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Résumé

Résumé

Le présent travail s'inscrit dans le contexte de I'étude de l'activité antibactérienne de
I'huile essentielle de Juniperus thurifera et leur effet synergique en combinaison avec les
antibiotiques. Ce manuscrit est constitué de deux chapitres, le premier est consacré a la
synthese bibliographique, dans laquelle sont mises en revue les notions indispensables a la
compréhension de notre travail. Un deuxiéme chapitre concerne le matériel et la méthodologie
adoptée. L’hydro-distillation est la méthode choisie et la plus utilisée pour I’extraction des
huiles essentielles a partir des rameaux de Juniperus thurifera qui n’a jamais été étudiées
jusqu’aujourd’hui. Deux méthodes seront adoptées pour I’évaluation de 1’effet antibactérien
des huiles essentielles seules et en combinaison avec les antibiotiques qui sont : la méthode de
diffusion sur disque et la méthode de micro-dilution. La combinaison des huiles essentielles
avec des antibiotiques constitue une piste de recherche innovante et les résultats qui seront

obtenus pourraient étre intéressants.

Mots - clés: l'activité antibactérienne, Juniperus therifera, les antibiotiques, les huiles

essentielles, combinaison.



Abstract

Abstract

The present work falls within the context of the study of the antibacterial activity of the
essential oil of Juniperus thurifera and their synergistic effect in combination with antibiotics.
This manuscript consists of two chapters, the first is devoted to the bibliographic synthesis, in
which are reviewed the concepts essential to the understanding of our work. A second chapter
concerns the material and the methodology adopted. Hydrodistillation is the chosen and most
widely used method for extracting essential oils from the twigs of Juniperus thurifera which
has never been studied until today. Two methods will be adopted for the evaluation of the
antibacterial effect of essential oils alone and in combination with antibiotics which are: the
disk diffusion method and the micro-dilution method. The combination of essential oils with
antibiotics constitutes an innovative track of research and the results which will be

obtainedcould be interesting.

Keywords: antibacterial activity, Juniperus thurifera, antibiotics, essential oils, combination.
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Liste des abréviations

4+ DMSO : diméthylsulfoxyde .

+ J. thurifera L: Juniperus thurifera.

+ UV- visible : ultra violet.

ADN : Acide Désoxyribonucléique.

ARN : Acide Ribonucléique.

S : coefficients de sédimentation .

HE : Huile Essentielle.

ATB : Antibiotique.

AFNOR NF : Association Francaise de Normalisation

ATP ase :enzyme degrade L ATP.

ATP : Adénosine triphosphate.

ADP : Adénosine diphosphate.

FICI : indice de concentration fractionnelle inhibitrice.

CMI : la détermination de la concentration minimale inhibitrice.
CMB : la concentration minimale bactéricide.

E-test : Epsilomeétre.

GN : Gélose Nutritive.

MH : Mueller Hinton.

MHA : agar Mueller Hinton

BMH : Bouillon Mueller Hinton.

Mc Ferland : Mark Ciardi Ferland.

UFC : Unite formant colon

CFI : (la concentration fractionnelle inhibitrice).

RHE : Rendement en huile essentielle en %.

p : probabilité

Eab : diamétre de la zone d’inhibition des antibiotiques seules.
Ehe : diamétre de la zone d’inhibition des huiles essentielles seules.
D : diamétre de disque.

ATCC : Amircan Type Culture colle
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Introduction

Les maladies infectieuses sont responsables de 17 millions de déces dans le monde parmi
lesquels 4,3% dans les pays en développement contre 1% dans les pays industrialisés O.M.S ,
2002 Ces maladies deviennent un probleme majeur de la santé publique, notamment avec
I’augmentation du nombre d’agents pathogénes résistants aux antibiotiques qui se manifestent
par une utilisation vaste et inappropriée de ces produits (Sayout et al., 2020).

De nombreuses études le plus souvent in-vitro se sont intéressées a 1’étude de 1’association
des antibiotiques et des huiles essentielles pour surmonter les problemes de résistance et des
effets secondaires associés aux médicaments. Ces recherches révelent une synergie intéressante
entre les antibiotiques et les huiles essentielles étudiées (Laouar & Sifer, 2001).

Il existe aujourd’hui approximativement 3000 huiles, dont environ 300 sont réellement
commercialisées, destinées principalement a I’industrie pharmaceutique, agronomique,
alimentaire, sanitaire, industries cosmeétiques et de parfums (Bakkali et al., 2008).

Les huiles essentielles du genre Juniperus, connues depuis l'antiquité, sont généralement
extraites par distillation et sont le résultat d'un melange complexe et variable de divers composes
tels les terpenes et les phénols (Bertaudiere-Montes et Montes, 2004). Ce genre est composé
d'environ 75 espéces, réparties sur trois sections : Caryocedrus, Juniperus et Sabina (Adams,
2014), il est le deuxieme plus grand genre de coniféres en nombre d’espéce aprés le genre
Pinus(Farjon, 2010). En Algérie, le genre Juniperus est représenté par deux sections et cing
especes; Sect. Juniperus (J. communis L., J. oxycedrus L.), et la section Sabina (J. thurifera L., J.
phonicea L., J. sabina L.) (Quézel et Santa, 1962).

Juniperus thurifera est une espéce endémique de quelques pays riverains de la
Méditerranée: Algérie, Maroc, Espagne, France (Corse comprise) et Italie (Gauquelin et al.,
1988). Classiquement, elle présente deux sous espéces sur la base du nombre de graines par
galbule (Adams, 2014) , J. thuriferasubsp. africana (Maire) Gauquelin, dont I’aire de répartition
se limite au Nord d’Afrique et J. thuriferasubsp. thurifera, qui est présente de maniére localisée
en Espagne, dans les Pyrénées, dans les Alpes francaises et en Corse.

L’¢étude génétique menée par Terrab et al. (2008), et la synthese taxonomique, complétée
d’une breve étude morphologique des galbules sur des échantillons d’herbier réalisé par Véla et
Schafer (2013), suivie par une étude chimiosytématique et une analyse statistique multi-variables

des constituants des huiles essentielles réalise par Zeraib et al. (2014a), concluent a la
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distinction souhaitable d’un taxon marocain (var. ou subsp. africana) et d’un taxon algérien
nommé var. aurasiaca.

