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Introduction générale

Selon l'organisation mondiale de la sar{teMS), prés de 80% des populations
dépendent de la médicine traditionnelle pour déssste santé primair@©MS, 2009. Des
avantages économiques considérables dans le dpeelept de cette médicine et dans
I'utilisation des plantes médicinales pour le gaient des diverses maladies ont été constatés
(Muthu et al, 2006) .Par conséquent, la recherche des principes actiénfels de la plante

est plus que jamais d’actualité.

La résistance des bactéries aux antibiotiqueseastriie une véritable préoccupation
(Akoua et al ., 2004, Guessenndt al, 2004) Ce phénomene de résistance aux antibiotiques

est général et concerne toutes les especes ban&siet ne cesse pas d’augmenter.

La montée des résistances est due a la prescriptrondérée et souvent inappropriée
des antibiotiques. Administrés a titre curatiti préventif , les antibiotiques favorisent
I'élimination des bactéries sensibles et |lac@n des plus résistantes. La prolifération de
bactéries résistantes est devenue une prédmmupaajeure dans le domaine de la santé.
En devenant insensibles a tout traitement , lasdéries limitent la gamme d’antibiotique
disponible en thérapeutique médicale . La sibmagst d’autant plus alarmante que les
infections causées par les bactéries résistartainent souvent une prolongation de
I'état pathologiques et un accroissement du tdexmortalité .L'acquisition de ces
multiples résistances a engendré une perte ficdieité de I'antibiothérapie pour,

finalement , conduire a une impasse thérapeu(iungh et Barrett, 2006).

Au vu de la propagation du phénoméne de résistaicelu nombre limité
d’antibiotiques en cours de développement, la démde de nouveaux agents antibactériens,

est devenue plus qu’indispensable.

Les plantes, qui ont déja fourni a la médecingagh€utiques majeures, comme
I'aspirine, la morphine, laquinine ou le taxolfreht un véritable potentiel pour la recherche
de molécules a activité antibactérienne. Peu d&Espeégétales sont connues et seule une
minorité d’entre elles est explorée chimiquemeht.résterait entre 300 000 et 500 000
especes de plantes a découiiiNEP- WCMC, 2002)ce qui laisse présager un nombre
conséquent de nouvelles molécules a identifierntiicette vaste biodiversité, les plantes
combinent un ensemble de criteres, qui justiflentegain d’intérét pour I'exploitation de

cette source naturelle.
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Les molécules actives, impliquées dans les mécasigie défense des plantes, sont
issues du métabolisme secondaires. Elles ne pemicpas directement a la croissance des
plantes, mais ont évolué pour leur fournir une gutbn naturelle contre les attaques de
microbes ou d’insectes. Une partie de ces métabaecondaires se concentre dans les sacs
oléiféres, qui sont des poches sécrétrices d’hudlesentielles. L'exploration des huiles
essentielles pour la recherche a activité antidpigtisemble donc étre une voie intéressante
(Prescott et al 1995).

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail deheeche qui a pour objectif
I'évaluation de l'activité antibactérienne des bsilessentielles de quatre espéces a savoir :
Lavandula Stoechas, Thymus algeriensis, Myrtus eonget Artemisia herba-albaet de

leurs HES en association avec les antibiotiques.

Le premier chapitre est une mise au point biblipgrgue décrivant les notions
essentielles a la compréhension de notre travafinition des huiles essentielles, leurs
propriétés, les techniques d’extraction et leuts/ia&s biologiques, les antibiotiques et leur
mode d’action et une description des espéces Jeégetudiées ainsi que des especes
bactériennes utilisées). Le deuxieme chapitre décrméthodologie adoptée. Le troisieme
chapitre consiste a une analyse des résultatsusbttreur discussion. Enfin le manuscrit se

terminera par une conclusion générale.
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I- Les huiles essentielles
[-1- Définition

Les huiles essentielles sont des mélanges natowlplexes de métabolites secondaires
volatiles, isolées par hydro distillation ou papeession mécaniqu@alemba, 2003)Elles
sont obtenues a partir de feuilles, de grainedyalggeons, de fleurs, d’écorces, de bois, de
racines, de tiges ou de fru{Burt, 2004).

Actuellement, prés de3000huiles essentielles séaritds parmi lesquelles environ 300
présentant une importance commerciale dans le cdthpplication pharmaceutique,
cosmétique, agronomique, alimentaire, ou dans meailte de la parfumeridBékkali et al,
2008 ; Tajkarimi et al, 2011).

