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RESUME

L’objectif de cette étude est de documenter les savoirs autochtones, de valoriser la
diversité floristique de la région d'El Kantara pour établir un catalogue de plantes médicinales
traditionnelles utilisées en phytothérapie et dans le domaine alimentaire utile pour les
recherches pharmacologiques ultérieures, de mettre en évidence le risque alimentaire de la
prévalence des Enterobacteriaceae productrices de B-lactamase a spectre etendu (BLSE)
résistantes a travers le lait cru et le babeurre, et d'évaluer I'effet des huiles essentielles
d'Artemisia herba-alba et de Thymus algeriensis contre les Enterobacteriaceae productrices
de BLSE du lait cru et du babeurre. L’enquéte éthnobotanique a collecté des données
sociodémographiques et des connaissances traditionnelles sur les plantes médicinales. Les
données recueilliés lors de l'entrevue structurée ont été analysées a l'aide des indices
quantitatifs en termes de valeur de I'utilisation de I'espéce (VU), de facteur de consensus
informateur (FCI) et du niveau de fidelitt (NF). L'identification moléculaire des
Enterobacteriaceae productrices de BLSE et les genes blaTtem, blasnv, blactx-m codant pour la
résistance ont été étudiés par PCR et séquencage. La composition chimique des huiles a été
réalisée par CPG-SM. L'activité antibactérienne a été testée par la méthode de diffusion sur
disque et par microdilution.

Au total, 95 informateurs ont rapporté 60 plantes médicinales appartenant a 29 familles
botaniques, dont onze especes ont des utilisations alimentaires. Asteraceae est la famille la
plus dominante (21,66%). Artemisia herba-alba Asso est la plus fréquemment utilisée par la
population locale avec une VU la plus élevée de 1,26. Les troubles du systeme gastro-
intestinal et les maladies du systéme cardiovasculaire avaient le FCI le plus élevé (0,94).
L'espece la plus commune Paronychia argentea Lam. utilisée pour les troubles rénaux
présente un degré de fidélité de 100%. Dix-neuf Enterobacteriaceae résistantes a la
ceftazidime ont été identifiées (6 isolées a partir du lait cru et 13 a partir du babeurre); douze
d'entre eux ont été confirmées comme des producteurs de BLSE. (36,36%, 4) des
Enterobacteriaceae productrices de BLSE sont isolées du lait cru. Tandis que (63,63%, 7)
sont détectées au babeurre. La PCR a révelé que blasnv (75%, 3) est le gene le plus courant,
suivi du géene blatem (50%, 2) et du gene blactx-m (25%, 1) dans le lait cru, alors que blatem
(87,5%, 7) est le gene le plus courant, suivi du géne blactx-m (75%, 6) et enfin du géne blasnv
(50%, 4) dans le babeurre. Le séquencage des génes a révélé les génes blatem-1ip, blatem-104,
blashv-1 et blaskv-11. Les résultats de la CPG-SM ont montré 31 et 35 composés pour
Artemisia herba-alba et Thymus algeriensis respectivement. Klebsiella pneumonia SB6

(17,04 mm pour Artemisia herba-alba et 16,22 mm pour Thymus algeriensis) a révélé les



zones d'inhibition les plus élevées. Les valeurs de la CMI sont de 1,56 a 25 mg/mL et celles
de CMB sont de 6,25 a 50 mg/mL des deux huiles essentielles.
Mots clés: Ethnobotanique, BLSE, Enterobacteriaceae, lait cru, babeurre, blatem, blasHy,

blactx-m, Artemisia herba-alba, Thymus algeriensis.



SUMMARY

The aim of this study is to document the indigenous knowledge and to valorize the
floristic diversity of ElI Kantara area to establish a catalog of traditional medicinal plants used
in phytotherapy and the food field useful for subsequent pharmacological research, to
highlight the dietary risk of the prevalence of Enterobacteriaceae producing extended
spectrum B-lactamase (ESBL) resistant through raw milk and buttermilk, besides evaluating
the effect of Artemisia herba-alba and Thymus algeriensis essential oils against blagssL
producing Enterobacteriaceae from raw milk and buttermilk. Ethnobotanical surveys
collected sociodemographic data and traditional knowledge of medicinal plants. The data
collected through the structured interview was analyzed using quantitative indices in terms of
the value of the use of the species (UV), informant consensus factor (ICF), and fidelity level
(FL). Molecular identification of ESBL producing Enterobacteriaceae and blaTtem, blashy,
blactx-m genes encoding resistance were investigated by PCR and sequencing. The chemical
composition of oils was carried out by GC/MS. Antibacterial activity was tested by disc
diffusion and microdilution methods.

A total of 95 informers reported 60 medicinal plants belonging to 29 botanical families
of which eleven species have food uses. Asteraceae was the most common family (21.66%).
Artemisia herba-alba Asso was the most frequently used by the local population, with the
highest UV of 1.26. Gastrointestinal system disorders and cardiovascular system diseases had
the highest ICF (0.94). The most common species Paronychia argentea Lam. used for kidney
disorders with a degree of fidelity of 100%. Nineteen ceftazidime-resistant
Enterobacteriaceae were identified (6 from raw milk and 13 from buttermilk); twelve of them
were confirmed as ESBL producers, (36.36%, 4) of ESBL-producing Enterobacteriaceae are
isolated from raw milk, while (63.63%, 7) are detected from the buttermilk. Chain Reaction
assay revealed that blasnv (75%, 3) were the most common gene, followed by the blatem gene
(50%, 2) and the blactx-m gene (25%, 1) in raw milk, while, blatem (87.5%, 7) were the most
common gene, followed by the blactx-m gene (75%, 6) and finally the blasnxv gene (50%, 4) in
buttermilk. The sequencing of genes revealed blatem-ip, blatem-104, blasnv-1, and blasmhv-11.
The results of GC/MS analysis gave 31 and 35 compounds for Artemisia herba-alba and
Thymus algeriensis respectively. Klebsiella pneumonia SB6 (17.04 mm for Artemisia herba-
alba and 16.22 mm for Thymus algeriensis) revealed the highest zones of inhibition. MIC
values were 1.56-25 mg/mL in both essential oils, while the MBC values were 6.25-50

mg/mL in both essential oils.



Keywords: Ethnobotany, ESBL, Enterobacteriaceae, raw milk, buttermilk, blatem, blashy,
blactx-m, Artemisia herba-alba, Thymus algeriensis.
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mg : Milligramme.
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Nt : nombre de taxons

OMS : Organisation Mondiale de la Sante.
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Rd : Rendement
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rpm : rotations par minute
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SHV : Sulfhydryl variable

TBE : Tris-BorateEDTA
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premiére souche a été isolée
tR : temps de Rétention

TSI : Triple Sugar Iron agar
UFC : Unité Formant Colonie

UV : Ultra-Violet

pb : paire de bases

VIM : Verona Integron-encoded Metallo-B-
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VU : Valeur d’Usage
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Introduction

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), environ 4000 millions de personnes
utilisent les plantes médicinales. Elles sont une ressource naturelle et précieuse pour
I'hnumanité, sont considérées comme une source riche en composés bioactifs et des matiéres

premiéres importantes pour de nombreuses industries.

La recherche sur les pratiques traditionnelles des plantes médicinales a obtenu une
attention considérable au sein des institutions scientifiques (Bibi et al., 2014) ; les utilisations
médicinales indigénes peuvent fournir des informations précieuses pour la découverte de
nouveaux medicaments efficaces (Chander et al., 2014). Plusieurs produits naturels actifs ont
été découverts a partir des plantes médicinales sur la base d'une enquéte ethnobotanique
(Boudjelal et al., 2013). L'ethnobotanique joue un réle important dans la compréhension des
relations dynamiques entre la diversité biologique, les systemes sociaux et culturels (Ahmad
et al., 2014). La documentation des connaissances traditionnelles sur les plantes médicinales a
travers des enquétes ethnobotaniques est importante pour que ces connaissances précieuses ne
soient perdues aprés la mort de ses anciens gardiens secrets et pour valoriser la flore
médicinale et aromatique. De plus, les études sur I'ethnobotanique sont tres importantes en
raison de l'importante partie sanitaire et économique de la biodiversité que signifient les

plantes médicinales (Nawash et al., 2013).

L'émergence de la multirésistance aux antibiotiques est actuellement I'un des problémes
de santé publique le plus élevé. L'un de ces mécanismes de résistance actuellement le plus
importants chez les Enterobacteriaceae ; la production de B lactamases telles que les [-
lactamases a spectre étendu (BLSE) qui contribuent a une large résistance des
Enterobacteriaceae (El Salabi et al., 2013). Bien que I’apport relative du secteur laitier a la
dissémination des résistants aux antibiotiques soit encore controversé, lI'environnement de la
ferme laitiére constituent d'importants réservoirs des Enterobacteriaceae produisant des
BLSE, de nombreux chercheurs ont montré que le lait et ses dérives fournissent un véhicule
de résistance aux antimicrobiens chez les Enterobacteriaceae (Straley et al., 2005 ;
Sudarwanto et al., 2015 ; Tepeli et Zorba, 2018 ; Yaici et al., 2019).

L'incidence dans laquelle les agents pathogenes produisant la BLSE d'origine
alimentaire sont détectés dans les produits laitiers pasteurisés (Ghazaei, 2019) indique que la
pasteurisation n'est pas I'outil ultime pour éliminer la résistance des bactéries du lait et de ses

dérivés. Les sources naturelles antibactériennes telles que les huiles essentielles sont efficaces
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contre les bactéries résistantes (Benameur et al., 2018; Sayout et al., 2019), elles peuvent
présenter une forte activité de conservation contre la détérioration des produits laitier (Ben
Jemaa et al., 2017), sont généralement considérées plus sécuritaire que les conservateurs
chimiques (Ju et al., 2019), et ont le potentiel de bio-conservateurs efficaces dans ce secteur
(Olmedo et al., 2013; Selim, 2011). Parmi les huiles essentielles susceptibles d'améliorer la
durée de conservation des produits laitiers, Artemisia herba-alba et Thymus algeriensis
appartenant respectivement a la famille des Asteraceae et des Lamiaceae qui présentent une

forte activité antibactérienne (Fadli et al., 2016 ; Rezzoug et al., 2019).
Dans ce contexte, nous avons fixé les objectifs suivants :

- Documenter les connaissances indigénes et mettre en évidence la diversité floristique pour
établir un catalogue de plantes médicinales utilisées traditionnellement et utiles pour les

recherches pharmacologiques ultérieures.

- Déterminer le risque potentiel de la prévalence des Enterobacteriaceae productrices de
BLSE a I'Homme a partir du lait cru et du babeurre non pasteurisé.

- Mettre en évidence I’activité antibactérienne des huiles essentielles des deux plantes ;
Artemisia herba-alba Asso et Thymus algeriensis Boss. & Reut. et la possibilité de leur
utilisation comme des bio-conservateurs dans le lait et le babeurre (L’ben).
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1.1. Les huiles essentielles
1.1.1. Généralités

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites secondaires
volatils, isolées par hydrodistillation, distillation a la vapeur ou par expression mécanique
(Kalemba et Kunicka, 2003). Elles sont d’origine végétale composées de molécules
aromatiques odorantes, plus ou moins colorées, volatiles, de nature hydrophobe, solubles dans
les alcools, les solvants organiques et dans les huiles végetales. Ces molécules sont
synthétisées naturellement par des cellules sécrétrices, ensuite elles sont transportées lors de
la croissance de la plante dans d’autres parties. On les trouve dans le bois, les fruits, les fleurs,

les écorces, les graines et les racines. (Ghanmi et al., 2011).
1.1.2. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges d’un grand nombre de composés chimiques
qui peuvent contenir jusqu'a environ 100 composants (Thormar, 2011). Elles sont complexes
et trés variables appartenant a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques
distinctes : les terpénoides et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Bruneton,
2009).

1.1.2.1. Les terpenes

Les terpenes, également connu sous le nom terpénoides lorsqu’ils contiennent de
I’oxygene, sont le plus grand groupe de composes naturels, avec plus de 30 000 structures
connues (Thormar, 2011). Ils sont des hydrocarbures de formule (CsH8)» formés de deux ou
plusieurs unités d'isoprene (2-Methyl-1,3-butadiene) (Figure 1). Cette derniére est composéee
de cinq atomes de carbone. Le carbone 1 de I'isopréne s'appelle la téte ; Le carbone 4 s'appelle
la queue. Le terpéne est formé par la liaison de la queue d'une unité isoprénique avec la téte

de I’autre. C'est la régle de l'isopréne (Brown et al., 2013).

(FHg hcad/‘)k/Jr il
CH,=C—CH=CH, k)l 3 <

2-Methyl-1,3-butadiene
(Isoprene)

Figure 1. Structure de I’isopréne (C5HS8) (Brown et al., 2013).
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Les terpénes peuvent étre classés selon le nombre de carbone qu’ils contiennent (Figure
2) en hémiterpene (Cs), monoterpéne (Cio), sesquiterpene(Css), diterpéne(Cazo), triterpene(Cao)
et tetraterpene(Cao) (Cazes, 2005). Les huiles essentielles ne contiennent que les terpenes les
plus volatils, dont le poids moléculaire n'est pas trop éleve, ce sont les monoterpenes et les

sesquiterpénes (Bruneton, 2009).

C5 heacd\‘/m A“\ﬁ:’

Hemi-  2-Methylbutane 2-Methyl1,3-butadiene
(Iscprene)

tail
C
10 head
Mono-  2,6-Dimethyloctane

P A SN

Sesqui- 26,10-Trimethyidodecane (Famesane)

Cao )\//k/vl\/vk/

Di- 2,6,10,14-Tetramethylhexadecane (Phytane)

Cas /lv\/lv\)\%%\/\)v

Sester- 2,6,10,14,18-Pentamethylicosane

Cao )\f)\/J\%M\/\I/

Tri- 2,6,10,15,18,23-Hexamethyltetracosane (Squalane)

Cao /l%/ WW DA Sl
- VY

Tetra-  w,y-Carotene

(Cs)a )\/*N/IV

n
Paly- alitmns-Polyisoprene (Guttapercha)
terpenes

Figure 2. Classification des terpenes selon le nombre de carbone (Breitmaier, 2006).
1.1.2.1.1. Les monoterpénes

Ces terpenes sont composés de deux unités d’isoprénes et ont la formule moléculaire
CioHzs. lls peuvent étre divisés en 3 groupes : monoterpénes acycliques, monocycliques ou
bicycliques (Figure 3). Chaque groupe de ces monoterpénes peuvent avoir des groupes

fonctionnels et étre des alcools (linalol, menthol), des aldéhydes (phellandral), des cétones
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(carvene, verbénone et thuyone), ou des phénols (carvacrol, thymol) (Waksmundzka-Hajnos
et al., 2008). Les monoterpenes carbures sont les molécules les plus petites et les plus Iégeres
dans les huiles essentielles. Le limonéne est le monoterpéne carbure présent en grande
quantit¢ dans 1’essence des agrumes comme le citron et I’huile essentielle des coniféres tels

que le pin (Martin, 2007).

Acyclic monoterpenes:

OH
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Bicyclic monoterpenes:

Figure 3. Classe des monoterpénes (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).

1.1.2.1.2. Les sesquiterpénes

Les sesquiterpénes sont les deuxiemes les plus courants aprés les monoterpenes. lls sont

formés par la combinaison de trois unités isopréniques et sont de formule CisHzs. Les
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Sesquiterpénes sont les plus diversifiés sur le plan structurel, avec plus de 120 formes. lls
peuvent étre acycliques, monocycliques, bicycliques ou tricycliques (Thormar, 2011) (Figure
4). Comme les monoterpenes, les sesquiterpenes peuvent étre des hydrocarbures (R-
bisaboléne, R-caryophyléne), des alcools (farnesol, carotol, patchoulol), des cétones

(nootkatone) ou des aldéhydes (anisaldéhyde, valerenal) (Salvador et Chisver, 2007).

Monocyclic sesquiterpenes: OH

\-llll

(—)-Germacrene D a-Bisabolol

=
B-Elemenone
Bicyclic sesquiterpenes: -
\
= a
(E }-B-Caryophyllene Cadina-1,4-diene

Figure 4. Exemple de sesquiterpenes (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).
1.1.2.2. Composés aromatiques dérivés du phénylpropane

Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Ce-C3) sont moins fréquents dans
les huiles essentielles que ceux terpéniques. Il s’agit d’aldéhyde (cinnamaldehyde), d’alcool
(alcool cinnamique), du phénol (chavicol, eugenol), de dérivé méthoxy (anéthole, elemicine,
estragole, methyleugénols) et de composés de méthyléne dioxy (apiole, myristicine, safrole)
(Bakkali et al., 2008).
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1.1.2.3. Les composés d’origine diverses

Compte tenu le mode d’extraction des composés volatiles, par exemple lors de la
distillation, certains composés aliphatique (carbure, aldéhydes, cétones, esters, alcools,

acides) sont entrainés (Milpied-Homsi, 2009).
1.1.4. Les facteurs influencant la composition chimique des huiles essentielles

De nombreux facteurs exergant une influence sur le rendement et la composition
chimique des huiles essentielles. Géneralement, ces facteurs sont classés en deux groupes
endogenes et exogenes. Ces deux groupes ont des effets extrémement variables sur la quantité

et la qualité de I'huile essentielle (Lichtfouse, 2009).
1.1.4.1. Facteur endogéne

Ce facteur comprend toutes les caractéristiques naturelles de la plante, tel que sa
constitution génétique, mais aussi d'autres facteurs non génétiques tels que son age, son stade
de développement (Lichtfouse, 2009), ou son organe végétal utilisé (feuille, racine fleur ou
graine) (Dris et Jain, 2004). Les facteurs génétiques influencent fortement le rendement et la
composition des huiles essentielles dans les plantes, I'effet génétique est assez fort pour créer
des huiles essentielles qui different largement dans leur composition, méme au sein de la

méme espece, on parle du chémotype (Havkin-Frenkel et Dudai, 2016).
1.1.4.2. Facteur exogene

Il comprend tous les facteurs externes que les plantes peuvent avoir pendant leurs cycles

de croissance (Lichtfouse, 2009).

- Facteurs environnementaux, tel que la température, I'ensoleillement, la qualité de la

lumiére, I’humidité, la vitesse du vent, la pluviométrie, I’irradiance.

- Facteurs édaphiques du sol (porosité, rétention d'eau, sol argileux, sablonneux, teneur
en azote, terrains calcaires, etc...). L origine géographique : hauteur au-dessus du niveau

moyen de la mer, le continent, la latitude.

- Facteurs d’agricultures, tel que le temps de la récolte, les engrais, I’irrigation et les
maladies ; l'infection par des virus et l'attaque des ravageurs peuvent également modifier la
composition et le rendement de I'huile essentielle (Dris et Jain, 2004 ; Figueiredo et al., 2008 ;
Preedy, 2009 ; Baser et Buchbauer, 2016).
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Plusieurs recherches ont démontré la variation de la composition chimique des huiles
essentielles au cours du jour. Vasconcelos et al. (1999) et Kpadonou et al. (2012) ont
démontré la variation de la composition chimique de I'huile essentielle d'Ocimum gratissimum
en fonction de I'heure de la récolte. Une autre étude portée sur Pycnocycla spinosa a montre
également la variation de la composition chimique au cours de la journée (Asghari et al.,
2014).

1.1.4.3. Facteur technologique

La composition de I'huile essentielle peut étre influencée apres la récolte, il s’agit des
conditions de transport, de séchage et de stockage de la matiere végétale (Preedy, 2009). Le
procédé d'obtention de 1’huile essentielle peut également modifier sa composition chimique.
(Flamini, 2003).

1.1.5. Mode d’action des huiles essentielles sur les microorganismes

Le mécanisme d'action des huiles essentielles vis-a-vis des microorganismes peut étre
étudié, une compréhension plus profonde a été acquise sur 1’action précise des huiles
essentielles sur les microorganismes (Thormar, 2011). Les différentes actions des huiles
essentielles sur les bactéries peuvent résulter non seulement de la variabilité de leur
composition chimique, mais aussi des variations de la structure de la paroi cellulaire, de la
composition lipidique et protéiqgue de la membrane cytoplasmique et des processus
physiologiques spécifiques des différentes especes bactériennes (Walters et Roberts, 2007), ce
qui explique que ’activité antibactérienne ne résultent pas d’un mécanisme spécifique, mais

implique des différentes cibles cellulaires (Burt, 2004).

Des études ont montré que les différents mécanismes antibactériens peuvent créer des
dommages de la paroi cellulaire, rupture de la membrane cytoplasmique, 1ésions des protéines
membranaires, fuite des composants cellulaires, coagulation du cytoplasme et épuisement de
la force protomotrice produisant la mort des microorganismes par la modification de la
structure de la cellule bactérienne (Ranjan et al., 2017). Une blessure a une structure cellulaire

peut entrainer de nombreux effets sur les fonctions cellulaires (Rai et Kon, 2013) (Figure 5).

Les huiles essentielles peuvent avoir d’autre influence sur les microorganismes comme
la perturbation de la production d'ATP, I'homéostasie du pH, affectation du transcriptome
cellulaire, le protéome, le systéme de quorum sensing. (Rai et Kon, 2013), la perturbation des

systemes enzymatiques, la perte du matériel génétique des bactéries et la formation des acides
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gras hydroperoxydases causée par oxygénation des acides gras insaturés (Tajkarimi et
Ibrahim, 2012).

Coagulation Proton motive
force

H-I-
Leakage of
cytoplasmic
constituents:

metabolites Cytoplasm
and ions

Cell wall

Cytoplasmic
membrane

Membrane proteins

Figure 5. Mode d’action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne (Burt, 2004).

L'action antimicrobienne des huiles essentielles dépend de leur caractere hydrophile ou
lipophile (Kalemba et Kunicka, 2003), L'hydrophobicité des huiles essentielles leur permet de
traverser la paroi cellulaire et la membrane cytoplasmique, perturbant ainsi la structure de
leurs différentes couches de polysaccharides, acides gras et phospholipides, en les rendant
perméables (Hrckova et Velebny, 2013). L’action des huiles essentielles différe selon le type
de microorganisme, les bactéries a Gram positif sont plus sensibles que les bactéries a Gram
négatif (Nychas et Tassou, 2014). Les bactéries a Gram positif et les champignons peuvent
avoir des mécanismes d’action similaire. Les composants des huiles essentielles détruisant la
paroi, la membrane cellulaire bactérienne et fongique, entrainant une fuite et une coagulation

du cytoplasme (Kalemba et Kunicka, 2003).

Les bactéries a Gram négatif présentent une imperméabilité a une grande variété des
huiles essentielles a cause de la surface hydrophile de leur membrane externe, riche en
molécules lipopolysaccharides qui forme une barriere contre les macromolécules et les
molécules hydrophobes (Hyldgaard et al., 2012). Cependant certains composants des huiles
essentielles de nature phénolique, comme le carvacrol et le thymol, peuvent désintégrer la
membrane externe des bactéries a Gram négatif, libérant des lipopolysaccharides (LPS) et
augmentant la perméabilité de la membrane cytoplasmique de I'ATP (Bevilacqua et al.,
2010).
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L'analyse ultrastructurale par microscopie a force atomique, microscopie électronique a
balayage et microscopie électronique par transmission a montré des changements séveres a

modérés dans la surface de plusieurs agents pathogénes bactériens (Rai et Kon, 2013).
1.1.6. Les procédés d’extraction des huiles essentielles

Le choix de la technique d’extraction des huiles essentielles dépend principalement de
la matiére premiére : son état originel et ses caractéristiques, sa nature proprement dite. Ce
choix conditionne les caractéristiques de 1’huile essentielle, en particulier : viscosité, couleur,
solubilité, volatilité, enrichissement ou appauvrissement en certains constituants (AFSSAPS,
2008).

1.1.6.1. Extraction par distillation

1.1.6.1.1. Extraction par hydrodistillation

Cette technique consiste a utiliser un distillateur ou alambic ; la matiére végétale est
immergée directement dans 1’eau (contact directe entre la matiere végétale 1’eau) puis porté a
ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées dans un réfrigérant et 1’huile essentielle
se sépare de I’hydrolat par différence de densité, L'huile essentielle étant plus 1égere que l'eau

(sauf quelques rares exceptions), elle surnage au-dessus de I'hydrolat (Bruneton, 1999).

1.1.6.1.2. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

A 1la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct I’eau
et la matiere végétale a traiter, elle consiste a faire passer la vapeur d’eau a travers la matiere
veégetale placée dans la partie supérieure de 1’alambic. La partie inférieure de celui-ci est
remplie d'eau. Durant le passage de la vapeur d’eau a travers la maticre végétale, 1’huile
essentielle est entrainée par la vapeur. Le mélange de vapeurs est condensé sur un réfrigérant

et I'huile essentielle se sépare de 1’hydrolat par décantation (AFSSAPS, 2008).

1.1.6.1.3. L"hydrodiffusion

L'hydrodiffusion est une forme de distillation a la vapeur. La différence tient a la fagon
dont la vapeur entre dans I'alambic. Elle consiste a injecter la vapeur d'eau a travers la matiere
végétale, du haut vers le bas. Le mélange de vapeur se condense directement au-dessous du
support de la plante a travers d’un plateau perforé. Le mode de séparation des huiles
essentielles est le méme que celui présent dans d’autres méthodes de distillation (Li et al.,
2014). Cette méthode est utilisée pour 1’extraction des huiles essentielles de la partie ligneuse

et dure de la plante, telle que les graines. Ce procédé est beaucoup plus rapide, il permet de

10
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réduire la consommation de la vapeur, du temps de distillation, ce qui permet d’obtenir un
meilleur rendement et une huile essentielle de meilleure qualité (Gould, 2003 ; Li et al.,
2014).