Selon la recherche bibliographique menée, trés peu d’études qui portent sur I’activité
biologique des huiles essentielles du taxon Algérien J. thurifera var. aurasiaca. Zeraib et al.
(2014Db), ont étudié I’effet antibactérien des huiles essentielles extraites a partir des feuilles de J.
thurifera vis-a-vis de 14 souches bactériennes. Elles se sont révélées actives contre toutes les
souches bactériennes testées a I'exception de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Les huiles
essentielles extraites des individus femelles ont montré une activité bactéricide supérieure a celles
des individus males. Boudjedjou et al. (2018), se sont intéressés au pouvoir antibactérien des
huiles essentielles des galbules seule et en combinaison avec les antibiotiques, contre deux
bactéries Gram (-) et deux Gram (+).

Ainsi, nous nous sommes proposé dans ce travail d'évaluer I’activité antibactérienne des
huiles essentielles extraites a partir du bois des individus males et autres femelles de J. thurifera
var. aurasiaca, seules et en combinaison avec les antibiotiques qui n'ont pas été rapportées

jusqu'a présent.
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Chapitre | : Synthese Bibliographique

I-1- Les antibiotiques
I-1-1- Historique des antibiotiques

Avant la découverte de la pénicilline qui a permis d’enrayer plusieurs pathologies d’origine
bactérienne et de soigner des maladies mortelles (la tuberculose, la syphilis, le tétanos), plusieurs
scientifiques ont contribué, grace a leurs travaux, a I’avénement des antibiotiques. Dans un
processus évolutif de la recherche scientifique, le Francais Louis Pasteur, biologiste et chimiste,
peut étre considéré comme 1’un des précurseurs de la découverte des substances qui détruisent les
bactéries (Flamarion, 1987).

Déja en 1877, en collaboration avec le physicien Jules Joubert, il parvient a démontrer que
des micro-organismes ont la possibilité d’inhiber I’activité d’autres micro-organismes ou de
combattre certaines pathologies. Ainsi, il met en évidence un antagonisme microbien.

En 1897, le médecin francais Ernest Duchesne décrit I’action d’une moisissure (Penicillium
glaucum) sur plusieurs cultures bactériennes.

En 1928, dans son laboratoire, Alexander Flemming remarque qu’une colonie de
penicillium notatum avait empéche la prolifération des staphylocoques. Il isola la substance
antibactérienne synthétisée par le penicillium notatum. La pénicilline, fut le nom qu’il attribua a
cette substance. Il découvre ’action antibiotique de cette substance, mais ne parvient pas a la
purifier. Deux chercheurs, a savoir Ernest Chain et Howard Florey y parviennent et obtiennent la
pénicilline pure en 1939 (Flamarion, 1987).

Au cours de cette méme année, Gerhard Domark recoit le prix Nobel de physiologie ou de
médecine pour la découverte du sulfamido chrysoidine qui a un effet sur certaines infections a
streptocoque. 1l va breveter ce sulfamide actif en 1935 sous le nom de Prontosil , un médicament
antibacteérien.

En 1944, un autre antibiotique est découvert par Selman Waksman qui obtient le prix Nobel
de physiologie ou de médecine en 1952. Il s’agit d’une substance dénommeée la streptomycine.
Elle inhibe la vie des bactéries.

Aprés la deuxiéeme guerre mondiale (1939-1945), grace aux grandes firmes
pharmaceutiques, les différents antibiotiques sont commercialisés a grande échelle avec des

avancées significatives dans la lutte contre les pathologies infectieuses (Flamarion, 1987).
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I-1-2- Définition

Un antibiotique (du grec anti : « contre », et bios : « la vie ») est une substance naturelle ou semi-
synthétique qui détruit ou blogue la croissance des bactéries. De maniére simplifiée un
antibiotique est, dans le domaine médical, « une molécule chimique organique d’origine naturelle
ou synthétique inhibant ou tuant les bactéries pathogénes a faible charge et possédant une toxicité
sélective ». Plus globalement, pour les microbiologistes et les chimistes, un antibiotique est une
substance antibactérienne (Bouchaala, 2013).

I-1-3- Classification des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs critéres: I'origine, la nature chimique,
le mécanisme d'action et le spectre d'action (Yala et al., 2001). Dans ce travail nous parlerons sur
les plus répandues.

o La beta lactamine

Les antibiotiques de cette famille sont bactéricides, dans sa structure, le noyau de base est
le cycle B lactame. Les B lactamines agissent au niveau de la paroi bactérienneen inhibant la dern
iere étape de la synthése du peptido glycane entrainant une lyse bactérienne (Yala et al., 2001).

o Lesaminosides ou aminoglycosides

Ce sont des hétérosides naturels formés par un ou plusieursg lycosides liés a un aminocy
clitol. Ce sont des antibiotiquesrapidement bactéricides. Il existe plusieurs centainesde molécules
naturelles et hémi-synthétiques.lls perturbent la synthése des protéines au niveau de lafraction
30S du ribosome entrainant la destruction bactérienne.lls sont bactéricides (Kudo, 2020).

o Les tetracyclines

Les tétracyclines sont bactériostatiques, elles pénétrent biendans les cellules, ces molécules
présentent une grandehomogéneité. lls inhibent la synthése des protéines auniveau de la sous
unité 30 S du ribosome (Yala et al., 2001).

o Les phenicoles (Chloramphenicol et thiamphenicol)

Le chloramphénicol est un antibiotique bactériostatique a large spectre.Le thiamphénicol
est trés voisin chimiquement du chloramphénicol,son spectred'action est similaire. Les deux
molécules sont bactériostatiques. Elles agissentau niveau de la sous unité 50 S du ribosome. Ceci
a pour conséquence une inhibition de la synthése des protéines.En Algérie, ces molécules sont

réservées aux traitements des fievres typhoides et paratyphoides et dans certains cas de
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méningites purulentes a Hemophilus et streptococcuspneumoniae lorsque des molécules moins
toxiques ne sont pas disponibles (Yala et al., 2001).
I-1-4- Mode d’action des antibiotiques
Aujourd'hui, il existe un grand nombre d'antibiotiques dont les modes d'action sont variés.
Certains agissent sur la paroi ou la membrane des bactéries provoquant ainsi leur destruction.
D'autres vont agir au niveau de la machinerie des bactéries pour bloquer sélectivement leur
multiplication et leur survie.
» Action sur la paroi
Le peptidoglycane c’est l'unit¢ formant de la paroi bactérienne en présence de
I’intermédiaire d’enzyme transpeptidase, celui-Ci sous I’action des antibiotiques va étre empéché
leur synthése et donc celle du peptidoglycane. Apres avoir empéché la synthese du
peptidoglycane, la paroi ne peut plus étre formée et la bactérie se desorganise. Cela permet
d’empécher la bactéric de former de nouvelles bactéries et peut détruire celles déja présentes
(Campanaud, 2006).
» Action sur la membrane
Les antibiotiques renferment des caractéres dites surfactants (molécule amphiphile permet
de diminuer la tension de surface entre 2 phases) permet aux antibiotiques de s’insérer parmi les
phospholipides externes. Cela conduit a une perturbation de la perméabilité membranaire avec
une augmentation anormale, ce qui permet une diffusion de substances hydrosolubles a
I’extérieur de la bactérie qui se détruira (Campanaud, 2006).
» Action sur PADN
Certains antibiotiques agissent directement au niveau de I’ADN pour empécher leur
division, leur prolifération et empécher la formation de ’ADN polymérase. Cela entraine une
inhibition de la réplication de ’ADN ce qui est indispensable a la formation de nouvelles
bactéries. Les fluoroquinolones agissent suivant ce mode d’action (Campanaud, 2006).

