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Résumé

Le groupe KES (Klebsiella, Enterobacter, Serratia) regroupe des entérobactéries
opportunistes impliquées dans les infections nosocomiales, caractérisées par une forte

résistance aux antibiotiques.

Cette étude avait pour but d’évaluer leur profil de résistance aux carbapénémes (ertapéneme,
imipeneme), a la colistine, et de détecter la présence éventuelle de BLSE parmi 50 souches
(21 Klebsiella, 13 Enterobacter, 16 Serratia) isolées a partir de divers prélevements humains

dans la wilaya de Tébessa.
La majorité des isolats provenaient d’urines, principalement chez des femmes adultes.

Les résultats ont révélé une résistance importante aux carbapénémes, sans détection de
BLSE, ainsi qu’une efficacité décroissante de la colistine, soulignant la nécessité d’une

surveillance accrue.

En réponse a cette problématique, I’effet antibactérien de I’huile essentielle d’Ammi visnaga
a été testé sur ces souches, montrant une activité notable. La CMI pour Enterobacter et
Serratia était de 1,5 pL/mL, traduisant une sensibilité similaire probablement liée a leurs

caractéristiques communes.

Ces résultats suggérent que I’huile essentielle d’Ammi visnaga constitue une alternative

thérapeutique prometteuse contre les souches multirésistantes du groupe KES.

Mots clés : groupe K.E.S, entérobacteries, BLSE, carbapénémases, colistine, Ammi visnaga.
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Abstract

The KES group (Klebsiella, Enterobacter, Serratia) includes opportunistic Enterobacteriaceae

involved in nosocomial infections, characterized by strong antibiotic resistance.

This study aimed to assess their resistance profile to carbapenems (ertapenem, imipenem),
colistin, and to detect potential ESBL production among 50 strains (21 Klebsiella, 13

Enterobacter, 16 Serratia) isolated from various human samples in the Tébessa region.
Most isolates came from urine, mainly from adult women.

The results revealed high resistance to carbapenems, no detection of ESBLs, and a decreasing

efficacy of colistin, emphasizing the need for increased surveillance.

In response to this issue, the antibacterial effect of Ammi visnaga essential oil was tested on
these strains, showing notable activityy The MIC for Enterobacter and Serratia

was 1.5 pL/mL, indicating similar sensitivity likely due to shared characteristics.

These findings suggest that Ammi visnaga essential oil represents a promising therapeutic

alternative against multidrug-resistant KES group strains.

Keywords: K.E.S group, Enterobacteriaceae, ESBL, carbapenemase, colistine, Ammi visnaga.
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Introduction :

Les entérobactéries forment un vaste groupe de bactéries en forme de bacilles a Gram négatif,
largement répandues dans la nature ainsi qu’au niveau du tube digestif humain, ce qui
explique leur appellation « entérobactéries ». Ce groupe hétérogéne comprend des bactéries
pouvant étre pathogénes, commensales ou encore saprophytes (Oduro-Mensah et al., 2016).

Parmi elles, les genres Klebsiella, Enterobacter et Serratia, regroupés sous le nom de
complexe KES, sont identifiés comme d’importants pathogénes opportunistes. Ces bactéries
sont fréquemment isolées dans diverses infections, notamment les infections urinaires, les
pneumonies nosocomiales, les infections de plaies chirurgicales et les septicémies, en
particulier chez les patients hospitalisés en soins intensifs. La majorité des souches en cause
présentent une résistance accrue a un nombre croissant d'antibiotiques, comme en témoigne la
multiplication des PB-lactamases a spectre étendu dans les isolats hospitaliers de Klebsiella
spp(Livrelli et al., 1996a).

Cette situation est d’autant plus préoccupante que la résistance aux antibiotiques représente
aujourd’hui une menace majeure pour la santé publique mondiale et la sécurité alimentaire.
Le traitement des infections devient de plus en plus complexe, voire parfois impossible, du
fait de la perte d’efficacité¢ des antibiotiques. La diffusion de ces résistances augmente
considérablement les risques d’échec thérapeutique, prolonge les hospitalisations, alourdit les
colts des soins et accroit la morbidité ainsi que la mortalité, mettant en péril les efforts de

lutte contre les maladies infectieuses (Fortune Djimabi et al., 2021).

Dans ce contexte, ’exploration de solutions thérapeutiques alternatives apparait comme une
nécessité. Depuis I’ Antiquité, ’humanité a recours a la nature pour soulager ses maux. A ses
débuts, 1'usage des plantes médicinales reposait sur I’instinct et l’observation, sans
connaissance précise des principes actifs qu’elles renferment. Aujourd’hui, leur emploi est
répandu a I’échelle mondiale, fondé sur les savoirs de la médecine traditionnelle, et pratiqué
soit par automédication, soit sur conseil médical ou pharmaceutique (Petrovska, 2012 ; Rios,
Recio, 2005).
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Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, 80 % de la population mondiale recourt aux
plantes médicinales pour traiter les problemes de santé primaires, faisant de la phytothérapie

I’art de soigner par les plantes une pratique universelle (Shay et al., 2015).

C’est dans ce cadre qu’Ammi visnaga (également appelée bisnaga, cure-dent ou khella), une
plante herbacée de la famille des Apiaceae, suscite un intérét particulier. Espéce annuelle ou
bisannuelle, elle est originaire du bassin méditerranéen couvrant 1’ Afrique du Nord, I’ Asie et
I’Europe et s’est aujourd’hui largement implantée dans d’autres régions (Latreche-Douar et
al., 2022).

Les fruits d’Ammi visnaga (Lam.) Lamarck renfermeprincipalement trois composeés actifs : la
khelline, la visnagine et la visnadine. Ces substances sont a la base de médicaments d’origine
végétale utilisés notamment pour traiter les affections coronariennes et I’asthme bronchique.
De ce fait, cette plante constitue une ressource précieuse pour I’industrie pharmaceutique

(Latreche-Douar et al., 2022).

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer I’activité antibactérienne d’une huile
essentielle vis-a-vis de souches pathogénes appartenant au groupe KES (Klebsiella,

Enterobacter, Serratia) et d’analyser leur profil de résistance aux antibiotiques.
Plus précisément, il s’agit de :

e Déterminer les profils d’antibiorésistance des souches isolées a partir de divers
échantillons cliniques.

e Tester I’activité in vitro de I’huile essentielle sur les souches du groupe KES.

e FEtudier la relation entre la résistance aux antibiotiques et I’efficacité de I’huile

essentielle, en apportant des éléments sur ses mécanismes d’action possibles.
Afin de répondre a ces objectifs, ce travail a été structuré en trois chapitres :
» Chapitre 1 : Présentation du groupe K.E.S

Ce chapitre est consacré a la description des bactéries appartenant au groupe K.E.S
(Klebsiella, Enterobacter et Serratia). Il aborde leur classification, leurs principales
caractéristiques morphologiques et biochimiques, leurs habitats, ainsi que leur pouvoir
pathogéne. Leur role en tant que pathogenes opportunistes responsables d’infections

nosocomiales graves, notamment en milieu hospitalier, y est également détaillé.
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> Chapitre 2 : Résistance aux antibiotiques des bactéries du groupe K.E.S

Ce chapitre traite des mécanismes de résistance développés par ces bactéries face aux
antibiotiques, avec un accent particulier sur les B-lactamines (notamment les BLSE), les

carbapénemes et la colistine.
» Chapitre 3 : Présentation de la plante Ammi visnaga

Ce chapitre présente la plante médicinale Ammi visnaga, en détaillant ses caractéristiques
botaniques, sa composition chimique notamment ses principes actifs ainsi que ses diverses
utilisations traditionnelles et pharmaceutiques. Une attention particuliere est portée a son
potentiel antimicrobien et a son intérét en tant qu’alternative thérapeutique face a la résistance

bactérienne.

A la fin de ce travail, une attention particuliére est portée a I’analyse et a I’interprétation des
résultats obtenus, en soulignant leur importance dans le contexte actuel de la lutte contre la
résistance bactérienne. Cette étude ouvre également la voie a de nouvelles perspectives de
recherche, en suggérant des pistes prometteuses pour approfondir 1’évaluation des huiles
essentielles comme alternatives thérapeutiques, notamment face aux souches multirésistantes

du groupe K.E.S.
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Chapitre 1 :Profil biologique de groupe K.E.S

1 Définition de groupe bactérien K.E.S :

Les bactéries appartenant au groupe K.E.S (Klebsiella, Enterobacter, Serratia) sont largement
répandues dans l'environnement. Ces micro-organismes partagent des caractéristiques tres
similaires et sont généralement différenciés en fonction de diverses réactions biochimiques et
de leur motilité (labadene et al., 2009).

Les bactéries du groupe K.E.S partagent les caractéristiques suivantes :

Il s'agit de bactéries pathogénes opportunistes. Peu virulentes intrinsequement. Ces
infections nosocomiales sont principalement associées a des patients vulnérables tels que les
cirrhotiques, les diabétiques, les brdlés, les patients cancéreux, les personnes agées, les
patients en réanimation et les nourrissons. En regle générale, le test de Voges-Proskauer (VP)
affiche une réaction positive. Ces souches présentent fréquemment une multirésistance aux
antibiotiques (Avril et al., 2000).

2 Kilebsiella :

2.1 Définition et classification :

Trevisan a dénommé ce genre en 1887, en I'honneur du microbiologiste allemand Klebs
Edwin (Belbel, 2014).Klebsiella fait partie des Enterobacteriaceae, une famille qui comprend
une variété de genres biochimiquement distincts (Wyreset al., 2020). Actuellement, le genre
Klebsiella regroupe un large éventail d'espéces, incluant des especes du complexe K.
pneumoniae (KpSC) et dautres especes de Klebsiella comme Klebsiella Indica, Klebsiella
Terrigena, Klebsiella Spallanzanii, KlebsiHuaxiensis, KlebsiOxytoca, KlebsiGrimontii,
KlebsiPasteuriietKlebsiMichiganensis. En moyenne, seulement 90 % de ces especes ont la

méme identité nucléotidique que KpSC (Wyreset al., 2020).
2.2 Habitat :

Les especes de Klebsiella sont des pathogenes opportunistes (Holt et al., 2015),
omniprésents dans la nature. On les trouve principalement dans deux habitats principaux. Le
premier concerne les ressources environnementales, notamment les sols, les eaux de surface,
les plantes et les eaux usées. Le deuxiéme habitat est constitué de la surface muqueuse des
vertébrés a sang chaud, comme les chevaux, les porcs ou les humains (Broberg et al., 2014).
On les trouve couramment dans la flore des individus en bonne santé, notamment dans le nez,

la gorge, la peau etle tractus intestinal (Holt et al., 2015).
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2.3  Transmission :

Les bactéries du genre Klebsiella peuvent se propager de diverses maniéres. Un mode
de transmission fréquent est le contact cutane avec des surfaces ou des objets contaminés, tels
que des éponges en luffa, du matériel médical ou des produits sanguins. Dans certains cas de
bactériémie, la transmission peut également se faire par voie fécale. Concernant Klebsiella
rhinoscleromatis, la transmission s'effectue par les sécrétions respiratoires, mais nécessite un
contact prolongé avec une personne infectée. En revanche, Klebsiella granulomatis se
transmet principalement par voie sexuelle, bien qu'elle puisse également se transmettre
verticalement (de la mére a I'enfant) ou par inoculation accidentelle. Malgré cela, le risque de
transmission entre partenaires sexuels reste inférieur a 50 % (Jandaet Abbott, 2006).

2.4 Caractéres morphologiques :

Klebsiella spp est une bactérie immobile, présentant une forme en batonnet droit et un
diametre variant de 0,3 a 1 um et une longueur variante entre 0,6 et 6 um. Elles se manifestent
en rose (bactéries Gram-négatives) et présentent une capsule polysaccharidique clairement
perceptible lorsqu'elles subissent une coloration par Gram. Cette capsule enveloppe toute la
surface cellulaire, lui conférant une résistance face a plusieurs mécanismes de défense de son
hote (Mandell, 2009).

2.5 Caractéres biochimiques :

Tableau 1: caractéres biochimiques de Klebsiella (Habibou, 2019).

N
Test O @ = 8
3 &E) % B o = 8 o u
0] - O = > O = D T
Résultat + + + -(+) +- +- - +- -

ONPG :Ortho NitroPhenyl Galactoside ; VP :Voges Proskauer; TDA': Tryptophane

desaminase ; H2S : Hydrogene sulfureux; Glu : Glucose ; Lac :Lactose

(+) :positif ; (+/-) :variable ; (-) :négatif ; - (+) : en général négatif - exceptionnellement positif

tard
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2.6 Caractéres culturaux et antigéniques :

Klebsiella se manifeste sous 4 variétes lisses et 4 variétés rugueuses, en fonction de la
présence ou non des antigénes capsulaires (K), somatiques (O) et la substance mucilagineuse
(M).

e Formes lisses : MKO, MKR (encapsulées muqueuses), KO, KR (non muqueuses).
e Formes rugueuses : MO, MR (mucoide sans capuchon), OR (non mucoide et sans
capuchon).

Ces bactéries facultatives a I'anaérobie peuvent survivre a température ambiante pour
des périodes prolongées de temps. La température optimale pour la croissance est de 37°C,
tandis que les limites de croissance se situent entre 12°C et 43°C. Elles sont éliminées en 30
minutes par la chaleur humide de 55°C et survivent au séchage pendant plusieurs mois.

Ce genre n'a aucun effet hémolytique sur les globulesrouges du cheval ou du mouton.
Colonies grandes, humides et brillantes dues a la capsule de polysaccharide (antigéne K)
lorsqu'elles sont cultivées sur gélose MacConkey.L'Aspect des colonies lorsque la production
de matiere capsulaire est élevée, les colonies sur la gélose apparaissent luxuriantes, grises,
mucoides et presque liquides, en raison de la teneur élevée en eau (92%) de la matiere
capsulaire (HendAbdalla El-Sayed Moustafa et al., 2023).

2.7 Pouvoir pathogene :

Les bactéries du genre Klebsiella sont des pathogénes importants, responsables
d’infections graves telles que les pneumonies nosocomiales (7 a 14 % des cas), les
septicémies (4 a 15 %), les infections urinaires (6 a 17 %), les infections de plaies (2 a 4 %),
les septicémies néonatales (3 a 20 %) et de nombreuses infections rares comme I’endocardite,
les abcés médiastinaux gazeux, la péritonite, la myonécrose ou encore la fasciite nécrosante.
Ces bactéries, opportunistes, affectent particulierement les personnes immunodéprimées ou
présentant des affections sous-jacentes telles que I’alcoolisme, le diabéte, la cirrhose,

I’insuffisance rénale, le cancer, les greffes ou les briilures(Janda et Abbott, 2006).
2.8 Facteurs de virulence :

2.8.1 Capsule:
La capsule est considérée comme un élément crucial de la virulence de Klebsiella,
puisqu'elle offre une défense a la bactérie contre la phagocytose et les facteurs bactéricides

présents dans le sérum. Des infections invasives chez I'homme ont été liées a divers sérotypes
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ou types capsulaires de Klebsiella pneumoniae, en particulier les types K1, K2, K5, K54 et
K57. Plus spécifiguement, l'isolat de type K1 a €té identifié comme participant a la
pneumonie de Friedlander et a récemment été associé a la création d'abces hépatiques
pyogénes (SaadeAbdalkareemJasim, 2022).