1.1.6.2. Enfleurage

C’est un procédé couteux et long utilisé pour 1’extraction des huiles essentielles a partir
de fleurs trés délicates comme le jasmin ou la tubéreuse et qui produisent de faible quantité
d’huile essentielle. Elle consiste & mettre des pétales de fleur sur des chéssis enduits de graisse
animale ou d’huile végétale inodore qui absorbent les huiles essentielles (Wilson, 2002). Les
fleurs sont remplacées par d’autres neuves apres que la matiére graisseuse est absorbée 1’huile
essentielle (Toutes les 24 heures pour le jasmin et toutes les 72 heures pour la tubéreuse)
(Worwood, 2001). Cette procédure se poursuit jusqu'a ce que la matiére graisseuse devienne
saturée avec I’huile essentielle. Ce stade génére la pommade d’enfleurage, cette derniére est
lavée avec de 1’alcool pour séparer I’huile essenticlle de la matiére graisseuse. L’huile

essentielle absolue est récupérer par évaporation de 1’alcool (Pittman, 2004).
1.1.6.3. Extraction par expression a froid

C’est un procédé mécanique tres simple qui consiste a briser les molécules contenant
I’essence « les poches oléiféres » des zestes d’agrumes frais comme le citron, la bergamote, le
pamplemousse, la mandarine et le yuzu (Buronzo, 2008 ; Worwood, 2001). Le principe de
I’extraction repose sur la rupture des poches d’essence par des moyens mécaniques (pression,
incision ou abrasion). L’essence est alors séparée de la phase aqueuse par décantation ou
centrifugation (Jeantet et al., 2016). Le produit obtenu se nomme « essence » et non huile

essentielle, car le mode d’obtention est différent (Ricard, 2013).
1.1.6.4. Extraction par les solvants organiques

Cette méthode est utilisée pour I’extraction d’huiles essentielles a partir des plantes
délicates, thermiquement instables et qui possedent une faible quantité d’huiles essentielles.
Dans ce procédé, le solvant pénétre a I’intérieur des cellules de la plante pour dissoudre les
huiles essentielles ainsi que les cires et les pigments (Board, 2011). Un solvant volatil tel que
I’hexane est utilisé pour extraire les composés aromatiques de la plante. Le produit obtenu est
appelé « concrete », celui ci est traitée par la suite avec de 1’alcool. Ce dernier est évaporé

pour obtenir une « absolue » (Wilson, 2002).
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1.1.6.5. Extraction par le CO2

C’est une méthode couteuse qui implique 1’utilisation du dioxyde de carbone
supercritique pour 1’extraction des huiles essentielles (Capellini, 2012). A 1’état supercritique,
le CO2 n’est ni liquide, ni gazeux. La température et la pression sont supérieures a ses valeurs
critiques (P=73,8 bars et T= 31°C). Le CO2 est le fluide supercritique le plus utilisé ; Il n’est
ni toxique ni inflammable, disponible, peu couteux, et présente des parameétres critiques
pratiques qui facilite la manipulation (Damian et Damian, 1995 ; Berton, 2007 ; Jones, 2011).
L’huile essentielle récupérée ne contient aucune trace de solvant résiduel qui est facilement

éliminé par évaporation sous forme gazeuse (Capellini, 2012).
1.1.6.6. Extraction sans solvant assistée par micro-ondes

C’est I’'un des procédés les plus récents utilisé pour I’extraction des huiles essentielles
qui se compose principalement de quatre parties (Figure 6) : un réacteur ou la matiére
végétale est placée, un four a micro-ondes, un systeme de réfrigération, et un essencier ou

I'huile essentielle est récupérée.

Ce procédé consiste a une distillation seche ou la matiere végétale fraiche est placée
dans un réacteur a micro-ondes sans ajout d’eau ou de solvant organique. Le rayonnement
micro-onde permet de chauffer la matiére végétale ou les glandes contenant les huiles
essentielles sont brisees. Celle-ci est entrainée avec la vapeur d’eau contenue dans le végétal
ou elle est ensuite récupérée a l'aide des procédés classiques de condensation refroidissement
et décantation (Lucchesi, 2005 ; Chemat et Cravotto, 2013).

Condenser

Essential oil

Aqueous phase

» Plant material

L ——— I, > Microwave oven

Figure 6. Extraction sans solvant assistée par micro-ondes (Phutdhawong et al., 2007).
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1.2. Médecine traditionnelle et ethnobotanique
1.2.1. Médecine traditionnelle

La médecine traditionnelle est la somme des connaissances, des compétences, des
pratiques basées sur les théories, les croyances et les expériences autochtones de différentes
cultures, utilisées pour maintenir la santé, ainsi que pour prévenir, diagnostiquer, améliorer ou

traiter les maladies physiques et mentales (OMS, 2013).
1.2.2. Phytothérapie

La phytothérapie est une médecine qui utilise les plantes médicinales pour guérir des
maladies. Une plante medicinale est définie comme une plante modulant de maniére
bénéfique dans les soins de santé ; elle est utilisée pour ces propriétés curatives pour traiter et
prévenir des maux et des maladies spécifiques (Srivastava et al., 1996). Elle comporte dans
I’un ou plusieurs de ses organes des substances utilisée a des fins thérapeutiques ou comme
précurseurs de la synthése de médicaments (Odugbemi, 2008). D’aprés Kathe (2006)
l'utilisation ancienne des plantes médicinales par I’homme remonte a environ 7 000 ans ; il a
toujours cherché a utiliser des plantes pour se nourrir, pour soulager ses douleurs, guérir ses

maux et ses plaies.

La connaissance de [l'utilisation traditionnelle des plantes médicinales par les
populations est utile, non seulement pour la préservation des connaissances traditionnelles et
de la biodiversité, mais également pour la découverte de nouvelles molécules bioactives pour

le développement de nouveaux médicaments (Ahmad et al., 2014).
I. 2.3. Ethnobotanique

L’ethnobotanique est une discipline scientifique qui étudie la relation entre I’homme et
les plantes dans toute sa complexité. Elle se concentre non seulement sur les plantes
médicinales, mais aussi sur d'autres produits naturels dérives de la nature, tels que: les
aliments, les plantes utilisées dans des rituels, les colorants, les plantes a fibres, les poisons,
les engrais, les matériaux de construction, les articles ménagers, les bateaux (Heinrich et al.,
2004). La nature multidisciplinaire de I'ethnobotanique autorise un large éventail d'approches
et d'applications et laisse la possibilite a de nombreux scientifiques d'étudier I’utilisation des
plantes de différentes manicres (Alexiades, 1996). L’ethnobotanique englobe de nombreux
domaines, dont la botanique, la biochimie, la pharmacognosie, la toxicologie, la médecine, la

nutrition, I'agriculture, I'écologie et la sociologie (Ghorbani et al., 2006).
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1.3. Le lait
1.3.1. Définition

Le lait est un fluide biologique blanc, opaque secrété par les glandes mammaires des
femelles des mammiferes. C’est un aliment complexe trés riche en graisses émulsionnées, en
protides, en lactose, en vitamines, et en sels minéraux surtout en calcium (Mahaut et al.,
2000). Le Codex alimentarius en 1999, définit le lait comme étant la sécrétion mammaire de
femelles mammiféres obtenue a partir d’'une ou plusieurs traites, sans rien y ajouter ou en
soustraire, destiné a la consommation comme lait liquide ou apres un traitement. Selon le
congres international de la répression des fraudes a Geneve en 1908, le lait désigne le produit
intégral de la traite totale et ininterrompue d'une femelle laitiere bien portante, bien nourrie et
non surmenée. Il doit étre recueilli proprement et ne doit pas contenir de colostrum (Alais,
1975).

1.3.2. Composition chimique du lait

La composition chimique du lait présente des catégories de composants communes tel
que : I’eau, les protéines, le lactose, la matiere grasse et minérale. Cependant, les proportions
de ces composants varient largement d’une espece a une autre, mais aussi a ’intérieur des
mémes espéces (Tableau 1) ; Cette variabilité peut dépendre de la nutrition, du stade de

lactation, de I'age et de I'époque de I'année (FAO, 1995).

Tableau 1. Composition chimique moyenne du lait de différentes espéces (g/L) (FAO, 1995).

Constituant Vache Bufflonne  Chamelle Jument Chévre Brebis
Extrait sec 128 166 136 109 134 183
total
Protéines 34 41 35 25 33 57
Caséine 26 35 28 14 24 46
Lactose 48 49 50 60 48 46
Matieres 9 8 8 4 7,7 9
salines
Matieres 37 68 45 20 41 71
grasses

14



Chapitre | Partie bibliographique

1.3.2.1. L’eau

L’eau est le constituant le plus important du lait. La présence d’un dipdle et de doublets
d’¢lectrons libres lui confére un caractére polaire. Ce caractére polaire lui permet de former
une solution vraie avec les substances polaires telles que les glucides, les minéraux et une
solution colloidale avec les protéines hydrophiles du sérum. Puisque les matiéres grasses
possédent un caractére non polaire (ou hydrophobe), elles ne pourront se dissoudre en formant
une émulsion du type huile dans I’eau (H/E). Il en est de méme pour les micelles de caséines

qui formeront une suspension colloidale puisqu’elles sont solides (Lapointe-Vignola, 2002).
1.3.2.2. Glucide de lait

Le glucide principal du lait est le lactose, la teneur du lait en lactose de vache est
comprise entre 4,4% et 5,2%, soit en moyenne 4,8% de lactose anhydre. Cela correspond
habituellement de 50% a 52% de la matiére séche totale du lait écrémé. Parmi les autres
glucides libres présents dans le lait, mais a faible concentration, figurent le glucose, le
galactose, les sucres aminés, les phosphates de sucre, les oligosaccharides neutres et acides,

ainsi que les sucres nucléotidiques (Nollet et Toldra , 2009).
1.3.2.3. La matiere grasse

La matiére grasse du lait est sécrétée sous la forme d'une émulsion globulaire
microscopique de graisse liquide appelé globule gras. Celui-ci est excrété de la cellule
secrétaire de la glande mammaire a travers la membrane cellulaire apicale. La membrane des
globules gras du lait sert de barriére séparant les compartiments aqueux de composition
différente en soluté, mais sert également de base structurelle a laquelle certains enzymes et
systemes de transport sont liés (Guardiola et al., 2002). Ainsi, divers composeés lipidiques ou
liposolubles mineurs tel que les phospholipides, les stérols, les caroténoides, et les vitamines
A, D, E et K sont présent dans le lait (Nollet et Toldra , 2009).

Les acides gras nécessaires a la synthese du triglycéride du lait proviennent soit des
lipides plasmatiques sanguins provenant de la digestion et de l'absorption de graisses
alimentaires, soit de la mobilisation du tissu adipeux. Plus de 80% des lipides sériques

sanguins proviennent de sources alimentaires (Chandan et al., 2016).
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Le tableau 2 représente les acides gras de la matiére grasse du lait.
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Tableau 2. Profil d'acide gras de la matiere grasse du lait (Chandan et al., 2016).

Acide gras Nom commun Poids (%0)
C4:0 Acide butyrique 3,8
C6:0 Acide caproique 2,4
C8:0 Acide caprylique 1,4
C10:0 Acide caprique 3,5
C12:0 Acide laurique 4,6
Cl14:0 Acide myristique 12,8
Cl4:1 Acide myristoleique 1,6
C15:0 — 1,1

C16 :0 (ramifié) — 0,30
C16:0 Acide palmitique 43,7
C16:1 Acide palmitoleique 2,6
C17:0 — 0,34

C18:0 (ramifié) — 0,35
C18:0 Acide stéarique 11,3
C18:1 Acide oléique 27,42
C18:2 Acide linoléique 15
C18:3 Acide linoléique 0,59

1.3.2.4. Matiere azotée et protéine

La matiere azotée du lait englobe deux groupes, les protéines et les matiéres non

protéiques qui représentent respectivement 95 et 5% de 1’azote minéral du lait (FAO, 1995).

Les proteines majeures spécifiques du lait sont les caseines, elles représentent de 80 a 90%

des protéines totales selon les especes. Les principales caséines a, P, et k sont des

phosphoprotéines riches en proline (8 a 17% des acides aminés) mais pauvre en cystéines ;
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elles sont insolubles a pH 4,6. Elles sont présentées sous forme de micelles composées d’une
association des caséines a + B chevillée par une caséine k. La partie minérale de la micelle
comporte le phosphate et le calcium. La présence de phosphate de calcium lié a la caseine est
I’une des forces responsables de la stabilité de la structure des micelles de la caséine. Les
protéines mineures sont solubles dans 1’eau et elles se trouvent dans le lactosérum apres
coagulation et écrémage du lait. Elles comprennent des protéines de liaison de métaux comme
le fer et le cuivre (lactoferrine et transferrine), des glycoprotéines membranaires. Les
protéines du lactosérum les plus abondantes sont les immunoglobulines, 1’a-lactalbumine, la
B-lactoglobuline, et I’albumine sérique. La concentration de ces protéines est trés variable

selon les espéces (Thibault et Levasseur, 2001).
1.3.2.5. Les minéraux

La teneur en minéraux constitue une petite partie du lait (8-9 g/L), comprenant
principalement le calcium, le potassium, le magnésium, le sodium, le chlore, le sulfate et le
citrate de phosphate. Certains composants, tels que le chlorure, le sodium et le potassium, sont
totalement solubles dans le lait, tandis que d'autres tels que le calcium, le magnésium, le
sulfate, le phosphore inorganique et le citrate sont en équilibre entre les phases liquides et
colloidales. La teneur en minéraux du lait varie considérablement en raison de plusieurs
facteurs tels que la période de lactation, la race de l'animal, la saison de Il'année, le type

d'aliment pour animaux (Nollet et Toldra , 2009).
1.3.2.6. Les vitamines

Le lait contient des vitamines liposolubles et hydrosolubles. Le lait entier est une bonne
source de vitamine A, la vitamine D est importante pour la santé des os, la vitamine E est un
antioxydant et la vitamine K est présente dans le lait mais son rdle nutritionnel diététique est
mineur. Le lait est une source importante de vitamines B alimentaires (Tableau 3). Ils sont
stables aux différentes conditions de chauffage et de traitement auxquelles le lait est
normalement soumis. La riboflavine est vulnérable a la lumiére, générant des défauts d'ardbme
du soleil dans le lait. La teneur en lait de I'acide ascorbique (vitamine C) est trés basse et non
significative. La majeure partie de la teneur en vitamine C du lait est détruite pendant la
pasteurisation (Chandan et al., 2016).
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Tableau 3. Principaux vitamines présentes dans le lait cru de vache (Chandan et al., 2016).

Vitamines Teneur/ 100 g
Thiamine (B1) 45 ug
Riboflavine (B2) 175 ug
Niacine 90 ug
Pyridoxine (B6) 50 pg
Pantothenic acid 350 ug
Biotine 3,5 ug
Acide folique 5,5 ug
Vitamine B12 0,45 ug
Vitamine C 2 mg
Vitamine A 40 pg (RE)
Vitamine D 4 (V)
Vitamine E 100 ug
Vitamine K 5 ug

1.3.2.7. Les enzymes

De nombreuses enzymes du lait indigénes sont importantes sur le plan technologique
selon certains points de vue (Fox, 2003) :

1. Détérioration (lipase « potentiellement I'enzyme la plus importante dans le lait »,
protéinase, phosphatase acide et xanthine oxydase), ou conservation (lactoperoxydase,

sulfhydrile oxydase, superoxyde dismutase) de la qualité du lait.

2. Activité antimicrobienne, comme le lysozyme et la lactopéroxydase (qui est exploitée en
tant que composant du systéme lactopéroxydase—H202—-thiocyanate pour la pasteurisation a
froid du lait).

3. comme source commerciale d’enzymes; ceux-ci incluent la ribonucléase et la

lactoperoxydase.
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1.3.3. Propriétés physico-chimiques du lait
1.3.3.1. pH

Le pH renseigne précisément sur 1’état de fraicheur du lait. Le pH du lait frais & 20°C
varie entre 6,6 et 6,8 plutot proche de 6,6 immédiatement apreés la traite. S’il y a une action
des bacteéries lactiques, une partie du lactose du lait sera dégradée en acide lactique, ce qui

entraine une diminution du pH (Croguennec et al., 2008).

1.3.3.2. Acidité du lait

L’acidité titrable mesure la quantité d’acide lactique présente dans un échantillon du
lait. On DI’exprime en degré Dornic (°D). Cette acidité peut varier entre 15 et 17°D
(Croguennec et al., 2008). L’acidité naturelle du lait est attribuable a la présence de caséine,
de substances minérales, de traces d’acides organiques et de réactions secondaires dues aux
phosphates. L’acidité développée du lait est causée par 1’acide lactique et d’autres acides
provenant de la dégradation microbienne du lactose dans les laits altérés. Le dosage de
’acidité par titrage est une des mesures analytiques les plus courantes en technologie laiti¢re

(Lapointe-Vignola, 2002).
1.3.3.3. Conductivité électrique

En raison de leur teneur en ions, le lait conduit un courant électrique. La conductivité
spécifique du lait est faible (4 a5 S.m™ & 25°C). Il est contrdlé principalement par les niveaux
d'ions sodium et chlorure ; une augmentation des ions entraine une augmentation de la
conductivité. Les maladies du pis peuvent étre détectées par une augmentation de la
conductivité du lait cru. La conductivité spécifique diminue avec l'augmentation de la teneur
en matiere grasse et convient donc a la détermination de la teneur en matiere grasse dans des

processus automatisés (Spreer, 1998).
1.3.3.4. Densité

La densité du lait a 20 °C varie de 1,027 a 1,033 avec une moyenne de 1,030. Par
conséquent, le poids d'un litre de lait se situerait entre 1,027 et 1,033 kg. La température
affecte la densité car le lait se dilate lorsqu'il est chauffe et devient donc moins dense a
mesure que la temperature augmente (Chandan et al., 2016).
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1.3.3.5. Point de congélation

Le point de congélation moyen du lait cru est a -0,526°C ; du lait pasteurisé compris
entre -0,517 et -0,521°C. Le point de congélation est influencé par le lactose dissous et les
ions dissous de maniere similaire du sel du lait et de quelques autres composés ayant une
masse moléculaire relativement faible. Cette relation permet de détecter une altération avec de
I'eau ou avec des additifs, par exemple les sels, les désinfectants ou les agents neutralisants.
Des valeurs inférieures a -0,500°C indiquent un frelatage avec de l'eau. Des valeurs

supérieures a -0,62°C indiquent un frelatage avec des sels (Spreer, 1998).
1.3.3.6. Point d’ébullition

Le point d’ébullition subit I’influence de la présence des solides solubilisés. Il est
Iégerement supérieur au point d’ébullition de 1’eau, soit 100,5°C. Cette propriété physique
diminuant avec la pression, on applique ce principe dans les procédés de concentration du lait
(Lapointe-Vignola, 2002).

1.3.4. Qualité organoleptique du lait
1.3.4.1. La saveur

Le lait de vache a une saveur caractéristique (odeur et goQt). Il s'agit d'une propriété
complexe associée a des traces de nombreuses substances, notamment le dioxyde de carbone,
les cétones, les aldéhydes, les acides gras, les composés sulfhydriles. Les saveurs rances ou
savonneuses du lait proviennent des acides gras libres dans le lait, qu’ils soient dérivés de

lipases naturelles du lait ou de I’activité de micro-organismes (Lasztity, 2009).
1.3.4.2. La couleur

L'aspect blanc du lait cru résulte de sa structure physique. Les micelles des caséines et
les globules gras dispersent la lumiére incidente. Plusieurs facteurs alimentaires ont été
identifiés comme étant responsables des caractéristiques du lait cru. Dans les systemes de
paturage, une variation des caroténoides dans le lait au cours du temps peut dépendre a la fois
de la quantité de caroténoide ingérée et du rendement en lait. La teneur en caroténoides et la
couleur du lait et des produits laitiers peuvent étre contr6lés par la gestion de I'alimentation
(Caivano et Buera, 2012).
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1.3.5. Source de contamination du lait

Le lait d'un animal parfaitement sain trait aseptiquement, est normalement dépourvu de
micro-organismes ; Les sources de contamination probables du lait sont dues a ’hygiéne du
trayon lors de la traite, I’intégrité ou I’infection de sa peau et de son canal. C’est dans les
productions du lait cru que la contamination du lait prend toute son importance. L’étape de la
traite est un passage pour les principaux germes pathogénes; des staphylocoques doré
présents dans les Iésions de la peau ou du canal du trayon qui peuvent contaminer directement
le lait au moment de la traite ou induire des mammites cliniques et, surtout, subcliniques, qui

seront-elles-mémes sources importantes de contamination (FAO, 1995).

Des Listeria, coliformes ou salmonelles transmis au lait lors d’une traite insuffisamment
hygiénique, le trayon est alors le relais entre I’environnement de la vache et le lait (Gourreau,
1995). Le matériel de récolte du lait (eau de traite, seaux a traire, machines a traire), le
matériel de conservation et le transport du lait (bidons, cuves, tanks) sont aussi des sources de
contamination du lait cru (FAO, 2008). L’animal peut aussi contaminer indirectement le lait
par des particules d’excréments, d’expectorations, et d’autres rejets, ou par le voisinage avec
des animaux malades de méme espéce ou d’espéces différentes (chévre, par exemple).
L’homme malade ou porteur sain ou infecté peut étre également une cause de contamination

de I’animal ou de son environnement et du lait (FAO, 1995).
1.3.6. Microbiologie du lait
1.3.6.1. Flore originelle ou lactique

Le lait contient peu de microorganismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions,
a partir d’un animal sain (moins de 5000 UFC/mL). La flore originelle des produits laitiers se
définit comme I’ensemble des microorganismes retrouvés dans le lait a la sortie du pis, les
genres dominants sont essentiellement des mésophiles. 1l s’agit essentiellement des germes
mésophiles : Microcoques, Streptocoques lactiques, Lactobacilles (Lapointe-Vignola, 2002).
Cependant, des germes pathogenes et dangereux du point de vue sanitaire peuvent étre
présents lorsque le lait est issu d’un animal malade (Streptococcus pyogene, Corynebacterium
pyogenes, Staphylococcus aureus) qui sont des agents des mammites et peut s’agir aussi de
germes d’infection générale Salmonella, Brucella, et exceptionnellement Listeria

monocytogenes, Mycobacterium, Bacillus anthracis et quelques virus (Guiraud, 2003).
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1.3.6.2. Flore de contamination

La flore contaminante est I’ensemble des microorganismes ajoutés au lait de la récolte
jusqu’a la consommation. Elle peut se composer d’une flore d’altération qui est capable de
causer des défauts sensoriels ou de réduire la durée de conservation des produits, et d’une
flore pathogéne capable de provoquer des malaises chez les consommateurs de lait (Lapointe-
Vignola, 2002).

1.3.6.2.1. Flore d’altération

Ce sont des germes provoquant 1’autolyse des aliments, et donc leur altération. La flore
d’altération cause des défauts sensoriels de gott, d’ardme, d’apparence ou de texture et réduit
la vie des produits laitiers, parfois, certains microorganismes nuisibles peuvent aussi étre
pathogénes. Ils ne sont en général pas dangereux pour le consommateur parce que leur
présence en grande quantité est visible par 1’état du produit (changement d’aspect, odeur
désagréable, etc.) (Lapointe-Vignola, 2002 ; Tourette, 2002). Les principaux germes identifiés

comme flore d’altération sont :

1. Les germes psychrotrophes : leur développement n’est pas stoppé par la réfrigération, les
espéces majoritaires sont des Pseudomonas (70% des psychrotrophes du lait), et par ailleurs
quelques bactéries aérobies a Gram négatif et certaines especes de Bacillus, Micrococcus,
Aerococcus, Achromobacter, Flavobacterium, Alcaligenes. Aeromonas et
d’Enterobacteriaceae (FAO, 1995 ; Zagorec et Christieans, 2013).

2. Germes thermorésistants : ils résistent aux traitements thermiques comme la pasteurisation
et se développent a des températures élevées. Certaines espéeces des genres suivants sont en

cause : Streptococcus, Micrococcus, Lactobacillus, Bacillus, Clostridium (Tourette, 2002).

3. Coliformes : Les coliformes totaux sont utilisés depuis tres longtemps comme indicateurs
de la qualit¢ microbienne parce qu’ils peuvent étre indirectement associés a une pollution
d’origine fécale. Ils peuvent aussi démontrer un mauvais nettoyage et une mauvaise
désinfection d’appareils. Les coliformes totaux sont définis comme étant des bactéries en
forme de batonnet, aérobies ou anaérobies facultatives, possédant 1’enzyme [-galactosidase
permettant I’hydrolyse du lactose a 37°C. Les principaux genres inclus dans le groupe sont :
Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella et Serratia. Les altérations causées par ces

bacteries sont trés variées. Additionnées aux defauts du gott et d’odeur (protéase/lipases), les
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défauts d’aspect sont également fréquents, en raison de la production de gaz (Zagorec
et Christieans, 2013).

4. Moisissures : Rhizopus, Geotricum, Aspergillus, Penicillium.
5. Levures : Candida, Rhodotulora, Hansenula.

6. Germes protéolytiques : ils altérent la saveur et I’odeur des produits. Certaines espéces de :

Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Proteus, Streptococcus faecalis (Tourette, 2002).
1.3.6.2.2. Les microorganismes potentiellement pathogénes

La contamination du lait par les germes pathogenes peut étre d'origine endogéne, et elle
fait alors suite a une excrétion mammaire de I'animal malade ; elle peut aussi étre d'origine
exogene, il s'agit alors d'un contact direct avec des troupeaux infectés ou d'un apport de
I'environnement (eaux, personnel). Les germes pathogénes associés aux produits laitiers
auxquels on accorde une importance particuliére, en raison de la gravité ou de la fréquence
des risques qu'ils présentent sont : Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,

Salmonella sp, Echerichia coli et les especes du genre Brucella.

D'autres micro-organismes pathogenes peuvent étre rencontrés dans le lait et les
produits laitiers, parmi lesquels Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, Coxiella
burnetii, Streptococcus agalactiae, Clostridium botulinum, Bacillus cereus, les moisissures

productrices de toxines et les virus (Brisabolis et al., 1997).
1.4. Le babeurre
1.4.1. Définition

Le babeurre (L’ben) est une boisson rafraichissante obtenu par fermentation spontanée
du lait cru jusqu'a coagulation, suivie d'un Iéger mouillage puis par un barattage, addition

d'eau et élimination du beurre (Tanataoui Elaraki et al., 1983).
1.4.2. Préparation du babeurre
1.4.2.1. Préparation traditionnelle

Le lait cru est acidulé spontanément a la température ambiante jusqu'a la coagulation, ce
qui peut prendre jusqu'a 24 a 72 h en fonction de la température pendant les saisons d'été et
d'hiver, respectivement pour obtenir un produit s'appelle rayeb et peut étre consommé tel quel.

