,08à 0,10 lue à une longueur d’onde de 625 nm, qui

correspond à une concentration de 106 à 108 germes / ml.

L’inoculum peut être ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de

l’eau physiologique stérile s’il est trop fort. L’ensemencement doit se faire dans les 15

minutes qui suivent la préparation de l’inoculum.

5.3. Test de sensibilité à l’extrait par la méthode de diffusion sur gélose

5.3.1. Préparation des disques et les milieux de culture

Les disques sont préparés à partir de papier Whatman, avec un diamètre de 6 mm.

Ensuite, ils sont mis dans un tube à essai, stérilisés à l'autoclave et conservés jusqu'à

utilisation.

La gélose de Muller Hinton stérile prête à l’usage a été coulé dans des boites de pétrie

stériles. L'épaisseur de la gélose est de 2 mm répartie uniformément dans les boites. Ces

dernières doivent être séchées 30 min à une température ambiante du laboratoire avant leur

emploi.

5.3.2. Ensemencement
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Des boites de Pétri stériles préalablement coulées sont ensemencées par

écouvillonnage, en stries très serrées par trois passages, à l’aide d’un écouvillon trempé dans

la suspension bactérienne. L'encensement s'effectue de telle sorte à assurer une distribution

homogène des bactéries, en faisant pivoter les boites de pétrie de 60°.

A l'aide d'une pince stérile, les disques de papier Whatman imprégnés avec 10 µl

d’extrait phénolique, sont déposés délicatement à la surface de la gélose inoculée au préalable.

5.3.3. Lecture des résultats

L'activité antibactérienne est déterminée en termes de diamètre de la zone d'inhibition

produite autour des disques après 24 h d'incubation à 37° C.

- Un disque de papier Whatman imprégné de méthanol a servi de témoin négatif.

La sensibilité aux extraits est classée selon le diamètre des zones d’inhibition comme suit :

- Non sensible (-) : pour le diamètre moins de 8 mm ;

- Sensible (+) pour un diamètre entre 8 et 14 mm ;

- Très sensible (++) pour un diamètre entre 15 à 19 mm et extrêmement sensible (+++)

pour le diamètre plus de 20 mm (Moreira et al ., 2005).

6. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

Pour ce test, la méthode de diffusion de disques a été choisie. En premier lieu, des

suspensions bactériennes ont été préparé à partir de cultures jeunes de 18h, puis ensemencées

sur la gélose MH et laisser  sécher.

Ensuite des disques de papier wattmen de 6mm de diamètre, préalablement stérilisés

sont déposés à la surface de la gélose, après avoir été chargés de 10µl d’extrait à tester diluer

dans le méthanol à 1/2 , 1/4 , 1/8, 1/16, 1/32 et 1/64.

Après 24h d’incubation à 37°C,  les diamètres d’inhibition sont mesurés.
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1. Caractéristiques de l’extrait

L’extrait obtenu est d’aspect visqueux, non miscible avec l’eau, d’une couleur brune

verdâtre et d’une odeur aromatique. Ce même résultat est obtenu par Dali (2017), pour la

même plante « Pulicaria crispa » recueillie au Hoggar, Tamanrasset.

2. Rendement

Dans cette étude, le rendement a été déterminé par rapport à 50g de matière végétale,

préparée à partir des feuilles, tiges et fleurs. Le poids de l’extrait est déterminé par la

différence entre le poids d’une boite de pétrie contenant l’extrait et celui d’une boite vide.

Le rendement d’extraction est le rapport entre la quantité de substances naturelles,

extraites par l’action extractive d’un solvant et la quantité de ces substances contenues dans la

matière végétale. Il dépend de plusieurs paramètres tels que : le solvant, le pH, la température,

le temps d’extraction, la composition de l’échantillon et l’environnement de la plante (climat

et sol) (Angkawijaya et al., 2014).

Les résultats sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 8: Poids de l’extrait et le rendement d’extraction des composés phénoliques de la

plante P. crispa.

Méthode d’extraction Poids d’extrait (g) Le rendement (%)

Macération (méthanol-acide

formique ; 95: 5).