2.8.2 Lipopolysaccharide :

Le polysaccharide joue un role crucial et primordial dans la pathogénicité des bactéries,
notamment pour K. pneumoniae. Il est inclus dans les compositions superficielles de ces
dernieres, ce qui lui permet de résister a la phagocytose. Sa particularité réside dans sa faculté
a déclencher le facteur de supplémentation. Il contribue a la défense des bactéries contre le
mécanisme de supplémentation de I'hdte. Le lipopolysaccharide (LPS) est constitué de trois
composants : le lipide A, le polysaccharide central et I'antigene O, qui se présente sous la
forme d'une chaine latérale de polysaccharides. La résistance des bactéries a la destruction est
due a l'antigéne O. Huit sérotypes de K. pneumoniae existent, les serotypes O1 et O2 étant les
plus répandus (SaadeAbdalkareemJasim, 2022).

2.8.3 Le polysaccharide central :

Deux types de polysaccharides basiques (Type | et Type Il) ont été identifiés comme
produits par ces bactéries, qui sont synthétises par deux groupes différents de groupes de
genes wa.Le deuxiéme type est constitué d'un ensemble de génes, a savoir wabM, waaF,
waaC, waal, wabK, coaD, wabG, waaA, orf 10, wabH, hldD, waaE et waaQ.
L'hypermucoviscosité de K. pneumoniae est synthétisée par le type 1 du noyau
polysaccharidique, et le processus de remplacement du type 1 par le type 2 entraine une
virulence plus faible par rapport au type 1 dans un modéle de souris infecté
(SaadeAbdalkareemJasim, 2022).

3 Enterobacter :

3.1 Définition et classification :

L'identification du genre Enterobacter remonte a 1960 et fait partie de la famille des
Enterobacteriaceae. Enterobacter est un des principaux pathogénes bactériens résistants
appartenant au groupe ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp).
L'évolution exponentielle des méthodes phénotypiques et génotypiques a conduit a une
complexité accrue de ce membre du groupe. Le genre Enterobacter compte aujourd'hui 22

especes : E. aerogenes, E. amnigenus, E. asburiae, E. cloacae, E. cowanii, E. dissolvens, E.
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gergoviae, E. hormaechei, E. intermedius, E. kobei, E. nimipressuralis, E. pyrinus, E.
taylorae, E. carcinogenus, E. arachidis, E. helveticus, E. ludwigii, E. mori, E. oryzae, E.
pulveris, E. radicincitans et E. soli(Davin-Regli, Lavigne et Pagés, 2019).

3.2 Habitat:

On peut trouver les membres du genre Enterobacter dans divers milieux tels que le sol,
I'eau, les égouts, les légumes, les fruits et les plantes, ou ils peuvent étre endophytes ou pergus
comme phytopathogénes pour plusieurs especes de végétaux (Davin-Regli, Lavigne et
Pages, 2019). lls sont également présents dans divers milieux aquatiques et terrestres. De
plus, ces bactéries peuvent étre détectées dans les intestins des humains et d'autres animaux en
tant que commensaux, mais elles peuvent aussi constituer un important agent pathogene pour

I'nomme (Jorge Hendrichset al., 2021).

3.3  Transmission :

La transmission des espéces d'Enterobacter peut provenir de la flore intestinale du
patient elle-méme ou d'éléments externes (comme la mére et son enfant, la nourriture, les
équipements hospitaliers). Le principal moyen de transmission est le portage passif sur les

mains effectué par les professionnels de santé (Kus, 2014).

3.4 Caractéres morphologiques :

Enterobacter est un genre de bactéries fréquentes, a Gram négatif, anaérobies
facultatives, de forme batonnet, non sporulées, Leur diametre varie entre 0,6 et 1 um et leur
longeur varie entre 1,2 et 3 um. Grace a un flagelle péritriche et possédant des pilus de classe
1, 80 % de ces bacilles sont encapsulés (Paterson et al, 2005; Hart, 2006; Pickering et
al., 2009). La polyphylie du genre repose sur la séquence de I'ADNr 16S, comprenant 14
lignées réparties dans le cycle de 'ADNr 16S (Jorge Hendrichset al., 2021).

3.5 Caractéres biochimiques :

Tableau 2: caractéres biochimiques d'Enterobacter (Habibou, 2019).

N
= )
Test 5 . Q 2 = 3 "
- < =z S o = (=) o &
O _| O = > (&) = D T
Résultat + + + - + + + -

ONPG :Ortho NitroPhenyl Galactoside ; VP :Voges Proskauer; TDA: Tryptophane

desaminase ; H2S : Hydrogéne sulfureux; Glu : Glucose ; Lac :Lactose
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(+) :positif ; (+/-) :variable ; (-) :négatif ; - (+) : en général négatif - exceptionnellement positif
tard

3.6 Caracteres culturaux :

Les bactéries du genre Enterobacter se multiplient aisément sur des milieux
standardisés non enrichis (non exigeant), tels que la gélose normale versée en boite de pétri,
en 24 heures a pH neutre et a une température idéale de 37°C. Ce sont des germes mésophiles,
aero-anaérobies facultatifs, qui ne présentent aucune pigmentation et affichent un aspect
typique des colonies d'entérobactéries ; elles forment des colonies lisses, brillantes, bombées
et humides avec une structure homogéne mesurant de 2 a 3 mm de diamétre (Grimont et
Grimont, 2006).Ce micro-organisme peut se developper sur des milieux choisis pour les
entérobactéries tels que Drigalski, éosine bleu de méthyléne, MacConkey et Hecktoen
(Lehner et al., 2011).

3.7 Pouvoir pathogéne :

Les Enterobacter spp sont des pathogenes opportunistes qui provoquent diverses
maladies nosocomiales comme la pneumonie, les troubles urinaires et les infections
sanguines. Ces derniers constituent le type d'infection invasive le plus répandu cause par cette
bactérie. Ils peuvent aussi engendrer des infections transmises en communauté comme les
maladies de la peau et des tissus mous. Les voies respiratoires, urinaires, gastro-intestinales et
la peau des patients hospitalisés sont principalement habités par ces bectéries. Ces endroits
servent d'entrée pour les maladies localisées ou invasives. Les différentes espéces
d'Enterobacter provoquent également des maladies chez les bébés et les enfants comme la
méningite, I'endocardite, I'abces cérébral, l'arthrite pyogénique et la péritonite (Cunningham
et Leber, 2018).

3.8 Facteurs de virulence :

Les éléments déterminant la pathogénicité et la virulence d'Enterobactersppne sont pas
clairement définis. A l'instar d'autres entérobactéries, ils disposent de flagelles qui, outre leur
contribution a la motilité, interviennent également dans le processus de formation du biofilm,
I'exportation des protéines et I'adhésion. Les bactéries du genre Enterobacter, a l'instar de
toutes les bactéries a Gram négatif, possédent une endotoxine (LPS) et sont capables de
sécréter, in vitro, des entérotoxines, des alpha-hémolysines et des cytotoxines qui ressemblent

aux toxines Shiga Il. lls ont également un SST3 qui facilite l'injection des facteurs de
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virulence directement dans les cellules hotes, ainsi que des sidérophores qui leur conférent la
capacité de chélater le fer nécessaire a leur métabolisme bactérien et a I'établissement de
I'infection (Davin-Regliet al., 2019).

4 Serratia :

4.1 Définition et classification :

En Italie, au début du XI1Xe siécle, le genre Serratia a été décrit pour la premiére fois en
tant que membre des Enterobacteriaceae(Williams et al., 2022). Jusqu'a présent, ce genre
compte 23 espéces identifiées, parmi lesquelles six ont été associées a des cas d'infection
humaine : S. marcescens, S. plymuthica, S. liquefaciens, S. rubidaea, S. odorifera et S.
fonticola(Tavares-Carreon et al., 2023). Elles sont délimitées par une hybridation ADN-
ADN et caractérisées par des tests physiologiques et biochimiques détaillés. Bien que ce
genre soit varié, la plupart des études actuelles se sont concentrées sur ’espece dominante,

Serratia marcescens(Williams et al., 2022).

4.2 Habitat:

Le genre Serratia rassemble des bactéries opportunistes qui se trouvent largement dans
I’environnement naturel (Goncharovet al., 2021). Ce genre, tres diversifie, se manifeste dans
divers habitats tels que I'eau, le sol, les plantes et 'hnomme (Kulkova, Wrébel et Dobrzynski,
2024).

4.3 Transmission :

Des sources contaminées dans les milieux hospitaliers comme les ventilateurs
mécaniques, des désinfectants tels que la chlorhexidine, des savons, des stéthoscopes, des
incubateurs, des solutions parentérales et des shampoings pour bébés constituent la principale
source de transmission de Serratia marcescens(Guel-Gomez et al., 2023). Cependant, on
considére que les mains contaminées des professionnels de la santé constituent une voie
importante de propagation de cette bactérie. Elle joue également un réle déterminant dans les

épidémies nosocomiales, surtout chez les patients admis en hopital (Tahiriet al., 2023).

4.4 Caractéres morphologiques :
Serratia englobe des bactéries Gram-négatives en forme de batonnets, mobiles, et
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appartenant a la classe des protéobactéries (Tavares-Carreon et al., 2023). Ces bactéries ont
une longueur variant de 0,9 a 2 um et un diametre de 0,5 a 0,8 um (Van Houdtet al., 2007).
Leur étude a été amorcée a la suite de l'observation d'une décoloration rouge sang
apparaissant sur de la polenta, due a une croissance organique (Williams, 2022). Les espéces
de Serratia, en particulier celles possédant des flagelles péritriches, présentent une motilité

qui constitue un facteur clé pour leur survie et leur propagation (Berger et al., 2022).

4.5 Caractéres biochimiques :
Tableau 3: caractéres biochimiques de Serratia(Habibou, 2019).

‘D
O = <}
Test 5 O S % = a "
| < Z e} o = =) [} i
O — @) £ > O = ) T
Résultat - - + - + + + - .

ONPG :Ortho NitroPhenyl Galactoside ; VP :Voges Proskauer; TDA': Tryptophane

desaminase ; H2S : Hydrogéne sulfureux ; Glu : Glucose ; Lac :Lactose

(+) :positif ; (+/-) :variable ; (-) :négatif ; - (+) : en général négatif - exceptionnellement positif

tard

4.6 Caractéres culturaux :

Serratia marcescens est isolé a partir de sang, elle est cultivée sur une gélose au sang ou
sur des milieux sélectives (la gélose MacConkey ou des milieux chromogéenes)
(ZivkovicZaricet al., 2023). Cette bactérie se multiplier a une température idéale d'environ
31 °C (Bruneaux et al., 2021).Serratiamarcescens est un agent pathogéne opportuniste chez
I'homme qui génére un pigment de couleur rouge vif, la prodigiosine, en présence d'oxygeéne,

et de l'asparagine en absence d'oxygene (Esteves &Scharf, 2024;Ennabili, 2023/2024).

4.7 Pouvoir pathogéne :

Différentes formes d'infections provoquées par Serratia marcescens ont été recensées,
comme la pneumonie, la septicémie, les infections de plaies, la méningite, les infections
urinaires, l'endocardite, les affections cutanées et des tissus mous, la bactériémie, les
infections des sites chirurgicaux, les affections oculaires, etc (ZivkovicZaric et al., 2023 ;

Berger, Pogosian et Zainah, 2022). Par ailleurs, S. marcescens est capable de contaminer
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plusieurs espéeces d'hdtes, notamment les coraux, les insectes, les nématodes, les plantes et les
mammiferes (Tavares-Carreonet al., 2023). Cette bactérie, grace a sa capacité d'adaptation
aux divers milieux, est susceptible de se diffuser sans difficulté dans les unités de santé. Elle
contamine différents dispositifs médicaux, comme les dispositifs d'endoscopie et les matériels
et solutions pour la perfusion. Cette souplesse lui donne la capacité de déclencher une
diversité considérable de symptdmes, ce qui en fait un enjeu majeur tant dans le domaine de
la microbiologie environnementale qu'en milieu hospitalier (Elliott et Vaillant, 2020).

4.8 Facteurs de virulence :

Différents facteurs de virulence contribuent a la pathogénie de Serratia marcescens,
notamment la création de biofilm, la mobilité bactérienne et la synthése de diverses exo-
enzymes comme la nucléase, la protéase, les hémolysines, la lipase 1, des chitinases et le
biosurfactant serrawettine. S. marcescens génére aussi de la prodigiosine (2-méthyl-3-pentyl-
6-méthoxyprodigiosine), un pigment rouge qui posseéde des effets antibactériens,
antifongiques, antiparasitaires et immunosuppresseurs. Divers signaux environnementaux
régulent la production de prodigiosine, comme la température, le taux de phosphate dans le
milieu (Morohoshiet al., 2007).Un systeme de signalisation appelé quorum sensing (QS) est
utilisé pour réguler ces facteurs de virulence. On considére le QS comme un langage
chimique codé, employé pour orchestrer la manifestation des genes de virulence. En effet, il
contrble I'expression de divers génes qui codent pour des facteurs de virulence. Chez S.
marcescens, le QS régule plusieurs fonctions physiologiques comme la mobilité en essaim, la
création de biofilm, les processus hémolytiques, la fermentation du butanediol et la synthese
d'enzymes extracellulaires, de prodigiosine, de biosurfactants et d'antibiotiques (Khayyatet
al., 2021).
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1 Meécanismes de résistance de Klebsiella :

1.1 Mécanisme de résistance de Klebsiella aux p-lactamines :
1.1.1 Enzymatique :
1.1.1.1 Carbapenemase :

La résistance de Klebsiella pneumoniae aux carbapénemes est principalement due a la
présence de carbapénémases, parmi lesquelles les types les plus courants sont KPC, OXA-48,
NDM et VIM, présentant des variations selon les régions géographiques. La carbapénémase
KPC, une enzyme B-lactamase appartenant a la classe A, a été découverte pour la premiére
fois en 1996 aux Etats-Unis et est actuellement largement répandue (Hobson et al., 2022).

Cette enzyme est capable d'hydrolyser un large éventail de p-lactamines, notamment les
pénicillines, les céphalosporines, l'aztreonam et les carbapenémes, tout en présentant une

faible sensibilité aux inhibiteurs classiques tels que I'acide clavulanique (Lan et al., 2021).

1.1.1.2 La résistance aux f-lactamines a large spectre (BLSE) :

Les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont une catégorie d'enzymes qui procurent
une résistance a la majorité des antibiotiques de la classe des B-lactamines, incluant les
céphalosporines a large spectre. Un grand nombre de bactéries a Gram négatif ont la capacité
de produire des bétalactamases a spectre etendu (BLSE), cependant, elles sont plus
fréquemment identifiées chez Klebsiella pneumoniae et Klebsiella oxytoca. Diverses souches
de bactéries a Gram négatif produisent des B-lactamases a spectre élargi (BLSE) telles que
TEM, SHV, CTX-M et OXA, qui présentent une diversite d'activités contre des substrats
spécifiques des B-lactamines (Vance et al., 2023). Outre les carbapénémases, la surexpression
des B-lactamases a spectre étendu (BLSE) et des cephalosporinasesAmpC contribue a la
résistance aux carbapénemes, notamment en cas d'association avec des altérations de la
perméabilité membranaire. Ces enzymes ont la capacité d'’hydrolyser les céphalosporines et
d'autres B-lactamines, ce qui, conjugué a une diminution de la pénétration des antibiotiques

dans la cellule, entraine une réduction significative de leur efficacité (Lan et al., 2021).