» Action sur la synthese protéique

L’antibiotique réagit avec la synthése protéique de la bactérie en s’attaquant aux
ribosomes. Ce sont des complexes constitue de protéines et d’ADN rebosomique présents dans
les cellules eucaryotes et les cellules bactériennes. Ils permettent de produire les protéines a partir
de la lecture de I’ARN messager. Les ribosomes bactériens ont des coefficients de sédimentation

70S durant la traduction de I’ARN messager, qui sont composés de deux sous- unités de 30S et

5
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50S. Les aminosides et les macrolides agissent suivant ce mode d’action. Les aminosides
peuvent se fixer sur les deux sous unités 30S et 50S. Les macrolides se fixent sur la sous unité
50S. Ces antibiotiques s’attaquent aux ribosomes bactériens ce qui permet d’empécher la

formation de nouvelles protéines (Campanaud, 2006).

I-1-5- Résistances aux antibiotiques

Les bactéries peuvent devenir résistantes aux antibiotiques via différents mécanismes
(Turkmen et al., 2006). Considéré comme facteur compliquant l'action de ces antibiotiques, il
existe 3 modes: soit par la modification de la cible de I'antibiotique, I'inactivation enzymatique
(l'antibiotique est modifié par la production d'une enzyme bactérienne et ne reconnait plus sa
cible), ou bien l'imperméabilité; c'est la diminution de la pénétration et l'efflux actif par des
pompes plus ou moins spécifiques (Georgantelis et al., 2007). Cette résistance peut étre naturelle
ou acquise. Elle est naturelle quand elle existe pour les souches sauvages appartenant a la
descendance (Andreu, 2003) par ailleurs une souche sensible peut acquérir une résistance a un
ou plusieurs antibiotique, soit par mutation ou bien divers transferts génétique (Horvath et al.,
2002).

La résistance bactérienne développée par rapport aux antibiotiques a incité les chercheurs a
penser a étudier I’efficacité des nouveaux agents antimicrobiens, tels que les huiles essentielles et
les extraits de plantes (Salam et Quave, 2018). Ces produits, comme agents antimicrobiens, sont
des produits naturels plus sécurisés pour les consommateurs par rapport a la toxicité et a la
résistance développée par les microorganismes pathogenes. Compte-tenu de la variabilité de la
composition des huiles essentielles, leur activité antibactérienne est attribuée a la combinaison de
plusieurs modes d’action (Burt, 2004 ; Salam & Quave, 2018).

I-2- Les huiles essentielles
I-2-1- Définition

Le terme "huiles” s'explique par la propriété que présente ces composés de se solubiliser
dans les graisses et par leur caractere hydrophobe. Le terme "essentielle” fait référence au

parfum, a l'odeur plus ou moins forte dégagée par la plante (Bruneton, 2009).

Les huiles essentielles sont des produits huileux, odoriférants et volatils, synthétisés et

stockées dans les différents organes des végétaux (Bruneton, 2009).
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La norme AFNOR NF T 75-006 définit I’huile essentielle comme étant « un produit obtenu
a partir d’'une mati¢re premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par hydro -

distillation. L huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques ».

Le terme « huile essentielle » est strictement réservé au produit aromatique issu de la
distillation, compte tenu du fait, comme nous le verrons ci-aprés que les autres techniques
d’extraction ne permettent pas d’obtenir I’huile essentielle en tant que telle. Avant son extraction,

lorsqu’elle se trouve dans la plante, I’huile essentielle est appelée essence (Hay, 2015).

L'odeur et la volatilité des essences constituent un moyen de défense contre les prédateurs
(micro-organisme, champignons, bactéries, animaux herbivores). Elles peuvent également

participée a l'attraction des insectes pollinisateurs (Theis et Lerdau, 2003).
I-2-2- Répartition et localisation

Parmi les espéces végetales (800 000 a 1 500 000 selon les botanistes) 10% seulement sont
dites "aromatiques”(Fernandez, 2003). Il y aurait 17500 espéces aromatiques (Lawrence, 1995),
distribuées sur 60 familles (Raut et Karuppayil, 2014). Les genres capables d'élaborer les huiles
essentielles sont répartis dans nombre limité de familles, par exemples: Apiaceae, Alliacea,
Rutaceae, Myrtaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Poaceae, Piperaceae(Bruneton,
2009).

Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices (Francois,
2002), et leurs accumulation généralement associées a la présence de structures histologiques
spécialisées, souvent situées sur ou a proxmité de la surface des tissus des plantes. IL existe trois
type de structure sécrétrice dans la plante : poils sécréteurs des Lamiaceae (Svobodak, 2003),
poches sécrétrices des Myrtaceae ou des Rutaceae, et les canaux sécréteurs des Apiaceae ou des
Asteraceae (Bruneton, 2009; Guignard, 2000).

Elles peuvent étre stockées dans divers organes végétaux : Les fleurs (rose), les feuilles
(citronnelle, eucalyptus), les sommités fleuries (lavande), les racines (vetiver), les rhizomes
(gingembre), les fruits (ainsi), le bois (bois de rose) ou les graines (muscade) (Horvath et al.,
2002).
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I1-2-3- Obtention des huiles essentielles
= Hydro distillation simple:

Cette méthode est la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée, elle se produit
dans l'appareil de Clevenger et consiste a immerger directement matériel végétal a traiter dans un
alambic rempli d'eau, placé sur une source de chaleur. Les vapeurs hétérogénes sont condensées
dans un réfrigérant et I'HE se sépare de I'hydrolysat par simple différence de densité, elle surnage
au-dessus de I'hydrolysat (figure 1). Cependant, un chauffage prolongé et trop puissant engendre
la dégradation de certaines molécules aromatiques (Lucchesi, 2005).