Toutefois, en brassant le fermentant, le produit est séparé en babeurre et en beurre brut.
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Traditionnellement, le barattage a lieu dans un sac en peau appelé chekoua, qui est obtenu a
partir d'une chévre ou d'un agneau en une seule piece. Le brassage est obtenu en suspendant la
chekoua remplie de rayeb a un trépied en bois et en la secouant vigoureusement jusqu’a la
fluidification du contenu et a la coalescence des globules gras (environ 45 a 60 min). La fin
du barattage est perceptible par le son des grumeaux du beurre lors de I'agitation (Benkerroum
et Tamime, 2004).

De nos jours, le brassage traditionnel est progressivement remplace par l'utilisation des
mélangeurs électriques. Ce sont des conteneurs métalliques, de différentes capacités, équipés
d'un agitateur et d'un moteur sur le dessus. Le mélangeur électrique présente deux avantages
principaux par rapport a la chekoua traditionnelle : il permet de gagner du temps et réduit
I’effort physique nécessaire pour le barattage manuel d’une part et il peut étre facilement
nettoy¢ et assaini d’autre part. Un nettoyage minutieux de la chekoua est en effet tres

laborieux et prend beaucoup de temps (Abd-EI-Malek, 1978).
1.4.2.2. Préparation industrielle

L’industrie laitiére utilise des cultures industrielles sélectionnées afin de doter au
babeurre des caractéristiques souhaitées résultant de 1’activité métabolique et des propriétés
technologiques des souches lors de leur croissance en lait. Cela conduit a une qualité standard
des produits et a un niveau élevé de reproductibilité des processus (Chammas et al., 2006). La
préparation du babeurre se fait a 1’aide du lait le plus souvent partiellement ou totalement
écrémé. Dans les pays ou la production laitiére est faible, il est fréqguemment préparé par

I’utilisation du lait reconstitué (1 kg de poudre de lait écrémé pour 10 L d’eau).

Aprés pasteurisation, le lait est refroidi a 20-22°C et ensemencé au moyen de 2,5 a 3%
d’une culture de bactéries lactiques mésophiles. La fermentation se poursuit pendant 18 a 20
heures a 22°C environ jusqu’a coagulation et obtention d’une acidité de 0,65 a 0,70 pour cent
d’acide lactique (de 65 a 70°Dornic).

Le caillé est alors plus ou moins finement divisé et brassé en méme temps qu’il est
refroidi vers 4-5°C. Il est ensuite mis en conditionnement de vente ou vendu en vrac. Au
froid, ce produit légérement acide et au gout agréable peut se conserver une semaine. Il peut

étre préparé avec des laits de diverses especes (brebis, chévre) (FAO, 1995).
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1.4.3. Composition et caractéristique physico-chimique du babeurre

La composition chimique du babeurre varie d’une région a une autre, au cours de la
période de lactation et des incohérences constatées dans les étapes de fabrication adoptées
(Benkerroum et Tamime, 2004). Néanmoins, certains indicateurs donnent une idée sur la
qualité globale du produit et le processus de sa fabrication. La fermentation du lactose
augmente I’acidité titrable dans le « babeurre » a plus de 0,60% d‘acide lactique, par

conséquent le pH et le lactose baissent respectivement au-dessous de 4,7 et 3,7 g/100g.

L’extraction du beurre diminue le contenu en lipides a environ 1,8 g/100g (Benkerroum
et al., 1984). Généralement, les valeurs moyennes pour les composants principaux du
babeurre sont : pH : 4,2 ; acidité titrable : 8,2 g en acide lactique ; graisses : 8,9 g/L ; protéines
totales : 25,6 g/L ; lactose : 26,9 g/L et matiére seche totale : 89 g/L (Tantaoui-Elaraki et El
Marrakchi, 1987).

La croissance des bactéries lactiques conduit a la production de nombreux composés
d'arébme et flaveur souhaitables dans les laits fermentés (Steele et Unlu, 1992). Parmi ces
composés figurent les acides non volatils, les composes volatils, les composés carbonylés et
un groupe hétérogene de substances formées lors de la dégradation des protéines, des graisses
et du lactose (Tamine et Robinson, 1999). Quatre composés volatils majeurs ont été
généralement trouvés dans le babeurre : I'éthanol, I'acétaldéhyde, I'acétoine et le diacétyle
(Samet-bali et al., 2010).

1.4.4. Source de contamination du babeurre

Les parties liées de la chekoua sont la principale source de contamination du babeurre
car elles fournissent de bonnes niches qui peuvent étre facilement colonisées par une variété
de micro-organismes indésirables, susceptibles de provoquer une amertume et un manque de
saveur chez le babeurre. Aucune donnée n'est disponible sur les conditions sanitaires de
machines a baratter ou de mélangeurs apreés leur nettoyage, et une enquéte scientifique sur la
qualité microbiologique de cet équipement devrait étre menée pour garantir la sécurité du

produit et du consommateur (Benkerroum et Tamime, 2004).
1.4.5. La microbiologie du babeurre
1.4.5.1. La flore utile du babeurre

Des études de la flore microbienne impliquée dans la fermentation du lait pour obtenir

du babeurre ont montré que les bactéries lactiques meésophiles sont responsables de la
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fermentation lactique et du développement de l‘arome dans le babeurre; cette flore
microbienne est composée des différentes especes de Lactococcus lactis, Leuconostoc
mesenteroides, Lactobaccilus plantarum, Enterococcus faecuim, Lactococcus garvieae et
Enterococcus durans (Sarhir et al., 2019). Il est intéressant de souligner que Lactococcus
lactis et Leuconostoc mesenteroides sont des bactéries lactiques qui fermentent le citrate et
qui contribuent & la forte saveur du babeurre. La prédominance du citrate utilisant des
lactocoques a également été signalée chez les Omanais et chez les babeurres traditionnels
tunisiens (Guizani et al., 2001 ; Ben Amor et al., 1998).

Les moisissures et les levures étaient présentes dans le babeurre a des niveaux modéres ;
ils ont principalement été récupérés vers la fin de la fermentation, ce qui peut suggérer qu'ils
jouent un réle secondaire dans le développement des ardmes dans le produit. Les especes de
levure prédominantes identifiées au babeurre étaient Saccharomyces cerevisiae et

Kluyveromyces marxianus var. marxianus (Tantaoui-Elaraki et al., 1983).
1.4.5.2. La flore nuisible

Le lait cru utiliser pour la production du babeurre contient une flore microbienne
abondante et complexe comprenant des micro-organismes indésirables. Néanmoins, il est fort
probable que les bactéries lactiques envahissent les autres groupes microbiens présents dans le
lait cru, en particulier ceux qui sont nuisibles pour la santé ou la détérioration, le produit peut
alors étre considéré comme étant sans danger pour la consommation humaine. Cependant, en
raison des mauvaises conditions sanitaires lors de la fabrication et du stockage du babeurre,
des micro-organismes nuisibles et pathogenes pourraient étre trouvé dans celui-ci. Des études
antérieures ont montré la présence des bactéries fécales (coliformes, Escherichia coli et
streptocoques du groupe D), du Staphylococcus aureus et du Listeria monocytogenes

(Benkerroum et Tamime, 2004).
I.5. Résistance aux p-lactamines
1.5.1. Les p-lactamines

Les B-lactamines sont des antibiotiques qui possédent un cycle 3-carbone et 1-azote
(cycle pB-lactame) qui est trés réactif. Elles sont actuellement la famille d'agent antibactérien la
plus utilisée (Figure 7) pour traiter les infections bactériennes a cause de leur large spectre
d’activité et leur faible toxicité (Bush et Bradford, 2016). Leur toxicité majeure est liee a une

réponse allergique chez un petit pourcentage de patients qui réagissent a des déterminants de
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la chaine latérale apparentés ; ces réactions sont plus fréquentes avec les pénicillines et les

céphalosporines avec une réactivité minimale causée par les monobactames (Moss et al.,

1991).
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Figure 7. Structure chimique des antibiotiques de la famille des B-lactamines (Zervosen et al.,
2012).

1.5.2. Groupe des B-lactamines
La famille des B-lactamines comprend plusieurs groupes (Pandey et Cascella, 2019) :

Pénicillines : Ces antibiotiques contiennent un noyau de cycle d'acide 6-animopénicillanique
(lactame plus thiazolidine) et d'autres chaines du ring. Le groupe comprend les pénicillines
naturelles, les agents résistants aux [-lactamases, les aminopénicillines, les

carboxypénicillines et les uréidopénicillines.

Céphalosporines : Ils contiennent un noyau d'acide 7-aminocephalosporanique et une chaine
latérale contenant des cycles 3,6-dihydro-2 H-1,3-thiazane. Les céphalosporines sont
traditionnellement divisées en cing classes ou générations, bien que l'acceptation de cette

terminologie ne soit pas universelle.

Carbapenemes : Leur structure de définition est un carbapéneme couplé a un cycle p-lactame
qui confére une protection contre la plupart des B-lactamases bien que la résistance a ces
composés soit un probléme important et se produit principalement parmi les agents

pathogénes a Gram négatif (par exemple, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et

27



Chapitre | Partie bibliographique

Acinetobacter baumannii) qui produisent différentes classes de pB-lactamases appelées

carbapénémase.
Monobactames : L'anneau B-lactame est isolé et non fusionné a un autre anneau.

Inhibiteurs de la p-lactamase : lls agissent principalement en inactivant la sérine B-
lactamase qui sont des enzymes qui hydrolysent et inactivent le cycle B-lactame (en
particulier chez les bactéries & Gram négatif). Ces agents comprennent les inhibiteurs de la -
lactamase de premiére génération (acide clavulanique, sulbactam et tazobactam) et les
nouveaux avibactam et vaborbactam qui sont actifs contre la carbapénémase tels que la

carbapénémase de Klebsiella pneumoniae (KPC).
1.5.3. Mode d’action des p-lactamines

Les B-lactames présentent leurs effets bactéricides en inhibant les enzymes impliquées
dans la synthése de la paroi cellulaire. L'anneau B-lactame est stériquement similaire a la D-
alanine-D-alanine du pentapeptide NAM, et les protéines de liaison a la pénicilline utilisent
«par erreur» le B-lactame comme «élément constitutif» pendant la synthese de la paroi
cellulaire. 1l en résulte une acylation de protéine de liaison a la pénicilline (PLP), ce qui rend
I'enzyme incapable de catalyser d'autres réactions de transpeptidation. Par conséquent la
synthése de la paroi cellulaire ralentit, l'autolyse des peptidoglycanes constitutifs se poursuit.
La dégradation de la muréine entraine une perméabilité accrue qui provoque la lyse des

bactéries (Drawz et Bonomo, 2010).
1.5.4. Mécanisme de résistance aux p-lactamines

Il existe quatre fagons principales chez les bactéries pour résister a I'effet bactéricide des
B-lactamines (Babic et al., 2006) :

1.5.4.1. Modification des PLPs

La grande majorite des PLPs sont des enzymes serines a site actif, tout comme la grande
majorité des p-lactamases. Le peptidoglycane acylate les PLPs au niveau du résidu de sérine
du site actif avant I'étape catalytique qui acheve le processus de renouvellement pour les
diverses fonctions qu'ils remplissent (par exemple, activités DD-peptidase et transpeptidase).
La caractéristique clé de l'inhibition de ces enzymes par les B-lactames, telles que les
pénicillines, est qu’elle acyle également la sérine du site actif, Les PLPs modifiées présentent
une faible affinité pour les B-lactamines et sont relativement résistants & l'inactivation
(Massova et Mobashery, 1998).
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1.5.4.2. Diminution de I'expression des protéines de la membrane externe (PME)

Pour accéder aux PLPs sur la membrane plasmique interne, les B lactamines doivent soit
diffuser a travers les porines, soit traverser directement dans la membrane externe des parois
cellulaires bactériennes a Gram négatif. Des mutations ponctuelles ou des sequences
d'insertion dans les génes codant pour la porine peuvent produire des protéines avec une
fonction diminuée et donc une perméabilité inférieure aux B lactamines (Drawz et Bonomo,
2010). Par exemple Klebsiella pneumoniae et Enterobacter spp. contenant des genes Amp C
codés par un plasmide et contiennent une quantité diminuée d'une ou plusieurs porines de

membrane externe (OmpK35, OmpK36 ou OmpK37 pour K. pneumoniae) (Gootz, 2004).
1.5.4.3. Hyperproduction du systéeme d’efflux

Le systéme d’efflux actif est composé des protéines transmembranaires ancrées dans la
membrane plasmique et externe des bactéries a Gram négatif. Ces pompes sont un
déterminant important de la résistance multidrogue dans de nombreux agents pathogenes a
Gram négatif, en particulier P. aeruginosa et Acinetobacter spp. Des mutations dans les
régions régulatrices des opérons des systemes d'efflux multi-drogues peuvent conduire a une
surexpression des systémes d'efflux constitutifs, qui confére une multirésistance aux

antibiotiques (Long et al., 2012).
1.5.4.4. Production de g-lactamases

Les B-lactamases sont des enzymes polyvalentes avec une gamme limitée de structures
moléculaires trouvées dans une diversité de sources bactériennes. Leur point commun est la
capacité d'hydrolyser des composés chimiques contenant un cycle p-lactame, soit par la
formation d'une enzyme acyle avec une sérine de site actif ou via une réaction hydrolytique
facilitée par un ou deux ions zinc essentiels dans les sites actifs des métallo-p-lactamases
(MBL) (Bush, 2018).

1.5.5. Classification des p-lactamases

Il existe deux principales classifications pour catégoriser les f-lactamases (Tableau 4) :
les classes Ambler A, B, C et D, basées sur I'homologie des séquences d'acides aminés et non
sur les caractéristiques phénotypiques, et les groupes Bush-Jacoby-Medeiros 1, 2, 3 et 4,
basés sur le profil de substrat et d'inhibiteur (Ambler et al., 1991 ; Bush et al., 1995). Dans la
classification d'Ambler, les B lactamases des classes A, C et D sont des sérine-lactamases., en

revanche, les enzymes de la classe B sont des métallo-lactamases. Par contre, dans la
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classification de Bush-Jacoby-Medeiros, il existe quatre groupes principaux et plusieurs sous-

groupes dans ce systeme. Ce schéma de classification est d'une pertinence beaucoup plus

immédiate pour le médecin ou le microbiologiste dans un laboratoire de diagnostic car il

considere les inhibiteurs de B-lactame (Paterson et Bonomo, 2005).

Tableau 4. Classification des 3 lactamases (Bush et al., 2019).

Classe Ambler Groupe Bush- Les substrats inhibé par Exemples
Jacoby-Medeiros
A: sérine (variable) 2a: sérine Pénicillines Clavulanate, Pénicillinases
(pénicillinases) avibactam et autres  de bactéries
inhibiteurs plus Gram-
récents positives
2b: sérine Pénicillines et Clavulanate, TEM-1,
(pénicillinases) cephalosporines a avibactam et autres TEM-2 et
spectre étroit inhibiteurs plus SHV-1
récents
2be: sérine (BLSE)  Pénicillines et Clavulanate, SHV-2,
céphalosporines, y avibactam et autres TEM-10,
compris a spectre inhibiteurs plus CTX-M et
étendu récents GES-1
2br: sérine Pénicillines Avibactam et autres TEM-30 et
(résistante aux inhibiteurs plus SHV-72
inhibiteurs) récents
2C: sérine Pénicillines et Clavulanate, PSE (CARB)
(pénicillinases) carbénicilline avibactam et autres
inhibiteurs plus
récents
2f: sérine La plupart des B- Avibactam et autres KPC, SME,
(carbapénémases) lactames, y compris les  inhibiteurs plus NMC-A et
carbapénémes, mais pas  récents GES-2
les monobactames
B: metallo 3: métallo La plupart des B- Agents chélateurs IMP, VIM et
(carbapénémases) (carbapénémases) lactames, y comprisles  (EDTA) et NDM
carbapénémes, mais pas ANT431
les monobactames
C: sérine 1: sérine Pénicillines et Cloxacilline, AmpC
(céphalosporinases) (céphalosporinases) cephalosporines avibactam et autres  chromosomiq
inhibiteurs plus ue, CMY,
récents ACT-1 et
DHA

30



Chapitre | Partie bibliographique

Suite du tableau

Classe Ambler Groupe Bush- Les substrats inhibé par Exemples
Jacoby-Medeiros

D: sérine 2d: sérine Pénicillines et Chlorure de OXA-1/30,

(oxacillinases) (oxacillinases) cloxacilline; certains sodium; certains OXA-10,
comprennent des par le clavulanate, = OXA-23 et
céphalosporines et/ ou  l'avibactam et OXA-48
des carbapénemes d'autres inhibiteurs

plus récents

1.5.5.1. B-lactamases a spectre étendu
1.5.5.1.1. Définition des BLSE

Les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont des p—lactamases de classe A selon la
classification d’Ambler, et du groupe 2be selon la classification de Bush-Jacoby-Medeiros,
les BLSE sont capables d'hydrolyser les pénicillines, les céphalosporines a spectre étroit et de
troisiéme génération et les monobactames (tel que I’aztreonam), les souches productrices de
BLSE restent généralement sensibles aux céphamycines (exemple, céfoxitine) et aux
carbapénémes (exemple, imipénéme) et sont inhibées par les inhibiteurs de P-lactamases

comme I’acide clavulanique (Paterson et Bonomo, 2005).
1.5.5.1.2. Type des BLSE
1.5.5.1.2.1. BLSE de type TEM

TEM-1 est la premiére -lactamase a mediation plasmidique chez les bactéries a Gram
négatif qui a été décrite au début des années 1960. Il a été ainsi désigné car il a été isolé de
I'hnémoculture d'un patient nommé Temoniera en Gréce, TEM-1 est capable d'hydrolyser les
pénicillines et les premiéres céphalosporines telles que la céphalothine et la céphaloridine
(Bradford, 2001). Les enzymes TEM-1 se sont répandues dans le monde entier et se trouvent
maintenant dans de nombreuses especes différentes de la famille des Enterobacteriaceae,
Pseudomonas aeruginosa, Hemophilus influenza et Neissiria gonorrhea (Rawat et Nair,
2010). TEM-3, initialement signalé en 1989, a été la premiére B-lactamase de type TEM a
présenter le phénotype BLSE (Sougakoff et al., 1988).

1.5.5.1.2.2. BLSE de type SHV

Le premier géne blasnv-1 a été identifié dans les années 1970 chez E. coli. L'enzyme

codée par le SHV-1 a prouvé son activité contre les pénicillines et les céphalosporines de
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premiere génération (Liakopoulos et al., 2016) et a été confirmée comme faisant partie du
plasmide conjugatif p453 (Barthélémy et al., 1988). L'ancétre le plus probable du SHV-1
médié par les plasmides est une peénicillinase chromosomique spécifique a I'espece détectée

dans des isolats fécaux de K. pneumoniae provenant de nouveau-nes (Haeggman et al., 1997).
1.5.5.1.2.3. BLSE de type CTX-M

Divers rapports suggéerent que les BLSE de type CTX-M pourraient maintenant étre en
fait les types de BLSE le plus fréquent dans le monde (Livermoore et Paterson, 2006). CTX-
M hydrolyse préférentiellement le céfotaxime que la ceftazidime. Plus de 40 enzymes CTX-
M sont actuellement connues. En dépit de leur nom, certaines hydrolysent la ceftazidime plus
rapidement que le céfotaxime. CTX-M-14, CTX-M-3 et CTX-M-2 sont les plus répandus
(Jacoby et Munoz-Price, 2005).

1.5.5.1.2.4. BLSE de type OXA

Les B-lactamases de type OXA appartiennent a la classe D d’Ambler et au groupe
fonctionnel 2d de Bush-Jacoby-Medeiros, conferent une résistance a l'ampicilline et a la
céphalothine et se caractérisent par leur activité hydrolytique élevée contre I'oxacilline et la
cloxacilline et sont faiblement inhibées par I'acide clavulanique (Bush et al., 1995). La famille
des B-lactamases OXA a été initialement créée en tant que groupe phénotypique plutdt que
génotypique pour quelques [-lactamases qui avaient un profil d'hydrolyse spécifique
(Bradford, 2001).

1.5.5.1.2.5. Autres types de BLSE

Quelques BLSE ont été rapportées qui ne sont étroitement liées a aucune des familles
établies de B-lactamases. La B-lactamase PER-1 a été découverte pour la premiéere fois dans
des souches de P. aeruginosa isolées de patients en Turquie (Nordmann et al., 1994). Une
enzyme apparentée, PER-2, qui présente une homologie de 86% des acides aminés avec PER-
1, a été trouvée parmi les souches de S. enterica serovar Typhimurium en Argentine.
(Bauernfeind et al., 1996). Une autre enzyme qui est quelque peu apparentée a PER-1 est la -
lactamase VEB-1 qui a été trouvé pour la premiére fois dans un seul isolat d'E. coli chez un
patient vietnamien, mais a ensuite été également trouvé dans un isolat de P. aeruginosa
provenant d'un patient thailandais (Naas et Nordmann 1999). Une troisieme enzyme

apparentée est la CME-1, qui a éeté isolée de Chryseobacterium meningosepticum (Rossolini
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et al., 1999). Une quatrieme enzyme de ce groupe est TLA-1, qui a été identifiée dans un
isolat d'E. coli provenant d'un patient au Mexique (Silva et al., 2000).

1.5.5.2. B-lactamases de classe C

Les B-lactamases de la classe C (AmpC) sont codées par des genes chromosomiques ou
plasmidiques. Les B-lactamases AmpC sont capables d’hydrolyser les céphalosporines y
compris les céphamycines (céfoxitine) ainsi que les pénicillines, mais pas le céfépime. Ces -
lactamases sont résistantes aux inhibiteurs de [-lactamases (Rodriguez-Villalobos et
Struelens, 2006). Les AmpC-lactamases a médiation chromosomique, ont été décrites chez
plusieurs bactéries tel que : Acinetobacter spp. Aeromonas spp. Chromobacterium violaceum,
Citobacter freundii, Enterobacter spp. E. coli et Hafnia alvei. Par la suite, des § lactamases de
classe C a médiation plasmidique ont été découvertes. Ils ont ét¢é nommés avec une
incohérence typique de la nomenclature des -lactamases en fonction de la résistance produite
aux céphamycines (CMY), a la céfoxitine (FOX) et au moxalactam (MOX) (Philippon et al.,
2002).

1.5.5.3. Carbapénémases

Les bactéries a Gram négatif produisant des carbapénémases en particulier sont
résistants a tous ou presque tous les B-lactames, tout en portant généralement en méme temps
des genes codant pour des mécanismes de résistance contre les fluoroquinolones et/ou les
aminoglycosides (Meletis, 2015). Elles peuvent étre codées par plasmide ou par chromosome.
Les carbapénémases impliquées dans la résistance acquise appartiennent a la classe A
d'Ambler (principalement KPC), a la classe B (métallo-R-lactamases [MBL] des types VIM,
IMP et NDM) et a la classe D (principalement OXA-48). Les R-lactamases de classe A
d'’Ambler sont, au moins partiellement, inhibées par des inhibiteurs de -lactamases tels que
I'acide clavulanique et le tazobactam, tandis que les MBL sont inhibées par des chélateurs de
cations divalents tels que 'EDTA (Dortet et al., 2012). Les enzymes de classe B sont les
carbapénémases les plus importantes sur le plan clinique, ce sont des métallo-enzymes de la
série IMP, VIM ou NDM. lIs ont été signalés dans le monde entier, mais principalement en
Asie du Sud-Est et en Europe. Les métallo-enzymes, dont les genes sont localisés dans les
plasmides et les intégrons, hydrolysent pratiquement tous les B-lactames sauf l'aztréonam.
Enfin, les carbapénémases de classe D sont de plus en plus signalées chez Acinetobacter
baumannii mais ne compromettent la sensibilité a I'imipénéme et au méropénéme que de

facon marginale (Nordmann et Poirel, 2002).
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1.6. Apercu sur les plantes utilisee
1.6.1. Artemisia herba-alba Asso
1.6.1.1. Nomenclature

- Nom scientifique: Artemisia herba-alba Asso synonyme Artemisia aethiopica L., Artemisia

aragonensis Lam.

- Noms vernaculaires : Sagebrush, wormwood (Anglais) ; Armoise blanche (Francais) ;
Chih, ifsi, Zézzare (Arabe).

1.6.1.2. Description botanique

Artemisia herba-alba Asso est une plante qui appartient a la famille des Asteraceae.
L'armoise blanche est une plante vivace, de 20 a 40 cm, avec une odeur caractéristique de
thymol. Les feuilles grises des pousses stériles sont pétiolées, de contour ovale a orbiculaire
tandis que les feuilles des tiges floriféres sont beaucoup plus petites. Les fleurs sont toutes
hermaphrodites, réunis dans de tres petites capitules, sessiles et brunchs. Les tiges sont rigides
et droites. Les bractées extérieures de I'involucre sont orbiculaires, poilues et plus courtes que
les bractées intérieures, vertes sur le dos, tres effrayantes et glanduleuses. Les fruits sont des
akenes (Proksch, 200 ; IUCN, 2005).

1.6.1.3. Répartition géographique

Les plus grandes populations de cette espéce se trouvent dans les zones bioclimatiques
arides et semi-arides. Ils poussent sur différents types de sols généralement riches en calcaire.
Les peuplements de I’armoise blanche couvrent une superficie estimée a 10 millions
d'hectares en Afrique du Nord il forme des steppes plus ou moins ouvertes. Sa gamme s'étend
de I'Espagne au Moyen-Orient, en passant par I'Afrique du Nord et ’Egypte ; il est également
présent en Iran, et en Afghanistan (Neffati et al., 2017).
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Figure 8. Photographie d’Artemisia herba-alba Asso (Originale).
1.6.1.4. Utilisation traditionnelle

Dans la médecine traditionnelle, Artemisia herba-alba Asso est largement utilisé pour le
traitement des troubles gastriques tels que la diarrhée, les crampes abdominales et les troubles
intestinaux. Cette plante est utilisée pour traiter les maladies respiratoires, la cicatrisation des
plaies externes et les maux des dents. Ainsi, des utilisations pour le diabéte sucré et d'autres
conditions comme la jaunisse sont également rapportées (Wright, 2002 ; Salah et Jager,
2005).