1.1.2 Non enzymatiques :

D'autres mécanismes non enzymatiques sont significativement impliqués dans la
résistance aux carbapénémes. La perte ou la mutation des porines OmpK35 et OmpK36
entraine une diminution de la perméabilit¢ membranaire, ce qui restreint l'absorption des
antibiotiques. En outre, l'activation des pompes a efflux contribue a [I'excrétion des

antibiotiques hors de la cellule bactérienne, ce qui entraine une réduction de leur
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concentration intracellulaire et de leur efficacité. Ces mécanismes peuvent interagir de
manicre synergique avec les B-lactamases, ce qui rend certaines souches particulierement

résistantes et complexes a traiter (Lan et al., 2021).

1.2 Mécanisme de résistance de Klebsiellaaux colistines :

La colistine, ou polymyxine E, a été découverte en 1947 a partir de l'isolement de la bactérie
Paenibacilluspolymyxasubsp. colistinus. Cet organisme synthétise également de la colistinase,
une enzyme qui a pour fonction d'inactiver la colistine. La colistine, en tant qu'antibiotique
polycationique, présente une activité importante contre les bactéries a Gram négatif,
notamment les Enterobacteriaceae (Aghapouret al., 2019).

La résistance a la colistine chez K. pneumoniae est engendrée par divers mécanismes.
Les variations génétiques des genes contrdlant les systémes de régulation a deux composants
PhoP/PhoQ et PmrA/PmrB influent sur la régulation des operons pmrC et pmrHFIJKLM, ce
qui conduit a la biosynthese et au transport des groupes cationiques 4-amino-4-desoxy-L-
arabinose (L-Ara4N) vers le lipide A. Cette altération entraine une augmentation de la charge
positive des lipopolysaccharides (LPS) et une diminution de leur affinité pour la colistine, ce
qui se traduit par I'émergence d'une résistance a cet antibiotique.

D'autre part, MgrB est une protéine transmembranaire de petite taille qui est synthétisée
suite a l'activation du systeme de signalisation PhoP/PhoQ, et qui joue un role de regulateur
négatif dans ce systeme. Il contrble I'expression de etpB, lequel est associé a la modification
du lipopolysaccharides (LPS). Les mutations du géne mgrB ont un effet de régulation positive
sur I'expression du systeme PhoP/PhoQ, ce qui entraine une augmentation de la résistance a la
colistine. En regle générale, les mutations mgrB sont induites par des séquences d'insertion
(1S ; 1S5-like, IS1F, ISKpn13, ISKpnl4 et IS10R) ou des mutations ponctuelles.

En outre, la surproduction de polysaccharide capsulaire diminue les interactions de la
colistine avec la surface bactérienne, ce qui entraine une résistance a la colistine. De plus, il
convient de souligner l'importance du transfert horizontal du gene mcr porté par le plasmide
dans la propagation de la résistance a la colistine parmi différentes souches bactériennes.
Depuis son identification initiale a la fin de I'année 2015, les facteurs influencant la résistance
transférable a la colistine ont évolué au-dela de mcr-1 pour englober plusieurs nouveaux
alleles (Liu et al., 2021).
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2 Meécanismes de résistance d’Enterobacter :

2.1 Meécanisme de résistance d’Enterobacter auxp-lactamines :

Divers mécanismes de résistance antimicrobienne, qu'ils soient intrinséques ou acquis,
ont significativement restreint les options thérapeutiques disponibles pour traiter efficacement
les infections provoquées par le complexe Enterobacter cloacae (ECC)(Annavajhalaet al.,
2019).

2.1.1 Résistance intrinséque :

L'Enterobacter cloacae complexe (ECC) présente une résistance naturelle aux
pénicillines et aux céphalosporines de premiere et deuxiéme génération en raison d'une faible
expression basale des génes chromosomiques ampC, responsables de la production d'une
céphalosporinase de type AmpC (classe C, groupe 1 de Bush) inductible(Annavajhalaet al.,
2019).

2.1.2 Résistance aux céphalosporines de troisiéme génération et a I’aztréonam :
Elle peut résulter de mutations, en particulier dans le géne ampD, provoquant une

hyperproduction constitutive (dérépression) d’AmpC(Annavajhalaet al., 2019).

2.1.3 La résistance aux p-lactamines a large spectre (BLSE):

La résistance aux B-lactamines a large spectre (BLSE) est associée a des genes qui
codent pour des B-lactamases a spectre étendu (BLSE), entrainant une résistance aux -
lactamines, notamment aux céphalosporines de deuxiéme et troisieme génération (C2G et
C3G) ainsi qu'aux monobactames (aztréonam). Ces genes, habituellement transportés par des
plasmides, ont été identifies pour la premiere fois chez Enterobacter cloacae complexe (ECC)
en 1989. Par la suite, leur fréquence a augmenté, en particulier dans les milieux hospitaliers et
parmi les patients ayant été traités par des antibiotiques précédemment. Actuellement,
I'occurrence de la résistance combinée aux B-lactamines a large spectre (BLSE) et aux AmpC
est fréquente, ce qui entraine une quasi-résistance compléte aux B-lactamines (Annavajhalaet
al., 2019).

2.1.4 Reésistance aux carbapénemes :
La résistance aux carbapénemes chez Enterobacter cloacaecomplexe(ECC) est due par deux
mécanismes principaux :
e Surexpression constitutive d’AmpC avec une perméabilité membranaire réduite.
e Acquisition de genes codant des carbapénémases plasmidiques (le mécanisme le plus
fréquent).

Deux grandes catégories de carbapénémases ont été identifiées chez les Enterobacter
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cloacaerésistants aux carbapénémes (CREC) :
e Les B-lactamases a sérine hydrolysant les carbapénémes (classes A et D d’Ambler).

e Les métallo-B-lactamases (MBLs) (classe B d’Ambler)(Annavajhalaet al., 2019).

2.1.5 Résistance aux autres classes d’antibiotiques:

En plus de leur résistance aux B-lactamines, les Enterobacter cloacaecomplex (ECC)
possedent  divers geénes de résistance a  plusieurs classes  d’antibiotiques :
Résistance aux aminosides :
La résistance aux aminosides est principalement due a I’acquisition de plasmides ou de
cassettes génétiques mobiles codant I’enzyme aminoglycoside 6’-N-acétyltransférase de type
1 [AAC(6°)-1)]

Résistance aux fluoroquinolones:
Des mutations affectant I’ADN gyrase, la topoisomérase ADN, ou les génes de pompes
d’efflux ont été associées a la résistance aux fluoroquinolones.
Co-résistance et propagation plasmidique:
les genes ESBL et de carbapénémases sont souvent co-localisés avec des génes de résistance
aux aminosides sur des plasmides, entrainant ainsi des phénotypes de résistance multi-classe

aux antibiotiques (Annavajhala et al., 2019).

2.2 Mécanisme de résistance d’Enterobacter aux colistines :

Colistine est un antibiotique ancien qui a été recentré ces derniers temps années. En
raison de la bonne activité contre les Gram-négatifs bactéries, il est considéré comme 1’un des
antimicrobiens de derniére intention pour le traitement des bactéries Gram-négatives
MDR.Selon des rapports précédents, ECC pourrait acquérir de la colistine résistance par le
gene mcr a médiation plasmidique, petite protéine géne ecr, ou systémes a deux composants
phoPQ, pmrAB, qui conduire a une  modification du lipide A,
L'émergence de Enterobacter cloacae complexe (ECC) résistantes aux carbapénémes et a la
colistine posera sans aucun doute un énorme défi au contrdle des infections. Et le mécanisme
de résistance au carbapéneme et a la colistine induit par des éléments mobiles augmente

également le risque de transmission a grande échelle (S. Liu et al., 2021).

3 Meécanismes de résistance de Serratia:
3.1 Mécanisme de résistance de Serratiaauxp-lactamines :

La résistance aux antibiotiques chez S. marcescens est basée sur des mécanismes a la

fois intrinseques et acquis. Parmi les mécanismes les plus fréquemment observés, on peut
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citer la production de B-lactamases, la modification des porines, ’activation des pompes a
efflux et la résistance naturelle a certains antibiotiques, comme la colistine.S. marcescens
produit plusieurs enzymes et toxines qui renforcent sa résistance et son pouvoir
pathogéne. Parmi elles, la DNase, la lipase et la gélatinase participent a la dégradation des
défenses de 1’hote. L’hémolysine ShIA, une toxine formant des pores, provoque des
dommages cellulaires et favorise 1’inflammation, contribuant ainsi a la virulence de la bactérie

(Cosimato et al., 2024).

3.1.1 Résistance aux carbapénémes :

Les premiers isolats de Serratia marcescensrésistants aux carbapénémes ont éte
rapportés en 1982. En 1994, le gene de la carbapénémase blaSME-1 a été découvert, ce qui a
été suivi par l'identification d'autres carbapénémases. Ces enzymes, conjointement avec une
réduction de la permeabilité membranaire, reduisent I'efficacité des carbapénemes, une
catégorie d'antibiotiques fréquemment employée en dernier recours (Overmeyer et al., 2023).

3.1.2 Résistance médiée par la p-lactamase AmpC :
Serratia marcescens est caractérisée d'un gene AmpC chromosomique qui lui confére une
résistance aux pénicillines, aux céphalosporines de premiere génération, aux céphamycines et
aux monobactames. Cette B-lactamase peut étre surexprimée en réponse a une exposition aux
B-lactamines ou suite a la sélection de mutants déréprimés, ce qui conduit a une résistance
généralisée a ces antibiotiques, a I'exception de certaines céphalosporines de quatrieme

génération et des carbapénemes(Cosimatoet al., 2024).

3.1.3 Résistance acquise aux p-lactamines a spectre étendu (BLSE) :

S. marcescens peut acquérir des [B-lactamases a spectre étendu (BLSE), comme
blaCTX-M, via des plasmides, conférant une résistance aux céphalosporines de troisiéme
génération. Ces plasmides peuvent également porter des génes de résistance a d’autres classes
d’antibiotiques, notamment les aminoglycosides, les fluoroquinolones, les macrolides et
lecotrimoxazole(Overmeyer et al., 2023).

3.1.4 Autres mécanismes de résistance :

En plus de la synthése de B-lactamases, S. marcescens peut restreindre I'entrée des
antibiotiques en altérant ses porines et en renforcant I'efficacité de ses pompes d'efflux. Ces
mécanismes peuvent entrainer une diminution de [I'efficacité des carbapénémes et

d'autrescatégoriesd'antibiotiques(Overmeyeret al., 2023).
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3.2 Mécanismes de résistance deSerratiaaux colistines :

Au sein de Serratia marcescens, la résistance intrinséque aux polymyxines est attribuée
a la modification du lipopolysaccharide (LPS) par I'opéron arnBCADTEF. Cet opéron facilite
I'incorporation de groupes cationiques tels que le 4-amino-4-désoxy-L-arabinose (L-Ara4N)
et la phosphoéthanolamine (pEtN), ce qui entraine une modification de la charge du LPS.
Cette altération entraine une diminution de l'affinité de la colistine pour sa cible, ce qui se
traduit par une réduction de son efficacité. L'accroissement de la charge en
lipopolysaccharides renforce cette résistance intrinséque, offrant ainsi & S. marcescens une

protection naturelle contre les polymyxines(Aghapouret al., 2019)
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1 La plante Ammi visnaga :

1.1 Définition :

Ammi visnaga L., connue sous le nom de Khella ou Noukha au Maghreb (Amraoui et al.,
2022), et également surnommée « herbe a cure-dent », appartient a la famille des Apiaceae
(ombelliferes) (Mgamatet al., 2024). Cette plante est largement répandue dans le nord de
I'Algérie. 1l s'agit d'une petite plante herbacée annuelle ou bisannuelle originaire de la région
méditerranéenne d'Afrique du Nord, d'Asie et d'Europe (Amraoui et al., 2022). Elle renferme
de nombreux composés bioactifs aux propriétés biologiques significatives, ce qui explique
son utilisation en tant que plante médicinale (EI Jabbouryet al., 2023).

2024)
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1.2 Historique :

Son appellation dérive du terme grec "ammos", faisant référence au sable, en lien avec son
environnement, et de "bis acutum®, décrivant la forme de son fruit, un diakene. Cette plante
est I'une des plus anciennement documentées, étant mentionnée dans les célébres papyrus
d'Ebers datant de I'Egypte ancienne, ou elle était reconnue comme un reméde universel. Elle
était communément surnommée le « pain des pharaons » en raison de ses propriétés

médicinales.

Cette plante était couramment utilisée comme diurétique et antispasmodique pour soulager les
coliques néphrétiques, favoriser I'élimination des calculs rénaux, traiter I'asthme, les abces
dentaires, les dysménorrhées, les crampes gastro-intestinales et le psoriasis. Ultérieurement,
Dioscoride fait reference a la plante dans son traité "De materiamedica”, cependant, en
Europe, son utilisation est restée pendant longtemps limitée a celle d'un cure-dent. C'est
seulement a la fin du XIXe siécle que la decouverte de la « Khelline», I'un de ses principes
actifs majeurs, a été attribuée a Mustapha Ibrahim, un jeune pharmacien de la mission
égyptienne a la faculté de médecine de Montpellier. Dans un extrait de son article publié dans
le journal "L'Union des écoles”, il mentionne avoir identifié une substance cristallisée qui
réagit comme un glucoside avec la liqueur cupropotassique, qu'il a nommée "Khelline", en
hommage au nom arabe de la plante. Avant de partir, il a transmis son sujet de recherche a
Théodore Malosse, un pharmacien de la méme institution, qui I'a ensuite utilisé comme theme
pour sa these de doctorat en 1881 (Rahal, 2021).

1.3 Taxonomie :

Tableau 4:Taxonomie d’Ammi visnaga

Regne Plantae-Plantes
Sous-régne Tracheobionta—Plantesvasculaires
Sous-division Spermatophyta—Plantesagraines
Division Magnoliophyta— Plantesfleuries
Classe Mangoliopsida—Dicotylédones
Sous-classe Rosidae
Ordre Apiales.
Apiaceae/Umbelliferae—Famillede
Famille
carottes.
Genre AmmiL.-ammi.
Ammivisnaga(L) Lam.—plantecure-
Espéce

dent.
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1.4 Caracterisation et morphologie

Ammi visnaga (L.) Lam. Est une plante herbacée annuelle ou bisannuelle qui se développe a
partir d'une racine pivotante épaissie, comparable a celle de la carotte, et peut atteindre une
taille maximale de 1,5 métre. La tige se présente comme étant dressée, cylindrique, robuste et
fortement ramifiée, ornée d'un feuillage vert grisatre. Les feuilles, de forme triangulaire a
deltoide, ont une longueur variante entre 5 et 20 cm et présentent une fine division, avec des

segments terminaux allant de linéaires a filiformes.

L'inflorescence se présente sous la forme d'une ombelle composée de fleurs blanches
mesurant entre 6 et 10 cm de diameétre, caractérisées par une base fortement enflée. En
vieillissant, cette partie se lignifie et est communément employée en tant que cure-dents. Les
fleurs sont caractérisées par leur tétracyclisme, leur pentamérie et leur symétrie radiale,
comprenant un ovaire infére et cing étamines dérivant de la fusion de deux carpelles. Le fruit
se presente sous la forme d'une structure ovoide aplatie, composée de deux méricarpes lisses,
d'une longueur d'environ 2 a 3 mm, et acquerant une couleur brun grisatre une fois arrivé a

maturité. Ces fruits sont réputés pour leurs propriétés médicinales (El Jabboury et al., 2023).

1.5 Utilisation d’Ammi visnaga :

La visnaga (L.) Lam. Occupe une place prépondérante parmi les plantes médicinales en raison
de son ancienneté et de son importance. Cette plante est riche en divers composés bioactifs
ayant des activités biologiques significatives, ce qui justifie son utilisation en tant que plante
médicinale (EI Jabboury et al., 2023).