2

|
vapeur d'eau saturée en
composes aromatique

-2

réfrigérant
serpentin a
eau

svée d S - i
amv 7 \ 3 . .
ee' < vapeur d'eau | = huile essentielle
vapeur d'eau recondensé B

Figure 1:Schéma du principe de la technique d'hydrodistillation
= Distillation par entrainement a la vapeur d‘eau

La distillation par entrainement a la vapeur d'eau est un procédé d'extraction parmi les plus
anciens, le matériel végétal est placé sur une grille perforée au travers de laquelle passe la vapeur
d'eau, ce dernier détruit la structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules contenues
et entraine les plus volatiles (Lucchesi, 2005). La vapeur chargée de l'essence de la matiére

distillée se condense dans le serpentin de I'alambic avant d'étre récupérée dans un essencier (vase
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de décantation). Les parties insolubles dans I'eau de condensation sont décantées pour
donner I'huile essentielle. Le schéma ci-dessous décrit le processus.

e — S
e —

o

\\‘u.‘:.‘
O

—_
1. Feu 6. Eau froide
2. Eau /. Eau chaude
3: Vapeu 8: Eau + huile essentielle
4: Plante aromatique 9: Huile essentielle
5: Vapeur + huile essentielle 10: Hydrolat

Figure 2: Montage pour la distillation a la vapeur d'eau.

Hydro - diffusion

L'hydro-diffusion (Figure 3), elle consiste a extraire I'huile essentielle avec de la vapeur
d'eau traversant la matiere végétale, a I'échelle du laboratoire nous faisons bouillir quelques litres
d'eau, et la vapeur remonte dans une colonne contenant la plante plus ou moins finement broyée.
La vapeur est ensuite dirigée vers un condensateur, et le liquide est récolté dans une burette
graduée. Grace a un tuyau en coude a la base de la burette, I'hydrolat s'‘écoule dans le bécher a
gauche, alors que l'huile essentielle s'accumule dans la burette graduée. Cette technique a

l'avantage de permettre de récupérer I'hydrolat, Elle permet aussi de faire des extractions sur de
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plus grandes quantités de plantes, et c'est une méthode plus rapide et moins de endommageable

pour les composeés volatils (Lucchesi, 2005).

Hydrodiffusion

© © ©
: i ®©
régulation de condenseurs

la vapeur m

Figure 3: Montage pour la hydro - diffusion.
= Extraction assistée par micro-ondes

Extraction assistée par micro-ondes est une nouvelle technique développée par Stashenko
et al.(2004a, b), qui s'effectue par de micro-ondes et dautre méthodes traditionnelles. Consiste a

placer une partie du montage d'hydro distillation dans le four a micro-ondes (Figure4).

La matiere végétale est donc chauffée par micro-ondes dans une enceinte close dans
laguelle la pression est réduite de maniere séquentielle, a l'aide des procédés classiques
(condensation, refroidissement et décantation). Cette technique posséde plusieurs avantages tels
que le gain de temps d'extraction, utilisation de petites quantités de solvant, et un rendement

d'extraction élevé (Hemwimon et al., 2007).

10
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Reéfrigérant a
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Huile essentielle
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Figure 4:Méthode d'extraction assistée par micro-ondes.
= Extraction a froid

Les huiles essentielles de fruits d’agrumes sont des produits fragiles en raison de leur
composition en terpenes et aldéhydes. C’est pourquoi, spécifiquement pour cette catégorie de
matiere premiére, est utilisé un procédé totalement différent d’une distillation classique qui est

I’expression a froid (Lucchessi, 2005).

Le principe de cette technique et basé sur la rupture des parois des sacs oléiferes contenues
dans I’écorce des fruits; cette essence est ensuite entrainée par un courant d’eau froide.

L’émulsion d’essence et d’eau isolée par décantation ou centrifugation. (Ferhat et al., 2007)
1-2-4- Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges variables et complexes de différents composés
chimiques, dissous l'un dans lautre, formant des solutions homogénes. Les principaux
constituants des HEs appartiennent de facon exclusive, a deux groupes caractérisés par des
origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpenoides et le groupe des composés

aromatiques dérivés du phénylpropane (Bakkali et al., 2008).
< Terpenes

Il s’agit d’une classe d'hydrocarbures répondant a la formule générale (C5H8)n, relativement

simples et trés abondantes ce qui rend leur disponibilité assez aisée (Breitmaier, 2006). lls sont

11
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également nommés isoprénoides ou terpénoides. Le terme "terpénoide” définit I'ensemble des
terpénes oxygénés et non oxygénés, alors que le terme "terpene" ne tient pas compte de la

présence d'oxygene (Baser et Buchbauer, 2010).
% Monoterpénes

Sont les molécules les plus représentatives, constituant 90% des HE et permettent une
grande variété de structure, ils sont formés par le couplage de deux unités isopreniques
(C10H16).Ces composés peuvent étre: monoterpénes acycliques (myrcéne, ocimene),
monoterpénes monocycliques ou monoterpénesbicycliques (pinenes, camphéne, sabinene)
(figure 5)(Bakkali et al., 2008).

7

% Sesquiterpénes

Ils sont formés par l'assemblage de trois unités isopreniques (C15H24), I'extension de la
chaine augmente le nombre de cyclisation qui permet une grande variété de structure (figure
5)(Bakkali et al., 2008). Cette classe chimique contiennent plus de 3000 molécules comme par

exemple: Humulene, farnesol ,...(Brunton, 2009).

% Diterpenes
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Figure 5:Différentes classes des terpénes.
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% Composes aromatiques

Une autre classe de composés qui sont beaucoup moins fréquents que les monoterpénes et
les sesquiterpenes. 1l s'agit des dérivés des du phénylpropane (C5-C3). Les composés de cette
série représentent un mélange de différents aldéhydes, cétones, alcools, estre et autres, leurs
conférant un gout et une odeur caractéristique (Bassou, 2007).