7,257 14,51

Des taux d’extractions inférieures à celui qu’on a obtenu pour l’extrait méthanolique,

de la partie aérienne de la plante P. crispa sont enregistrés par Dali (2017), avec une valeur de

8,83% pour la même plante. Pour le même genre, Monthana et Lindiquist (2005) ont trouvé

un taux de 2,98% pour Pulicaria stephanocarpa. Par ailleurs des taux d’extractions

supérieures à celui qu’on a trouvé ont été aussi obtenus, 17,62% en 2013 par Hammiche et

Ouazzene, et un taux de 22,02% par Gaci et Lahlani(2017) pour la plante Pulicaria odora L.

Alzoreky et Nakahara (2003), ont montré des taux d’extractions inférieures

concernant les extraits acétoniques, 4% pour Chrysanthemum coronarium et 8% pour
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Pulicaria orientalis par rapport à celui qu’on a trouvé pour l’extrait méthanolique de

Pulicaria crispa.

L’extraction des polyphénols des plantes médicinales est l’une des principales étapes

de nombreuses études biologiques et thérapeutiques. Le rendement de cette extraction peut

être affecté significativement par plusieurs paramètres, dus à la différence d’espèces, à la

partie de la plante utilisée, sa taille ainsi que sa composition et les conditions de sa

conservation. Le pH, la présence de substances interférentes sont aussi des paramètres

importants pour une meilleure extraction. (Nawaz et al., 2006 ;Vuong et al., 2013).

Selon (Safdar et al., 2017), cette différence ainsi observée dans le rendement peut être

probablement liée à la divergence des solvants (méthanol, acétone et chloroforme...),la

polarité du solvant, la solubilité, ainsi qu’autres paramètres tels que la concentration du

solvant, la température, le temps d’extraction et la méthode d’extraction.

3. Dosage des composés phénoliques totaux

La quantification des polyphénols totaux de l’extrait méthanolique des tiges, des feuilles

et des fleurs de P. crispa a été effectuée par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu à

l’aide d’une courbe d’étalonnage linéaire (y = 0.608x -0,010 ; R2=0,983), réalisée dans les

mêmes conditions que celles de l’échantillon, en utilisant l’acide gallique comme standard.

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalents de l’acide gallique par gramme de

matière végétale sèche (mg EAG/g MS) (Wong et al., 2007).

Figure 16 : Courbe d’étalonnage de l’acide gallique.
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A partir des dilutions préparées de l’extrait, la dilution 1/64 suit la loi de Beer lambert,

dont l’absorbance était 0,684 nm. Le résultat obtenu pour le dosage des polyphénols totaux de

P. crispa, par macération a donné une valeur de 2,43 mg EAG/g MS.

Des teneurs en polyphénols totaux assez élevées comparant à celle qu’on a obtenue

pour  l’extrait méthanolique de la partie aérienne de P. Crispa sont observées.

Gaci et Lahlani (2017) ont enregistré 55,06 mg EAG/g MS pour l’extrait

méthanolique de feuilles de P. odora et 50,14 EAG/g MS pour l’extrait des racines de

Carthamus caeruleus.

La quantification des polyphénols a aussi donné des valeurs inférieures à celle qu’on a

trouvée. Hammiche et Ouazzene (2013), ont calculé 90µg EAG/g MS pour l’extrait des

feuilles et 73µg EAG/g MS pour l’extrait des racines de P. odora.

Cette différence de teneur en polyphénols totaux serait due aux composants des

polyphénols, qui sont susceptibles de subir une dégradation, une oxydation ou une hydrolyse.

De plus d’autres paramètres peuvent influencer sur la quantification des polyphénols, tels

que : la variété et le mode de conservation de ces extraits, les conditions environnementales,

la période et le stade de développement de la plante (Madi, 2010 ; Lagha-Benamrouche et

Madani, 2013).

Ainsi que les paramètres liés à l’extraction notamment la nature et la concentration du

solvant, la relation solvant-solide, la température et le temps d’extraction (Aboshora et al.,

2014 ; Al-Anbari et Hasan, 2015 ; Li et al., 2016).