Tableau5:Les utilisations d’Ammi visnaga

Le khella, est une plante dont les fruits séchés et mirs sont exploités
pour leurs propriétés pharmacologiques. Ce compose renferme divers
élements actifs tels que la visnadine, la visnagine et la khelline, qui
_ agissent sur le systeme cardiovasculaire en bloquant les canaux
Activité _
_ ) calciques.
cardioprotectrice L : L :
La visnadine: est la plus active, en inhibant la contraction du muscle

lisse vasculaire, en dilatant les vaisseaux périphériques et coronaires,
et en favorisant la circulation coronaire. De plus, elle exerce des effets
chronotropes et inotropes négatifs, ce qui entraine une diminution de

la résistance vasculaire périphérique.
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La visnagine: a démontré des effets vasodilatateurs périphériques et
coronaires, et a été employée pour traiter I'angine de poitrine en
raison de son action inhibitrice non spécifique sur la contractilité du
muscle lisse vasculaire. En sus de son effet vasodilatateur.
La khelline: démontre une activité bronchodilatatrice et
spasmolytique, et pourrait potentiellement accroitre le taux de
cholestérol HDL (Bhagavathula et al., 2015).

Le khella est administré par voie orale en tant qu'antispasmodique
pour traiter les coliques, les crampes abdominales, les calculs rénaux,
les douleurs menstruelles et le syndrome prémenstruel.
Autres Le khella est également employé dans le traitement des troubles
utilisations : respiratoires tels que l'asthme, la bronchite, la toux et la coqueluche.
Il est également prescrit dans le traitement des affections hépatiques
et vésiculaires, du diabéte, ainsi que comme diurétique.
Dans un contexte topique, le khella est appliqué localement sur la
peau afin de traiter le vitiligo, la pelade, la cicatrisation des plaies, les

inflammations et les piqares d'insectes (Bhagavathula et al., 2015).

1.6 Activité antimicrobienne:
Le khella, également connu sous le nom scientifique d’Ammi visnaga, est renommé pour ses
propriétés antimicrobiennes. Ces caractéristiques étaient habituellement attribuées a la
khelline et a la visnagine. Ces deux composés etaient réputés pour leurs propriéetes
antifongiques, antibactériennes et antivirales. En raison de ses propriétés antimicrobiennes,
A.visnaga pourrait étre envisagé comme un traitement potentiel du psoriasis, en raison de la
similitude structurelle entre la khelline et le psoralene. La visnaga présente une activité
photosensibilisante et a été étudiée pour son potentiel en tant qu'agent photosensibilisant chez

les patients souffrant de psoriasis (Alam et al., 2018.).

Une étude a révélé que l'extrait éthanolique de fruit de khella présentait l'activité la plus
élevée contre la bactérie a Gram positif Enterococcus faecalis. De surcroit, il a été mis en
évidence que le méme extrait posséde une activité antimicrobienne a l'encontre des bactéries
Gram négatives Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae. Diverses recherches ont examiné

les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles extraites de la plante A. visnaga L.,
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mettant en évidence leur capacité a inhiber la croissance de différentes souches microbiennes
telles que Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae (Khalil et al.,
2020).

2 Huile essentielled’Ammi visnaga -

Des huiles essentielles ont été trouvées dans différents organes d'Ammi visnagal.,
principalement dans les ombelles et les fruits. Certaines recherches ont eu recours a la
distillation par entrainement a la vapeur ou a I'hydrodistillation pour extraire I'huile, avant de
la soumettre a une analyse par chromatographie en phase gazeuse (CG) et chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM) en vue d'identifier ses

constituants.

Les composants chimiques des huiles essentielles extraites de la plante Ammi visnaga sont
principalement classés en deux groupes : les non-terpenes et les monoterpénes, auxquels
s'ajoutent en quantités tres limitées les diterpénes et les sesquiterpenes. Les composants les
plus présents dans les huiles essentielles d'A. visnaga comprennent le 2-méthylbutyrate
d'isoamyle, l'isobutyrate d'isoamyle, le 2-méthylbutyrate d'isobutyle, le 2-méthylbutyrate de
2-méthylbutyle, I'isobutyrate de 2-meéthylbutyle et I'isovalérate d'isoamyle.

De nombreux composés volatils identifiés chez A. visnaga sont classes parmi les
monoterpenes. Il s'agit de composés monoterpéniques, qu'ils soient oxygénés ou
hydrocarbonés, parmi lesquels on retrouve principalement le linalol et le thymol. lls
constituent la part la plus importante parmi les autres monoterpenes. D'autres monoterpenes
identifiés comprennent 'a-thujéne, l'a-pinéne, le B-pinéne et le B-myrcene, bien qu'ils soient
présents en quantités limitées. La composition des principaux composants des huiles
essentielles d'A. visnaga est étroitement liée a la partie de la plante et a son stade de

croissance.

Un grand nombre d'études ont analysé les disparités dans la composition chimique des huiles
essentielles d'A. visnaga ainsi que leurs quantités respectives. Elles ont avancé I'hypothése
que ces variations pourraient étre liées a des disparités de biotypes et de provenances
géographiques, ainsi gqu'a des fluctuations environnementales telles que la nature du sol,
I'exposition au rayonnement solaire et les contraintes environnementales. Ces éléments

pourraient induire la stimulation ou la désactivation de certains groupes d'enzymes, ce qui
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pourrait entrainer une régulation positive ou négative de certaines voies de biosyntheése

(Khalil et al., 2020).
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1 Descreption de I’etude:

Notre travail a été réalisé au sein du laboratoire de microbiologie du département de
biologie appliquée de la faculté des sciences exactes et des sciences de la nature et de la vie de
I’Université Larbi Tébessi de Tébessa, sur une durée de trois mois au cours de I’année

universitaire 2025.

Cette étude prospective porte sur 50 souches du groupe K.E.S (Klebsiella, Enterobacter,
Serratia) isolées a partir de différents préléevements effectués dans plusieurs laboratoires

aupres de patients externes réalisant leurs analyses.
Les prélévements ont été réalisés dans les établissements suivants :
Etablissement public hospitalier (EPH) :
e Hopital Bouguerra Boulaares (Bekkaria).
Laboratoires d’analyses priveés :

e Laboratoire EI Nour (Chéria).

e Laboratoire Elite (Tébessa).

e Laboratoire EI Azhar (Tébessa).
e Laboratoire Mecheri (Tébessa).
e Clinique El Ghazali (Tébessa).

2 Objectif générale :
L'objectif principal de cette étude est d'évaluer l'efficacité antibactérienne d'une huile
essentielle contre des souches pathogénes du groupe KES (Klebsiella, Enterobacter, Serratia)

et d'analyser leur profil d'antibiorésistance. Plus spécifiquement, les objectifs incluent:

e Caractériser les profils d'antibiorésistance des souches isolées de différents

prélevements pathologiques.

e Evaluer I'activité antibactérienne de I'huile essentielle sur les souches du groupe
KES a l'aide de méthodes in vitro.

e Analyser la corrélation entre I'antibiorésistance et I'efficacité antibactérienne de

I'huile essentielle, en fournissant des données sur les mécanismes d'action potentiels.
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3 Matériel et méthodes

|- Identification et profile de résistance de la population
bactérienne :
1- Préparation de milieux de culture :

Dans notre étude, plusieurs milieux de culture ont été utilisés. Nous avons utilisé des milieux

prets a ’emploi, tandis que d’autres ont été préparés manuellement.
% A partir des flacons commercialisés :

Les flacons de milieux de culture sont mis dans le bain marie a 100°C jusqu'a l'obtention
d'une gélose liquide, puis retirés et coulés directement dans des boites de pétri stériles sur une
épaisseur de 4mm + 0,5 mm. Les boites sont laissées pour se solidifier a température

ambiante.
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Figure 3: Les étapes de coulage
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% A partir de poudre :

La plupart des milieux se présentent sous forme déshydratée, ce qui assure une composition
constante, un stockage facile et une préparation simplifiée. Pendant la reconstitution du
milieu, mélanger la poudre avec la quantité d'eau recommandée, homogénéiser, puis la
dissoudre complétement en chauffant a I’aide d’un agitateur magnétique a plaque chauffante
pendant 45 minutes. L’utilisation d’un erlenmeyer est recommandée pour assurer une bonne
homogénéisation et diminue 1’évaporation. Apres refroidissement partiel, le milieu est réparti
dans d'autres récipients (flacons ou tubes a essai) pour étre stérilisé, en général dans un
autoclave. Le temps et la température peuvent varier en fonction de la composition et du
volume du milieu. En général une stérilisation de 20-30 minutes a 120° C est préconisée. Ils
peuvent ensuite étre conserves tels quels pour des utilisations ultérieures, ou coulés dans des

boites de Pétri pour une utilisation immédiate.

Pour obtenir un milieu gélosé a partir d'un bouillon, il est recommandé d'ajouter de l'agar. Il

convient d'ajouter 2,5 g d'agar a 150 ml de bouillon.

Tableau 6: Grammage des milieux (pour 1L)

Milieu de culture Quantité de milieu en poudre par gramme
dans 1 litre d’eau
Mueller Hinton (MH) 38 grammes
Mac conkey 40 grammes
Hektoen 75 grammes
Bouillon Nutritif (BN) 8 grammes
Bouillon Mueller Hinton 21 grammes
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Figure 4: Les étapes de préparation d'un milieu de culture (MH) a
partir d'une poudre
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2- Isolement des souches bacteriennes :
Nous avons effectué un réisolement des souches bacteriennes sur 4 milieux de culture :
Gélose nutritive (GN), Chromagar, Hektoen et MacConkey, afin d’obtenir des colonies bien

isolées. Pour cela, nous avons utilisé la méthode d’isolement en quatre quadrants.
a. Principe :

La méthode de stries (streak-plate) : est congue pour isoler des cultures pures de bactéries, ou
colonies, a partir de populations mixtes par une simple séparation mécanique.
Avec la méthode de stries, un mélange de cellules est réparti a la surface d’un milieu nutritif
semi-solide a base d’agar dans une boite de Pétri, de maniére a ce que de moins en moins de
cellules soient déposées a des points largement espacés. Aprés incubation, elles se

développent en colonies.

b. Technique :

- Etiquetez le bord inférieur (pas le couvercle) de la boite avec au minimum : la date, le
type de milieu de culture...

- Flambez les instruments utilisés (pipette pasteur) au bec Bunsen avant de prélever
Et si vous utilisez anse de platine faites rougir le métal jusqu’a ce qu’il devienne rouge.
Assurez-vous que I’anse métallique est refroidie avant de toucher la colonie.

- Pour le premier quadrant, prélevez 1’échantillon et répartissez-le sur environ un quart de
la surface du milieu avec un mouvement de va-et-vient rapide et régulier.

- Tournez la boite de Pétri de 90° pour strier le second quadrant.
Soulevez de nouveau la moitié inférieure de la boite. Touchez la fin des stries du premier
quadrant, puis étalez dans le deuxiéme quadrant avec un mouvement de va-et-vient

- Répétez I’étape 4 pour le troisiéme et quatrieme quadrant.

- Jetez les pipettes pasteur ou reflambez I’anse a la fin

- Incubez la boite a I’envers (couvercle en bas) pour éviter que la condensation du

couvercle ne tombe sur les colonies (JoVE, 2006).
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Figure 5: Isolement par la methode de 4 quadrants
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3- Identification des souches bacteriennes isolees :
Nous avons procédé a une coloration de Gram afin de confirmer I’appartenance des souches

isolées au groupe des bactéries & Gram négatif.

3.1 Coloration de gram :
a. Principe :

La coloration de Gram est I'une des techniques de coloration les plus anciennes et les plus
importantes utilisées en microbiologie. Elle a été introduite en 1882 par Hans Christian Gram
(un bactériologiste danois). La coloration de Gram est une technique différentielle permettant
de classer les bactéries en Gram-positives et Gram-négatives selon la structure de leur paroi

cellulaire (Paray et al., 2023).
b. Technique :
1-Préparation du frottis :

- Marquer une zone (ovale) sur une lame de verre propre a l'aide d'un marqueur.

- Transférer I'échantillon a l'aide d'une anse de platine sur la zone marquée de la lame.
Si I'échantillon est une colonie bactérienne issue d'un milieu de culture, ajouter une
solution saline normale ou de l'eau distillée a la zone marquée, puis prélever une
colonie et I'émulsionner dans la solution saline normale ou I'eau distillée.

- Laisser secher I'échantillon a l'air libre.

- Fixer la lame a chaud en la passant 3 a 4 fois au-dessus de la flamme, frottis vers le

haut. Eviter la surchauffe(Paray et al., 2023).
2-Coloration du frottis :

- Placer le frottis préparé sur un support de coloration au-dessus de I’évier et y ajouter le
colorant primaire, par exemple le violet de cristal, pendant 1 minute.

- Apres 1 minute, laver le frottis sous un jet d’eau douce et ajouter de ’iode de Gram
pendant 1 minute.

- Apres 1 minute, laver a nouveau le frottis sous un jet d’eau douce.

- Ajouter un décolorant, par exemple de I’acétone ou de I’alcool éthylique a 95 %,
pendant moins de 10 secondes (I'étape la plus importante de la coloration de Gram, car
I'utilisation prolongée d'un agent décolorant peut éliminer toutes les taches des deux

types de bactéries).
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- Laver a nouveau le frottis sous un jet d’eau douce et ajouter un contre-colorant, par
exemple de la safranine ou de la carbonylfuchine diluée (1:10), pendant moins d’une
minute.

- Aprés 1 minute, lavez le frottis & I'eau douce du robinet et laissez-le sécher a l'air libre.

- Nettoyez le dos du frottis avec du papier absorbant, déposez une goutte d'huile de
cedre et faites la mise au point au microscope en observant sous une lentille a
immersion dans I'huile (100 X)(Paray et al., 2023).

c. Interprétation :

Tableau 7: Interprétation de coloration de gram (Paray et al., 2023).

Bactérie gram positive Violet foncé

Bactérie gram négative Rose ou rouge

Figure 6: Les étapes de la coloration de Gram
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3.2 ldentification biochimique par galerie miniaturisé APl 20E :
Dans le cadre de notre travail, les 50 souches ont été identifiées a 1’aide de la galerie API 20E.

a. Principe :

L’API 20 E est un systeme standardisé utilisé pour identifier les entérobactéries et d'autres
bacilles a Gram négatif non exigeants. Il comprend 21 tests biochimiques miniaturisés et une
base de données d’identification. La galerie APl 20 E contient 20 microtubes avec des
substrats déshydratés. On les remplit avec une suspension bactérienne, ce qui active les tests.
Pendant I’incubation, des changements de couleur apparaissent, soit naturellement, soit apres
ajout de réactifs. Les résultats sont lus a I’aide d’un tableau de lecture, puis I’identification de

la bactérie se fait grace a un catalogue analytique ou un logiciel.

b. Technique :
e Préparation de la galerie :

- Réunir le fond et le couvercle de la boite d’incubation.

- \erser environ 5 ml d’eau distillée ou déminéralisée dans les alvéoles pour créer une
atmosphere humide.

- Inscrire la reférence de la souche sur la languette latérale (ne pas écrire sur le
couvercle).

- Sortir la galerie API 20 E de son emballage.