% Composes d'origines diverses

De faibles quantité de produits résultant de la transformation de molécules non volatiles
généralement de faibles masse moléculaire, acycliques non terpéniques peuvent se retrouver dans

certaines huiles essentielles (alcools, aldéhydes, cétones, ...etc) ( Bassou, 2007).
I-2-5- Mode d*action des huiles essentielles sur les bactéries

L'activité antimicrobienne des HES ne soit pas attribuable a un mécanisme unique, du fait
de la variabilité des quantités et des profils des composants des HEs. D'une autre part l'action des
HEs dépend aussi de la nature des microorganismes ciblés, les bactéries a Gram positif sont plus
sensibles a l'action des HEs, par rapport aux bactéries a Gram négatif. Cela peut étre expliqué par
la présence de la membrane externe chez les bactéries a Gram positif, elle représente en effet une
barriere capable de diminuer la perméabilité des composes hydrophobes (Calsamiglia et
al.,2007). Cependant, les molécules a faible poids moléculaire comme le thymol et le carvacrol

peuvent traverser cette barriere (Ultee et al., 1999; Dorman et al.,2000).

Le mode daction des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet
de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne.
Cela peut induire un changement de conformation de la membrane, une perturbation chémo-

osmotique et une fuite d'ions (K+) (Cox et al., 2000).

Certains composés phénoliques des huiles essentielles interferent avec les protéines de la
membrane des mico-organismes comme l'enzyme ATPase, soit par action directe sur la partie
hydrophobe de la protéine, soit en interférant dans la translocation des protons dans la membrane

prévenant la phosphorylation de I'ADP (Pavel et al., 2009).

13



Chapitre | : Synthese Bibliographique

I-3- Combinaison des huiles essentielles avec les antibiotiques
I-3-1- L’interaction huile essentielle/antibiotique

La combinaison des huiles essentielles avec les antibiotiques peut donner un effet

synergique, additif ou antagoniste :
o Effet additif

Une interaction entre antimicrobiens est additive lorsque l'effet combiné est égal a la
somme des substances individuelles (Bhat et Ahangar, 2007).L’effet additif est parfois appelé
indifférence car il n'y a pas d'interaction entre les antimicrobiens testés (White et al., 1996), il
résulte quand les antimicrobiens combinés ont la méme cible, et ne présentent aucune

compétition entre eux (Wagner et Ulrich-Merzenich, 2009).
e Effet antagoniste

Lorsque I'effet combiné est inférieur a celui de la somme des substances individuelles, on
parle d'antagonisme (Bhat et Ahangar, 2007).1l résulte quand les antimicrobiens combinés sont
en compétition sur la méme cible, ou I’'un des combinés agit sur 1’autre en modifiant sa structure
(Wagner et Ulrich-Merzenich, 2009).

e Effet synergique

Un effet est dit synergique lorsque I'effet combiné est supérieur a la somme des effets des
deux substances individuelles (Bhat et Ahangar, 2007). Il résulte généralement quand les

antimicrobiens combinés ont des cibles différentes (Wagner et Ulrich-Merzenich, 2009).

14
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Figure 6: Description graphique simplifiée et idéalisée des effets mono et multi-cibles (Wagner
et Ulrich-Merzenich, 2009)

1-3-2- Méthodes de détermination I’interaction entre les antibactériens
» Meéthode de Checkerboard (en damier)

La technique in-vitro la plus courante pour tester la synergie entre les substances
antimicrobiennes est la technique du damier, ainsi appelée parce que les concentrations d'une
substance sont disposées horizontalement et l'autre verticalement dans une plaque a micro-puits.
Les dilutions testées sont basées sur la concentration minimale inhibitrice des substances,
généralement allant de quelques étapes en dessous de la CMI attendue, a des concentrations deux
fois la CMI attendue (Langeveld et al., 2013).

Les résultats du test en damier sont interprétés en tracant un isobologramme (figure 7) ou

en calculant I'indice de concentration fractionnelle inhibitrice pour les deux antimicrobiens.

15
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Figure 7:Méthode isobologramme pour déterminer ’interaction entre les antimicrobiens

combinés (Wagner et Ulrich-Merzenich, 2009).

> La méthode de Time-Kill

Elle consiste a mesurer le nombre de bactéries viables présentes dans un milieu liquide en
présence d'une combinaison particuliere d'antibactériens a différents moments. Bien que les
courbes time-kill ne soient pas largement utilisees pour étudier les interactions antibactériennes.
En raison du fait que les colonies microbiennes doivent étre comptées a de nombreux moments
dans le temps, la courbe de mortalité temporelle demande beaucoup de travail et limite le nombre
de concentrations et de combinaisons qui peuvent étre testees (White et al., 1996 ; Pillai et al.,
2005 ; Langeveld et al., 2013).

> E-test

L'E-test est une technique de diffusion en milieu gélosé permettant de mesurer la
concentration minimale inhibitrice d'un antibiotique en utilisant des bandelettes recouvertes d'un
gradient continu d’un antibiotique. E-test est rapide, facile a réaliser, utile pour guider
l'antibiothérapie en déterminant la sensibilité des germes aux antibiotiques, détectant les
mécanismes de résistance, les synergies ou les antagonismes entre deux antibiotiques. Cette
technique apparait comme une excellente alternative a la méthode de référence pour la mesure

quantitative de la sensibilité aux antibiotiques (Jolyguillou, 2006).
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Les bandes sont placées a 90 ° l'une de l'autre sur une plaque de gélose ensemencée
préalablement, se croisant au niveau des CMI respectives des antimicrobiens individuels.
L'endroit ou les deux zones d'inhibition se croisent est la valeur prise pour la CMI de la
combinaison (White et al., 1996)(figure 8). Si les composés interagissent de maniére synergique,
la croissance bactérienne dans le quadrant inférieur droit sera inhibée et s'ils s'opposent les uns
les autres, la croissance sera inhibée dans le quadrant supérieur gauche (figure 8). Les mesures ne
sont souvent effectuées qu'a un moment donné et donnent donc une vue statique de l'interaction
antibactérienne. Le test E étudie I'inhibition de la croissance, alors que dans le test time-Kkill, la
mort bactérienne peut étre I'un des paramétres étudiés (Pillai et al.,2005).

MIC of A S .
and B alone MIC of B in
combination

[ B N A

-
Increasing
concentration

combination 2
Increasing

concentration

MIC of A in _17 X

Figure 8: Schéma de placement des bandelettes pour le test de synergie E-test (White et al.,
1996).

» La méthode de diffusion sur disque

Dans ce test, les disques des antibiotiques sont imprégnés par I’huile essentielle. Les
données de I’activité antibactérienne des huile essenticlles et les antibiotiques seules et en
combinaison sont soumises a une analyse de la variance a un seul facteur (Boudjedjou et al.,
2018 ;2019).