De nombreuses techniques permettant d’augmententiement de production ont été
développées, comme [I'extraction au moyen de dioxgde carbone liquide a basse
température et sous haute presgantoyoet al, 2005)ou I'extraction assistée par ultrasons
ou micro-ondegKimbrais et al, 2006).

[-2- Compositions chimiques des huiles essentielles

Les compositions chimiques de nombreuses huileentslies sont été décrites. Elles
varient en fonction de différents facteurs, inclulenstade de développement des plantes, les
organes prélevés, la période et la zone géographilgurécolte(Delaquis et al, 2002 ;
Gonny et al, 2004 ; Burt.,, 2004 ; Botiet al, 2006 ; Oussouet al, 2009.Elles sont
constituées généralement de nombreux composéstegatr principalement a deux familles
chimiques : les composés terpéniques et les corm@meénatiques dérivés de phénylpropane.
Les composés terpéniques sont formés d’unités ésaques (en C5) et comprennent les
mono terpenes en (C10), les sesquiterpenes (&Yl lterpénes (C20) et les tri terpénes en
(C 30).ls ont la méme origine meétabolique. Cespédres peuvent étre acyclique,

monocyclique ou bi cycligueg®enegoutaet al, 2005)
[-3- Techniques d’extraction des huiles essentieie

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pourrdietidbn des essences végétales,
cette diversité est due a la variété des matieremipres et a la sensibilité considérables de

certains de leur constituants.
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I-3-1- L’hydro distillation simple

Le principe de I'hydro distillation est celui de dgstillation des mélanges binaires non
miscibles. Elle consiste a immerger la biomassetadg dans un alambic rempli d’eau, que
'on porte ensuite a ébullitioffig.1). La vapeur d’eau et I'essence libérée par le nehtér
végétal forment un mélange non miscible. Les compissd’'un tel mélange comportent
comme si chacun était tout seul a la températurenélange, c'est-a-dire que la pression
partielle de la vapeur d’'un composant est égala @aréssion de vapeur de I'eau. Cette
méthode est simple dans son principe et ne néegesstun appareillage couteux. Cependant,
a cause de l'eau, de l'acidité, de la températiure thilieu, il peut se produire des réactions
d’hydrolyse, de réarrangement, d’oxydation, d’isossion, etc. qui peuvent étre tres

sensibles et conduire a une dénaturation des cangagBruneton, 1999)

Hydrodistillation ou distillation simple

(1)- Chauffe-ballon.

(2)- Mélange.

(3)- Thermométre.

(4)- Réfrigérant oblique.
(5)-Arrivée et Sortie de 1’eau.
(6)- Eprouvette.

(7)- Fleur de lavande.

(8)- Huile essentielle.

Figure 1 : Appareillage utilisé pour I'hydro distillatiofBourrel, 1993).
I-3-2- La distillation a vapeur saturée

Dans cette variante, la matiére végétale n'esepaontact avec I'eau. La vapeur d’eau
est injectée a travers de la masse vegétale disposéles plagues perforées. La distillation a
vapeur saturée est la méthode la plus utiliséehaute actuelle dans l'industrie pour
I'obtention des huiles essentielles a partir detgla aromatiques ou médicinales. En générale,
elle est pratiquée a la pression atmosphérique sonavoisinage et a 100°C, température
d’ébullition de I'eau. Son avantage est que ledralions de I'huile essentielle recueillie sont
minimisées(Wichtl et Anton, 2003). Pour certaines productiontaande, menthe on
utilise des alambics mobiles qui sont en fait desnes de récolte congcues pour étre
intercalées par l'agriculture, aprés remplissagesdun montage de distillatidgBruneton,
2008).
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A,.—-" ‘\H\
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Figure 2 : schéma du montage de distillation a vapeur saf@emeton, 2008).
[-3-3- L’hydro diffusion

Elle consiste a pulvériser de la vapeur d’eau\ietsla masse végétale, du haut vers le
bas ainsi le flux de vapeur traversant la biomagggtale est descendant contrairement aux
techniques classiques de distillation dont le figxvapeur est ascendant. L'avantage de cette
techniques est traduit par I'amélioration quahtatiet quantitative de [I'huile récoltée,