- Placer la galerie dans la boite d’incubation.

e Préparation de I’inoculum :

Préparer une suspension bactérienne dans 10 ml d’eau physiologique stérile a partir d’une

culture jeune de 18 a 24 h sur milieu de culture.

e Inoculation de la galerie :
¢ Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a l'aide de la méme
pipette (pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe de la
pipette sur le c6té de la cupule, en inclinant légérement la boite d'incubation vers
l'avant) :
» Pour les tests @@t EL ) remplir tube et cupule,

» Pour les autres tests, remplir uniquement les tubes (et non les cupules),
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> Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE créer une anaérobiose en

remplissant leur cupule d'huile de paraffine.

¢ Refermer la boite d'incubation.
¢+ Incuber a 36°C £ 2°C pendant 18-24 heures.

Figure 7 : Api 20E avant incubation
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c. Lecture et interprétation :
Lecture de la galerie :

e Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au Tableau de
Lecture.

e Noter sur la fiche de résultats toutes les réactions spontanées puis révéler les tests
necessitant l'addition de réactifs :

v' Test TDA : ajouter 1 goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeatre
indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

v' Test IND : ajouter 1 goutte de réactif JAMES. Une couleur rose diffusant dans
toute la cupule indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

v' Test VP : ajouter 1 goutte des réactifs VP 1 et VP 2. Attendre au minimum 10
minutes. Une couleur rose ou rouge indique une reaction positive a noter sur la
fiche de resultats. Une faible coloration rose apparaissant apres 10 minutes doit
étre considérée négative.

e Par ailleurs dans certains cas, le profil a 7 chiffres étant insuffisamment discriminant, le
test complémentaire réduction des nitrates en nitrites (NO2) et en azote (N2) est

nécessaire:

Ajouter 1 goutte des réactifs NIT 1 et NIT 2 dans le tube GLU. Attendre 2 a 5 minutes.
Une coloration rouge indique une réaction positive (NO2). Une réaction négative
(coloration jaune) peut étre due a la production d'azote (éventuellement signalée par la
présence de microbulles) : ajouter 2 a 3 mg de réactif Zn dans la cupule GLU. Apres 5
minutes, un tube resté jaune indique une réaction positive (N2) a noter sur la fiche de
résultats. Si la cupule est orange-rouge, la réaction est négative, les nitrates encore
présents dans le tube ont été réduits en nitrites par le Zinc. Cette réaction est

intéressante pour les bacilles a Gram négatif oxydase positive.

41



Matériel et méthodes

W W]
w
4 u
aaaux:ooc

ovea

‘@!ﬁ i\.\.i%\»,\.

. och
&} l A

A
spsra o wen Auns -nk-“" 2t

Figure 8: Les réactifs de I’Api 20E

Interprétation :
L’identification bactérienne se fait a partir d’un profil numérique.
v' Comment déterminer le profil numérique :

Sur la fiche de lecture, les 20 tests biochimiques sont regroupés par séries de trois. Chaque
test possede une valeur (1, 2 ou 4). Pour chagque groupe, on additionne les valeurs des tests

positifs, ce qui donne un chiffre par groupe. Au total, on obtient 7 chiffres.

Le test de I’oxydase, qui est le 21e test, est noté séparément. S’il est positif, on lui attribue la

valeur 4.
v"Identification finale :

Le profil obtenu est ensuite comparé a une base de données a 1’aide du logiciel apiweb™ de

bioMérieux pour déterminer 1’espéce bactérienne (bioMeérieux, s.d.).
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3.3 Evaluation de la sensibilité aux antibiotiques des souches bacteriennes isolées :
3.3.1 Antibiogramme :

Dans notre étude, nous avons évalué la sensibilité de souches du groupe K.E.S (Klebsiella,

Enterobacter, Serratia) vis-a-vis de 27 antibiotiques de différentes familles en utilisant la

technique standard d'antibiogramme par diffusion sur gélose Mueller-Hinton, conformément

aux recommandations de 'EUCAST.

a. Technique :
e Préparation de milieu :
- Préparer le milieu (gélose Mueller-Hinton) selon les recommandations des fabricants.
- Couler les boites (Les boites les plus utilisées ont un diamétre de 90 mm) sur une
surface plane de fagon a obtenir une épaisseur homogene de la gélose de 4,0 = 0,5
mm.

e Séchage et conservation des boites coulées.
Préparation de ’inoculum :

Prélever une a plusieurs colonies (si possible) de méme morphologie a 1’aide d’un écouvillon
en coton ; mettre les colonies prélevées en suspension dans un solution contenant 0.85% de
chlorure de sodium (5ml) de facon a obtenir un trouble identique a celui de I’étalon 0,5 de la

gamme de McFarland.
Inoculation des boites de pétri :

- L’inoculum doit étre employé¢ de fagon optimale dans un délai de 15 minutes sans
jamais dépasser une heure.

- Plonger I’écouvillon en coton dans la suspension bactérienne et jeter I’exces en
tournant I’écouvillon a I’intérieur du tube.

- Veérifier que les boites de Petri sont a température ambiante.

- Etaler sur toute la surface en ensemengant dans trois directions soit a 1’aide d’un
systéme rotatif.

- Inoculer 3 boites pour chaque souche.

e Dépot des disques d’antibiotiques :
- Le dépot des disques doit étre réalisé dans les 15 minutes qui suivent I’inoculation

- Les disques doivent étre en contact ferme avec la surface de la gélose.

43



Matériel et méthodes

- La disposition des disques devra étre telle que les zones d’inhibition des souches
sensibles ne se superposent pas et pour éviter toute interférence entre les antibiotiques

; il est important que la mesure des diamétres d’inhibition soit fiable.

3.3.2 Recherche de souches productrices de BLSE :
La recherche de la sécrétion de 3-lactamases a spectre étendu (BLSE) a été réalisée par le test
de synergie, qui repose sur I’inhibition des BLSE par I’acide clavulanique, un inhibiteur de -
lactamases. Ce test consiste a placer un disque central d’amoxicilline-acide clavulanique
(AMC) sur une gélose, a une distance de 30 mm (bord & bord) des disques de céfotaxime
(CTX) et de ceftazidime (CAZ), deux céphalosporines de 3e génération

. L’apparition d’une synergie, visible sous forme d’une
augmentation ou d’un pont de la zone d’inhibition entre
les disques, traduisant une forme typique en bouchon
de champagne, indique la production de BLSE par la
souche testée. En I’absence de cette déformation
caractéristique, la souche est considérée comme non
productrice de BLSE.

Figure 9: Disposition des disques pour test BLSE

3.3.3 Analyse de la production de carbapénémase :
Pour la détection des carbapénémases chez les souches du groupe KES, I'imipénem a été
utilisé¢ pour I’ensemble des 50 isolats, tandis que ’ertapénem n’a été testé que sur 45 d’entre

eux.

e Incubation des boites de Petri :

1. Retourner les boites, puis incuber les, au maximum dans les 15 minutes qui suivent le
dépbt des disques. La limite du temps de pré-diffusion des antibiotiques évite
I’obtention de zones d’inhibition trop larges

2. Les boites de MH sont incubées a 35+1 °C en aérobiose pendant16-20h pour les
entérobacteries.

e Lecture aprés incubation :
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Lecture des zones d’inhibition :

1. Les limites des zones doivent étre lues a I’ceil nu en tenant compte de la compléte
inhibition de la culture, la boite étant placée a environ 30 cm de I’ ceil.

2. Lire les zones au dos des géloses MH sur fond noir éclairé avec une lumiere réfléchie.

3. Mesurer les diamétres des zones d’inhibition avec une régle, un pied a coulisse ou un
systeme de lecture automatisé (EUCAST, 2014).

e Interprétation des zones d’inhibition :

La catégorisation clinique (S, I ou R) se fait a partir des diamétres des zones d’inhibition

(arrondie au millimetre le plus proche) et en fonction des données publiées sous forme de

Tableaux (CLSI M100, 2025). Une fiche-modele avec les concentrations critiques CLSI peut
étre employée (CLSI, 2025).

Figure 10: Préparation de I’inoculum
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— N

Figure 12: Quelques étapes d'antibiogramme

Figure 11: Applicateur des disques d’antibiotiques
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Tableau 8:liste des antibiotiques utilisés

Antibiotique Sigle Charge Diameétres
de disque critiques
R (d)I S (D)
AMPICILLIN AM 10 pg <13 >17
CEFTAZIDIME CAZ 30pg <14 >18
CEPHAZOLIN Kz 30pg <14 >15
PIPERACILLIN PRL 30ug -
CEFOTAXIME CTX 30pg <22 >26
AMOXYCILLIN/CLAVULANIC ACID 2:1 AMC 30ug <13>18
PENICILLIN P 10pg <20 =25
CEFOXITIN FOX 30ug <14 >18
AMOXYCILLIN AML 10ug <13 >17
CLINDAMYCIN DA 2ug -
NORFLOXACIN NOR 5ug <12 >17
TOBRAMYCIN TOB 10ug <12 >17
CEFIXIME CFM 5ug <15 >19
GENTAMICIN CN 120pg <14 >18
ERTAPENEM ETP 10ug <18 >22
IMIPENEM IMP 10ug <19 >23
ERYTHROMYCIN E 15ug -
AMIKACIN AK 30ug <16 >20
CIPROFLOXACIN CIP 5ug <21 >26
CEFUROXIME SODIUM CXM 30ug <14 >18
SULPHAMETHOXAZOLE/TRIMETHOPRIM SXT 2509 <10 >16
TETRACYCLINE TE 30ug <11 >15
LEVOFLOXACIN LEV 5ug <16 >21
FOSFOMYCIN FF 509 <12 >16
CHLORAMPHENICOL C 30ug <12 >18
COLISTIN SUPHATE CT 10ug S<11
NALIDIXIC ACID NA 30ug <13 >19
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[I-  Activité antibacterienne d’huile essentielle :

1- Extraction des huiles essentielles:

Principe:

L’extraction de I’huile essentielle de la plante Ammi visnaga se fait par hydrodistillation. Cette
méthode consiste a chauffer un mélange d’eau et de matiére végétale jusqu’a ébullition. La
chaleur provoque la rupture des cellules de la plante, libérant ainsi des composés aromatiques.
Ces derniers sont entrainés par la vapeur d’eau vers un condensateur, ou ils se liquéfient. Le
distillat obtenu, composé d’eau florale et d’huile essentielle, est ensuite récupéré dans un

récipient adapté.
Technique :

Pour extraire I’huile essentielle d’Ammi visnaga, voici les étapes suivies :

50 g de la plante ont été pesés et placeés dans un ballon de 1000ml avec 500 ml d’eau

distillée.

- Le ballon a été positionné sur un chauffe-ballon, et le syst¢éme d’hydrodistillation a été
connecté a I’ouverture du ballon.

- Un réfrigérant a été alimenté en eau pour assurer la condensation des vapeurs.

- Le chauffe-ballon a été mis en marche, et le processus a été maintenu pendant deux
heures.

- Ala fin, ’hydrolat & été évacuée, et I’huile essentielle a été récupérée et conservée

dans un tube fermé a 4 °C, enveloppé d’aluminium.
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Figure 13: I'extraction d’Ammi visnaga
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2- Rendement d’extraction de ’huile d’Ammi visnaga :
Le rendement d’extraction permet d’évaluer I’efficacité du procédé utilisé¢ pour obtenir 1’huile

essentielle a partir de la plante seche. Dans le cadre de ce travail, le rendement a été calculé en
utilisant la formule suivante :

Y = (EWB / ZWA) x 100

e Y :rendement (%)

e WB : masse de I’huile essentielle extraite (g)

e WA masse de la plante séche (g)

Figure 15: Rendement de I'huile
essentielled ‘ammi visnaga
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3- Aromatogramme:

a. Définition :

Me¢éthode de mesure calquée sur celle de I’antibiogramme effectué avec des huiles essentielles
(et non des antibiotiques) ; permet de tester et de mesurer précisément le pouvoir antibactérien
d’une HE et la sensibilité particuliére d’une bactérie vis-a-vis de cette huile essentielle. Cette
méthode initiée par les Dr VALNET & GIRAULT dans les années 1970reste aujourd’hui peu
utilisée (Malaquin-Pavan, 2018).

b. Technique :

Le principe consiste a ensemencer la surface d’un milieu de culture gélosé (coulé en boite de
Pétri) avec une suspension bactérienne de maniére a faire croitre les bactéries sur toute la
surface de la gélose solidifiée. Puis, on dépose sur la gélose des petits disques de papier
buvard (d’environ 6 mm de diametre) imprégnés par les huiles essentielles que 1’on souhaite

tester (§uL suffisent). L’ensemble est incubé durant 24 heures a 37°C.
Dans notre étude, un disque imprégne de DMSO seul a éte utilise comme témoin.

e [’huile essentielle testée a été préalablement mélangée avec du DMSO afin d’en faciliter

la diffusion.

c. Lecture:

Les huiles essentielles diffusent radialement a partir de leur disque vers la périphérie en
formant sur leur passage un gradient décroissant de leur concentration. Si I’huile essentielle
testée est efficace et que sa concentration est suffisante pour inhiber la croissance bactérienne,
il apparait autour du disque une zone claire, sans croissance bactérienne, que I’on nomme halo
d’inhibition. Les diamétres des halos d’inhibition sont mesurés. La zone claire observée
autour des disques est proportionnelle a 1’activité antibactérienne de I’huile essenticlle

(Aromatogramme - Docteur Valnet, 2024).

La classification des souches comme sensibles, intermédiaires ou résistantes se base sur le

diamétre d’inhibition observé (Malaquin-Pavan, 2018).

Un diamétre >15 mm indique une sensibilité, <15 mm une résistance.
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Figure 16: test d'activité d'huile Ammi visnaga sur les souches bacteriennes de
groupe K.E.S

4- Evaluation de Pactivité antibactérienne de I’huile essentielle par la méthode de
microdilution en milieu liquide

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne a été réalisée selon la méthode de microdilution en

microplaque, permettant de déterminer 1’effet inhibiteur de I’huile essentielle testée sur une

souche bactérienne.

a. Principe :
La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est la plus faible concentration d’une huile
essentielle, parmi une série de dilutions successives, qui inhibe toute croissance bactérienne
visible. Elle mesure l'effet bactériostatique de I'huile essentielle, c'est-a-dire sa capacité a
arréter la prolifération des bactéries, sans les éliminer. 11 est important de noter que la CMI
peut varier en fonction du milieu de culture utilisé et ne prédit pas toujours 1’effet observé in

Vivo.

b. Technique :

- Une solution mere de I’huile essentielle a été préparée a 10 % dans du DMSO (1-2 %).

- Une seconde dilution a 5 % a également été utilisée dans certains contréles.

- La suspension bactérienne a été préparée a partir d’une culture fraiche (18-24 h) en eau
distillée sterile.
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- Dans chaque puits de la microplaque, 100 pL de bouillon Mueller-Hinton ont été
distribueés.

- Une série de dilutions décroissantes de I’huile essentielle a été effectuée a partir de la
solution a 10 %. Chaque puits a ensuite recu 10 pL de la suspension bactérienne et 10 pL
d’une solution colorante.

- Des puits témoins ont été inclus pour valider I’essai :

e Controles positifs contenant uniquement la bactérie et le colorant, avec ou sans
DMSO.
e ContrOles négatifs incluant soit I’huile essenticlle seule, soit le dernier puits de
dilution sans bactérie.
- L’incubation a été réalisée a 37 °C, et les résultats ont été interprétés par observation

visuelle selon la coloration obtenue.

s
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Figure 17: Microplaque de CMI avant incubation
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Calcul des CMI - Huile essentielle d’Ammi visnaga :
Densité de I’Huile Essentielle d’Ammi visnaga :

D’apres les données disponibles dans la littérature et les fournisseurs, la densité de 1’huile

essentielle d’Ammi visnaga varie entre 0.850 et 0.890 g/mL.
Par exemple :

e Florihana (2022) indique une densité de 0.8712 g/mL a 20 °C.
e Myrtea Formations (2023) rapporte des densités comprises entre 0.850 et 0.890
g/mL.