1.6.1.5. Classification

Regne : Plantae
Embranchement : Spermaphytes
Classe : Magnoliopsida

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Artemisia

Espece : Artemisia herba alba Asso (Quezel et Santa, 1963)

35



Chapitre | Partie bibliographique

1.6.1.6. Données pharmacologiques

Plusieurs recherches sur Artemisia herba-alba ont démontré des propriétés
antioxydantes (Bourgou et al., 2016), antibactériennes (Lakehal et al., 2016), antifongiques,
anti-inflammatoires (Abu-Darwish et al., 2015), antidiabétiques (Ben Jemaa et al., 2015),
anti-nociceptives (Qnais et al., 2016), anti-acetylcholinestérases (Younsi et al., 2016),

antispasmodiques, anthelminthiques et anti-leishmaniose (Mohamed et al., 2010).
1.6.2. Thymus algeriensis Boss. & Reut.
1.6.2.1. Nomenclature

- Nom scientifique : Thymus algeriensis Boss. & Reut. synonyme Thymus zattarellus Pomel,
Thymus algeriensis var. masculensis Maire, Thymus hirtus Willd. subsp. algeriensis Boiss. &
Reut.

- Noms vernaculaires : Thym (Francais) ; Mezouchan, Mazoukcha (Arabe).
1.6.2.2. Description botanique

Thymus algeriensis Boss. & Reut. est une plante appartenant a la famille des
Lamiaceae. Cette famille comprend environ 350 especes (Neffati et al., 2017). C’est un sous
arbrisseau pouvant atteindre plus de 25 cm de long, d’une odeur forte, aromatisante tres
agréable, c’est une plante a tige ligneuse et ramifiée, présente des feuilles florales peu
différentes des feuilles culinaires, peu dilatées, fleurs de 5 a 6 mm groupées en épis courts et
étroits. La corolle tubuleuse plus longue que le calice, ce dernier a une levre supérieure,

tridentee, et une lévre inférieure a deux divisions étroites et ciliées (Quezel et Santa, 1963).
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Figure 9. Photographie de Thymus algeriensis Boss. & Reut. (Originale).
1.6.2.3. Répartition géographique

Thymus algeriensis Boss. & Reut. est une plante endémique des zones semi-arides et
arides de la Tunisie, I'Algérie, la Lybie, et le Maroc (Neffati et al., 2017).

1.6.2.4. Utilisation traditionnelle

Thymus algeriensis Boss. & Reut. est utilisée, fraiche ou séchée, comme herbe
culinaire. Cette plante est largement utilisée dans la médecine traditionnelle contre les
maladies du tube digestif et de D’avortement, elle est utilisée comme tonique, anti-

inflammatoire, antiparasitaire, antitussifs et carminatifs (Najjaa et al., 2017).
1.6.2.5. Classification

Regne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes

Classe : Eudicotes

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Thymus

Espece : Thymus algeriensis Boss. Reut. (Quezel et Santa, 1963)
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1.6.2.6. Données pharmacologiques

Des études ont rapporté que cette espece presente des propriétés antioxydantes,
antibactériennes, anti-insecticides (Ali et al., 2015), anti-tumorals (Nikolic et al., 2014), et

antifongiques (EI Ajjouri et al., 2010).
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IL.1. Cadre de I’étude
Notre étude a été portée sur :

- La valorisation des plantes médicinales dans la région d’El Kantara a la Wilaya de Biskra.

- L’évaluation du risque potentiel et la caractérisation de l'antibio-résistance des souches
d’Enterobacteriaceae productrices de BLSE isolées a partir du babeurre (L’ben) et du lait cru
dans différentes région de la Wilaya de Batna.

- La mise en évidence de ’activité antibactérienne des huiles essentielles et la possibilité de leur

utilisation comme des bio-conservateurs dans le lait et le babeurre.

Dans ce travail nous avons commencé de faire un inventaire des plantes médicinales
spontanées présentent dans la région d’El Kantara utilisées en phytothérapie et dans le domaine

alimentaire.

Ensuite, nous avons effectué 1’isolement et 1’identification moléculaire des souches
d’Enterobacteriaceae productrices de BLSE, la caractérisation phénotypique de leur résistance
aux antibiotiques et enfin, la détermination par méthode moléculaire des génes de résistance aux
B-lactamines et leur séquencage. Les séquences obtenues ont été analysées par le logiciel
ChromasPro, et comparées avec les séquences homologues contenues dans la banque de donnée

«GenBank>> a I’aide du programme BLASTN (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/).

Enfin, nous avons mis en évidence 1’activité antibactérienne des huiles essentielles de
deux plantes; Artemisia herba-alba Asso et Thymus algeriensis Boss. & Reut. et la
détermination de leur composition chimique par CPG-SM.

11.2. Lieux des analyses

Notre étude a été effectuée aux laboratoires a la Faculté des Sciences Exactes et des
Sciences de la Nature et de la Vie de L université de Biskra, et au laboratoire de microbiologie
alimentaire de I’Institut National des Sciences Agronomiques et Vétérinaires de 1’université de

Batna 1, et au laboratoire d’hygiéne et de sécurité alimentaire a I’EPSP a Batna.

La technique de la CPG-SM a été effectuée au laboratoire de biotechnologie

microbienne de I"université de Tokat, Turquie, et les techniques moléculaires ont été réalisées au

laboratoire de DIAG-GENE (Angers, France).

39



Chapitre 11 Matériel et méthodes

11.3. Etude éthnobotanique
11.3.1. Présentation du site d'étude

La porte du Sud El Kantara s'ouvre sur le Sahara, c’est une oasis située dans la wilaya de
Biskra a 50 km au Nord de la ville et dans le Sud-Ouest des Aurés a 80 km de Batna. (Hamouda
et Outtas, 2011). La wilaya de Biskra qui se trouve dans le Nord-Est du Sahara algérien, présente
une humidité moyenne de 47,5%, une pluviométrie moyenne entre 120 et 150 mm/an et une
température moyenne annuelle de 22,7°C, avec une moyenne des minima journaliers de 17,3°C

et une moyenne des maxima journaliers de 28,6°C (Station météorologique Biskra, 2018).

La zone de notre étude El-Kantara occupant une superficie de 238,98 km?2, représente la
partie septentrionale de la wilaya de Biskra (Figure 10). Elle est située approximativement au
point géographique entre 35° 13’ 19” de latitude Nord et 5° 42’ 27"de longitude Est. Elle est
caractérisée par des reliefs trés variés présentant une zone montagneuse au Nord de la ville d’El-
Kantara et des terres de moyenne et méme de faible altitude au fur et a mesure qu’on s’éloigne

vers le Sud (Achoura et Belhamra, 2010).
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Figure 10. Localisation de la zone d'étude (Originale).
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Le défilé célebre d'El Kantara, étroite dechirure longitudinale dans le Djébel Metlili
(1496m d’altitude), permet le passage entre le Tell et les immensités du Sahara. Ce défilé
découvre a celui qui vient du Nord toutes les beautés de la premiere oasis, blottie au pied d'une
imposante falaise. Cette gorge constituée par son ouverture sur le désert et par sa richesse en
palmiers dattiers, le portail de la transition entre deux régions dont les aspects climatiques
carrément sont différents ; le Nord et le Sud algériens (Sedira et Mazouz, 2018). La position
géographique de la région d’étude entre les monts des Aurés au Nord et le Sahara au Sud, lui
donne un climat subaride a hivers doux (Bord, 2014). Ce climat est influencé relativement par le
froid surtout en hiver et par les hautes températures dues aux vents soufflants depuis le sud en été
et du sirocco (Achoura et Belhamra, 2010). La sécheresse bioclimatique dure sept mois ; du mois
d’Auvril jusqu’au mois d’Octobre (Ballais et Ballais, 1989).

11.3.2. Déroulement de ’enquéte

Les enquétes ethnobotaniques ont été effectuées durant la période qui s'étale du Février
2017 jusqu’a Mars 2019 dans la région d’El Kantara afin de collecter des données portant sur
I’utilisation indigéne des plantes médicinales par la population locale. Les informations ont été
obtenues a travers des entrevues ethnobotaniques avec les habitants de cette région ; Il s’agit de
vendeurs de plantes médicinales, des guérisseurs, des herboristes, des phytothérapeutes, et des
consommateurs. Ces informateurs sont chargés d'identifier les especes médicinales collectées et
de fournir des informations pertinentes a propos de leurs utilisations médicinales (Berlin et
Berlin, 2005).

La collecte des données sur les connaissances traditionnelles locales a été faite par deux
méthodes : liste libre et entrevues structuré ; un chercheur pourrait demander dans un premier
temps a un informateur d’énumérer les noms de toutes les plantes médicinales utilisées et
reconnues localement en utilisant la technique de liste libre (Ferreira et al., 2014). Dans cette
technique, les informateurs créent un inventaire de toute les plantes qu’ils connaissent ce qui
révele 'importance culturelle et la variation des connaissances actuelles des individus.
Cependant, cette méthode ne fournit pas des informations détaillées et spécifiques (Quinlan,
2005). Pour cela des entrevues structurées a I’aide d’un questionnaire (Annexe 1) ont été
réalisées avec l'informateur (Ferreira et al., 2014; Martin, 1995) divisé en deux sections: la
premiére a permis de collecter des données sociodémographiques (sexe, age, niveau d'éducation,
situation familiale), et la deuxiéme a pour objectif de documenter profondément sur I'utilisation
de chaque plante mentionnée par l'informateur (les organes de plantes utilisées, le mode de

préparation, le nom vernaculaire,.....). Les entrevues ont ét¢ menées en faisant appel a la langue
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maternelle de la population locale, 1’arabe dialectal. En plus, des visites sur le terrain ont été
organisées a 1’aide des informateurs pour prélever des spécimens des plantes afin de les

identifier.
11.3.3. Identification taxonomique

L’identification taxonomique des especes a été effectuée a 1'aide des documents suivants :
Nouvelle flore de 1’Algérie et des régions désertiques méridionales (Quézel et Santa, 1962-
1963), La flore de Sahara septentrional et central. (Ozenda, 1958), et Flore et végétation du
Sahara. (Ozenda, 1991). Tous les noms binomials des espéces médicinales identifiees sont

vérifiés dans la base de données The Plant List http://www.theplantlist.org/. Les spécimens

d’herbier sont disponibles dans 1’herbier a I’université de Biskra.
11.3.4. Analyse des données
I1.3.4.1. La valeur d’usage (VU)

La valeur d'usage des espéces (VU) (Phillips et Gentry, 1993 modifiée par Rossato et al.,
1999), est une méthode quantitative utilisée pour évaluer I’importance d’une plante pour une

communauté donnée (Houéhanou et al., 2016). Elle est calculée selon la formule suivante :
VU= U/N ou

VU : valeur d'usage d'une ethnoespéce (espece basée sur des noms populaires).

U : le nombre d’usages d’une espece mentionnés par un informateur.

N : le nombre total d’informateurs interviewés.

11.3.4.2. Facteur de consensus des informateurs (FCI)

Le facteur de consensus des informateurs (FCI) (Trotter et Logan, 1986 ; Heinrich et al.,
1998) est une méthode quantitative (Houéhanou et al., 2016) utilisée pour indiquer
I’homogénéité de I’information ethnomédicinale d’une plante spécifique utilisée pour traiter une

catégorie particuliére d'affections.

Les valeurs de FCI sont variées de 0 a 1. Une valeur élevée (proche de 1) indique que les
taxons sont utilisés par une grande partie d’informateurs pour traiter une catégorie de maladies
particuliéres, tandis qu'une valeur faible (proche de 0) indique que les informateurs ne sont pas
d'accord sur les taxons a utiliser dans le traitement d’une catégorie de maladie (Heinrich et al.,

1998). Le facteur de consensus des informateurs (FCI) est calculé selon la formule suivante :
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FCI = (Nru-Nt)/(Nru-1) ou

Nru : nombre de rapports d'utilisation pour chaque catégorie d'utilisation d’une plante

particuliere.

Nt : nombre de taxons utilisés ou d'espéces utilisées pour cette catégorie d'utilisation des plantes

pour tous les informateurs.
11.3.4.3. Niveau de fidélité (NF)

Le niveau de fidélité (NF) (Friedman et al., 1986) est utilisé pour déterminer les especes
vegétales fréquemment utilisées par les informateurs pour traiter une catégorie d'affection

particuliére. 1l est calculé en utilisant la formule suivante :
NF (%) = (Np/Nx100) ou

Np : désigne le nombre dinformateurs citant Il'utilisation de la plante pour une catégorie

d'affection particuliere.

N : le nombre total d'informateurs citant la plante pour une catégorie d'affections quelconque.
11.4. Etude de la résistance aux antibiotiques

11.4.1. Echantillonnage

Dans ce travail nous avons utilisé le babeurre et le lait cru des bovins collectés a partir des
laiteries situées dans 23 communes (Annexe 2) a la wilaya de Batna durant une période de 5
mois s’étalant du Septembre 2019 Jusqu’au Janvier 2020. Au total 426 échantillons (243 du

babeurre et 183 du lait cru) ont été collectés, puis transportés dans des glaciéres au laboratoire.
11.4.2. Isolement des bactéries productrices de BLSE

Pour la détection des Enterobacteriaceae productrices de BLSE, 0,1 mL du babeurre et du
lait cru non pasteurisé de chaque échantillon a été étalé sur gélose MacConkey additionnée de 4
mg/L de ceftazidime (CASFM-EUCAST, 2019). Les boites ont été incubées a 37°C pendant 24

heures. Les isolats suspects ont été purifiés et conserves dans des géloses de conservation a 4°C.

Aprés des tests usuels de bactériologie (examen macroscopigque, examen microscopique :
examen a 1’état frais, coloration de bleu de méthyléne et coloration de Gram, quelques tests
biochimiques : gélose au TSI « Triple Sugar Iron agar » et indole) ; les isolats ont été menés a

une identification moléculaire.
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11.4.3. Identification moléculaire des isolats producteurs de BLSE

L’outil universel d’identification moléculaire bactérienne est le séquencage du géne codant
pour ’ARN ribosomique 16S. Il mesure environ 1500 paires de base, il évolue lentement et
posseéde des séquences hautement conservées en 5’ et en 3’ ce qui permet 1’emploi des amorces

universelles.
11.4.3.1. L’extraction d’ADN bactérien

L’extraction d’ADN bactérien a été effectuée en utilisant un kit Nucleospin (Macherey-

Nagel, Germany) selon le protocole suivant :
1. Préparation de I’échantillon et Lyse des cellules

. Préparer une pré-culture de bactéries pendant 24 heures.

o Transferer une aliquote de la culture dans un tube de prélevement (2 mL) et ajouter 550
ML du tampon de lyse CF (préchauffé a 65°C).

. Mélanger soigneusement pendant 15 s, ajouter 10 pL de protéinase K et mélanger a
nouveau (2-3s).

o Incuber & 65°C pendant 30 min. Ensuite, centrifuger le mélange pendant 10 min (> 10
000 x g) pour précipiter les contaminants et les débris cellulaires.

2. Préparation de la fixation

o Transférer le surnageant clair issu de la centrifugation dans un tube de
microcentrifugeuse capable de contenir au moins 3 volumes d'échantillon.

o Ajouter 1 volume du tampon C4 et 1 volume d'éthanol (par exemple, prélever 300 pL
d'échantillon et ajouter 300 uL du tampon C4 et 300 uL d'éthanol).

o Vortexer le mélange pendant 30 s.
3. Transfert sur colonnes et fixation a la membrane

o Pour chaque preparation, prendre une colonne NucleoSpin® placée dans un tube de
prélevement.

o Pipeter 700 pL du mélange sur la colonne.

o Centrifuger pendant 1 min a 11 000 x g.

. Répéter la procédure pour charger I'échantillon restant.
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4. Lavage et séchage la membrane de silice

o ler lavage : pipeter 400 pL du tampon CQW sur la colonne NucleoSpin®.

o Centrifuger pendant 1 min a 11 000 x g.

o 2éme lavage : pipeter 700 pL du tampon C5 sur la colonne NucleoSpin®.

o Centrifuger pendant 1 min a 11 000 x g.

o 3éme lavage : pipeter de nouveau 200 pL de tampon C5 sur la colonne NucleoSpin®.

o Centrifuger pendant 2 min a 11 000 x g afin d'éliminer complétement le tampon C5.

5. Elution de I'ADN

Placer la colonne NucleoSpin® dans un nouveau tube de microcentrifugeuse de 1,5 mL.

Pipeter 100 pL du tampon d'élution CE (préchauffé a 70° C) sur la membrane.

Incuber pendant 5 min a température ambiante (18-25°C).

Centrifuger pendant 1 min a 11 000 x g pour éluer I'ADN.

6. Conservation

Fermer les tubes, identifier et conserver a +2/8°C pendant 24 heures, puis a <-15°C.
11.4.3.2. La quantification de ’ADN

Le dosage par Nanodrop a été utilisé afin de vérifier la pureté et de déterminer la quantité
de I’ADN extraite. Cette analyse a été effectuée a 1’aide d’un spectrophotométre type Nanodrop
2000 de Thermo Scientific qui consiste a mesurer 1’absorbance des acides nucléiques a la

longueur d’onde 260/280nm.

Le résultat quantitatif de ’ADN a été déterminé en ng/uL. La pureté de ’ADN a été
déterminée par le rapport 260nm/280nm qui doit étre compris entre 1,8 et 2. Si ce rapport est
<I,8, cela signifie une contamination par des protéines. S’il est >2,0 il s’agit d’une

contamination par des ARN.
11.4.3.3. L’amplification du géne codant pour ’ARN ribosomique 16S

Le géne codant pour ’ARNr 16S a été amplifié par PCR en utilisant un thermocycleur
T100 de Biorad (Biorad, USA). La PCR consiste a amplifier spécifiquement une séquence cible,
les réactions d’amplification du géne codant pour I’ARNr 16S ont été réalisées en utilisant les

amorces universelles spécifiques suivantes :

63f (forward): 5' AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3' (Marchesi et al., 1998).
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1492R (Reverse) : 5 GGTTACCTTGTTACGACTT 3' (Turner et al., 1999).

Le volume réactionnel pour les mixtures de PCR étant de 25 pL (dont 23 pL du mélange
de la réaction et 2 uL. d’ADN a amplifier). Le mélange de réaction PCR est décrit dans le tableau

suivant :

Tableau 5. Mélange réactionnel utilisé dans la mixture PCR pour la recherche du gene codant
I’ARNr 16S.

s Concentrations Concentrations Volume a
Réactifs o ) ;
initiales finales preélever
Tampon de Taq 5X 1X 5 UL
Promega
MgCI2 25 mM 1,5 mM 1,5 ulL
dNTP 25 mM 0,2 mM 0,2 uL
Amorce 63F 10 uM 0,4 uM 1 uL
Amorce 1492R 10 uM 0,4 uM 1 puL
Tag polymérase 5U 1U 0.2 UL
Promega
Eau ultra pure / / 14,1 pL
ADN a amplifier / / 2ul

L’opération de ’amplification débute par une dénaturation initiale de la matrice d’ADN a
95°C pendant 5 min, ensuite 35 cycles comportant 30 secondes de dénaturation a 95°C,
hybridation a 55°C pendant 30 secondes, élongation a 72°C pendant 60 secondes et enfin une
élongation finale & 72°C pendant 7 min permettant de terminer la synthese des brins inacheves.
Enfin un refroidissement a 4°C est effectué. La réaction de PCR est validée par un témoin positif

et un témoin négatif.
11.4.3.4. Electrophorese des produits d’amplification

Afin d’évaluer la réussite de 1'amplification, les produits de PCR ont été soumis & une
¢lectrophorése sur gel d’agarose (Eurogentec, Belgique) a 1,5% contenant du bromure
d’éthidium (BET). Le gel est visualisé par la suite par un transilluminateur gel Doc XR piloté par

un ordinateur.
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o Pour la préparation du gel, faire dissoudre 1,5 g de poudre d’agarose (Eurogentec,
Belgique) dans 100 mL du tampon TBE (Tris-BorateEDTA) 1X. Le mélange est homogénéise et
mis a fondre dans un four a micro-onde jusqu’a 1’obtention d’un gel transparent.

o Avant d’étre coulé dans une plaque d'électrophorése horizontale, une solution de bromure
d’éthidium (BET) (0,5ug/mL) est ajoutée et mélangée avec le gel d’agarose. Le BET est utilisé
comme révélateur des acides nucléiques, il émet une fluorescence lorsqu’il est exXposé a une
lumiére ultraviolette. Les puits dans lesquels les échantillons seront déposes, sont formés par la
mise en place des peignes avant la solidification du gel.

. Apres polymérisation du gel, ce dernier est placé dans la cuve d’électrophorése remplie
avec le tampon TBE 1X (le gel doit étre totalement immergé). Un volume de 5 pL des produits
de PCR de chaque échantillon est mélangé avec 1 uL du tampon de charge contenant du bleu de
bromothymol, puis déposé dans les puits du gel. Un marqueur de poids moléculaire (Smart
ladder Eurogentec, France) est utilisé pour évaluer la taille des bandes présentes.

o La migration est effectuée pendant 20 minutes sous un voltage de 100V afin de visualiser
les bandes d'ADN et de vérifier leurs tailles.

o Une photographie du gel déposé sur un transilluminateur UV pour la visualisation des
bandes est prise a la fin de la migration. La présence de la bande qui correspond au fragment
amplifié est comparée avec le marqueur de poids moléculaire en utilisant le témoin positif. La

taille attendue est d’environ 1500 pb.
11.4.3.5. Purification des produits PCR

Les produits PCR ont été purifiés grace au kit de purification Clean up (Macherey-Nagel,

Germany) suivant le protocole décrit par le fournisseur :
1. Preparation de I’échantillion

o Mélanger 1 volume d'échantillon de la réaction PCR avec 2 volumes du tampon NTI (par
exemple, mélanger 300 pL de réaction PCR et 600 puL du tampon NTI).

2. Fixation de I'ADN

o Placer un gel NucleoSpin® et une colonne de nettoyage PCR dans un tube de
prélevement (2 mL) et charger jusqu'a 700 puL d'échantillon.

o Centrifuger pendant 30 s a 11 000 x g.

o Jeter I'écoulement et remettre la colonne dans le tube du prélevement.

o Charger I'échantillon restant si nécessaire et répeter I'étape de centrifugation.
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3. Lavage de la membrane de silice

o Ajouter 700 pL du tampon NT3 au gel NucleoSpin® et a la colonne de nettoyage PCR.

Centrifuger pendant 30 s a 11 000 x g.

Jeter I'écoulement et remettre la colonne dans le tube du prélevement.
4. Séchage de la membrane de silice

o Centrifuger pendant 1 min a 11 000 x g pour éliminer completement le tampon NT3.
Assurez-vous que la colonne de centrifugation n'entre pas en contact avec I'écoulement lors du

retrait de la centrifugeuse et du tube du prélévement.

Remarque : I'éthanol résiduel du tampon NT3 peut inhiber les réactions enzymatiques.
L'élimination totale de I'éthanol peut étre obtenue en incubant les colonnes pendant 2 a 5 min a

70°C avant I'élution.
5. Elution d'ADN

o Placer le gel NucleoSpin® et la colonne de nettoyage PCR dans un nouveau tube de
microcentrifugeuse de 1,5 mL.

o Ajouter 15-30 puL du tampon NE et incuber & température ambiante (18-25°C) pendant 1
min.

o Centrifuger pendant 1 min a 11 000 x g.

Remarque : la récupération d'/ADN de fragments plus gros (> 1000 pb) peut étre augmentée par
plusieurs étapes d'élution avec un tampon frais, chauffage a 70°C et incubation pendant 5 min.

11.4.3.6. Séquencage

Le séquencage des produits purifiés a été effectué par la méthode de Sanger (Sanger et al.
1977) en utilisant le séquenceur automatique ABI Prism 3130xI (Applied Biosystems, USA), et

le kit de séquencage BigDye Terminator V3.1 d’Applied Biosystems et les amorces universelles.
11.4.3.6.1. PCR Big Dye

Cette PCR consiste a amplifier les deux amorces le Forward et le Reverse séparément pour
les séquencer par la suite. La composition du milieu réactionnel est indiquée dans le tableau 6.

L’¢longation des amorces est effectuée selon le programme suivant :

o Dénaturation initiale & 94°C pendant 5 min, ensuite 25 cycles comportant :

o Dénaturation a 94°C pendant 15 sec.
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o Hybridation a 50°C pendant 5 sec.

o Elongation a 60°C pendant 4 min.

o Refroidissement & 4°C.

Tableau 6. Composition du mélange réactionnel pour la PCR BigDye®.

Composants Volume
Tampon de BigDye 1,5 L
Mix BigDye 1L
Amorce (Reverse ou Forward) 2 uL
ADN a amplifier 4,5 pL
Eau ultra pure 11 puL
Volume total 20 pL

Mix BigDye est composé de dNTP + ddNTP marqués par des fluorochromes différents + Taq
polymérase) (Applied Biosystems, USA).

11.4.3.6.2. Purification

Les produits de la PCR BigDye ont été purifiés par chromatographie d’exclusion sur des
colonnes de Sephadex® G50 constituée de billes perforées dont les trous ont un diametre
déterminé de 20 a 50um. Cette technique permet de piéger les ddNTP libres en excés. En effet
ces ddNTP libres non incorporés lors de la réaction de séquencage pourraient parasiter les
signaux de fluorescence spécifiques. Les sels éventuellement présents sont piégés de la méme

maniere que les ddNTP.

La purification des produits du PCR BigDye est effectuée en chargeant la résine séche
Sephadex® G-50 dans les puits d’une plaque MultiScreen HV, format HTS comme suit :

o Mettre la résine séche Sephadex® G-50 dans la plaque MultiScreen HV, ajouter 300uL
d’eau ultra pure et laisser incuber 3 heures a température ambiante.

o Une fois les mini-colonnes gonflées dans la plagque MultiScreen, placer cette derniere sur
une plague de micro-titration au format standard 96 puits et centrifuger I’ensemble a 1200 rpm
pendant 5min a 10°C pour éliminer I’eau et compacter les mini-colonnes.

o Déposer délicatement les produits de PCR BigDye a purifier au centre des mini-colonnes,

et placer la plaque MultiScreen HV sur une deuxieme plaque de polypropyléne au format
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standard 96 et centrifuger (a 1200 rpm pendant 5min a 10°C) pour collecter les produits de PCR
pures.
o Cette plaque est ensuite recouverte par un tapis de protection. Ainsi le produit récupéré

est prét a étre séquencé.