Selon Al-Anbari et Hasan, (2015), la teneur en polyphénols est également influencée

par la différence d’espèce, le tissu analysé et l’origine géographique de la plante.

4. Isolement et identification

Ce travail s’est étalé sur une période de deux mois (mars et avril), pendant laquelle on

a pu identifier 19 souches sur 29 prélèvements d’origine d’infection respiratoire reçus au sein

du laboratoire de microbiologie du CHU Tizi Ouzou, 12 sont prélèvements de gorge, 9 sont

des prélèvements de crachats et 8 autres sont des prélèvements bronchiques.

Sur les 19 prélèvements positifs effectués, on note 7 prélèvements de gorge, 6 sont des

prélèvements de crachats, et 6 autres sont des prélèvements bronchiques.
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Figure 17: Répartition des germes selon le type de prélèvements.

Les deux méthodes d’identification automatique ou standard ont donné de bons

résultats, qui permettent de déterminer  l’agent pathogène responsable d’une infection, ainsi

que sa sensibilité à un panel d’antibiotiques.

Nous avons aussi pris en compte les résultats des galeries API pour les différentes

bactéries isolées. La lecture des résultats de la galerie API se fait grâce  au logiciel Api web.

Il suffit de faire entrer les résultats (+ ou -) de chaque test biochimique (exemple ONPG+,

ADH- …) pour avoir l’identification de la bactérie.

4.1. Répartition des souches étudiées

L’identification des souches isolées sur la base des caractères morphologiques et

biochimiques, a permis de caractériser au total 16 souches à Gram négatif, elles représentaient

des entérobactéries, dont nous avons identifiées une souche de P. mirabilis, deux souches

d’E. cloacae, 5 souches de K. pneumoniae, en plus de 8 souches de BGN avec  3 souches de

P. aeruginosa et 5 A. baumannii.  En outre on a pu  isoler 3 souches à Gram positif de S.

aureus.
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Figure 18: Répartition des souches bactériennes identifiées.

Dans ce travail, la dominance des germes était partagée entre A. baumannii et K.

pneumoniae (26%), suivi par P. aeruginosa et S. aureus (16%), ensuite E. cloacae (10,53%)

et enfin P .mirabilis avec 5%.

La prédominance des souches d’A. baumannii et K. pneumoniae peut être expliquée

par la persistance de ces souches dans l’environnement hospitalier. Cette persistance est

favorisée d’un côté par la production de biofilms qui permet une plus grande résistance aux

antibiotiques et aux désinfectants, d’un autre côté par  l’antibiothérapie multiple.

(karmer et al., 2006).

4.2. Répartition des germes selon la coloration de Gram

Pendant cette étude, les germes les plus isolés étaient des bacilles à Gram négatif  avec

un pourcentage de 84%, par rapport aux cocci à Gram positif avec un pourcentage de 16%.

Figure 19 : Répartition des germes selon la coloration de Gram
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.
En effet, les bacilles à Gram négatif en particulier les entérobactéries, occupent une

place très importante en pathologie humaine infectieuse. Cette importance s’explique aussi

bien par la variété des espèces bactériennes qui les composent et leur fréquence au niveau de

la santé des popultions (Seng et al., 2010 ; Murray et al., 2010).

5. Taux de prélèvements analysés selon le sexe

Les prélèvements provenaient de patients atteints de maladies respiratoires hautes et

basses, avec 18 Patients du sexe masculin, ce qui équivaut  de 62% et 11 du sexe féminin qui

représente 38%, avec un facteur de sexe ratio H/F est 1,63.

Figure 20 : Répartition des patients selon le sexe.

Le sexe masculin semble plus susceptible aux infections respiratoires. Stansfield,

(1987), rapportait que le sexe masculin faisait approximativement 1,5 fois plus d'infections

respiratoires que le sexe féminin dans les pays en développement bien que les taux de létalité

soient comparables, cela peut être due au facteur de tabagisme chez cette catégorie masculine.