En I’absence de données précises sur le lot utilise, une densité moyenne de 0.87 g/mL peut

étre prise comme valeur approximative pour les calculs de concentration.

Cette table présente les concentrations finales de I’huile essentielle d’Ammi visnaga apres

dilution en serie 1/2, avec conversion en mg/mL a partir d’une densité de 0.87 g/mL.

Tableau 9: Tableau des concentrations de 1’huile essentielle d”’Ammivisnaga exprimées en %,

puL/mL et mg/mL.
Dilution Concentration (%) Concentration (vlv, | Concentration
pL/mL) (mg/mL) estimée (d

=0.87)

Stock 10% 100 87.0

1/2 5% 50 43.5

1/4 2.5% 25 21.75

1/8 1.25% 12.5 10.875

1/16 0.625% 6.25 5.4375

1/32 0.3125% 3.125 2.71875

1/64 0.15625% 1.5625 1.359375

1/128 0.078125% 0.78125 0.6796875

1/256 0.03906% 0.390625 0.33984375

1/512 0.01953125% 0.1953125 0.169921875

1/1024 0.009765625% 0.09765625 0.0849609375
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[Il-  La conservation des souches bacteriennes :
1- Conservation courte durée :
a. Définition et principe :
On utilise pour la conservation courte durée le milieu gélosé de conservation et de transport,
prét a ’emploi, conditionné dans des tubes fins stérilisés. Sa conception étanche empéche

toute pénétration d’oxygene, assurant ainsi des conditions optimales pour la préservation des

germes aérobies et anaérobies.

Cette gélose de conservation et de transport des souches est recommandée pour la
conservation des micro-organismes peu exigeants comme les Enterobacteriaceae,

Pseudomanaceae, Staphylococci et Vibrionaceae.

b. Technique :

- Prélever une culture bien isolée avec une pipette pasteur et effectuer une ou plusieurs
piqlres centrales. Pour les bactéries aérobies strictes, un ensemencement en surface
convient mieux.

- Incuber au maximum 24 heures entre 20 et 37°C selon I’espéce a conserver.

- Les souches se conservent environ 5 ans dans les tubes bien scellés, conservés entre

15 et 25° a I’abri dela lumiére.

- Eviter les variations de températures pendant le stockage.

Figure 18: les étapes de la conservation courte durée
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2- Conservation longue durée :

a. Principe :

La préservation des bactéries est essentielle dans les laboratoires de bactériologie afin de
protéger les isolats bactériens de la contamination, permettant ainsi leur étude, leur diagnostic
et leur utilisation ultérieure. De nombreuses méthodes ont été utilisées au fil des années,
parmi lesquelles les plus courantes et les plus efficaces sont la cryopréservation et la

lyophilisation.

Des cryoprotecteurs tels que la glycérine et le diméthylsulfoxyde (DMSO) sont actuellement
utilisés comme additifs pour la préservation des micro-organismes. Ces substances sont
adsorbées a la surface des micro-organismes, enveloppant les cellules pour les protéger contre
la formation de cristaux de glace lors de la préservation a long terme. La glycérine, en
particulier, agit sur la permeabilité de la membrane et facilite la vitrification en échangeant
I’eau dans les cellules et en formant des liaisons hydrogene avec les molécules d’eau, ce qui

procure un effet protecteur (Mahmmoud, 2020).

b. Technique :

- Choisir une colonie jeune (18-24h) bien isolée a partir d’un milieu solide.

- L’ensemencer dans un tube contenant du bouillon nutritif (BN) ou MacConkey.

- Incuber a 37°C pendant 24h.

- Etiqueter ’Eppendorfsterileavec : "numéro de souche — type bactérie".

- Verser 650 uL de glycérol et ajouter 650uL de la suspension bactérienne (culture
incubée) a 1’aide d’une micropipette.

- Mélanger délicatement sans bulles (agiter doucement ou pipeter plusieurs fois).

- Bien fermer ’Eppendorf et ’envelopper dans du papier aluminium (protection contre
la lumiére et ’oxydation).

- Placer les Eppendorf au congélateur a -80°C.
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Figure 19: materiels utilisé pour la conservaton longue durée
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Résultats et discussion

1 Répartition de la population bacteriénne:

Dans le cadre de notre étude menée sur une période de trois mois, allant du début février a la
fin avril, nous avons collect¢ 50 souches bactériennes appartenant au groupe K.E.S
(Klebsiella, Enterobacter, Serratia). Ces souches ont été isolées a partir de divers
prélevements physiopathologiques (urines, pus, prélevement vaginal, selles et sperme)
provenant de patients infectés.

H Urine MPus P.V mCoproculture M sperme

Figure 20: Répartition des souches selon le prélevement

Le graphique circulaire illustre la répartition des souches bactériennes selon le type de
prélevement effectué chez les patients infectés (figure 20). Il en ressort que les urines
constituent la source principale d’isolement bactérien avec un taux tres élevé de 88 %, ce qui
traduit une forte prévalence des infections urinaires dans la population étudiée. Suivies par les
coprocultures et le sperme (4 % chacun), tandis que les prélevements vaginaux (2 %) et le pus
(2 %) représentent une proportion plus faible, ce qui reflete une moindre fréquence des

infections vaginales et purulentes dans cette étude.

Ces résultats sont en accord avec les résultats rapportés par Belmoumene et Kedjouti (2022),
c'est une étude menée a 1’hopital de Bordj Bou Arreridj, ou les entérobactéries dominaient
largement les agents infectieux urinaires. Parmi elles, Klebsiella spp. Représentait 14 % des
souches isolées, Enterobacter spp. 11 %, et Serratia spp. 5 %.Ces taux confirment la place
importante occupée par le groupe K.E.S dans les infections urinaires, en accord avec les
données obtenues dans notre étude.
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Figure 21: Répartition des souches selon le sexe

Le graphique circulaire (figure 21) montre que les infections a bactéries du groupe K.E.S.
touchent majoritairement les femmes, avec une proportion de 76 %, contre 24 % chez les
hommes.Cette distribution suggére une prévalence significativement plus élevée chez la

population féminine en raison de :

> La nature anatomique de l'appareil urinaire la proximité entre l'anus et l'orifice externe
de l'urétre facilite lI'accés des bactéries a la vessie.

> Les rapports sexuels favorisent la progression des bactéries urétrales dans la vessie.

» La modification de lacidité vaginale aprés la diminution normale des hormones
(eestrogene) et des sécrétions vaginales apres la ménopause.

» Deffet des secrétions prostatiqgues chez I'Homme, permet d'offrir une protection
supplémentaire.

» Chez I'Homme l'urétre mesure elle est longe environ 20 a 25 cm ce qui diminue le risque
d'lU (Ait Miloud 2011;Bruyereet al., 2013).

En comparant nos résultats avec une étude a I'hdpital BOUZIDI Lakhder a Bordj Bou Arreridj
sur 1166 échantillons analysés entre 2020 et 2021, 187 étaient positifs. Les femmes
représentaient 72 % des cas. Les entérobactéries étaient responsables de 95 % des infections,
avec Klebsiella spp. (14 %) et Enterobacter spp. (11 %) parmi les agents pathogénes identifiés
(BELMOUMENE Abdelhalim, 2022)

Une autre étude a I'hdpital de Koléa, Wilaya de Tipaza en 2020 a été menée sur 100

échantillons d'urine, révélant que 34 % étaient positifs pour une infection urinaire. Les
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femmes représentaient 66 % des cas positifs. Parmi les entérobactéries identifiées, Klebsiella

pneumoniae représentait 20 % et Klebsiella oxytoca 12 %(Larbi, F., 2020).

Etude a I'ndpital 1bn Zohr de Guelma aussi en 2020, sur 5385 dossiers étudiés, 888 patients
avaient des ECBU positifs, avec 75,45 % de cas chez les femmes. Les entérobactéries étaient
responsables de 98,3 % des infections, avec Klebsiella spp.représentant 15,3 % des isolats
(BENSEGHIR Rania, 2020).

B Nourrison (1mois-
2ans)
B Enfant (2ans-12ans)

72%

Adulte (18ans-65ans)

B Agé (plus de 65ans)

Figure 22: Reépartition des souches selon I'age

Ce graphique circulaire (Figure 22) montre la répartition des souches bactériennes selon I'age
des patients infectés, pour les espéces Klebsiella, Serratia et Enterobacter. Les adultes (18-65
ans) représentent 72 % des cas, suggérant que cette tranche d'age est la plus touchée par ces
infections. Les nourrissons (1 mois a 2 ans) suivent avec 16%, en raison de leur systeme
immunitaire immature. Les personnes agees (plus de 65 ans) représentent 8 %, confirmant
leur vulnérabilité accrue. Enfin, les enfants (2 a 12 ans) ne représentent que 4%, indiquant une

moindre implication dans ces infections.

Ces observations sont soutenues par les résultats de 1’étude de (Benbouza et al., 2024), qui
ont mené une enquéte épidémiologique sur des isolats cliniques dans plusieurs hépitaux de
Batna. Leur étude a mis en évidence une fréquence élevée d’infections a Klebsiella,

Enterobacter et Serratia chez les patients adultes, ce qui reflete la méme tendance observée
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dans notre série. Cette concordance renforce I’hypothése selon laquelle les adultesconstituent

une population particulierement exposée a ces pathogenes, notamment en milieu hospitalier.

1. Résultats d’identification de la population bacterienne :

2.1 Aspect macroscopique de groupe K.E.S :
2.1.1 Kilebsiella :

Tableau 10:Aspect macroscopique deKlebsiella:

Milieu Aspect colonie Couleur
Gélose nutritive (GN) Mugueuse, bombée, ronde, grosse Blanc a créeme
Chromagar orientation clair Mugueuse, bombée, ronde, grosse Bleu métallique
Mac conkey Mugueuse, bombée, ronde, grosse Rose
Hektoen Mugueuse, bombée ronde, grosse Saumon

Figure 23: Klebsiella sur Mac Conkey 62 Figure 26: Klebsiella sur Hektoen
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2.1.2 Enterobacter :

Tableau 11:Aspect macroscopique d’Enterobacter :

Milieu Aspect colonie Couleur

Gélose nutritive (GN) Légerement muqueuse, Blanc a créeme

bombée, ronde, grosse

Chromagar orientation clair Légérement muqueuse, Bleu métallique

bombée, ronde, grosse

Mac conkey Légerement muqueuse, Rose

bombée, ronde

Hektoen Légerement muqueuse, Saumon

bombée, ronde

Figure 30: Enterobacter sur mac Conkey 63

Figure 29: Enterobacter sur Hektoen



2.1.3 Serratia :

Tableau 12: Aspect macroscopique de Serratia

Résultats et discussion

Milieu

Aspect colonie

Couleur

Gélose nutritive (GN)

Légérement muqueuse,

bombée, ronde, grosse

Rouge brique (si pigmenté) ou

blanc a créme

Chromagar orientation clair

Légérement muqueuse,

bombée, ronde, grosse

Bleu métallique

Mac conkey Légerement muqueuse, Incolore
bombée, ronde
Hektoen Légerement muqueuse,

bombée, ronde

Incolore (ou vert)

Figure 34:Serratia sur Mac Conkey 64

Figure 33: Serratia sur Hektoen
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2.2 Aspect microscopique de groupe K.E.S :
L’observation microscopique des souches du groupe K.E.S (Klebsiella, Enterobacter,
Serratia) aprés la coloration de Gram a révélé des bacilles & Gram négatif. Ces bactéries
apparaissent sous forme de batonnets de taille moyenne a grande, disposés isolément, par
paires ou parfois en courtes chaines. Elles ne retiennent pas le cristal violet et prennent la
coloration rose du safranine, caractéristique des bactéries Gram négatif. Cette morphologie est

typique des entérobactéries, ce qui confirme 1’appartenance des isolats au groupe K.E.S.

2.2.1 Klebsiella :

Figure36: Klebsiella oxytoca Figure35: Klebsiella pneumoniae
2.2.2 Enterobacter :

Figure37: Enterobater cloacoe Figure38: Enterobacter aerogenes
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Figure39: Enterobacter sakazakii

2.2.3 Serratia :

Figure 41: Serratia marcescens Figure 40: Serratia liquefaciens

Figure 42: Serratia odorifera
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3 Ildentification biochimique des souches :

Dans le cadre de cette étude, un total de 80 souches appartenant au groupe K.E.S (Klebsiella,
Enterobacter, Serratia) ont été collectées a partir d'échantillons cliniques issus de différents
laboratoires d'analyses médicales. Apres identification biochimique a I’aide de la galerie API
20E, 50 souches ont été confirmées comme appartenant effectivement au groupe K.E.S,
représentant une proportion de 62.5% des isolats initiaux.
L’analyse des résultats a révélé une prédominance marquée des souches du genre Klebsiella,
représentant 21 isolats, soit 42 % du total identifié. Serratia occupe la deuxiéme position avec
16 souches (32 %), tandis qu’Enterobacter est représenté par 13 souches, soit la proportion la
plus faible avec 26 %. Ces résultats indiquent que Klebsiella spp constitue la majorité des
souches isolées dans cette étude, tandis qu’Enterobacter spp est le genre le moins représenté
parmi les souches du groupe K.E.S identifiees.

Le tableau suivant illustre le nombre d'espéces identifiees dans chaque genre.

Tableau 13: Nombre des éspeces identifiées dans chaque genre par la galerie
miniaturisee API120E

Genre : Nombre total : Espéces : Nombre
d’especes :
Klebsiella spp Klebsiella pneumoniae
21 19
Klebsiella oxytoca 2

Enterobacter spp
Enterobacter cloacae 10

Enterobacter sakazakii

13 )
Enterobacter
aerogenes 1
Serratia spp Serratia marcescens 14
16 Serratia odorifera 1
Serratia liquefaciens 1
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Les especes de Klebsiella
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Figure 43: l'identification des éspeces de Klebsiella par AP120E
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Les especes d’Enterobacter
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4 Antibiogramme :

Les 50 souches isolées de groupe K.E.S ont été soumises & un antibiogramme contre plusieurs

familles d'antibiotiques. Chaque famille comprenait neuf antibiotiques représentatifs. Apres

incubation & 37C° pendant 24h, nous avons observés et mesurés le diamétre des zones

d’inhibition autour des disques d’ATB pour les 50 souches. Les résultats de ’antibiogramme

ont révélé une variabilité de la sensibilité selon le type bactérien et la famille d’antibiotiques

testée.