L’effet est synergique, si I’effet antibactérien de I’association des antimicrobiens est
supérieur significativement (p < 0.05) a la somme de leurs effets pris séparément. Tandis qu’il est
Antagoniste si l’effet antibactérien de [D’association des antimicrobiens est inférieur

significativement a la somme de leurs effets pris séparément. Si I’effet antibactérien de
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I’association des antimicrobiens est égal (p > 0.05) a la somme de leurs effets pris séparément,

alors ’effet de I’interaction est additif (Semeniuc et al., 2017)
I-4- L’espece étudiée (Juniperus thurifera var. aurasiaca)
I-4-1- Description morphologique

Le genévrier thurifere (Juniperusthurifera L.) (Nom commun "berbére": Aywel,
Thazenzna), est un arbre ou arbuste dioique, bien que la présence de quelques individus
monoiques ait été mentionnée dans les Alpes francaises et en Corse (Conrad, 1986) de méme en
Espagne, au Maroc dans le Haut Atlas (Badri, 2003), et en Algérie (les Aures) (Zeraib, 2016). Il
possede un port tres variable, il peut atteindre 20 métres de hauteur, avec un tronc tres ramifié
montrant une structure multicaule. Les feuilles en écailles, entiéres ou faiblement denticulées, a
dos plus ou moins caréné, A I’état juvénile, les feuilles ne sont pas sous forme d’écailles mais de
petites feuilles en alénes (formes de jeunesse), semblables a celles du genévrier oxycedre ou
commun (Bertaudiére, 1999 ; Badri, 2003). Les cones femelles (galbules) sont charnus, de

couleur noir bleuétre, et contiennent 2 a 4 graines suivant la variété (Gauquelin et al.,1988).
I-4-2- Systématique

La classification botanique de 1’espéce J. thurifera est réesumée ci-dessous.

Regne Plantae
Sous-régne Pracheobionta
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Gymnospermes
Division Pinophyta
Classe Pinopsida
Ordre Pinales
Famille Cupressaceae
Sous-famille Cupressoideae
Genre Juniperus L
Section Sabina

Espéce Juniperusthurifera L.

18



Chapitre | : Synthese Bibliographique

Variété ou sous espéce ?  Aurasiaca
1-4-3- Répartition géographique

o Dans le monde

Le Genévrier thurifére est une espéce oroméditerranéenne, qui se rencontre en Espagne, en

France, au Maroc, en Algérie et en Italie (Figure 9)( Adams, 2014).

= %
Y \_,(/t _ o = / s ¥ //

1
OCEAN g\

R
f

- v - ~—
{/ (‘b B 5 AL2ABGNE ?
MER s
®  MEDITERRANEE C;’iﬂ
= _fq—w’v\"f %
2
S

ALGERIE R '\,\.

—~

Figure 9: Aire de répartition de Juniperusthurifera (Montés, 1999), modifiée.
o En Algérie

En Algérie, J. thurifera se rencontre dans le massif de I'Aurés, sous forme de peuplements
trés ouverts, dégradés et paraissant relictuels (Tamagoult, 1988).La thurifére dans les Aures est
distribuée en 3 blocs d’inégale importance: le premier est situé¢ dans la région de T’kout, le

second, dans la vallée de 1I’Ouled Abdi alors que le troisiéme est localis¢ dans le lieu
ditTibhirine(figure 10) (Beghami, 2013).
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Figure 10:Répartition de J. thurifera en Algerie (Beghami, 2013).

I1-4-4- Les travaux antérieurs sur Pactivité antibactérienne des huiles essentielles de J.

thurifera var. aurasiaca

Les travaux focalisés sur I’activité antibactérienne des huiles essentielles du taxon Algérien

sont tres rares, il y a uniqguement deux Articles (Zeraib et al., 2014b ;Boudjedou et al., 2018).

L’activité antibactérienne des huiles essenticlles extraites a partir des feuilles des individus

males et autres femelles de Juniperus thurifera var. aurasiacaa été testée par Zeraib et al.
(2014b) contre 14souches bactériennes. Les huiles testées ont inhibées la croissance de la

majorité des souches bactériennes, en produisant un diameétre de zone d'inhibition allant de 6 mm

a 17 mm. La zone d'inhibition maximale a été enregistrée contre Staphylococcus aureus ATCC

25923 (17 mm) et Escherichia coli ATCC 25922 (16 mm). Par contre la souche bactérienne

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 est résistante aux deux huiles testées. Les huiles

essentielles extraites des individus femelles ont montré une activité bactéricide supérieure a celles

des individus males.
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(Boudjedjou et al., 2018 ; Adem, 2020). ont étudié I’effet antibactérien des huiles
essentielles extraites du galbules de J. thuriferavar. aurasiaca, seules et en combinaison avec
trois antibiotiques conventionnels. L'huile essentielle étudiée (seule ou en association avec des
antibiotiques) a montré une activité significative contre presque toutes les souches bactériennes
testées. Des effets synergiques, additifs et antagonistes ont été observésen combinant les huiles

essentielles avec les antibiotiques.

Cependant, des études supplémentaires devraient étre menées sur 1’activité antibactérienne
des huiles essentielles de cette espéce en utilisant d'autres souches bactériennes et des huiles

extraites d’autres organes végétales.
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11-1- Matériel
11-1-1- Matériel végétal

Le matériel végétal qu’on va utiliser dans cette étude est constitué des rameaux récoltés a
partir des individus méles et autres femelles de I’espéce Juniperus thurifera (figure 11), durant le
printemps. Dans cette période, les individus males seront en phase de floraison tandis que les
femelles en différentes phases (floraison, fructification), on prend uniquement les individus qui

portent les fruits.

Figure 11: I’espece J. thurifera dans leur milieu naturel.

par Dr. Zeraib en Avril 2020 a Tizi Kbal Errsas, commune de Thniat Elabed, Batna.

Le matériel végétal sera récolté de 'une des régions de I’aire de leur répartition dans les
Aures (figure 10, page 21).Apres la récolte et I’identification, le matériel végétal sera nettoyé des
impuretés, et sechés a température ambiante et a ’abri de la lumiére pendant 15 jours, puis on le

conservera dans des sachets en papier pour servir a I’extraction de 1’huile essentielle.
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11-1-2- Les souches bactériennes
Les souches bactériennes choisies dans cette étude sont illustrées dans le tableau 2:

Tableau 2:les souches bactériennes choisies pour les tests de 1’activité antibactérienne.

| Souches Gram Référence Famille
Staphylococcus aureus Positif ATCC 25923 Staphylococcaceae
Listeria monocytogenes Positif ATCC 25922 Listeriaceae
Pseudomonas aeruginosa  Négatif ATCC27853 Pseudomonadaceae
Escherichiacoli Négatif ATCC 25922 Enterobacteriaceae
11-1-3- Réactifs

Plusieurs réactifs et solvants sont nécessaires pour réaliser nos expériences, parmi ces
produits: Eau physiologique, Eau distillée, les Antibiotiques (sous forme de disques et de
poudre), Eau de Javel, di-méthyl-sulfoxyde (DMSO),

11-1-4- Milieux de culture
Trois milieux de culture seront utilisés:

Gélose nutritive pour réactiver les souches bactériennes. On peut préparer ce milieu en
ajoutant une quantité de 14g GN sous forme déshydratée dans un volume de 500 ml I’eau distillé
avec une agitation.