I'’économie de temps, de vapeur et d’énefBiessereau, 2007).
I-4- Les huiles essentielles et leur activité antiitrobienne

L’objectif principal de cette partie est la présgitn de I'action antimicrobienne des
huiles essentielles, des mécanismes d’action deareposés sur les microorganismes et de
certains facteurs déterminant cette activité. dwacfion des huiles essentielles est utilisée
depuis des siécles mais n'a été reconnue que réeemiécouverte scientifiguement au
début du XX™ siécle par le Dr. Gatte Fossé, son utilisatiorststEveloppée pour devenir
depuis une trentaine d’années une véritable atigenaux antibiotiques lors des infections.
Cette fonction antibactérienne s’exerce de deux iénes différentes selon les

microorganismes :
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- Soit I'huile essentielle a une activité Iétalelmactéricide : elle rend perméable la membrane
du microorganisme, provoquant une fuite d’ions psitam K+, ce qui implique la perte de

I'osmose chimique de la cellule, suivie de sa mort

-Soit elle a une activité inhibitrice ou bactétaigjue : elle empéche la croissance du

microorganisme.

Les molécules des huiles essentielles qui perntettdte activité antimicrobienne sont
les terpenoides, grace a leur solubilité en phgseuse et a leurs propriétés lipophiles. Parmi

les plus efficaces sont les alcools, les phéndissatldéhyded (Afssaps, 2008).

C’est ainsi que l'action des huiles est le résultat’effet combiné de leurs composés
actifs et inactifs. Ces derniers (composeés ingcfifigurraient influencer la disponibilité
biologique des composeés actifs et plusieurs conmpesactifs pourraient avoir un effet
synergique (Azalenko, 2005) Les proportions des différents constituants d’uméle
essentielle peuvent varier de fagon important aoutong du développement aussi les chimio-
types ou races chimiques sont tres fréquentes.

De fait de la variabilité des quantités et des ifales composants des HES, il est
probable que leur activité antimicrobienne ne pai$ attribuable a un mécanisme unique,
mais a plusieurs sites d’'action au niveau cellal@arson et al, 2002).L’'action des huiles
essentielles s’exerce sur un large spectre der;téncluant Gram positifs et Gram négatifs.
La structure de la paroi cellulaire des Gram pigsiéis rend toutefois plus sensibles a 'action
des huiles essentiell¢Burt, 2004). De facon générajél a été observé une diversité d’action
toxiqgue des huiles essentielles sur les bactémesme la perturbation de la membrane
cytoplasmique, la perturbation de la force motdeeoroton, fuite d’électron et la coagulation
du contenu protéique des cellules. Le mode d’actemhuiles essentielles dépend en premier
lieu du type et des caractéristiques des compesactifs, en particulier leur propriété
hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans Iléldocouche phospholipidique de la
membrane de la cellule bactérienne. Cela peuirdun changement de conformation de la
membrane, une perturbation chémo-osmotique etfuiteed’ions (K+). Ce mécanisme a été
observé avec 'huile de I'arbre a thé sur lesdraes (G+) Staphylocoques aureust (G-)

(E. coli) et levure Candida albicankin vitro (Carsonet al, 2002).
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lI- Les antibiotiques
[I-1- Définition des antibiotiques

Les antibiotiques sont des composés antimicrobetnsont plutét des substances
naturelles que synthétiques. lls sont produits ynarlarge éventail de micro-organismes
fongiques et bactériens. Un grand nombre d’'anfipies a été identifié en milieu naturel,
mais moins de 1% sont médicalement utiles. Cepéndanx qui le sont ont eu un impact
déterminant sur le traitement des maladies infeséis. Beaucoup d’antibiotiques naturels ont
éte structurellement modifiés en laboratoire, pmugmenter leur efficacité formant ainsi, la
classe des antibiotiques semi-synthétiq(adigan et Martinko, 2007). Mais toutefois
chaque antibiotique a une spécificité d’actionniegissent pas sur les vir(lSigarella, et al,
2007).