Nos résultats sont comparables à ceux retrouvé dans une autre étude effectuée à

Annaba en 2013 qui montre aussi un taux plus élevé d’infections respiratoires chez la

catégorie masculine (Ramoul et al., 2013).

6. Répartition des prélèvements selon le service
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Selon la figure 21, le taux des prélèvements positifs diffère légèrement selon les trois

services concernés par l’étude. Ainsi, 9 prélèvements sont issus du service d’hématologie, 7

au niveau du service de réanimation et 3 du service de pédiatrie.

Figure 21: Répartition des prélèvements selon le service.

Le tableau ci-après résume les résultats obtenus pendant notre étude.

Tableau 9: Tableau récapitulatif des résultats.

Gram sexe Service Prélèvement

Klebsiella pneumoniae (1) Négatif F Hématologie PG

K. pneumoniae (2) Négatif H Hématologie Crachat

K. pneumoniae (3) Négatif H Réanimation ECBB

K. pneumoniae (4) Négatif F Hématologie Crachat

K. pneumoniae (5) Négatif H Pédiatrie Crachat

Acinetobacter baumannii (1) Négatif H Réanimation Crachat

A. baumannii (2) Négatif H Hématologie PG

A. baumannii (3) Négatif H Hématologie PG

A. baumannii (4) Négatif H Hématologie PG

A. baumannii (5) Négatif H Réanimation ECBB

P. mirabilis Négatif H Pédiatrie ECBB

P. aeruginosa (1) Négatif H Réanimation ECBB

P. aeruginosa (2) Négatif H Réanimation ECBB

Service
d'hématologie

47%service de
pédiatrie

37%

Service de
réanimation

16%
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Tableau 9: Tableau récapitulatif des résultats.( Suite)

P. aeruginosa (3) Négatif F Réanimation ECBB

E. cloacae (1) Négatif F Hématologie PG

E. cloacae (2) Négatif F Hématologie PG

S. aureus (1) Positif F Pédiatrie Crachat

S. aureus (2) Positif F Réanimation Crachat

S. aureus (3) Positif F Hématologie PG

H : Homme F : Femme        PG : Prélèvement de gorge     ECBB : Etude

cytobactériologique bronchique.

7. Evaluation de l’antibiorésistance

Nous avons testé la résistance et la sensibilité de 19souches, précédemment isolées et
identifiées, vis-à-vis les différentes familles d’antibiotiques. Les résultats sont illustrés dans le
tableau et les figures ci-dessous

7.1.  Le profil de résistance de K. pneumoniae

Figure 22: Taux de résistance et sensibilité des souches K. pneumoniae vis-à- vis des

antibiotiques testés

Les souches de K. pneumonie étudiées présentent une résistance importante vis-à-vis

de a famille des b-lactamines  avec des taux de résistance de 100% à l’ampicilline, et
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ticarcilline, 80% pour céphalotine, céphotaxime et céphtazidime, alors que l’amoxicilline est

moins touché avec un taux de 40%, suivi de pipéracilline, céphoxitine et l’imipinème avec un

taux de 20%. Cependant, ces mêmes souches se sont montrées sensible à l’amikacine, la

gentamicine, tobramicine et l’ofloxacine.

Nos résultats sont en concordance avec Diakhate(2011), qui a trouvé que K.

pneumoniae est sensible à l’amikacine,  gentamicine, l’imipinème et aux quinolones.

7.2. Le profil de résistance d’A. baumannii

Figure 23: Taux de résistance et sensibilité des souches d’A. baumannii vis-à- vis des

antibiotiques testés

La majorité des souches d’A. baumannii possèdent une résistance à la famille des b-

lactamine, avec des taux de 100% pour l’ampicilline, l’amoxicilline et la pipéracilline, et 80%

pour l’imipénème et la céphtazidime, de même pour ciprofloxacine et l’ofloxacine qui font

partie de la famille des quinolones. Tandis qu’elles présentent une sensibilité à la famille des

aminosides avec un taux de 80% pour la gentamycine et 20% pour la tobramycine.
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La prévalence des souches d’A.baumannii résistantes aux carbapénèmes rapportée

dans notre étude est supérieure à celles enregistré par Ramoul en 2013, où la résistance des

souches d’A. baumannii était due à la production de plusieurs types de carbapénemases

essentiellement (60.86%).