Gélose de Mueller-Hinton c’est le seul milieu de culture utilisé pour étudier 1’activité
antibactérienne et qui comporte des ions favorisant une bonne diffusion des antibiotiques. Le
(MHA) pour I’étude de la sensibilité des bactéries aux huiles essentielles et aux antibiotiques par
la méthode de diffusion sur disque. Le bouillon Mueller-Hinton (BMH) pour la détermination de
la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB) par
la méthode de micro-dilution en milieu liquide.

11-1-5- Instruments et Appareillage

Le test de I'effet antibactérienne des extraits des plantes ou d’antibiotique nécessite des
instruments et appareillage tel que : Tubes a essai, Anse de platine, Bec bunsen, Boites de pétri,
microplaques, Ecouvillons, Micropipette, Pince, Autoclave, Etuve électrique a 37°C,
Réfrigérateur, Bain Mari, Vortex, disques en papier de 6mm de diamétre, les embouts,

Spectrophotométrie UV- visible, Plaque chauffante.
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I1-2- Méthodes
11-2-1- L’extraction des huiles essentielles

La méthode adoptée pour I’extraction des huiles essentielles a partir des rameaux de J.
thurifera, est celle de I’hydro distillation simple (en contact direct avec 1’eau), sur un montage de
type «Clevenger (1928)» (figure 12).

A chaque extraction, une quantité d’environ 100 g des Rameaux coupés en petits morceaux
(environ 0,5 cm) est introduite dans un ballon contenant 1 L d’eau distillée, I’ensemble est porté a
ébullition. Les huiles essentielles sont entrainées a la vapeur d’eau. Les vapeurs chargées d'huiles
essentielles passent a travers le tube vertical, puis dans le réfrigérant ou aura lieu la condensation.

Le procédé d’extraction est répété plusieurs fois pour permettre de récupérer une quantité
suffisante en huile essentielle.

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle est le rapport entre la
masse d’huile essentielle obtenue apres extraction et la masse de la matiere végétale utilisée. 11

est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :

RHE = m/M x 100
RHE : Rendement en huile essentielle en %

.m : Masse d’huile essentielle en gramme ;

M : Masse de la plante en gramme.

\,(

’J’

——

IOQ\

o

Figure 12: montage de type Clevenger pour I’extraction des huiles essentielles
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1, le matériel végétale dans I’eau distillée ; 2, Clevenger; 3, réfrigérant a eau ; 4, tube de collecte
des huiles essentielle ; 5, robinet ; 6, chauffe ballon.
11-2-2- L’activité antibactérienne des huiles essentielles seules

Deux méthodes sont adoptées pour évaluer I’effet antibactérien des huiles essentielles
extraites a partir les rameaux de J. thurifera var. aurasiaca :
11-2-2-1- Méthode de diffusion sur disque (Aromatogramme)

Cette méthode est basée sur la diffusion de I’huile essentielle testée dans la gélose .Elle est
appelée aromatogramme par référence a I’antibiogramme, la seule différence c’est que
I’antibiotique est remplacé par les huiles essentielles. Dans notre travail, on va ’appliquer en
suivant celle décrite par Boonyanugomol et al. (2017).

+ Préparation des disques

On peut préparer les disques a partir du papier Wattman n°1, en le découpant en disques de
6 mm de diameétre. Ensuite, ces disques seront placés dans un tube a vis pour la stérilisation a
120°C pendant 20 min par autoclavage.

+ Préparation de la suspension bactérienne

L’activité antibactérienne doit étre réalisée sur des souches jeunes en phase de croissance
exponentielle. A cet égard, la réactivation des cultures peut étre effectuée par repiquage sur une
surface pré coulée de la gélose nutritive a 37C° pendant 18 a 24h.

La préparation de I’inoculum se faite en ajoutant 4 a 5 colonies bien isolées dans une petite
quantité d’eau physiologique stérile, apres homogénéisation de la suspension bactérienne a 1’aide
d’un vortex, la turbidité de la suspension d’inoculum doit étre identique a celle de la solution 0.5
Mc Ferland préalablement préparée, ce qui correspond a une concentration de 107 a 108 UFC/m.

+ Ensemencement

L’ensemencement se fait a I’aide d’un écouvillon stérile chargé par une suspension
bactérienne avec une turbidité de 0,5 Mc Ferland, sur une surface de gélose Muller-Hinton couler
et solidifier préalablement dans des boites de Pétri. L’écouvillon stérile est imbibé dans la
suspension bactérienne puis essoré en le pressant fermement sur la paroi interne du tube afin de
décharger au maximum. L’opération est répétée trois fois, en tournant la boite de 60° a chaque
fois et en passant sur la périphérie de la gélose (Benzeggouta,2005).

+ Dépot des disques
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On dépose les disques imprégnés de 10uL d’huile essentielle a ’aide d’une pince flambée
au Bec Bunsen sur la surface des milieux gélosées de Mueller-Hinton précédemment
ensemencés par les bactéries testées. On laisse les boites d’abord a une température ambiante
pendant 20 min pour assurer une bonne diffusion. Ensuite, incubée a 37°C pendant 24 heures
pour la lecture.

+ La lecture
La lecture des résultats se fait par la mesure dudiamétre de la zone d’inhibition en mm
selon la fourchette proposée par Ponce et al. (2003) comme suit:
> Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8 mm.
> Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm.
> Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19mm.
» Extrémement sensible (+++) diamétre > 20 mm.
11-2-2-2-La méthode de Micro-dilution en milieu liquide

Cette méthode peut étre utilisee pour déterminer la concentration minimale inhibitrice
(CMI). Cette technique consiste a inoculer, par un inoculum standardise, une gamme de
concentrations décroissantes des produits tests. Apres incubation, 1’observation de la plaque
permet d’accéder a la CMI, qui corresponde la plus faible concentration du produit testé capable
d’inhiber la croissance bactérienne. Cette méthode peut étre procédée en suivant la technique de
Bertella et al. (2018) comme suit:

Dans des microplaques de 96 puits ,100ul de la suspension bactérienne (a 105UFC/ml) ont
été inoculés avec 100ul de la dilution antimicrobienne testée. Les concentrations des huiles
essentielles étaient des dilutions en série de deux fois allant de 500 pl/ml a 3,90ul/ml. Aprés 24h
d’incubation a 37°C, la CMI a été déterminée comme la concentration la plus faible de 1’huile
essentielle inhibant la croissance bactérienne visible.