Tableau 14:Pourcentage de résistance et sensibilité des souches de groupe K.E.S aux
antibiotiques

R | S
Antibiotiques

Effectif o Effectif o Effectif o

AM 49 98 0 0 1 2
CAZ 39 78 2 4 9 18
Kz 49 98 0 0 1 2
CTX 38 76 0 0 12 24
AMC 42 84 1 2 7 14
FOX 38 76 3 6 9 18
CFM 32 64 6 12 12 24
IMP 43 86 1 2 6 12
AK 24 48 9 18 17 37
LEV 17 34 4 8 29 58
CIP 23 46 4 8 23 46
CXM 48 96 0 0 2 4
SXT 20 40 0 0 30 60
C 15 30 0 0 35 70

71




Résultats et discussion

Tableau 15:Répartition des phénotypes (S, I, R) pour les antibiotiques testés sur un nombre

variable de souches du groupe K.E.S"

R S

Nombre des I

Antibiotiques | souches testés

CT 45 44 0 1
NA 45 14 6 25
FF 28 27 1 0
TE 44 17 4 23
E 41 40 0 1
ETP 45 25 12 8
CN 40 13 13 14
TOB 19 8 10 1
NOR 43 11 3 29
DA 37 37 0 0
AML 38 38 0 0
P 31 30 0 1
PRL 15 14 0 1
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Figure 46: Résistance et sensibilité des souches de groupe K.E.S aux antibiotiques

D’aprés les résultats obtenus (figure 46), les souches du groupe K.E.S présentent une grande
diversité¢ de profils de résistance. Les B-lactamines, qui regroupent I’ampicilline (AM), la
céfazoline (KZ) et la céfotaxime (CTX), affichent les taux de résistance les plus élevés avec
respectivement 98 %, 98 % et 96 %, ce qui montre une perte importante d’efficacité de cette
famille. En revanche, les taux de résistance les plus faibles ont été observés pour le
chloramphénicol (C), un phénicole (30 %), et la Iévofloxacine (LEV), une fluoroquinolone
(34 %). Le chloramphénicol présente le taux de sensibilité le plus élevé (70 %), suivi du
triméthoprime-sulfaméthoxazole (SXT), un antibiotique combinant un sulfamide et un
inhibiteur de la dihydrofolate réductase, avec 60 % de souches sensibles.A I’opposé,
I’ampicilline reste tres peu efficace avec seulement 2 % de sensibilité. Ces résultats révelent
une résistance marquée aux antibiotiques couramment utilisés, surtout les B-lactamines, et
mettent en avant I’intérét de recourir a des molécules plus actives dans le traitement des

infections dues aux entérobactéries du groupe K.E.S.
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Figure 47: Résistance et sensibilité des souches de Klebsiella aux antibiotiques

Les résultats obtenus (figure 47) révelent un profil de résistance préoccupant chez les souches
de Klebsiella, avec une résistance totale a trois antibiotiques de la famille des B-lactamines :
I’ampicilline (AM), une pénicilline, ainsi que la céfazoline (KZ) et la céfixime (CXM), toutes
deux des cephalosporines (de 1re et 3e generation respectivement), affichant chacune un taux
de résistance de 100 %. Cette forte résistance aux B-lactamines suggére la possible production
de B-lactamases. A I’inverse, les taux de résistance les plus faibles ont été observés pour le
chloramphénicol (C), un phénicole, et la Iévofloxacine (LEV), une fluoroquinolone, avec
chacun un taux de résistance de 29 %, indiquant une meilleure efficacité de ces molécules. En
termes de sensibilité, le chloramphénicol (C) a présenté le taux le plus élevé (71,4 %), suivi
du triméthoprime-sulfaméthoxazole (SXT), un antibiotique combiné associant un sulfamide
(sulfaméthoxazole) et un inhibiteur de la dihydrofolate réductase (triméthoprime), avec 61,9
%. Ces résultats montrent que, malgré une multi-résistance généralisée, certaines molécules
comme la lévofloxacine et surtout le chloramphénicol peuvent encore représenter des

alternatives thérapeutiques efficaces contre les infections a Klebsiella.
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Figure 48: Résistance et sensibilité des souches d'Enterobacter aux antibiotiques

Les résultats obtenus (figure 48) révelent un profil de résistance alarmant chez les souches
d’Enterobacter, avec une résistance totale a trois antibiotiques appartenant a la famille des B-
lactamines : ’ampicilline (AM), une pénicilline, ainsi que la céfazoline (KZ) et la céfixime
(CXM), toutes deux des céphalosporines (de 1re et 3e génération respectivement), avec un
taux de resistance de 100 %. Cette forte résistance concerne principalement les B-lactamines.
En revanche, les taux de résistance les plus faibles ont été observés pour la lévofloxacine
(LEV), une fluoroquinolone, avec 38,4 %, suivie du chloramphénicol (C), un phénicole, et du
triméthoprime-sulfaméthoxazole (SXT), un antibiotique combiné associant un sulfamide
(sulfaméthoxazole) et un inhibiteur de la dihydrofolate réductase (triméthoprime), chacun
avec un taux de résistance de 46,1 %, indiquant une meilleure efficacité de ces molécules. En
termes de sensibilité, la lévofloxacine (LEV) a présenté le taux de sensibilité le plus élevé
(53,8 %), a égalité avec le SXT et le chloramphénicol. Ces résultats suggérent qu’en dépit de
la multirésistance généralisée, certaines molécules comme la lévofloxacine, le SXT et le
chloramphénicol peuvent encore offrir des alternatives thérapeutiques viables contre les

infections a Enterobacter.
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Figure 49: Résistance et sensibilité des souches de Serratia aux antibiotiques

Les résultats obtenus (figure 49) révélent un profil de résistance alarmant chez les souches de
Serratia, avec une résistance trés élevée a plusieurs antibiotiques de la famille des -
lactamines : ’ampicilline (AM), une pénicilline, ainsi que la céfazoline (KZ) et la céfixime
(CXM), deux céphalosporines (de 1re et 3e génération respectivement), et I’imipénem (IMP),
un carbapéneme, tous affichant un taux de résistance de 93,7 %. Cette forte résistance
concerne principalement les B-lactamines. En revanche, les taux de résistance les plus faibles
ont été observés pour le chloramphénicol (C), un phénicole, avec 18,7 %, suivi du
triméthoprime-sulfaméthoxazole (SXT), un antibiotique combiné associant un sulfamide
(sulfaméthoxazole) et un inhibiteur de la dihydrofolate réductase (triméthoprime), ainsi que
de la ciprofloxacine (CIP) et de la lévofloxacine (LEV), toutes deux des fluoroquinolones,
avec 37,5 % de résistance.En termes de sensibilité, le chloramphénicol (C) a présenté le taux
de sensibilité le plus élevé (81,2 %). Ces résultats suggérent qu’en dépit de la multirésistance
généralisée, certaines molécules comme la lévofloxacine, la ciprofloxacine, le SXT et surtout
le chloramphénicol peuvent encore représenter des alternatives thérapeutiques viables contre

les infections a Serratia.
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Les profils de résistance des trois genres Klebsiella, Enterobacter et Serratia révele une
tendance commune a une forte résistance aux B-lactamines, en particulier a I’ampicilline, a la
cefazoline et au céfixime, avec des taux atteignant 100 % chez Klebsiella et Enterobacter, et
93,7 % chez Serratia. Cette situation suggere la probable production de B-lactamases chez ces
bactéries. En revanche, les antibiotiques non B-lactamines montrent une efficacité variable
selon le genre. Le chloramphénicol, un phénicole, a présenté les taux de résistance les plus
faibles chez Serratia (18,7 %), contre 29 % pour Klebsiella et 46,1 % pour Enterobacter. De
méme, les fluoroquinolones comme la lévofloxacine et la ciprofloxacine ainsi que le
triméthoprime-sulfaméthoxazole (SXT) montrent une activité modérée avec des résistances
oscillant entre 29 % et 46,1 %. En termes de sensibilité, le Serratia se distingue avec un taux
élevé de sensibilité au chloramphénicol (81,2 %), alors que Klebsiella et Enterobacter
présentent une sensibilite partagée entre le chloramphénicol, la lévofloxacine et le SXT
(environ 53-70 %).

En réesumé, bien que les trois genres présentent une multirésistance marquée, notamment aux
B-lactamines, certaines molécules comme le chloramphénicol, les fluoroquinolones et le SXT
restent des alternatives thérapeutiques prometteuses, en particulier face a Serratia, qui montre

une sensibilité plus marquée a ces antibiotiques.

Etude sur les propriétés adhésives et la résistance aux antibiotiques des isolats cliniques de
Klebsiella, Enterobacter et Serratia impliqués dans des infections nosocomiales. Cette étude a
examiné 103 isolats cliniques de Klebsiella, Enterobacter et Serratia impliqués dans des
infections nosocomiales. Elle a observé que la moitié des souches étaient resistantes a
plusieurs agents antimicrobiens, y compris les aminoglycosides et les B-lactamines. De plus,
elle a étudie les propriétés adhésives de ces souches, ce qui est crucial pour leur réle dans les

infections nosocomiales (Livrelliet al., 1996).

Une autre étude sur la résistance aux fluoroquinolones des isolats d'Enterobacteriaceae. Cette
étude a analysé 207 isolats d'Enterobacteriaceae provenant d'infections urinaires. Elle a
trouvé que 28,0 % des isolats étaient résistants a toutes les fluoroquinolones testées, avec des
taux de résistance spécifiques pour chaque espéce : Enterobacter (30,8 %), Klebsiella (29,7
%) et Serratia (25,0 %) (Lockhart et al., 2007).
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4.2 BLSE:
Les 50 souches testées du groupe K.E.S ayant des résultats négatifs (-) au test de synergie
(absence du forme bouchon de champagne). Donc les 50 souches testées se sont révélées

négatives pour la production de BLSE.

Dissémination de souches d'entérobactéries productrices de BLSE est un phénoméne
complexe qui peut étre d0 a trois mécanismes intriqués. Le premier mécanisme est la
dissémination clonale, dans laquelle une souche productrice de BLSE peut se disséminer par
contact horizontal de patient a patient(Brun-Buisson et al., 1987).Le second mécanisme est la
transmission d'un ou plusieurs plasmides vers une autre souche (de la méme espéce ou d'une
espece différente). Le troisiéme mécanisme est le transfert d'éléments de résistance présents
dans des transposons ou intégrons entre différents plasmides.La transmission peut produire
des épidémies locales au niveau d'une unité de soins intensifs, d'un hopital ou un centre de
soins. Elle peut s'étendre au niveau interhospitalier par le transfert de patients colonisés ou
infectés (Monnet et al., 1997).

Dans une étude a Rabat (Maroc) en 2013 sur les entérobactéries productrices de béta-
lactamases a spectre étendu (BLSE), le groupe K.E.S comprenant Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter spp et Serratia spp a été identifié comme un producteur potentiel de BLSE, avec
des prévalences respectives de 34 %, 31 % et 43 %(FOULAL, 2013).

Une autre étude menée en 2021 a Rabat (Maroc) sur les entérobactéries productrices de béta-
lactamases a spectre étendu (BLSE) a revelé que Klebsiella pneumoniae était I'espece la plus
fréquemment identifiée parmi les producteurs de BLSE, représentant 41.9 % des isolats.
Enterobacter cloacae a également été détectée, représentant 10,5 % des cas plus de Serratia
spp avec 1.2 %(MORJAN, 2021).

Selon (Romli et al., 2011),les entérobactéries productrices de [3-lactamases a spectre étendu
(BLSE) constituent un probléme de santé publique majeur, notamment en milieu hospitalier.
L'étude a révélé que Klebsiella pneumoniae représentait 59.7% des souches BLSE isolées

d'infections urinaires, suivie par E .coli (30%) et Enterobacter (9%).

Autre étude mais en Algérie sur la prévalence et la caractérisation des B-lactamases a spectre
élargi (BLSE) chez les bactéries du groupe Klebsiella-Enterobacter-Serratia. Cette étude a
isolé 207 souches du groupe KES a I'n6pital Ibn Rochd d'Annaba, en Algérie, en 2009. Elle a

révélé que 31,4 % des souches produisaient des BLSE, réparties comme suit : 17,4 % de
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Klebsiella spp., 7,2 % d’Enterobacter spp. et 6,8 % de Serratia marcescens (Nedjaiet al.,
2012).

4.3 Carbapénamase :
Les résultats de I’antibiogramme réalisés dans cette étude révelent un taux alarmant de
résistance a I’imipenéme chez les souches isolées de Klebsiella pneumoniae, Enterobacter et
Serratia. Cette observation, issue de nos données expérimentales, met en évidence une

probable circulation de souches multirésistantes au niveau local.

Nos résultats s’accordent partiellement avec ceux rapportés par (Xu et al.,2015), qui ont
mis en évidence une augmentation importante de la prévalence des entérobactéries résistantes
aux carbapénémes en Asie, en particulier chez Klebsiella pneumoniae. Les auteurs soulignent
également que, semblable a Klebsiella spp., Enterobacter sppmontre une résistance croissante

a I’imipenéme.

Plus qu’a I’imipénem, nous avons confirmé la preésence probable de carbapénemases par
I’ertapénem, sur un total de 45 souches cliniques appartenant aux genres Klebsiella,
Enterobacter et Serratia. Les résultats de 1’antibiogramme ont montré 25 souches résistantes,
12 intermédiaires et 8 sensibles a 1’ertapénem, ce qui refléte une forte présomption d’activité
enzymatique. Ces résultats sont comparables a ceux de 1’étude de (Benbouza et al.,2024)
menée dans les hopitaux de Batna, ou une résistance de 100 % a I’ertapénem a été observée
chez les souches de Klebsiella pneumoniae et Enterobacter cloacae, confirmant ainsi la

valeur de cet antibiotique comme marqueur fiable pour le dépistage des carbapénémases.

De maniére complémentaire, I’étude génomique menée par (EI Khoury et al., 2023) sur
des souches hospitalieres a confirmé la présence fréquente de ces genes de résistance
(bla_KPC, bla_NDM, bla_OXA-48), souvent portés par des plasmides transférables entre
especes et que la résistance chez Klebsiella pneumoniae, Enterobacter et Serratia est

principalement due a la production de ces carbapénémases.

Cela explique possiblement les profils de résistance similaires observés dans notre étude

entre Klebsiella, Enterobacter et Serratia.

4.4 Colistine :
Dans le cadre de notre recherche, nous avons évalué I’activité¢ de plusieurs antibiotiques
sur un ensemble de souches isolées appartenant aux genres Klebsiella, Enterobacter et

Serratia. En raison de certaines contraintes, tous les antibiotiques n’ont pas été testés sur
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I’ensemble des 50 souches, mais seulement sur un nombre limité d’entre elles. Parmi les
antibiotiques testés figure la colistine (CT10), qui a montré un taux éleve de résistance chez la

majorité des souches concernées

Ce niveau élevé de résistance est particulierement préoccupant, étant donné que la colistine
est souvent utilisée comme traitement de dernier recours contre les bactéries multirésistantes.
Bien que notre travail ait porté sur trois genres bactériens (Klebsiella, Enterobacter et
Serratia), des résultats similaires ont été rapportés dans 1’étude de (Narimisa et al., 2022)
portant uniquement sur Klebsiella pneumoniae. Eux aussi ont trouvé que la majorité des
souches étaient résistantes a la colistine, ce qui montre que cette problématique ne concerne

pas seulement un type bactérien, mais pourrait refléter une tendance plus générale.

Cette forte résistance observée pourrait €tre liée a 1’utilisation excessive et parfois non
contrélee de la colistine dans le traitement des infections graves. Apres avoir été abandonnée
dans les années 1970 en raison de sa toxicité, la colistine a été réintroduite ces derniéres
années comme alternative face aux bactéries résistantes aux carbapénemes. Son emploi
répeté, souvent comme dernier recours, a probablement favorisé la sélection de souches

résistantes, réduisant ainsi I'efficacité de cet antibiotique.