Une étude récente est réalisée  par ( Kaboré et al., 2016) a apporté un résultat de

97,3%  de résistance pour ciprofloxacine, 77,2% pour gentamicine et 89,1% pur l’imipénème.

A. baumannii est un germe qui est présent dans l’environnement et commensal des

muqueuses de l’homme. Depuis quelques années, ce germe est considéré comme un

pathogène opportuniste responsable d’un taux croissant d’infections sévères. Plusieurs

épidémies dues à cette bactérie ont été répertoriées, touchant principalement les patients

immunodéprimés, sous une antibiothérapie et exposés à des séjours prolongés (Lahsoune et

al., 2007).

De nombreuses études ont rapportées la prédominance de ces infections dans les

services de réanimation. La capacité de survie dans des conditions rudimentaires, la résistance

naturelle et la grande diversité des plasmides confèrent à la bactérie un potentiel d’acquisition

des résistances.

7.3. Le profil de résistance de P.aeruginosa

Figure 24 : Taux de résistance et sensibilité de P.aeruginosa vis-à-vis des antibiotiques testés.
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P.aeruginosa présente une multi résistance aux 13 ATB testés, avec 100% de

résistance pour méropénème, ticarcilline, imipénème, amikacine,l a tobramicine, minocycline

ainsi que sulfaméthoxazol, et 66,66% pour céfépime, pipéracilline, céftazidime, gentamicine,

ciprofloxacine et péfloxacine.  Tandis qu’une sensibilité de 100% est notée pour la colistine.

P.aeruginosa est naturellement résistante à de nombreux antibiotiques, car il sécrète

une céphalosporinase qui provoque l’inactivation des b-lactamine. Cette bactérie présente de

très nombreux mécanismes comme l’imperméabilité par déficits en porines ou par mutation

de lipopolysaccharide, et surtout par des mécanismes de pompes à efflux ce qui justifie sa

multirésistance (Rio Y et al., 2002).

7.4.Le profil de résistance de S. aureus

Figure 25 : Taux de résistance et sensibilité des souches S. aureus vis-à- vis des antibiotiques

testés.
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7.5.Le profil de résistance de P. mirabilis et E. cloacae

Tableau 10 : Résultats de l’antibiogramme d’E. cloacae et P. mirabilis

ATB AMP AM TC CF FOX CTX CAZ IMP AK GEN TOB NA CIP OFX F SXT
E.cloacae

1
NT R S R R S S S S S S S S S R S

E. cloacae
2

NT R R R R R R S S R R R I S I R

P.mirabilis S S NT NT R R NT NT NT S NT NT NT R NT NT

NT : Non testé

D’après le tableau, on remarque que les deux souches d’E. cloacae sont 100%

résistantes à la famille des b-lactamine (AM, CF, FOX) ainsi qu’au nitrofurantoine. Et elles

manifestent une forte sensibilité (100%)  à l’imipénème, l’amikacine et a l’ofloxacine. Une

seule souche de P. mirabilis a été testée avec 6 antibiotiques, dont le taux de résistance et

sensibilité  était  égal.

8. Evaluation de l’activité antibactérienne

L’évaluation de l’activité antimicrobienne des composés phénoliques de l’extrait de P.

crispa est déterminée à partir de la solution mère et celle des dilutions allant de 1/2  jusqu’à

1/64, qui ont été préparées pour la détermination de la CMI vis-à-vis des souches cliniques

testées.

Le tableau suivant montre les concentrations de l’extrait (mg/ml) qui correspond aux

différentes dilutions :

Tableau 11 : Concentrations des dilutions de l’échantillon.