La concentration minimale bactéricide (CMB) c’est la plus faible concentration a laquelle
aucune croissance visible du micro-organisme n’avait eu lieu apres 18 heures de culture a 37°C,
c'est-a-dire une activité 1étale. Cette valeur caractérise 1’effet bactéricide d’un antibiotique ou
d’un extrait.

Pour estimer cette activité d’huiles essentielles, il faut transformer les micro-organismes du
bouillon liquide ou aucune croissance n’a été observée (sur microplaque), dans des tubes a essai

qui contient 9ml d’un nouveau milieu de bouillon MH et les incuber a 37°C pendant 18 heures.
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L'activité antibactérienne des composés pris isolément peut étre estimée par le rapport
CMB/CMI, lorsque le rapport CMB/CMI d’une substance antimicrobienne est inférieur ou égal a
quatre (< 4) cette dernieére est qualifiée de substance bactéricide, cependant si ce rapport est
supérieur a quatre (> 4), alors elle est dite bactériostatique (Traoré et al., 2012).

11-2-3- L’association des huiles essentielles avec les antibiotiques

Deux méthodes sont adoptées pour les tests de la combinaison des huiles essentielles avec
les antibiotiques.
11-2-3-1- La méthode de diffusion sur disque

La combinaison des huiles essentielles avec les antibiotiques peut étre réalisée en utilisant
la méthode de diffusion sur disques décrite Boudjedjou et al.(2018, 2019). Les disques des
antibiotiques sont imprégnés par 10 pl de I’huile essentielle avec une concentration sélectionnée
préalablement. Aprés la période d'incubation, les zones d'inhibition de croissance sont été
mesurées. La combinaison d’HE avec ATB peut donner un effet synergique, additif ou
antagoniste.

Synergique, si l’effet antibactérien de ’association des huiles essentielles avec les
antibiotiques (Ehe+ab - D) est supéricur significativement (p < 0.05) a la somme des effets
antibactériens des huiles essentielles et de I’antibiotique pris séparément ((Ehe — D) + (Eab-D));

Antagoniste, si l’effet antibactérien de [’association des huiles essentielles avec les
antibiotiques Ehe+ab - D) est inférieurs significativement (p < 0.05) a la somme des effets
antibactériens des huiles essentielles et de I’antibiotique pris séparément ((Ehe — D) + (Eab-D));

Si Peffet antibactérien de I’association des huiles essentielles avec les antibiotiques
(Ehe+ab - D) est égal (p > 0.05) a la somme des effets antibactériens des huiles essentielles et de
I’antibiotique pris séparément ((Ehe — D) + (Eab-D)), alors I’effet de I’interaction est additif;

Avec :

Ehe+ab : diamétre de la zone d’inhibition des huiles essentielles en combinaison avec les
antibiotiques.

Eab : diametre de la zone d’inhibition des antibiotiques seules ;

Ehe : diamétre de la zone d’inhibition des huiles essentielles seules ;

D : diametre de disque (6 mm).

11-2-3-2- La méthode de microdilution
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Pour déterminer les interactions de 1’association des huiles essentielles avec les
antibiotiques, on peut suivi la méme procédure utilisée pour évaluer la CMI, avec de légéres
modifications (Rosato et al., 2010).

La dilution de I'HE sera effectuée dans le sens horizontal (de CMI x 8 a CMI x 1/16) et
I’ajout des différentes concentrations d’antibiotiques est fait verticalement avec une gamme de
concentration allant de CMI x 8 & CMI x 1/16, une série de combinaisons de concentration
différente en HE/ATB sera obtenue. L’HE et ’ATB seront également testés séparément sur la
méme microplaque pour la comparaison (témoin positif). Par la suite, la microplague sera
inoculée avec une suspension bactérienne de telle facon a obtenir une charge finale qui est de 5
x105UFC/ mL, puis incubée a 37°C pendant 24 h.

La mesure de l’effet de I’association HE/ATB sera obtenue en calculant I’Indice de

Concentration Inhibitrice Fractionnaire (FICI) selon la formule suivante :

CMI de ' ATBen combinaison |, CMI de I'HEen combinaison

FICI = - . ,
c CMI de I ATB seul CMI de I HE seul

FICI<0.5, synergique.

FICI > 0.5-4.0, Indifférent.
FICI > 4.0, antagoniste.
0,5<FICI <1, Additif.
11-2-4- Analyse statistique

Toutes les mesures seront répétées trois fois dans des expériences indépendantes, et toutes
les valeurs obtenues dans ce travail seront exprimés en moyenne + écart types. L’analyse de la
variance est nécessaire pour tester la signification des effets de différents facteurs qu’on voulait
tester (sexe de I’arbre, souches bactérienne et I’interaction de la combinaison des huiles

essentielles avec les antibiotiques).
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales restent toujours une source inépuisable de substances, de
composés naturels bioactifs et efficace grace a leurs différents principes actifs notamment les
huiles essentielles, plusieurs travaux de recherche sur les huiles essentielles extraites de
plantes aromatiques. Notre étude s'est basée sur l'huile d'une plante appelée Juniperus
therifera. Plus précisément nous sommes concentrés sur I'huile extrait des tiges, tandis que la

plupart des expériences se sont concentrées sur I'huile extraite des graines et des feuilles.

De méme d’autres études de I’association « huiles essentielles/antibiotiques »sont

recommandées afin d’aller plus loin dans la recherche concernant ce domaine.

Nous recommandons également une étude de conception d’une formule médicamenteuse qui
combine entre les antibiotiques et les huile essentielle présentant des effets synergiques en
association et ce dans le but de lutter contre les bactéries manifestant une résistance aux
agents antibactériens.

Sachant que La diversité des compose actifs a pouvoir antimicrobien dans 1’HE rend la rend
résistance microbienne difficile, voire impossible puisque les souches bactériennes ne peuvent
pas opérer des mutations conduisant a des résistances simultanées vis- a —vis de toutes les

molécules bioactives.
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