Les produits purifiés sont ainsi déposés dans un séquenceur automatique ABI Prism
3130xl. Les réactions de séquence passent par de fins capillaires remplis de polymére POP7 sous
I’action d’un courant ¢électrique. Les fragments sont séparés en fonction de leurs tailles, les plus
petits migrant plus rapidement. Quand les fragments passent devant la cellule de détection, un
faisceau laser excite leur fluorescence. Celle-ci est capturée par une caméra couplée a un
chargeur qui la convertit en données électriques transférées a I'ordinateur dans le logiciel 3130
Data Collection Software. Les résultats sont visualisés sous forme d’un chromatogramme grace

au logiciel DNA Sequencing Analysis Software ChromasPro.
11.4.3.7. Analyse des séquences

Les séquences obtenues ont été analysées par le logiciel ChromasPro. Les séquences
finales sont alors comparées avec celles de la banque de données GeneBank par 1’utilisation du

Programme BLASTN (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) de NCBI pour I’identification des

isolats étudiés en se basant sur le pourcentage (%) d’homologie avec les souches de référence.

Pour les analyses phylogénétiques et la construction d’arbres phylogénétiques ; les
séquences déterminées ont été traitées par le logiciel MEGA-X (Kumar et al., 2018). La
construction des topologies des arbres phylogénétiques est faite apres 1’alignement
multisequence par le logiciel ClustalW, en utilisant la méthode de neighbor-joining (Saitou et
Nei, 1987) avec le modéle de substitution de Kimura « Kimura's two-parameter » (Kimura,
1980). La validation statistique des liens phylogénétiques établis entre les souches a été effectuée
par le test de Bootstrap (Felsenstein, 1985) qui consiste a répéter les tests 1000 fois avant de les

valider.
11.4.4. Mise en évidence des génes de résistance
11.4.4.1. Test de sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité aux antibiotiques de toutes les souches isolées a eté testee par la méthode de
diffusion sur disque sur gélose Mueller-Hinton selon les critéres cliniques recommandés par le
Comité d'Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM) a l'aide de 17

antibiotiques: amoxicilline (20 pg) , ampicilline (10 pg), amoxicilline/acide clavulanique (20/10
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MQ), céfotaxime (30 pg), ceftazidime (30 pg), céfépime (30 ug), céfoxitine (30 pg), aztréonam
(30 pg), ertapéneme (10 pg), imipinéme (10 pg) chloramphénicol (30 pg), Trimethoprim-
sulfamethoxazole (1,25/23,75 ug), gentamicine (10 pg), amikacine (30 ug), acide nalidixique
(30 pg), tétracycline (30 pg), et ciprofloxacine (5 pg).

11.4.4.2. Confirmation phénotypique des souches bactériennes productrices de BLSE

Toutes les souches bactériennes résistantes a la ceftazidime ont été sélectionnées pour
déterminer des phénotypes de BLSE. Cette confirmation a été effectuée par le test de synergie a
double disque sur gélose Mueller-Hinton entre des disques de ceftazidime, céfotaxime, céfépime
et aztréonam distant de 30mm d’un disque central d’amoxicilline/acide clavulanique (Figure 11).
La présence de BLSE est suspectée par I’apparition d’un aspect de "bouchon de champagne"

(Livermore et Brown, 2001).

Figure 11. Disposition des disques d’antibiotiques pour le test de synergie.
11.4.4.3. Identification moléculaire des genes de résistance (blactx-m, blasnv et blatem)

La détection des génes codants pour les BLSE a été réalisée en amplifiant les genes blactx-

M, blatem, blasky a 1’aide des amorces spécifiques décrites dans le tableau 7.
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Tableau 7. Amorces utilisées pour I'amplification des génes de résistance.

Amorce Sequences Source Tm
TEM-2A(F) CCCCTATTTGTTTATTTTTCT Kao et al, 2015 55°C
TEM-1B(R) GACAGTTACCAATGCTTAAT

SHVS1 ATTTGTCGCTTCTTTACTCGC Sidjabat et al, 55°C

SHVS2 TTTATGGCGTTACCTTTGACC 210

CTX-MF TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA Sidjazté)atoet al, 50°C

1

CTX-MR CGATATCGTTGGTGGTGCCATA

L’amplification a été réalisée dans un volume réactionnel de 25 uL. comme le mentionne le
tableau 8 a I’aide d’un thermocycleur T100 de Biorad (Biorad, USA), et selon les étapes requises
de réaction de PCR comprenant une étape de dénaturation initiale de I’ADN double brin pendant
5 min a 95°C. Cette étape est suivie de 35 cycles avec 30 secondes de dénaturations a 95°C,
hybridation a 50°C pour CTX et 55°C pour TEM et SHV pendant 45 secondes et élongation a
72°C pendant 1 min. Une étape d’élongation finale de 7 min a 72°C permet de terminer la

synthése des brins inachevés. Finalement un refroidissement & 4°C est effectué.

Le reste des étapes d’électrophorese, de purification et de séquencage ont été effectuées
selon les mémes étapes que celles de 1’identification moléculaire des isolats bactériens. Les
séquences des genes de résistance ont été confirmées avec ARG-ANNOT (Antibiotic Resistance
Gene-ANNOTation).
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Tableau 8. Mélange réactionnel utilisé dans la mixture PCR pour la recherche des génes a
BLSE.

o Concentrations Concentrations s
Réactifs - . Volume a prélever
Initiales Finales
Tampon de Taq 5 X 1X 5L
Promega
MgClI2 25 mM 1,75mM 1,75 uL
dNTP 25 mM 0,2 mM 0,2 uL
Amorce F 10 uM 0,5 uM 1,25 uL
Amorce R 10 uM 0,5 uM 125 ulL
Taquonmerase 5U 1U 0.2 uL
romega
ADN a amplifier / / 2 ul
Eau ultra pure / / 13,35 uL

11.5. Extraction et analyse des principes actifs
11.5.1. Matériel végétal

Le matériel vegetal utilisé dans ce travail est les parties aériennes d’Artemisia herba-alba
Asso et Thymus algeriensis Boss. & Reut. Les plantes ont été collectées en Avril 2019 a la
région d’El Kantara, wilaya de Biskra. Les plantes ont été¢ séchées a labri de la lumicre et de
I’humidité pendant 15 jours. L’identification botanique a été confirmée par Professeur Oudjehih

Bachir a I’université de Batna.
11.5.2. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation dans un appareil de
type Clevenger. Une quantité de 100g de mateériel vegétal sec a éte placé dans un chauffe ballon
avec 1000 mL d’eau distillé puis porté a ébullition pendant 4 heures. L’opération a été répétée
plusieurs fois pour obtenir la quantité suffisante pour les analyses ultérieures. L’huile a été

conservée a 4°C et a I’obscurité jusqu’a utilisation.
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11.5.3. Détermination du rendement des huiles essentielles

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement (Rd) en huile essentielle, est défini comme
étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle obtenue apres extraction (M') et la masse de

la matiere végétale utilisée (M). Il est représenté par la formule suivante :

Rd= M’/M.100

Rd : Rendement en huile essentielle exprimée en pourcentage (%).

M’ : Masse de I’huile essentielle obtenue en gramme (g).

M : Masse de la matiere végétale seche utilisée en gramme (g).

11.5.4. Effet des huiles essentielles sur les Enterobacteriaceae productrices de BLSE
I1.5.4.1. Mise en évidence de I’activité antibactérienne

La mise en évidence de ’activité antibactérienne des huiles essentielles a été effectuée par
la méthode de diffusion sur disque. Cette méthode est généralement utilisée comme une
vérification préliminaire de I'activité antibactérienne (Burt, 2004). L'activité antibactérienne a été
réalisée comme la décrit Sfeir et al. (2013), avec quelques modifications. Les différentes cultures
bactériennes jeunes et pures de 18-24h ont été diluées avec de I’eau physiologique stérile pour
avoir un inoculum dont la densité finale est ajustée a 0,5 Mc Farland ou a une densité optique de
0,08 a 0,10 a 625 nm qui correspond a environ 108 UFC/mL. La suspension bactérienne de
chaque bactérie a été étalée sur la gélose Muller-Hinton en utilisant un écouvillon stérile.
Ensuite, des disques stériles du papier Wathman N°3 de 6 mm de diamétre ont été déposés sur la

surface des boites, puis injectés avec 15 pL de I'huile essentielle.

Des disques imprégnés de DMSO ont été également utilisés comme témoin négatif. Les
boites ont été maintenues a la température du laboratoire pendant 30 min afin de permettre la
pre-diffusion de I’huile essentielle. Ensuite, elles ont été incubées a 37°C pendant 24 heures.

Tous les tests ont €té répétés trois fois pour calculer les moyennes et I’écart type de la moyenne.

La lecture a été faite par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque
disque a I’aide d’un pied a coulisse (mm). Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone

d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes d’aprés la sensibilité des souches (Sfeir et al.,

2013) ;

- Non sensible ou résistante (-) : diamétre < 8mm.
- Moyennement sensible (+) : diametre compris entre 8 a 14mm.
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- Sensible (++) : diametre compris entre 14 a 20mm.

- Tres sensible (+++) : diamétre supérieur a 20 mm.
11.5.4.2. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

La micro-dilution est généralement effectuée dans des plaques de 96 puits a fond
arrondi (Kahlmeter, 2014). La détermination du CMI a été effectuée selon la méthode décrite par
Oke et al. (2009) avec quelques modifications. Une solution mere de I'huile essentielle a été
préparée dans le DMSO a 10%, puis des dilutions en série ont été faites dans la microplaque de
96 puits. 90uL de bouillon Mueller Hinton a été incorporé puis ensemencé par 10 pL de
I’inoculum bactérien standardisé. Tous les essais ont été répétés trois fois. Un controle positif
contenant 10 pL d'inoculum et 190 pL de bouillon Muller-Hinton. Un témoin négatif contenant
100 pL de I'huile essentielle dissoute dans 10% du DMSO et 100 pL de bouillon Muller-Hinton
sans inoculum ont été préparés. Les plaques ont été recouvertes et incubées a 37°C pendant 24
heures. La CMI a ¢été définie comme la concentration minimale de I’huile pour laquelle on

n’observe pas de croissance visible a 1’ceil nu.
11.5.4.3. Détermination de la Concentration Minimale bactéricide (CMB)

Afin de déterminer la CMB, 10 pL de chaque puit (dans lequel aucune croissance
bactérienne n'a été observée) a été étalé sur gélose Muller Hinton (Sfeir et al., 2013), les boites
ont été incubées a 37°C pendant 24 h. La CMB a été défini comme la concentration la plus basse
a laquelle les bactéries ne sont pas développées. Tous les tests ont été répétés trois fois pour

calculer les moyennes et 1’écart type de la moyenne.

11.5.5. Analyse des huiles essentielles par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CPG-SM)

L'analyse a été réalisée sur un chromatographe en phase gazeuse Trace 1310 équipé d'un
spectrometre de masse a un quadripéle 1SQ (Thermo Fisher Scientific, Austin, TX). La
séparation chromatographique a été effectuée sur une colonne CG Thermo TG-5MS (30 m X
0,25 mm ID x 0,25 pm). L'hélium a été utilisé comme gaz vecteur a un débit de 1,2 mL/min). Un
volume d'injection de 1 pL a été utilisé en mode split (20 :1). La température de la colonne a été
programmée a 60°C pendant 6 minutes, puis augmenté de 2°C/min en raison d’atteindre une
température de 230°C, puis maintenue a ce degré pendant 30 minutes. Le détecteur de masse
¢tait configuré avec un mode d'impact électronique a une tension d’ionisation de 70 eV et la
source d'ions et la température du détecteur étaient de 250°C. La plage de balayage du spectre de

masse a été fixée a une vitesse de 55 a 550 m/z.
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Les indices de rétention ont été calculés pour tous les composants en utilisant une série
homologue de n-alcanes injectés dans le méme équipement dans des conditions analytiques
identiques comme décrit ci-dessus. Les quantités relatives des composants individuels des huiles
essentielles totales sont exprimées en pourcentage de la surface du pic par rapport a sa surface
totale (Pimentel et al., 2018). De plus, la quantification a été effectuée par une méthode standard
externe en utilisant des courbes d'étalonnage générées en exécutant une analyse GC de composés

représentatifs.

Les composes des huiles essentielles ont été identifiés par comparaison de leurs spectres de
masse (min) avec I'équipement de leur bibliotheque de spectres de masse (base de données
WILLEY et NIST), et de leurs indices de rétention (IR) avec ceux rapportés dans la littérature
(Adams, 2001 ; Babushok et al., 2011).

11.6. Etude statistique

Les valeurs des moyennes et les écarts types (SD) des données expérimentales, ainsi que
I’analyse unidirectionnelle de la variance (ANOVA) a un facteur combiné au test de Tukey ont
été effectués pour determiner les différences significatives (P <0,05) entre les moyennes. Les

analyses ont été effectuées en utilisant le logiciel Graph pad prisme 7.
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I11.1. Etude ethnobotanique

Cette ¢tude est la premiere enquéte ethnobotanique dans la région d’El Kantara, porte
du Sahara Algérien, elle a été menée pour mettre en évidence la diversité des plantes
médicinales utilisées par la population locale pour établir un catalogue de plantes médicinales
sauvages traditionnelles utilisées en phytothérapie et dans le secteur alimentaire. Quatre-
vingt-quinze (95) personnes interrogées ont indiqué la partie des plantes utilisées, leurs

utilisations traditionnelles et leurs difféerentes méthodes de préparation (Tableau 9).
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I11.1.1 . Diversité des plantes médicinales

L’Asteraceae est la famille la plus dominante avec 13 especes (21,66%) suivie de la
famille des Lamiaceae avec 9 espéces (15%). Anacardiaceae et Fabaceae sont classées en
troisieme position avec 3 espéces (5%). Amaranthaceae, Apocynaceae, Brassicaceae,
Cucurbitaceae, Capparaceae, Poaceae et Polygonaceae viennent ensuite avec 2 espéces pour
chaque famille (3,33%). Les autres sont représentées chacune par une espéce (1,67%) (Figure
12).

Nos résultats coincident avec les travaux de Nawash et al. (2013) et Cussy-Poma et al.
(2017) qui rapportent la dominance de la famille des Asteraceae suivie des Lamiaceae.
Boudjelal et al. (2013) ; Benarba et al. (2015) ; Corbineau et al. (2018) et Miara et al. (2019a)
ont constaté dans leurs travaux que les Lamiaceae et les Asteraceae sont les familles les plus
prédominantes. Cette prédominance a été observée dans la région méditerranéenne (Gonzalez-
Tejero et al., 2008).
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Figure 12. Les familles botaniques des plantes médicinales les plus trouvées.
II1.1.2. Méthode d’utilisation

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la préparation des plantes médicinales (Figure

13) ; les résultats ont indiqué que I’infusion (28,74%) est principalement utilisée par les
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autochtones. Giler et al. (2015) et Miara et al. (2019b) ont enregistré une prédominance de
I’infusion. La décoction (20,69%), le cataplasme (17,24%) et la poudre (11,49%) sont utilisé
couramment par la population locale. Les méthodes de préparation restantes : mastication
(8,04%), macération (4,6%), inhalation (3,45%), huile (2,3%), bain (1,15%), pommade

(1,15%) et application locale (1,15%) sont utilisés moins.

I1 est a noter qu'il est difficile de faire la distinction entre I’infusion et la décoction dans
plusieurs cas (Bonet et al., 1999). Cependant, la population locale d'El Kantara sait faire la

différence correctement entre les deux méthodes.

2.3%| |1.15%

/

8,04%

1,15%

Décoction
Infusion
Poudre
Inahlation
Cataplasme
Maceration
Application local
Mastication
Huile
Pommade
Douche

4,6% 20,69%

1,15%

17,24%

28,74%

OOROOmo0o0og

v 11,49%

3,45%

Figure 13. Méthodes de préparation des plantes médicinales.
I11.1.3. Parties utilisees

La plante entiére et ses différentes parties sont utilisees pour le traitement de plusieurs
maladies (Figure 14). Les feuilles (30,26%) sont la partie la plus freqguemment citée, suivie de
la partie aérienne (25%). Les autres parties des plantes utilisées sont en ordre décroissant :
fleurs (y compris les sommités fleuries) (13,15%), les racines (11,84%), les fruits (9,21%), les
graines (3,94%), la bulbe (1,31%), les tiges (1,32 %), le latex (1,32%), les branches (1,32%)
et la plante entiere (1,32%).

L'utilisation des feuilles comme partie principal de cette étude a souvent été documentée
dans plusieurs études (Bibi et al., 2014; Benarba et al., 2015; Miara et al., 2019a). De plus,
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certaines enquétes menées dans le désert comme le rapport de Yaseen et al. (2018) dans le
désert du Sindh au Pakistan, et celui d’Idm'hand et al. (2020) dans la région de Tarfaya au
Maroc ont montré [’'utilisation des feuilles comme partie principale des plantes. Cette
fréquence d'utilisation des feuilles peut s'expliquer par la synthése de nombreuses classes de
composés bioactifs qui sont pharmacologiquement actives contre de nombreuses maladies
(Francis Xavier et al., 2015).

3,94% 1.32%
0 [ Feuille
1,32% 9,21% ] Bulbe
[ Partie aerienne
30,26% Bl Piante entiere
Fleur
11,84% - '
: [ Tige
[ rRacine
\ B | atex
1.32% ; E Fruit
13.15% Bl Graine
B Branche
1,32%

Figure 14. Parties utilisées de plantes médicinales.
111.1.4. Profil sociodémographique des informateurs
111.1.4.1. Utilisation des plantes médicinales selon le sexe

34 hommes et 61 femmes ont été interrogés dans le cadre d’une I'enquéte. Les femmes

prédominent avec (64,21%) tandis que les hommes ne représentent que (35,79%) (Figure 15).

Bouasla et Bouasla (2017) ont constaté la prédominance des femmes parmi les
informateurs interrogés dans la région de Skikda, dans I'Est du pays ; ces auteurs ont indiqué
que cette prédominance est probablement due a I'occupation des femmes de préparer des
recettes a base de plantes pour les membres de la famille, d'une part, et d'autre part que les

connaissances ont été transmises d’une génération a une autre, de mere et fille.
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De plus, Jouad et al. (2001) ont expliqué cette prédominance car les femmes sont plus
attachées que les hommes a tout ce qui est traditionnel, ainsi que la facilité de la transmission

des informations entre femmes.

35,79%

Figure 15. Utilisation des plantes médicinales selon le sexe.
111.1.4.2. Utilisation des plantes médicinales selon I'age

La classe d'age de 40-49 ans est la plus importante dans cette étude (48,42%), suivie par
les classes d'age > 60, 30-39, 50-59, 20-29 avec (17,9%), (15,79%), (13,68%) et (4,21%)

respectivement (Figure 16).

En comparant la dominance de la classe d'age de 40-49 ans dans la présente étude avec
les classes d’ages des études antérieures, nous remarquons que l'utilisation des plantes
médicinales était plus importante dans les catégories d'age de plus de 60 ans (Guler et al.,
2015; Bouasla et Bouasla, 2017; Miara et al., 2019b; Vinagre et al., 2019).

Bouasla et Bouasla (2017) ont expliqué la prédominance de la classe d'age : >60 ans que
les personnes agées ont plus de connaissances, ce qui est d a leur expérience accumulée avec

I'dge et transmission d'une génération a l'autre.

En effet, la prédominance des informateurs appartenant a la classe d'age de 40-49 ans
dans cette enquéte ethnobotanique peut s'expliquer par la transmission des connaissances
autochtones d'une génération a l'autre, ce qui permet de conserver des informations ethno-

médicinales précieuses.
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Figure 16. Utilisation des plantes médicinales selon I'age.
111.1.4.3. Utilisation de plantes médicinales selon le niveau d'éducation

Parmi les informateurs qui ont été interrogé dans cette étude, (67,37%) étaient
analphabétes, suivis du niveau d’éducation secondaire (20%), puis du primaire (10,53%).
Alors que les universitaires utilisaient moins de plantes médicinales avec un pourcentage de
(2,10%) (Figure 17).

Nos résultats concordent avec la plupart des études ethnobotaniques précédentes
révélant la dominance des informateurs analphabétes tels que les rapports de Boudjelal et al.
(2013) ; Islam et al. (2014) ; Bouasla et Bouasla (2017) ; (Miara et al., 2018) et Miara et al.
(2019b).
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Figure 17. Utilisation des plantes médicinales selon le niveau d'éducation.

I11.1.5. Utilisation des plantes médicinales dans la région d'El Kantara

Dans cette étude, 95% des plantes médicinales ont été utilisées pour traiter des maladies

humaines. Il a été enregistré que 16 catégories de maladies ont été traitées par 57 especes

appartenant a 29 familles. Alors que 18,33% des plantes médicinales sont utilisées dans le

domaine alimentaire avec 11 especes appartenant a 5 familles. Seulement 13,33% des plantes

étaient utilisées a la fois pour traiter les maladies humaines et dans le domaine alimentaire ;

un total de 8 espéces appartenant a 4 familles sont utilisées par la population locale (Figure

18).

Le nombre d'especes utilisées dans le domaine alimentaire est trés faible par rapport a

celui utilisé pour traiter les maladies humaines.
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Maladie humaine
Domaine alimentaire

Figure 18. Diagramme de Venn montre l'utilisation des plantes médicinales dans la région
d'El Kantara.

111.1.6. La valeur d'usage (VU)

Selon les VUs calculées (Tableau 9), Artemisia herba-alba Asso (1,26) présente la
valeur la plus élevée ; elle a été reconnue par tous les informateurs qui ont documenté 120
rapports d'utilisation pour traiter les troubles du systéme gastro-intestinal, la fievre, le diabete,
les maladies respiratoires, les maux des dents et la circulation sanguine. Rosmarinus
officinalis L. (1,14), Thymus algeriensis Boiss. & Reut. (0,75) Juniperus phoenicea L. (0,74)

et Marrubium alysson L. (0,70) viennent ensuite.

Les VUs les plus faibles (0,03) ont été obtenus pour Cleome Arabica L., Cynodon
dactylon (L.), Eruca vesicaria (L.), Periploca laevigata Aito, Rumex simpliciflorus Murb., et

Taraxacum laevigatum (Willd.) DC.

Nos résultats coincident avec les travaux d'Alzweiri et al. (2011) dont les VUs les plus

élevés ont été rapportés pour Artemisia herba-alba Asso.

En Tunisie, Artemisia herba-alba est traditionnellement utilisée pour traiter le diabete,
la bronchite, la diarrhée, I'hypertension et les névralgies (Mighri et al., 2010). Au Maroc, elle
est utilisée pour traiter le diabéte, les maladies rénales et cardiaques (Jouad et al., 2001). De

plus, en Jordonie, I’armoise est utilisée pour traiter la fiévre, les problémes menstruels et
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nerveux (Alzweiri et al., 2011). Elle est utilisée également comme antidiabétique et

antispasmodique (Aburjai et al., 2007).

Les lactones sesquiterpéniques sont d'importants produits naturels trouvés chez
Artemisia herba-alba. lls sont responsables de I'importance de cette plante en médecine et en
pharmacie (Wright, 2001). Des études antérieures sur Artemisia herba-alba ont montré des
activités antioxydantes, antibactériennes, antispasmodiques, anthelminthiques,
antileishmaniales, neurologiques, hypoglycémiques, allélopathiques et pesticides (Mohamed
et al., 2010).

111.1.7. Facteur de consensus des informateurs (FCI)

Les plantes utilisées pour traiter les maladies ont été regroupées en 16 catégories,
chacune étant divisée en plusieurs sous-catégories, sur la base des informations recueillies
(Tableau 10).

La valeur FCI la plus élevée (0,94) a été notée pour les troubles du systéme gastro-
intestinal et les maladies du systeme cardiovasculaire ; les troubles du systéeme gastro-
intestinal ont été traités avec la moitié (30) des especes identifiées avec 451 rapports
d'utilisation (Rosmarinus officinalis L. était la plus cité), tandis que les maladies du systéeme
cardiovasculaire n'ont été traitées que par 5 especes avec 64 rapports d'utilisation (Thymus
algeriensis Boiss. & Reut. a été la plus cité).

Le rhume et le refroidissement ont enregistré la deuxieme valeur de FCI (0,93). Les
résultats des valeurs de FCI les plus élevées des troubles du systéme gastro-intestinal ont
révélé un grand accord avec plusieurs études publiées précédemment comme I'enquéte de
Jamila et Mostafa (2014) ; Ullah et al. (2014) ; Benarba et al. (2015) ; Ouelbani et al. (2016) ;
Eddouks et al. (2017); Miara et al. (2019a) et Vinagre et al. (2019). En outre, des enquétes
menees dans le désert ont également montré des valeurs de FCI les plus élevées des troubles
du systéme gastro-intestinal comme le rapport de Yaseen et al. (2015) et Yaseen et al. (2019)
dans le Sindh-Pakistan et celui d’Idm’hand et al. (2020) dans la région de Tarfaya au Maroc.

Miara et al. (2019a) expliquent le FCI élevé des troubles du systéme gastro-intestinal
par une alimentation trés riche en poivrons et en épices de la population locale de la région de
Bordj Bou Arreridj (nord-est de I'Algérie). C'est le méme cas de la population locale de la
région d'El Kantara, qui sont tres connue par leurs plats traditionnels trop poivré. Tandis que

Chander et al. (2014) expliquent les valeurs les plus élevées de FCI des troubles du systéme
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sont probablement liées & un mode de vie non propre (Ouelbani et al., 2016).

Tableau 10. Valeurs du facteur de consensus informatif (FCI) des maladies de catégorie.