Dilutions 1/2 1 /4 1/8 1/16 1/32 1/64
Concentrations
mg/ml

1,215 0,607 0,303 0,151 0,075 0,037

Cette activité est mise en évidence en utilisant la méthode de diffusion sur milieu

gélosé (MH), décrite par OULHADJ et al. (2014)., en utilisant le méthanol comme témoin

négatif. Elle se traduit par l’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de papier

Wattman imprégné de l’extrait.
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La lecture des résultats est faite par une mesure des diamètres des zones d’inhibition

autour de chaque  disque après 18h à 24h d’incubation à 37°C, à l’aide d’une règle.

Un microorganisme est considéré sensible aux antibiotiques et aux extraits, si le

diamètre de la zone d’inhibition est > à 8(Duraffourd et Lapraz, 2002 ; Moreira et al.,

2005).

La figure suivante illustre les résultats obtenus.

Figure 26: Répartition des germes selon les diamètres de zones d’inhibition de l’extrait.

Malgré une faible teneur en polyphénols totaux de l’extrait méthanolique de P. crispa on

remarque qu’il présente une bonne activité antibactérienne vis-à-vis des différentes souches

étudiées. Cela peut être expliqué par le caractère autant qualitatif que quantitatif des composés

présents dans l’extrait.

Il ressort à travers l’observation des zones d’inhibitions représentées dans la figure 39, que

pour la solution mère de l’extrait de la partie aérienne de P. crispa, que toutes les souches

bactériennes testées manifestent des zones d’inhibition, dont le diamètre varie de 9 à 16mm, à

l’exception de E. clocae2 (Ø=7mm), qui se révèle résistante vis-à-vis de l’extrait.
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Une bonne activité antibactérienne est notée pour les bactéries Gram négatif plus

précisément P. mirabilis et A. baumannii 2, avec une zone d’inhibition de16mm.

P. aeruginosa et K. pneumoniae sont également sensibles a l’extrait, pour lesquelles nous

avons constaté des zones d’inhibition de 9 à 10 mm et de 11à 13 mm respectivement. Le S.

aureus qui est une bactérie Gram positif s’est montré légèrement sensible, avec des diamètres

d’inhibition de 9et 10mm.

Les travaux menés par Gaci et Lahiani, (2017) sur P. odora montrent que les extraits

méthanoliques et chlorophormiques ont une activité très importante que s’elle qu’on a trouvé

pour S. aureus, avec des zones d’inhibition de 17,5 et 15,5 mm respectivement.

Nos résultats sont comparés à ceux obtenus par Foudah et al., (2015), qui ont trouvé des

diamètres d’ inhibition de S. aureus non significatif (< à 8 mm ), testées par l’extrait de P.

crispa. Le même auteur a trouvé un diamètre d’inhibition de 28 mm pour K. pneumoniae.

Cette zone est supérieure à celle qu’on a obtenue pour le même germe.

Une autre étude faite par Hamid Yousfi, (2015) rapporte que l‘extrait de la même plante

étudiée P. crispa a donné une zone d’inhibition élevée de 17mm pour P. aeruginosa.

La différence de sensibilité des souches bactériennes vis-à-vis des composés phénoliques

qui possèdent des structures, qui leur permettent de diffuser à travers la membrane

microbienne, pénétrer dans la cellule, inhiber l’expression de l’ADN, la synthèse de certaines

enzymes et protéines membranaires des microorganismes (Ulanowska et al., 2006 ; Ansari

et al., 2013).

Ainsi, les différentes classes de polyphénols essentiellement les tannins et les flavonoïdes

peuvent augmenter la toxicité des extraits envers les microorganismes. Cette toxicité est

fonction du site et du nombre du groupement hydroxyle présent sur le composé phénolique

(Harrar, 2012).

9. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

Une série de dilution a été préparé afin de déterminer la CMI des souches étudiées,

suivant la méthode de diffusion sur milieu gélosé MH (V-G de Billerbeck, 2007).

La zone d’inhibition correspondant à la dernière dilution, pour laquelle une croissance

bactérienne a été constaté représente la dilution de l’extrait dont la concentration correspond à

la concentration minimale inhibitrice.
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Tableau 12: Diamètres des zones d’inhibition de l’extrait phénolique des souches étudiées.