[I-2- Classification des antibiotiques

Pour pouvoir mieux connaitre les antibiotiques afirils soient utilisés a bon escient,

on a procédé a leur classification selon certaiiares:

* Les antibiotiques ayant une méme structure chinsiga@el’'origine de leur mécanisme
d’action, se classent dans une méme famille;

* Au sein d'une méme famille, les antibiotiques peuvee différencier par leur spectre
d’activité et sont réunis alors dans des groupes;

» Au sein d'un méme groupe, l'activité antimicrobienest identique mais les antibiotiques
peuvent se différencier par leur propriété pharrwagque ou leur tolérancéralbert et

al., 2009)On a 5 grandes familles des antibiotiques :
a. p-Ictamines

Les béta-lactamines constituent la famille d’adfiiojues la plus utilisée en
antibiothérapie. lls représentent une vaste fandilétibiotiques bactéricides qui possédent

comme structure de base le cycle béta-lactdime3) (Laurent, 2009)
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Figure 3: Noyau du béta lactame.
b. Glycopeptides

Les antibiotiques importants que renferme cetteillansont la Vancomycine et
Teicoplanine. Ces deux molécules n'agissent quéesubactéries a Gram positif en inhibant

la synthese du peptidoglycane et donc la croissdesdactérie@viouton et al, 2000).
c. Aminosides

Leur structure est a base de sucres aminés Legigai@s molécules sont :
Streptomycine, Gentamicine, Netilmicine, Tobramgc¢irAmikacine. Est un antibiotique
bactéricide. lls se fixent de facon irréversible Biribosome des bactéries et inhibent la
traduction en provoquant des erreurs de lectutA&8N messagefArchambaud, 2009)

d. Macrolides

Les antibiotiques macrolides sont caractérisédepaycle lactone relié aux molécules
de sucres. Il y a une grande variété dantibiotqueacrolides, le plus connu est
I'érythromycine. Il est un inhibiteur de synthesemtotéine au niveau de la sous-unité 50S du

ribosome (bactériostatiqguedladigan et Martinko, 2007).
e. Quinolones

Les quinolones sont des antibiotiqgues bactéricaldarge spectre, on distingue les

antibiotiques de:
- 1ére génération : Acide nalidixique ;
- 2éme geénération : fluoroquinolones : Norfloxaci@foxacine, Ciprofloxacine ;

- 3éme génération : Lévofloxacine, Moxifloxacine.
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lls sont trés efficaces contre les bactéries eqiés commeE. coli et Klebsiella
pneumonieet contreHaemophilus Neisseria Pseudomenas aeruginosa d’autres bactéries
pathogenes Gram négatives, ainsi que les Gramiyassiklles questaphylococcus aureus
Streptococcus pyogenesMycobacterium tuberculosidls sont utilisés dans le traitement des

infections du systéme urinai(Brescottet al, 2007)
[I-3- Les effets des antibiotiques sur la croissamcdes bactéries

L’antibiotique exercera son action qui pourra @ieedeux types de modalité:
[I-3-1- Bactériostase

» La Bactériostase correspond a un ralentissemetd deoissance bactérienne, pouvant
aller jusqu'a l'arrét de la croissance. Ceci netvgue si la bactérie était en phase de
croissance avant le contact. Dans le cas contuaieeabsence de développement peut aussi
correspondre a une augmentation tres prononcéanthstde latence

 La Bactériostase peut étre étudiée en milieu liguigar exemple par un suivi
photométrique de la croissance des micro-organigngsrésence de concentrations variées
d’antibiotiques(Gaudy et Buxeraud.J ,2005)

11-3-2- Bactéricide

« Certains antibiotiques provoquent, au-dela d’'uméeagee concentration seulil, I'apparition
d’'une mortalité bactérienne. L'effet peut étre pndjpnnel a la concentration d’antibiotique
(le plus souvent jusqu'a une concentration au-dgieliquelle il n'y a plus d’accroissement de
la totalité) I'effet est de type. « tout-ou-rienla vitesse de la mortalité est maximale des que

la concentration seuil de bactéricide est attgi@tudy et Buxeraud.J ,2005)

Dans le premier cas on parlera de mortalit¢ dépgadde la concentration (ou
«concentration dépendante») ; dans le second cpartara de mortalité dépendante du temps
d’expression a I'antibiotique (ou «temps dépendafawvrage collectif de I'association des
professeurs de bactériologie-virologie hygiene hosaliere des facultés de médecine)

livre de bactériologie.
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II-4- Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques se différencient des antisepsqoar leur mécanismes d’action, ils
agissent a un niveau précis des structures baumé@se dénommé site d’action. L'action d’un
antibiotique est le résultat des interactions osyaa-antibiotique d’'une part et antibiotique-
bactéries d’'autre part. Pour résumer ces derniénespeut dire que pour étre actif, un

antibiotique doit :