Catégorie des maladies Maladies signalées Nru Nt FCI
Troubles du systeme gastro- Indigestion, maux d'estomac, vermifuge, 451 30 0,94
intestinal gaz intestinal,  troubles  digestifs,

Inflammation des intestins, perte d'appétit,

constipation,  diarrhée,  vomissements,

inflammation de Il'estomac, douleurs

intestinales, douleurs gastriques,

gonflement du ventre, brdlures d'estomac,

douleurs abdominales, intoxication

alimentaire
Affections cutanées Plaies, cicatrisation, verrues, eczéma, 157 16 0,90

leishmaniose, main gercée
Troubles des voies urinaires et Diurétique, troubles rénaux, infections des 63 6 0,92
des reins voies urinaires, calculs rénaux
Problémes respiratoires Toux, bronchite 105 11 0,90
Rhume & refroidissement Grippe, rhume, refroidissement 43 4 0,93
Troubles du systtme musculo-  Douleurs musculaires, antirhumatismales, 149 14 0,91
squelettique douleurs articulaires
Maladies du systeme Circulation sanguine, hypotensive, 64 5 0,94
cardiovasculaire antihypertension, maladies cardiaques
Problemes oculaires et nasales  Saignement de nez, maladies oculaires 8 2 0,86
Morsure Morsure de scorpion, morsure de serpent 21 4 0,85
Endocrinologie Régule le taux de sucre dans le sang, 80 8 0,91

antidiabétique, hypoglycémique, régule

I'normone, allaitement des femmes
Problemes de bouche Soigne la gingivite, aphte, maux des dents 29 6 0,82
Problemes du systéme nerveux Nervosité 26 3 0,92
Problemes de téte Maux de téte, vertiges, migraine 37 6 0,86
Problemes gynécologiques Reégle le cycle menstruel, les douleurs 55 7 0,80

menstruelles, et la stérilité féminine
Fiévre Fievre 47 6 0,89
Autre Faiblesse, poux 6 2 0,80
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111.1.8. Le niveau de fidélité (NF)

Une liste des plantes les plus citées avec des valeurs de NF (%) est présentée dans le
tableau 11. La valeur de NF la plus importante (100%) a été notée uniquement pour

Paronychia argentea Lam. pour le traitement des troubles rénaux.

.....

calculs rénaux (Yesilada et al., 1993; Abu-irmaileh et Afifi, 2003). Miara et al. (2019a) ont
signalé la plus grande valeur de NF (21,05%) de Hordeum vulgare L. pour traiter la méme
catégorie de maladies (troubles rénaux) dans le Nord-Est de I'Algérie.

Les valeurs de NF des plantes les plus utilisées pour traiter les troubles du systeme
gastro-intestinal ; Rosmarinus officinalis L. (94,66%) et Juniperus phoenicea L. (91,37%)
viennent ensuite. La méme catégorie de maladie a été signalée comme étant traitée par Pinus
sylvestris L. (100%) et Rhamnus alaternus L. (100%) dans une autre enquéte réalisée dans
I'Ouest de I'Algérie (Benarba et al., 2015).

Teucrium polium L. (84%) et Thymus algeriensis Boiss. & Reut. (79,24%) étaient les
especes les plus préférées utilisées pour le traitement des affections cutanées et des maladies

cardiovasculaires respectivement.

Miara et al. (2019a) ont signalé une plante du genre Thymus : Thymus munbyanus
subsp. coloratus pour traiter les maladies cardiovasculaires avec un pourcentage de 57%. Bien
qu'il a été enregistré dans le Nord-Est de I'Algérie qu’Aloe sp. L. ayant un FL de (96,67%)
utilisé pour traiter les affections cutanées (Ouelbani et al., 2016).
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Tableau 11 : Niveau de fidélité (FL) des dix plantes médicinales les plus citées.

Plantes médicinales Catégorie des maladies Np N FL (%)
Paronychia argentea Troubles des voies urinaires et des
_ 40 100
Lam. reins
Rosmarinus officinalis Troubles du systéme gastro-
) _ 71 75 94,66
L. intestinal
) ) Troubles du systeme gastro-
Juniperus phoenicea L. ) 53 58 91,37
intestinal
Teucrium polium L. Affections cutanées 42 50 84,00
Thymus algeriensis Troubles du systeme gastro-
. . . 42 53 79,24
Boiss. & Reut. intestinal
Artemisia herba alba Troubles du systéme gastro-
) _ 56 95 58,94
AsSo intestinal
Marrubium Alysson L. Problémes respiratoires 26 56 46,42
Mentha pulegium L. Rhume & refroidissement 24 54 44,44
Chrysanthemum
macrocarpum (Sch.Bip.) Problemes du systeme nerveux 12 46 26,08

Coss. & Kralik ex Batt.

) Troubles du systéme musculo-
Ruta Chalepensis L. _ 11 43 25,58
squelettique

111.1.9. Nouveaux rapports et nouvelles utilisations

Nos résultats de I'enquéte ethnobotanique dans la région d'El Kantara ont été comparés
avec d'autres enquétes ethnobotaniques en Algérie et dans les autres pays (Bellakhdar et al.,
1991 ; Yesilada et al., 1993 ; Bonet et al., 1999; Jouad et al., 2001; Merzouki et al., 2000;
Abu-irmaileh et Afifi, 2003; Girbuz et al., 2003; Ould EIl Hadj et al., 2003; Sosa et al., 2005;
Pieroni et Quave, 2005; Jager et al., 2006; Aburjai et al., 2007; Karousou et al., 2007,
Gonz alez-Tejero et al., 2008; Marc et al., 2008; Chograni et al., 2010; Al-Mahrezi et al.,
2011; Alzweiri et al., 2011; Meddour et al., 2011; Polat et Satil, 2012; Rebbas et al., 2012;
Ali et al., 2013; Boudjelal et al., 2013; Boutaghane et al., 2013; Ladhari et al., 2013; Murad et
al., 2013; Ahmad et al., 2014; El Hafian et al., 2014; Bibi et al., 2014 ; Jamila et Mostafa,
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2014; Qasim et al., 2014; Ullah et al., 2014; Benarba et al., 2015; Francis Xavier et al., 2015;
Gdiler et al., 2015; Benarba, 2016; Lim, 2016; Ouelbani et al., 2016; Agiel et Mericli, 2017
Barkaoui et al., 2017; Bouasla et Bouasla, 2017; Cussy-Poma et al., 2017; Najjaa et al., 2017;
Miara et al., 2018 ; Naila et Ibrar, 2018; Hamza et al., 2019; Miara et al., 2019a ; Miara et al.,
2019b ; Robertovna et al., 2019; Vinagre et al., 2019; Idm’hand et al., 2020) pour identifier
de nouvelles utilisations thérapeutiques des plantes médicinales.

Les résultats ont documenté 43 nouvelles utilisations thérapeutiques de 28 especes
(49,12%) qui n'avaient pas été mentionnées precédemment dans la littérature ethnobotanique

(Tableau 12) ; on peut citer quelques espéces ayant des hautes VU :

o Thymus algeriensis Boiss. & Reut. (0,75) est utilisé pour traiter les maladies
cardiaques, les intoxications alimentaires, les infections des plaies, alors il était rapporté
comme antiseptique, antispasmodique, antifongique, astringent, expectorant (Najjaa et al.,
2017).

o Juniperus phoenicea L. (0,74) est utilisé pour traiter les maux de téte. Miara et al.
(2019a) et Najjaa et al. (2017) ont déja signalés I’utilisation de la plante comme
antiparasitaires, antiseptiques et pour traiter les plaies, la bronchite, I'arthrite.

o Marrubium alysson L. (0,7) est utilisé pour traiter les maux de téte et I'acné,
cependant, il est utilisé comme laxatif, analgésique pour les douleurs articulaires, anti-
rhumatismale, antidiabétique, et pour traiter la toux, les troubles digestifs et biliaires selon
Najjaa et al. (2017) et Agiel et Mericli (2017).

De plus, Rumex simpliciflorus Murb. a été documentée pour la premiére fois dans cette

étude pour traiter I'indigestion.

Par conséquent, les plantes médicinales présentent de nouvelles utilisations
thérapeutiques, sont une source importante pour les études scientifiques, pour traiter certaines

maladies et pour montrer clairement I'effet de la plante sur les maladies.
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Tableau 12 : Utilisations non documentées des plantes médicinales dans la région d'El
Kantara.

Plantes médicinales Utilisation non documentée

Artemisia campestris L. Morsures de serpent et scorpions, antipyrétique
Astragalus armatus Willd. Maux d'estomac, gaz intestinaux

Atriplex halimus L. Inflammation intestinale

Ballota nigra L. Saignement de nez

Calendula arvensis M.Bieb. Cicatrisation des plaies, bralures
Chrysanthemum macrocarpum Nervosité, douleurs menstruelles, antipyrétique,
(Sch.Bip.) Coss. & Kralik ex Batt. antidiabétique

Echinops spinosus L. Antirhumatismale, stérilité féminine

Eruca sativa Mill. Perte d'appétit

Genista microcephala Coss. & Diurétique

Durieu

Haloxylon stocksii (Boiss.) Benth. &  Morsure de scorpion, affections cutanées, plaies,

Hook. f. scabicide

Juniperus phoenicea L. Maux de téte

Launaea nudicaulis (L.) Hook.f. Vomissement

Malva sylvestris L. Anti-rhumatismale

Marrubium alysson L. Maux de téte, acné cutanée
Onopordum acanthium L. Anti-rhumatismale, menstruation
Opuntia ficus-indica (L.) Mill. Faiblesse, maladie de la peau
Oxalis pes-caprae L. Problemes de la bouche (aphtes)
Pallenis spinosa (L.) Cass. Calculs rénaux

Pergularia tomentosa L. Maux de dents

Reseda lutea L. Intoxication alimentaire

Retama raetam (Forssk.) Webb. Stérilité feminine

Rhus tripartitum (Ucria) Grande Problémes du systéme respiratoire
Rumex simpliciflorus Murb. Indigestion

Scorzonera undulata Vahl Antidiarrhéique

Tamarix gallica L. Anti-rhumatismale, poux

Taraxacum laevigatum (Willd.) DC.  Antitussif
Thymus algeriensis Boiss. & Reut. Maladies cardiaque, intoxication alimentaire

Ziziphus lotus Lam. Faiblesse cardiaque, allaitement

79


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-8409
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-8409
https://www.ipni.org/n/460864-1
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2470687

Chapitre 111 Résultats et discussion

111.1.10. Plantes médicinales utilisées dans le domaine alimentaire
Au total, 11 especes appartenant a cing familles ont été enregistrées comme étant

utilisées dans le domaine alimentaire.

Quatre catégories de 1’utilisation alimentaire des plantes ont été rapportées : arbme
(saveur) avec six especes, fabrication de fromage avec trois especes, enfin conservation du lait

et extraction du beurre avec une espéce pour chaque catégorie (Tableau 13).
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111.1.10.1. Ardme et flaveur

Artemisia herba-alba Asso (47 citations), Juniperus phoenicea L. (27 citations),
Lavandula multifida L. (6 citations), Mentha pulegium L. (19 citations), Rosmarinus officinalis
L. (19 citations) et Thymus algeriensis Boss. & Reut. (13 citations) sont les plantes aromatiques

utilisees traditionnellement pour aromatiser le café, le babeurre et le the.

Les plantes aromatiques contiennent des huiles essentielles et des ardbmes pouvant étre

exploités a des fins industrielles (aliments, parfums,...) (Ennajar et al., 2010).

En Algérie, Bezza et al. (2010) ont indiqué qu’Artemisia herba-alba est utilisé pour
aromatiser le thé et le café. En Italie, Guarrera et al. (2005) ont montré que Rosmarinus
officinalis L. est utilisé pour aromatiser le fromage préparé a partir de I'estomac de mouton. De
plus, Chu et Kemper (2001) ont montré que le genre Lavandula est couramment utilisé pour

aromatiser le thé et les aliments.

Les espéeces du Mentha sont d'une grande importance et sont fréguemment utilisées pour
apporter des saveurs aux aliments (Ouakouak et al., 2015). Teixeira et al. (2012) ont révélés que
les extraits et les huiles essentielles de Mentha pulegium ont un énorme potentiel comme
alternatives des conservateurs synthétiques dans I'industrie alimentaire. Alors que Ennajar et al.
(2011) ont montré que les huiles essentielles de Juniperus phoenicea peuvent étre utilisées
comme potentiel substitut aux antioxydants synthétiques dans des domaines spécifiques de la

conservation des aliments ou leur utilisation ne contraste pas avec leur ardbme.

Les especes de Thymus sont largement utilisées et caractérisées par leur godt et leur saveur
agréables. Les huiles essentielles de nombreuses especes de Thymus sont largement utilisées
pour aromatiser et conserver plusieurs produits alimentaires (Ouariachi et al., 2014). Avec ses
capacités antifongiques et antiradicalaires élevées, I'huile essentielle de Thymus algeriensis
pourrait étre recommandée comme additif antimicrobien naturel pour prolonger la durée de

conservation du fromage a pate molle (Bukvicki et al., 2018).
111.1.10.2. Fabrication du fromage

Cynara cardunculus L. (34 citations), Onopordum acanthium L. (3 citations) et Scolymus
hispanicus L. (7 citations) sont traditionnellement utilisés dans la fabrication du fromage par

coagulation du lait.

Les études de coagulation sont importantes pour la production et la maturation des

fromages. Galan et al. (2012) ont montré que I'enzyme cyprosine présente dans le coagulant
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végetal de Cynara cardunculus présentait des activités protéolytiques. Cette enzyme
protéolytique pourrait étre utilisée comme une variété du systeme protéinase (Fernandez-
Salguero et al., 2002).

Brutti et al. (2012) ont identifié une enzyme onopordosine a partir d'Onopordum

acanthium qui présentait une activité protéolytique et de coagulation.

Les protéinases présentes dans les fleurs des plantes medicinales peuvent étre exploitées
dans les industries agro-alimentaires par exemple dans l'industrie laitiere, les enzymes sont
essentielles a la production de fromage et jouent un réle important dans I'emballage alimentaire
(Marx, 1989).

Dans la région d'El Kantara, la population locale préférait la fabrication du fromage avec
Cynara cardunculus L. et Scolymus hispanicus L., tandis que le fromage préparé par Onopordum

acanthium L. avait un go(t amer.
111.1.10.3. Conservation du lait et extraction du beurre

Par leurs activités antimicrobiennes (Casiglia et al., 2016) et leurs activités antioxydantes
(Athmouni et al., 2015), Thapsia garganica L. (7 citations) peut ameliorer la durée de
conservation du lait. Cependant cette plante ne peut pas étre utilisé comme agent de bio-

conservation car elle est toxique.

L'utilisation traditionnelle de Polygonum aviculare L. (3 citations) dans I'extraction du
beurre dans cette étude soit utile aux chercheurs pour comprendre le mécanisme de I'extraction

excessive du beurre.

Par conséquent, la demande accrue des consommateurs a éliminer ou au moins de
minimiser les produits synthétiques a fait penser aux additifs naturels. Les plantes médicinales
contiennent des substances naturelles efficaces telles que les huiles essentielles, les polyphénols
et les flavonoides qui possédent de fortes activités antiradicalaires et antimicrobiennes et peuvent
étre utilisées comme additif alimentaire naturel pour protéger les aliments de la peroxydation

lipidique et assurer la sécurité microbiologique des aliments.

Par leur richesse en ardbmes et en enzymes, les plantes médicinales occupent une place
importante dans les industries agro-alimentaires. De nombreux auteurs ont tenté d'exploiter des
plantes médicinales pour la bio-conservation des aliments tels que Lee et al. (2009) ; Ha¢-
Szymanczuk et al. (2017) et Jayari et al. (2018).
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A cette fin, un inventaire des plantes médicinales traditionnellement utilisées dans le
domaine alimentaire est nécessaire pour accumuler les connaissances traditionnelles en
traduisant les données traditionnelles en concepts scientifiques et en les intégrant dans les

secteurs de l'industrialisation moderne.
111.2. Etude de la résistance aux antibiotiques
111.2.1. Caractérisation de ’identification des souches bactériennes

Pendant 5 mois (du Septembre 2019 jusqu’au Janvier 2020) et sur un total de 426
échantillons (243 du babeurre et 183 du lait cru) non pasteurisé collectés aupres des laitiéres
situées dans 23 communes a la wilaya de Batna, 19 (4,46%) isolats ont été obtenus sur gélose

MacConkey supplémentée du ceftazidime et soumis a I’identification moléculaire.
I11.2.1.1. Amplification du géne codant ’ARNr 16S

L’identification des isolats a été effectuée en utilisant des amorces universelles (63F et
1492R). Apres amplification du gene codant pour I’ARNr 16S des isolats par PCR, le profil
d’électrophorése présente des bandes d'environ 1500 pb correspondent aux isolats appropriés
(Figure 19). Les séquences du géne ARNr 16S identifiées ont été soumises a GenBank avec les
numéros d'accés MW480205-MW480217 et MW577698-MW577703 (Annexe 3).

SB1 SB2 SB3 SB4 SB5 SB6 SB7 SBS8 SB9 SB10 SB11 SB12 SB13 SB14 SB15 SB16

_;-u.—&‘soOb.ﬁ&..a-—-

Figure 19. Electrophorése sur gel d'agarose de 1’amplification par PCR du géne codant I’ARNr

16S des isolats.
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I11.2.1.2. Alignement des séquences de ’ARNr 16S et identification

Les séquences codant pour I’ARNr 16S des isolats ont été alignées ce qui permet de
positionner chaque isolat et sa corrélation génétique avec les autres souches les plus proches, par
référence a des données des séquences de I’ARNr 16S bactériennes disponibles dans la banque

de données NCBI. Les résultats des souches bactériennes identifiées sont résumés comme suit :

D’apres 1’alignement, les séquences de ’ARNr 16S des isolats SB1, SB7, SB8 et SB9 ont
montré une similarité de 99% avec Hafnia paralvei (strain FDAARGOS 158 chromosome,
génome complet, ID : CP014031.2), alors que la séquence de I’isolat SB2 a montré une
homologie de 99% avec Enterobacter xiangfangensis (strain S15 16S ribosomal RNA gene,
séquence partielle, ID : MH384426.1). De plus, la séquence de I’isolat SB3 a présenté une
similitude de 100% avec Escherichia coli (strain XJ-NF9 16S ribosomal RNA gene, séguence
partielle, ID : JQ404467.1).

En outre, la souche la plus proche pour I’isolat SB4 est Klebsiella pneumoniae (strain
KpC5 chromosome, génome complet, ID : CP065833.1) avec un pourcentage d’homologie de
99%. Tandis que, I’isolat SB5 a montré une similitude de 99% avec Klebsiella pneumoniae
(strain F16KP0014 chromosome, génome complet, ID : CP052192.1), alors que I’isolat SB6 est
rapproché a Klebsiella pneumoniae (strain D16KP0042 chromosome, génome complet, ID :
CP052372.1) avec un pourcentage de 99%.

De plus, I’isolat SB10 ressemble a Klebsiella oxytoca (strain AA24 16S ribosomal RNA
gene, séquence partielle, ID : MG571767.1) avec un pourcentage de 99% de similarité. Alors
que la séquence de I’isolat SB11 a enregistré un pourcentage d’homologie de 99% avec

Citrobacter freundii (strain E51 chromosome, génome complet, 1D : CP042534.1).

Les séquences des isolats SB12 et SB19 ont révélé une similarité de 99% avec Klebsiella
pneumoniae (strain 2482 16S ribosomal RNA gene, séquence partielle, ID : MT604894.1). En
outre, les isolats SB13 et SB15 sont trés proche a Escherichia coli (strain UFV 442 16S
ribosomal RNA gene, séquence partielle, ID : MN557055.1) et & Escherichia coli (strain N15-1
16S ribosomal RNA gene, séquence partielle, ID : MT192520.1) avec un pourcentage de
similarité de 100% et 99% respectivement. Tandis que la séquence de I’isolat SB14 a présenté un
pourcentage d’homologie de 100% avec Klebsiella pneumoniae (strain Ocean Ranger

chromosome, génome complet, ID : CP065447.1).

Les séquences des isolats SB16 et SB17 ont révélé une homologie de 99% avec
Escherichia coli (strain M3, génome complet, ID: CP010183.1) et Escherichia coli (strain
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PAK/SA8 16S ribosomal RNA gene, séquence partielle, 1ID: MK778503.1) respectivement.
Alors que la souche la plus proche pour I’isolat SB18 est Klebsiella pneumoniae (strain Beach

Ranger chromosome, génome complet, ID : CP065453.1).
111.2.1.3. Construction de ’arbre phylogénétique

Afin de situer les isolats dans 1’arbre phylogénétique avec des souches répertoriées dans la
base de données, nous avons importé des séquences de I’ADNr 16S des souches de la base de
données, dont le pourcentage de similitude avec nos souches est élevé. Ces séquences ont été
éditées dans le logiciel MEGA-X, les séquences obtenues ont été alignees par ClustalW, ensuite
analysees par la methode Neighbor-Joining avec le modele de substitution de Kimura « Kimura's
two-parameter » et les valeurs de Bootstrap sont exprimees a 1000 répétitions (Figure 20).
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Figure 20. Analyse phylogénétique des séquences du gene ARNr 16S des isolats par MEGA-X.

L'arbre phylogénétique construit était calculé par la méthode du Neighbor-Joining a 1'aide du

modele de substitution de parametres Kimura-2 en utilisant la valeur de bootstrap de 1000

répétitions. A : souches du lait cru. B : souches du babeurre.
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111.2.1.3. Répartition des isolats selon la nature des echantillons
Les souches bactériennes identifiées sont réparties comme suit (Tableau 14) :

Tableau 14. Liste des souches bactériennes isolées a partir du lait cru et du babeurre.

Nature d’échantillon Souches bactériennes

Lait cru Hafnia paralvei SB1, Enterobacter xiangfangensis SB2,
Escherichia coli SB3, Klebsiella pneumoniae SB4, Klebsiella
pneumoniae SB5, Klebsiella pneumoniae SB6.

Babeurre Hafnia paralvei SB7, Hafnia paralvei SB8, Hafnia paralvei SB9,
Klebsiella oxytoca SB10, Citrobacter freundii SB11, Klebsiella
pneumoniae SB12, Escherichia coli SB13, Klebsiella pneumoniae
SB14, Escherichia coli SB15, Escherichia coli SB16, Escherichia
coli SB17, Klebsiella pneumoniae SB18, Klebsiella pneumoniae
SB19.

> Isolats du lait cru: Klebsiella pneumoniae (50%, 3), Hafnia paralvei (16,67%, 1),
Escherichia coli (16,67%, 1) et Enterobacter xiangfangensis (16,67%, 1) (Figure 21).

\ 1 Escherichia coli

16,67% 16,67% \ 1 Klebsiella pneumoniae
@ Hafnia paralvei
] Enterobacter xiangfangensis

16,67%

50%

Figure 21. Répartition des Enterobacteriaceae résistantes a la ceftazidime isolées du lait cru.

> Isolats du babeurre : Klebsiella pneumoniae (30,77%, 4), Escherichia coli (30,77%, 4),
Hafnia paralvei (23,08%, 3), Klebsiella oxytoca (7,69%, 1) et Citrobacter freundii (7,69%, 1)
(Figure 22). On note la détection pour la premiére fois des souches bactériennes suivantes dans

le babeurre ; Hafnia paralvei et Citrobacter freundii.
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De plus, la détection des Enterobacteriaceae productrices de BLSE a partir du babeurre est

rapportée pour la premiere fois dans ce travail.

—
[.09% 2 69% 1 Escherichia coli
: 1 Klebsiella pneumoniae
30,77% [ Hafnia paralvei
[ citrobacter freundii
[ Klebsiella oxytoca
23,08%
30,77%

Figure 22. Répartition des Enterobacteriaceae résistantes a la ceftazidime isolées du Babeurre.

Plusieurs études sur les Enterobacteriaceae productrices de BLSE dans le secteur laitier,
comme le lait en vrac et le fromage, ont montré leur intervention en tant que réservoir et source
de telles souches dans la chaine de production laitiere (Odenthal et al., 2016 ; Ombarak et al.,
2016).

Bien que les isolats producteurs de BLSE n'aient pas été fréquemment signalés dans les
produits laitiers en Algérie, certains isolats producteurs de BLSE ont été signalés dans le lait cru
(Yaici et al., 2016; Tahar et al., 2020). La fréquence des Enterobacteriaceae productrices de
BLSE dans le lait cru des fermes laitieres en Turquie rapportée par Tepeli et Zorba (2018) était
de 0,73%, tandis que 3,33% des Enterobacteriaceae productrices de BLSE dans le lait en vrac
ont été détectées en Colombie (Vasquez-Jaramillo et al., 2017). De plus, Odenthal et al. (2016)
ont signalé 9,5% des Enterobacteriaceae productrices de BLSE dans des réservoirs en vrac
provenant des laiteries allemandes. Alors que Husan et Cadirci (2019) ont signalé que le fromage
était contaminé par une grande diversité d'Enterobacteriaceae productrices de BLSE (22,7%) en

Turquie.

La contamination par des Enterobacteriaceae productrices de BLSE du babeurre peut étre
inattendue car les bactéries lactiques ont révelé une nouvelle alternative pour le traitement et la
prévention des bactéries pathogénes capables de développer une résistance aux antibiotiques
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(Gutiérrez et al., 2016). En effet, I'identification des bactéries pathogenes dans le babeurre
indique une post contamination, cette contamination était associée a une mauvaise hygiéne et
peut étre due aux travailleurs et a I’environnement. La contamination provient de 1'eau du lavage,
des mamelles des vaches, des équipements de traite, barattes, des récipients et de I'eau ajoutée
pendant le barattage. Tous cela peuvent attribuer un niveau élevé de contamination du babeurre
(Yilma et al., 2006).

De plus, la contamination du lait cru et du babeurre par les Enterobacteriaceae
productrices de BLSE peuvent survenir par contamination fécale ; Escherichia coli est un
indicateur fiable de la contamination fécale et leur présence montre une possibilité de la
contamination d'agents pathogenes entériques dans les produits laitiers crus (Kornaki et Johnson
2001). De plus, trois (3) laiteries ont été contaminées chacune par deux Enterobacteriaceae
productrices de BLSE différentes, ce qui indique une colonisation des producteurs de BLSE dans

le babeurre et dans le lait cru.

La contamination bactérienne dans le secteur laitier représente non seulement la
détérioration des produits, mais également peut provoquer plusieurs infections. Les
Enterobacteriaceae les plus répandues dans cette étude ; Klebsiella pneumoniae et Escherichia
coli ont été enregistrés comme les principaux producteurs de BLSE parmi la famille des

Enterobacteriaceae dans le secteur laitier (Sudarwanto et al., 2015 ; Skockova et al., 2015).