SM 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
Klebsiella pneumoniae(1) 13 10 8 7 0 0 0
K. pneumoniae (2) 13 9 7 0 0 0 0
K. pneumoniae (3) 11 8 0 0 0 0 0
K. pneumoniae (4) 11 8 7 0 0 0 0
K. pneumpniae (5) 11 10 7 0 0 0 0
Acinetobacter baumannii (1) 12 10 9 7 6,5 0 0
A. baumannii (2) 16 10 8 7.5 0 0 0
A. baumannii (3) 11 9 8,5 7 0 0 0
A. baumannii (4) 15,5 10 7 6,5 0 0 0
A. baumannii (5) 13 9 0 0 0 0 0
Proteus mirabilis 16 10 9 7,5 6,5 0 0
Enterobacter cloacae (1) 10 0 0 0 0 0 0
E. cloacae (2) 7 0 0 0 0 0 0
S. aureus (1) 9 7 0 0 0 0 0
S. aureus (2) 10 7 6,5 0 0 0 0
S. aureus (3) 10 8 7 6,5 0 0 0
P. aeruginosa (1) 10 7 0 0 0 0 0
P. aeruginosa (2) 10 7 0 0 0 0 0
P. aeruginosa (3) 9 0 0 0 0 0 0

D’après les résultats obtenus, nous pouvons constater que les concentrations
minimales inhibitrices de l’extrait méthanolique de la plante sont variables selon les souches.

La limite d’inhibition de l’activité antimicrobienne est marquée au niveau de la
dilution 1/4, pour laquelle on a enregistré pour K. pneumoniae 1, un diamètre de 8mm, pour
A. baumannii 1, 2, 3 des diamètres de  9, 8, 8,5mm respectivement et 9mm pour P. mirabilis.

La limite d’inhibition pour les souches qui restent est marquée à la dilution 1/2 dont K.
pneumoniae 2, 3, 4,5 avec des diamètres de 9, 8, 8,10 mm respectivement. A. baumannii 4 et
5, avec 10, 9 mm de diamètres respectivement, pour S. aureus 1, le diamètre était de 8mm.

En ce qui concerne les souches qui n’ont pas d’activité antimicrobienne dans leurs
dilutions, la solution mère est la concentration minimale inhibitrice.
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E. cloacae

P. mirabilis

Figure 27 : Résultats de l’activité antimicrobienne de l’extrait phénolique de la plante
« P. crispa ».
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Les infections respiratoires constituent un problème majeur de la santé publique, ce qui

nous a conduit à diriger notre étude vers l’isolement et l’identification des germes

responsables de ces infections, au sein des services du CHU de Tizi-Ouzou, afin d’en étudier

leur profils de résistance aux différents antibiotiques utilisés dans ces services. Pour cela 29

prélèvements ont été analysé et à partir desquels on a identifié 16 souches de BGN, dont K.

pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa, P. mirabilis et E. cloacae, ainsi que 3 souches de

S. aureus. La plupart d’entre elles se sont révélées résistantes aux différentes familles

d’antibiotiques.

La dissémination des souches résistantes liée à la circulation des gènes entres les

bactéries, rend compte de la rapidité avec laquelle évolue le phénomène de la résistance au

sein du monde bactérien et le développement de bactéries multirésistantes.  Ce résultat nous a

poussés à chercher d’autres solutions à travers l’étude de plantes médicinales. Ce travail a

porté sur l’étude de la plante P. crispa appartenant à la famille des Asteracea, récoltée au sud

Algérien (Hoggar, Tamanrasset), vu le manque de données et d’études évaluant le potentiel

antibactérien de cette plante.

Ainsi, nous nous sommes intéressées à  l’étude de l’évaluation de  l'activité

antibactérienne vis-à-vis des souches étudiées. Ceci par l’extraction des polyphénols de

l’extrait brut par macération dans le méthanol.L'extraction de la partie aérienne de la plante a

permis d'obtenir un rendement de 14,51%, tandis que le dosage de polyphénols par la

méthode de Folin-ciocalteu a donné un résultat 2,43 mg EAG/g MS. L’extrait phénolique

révèle une sensibilité importante des souches bactériennes testées  avec des diamètres

d’inhibition allant de 8 à 16 mm.