5 Activité antimicrobienne d’huile essentielle (HE) :

Le rendement en huile essentielle de la plante Ammi visnaga a été déterminé a la suite du
processus d’extraction. La quantité obtenue a permis de calculer le pourcentage de rendement,

ce qui refléte I’efficacité de 1’extraction réalisée. Le résultat obtenu est de 3,52%

L’activité antimicrobienne d’huile essentielle (HE) d’Ammi visnaga (Nokha) a été évaluée
par la technique d’aromatogramme sur 50 souches bactériennes appartenant au groupe K.E.S
(Klebsiella, Enterobacter, Serratia). Les résultats ont révélé une variabilité notable des
diametres des zones d’inhibition (DZI), traduisant une sensibilité différenciée des souches
testées a I’action de I’HE. Cette diversité de réponses suggere une interaction complexe entre
les constituants bioactifs de I’'HE et les particularités structurales de chaque souche. Les

résultats de ce test antimicrobien sont rapportés dans le tableau suivant :
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Figure 53:résultats d'activité antimicrobienne d'HE d'Ammi visnaga surles 50 souches de
groupe K.E.S

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle (HE) d’Ammi visnaga a révélé
des diametres de zones d’inhibition variables selon les souches testées. Les diamétres mesurés
étaient compris entre 18 mm et 47 mm pour Klebsiella, entre 18 mm et 45 mm pour
Enterobacter, et entre 15 mm et 45 mm pour Serratia. Ces résultats témoignent d’un effet

inhibiteur notable de I’HE sur ces bactéries, avec une efficacité variable selon I’espece.
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Klebsiella oxytoca
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Enterobacter cloacae

Enterobacter aerogenes
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Enterobacter sakazakii
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Serratia liquefaciens

Serratia marcescens
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Serratia odorifera

Figure 54: Effet de I'HE d’Ammi visnaga sur le groupe K.E.S

Dans notre étude, l'huile essentielle d’Ammi visnaga a montré une forte activité
antibactérienne contre Klebsiella, avec un diamétre de zone d'inhibition de 47 mm, supérieur
a ceux observés pour Serratia et Enterobacter. Ces résultats indiquent que Klebsiella est la

plus sensible.

Parmi les composés actifs identifiés dans Ammi visnaga figurent la khelline et la visnagine,
toutes deux reconnues pour leurs propriétés antifongiques, antibactériennes et antivirales
(Alam et al.,2018).
Plusieurs études ont mis en évidence les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles
extraites de Ammi visnaga L., démontrant leur capacité a inhiber la croissance de diverses
souches microbiennes telles que Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosaet Klebsiella
pneumoniae (Khalil et al., 2020). En comparaison avec notre étude, une recherche menée a

Constantine (Algérie) en 2011 a évalué l'activité antibactérienne de l'huile essentielle d’Ammi
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visnaga contre différentes souches bactériennes a Gram positif et Gram négatif. Parmi celles-
ci, Enterobacter aerogenes et Klebsiella pneumoniae ont présenté des zones d'inhibition
respectives de 20 mm et 23 mm. Ces résultats sont comparables a ceux obtenus dans notre
propre expérimentation, confirmant ainsi 1’efficacité de cette huile essentielle. Plus que dans
notre étude, on tester l'efficacité de cette huile essentielle sur les especes du Serratia qui
donner des résultats rassemble Klebsiella et Enterobacter (Khalfallah et al., 2011).
On peut comparer nos resultats d'activité antimicrobienne de I'huile essentielle (HE) d'Ammi
visnaga contre le groupe K.E.S. (Klebsiella, Enterobacter, Serratia) avec ceux d'une étude
réalisee a Mostaganem (Algérie), qui a évalué l'effet de la méme HE sur Pseudomonas
aeruginosa. Dans cette étude, I'huile essentielle d'’Ammi visnaga a montré une activité
antibactérienne notable, avec des diamétres de zones d'inhibition variant entre 8 et 14,5 mm
(Baghdadi Ben Attia et Bachkat, 2019).
Nos résultats indiquent que I'HE d'Ammi visnaga est plus efficace contre les bactéries du
groupe K.E.S. que contre P. aeruginosa, bien que toutes soient des bactéries a Gram négatif.
Cette différence d'efficacité peut étre attribuée a la composition chimique de ['huile

essentielle.
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6 La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :
Les tests de détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’huile
essentielle d’Ammi visnaga ont été réalisés in vitro par la méthode de micro dilution en milieu

liquide, en utilisant des plaques a 96 puits.

Trois souches bactériennes appartenant a la famille des Enterobacteriaceae ont été testées :

Enterobacter spp, Klebsiella spp et Serratia spp.

Le suivi de la croissance bactérienne a été effectué¢ a I’aide d’un indicateur coloré, permettant
de distinguer les puits avec croissance (rose) de ceux sans croissance (mauve). Les
concentrations testées ont permis de déterminer, pour chaque souche, une valeur spécifique de
CMIL.

Les résultats obtenus montrent que les CMI varient d’une souche a une autre.

> Pour Serratia, les CMI se situent entre 0,078125 pg/mL et 0,3125ug/mL, avec une
concentration prédominante de 0,15625 pg/mL.

» Pour Enterobacter, les valeurs observées varient entre 0,15625ug/mL et 1,25 pg/mL,
avec egalement une majorité des souches sensibles a 0,15625 pg/mL.

> Les souches de Klebsiella ont montré les valeurs de CMI les plus faibles, allant de
0,009765 pg/mL a 0,1953125 ug/mL. Deux souches n’ont montré aucune croissance,

ce qui indique une inhibition totale méme a la plus faible concentration testée.

Tableau 16:Tableau comparatif des resultats de CMI

Genre Dilution Concentratio | Intervalle Valeur Nombre de
bactérien : n (v/v), deCMI prédominante | souches sans
(nL/mL) (Mg/mL) (ML/mL) croissance
Serratia 1/128 -1/32 0,78125 - 0,078125 - 1,5625 0
3,125 0,3125
Enterobacter 1/64 - 1/8 1,5625-12,5 | 0,15625- 1,25 1,5625 0
Klebsiella 1/1024 - 0,097656 — 0,009765 - / 2
1/512 0,1953125 0,01953125
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Figure 55: les resultats de CMI d’huile essentielles d ’Ammivisnaga

90



Résultats et discussion

Tableau 17: Résultats de CMI de groupe K.E.S

Le genre Résultats de CMI :
bactérien :

i

N
o"\

Klebsiella :

O O
e

/A%
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La récurrence de la valeur de CMI a 0,15625 pg/mL chez plusieurs souches d’Enterobacter et
de Serratia peut s’expliquer par une sensibilité biologique similaire a I’huile essentielle
d’Ammi visnaga. Cela pourrait refléter des caractéristiques phénotypiques ou génétiques
communes, hotamment au niveau de la perméabilité membranaire ou de I’absence de
mécanismes de résistance spécifiques aux composés actifs de I’huile.

En comparant nos résultats a ceux de(Himed et al., 2016), qui ont évalué [I’activité
antibactérienne de 1’huile essenticlle de Citrus limon (variété Lisbon) sur les mémes souches
du groupe KES, on constate que les CMI obtenues étaient de 700 pg/mL pour Klebsiella
pneumoniae, 500 pg/mL  pour Enterobacter aerogenes et 900 ug/mL pour Serratia

marcescens.

Ces valeurs indiquent une activité modérée a faible de I’huile de citron contre ces bactéries.
En comparaison, les résultats obtenus avec I’huile essentielle d’Ammi visnaga montrent une
activité nettement plus marquée, soulignant une meilleure efficacité antimicrobienne. Cette
supériorité pourrait s’expliquer par la richesse de I’huile d’Ammi visnaga en composés actifs
plus puissants ou agissant de maniére plus ciblée sur les structures cellulaires de ces

entérobactéries.
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7 Perspectives d’application pharmaceutique de I’huile essentielle
d’Ammi visnaga :
Les extraits d'Ammi visnaga, en particulier son huile essentielle, sont riches en composés
bioactifs. Ces composés ont démontré des propriétés antimicrobiennes significatives contre
diverses souches bactériennes.
L'Ammi visnaga offre des perspectives intéressantes pour le développement de produits
pharmaceutiques naturels, en particulier dans le contexte actuel de résistance croissante aux
antibiotiques. Une recherche approfondie et une collaboration entre chercheurs et industriels
pourraient permettre de valoriser cette plante médicinale au bénéfice de la santé publique par

exemple:

e L'huile essentielle d’Ammi visnaga pourrait étre incorporée dans des crémes ou
pommades pour traiter les infections cutanées causées par des bactéries résistantes aux
antibiotiques.

e il est essentiel de considérer son utilisation comme complémentaire aux antibiotiques
traditionnels plutét que comme un remplacement direct.

e Produits de soins bucco-dentaires : Grace a ses propriétés antimicrobiennes, elle pourrait
étre utilisée dans des bains de bouche ou dentifrices pour prévenir les infections
buccales.

e Agents conservateurs naturels : Ses propriétés antimicrobiennes pourraient également
étre exploitées pour prolonger la durée de conservation des produits pharmaceutiques

sans recourir a des conservateurs synthétigues.
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Conclusion :
Le groupe K.E.S (Klebsiella, Enterobacter, Serratia) représente aujourd’hui une menace
majeure en milieu hospitalier en raison de sa forte capacité a développer des résistances aux

antibiotiques.

Dans ce contexte préoccupant, notre étude s’est intéressée a 1’évaluation de I’activité
antibactérienne de 1’huile essentielle d’4mmi visnaga sur des souches cliniques appartenant a
ce groupe. L’identification bactérienne par la galerie API 20E, I’analyse des profils
d’antibiorésistance par antibiogramme, ainsi que la détermination de la CMI via une méthode
innovante basée sur I'utilisation d’un indicateur coloré, ont permis de mettre en évidence une

activité notable de cette huile essentielle.

Ces résultats suggeérent qu’4dmmi visnaga pourrait constituer une piste intéressante dans la
recherche d’alternatives thérapeutiques face aux bactéries multirésistantes. Toutefois, des
études approfondies, incluant des analyses moléculaires et des essais in vivo, seront

nécessaires pour confirmer son efficacité et en comprendre les mécanismes d’action.
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Annexe 01 : Les milieux de cultures

— Milieu gélose nutritive (GN) :

La gélose nutritive est un milieu simple
utiliseé pour la culture de nombreuses

bactéries non exigeantes. Sa composition

est la suivante

Extrait de viande............... 1.0g

Pepto....oovvviiiiiii 5.0g

Chlorure de sodium........... 5.0g

Agar........ooiiiiiiii, 15.0g

— Milieu Chromagar  Orientation
(CHROMagar™):

Le Chromagar Orientation est un milieu

chromogene différentiel utilisé  pour
I’identification présomptive des
entérobactéries et  autres  bactéries

uropathogénes. Sa composition exacte est

propriétaire (commerciale), mais contient

typiquement

Peptones (végétales et
animales).....................env. 10-20gSels
MINETauX..........c.vuneen.. quantité variable
Substrats chromogenes......... quantité non
divulguée

Inhibiteurs sélectifs............. quantité non
divulguée

AGar.....ooiiiiiii env. 13-15¢g

— Milieu Hektoen Enteric Agar :

114

La gélose Hektoen est un milieu sélectif et

différentiel  pour  I’isolement  des
entérobactéries, sa composition est la
suivante

Hydrolysat de caséine.................. 9.99
Peptone.........coovvviiiiiiiiiiii 9.0g
Extrait de levure....................... 1.59
Lactose.....cevvvieniiieiiiiieieiann, 12.0g

Saccharose............oevviiiiiiinn., 12.0g
Salicine..........ccoovvviieiiiiiiinenn.. 2.0g

Sels biliaires...................o 9.0g
Citrate de sodium....................... 1.5¢
Thiosulfate de sodium.................. 5.09
Sulfate ferrique ammoniacal.......... 1.59
Bleu de bromothymol................. 0.065¢g
Fuchsine acide........................... 0.1g
Agar.. ..o 13.5¢

— Milieu Mac Conkey Agar :

La gélose de Mac Conkey est un milieu

sélectif utilisé pour I’isolement des

Entérobactéries tel que groupe K.E.S, sa

composition  est la  suivante
Hydrolysat pancréatique de
Gélatine...........coeveiiiiiiiinnnan, 17¢
Lactose monohydrate................. 10g
Chlorure de Sodium.................. 5g

Peptone de viande et de caséine....3g

Sels biliaire..............coooiinn 1,5¢
Rouge NEULTE....oovveininanieannnen, 0.03g
Cristal violet............ooiini 0.001g
Agar bactériologique............... 13.5¢
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— Bouillon Mac Conkey :

Le bouillon Mac Conkey est un milieu
sélectif liquide utilis¢ pour I’isolement des
entérobactéries et la détection de la

fermentation du lactose. Sa composition

est la suivante
Peptone.........ccoovvviiiiiiinn.n. 20.0g
Lactose monohydrate................. 10.0g
Sels  biliaires............ooevvviininnne... 5.0g
Rouge neutre........................... 0.01g
Chlorure de sodium.................... 5.0g
Eau distillée................cooeen 1000ml

— Milieu Mueller-Hinton Agar:

La gélose Mueller-Hinton est un milieu

standardisé utilisé pour les

antibiogrammes. Sa composition est la

suivante:

Infusion de viande............... 300.0ml
(déshydratée ~ 2.09)
Caséine hydrolysée................. 17.59
Amidon.........coooeiiiiiiii 1.59
Agar.. ..o 17.0g
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— Bouillon Mueller-Hinton (Mueller-
Hinton Broth):

Utilise également pour les tests de

sensibilité, mais en milieu liquide. Sa

composition  est la  suivante

Infusion de viande.................. 300.0ml
(déshydratée ~ 2.09)
Caséine hydrolysée.................... 17.5¢
Amidon.........ooooiiiii 1.59

— Bouillon nutritif (BN):

Le bouillon nutritif est un milieu liquide de
base utilisé pour la culture de nombreuses

bactéries non exigeantes. Sa composition

est la suivante:
Extrait de viande........................ 1.0g
Peptone.........cooovviiiiiiiiiin. 5.0g
Chlorure de sodium.................... 5.0g
Eau distillée..................oo.eeee. 1000ml
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Annexe 02 : Materiels

Appareillages :

» Un appareil d’hydrodistillation de type Clevenger, utilis¢ pour I’extraction des huiles

YV V. V V V V

essentielles, il se compose de trois compartiments essentiels :

e Une chauffe ballon.

e Un ballon en verre a fond rond de 1 litre.

e Un réfrigérant.
Autoclave 120°C.
Balance électrique de précision.
Etuve a 37°C.
Plaque chauffante.
Réfrigérateur (-20°C a 5°C).
Agitateur.

\errerie :

>
>
>
>

Béchers.
Erlenmeyer.
Pipettes Pasteur.

Tubes a essai.

Outils :

vV V V V V V V V V V V VY

Boites de Pétri de 6¢cm et 9cm.
Microplaque de 96 puits.

Bec Bunsen.

Micropipette 1000pl.
Micropipette 200l

Pince.

Portoirs.

Disques en papier (Wattman n°4).
Ecouvillons.

Tubes Eppendorf.

Disques d'antibiotiques.
Galerie APl 20E
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Eau distillée et eau physiologique.
Seringue.

Anse de platine.

Lames et lamelles.

Marqueur.

YV V.V V V V

Papier absorbant.
Colorants et réactifs :

Réactifs pour APl 20E (TDA, KOVAX, VP1, VP2, Nitrate 1, Nitrate 2).
Cristal violet.

Grammes d'iode (Lugol).

Acétone ou alcool éthylique a 70 %.

Safranine 0,25 % p/v ou diluée (1:10) Carbonylfuchsine.

YV V. V V V V

Huile de cédre
Milieux de culture :

» Mueller Hinton (MH).
> Bouillon Nutritif (BN).
» Gelose Nutritive(GN).
» Chromagar.

» MacConkey.

> Hektoen.

» DMSO.
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