Klebsiella pneumoniae est un agent pathogéne opportuniste qui a été associé a des
maladies d'origine alimentaire (Hartantyo et al., 2020), il provoque des infections humaines
extra-intestinales telles que celle des voies urinaires, de la circulation sanguine (septicémie), des
pneumonies, des abces hépatiques pyogene (Davis et Price 2016 ; Martin et al., 2016), et méme
des maladies gastro-intestinales (Qiao-ling et al., 2019). De plus, la prédominance de Klebsiella
pneumoniae productrices de BLSE dans le lait cru peut entrainer un risque majeur de transfert de
Klebsiella pneumoniae productrices de BLSE a I'hnomme par la consommation du lait (Diab et
al., 2017).

De plus, Escherichia coli a eté divises en cing principaux pathotypes d'E. coli diarrhéiques
d'origine alimentaire : E. coli entéropathogene, E. coli produisant la toxine Shiga (E. coli
entérohémorragique), E. coli entéro-invasif, E. coli entéro-agrégatif, et E. coli entérotoxigéne
causant des infections intestinales grave (Yan et al., 2017). Alors que les infections des voies
urinaires ont été signalées comme un probléeme d'infection causé par Escherichia coli

uropathogéne (Parajuli et al., 2017).
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111.2.2. Antibio-résistance des isolats
111.2.2.1. Profils de résistance aux antibiotiques des isolats du lait cru

Dans la présente étude, (66,67%, 4) des Enterobacteriaceae isolées a partir du lait cru
étaient multirésistantes, ce qui signifie une résistance au moins a trois antibiotiques de classes
différentes, il s’agit de toutes les Enterobacteriaceae productrices de BLSE ; Escherichia coli
SB3, Klebsiella pneumoniae SB4, Klebsiella pneumoniae SB5 et Klebsiella pneumoniae SB6.
Alors que Hafnia paralvei SB1 est résistante a deux classes différentes d'antibiotiques (16,66%)

et qu’Enterobacter xiangfangensis SB2 (16,66%) est résistante a une seule classe d'antibiotiques.

Toutes les souches sont résistantes a I'amoxicilline, a I'ampicilline, au céfotaxime, a la
ceftazidime, et au céfépime. Alors que les souches résistantes a l'aztréonam (66,66%, 4), a la
tétracycline (66,66%, 4), a l'amoxicilline/clavulanique (66,66%, 4), au triméthoprime-
sulfaméthoxazole (66,66%, 4) et a la céfoxitine (66,66%, 4) viennent ensuite. En outre, des
niveaux inférieurs ont été détectés pour la gentamycine (16,66%, 1), et I'amikacine (16,66%, 1).
Toutes les souches étaient sensibles a I'ertapéneme, a I'imipenéme, a la ciprofloxacine, au
chloramphénicol et a I'acide nalidixique (Figure 23).
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Figure 23. Fréquence de résistance aux antibiotiques des Enterobacteriaceae isolées a partir du
lait cru.
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111.2.2.2. Profils de résistance aux antibiotiques des isolats du babeurre

Dans I'ensemble, (61,53%, 8) des Enterobacteriaceae résistantes a la ceftazidime sont des
multirésistantes. Tandis que (15,38%, 2) des isolats le sont a deux classes d'antibiotiques. Alors
que (23,09%, 3) des isolats sont résistantes a une seule classe d'antibiotique.

Toutes les souches sont résistantes a I'amoxicilline, a I'ampicilline, au céfotaxime, a la
ceftazidime, et au céfépime. Des taux de résistance élevés ont été observés pour l'aztréonam
(57,14%, 8), la tetracycline (57,14%, 8), [I'amoxicilline/clavulanique (38,46%, 5), le
triméthoprime-sulfaméthoxazole (50%, 7), la céfoxitine (38,46%, 5), et la ciprofloxacine
(21,42%, 3). En outre, des niveaux inférieurs ont été détectés pour la gentamycine (21,42%, 3),
I'amikacine (21,42%, 3) et le chloramphénicol (14,28%, 2). Toutes les souches étaient sensibles a
I'ertapéneme, a I'imipenéme et I'acide nalidixique (Figure 24).
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Figure 24. Fréguence de résistance aux antibiotiques des Enterobacteriaceae isolées a partir du
babeurre.

Les Enterobacteriaceae productrices de BLSE sont fréguemment résistantes a d'autres
classes d'agents antimicrobiens (Parussolo et al., 2019; Hassen et al., 2020). Dans une étude
ultérieure développée par Eisenberger et al. (2018), Escherichia coli productrices de BLSE isolé
a partir du lait de vache a montré une multi-résistante a la tétracycline et au triméthoprime-
sulfaméthoxazole. Alors que la résistance a la ciprofloxacine, a l'acide nalidixique, a la
tétracycline, a l'aminoside et aux sulfamides a été révélée chez Klebsiella pneumoniae

productrices de BLSE isolée a partir du lait de buffle (Bandyopadhyay et al., 2018).
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En outre, une résistance croisée des Enterobacteriaceae aux B-lactamines associées a la
tétracycline et le triméthoprime-sulfaméthoxazole a été détectée a partir des différents types de
fromages portugais (Amador et al., 2009). La résistance croisée observee dans les isolats a
différents antibiotiques suggére que la résistance aux antibiotiques est probablement apparue en
raison de I'imperméabilité ou de l'efflux de plusieurs médicaments ou d'une combinaison de

plusieurs mécanismes de résistance non liés (Japoni et al., 2006).

La multi-résistance aux médicaments est associée aux producteurs de BLSE parce que les
déterminants de la résistance a la tétracycline, a I'aminoside, au triméthoprime et a la
céphalosporine sont souvent situés sur le méme plasmide (Jacoby et Sutton, 1991). De plus, les
B-lactamines, la tétracycline, les sulfamides, les quinolones et le chloramphénicol sont les
antibiotiques les plus fréqguemment utilisés chez les bovins et leurs résidus dans les produits
laitiers auraient un impact négatif sur la santé humaine en augmentant le développement des

bactéries résistantes (Chiesa et al., 2020).

La propagation des bactéries multi-résistantes des animaux destinés a l'alimentation a
travers la chaine alimentaire de I'nomme est un probleme thérapeutique sérieux (Awad et al.,
2016; Benameur, 2016). La fréequence de cette multi-résistance dans le secteur laitier peut étre
attribuée a I'utilisation généralisée d'antibiotiques dans les pratiques vétérinaires (Hammad et al.,
2009). Cette prévalence est peut-étre due a I'utilisation intensive et aléatoire des antibiotiques en
élevage des bovins qui peuvent jouer un réle crucial dans la sélection des bactéries résistantes
aux antibiotiques et leur dissémination dans les produits laitiers. Néanmoins, la multi-résistance
peut avoir acces au lait de réservoir en vrac, soit a partir des glandes mammaires infectées, des
pis contaminés et des machines & traire, ou a partir de I'environnement de la ferme laitiére
(Straley et al. 2006).

De plus, il a été observé par le Casfm vétérinaire (2019) que I'utilisation du
chlorampheénicol est interdite chez les animaux destinés a l'alimentation et en medecine
vetérinaire en Algérie (Benameur et al., 2014). Malgré ces interdictions, les niveaux de
résistance ont toujours été enregistrés. En raison de la prévalence de la multirésistance et de
I'émergence d'une résistance croisée a plusieurs catégories d'antibiotiques parmi les isolats
d'Enterobacteriaceae provenant des produits laitiers ; des mesures plus efficaces devraient étre
prises, y compris la mise en ceuvre de programmes du contrble des infections et la gestion des

antibiotiques en médecine vétérinaire.

95



Chapitre 111 Résultats et discussion

En outre, la résistance aux céphalosporines a été détectée dans des souches cliniques de
Hafnia paralvei (Sharon et al., 2011) alors que sa premiére description dans le secteur laitier a

été rapportée dans ce travail.
111.2.3. Détection phénotypique et moléculaire des producteurs de BLSE

Les résultats de I’examen phénotypique de la détection des producteurs de BLSE par le test
de synergie en double disque (Figure 25) ont montré que (63,16%, 12) parmi 19
Enterobacteriaceae sont des producteurs de BLSE. (36,36%, 4) et (61,53%, 8) des
Enterobacteriaceae productrices de BLSE sont isolés a partir du lait cru et du babeurre

respectivement.

Figure 25. Test de synergie positif d’une souche productrice de BLSE.

Toutes les souches ont été criblées par PCR pour la détection des genes suivants : blactx-m,
blatem et blasnv. Les résultats ont montré que douze (12) Enterobacteriaceae productrices de
BLSE portaient un total de 23 génes de BLSE, soit 7 génes de blasnv, 7 génes de blactx-m, et 9
génes de blarem (Figure 26).

Quatre (4) Enterobacteriaceae productrices de BLSE isolées a partir du lait cru ont révélé
la présence de six (6) genes de BLSE. Alors que 17 génes sont détectés parmi huit (8)
Enterobacteriaceae productrices de BLSE isolées a partir du babeurre. Le séquencage des genes

de résistance a révélé : blarem-1p, blatem-104, blasnv-11 et blasqv-1.
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Figure 26. Electrophorése sur gel d'agarose de 1’amplification par PCR des genes SHV, CTX-M

et TEM des isolats. M : marqueur d poids moléculaire (Smart ladder Eurogentec, France).
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111.2.3.1. Répartition des Enterobacteriaceae productrices de BLSE selon la nature des

échantillons

Au total, 12 isolats ont été confirmées comme des producteurs de BLSE parmi 19
Enterobacteriaceae résistantes a la ceftazidime ; (33,33%, 4) isolats sont identifiés a partir du

lait cru, alors que (66,67%, 8) sont isolés a partir du babeurre (Figure 27).

B Laitcru
Babeurre

33,33%

66,67%

Figure 27. Répartition des Enterobacteriaceae productrices de BLSE selon la nature de

1’échantillon.
111.2.3.1.1. Les Enterobacteriaceae productrices de BLSE isolées du lait cru

Parmi les six (6) isolats resistants a la ceftazidime isolés a partir du lait cru, la production
de BLSE a été confirmée phénotypiquement chez quatre (4) Enterobacteriaceae résistantes a la
ceftazidime ; il s’agit d’Escherichia coli SB3, Klebsiella pneumoniae SB4, Klebsiella

pneumoniae SB5, et Klebsiella pneumoniae SB6.

Les résultats du PCR et du séquencage ont montré que quatre (4) isolats portaient six (6)
genes de BLSE. 1 blactx-m, 2 blatem et 3 blasnv qui ont été détectes dans cette étude et dans
d'autres étude (Odenthal et al., 2016 ; Badri et al., 2017).

Blactx-m, blatem et blasny ont été identifiés respectivement dans 25%, 50% et 75% des
Enterobacteriaceae productrices de BLSE du lait cru (Figure 28). Un seul gene blactx-m trouvé
dans cette étude, tandis que blasnv suivi par blatem se sont avérés étre les types les plus

dominants.
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Figure 28. Répartition des génes de BLSE sur les isolats du lait cru.

Klebsiella pneumoniae SB4 portait les trois génes blactx-m, blatem-1p et blasnv-1. Alors
que Klebsiella pneumoniae SB6 hébergeait le géne blasqv-1. En outre, blartem-104 et blaskyv-1 ont
été détectés respectivement chez Escherichia coli SB3 et Klebsiella pneumoniae SB5. La
combinaison des différents types de genes de BLSE dans le lait cru dans cette étude a été
montrée dans un seul isolat ; Klebsiella pneumoniae SB4 qui présentait la combinaison des trois

génes de BLSE (b|aCTx-|v|/b|aTE|v|/b|aSHv).

Nos résultats sont en accord avec le rapport de Barrios et al. (2017) qui ont identifié
principalement le blasqv chez Klebsiella pneumoniae productrices de BLSE (59,1%), et le
rapport de Yazdansetad et al. (2019) ou 70% de blasnv était les plus identifiés chez Klebsiella
pneumoniae productrices de BLSE. Alors que Sharma et al. (2010) ont signalés 15 blatem chez

Klebsiella pneumoniae productrices de BLSE et 13 blarem chez E. coli productrices de BLSE.
111.2.3.1.2. Les Enterobacteriaceae productrices de BLSE isolées du Babeurre

La résistance des Enterobacteriaceae a été identifiée phénotypiquement chez huit
(61,53%, 8) parmi 13 Enterobacteriaceae résistantes a la ceftazidime. Les Enterobacteriaceae
productrices de BLSE positives ont été soumises a une PCR et a un séquencgage pour détecter les
géenes de BLSE. (61,53%, 8) des isolats portaient (87,5%, 7) du géne blatem, (75%, 6) du gene
blactx-m et (50%, 4) du gene blasnv (Figure 29). Ces résultats sont corroborés avec les données
rapportées par Ye et al. (2018) qui ont révélé la prédominance du blatem (81,9%) suivi du
blactx-m (68,1%) et du blashv (38,9%) chez les Enterobacteriaceae productrices de BLSE

isolées a partir des aliments de détail en Chine. La diversité des genes met tres probablement en
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évidence des multiples sources de contamination par les producteurs de BLSE (Yaici et al.

2017).
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Figure 29. Répartition des génes de BLSE sur les isolats du babeurre.

De plus, blatem étant prédominant chez les Salmonella productrices de BLSE isolées a
partir de la viande de poulet congelée au Bangladesh (Parvin et al. 2020). Tandis que dans notre
étude nous avons enregistré la prévalence la plus élevée du gene blatem parmi huit (8)
Enterobacteriaceae productrices de BLSE, le séquencage de I'ADN des génes blatem a montré

I'existence du gene blatem-1p.

Ce qui est intéressant, le géne blaTtem-1p trouvé dans 7 Enterobacteriaceae productrices de
BLSE, n'a jamais été signalé dans les produits laitiers ou les produits alimentaires en Algérie.
Tandis que, sa description a été rapportée chez des souches cliniques de Klebsiella pneumoniae
productrices de BLSE isolée a I'nbpital universitaire de Batna (Loucif et al. 2016a). Par
conséquent, le gene blatem-1p trouvé dans la wilaya de Batna peut refléter sa dissémination non
seulement dans les souches isolées des produits laitiers, mais aussi dans des souches cliniques.
En effet, la détection du gene blarem1p dans cette étude est un sujet de préoccupation qui
suggere que la chaine alimentaire du secteur laitier puisse participer a sa prévalence au sein de la

population humaine.

Nos résultats ont également révelé une incidence plus élevee du géne blactx-m (75%). I
convient de noter que blactx-m a été signalé comme le plus répandu dans le monde (Bevan et al.,
2017). Nos résultats étaient plus élevés que ceux de I'étude de Tark et al. (2017) qui ont rapporté
66,66% de blactx-m chez des Enterobacteriaceae productrices de BLSE isolées du lait en Corée

du Sud. Alors que 95,1% des blactx.v ont été observés chez des Enterobacteriaceae
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productrices de BLSE du lait de réservoir en vrac provenant des laitiéres allemandes (Odenthal
et al., 2016).

En Algérie, blacTx-m-15 a €té enregistré comme étant le plus répandu (Loucif et al., 2016b;
Brahmi et al., 2017). Alors que blacTx-m-1, a été détecté comme étant le plus prédominant chez
les Enterobacteriaceae productrices de BLSE dans les sandwichs préts a manger a Bejaia (Yaici
et al., 2017). De plus, la dominance du blactx-m-15 chez les Enterobacteriaceae productrices de
BLSE provenant des produits laitiers a été également signalée (Ohnishi et al., 2013 ; Diab et al.,
2017).

Un seul géne blasnv-11 et 3 génes blaskv-1 ont été identifiés par séquencage chez Klebsiella
pneumoniae productrices de BLSE dans cette étude. Des résultats similaires ont été rapportés par
Sudarwanto et al. (2015) chez Klebsiella pneumoniae productrices de BLSE isolées a partir du
lait de réservoir en vrac provenant des fermes laitieres en Indonésie. Ainsi, le blasqv-1 a été
signalé chez des Enterobacteriaceae productrices de BLSE provenant des fromages traditionnels

égyptiens (Hammad et al., 2009).

La coexistence de différents genes de BLSE dans le méme isolat a été signalée (Tekiner et
al., 2016 ; Peyman et al., 2017). Dans la présente étude, nous avons identifié la combinaison de
différents types de génes de BLSE dans le babeurre ; la combinaison de trois genes codant pour
la BLSE (blactx-m/blatem/blasnv) dans le méme isolat s'est produite chez Klebsiella pneumoniae
(50%, 4), tandis que Escherichia coli a révélé la présence de la combinaison blactx-m/blatem
(7,69%, 1). En outre, blatem et blactx-m sans aucune combinaison ont été détectés chez
Escherichia coli.

Les Enterobacteriaceae productrices de BLSE positives ont été détectées dans cing (5)
laiteries situées dans 3 communes de la Wilaya de Batna, il convient de noter que Klebsiella
pneumoniae productrices de BLSE portaient la combinaison de trois genes de BLSE (blacTx-

m/blatem/blaskyv) sont présent dans des laiteries situées dans la méme zone.

En outre, Escherichia coli productrices de BLSE portaient le gene blatem sont présent dans
des laiteries situées dans la méme zone, tandis que blactx-m/blatem ont été détectés chez

Escherichia coli productrice de BLSE situés dans des zones différentes et proches.

Par conséquent, les Enterobacteriaceae productrices de BLSE trouvées dans des laiteries
de la méme zone ou dans des zones proches peuvent refléter une contamination croisée
immeédiate entre les individus, par exemple en raison des mauvaises pratiques de manipulation
par les vendeurs d'aliments (Yaici et al., 2017).
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En Algérie, la consommation du lait cru et du babeurre non pasteurisé est trés fréquente et
peut impliquer un risque sanitaire important pour le consommateur. 1l convient de noter que cing
(5) laiteries situées dans 3 des 23 communes a Batna sont considérées comme de possibles
réservoirs d'Enterobacteriaceae producteurs de BLSE et peuvent se propager dans la

communauté a partir de sources communes telles que les vendeurs de produits laitiers.
111.3. Extraction et analyse des principes actifs
111.3.1. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été effectué par hydrodistillation dans un appareil de
type Clevenger. Les huiles essentielles ont été obtenues a partir des parties aériennes d'Artemisia
herba-alba Asso et Thymus algeriensis Boss. & Reut. Nous avons obtenu une huile essentielle
de couleur jaune pale pour les deux plantes. Le rendement en huiles essentielles était variable ;
I’huile d’Artemisia herba-alba Asso a enregistré le rendement le plus important (1,3%), alors
que I’huile de Thymus algeriensis a donné un rendement de 0,5%.

Notre rendement en huile essentielle d’Artemisia herba-alba est supérieur de celui révélé
par Rekkab et al. (2016) qui était de 1% et celui rapporté par Bertella et al. (2018) qui était de
0,6%. Cependant, les rendements les plus importants reviennent a 1’huile d’Artemisia herba-alba
collectée au sud de la Jordanie (3%) rapporté par Abu-Darwish et al. (2015), et I’huile
d’Artemisia herba-alba récoltée en Tunisie qui donnait un rendement de 4,86% (Boukrich et al.,
2010).

Le rendement en huile de Thymus algeriensis dans cette étude est tres proche de celui
enregistré par Rezzoug et al. (2019) qui était de 0,51% provenant de I’huile de Thymus
algeriensis collecté de I’Atlas saharien algérien. Cependant nos résultat sont inférieur a celui

trouvé précédemment par Dob et al. (2006) qui ont enregistré un rendement de 1,13%.

La différence de rendement des huiles essentielle des plantes variait selon les régions agro-

climatiques ; variation de climat et le type de sol (Bhaskaruni et al., 1990).
I11. 3.2. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles obtenues des parties aériennes d'Artemisia herba-alba et de Thymus
algeriensis ont été analysées par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse. Les différentes compositions chimiques des huiles essentielles identifiées sont
présentées dans le tableau 15 et le tableau 16. Les chromatogrammes correspondants sont

représentes respectivement sur les figures 30 et 31.
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Nous avons déterminé 31 composants chimiques de I'huile essentielle d'Artemisia herba-
alba, représentent 96,42% de la composition totale de I'huile. Les résultats ont montré que cette
huile est principalement composée des monoterpenes oxygénes (92,71%), suivi des

sesquiterpenes oxygeneés (2,88%), et enfin des hydrocarbures sesquiterpéniques (0,42%).

Les pourcentages les plus élevés sont la B-thuyone (51,19%), 1’a-thuyone (13,22%) et le
camphre (8,81%). Nos résultats sont trés en accord avec le rapport de Younsi et al. (2016) qui
ont confirmé la prédominance des monoterpenes oxygenes de I'huile d'Artemisia herba-alba en
Tunisie ou la B-thuyone (41,9%), I'a-thuyone (18,4%) et le camphre (13,2%) sont les principaux

COMpOSES.

En outre, Abu-Darwish et al. (2015) ont rapporté la prédominance des monoterpenes
oxygénés a I'huile essentielle d'Artemisia herba-alba du sud de la Jordanie ou le 1,8-cinéole
(20,1%), 1a B-thuyone (25,1%), 1'a-thuyone (22,9%) et le camphre (10,5%) sont les principaux
composés. Alors que Hatem et al. (2018) ont rapporté 30 composés de I'huile essentielle
d'Artemisia herba-alba du Liban, dont la plupart sont des hydrocarbures monoterpéniques suivis
des monoterpénes oxygénés : a-pinéne (45,89%), bornéol (11,3%) et eucalyptol (10,8%).
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Tableau 15. Composition chimique (%) de I'huile essentielle d'Artemisia herba-alba.

N°  Composé tR2 ILFiztberatu re IRC Area (%)¢
1 a-Terpinolene 15,84 1087 1081 0,18
2 P-Thujone 17,09 1105 1104 51,19
3 a-Thujone 17,69 1115 1113 13,22
4 Chrysanthenone 18,19 1125 1120 6,89
5 Camphor 19,33 1143 1140 8,81
6 Sabinaketon 20,22 1156 1150 0,15
7 2(10)Pinen3one, (i) 20,52 1161 1160 0,50
8 Isothujol 20,76 1165 1164 3,61
9 Terpinen-4-ol 21,58 1177 1171 0,80
10  (1R)(Myrtenal) 22,05 1171 1173 0,19
11  L-a-Terpineol 22,50 1187 1187 0,19
12 Cis-piperitol 22,79 1195 1191 0,41
13  Trans-Piperitol 23,64 1205 1195 0,51
14 Propanal, 2-methyl-3-phenyl 25,64 1238 1231 0,14
15  Carvone 25,95 1242 1241 0,09
16  Piperitone 26,59 1254 1247 0,45
17 Chrysanthenyl acetate 27,28 1248 1248 2,93
18  Isopiperitenone 27,76 1285 1282 0,20
19  Benzenemethanol,4(1methylethyl)- 29,13 1284 1286 0,12
20  Sabinyl acetate 29,39 1288 1290 1,62
21  Piperitenone 32,17 1341 1337 0,20
22 Carvyl propionate 33,32 1341 1350 0,18
23 Cis-Jasmone 35,95 1395 1389 0,54
24 Germacrene-D 40,89 1481 1474 0,42
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Suite du tableau
N°  Composé tR? IRb IR Area (%)¢
Literature
25  Limonen-6-ol, pivalate 41,38 1538 1538 0,40
26  Bicyclogermacrene 41,83 1494 1494 0,32
27  Davana ether 43,09 1515 1510 0,24
28  (E)-Nerolidol 46,02 1561 1555 0,17
29  Spathulenol 46,50 1576 1566 1,02
30 Ledol 47,28 1567 1567 0,34
31  Z-a-trans-Bergamotol 48,03 1697 1680 0,39
Monoterpene oxygéné (N° : 1-13,15-18, 20-23) 92,86
Hydrocarbures sesquiterpéniques (N° : 24) 0,42
Sesquiterpéne oxygéné (N° : 25-31) 2,88
Autres (N° : 14-19) 0,26
Total identifié 96,42

“Temps de retention, Index de rétention des références; °Indice de rétention calculé a partir des

temps de rétention par rapport a celui de la série des n-alcanes; %%: Superficie des composés.
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Figure 30. Chromatogramme de I’huile essentielle d’Artemisia herba-alba analysées par CPG-
SM.
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Les résultats de D’identification de I’huile de Thymus algeriensis ont montré une
prédominance des monoterpenes oxygénés (84,36%), suivi des hydrocarbures sesquiterpéeniques

(10.62%), et enfin les sesquiterpene oxygéne (4,04%).

Les monoterpénes oxygénés ; camphre (52,16%) et 1-bornéol (12,72%) ; ont été
identifiés comme les principaux composés parmi 35 (99,46%) des composés chimiques de I'huile
essentielle de Thymus algeriensis, suivis du L-a-terpinéol (5,46%), du terpinen-4-ol (4,04%), du
D germacrene (3,94%), linalol (3,71%), acétate de bornyle (2,57%), caryophylléne (2,55%).

Dob et al. (2006) ont identifié 55 composés chez I’huile de Thymus algeriensis dont le
linalol (47,3%), le thymol (29,2%) et le p-Cymeéne (6,8%) sont les composants principaux.
Tandis que Nikoli¢ et al. (2014) ont rapporté 45 composés dont le thymol était le principal
constituant (38,5%) suivi du p-cymene (8,9%), du terpinene (7,1%), de l'acétate de bornyle
(7,0%) et du bornéol (6,0%). Cependant, le bornéol (18,3%), le camphene (11,8%), le camphre
(10,0%) et le myrcéne (8,6%) ont été signalés comme les constituants majeurs de I'huile

essentielle de Thymus algeriensis originaire du Maroc (Ouariachi et al., 2014).

Plusieurs études ont rapporté une variation chémotypique des huiles essentielles au sein de
la méme espece de plante médicinale (Ali et al., 2010; Younsi et al., 2018; Trindade et al.,
2018). Les différences composition chimique des huiles essentielles pourraient étre dues a son
stade de développement (Lichtfouse, 2009), au moment de la récolte et a la méthode d'extraction
(Rahman, 2003). La synergie de toutes les molécules contenues dans les huiles essentielles est
importante pour les activités biologiques (Larrazabal-Fuentes et al., 2019), cependant, I'activité
antimicrobienne des principaux composants isolés de I'huile essentielle d'Artemisia annua a été
rapportée (Bilia et al., 2014).
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Tableau 16. Composition chimique (%) de I'huile essentielle de Thymus algeriensis.