En ce qui concerne les concentrations minimales inhibitrice (CMI) de notre extrait, ont

révélé que A. baumannii (2, 3, 4), P. mirabilis et K. pneumoniae 1, sont les trois espèces

sensibles à l‘extrait méthanolique pour la dilution 1/4.

Notre étude montre que P. crispa peut être utilisé comme source naturelle d’agent

antibactérien. Dans cette étude nous avons utilisé un extrait brut ce qui nous ne renseigne pas

sur les composé actifs responsable de l’activité antibactérienne. Il serait donc  important et

intéressant :

 D’extraire les composés phénoliques par fractionnement ;

 D’orienter la recherche vers d’autres parties de la plante (les racines) ;
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 De procéder à différentes  méthodes d’extraction par une multitude de solvants ;

 De réaliser des tests complémentaires tels que les activités antifongiques, anti

oxydante, anti inflammatoire…etc

 Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux

différents problèmes de la santé et d’être un alternatif des médicaments synthétiques.
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Annexe 1 : matériel utilisés

1. Appareillage

Les appareils utilisés sont les suivants :

- L’autoclave.

- Le bain-marie.

- Balance de précision à 0,01 mg et balance.

- Spectrophotomètre visible.

- Rotavapeur.

- Etuve.

- Vortex.

- Agitateur a barreaux magnétique non chauffant.

- Agitateur à chaud.

- Broyeur électrique.

- Réfrigérateur.

- L’hôte.

- Vitek.

- Plaque chauffante.

2. La verrerie et autres matériels

- Le bec bunsen.

- Flacons.

- Pipettes pasteurs.

- Béchers.

- Erlens Meyers.

- Fiole.

- Entonnoir.

- Eprouvette.

- Spatules

- Tubes à essai

- Micropipettes 10, 50, 100, 500, 1000 µl.

- Embouts.
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- Ecouvillons

- Boites de pétrie

- Portoirs.

- Filtre (tissu Mousseline).

- Papier wattman.

- Cuves.

- Anse.

- Lames et lamelles.

- Pince.

- Disques vides stériles.

- Pied à coulisses.

Annexe 2 : Composition des milieux de culture utilisés

 Milieux liquides

 Eau physiologique stérile (Composition en g/l)

Chlorure de sodium (NaCl) …………..9g

Eau distillé……………………… 1000ml

pH = 7

Préparation : 9g par litre d’eau distillée. Stérilisation à l’autoclave à 112° C pendant 15min

 Milieux solides

 Muller Hinton (composition en g/l)

Infusion de viande de bœuf déshydratée ………………………………..300g

Hydrolysat de caséine ………………………………………………….17.5g

Amidon de maïs …………………………………………………………1,5g

Agar-agar ………………………………………………………………….17g

Eau distillée ……………………………………………………………1000ml
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pH final ………………………………………………………7,3 ± 0.1 à 25°C

Préparation : 38g par litre d’eau distillée. Stérilisation à l’autoclave à 121° C pendant 15 min

 Gélose nutritive (composition en g/l)

Extrait  de viande……………………………………1,5g

Extrait de levure…………………………………….1, 5g

Digestion peptique du tissu animale………………….5g

NaCl…………………………………………………..5g

Agar..……………………………………………….1, 5g

pH = 7,4 ± 0,2

Préparation : 28g par litre d’eau distillée. Stérilisation à l’autoclave à 121°C pendant 15min
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Annexe 3 : Tableau de lecture de galerie API 20E.
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Annexe 4 : Résultat d’antibiogramme réalisé par le Vitek de Pseudomonas aeruginosa .
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Annexe 5 : Résultats d’antibiotique réalisé par le Vitek d’Enterobacter cloacae
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Annexe 6 : Résultat d’antibiotique réalisé par le Vitek de Klebsiella pneumoniae
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