N° Composé tR?  IRPLiterature IR® Area (%)d
1  Trans-Sabinene hydrate 14,50 1067 1065 0,99
2  Camphenilone 15,43 1083 1079 0,09
3  d-Terpinene 15,86 1087 1081 0,61
4  Linalool 16,77 1099 1090 3,71
5 a-Campholene aldehyde 18,24 1124 1122 0,82
6  Camphor 19,60 1143 1140 52,16
7 2,2- Dimethyl-3-vinyl-bicyclo[2,2,1]heptane 20,57 1444 1440 0,44
8 1-Borneol 20,94 1162 1155 12,72
9  Terpinen-4-ol 21,67 1177 1171 4,04
10 L-o-Terpineol 22,62 1187 1187 5,46
11 Verbenone 23,64 1206 1205 0,23
12 cis-Carveol 24,43 1227 1225 0,31
13 Endobornyl acetate 24,93 1284 1283 0,17
14 Carvone 25,97 1242 1241 0,38
15 L Bornyl acetate 28,85 1284 1286 2,57
16 Perilla alcohol 29,62 1296 1296 0,10
17 Copaene 34,49 1376 1376 0,29
18 p-Bourbonene 35,02 1384 1384 0,93
19 a-Gurjunene 36,59 1409 1408 1,11
20 Caryophyllene 37,15 1420 1420 2,55
21 &-Cubebene 37,76 1387 1386 0,12
22  o-Humulene 39,19 1453 1453 0,14
23  Allo-Aromadendrene 39,63 1460 1459 0,43
24 Germacrene D 40,95 1481 1474 3,94
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Suite du tableau
N° Composé tR*  IRPLiterature IR  Area (%)°
25 Bicyclogermacrene 41,84 1494 1494 0,28
26 a-Muurolene 42,18 1498 1498 0,15
27 y-Cadinene 42,92 1513 1513 0,16
28 5-Cadinene 43,56 1523 1523 0,52
29 a-Elemol 45,02 1548 1547 0,92
30 Palustrol 4591 1567 1566 0,11
31 Caryophyllene oxide 46,77 1581 1581 1,07
32 Allo-Aromadendrene epoxide 47,41 1631 1629 0,22
33 Ledol 47,93 1567 1567 0,09
34  y-Eudesmol 49,60 1631 1631 0,27
35 B-Eudesmol 50,55 1650 1650 1,36
Monoterpene oxygéné (N° :1-6,8-16) 84,36
Sesquiterpéne oxygené (N° : 29-35) 4,04
Hydrocarbures sesquiterpéniques (N° : 17-28) 10,62
Autres (N°: 7) 0,44
Total identifié 99,46

“Temps de retention, Index de rétention des références; ¢Indice de rétention calculé a partir des

temps de rétention par rapport a celui de la série des n-alcanes; %%: Superficie des composés.
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Figure 31. Chromatogramme de I’huile essentielle de Thymus algeriensis analysées par CPG-
SM.

I11. 3.3. Effet des huiles essentielles sur les souches bactériennes
I11. 3.3.1. Détermination des zones d’inhibition par la méthode de diffusion sur disque

L'effet inhibiteur des huiles essentielles d'Artemisia herba-alba et de Thymus algeriensis a
été préalablement testée par la méthode de diffusion sur disque contre 19 isolats
d'Enterobacteriaceae résistants a la ceftazidime (Tableau 17). Ce test préliminaire permet de

mettre en évidence de l'activité antibactérienne des huiles essentielles.
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Tableau 17 : Diametre (mm) des zones d’inhibition et sensibilité des souches bactériennes

aux huiles essentielles d’Artemisia herba-alba et Thymus algeriensis.

Souches Zone d’inhibition (mm)

Artemisia herba-alba Thymus algeriensis

Hafnia paralvei SB1 12,57+0,74™ 16,11+1,00¢+*)
Enterobacter xiangfangensis SB2 12,26+0,27™ 13,27+0,12™
Escherichia coli SB3 (BLSE) 11,87+1,41™ 13,54+1,30™
Klebsiella pneumoniae SB4 (BLSE) 9,75+ 0,46 10,26+ 0,17
Klebsiella pneumoniae SB5 (BLSE)  12,24+1,16® 12,39+1,46(
Klebsiella pneumoniae SB6 (BLSE)  17,04+1,04¢% 16,22+2,46(+*)
Hafnia paralvei SB7 13,68+0,56) 16,56+0,44(+*)
Hafnia paralvei SB8 9,12+0,09™ 10,1+0,99¢)
Hafnia paralvei SB9 10+1,57M 12,08+1,86(
Klebsiella oxytoca SB10 940,40 9,51+1,12¢)
Citrobacter freundii SB11 11,73+1,26® 13,08+1,97%
Klebsiella pneumoniae SB12 (BLSE) 9,54+ 0,46 9,54+1,52*)
Escherichia coli SB13 (BLSE) 9,29+0,24) 9,02+0,28)
Klebsiella pneumoniae SB14 (BLSE)  9,36+0,59(") 9,35+0,76(*)
Escherichia coli SB15 (BLSE) 9,02+0,49) 9,88+0,78)
Klebsiella pneumoniae SB16 9,75+0,46() 10,26+0,17™
Escherichia coli SB17 (BLSE) 9,09+0,30) 9,02+0,08)
Escherichia coli SB18 (BLSE) 10,38+1,54® 9,18+0,57™
Klebsiella pneumoniae SB19 (BLSE)  9,07+0,49®) 9+0,57™

Les valeurs sont des moyennes *+ écart type (SD) des déterminations en triple exemplaire

exprimées en mm, y compris 6 mm du disque de papier.

Les huiles essentielles ont été classées comme (+) sensibles, (++) tres sensibles.
Les données ont été analysées par ANOVA combinée au test de Tukey. Les valeurs de p sont
inférieures a 5% (p <0,05) et considérées comme significatives.
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Les résultats révélant des valeurs de diamétre d’inhibition allant de 9,00 + 0,4 a 17,04 +
1,04 (mm) ont montré que toutes les souches étaient sensibles aux deux huiles testées (Tableau
18) sauf Klebsiella pneumoniae SB6 pour les deux huiles essentielles, alors que Hafnia paralvei
SB1 et Hafnia paralvei SB10 sont noté trés sensible pour I'huile essentielle de Thymus

algeriensis.

Bertella et al. (2018) ont rapporté I'utilisation de I'nuile d'Artemisia herba-alba contre des
souches d'Enterobacteriaceae productrices de BLSE isolées chez des patients hospitalisés ou les
zones d'inhibitions moyennes sont de 10,3 £ 0,5 mm (Escherichia coli ESBL ECg1), 11,3 £ 0,5
mm (Escherichia coli ESBL ECag), 11 + 1 mm (Klebsiella pneumoniae ESBL KPg31), 11,6 + 0,5
mm (Klebsiella pneumoniae ESBL KPsg2) et 17 £ 1 mm (Proteus mirabilis ESBL PMgi). En
revanche, une étude précédente sur I'huile de Thymus algeriensis sur des souches obtenues a
partir de la Collection de cultures de type espagnole a rapporté 14,7 + 1,2 mm (Enterococcus
faecalis), 17,8 £ 1,7 mm (Escherichia coli) et 15,2 £ 1,0 mm (Pseudomonas aeruginosa) (Ait-
Ouazzou et al., 2010).

I1. 3.3.2. Détermination de la CMI et de la CMB

Les valeurs de CMI et de CMB des huiles essentielles d'Artemisia herba-alba et de
Thymus algeriensis ont été enregistrées dans le tableau 18.

Les valeurs de CMI étaient comprises entre 1,56 mg/mL et 25 mg/mL. L'huile essentielle
d'Artemisia herba-alba présente les valeurs les plus faibles de CMI (1,56 mg/mL) contre
Klebsiella pneumoniae SB6, Klebsiella pneumoniae SB5 et Klebsiella pneumoniae SB19, tandis
que I'nuile essentielle de Thymus algeriensis a enregistré la valeur la plus faible de CMI (1,56
mg/mL) contre Klebsiella pneumoniae SB6. De plus, 25 mg/mL a été noté comme la valeur la

plus élevée de CMI pour les deux huiles essentielles.
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Tableau 18 : Les valeurs de CMI et de CMB des huiles essentielles d'Artemisia herba-alba et de

Thymus algeriensis.

Strains CMI (mg/mL) CMB (mg/mL)

Artemisia Thymus Artemisia Thymus
herba-alba  algeriensis  herba-alba algeriensis

Hafnia paralvei SB1 3,12 6,25 12,5 25
Enterobacter xiangfangensis SB2 12,5 12,5 25 25
Escherichia coli SB3 (BLSE) 12,5 12,5 25 25
Klebsiella pneumoniae SB4 (BLSE) 12,5 6,25 25 12,5
Klebsiella pneumoniae SB5 (BLSE) 1,56 3,12 12,5 25
Klebsiella pneumoniae SB6 (BLSE) 1,56 1,56 6,25 12,5
Hafnia paralvei SB7 6,25 6,25 25 12,5
Hafnia paralvei SB8 25 12,5 25 25
Hafnia paralvei SB9 12,5 12,5 25 25
Klebsiella oxytoca SB10 25 25 25 50
Citrobacter freundii SB11 25 12,5 25 12,5
Klebsiella pneumoniae SB12 (BLSE) 25 12,5 25 25
Escherichia coli SB13 (BLSE) 6,25 12,5 12,5 25
Klebsiella pneumoniae SB14 (BLSE) 12,5 12,5 25 25
Escherichia coli SB15 (BLSE) 12,5 25 50 50
Klebsiella pneumoniae SB16 1,56 12,5 12,5 25
Escherichia coli SB17 (BLSE) 12,5 25 50 50
Escherichia coli SB18 (BLSE) 12,5 12,5 25 25
Klebsiella pneumoniae SB19 (BLSE) 12,5 25 25 25

Les données ont été analysées par ANOVA combinée au test de Tukey. Les valeurs de p sont

inférieures a 5% (p <0,05) et considérées comme significatives.
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De plus, 6,25 mg/mL et 12,5 mg/mL étaient les valeurs les plus faibles de CMB contre
Klebsiella pneumoniae SB6 pour I’huile essentielle d'Artemisia herba-alba et de Thymus
algeriensis respectivement. Alors que I’huile essentielle d'Artemisia herba-alba a montré la
CMB la plus élevé (50 mg/mL) contre Escherichia coli SB18 et Escherichia coli SB20.

En outre, I'huile de Thymus algeriensis a révélé la CMB la plus élevé (50 mg/mL) contre
Escherichia coli SB18, Escherichia coli SB20 et Hafnia paralvei SB13.

Selon 1’étude de Bertella et al. (2018), les valeurs de CMI et de CMB obtenues a partir de
I'huile essentielle d'Artemisia herba-alba contre Proteus mirabilis PMg: BLSE étaient
respectivement de 10 mg/mL et 20 mg/mL. Alors que les valeurs de CMI et CMB de I'huile
essentielle de Thymus algeriensis trouvées dans cette étude sont supérieures aux valeurs des
travaux enregistrés par Giweli et al. (2013) contre E. coli (CMI 0,002 mg/mL, MBC 0,004
mg/mL) et Proteus mirabilis (CMI 0,003 mg/mL, CMB 0,05 mg/mL).

Le pouvoir antibactérien des huiles essentielles détecté dans cette étude peut étre di a la
composition chimique des composants des huiles essentielles, aux proportions dans lesquelles
elles sont présentes et aux interactions entre elles, mais aussi au micro-organisme lui-méme
(Jordan et al., 2013).

L'activité antibactérienne pourrait étre liée a la présence des monoterpénes oxygénés
(Kotan et al., 2007) ; qui sont des composés majeurs de ces deux huiles essentielles dans cette
étude. Nos résultats concordent avec les travaux de Mighri et al. (2010) dont les huiles

essentielles de chémotypes B-thuyone, a-thuyone et camphre avaient un effet antibactérien.

D'autres composants mineurs présents dans les huiles essentielles ont révélé des effets
antibactériens tels que le terpinen-4-ol, I'a-terpinéol (Jirovetz et al., 2005), le (E) -caryophylléne
et le germacrene-D (Montanari et al.,, 2011) et peuvent étre responsable de I'activité
antibactérienne par des interactions synergiques avec les composés volatils présents dans les

huiles.

En effet, les Enterobacteriaceae productrices de BLSE contaminent frequemment le lait
cru et le babeurre, tandis que le traitement thermique du lait, soit par pasteurisation, soit par
traitement Ultra haute température (UHT) inactive les Enterobacteriaceae. Cependant, les
rapports des médias correspondants et les publicités sur internet suggérent que le lait cru est
nutritionnellement supérieur au lait pasteurisé et UHT (Odenthal et al., 2016). Par conséquent, le
consommateur peut facilement s'orienter a boire du lait cru pour profiter des valeurs
nutritionnelles essentielles du lait cru. Cependant, la consommation du lait cru pose de sérieux
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problémes de santé car elle ne contribue pas seulement & la propagation des bactéries
pathogenes, mais elle est également un vecteur de propagation de la multi-résistance (Badri et
al., 2017).

Par conséquent, on a pensé a trouver comment préserver la valeur nutritionnelle du lait cru
et du babbeure et supprimer les bactéries pathogénes et la propagation des bactéries multi-
résistante sans traitements thermiques d'une part, et d’autre part l'incidence dans laquelle les
agents pathogenes d'origine alimentaire producteurs de BLSE se trouvent dans les produits
laitiers pasteurises, fait penser au additif alimentaire, en particulier ceux naturels pour s'orienter

vers des alternatives plus naturelles, et pour supprimer les additifs conservateurs chimiques.

Compte tenu de leur richesse en antimicrobiens naturels et de leur efficacité
antibactérienne contre les Enterobacteriaceae productrices de BLSE, I'utilisation des huiles
essentielles d'Artemisia herba-alba et de Thymus algeriensis peut améliorer son efficacité dans la

préservation de la qualité du lait et du babeurre et devrait étre envisagé dans le secteur laitier.
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Conclusion et perspective

Cette étude est la premiére enquéte ethnobotanique dans la région d'El Kantara ; la porte du
Sahara algérien, elle a été menée pour préserver le patrimoine autochtone traditionnel. Les
résultats ont documenté une richesse de plantes médicinales indigenes et de connaissances
traditionnelles indigenes ; la population locale utilise diverses plantes médicinales pour soigner

plusieurs maux courants, et méme les exploite a des fins alimentaires.

Cette enquéte a documenté I'utilisation traditionnelle de 60 espéces appartenant a 29
familles par la population locale dont 11 espéces sont utilisees a des fins alimentaires. En outre,
plusieurs plantes utilisées pour traiter des maladies spéecifiques avec un haut niveau de fidélité
sont recommandées pour d'autres études pharmacologiques sur les composés phytochimiques
précieux afin d'isoler les composés bioactifs et de valider leur utilisation, ainsi, cette enquéte

ethnobotanique a permis de recenser les plantes médicinales utiles dans le domaine alimentaire.

Par conséquent, les résultats de cette étude éthnobotanique représentent des informations
de base pour les chercheurs en plantes médicinales afin de développer des stratégies pour
développer des liens entre les guérisseurs traditionnels locaux et les institutions scientifiques en
intégrant les connaissances traditionnelles aux concepts scientifiques afin d'améliorer les

diverses industries pharmaceutiques et agro-alimentaires.

De plus, la dissémination des Enterobacteriaceae productrices de BLSE isolées a partir du
lait cru et du babeurre des bovins soulignent leur rdle potentiel dans la prévalence des
Enterobacteriaceae productrices de BLSE multi-résistantes dans la communauté et peuvent
suggérer gue le lait cru et le babeurre des bovins pourraient étre I'origine ou la cible de ces agents
pathogénes résistants aux antibiotiques et présenter un risque critique pour la santé des

consommateurs.

Des recherches supplémentaires sont néanmoins nécessaires sur les isolats de BLSE
provenant du lait cru et du babeurre des bovins pour clarifier leur réle dans cette propagation au
sein de la population humaine. De plus, une pratique hygiénique stricte est nécessaire afin de

minimiser l'utilisation abusive des antimicrobiens dans le secteur laitier.

Par ailleurs, la présente étude met en évidence I'importance des effets antibactériens des
huiles essentielles d'Artemisia herba-alba et de Thymus algeriensis contre les
Enterobacteriaceae productrices de BLSE.
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Conclusion et perspective

Dans cette perspective, ces résultats permettent de proposer I'évaluation de I'utilisation des
huiles essentielles dans le secteur laitier ; en exploitant des agents antibactériens naturels, pour
améliorer la durée de conservation du lait cru et du babeurre et éliminer l'utilisation des
conservateurs artificiels. Néanmoins, d'autres études in vivo sont nécessaires pour améliorer la

sécurité des huiles essentielles d'Artemisia herba-alba et de Thymus algeriensis pour leur

exploitation dans le secteur laitier.
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Annexes

Annexe 1

Questionnaire sur les plantes médicinales spontanées
D | (=TSO PTTPPPPOPPRPPPR
=T 1[0 o USSR
NUMEF0 de QUESTIONNAITE & ...cviiiiiiiciiieee ettt e e e e sbe e e e sreesneeneesreeteaneenreas

Informateur :

L PP RP TP PPR
0] 11X [0 o ST PR TR PSRPPP
= Sexe : oMasculin oFéminin

» Niveau académique : oanalphabéte oPrimaire oSecondaire oUniversitaire

= Situation familiale : oCélibataire cMarié oVeuf oDivorcé

Matériel végétal :

Nom de la plante :

® NOM VEFNACUIAITE & .ottt sttt e st e e e s e sne e teeneesneeneeans
EIN (o] 0 T [0 ToF | SO SST SR
® NOM SCIENTIFIQUE & oot e e te et e e e e s ae e reeneeareeneeans
= Usage de la plante :

oThérapeutique oCosmétique oAlimentaire

* Propriété thérapeutique, cosmétique, ou alimentaire @ ..........ccccooevereiinieneieiese e

= Technique de la récolte :
OManuel o Mécanique

= Saison de la récolte :

oHiver oPrintemps oEté oAutomne
= Etat de la plante utilisé :

oFraiche oDesséché
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= La méthode de séchage (si la plante desséche) :

0A I’abri de la lumiére oExposé a la lumiére oA 1’abri de ’humidité oExposé a ’humidité
OEndroit aérien

* Partie utilisée :

oTige oFleurs o Fruits 0Graine oEcorce oFeuilles oRacine opartie aérienne entiére oPlante
entiere

= Mode d’utilisation :

OInfusion oPoudre oHuile essentielle oCataplasme oPommade cFumigation olnhalation
oDouche oAutre

= Dose utilisée :

oPoignée oCuillerée oPincée

= ToXicité :

oOui o0 Non
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Annexe 2

Site d’échantillonnages du lait cru et du babeurre

0000 4000 8000 1200 16000 2000 24000
2 - :
'y + + ‘Am Bjasser t ¢
‘Seriana .
Lemsa Dierma 0
y Mero.uana 00 iik Fesdis fl Madher
Saxlent .
NGaous Kondorsi Batna .OuyounEl Assafir
g oS s Boulefreis 9
3 t ' v *Yingad Qovfara-iledFadel 3
‘AinTouta
Theniet.EI Abed }chemoul
o] o
8 t :
[+] (]
S
+ T
¢ Site dechantillonnage
(] Lmite administrive de [a wilaya de batna 0 10 20km
| I
8:, Iz {7 L 4, L L 8
G0 4000 800 12000 16000 20000 24000 S
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Annexe 3

Antibiogramme des différentes souches isolées a partir du lait cru et du babeurre (S : sensible, R : résistante).

ATB AMC | CAZ | CTX | ATM |FEP | AMX [AM |FOX [CIP [STX |AMK |GEN |NA |C TE |ETP |[IPM
Souche

Hafnia paralvei SB1 R R R S R R R S S S S R S S S S S
Enterobacter xiangfangensis R R R S R R R R S S S S S S S S S
SB2

Escherichia coli SB3(BLSE) S R R R R R R S S R S S S S R S S
Klebsiella pneumoniae SB4 S R R R R R R R S R S S S S R S S
Klebsiella pneumoniae SB5 S R R R R R R R S R S S S S R S S
(BLSE)

Klebsiella pneumoniae SB6 S R R R R R R R S R R S S S R S S
Hafnia paralvei SB7 R R R S R R R S S S S S S S S S S
Hafnia paralvei SB8 R R R S R R R S S S S S S S R S S
Hafnia paralvei SB9 R R R S R R R S R S S R S S S S S
Klebsiella oxytoca SB10 R R R S R R R R S R S S S S S S S
Citrobacter freundii SB11 R R R S R R R R S S S S S S S S S
Klebsiella pneumoniae SB12 S R R R R R R R S R R R S S R S S
(BLSE)

Escherichia coli SB13 (BLSE) S R R R R R R S S R S S S R R S S
Klebsiella pneumoniae SB14 S R R R R R R S R S S S R R S S
(BLSE)

Escherichia coli SB15 (BLSE) S R R R R R R S R R S S S S R S S
Escherichia coli SB16 (BLSE) S R R R R R R S R R S S S S R S S
Escherichia coli SB17 S R R R R R R S S S R R S S R S S
Klebsiella pneumoniae SB18 S R R R R R R S S S S S S S S S S
Klebsiella pneumoniae SB19 S R R R R R R R S R R S S S R S S
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Résultats de l'identification des especes, multi-résistance, caractérisation phénotypique et

moléculaire des genes de BLSE.

Isolats avec numéro d'acces dans BLSE Multi-

o Bla Bla Bla
NCBI résistance o o0 DotV BIECTX

Hafnia paralvei SB1 MW577698 - - - - -

Enterobacter xiangfangensis SB2 - - - - -
MW577699

Escherichia coli SB3 (BLSE) + + + - -
MW577700

Klebsiella pneumoniae SB4 (BLSE) + + + + +
MW577701

Klebsiella pneumoniae SB5 (BLSE) + + - + -
MW577702

Klebsiella pneumoniae SB6 (BLSE) + + - + -
MW577703

Hafnia paralvei SB7 MW480205 - - - - -
Hafnia paralvei SB8 M\W480206 - - - - -
Hafnia paralvei SB9 M\W480207 - + - - -
Klebsiella oxytoca SB10 MW480208 - - - - -

Citrobacter freundii SB11 = - - - .

MW480209
Klebsiella pneumoniae SB12 (BLSE) + + + + +
MW480210
Escherichia coli SB13 (BLSE) + + + - -
MW480211
Klebsiella pneumoniae SB14 (BLSE) + + + + +
MW480212
Escherichia coli SB15 (BLSE) + + + - -
MW480213
Escherichia coli SB16 (BLSE) + + - - +
MW480214
Escherichia coli SB17 (BLSE) + + + - +

MW480215
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Suite du tableau

Isolats avec numéro d'acces dans Multi-
BLSE e
NCBI résistance

Blatem Blastv Blactx

Klebsiella pneumoniae SB18 (BLSE) + -
MW480216

Klebsiella pneumoniae SB19 (BLSE) + +
MW480217




Annexe 4
Composition des milieux de cultures utilisés

Gélose MacConkey

Peptone 20g

Sels biliaires 10g9
Cristal violet 0,001 ¢
Lactose 10,0 g
Rouge neutre 0,059
Chlorure de sodium 5¢

Agar 159

Eau distillée 1000 mL
pH 7,1

Gélose Nutritive

Extrait de viande 1049
Extrait de levure 2090
Peptone 5049
Chlorure de sodium 5090
Agar 15,09
Eau distillée 1000mL
pH 7,4

Gélose Mueller-Hinton

Infusion de viande 39
Hydrolysa de cas€ine 17,59
Amidon 1,5¢
Agar 179

Eau distillée 1000mL
pH 7,4

Bouillon Mueller-Hinton
Infusion de viande 29

Hydrolysat de cas€ine 17,59

Annexes
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Amidon
Eau distillée
pH

TSI

Peptone

Extrait de viande
Extrait de levure
Peptone pepsique de viande 5,0 g
Glucose

Lactose

Saccharose

Rouge de phénol
Chlorure de sodium
Sulfate de fer Il
Thiosulfate de sodium
Agar

Eau distillée

pH

Eau peptonée exempte d’indole
Tryptone

Chlorure de sodium

Eau distillée

Ph

159
1000mL
7,4

15,0¢
309
3,09
5049
10¢9
10,0 ¢
10,0 g
0,024 g
5049
0,29
0,3g
1109
1000mL
7,5

10,0 ¢
5049
1000mL
7,3
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Annexe 5

Exemple d’alignement de ’ADNr 16 S de ’isolat SB2 avec Enterobacter xiangfangensis
(strain S15 16S ribosomal RNA gene, séquence partielle, ID : MH384426.1). Soit une identité
nucléotidique de 969/970(99%).

Score Expect Identities Gaps Strand
1784 bits(966) 0.0 969/970(99%) 1/970(0%) Plus/Plus
Query 1 GLAA-CAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGT GGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTG 59

Sbjct 5@ GGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGARACTG 189
Query 6@ CCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACC 119

Sbjct 11@ CCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACC 169

Query 128  AAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAG 179

Sbjct 178  AAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAG 229

Query 1838  GTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCAC 239

Sbjct 230  GTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCAC 289
Query 240  ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGLRGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA 299

Sbjct 290  ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGLGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA 349
Query 380  TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGT 359

Sbjct 350  TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGT 489
Query 360  ACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGACAGGGTTAATAACCCTGTCGATTGACGTTACCCGCAG 419

Sbjct 410  ACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGACAGGGTTAATAACCCTGTCGATTGACGTTACCCGCAG 489
Query 420  AAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAA 479

Sbjct 478  AAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAA 529

Query 438 TCGGAATTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCC 539

Sbjct 53@ TCGGAATTACTGGGCGTARAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAMATCCCC 589

Query 548  GGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAG 599

Sbjct 59 GGECTCAACCTGGERAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAG 649
Query 680  AATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGG 659

Sbjct 650  AATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGG 789
Query 660  CCCCCTGLACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGLGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA 719

Sbict V1@  CCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA 789



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbict

728
778
788
838
840
g9@
fge
a5e
968

1818

CCCTGRTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGLT

CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGLT

TCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGREAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAA

CELECEECEEEEEEE LR e e e e e e e e e e e
TCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCEACCGCCTGGGEAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAA

ATGAATTGACGGGLGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGA

CECUELLEEEELEEE L L LT ECL LR L L L LT
ATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGA

AGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACT TACCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGG

CECULLLEEELRELE L EE P L EEEE L EL LT
AGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTACCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGE

AACTCTGAGA 969

AACTCTGAGA 1819
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779
829
839
889
899
949
959
109