» Pénétrer jusqu’a sa cible bactérienne ;
* Ne pas étre inactive ;

« Etre capable de se lier a sa cible.
Les quatre cibles principales bactériennes sont :

a. La paroi : inhibition de la synthése de la paroi bactériefir@a-lactamines, glycopeptides,
fosfomycine)(Talbertt et al, 2009)

La pénicilline et les antibiotiques chimiquemenpa@ntés empéchent la réaction de
transpeptidation qui est une étape importante dassemblage du peptidoglycane, le
polymére de la paroi cellulaire. Ceci entrainerdéaifisation de la paroi cellulaire, notamment
chez les micro-organismes Gram positif. Les miaganismes vivant généralement dans un
environnement osmotiquement hostile, et ceux quorduune paroi défectueuse, pourront
absorber de I'eau et éclater ou se lyser. Les hest&ram négatives ont tendance a étre
moins sensibles a la pénicilline car leur envelopgterne empéche I'antibiotique d’atteindre

la couche de peptidoglycane de la cel(ierry et al, 2002)

b. La membrane cytoplasmique: inhibition de la synthése de la membrane (polyimgs)
(Talbert et al, 2009)

La polymyxine et la tyrocidine sont tous deux, desibiotiques polypeptidiques qui
alterent les membranes cellulaires. Les deux sootuites par des bactéries du genre
Bacillus La tyrocidine est un ionophore, qui perturbe danpeabilité sélective en formant des
canaux a travers la membrane cellulaire, entraiteargerte de cations monovalents. Par
conséquent, le microorganisme ne peut établir deefproton motrice, et le transport vers
I'intérieur ou l'extérieur de la cellule est altéréa polymyxine provoque des dommages
similaires a la membrane cytoplasmique. Les arttdpies peptidiques ne sont pas ingerés
mais sont appliqués par voie externe pour traies iehfections de la peau. Les enzymes
présentes dans le tractus intestinal sont capdbleegrader ce type d’antibiotiqué@=erry et
al., 2002)

10
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c. Le chromosome: inhibition de la synthése de I'ADN (quinolone§)albert et al,
2009)es quinolones inhibent 'ADN gyrase et interfereminsi avec la réplication, la

réparation et la transcription de I'’AD{Rrescottet al, 2007)

d. Le ribosome : inhibition de la synthése protéique (cyclines,iragides, macrolides)
(Talbert et al, 2009)

Les antibiotiques antibactériens qui inhibent latsgse protéique, le font par fixation
au ribosome bactérieffrerry et al, 2002) Dans certaines situations cliniques, I'assoamtio
de deux antibiotiques ayant des sites d’actionmditt sur la bactérie permet d’obtenir une
meilleure efficacité thérapeutiqu@albert et al, 2009)Les antibiotiques les plus sélectifs
sont ceux qui interferent avec la synthese desipdractériennes (les pénicillines, les
céphalosporines, la vancomycine et la bacitraci@e¥ produits Ont un indice thérapeutique
élevé parce que les parois bactériennes possédenstiucture unique inexistante dans les

cellules eucaryote@rescottet al, 2007)
[I-5- Résistance aux antibiotiques

Les antibiotiques ont été qualifiés de « médicamemtacle» car ils provoquent une
spectaculaire guérison pour des maladies, autrefomsidérées comme incurables.
Cependant, un probléme a surgi apres leur usagérajisé. L'utilisation intensive de la
pénicilline comme agent chimio thérapeutique a aitralI'évolution de souches bactériennes
pathogenes qui sont devenues insensibles au méshtarorsque la pénicilline G fut
nouvellement introduite, toutes les souchesStEphylococcus aureutaient théoriqguement
sensibles au médicament. Apres seulement dix aas, plupart des infections
staphylococciques acquises en milieu hospitaliaiedt dues a des souches résistantes a la
pénicilline (Perry et al, 2002).

Les bactéries deviennent résistantes aux antimemebpar différentes maniéres,
quelques micro-organismes sont naturellement eggstmais d’'autres, ont une résistance

acquise.
[1-5-1- La résistance naturelle

L’organisme peut perdre la structure que l'antilojo¢ inhibe, comme c’est le cas
pour les mycoplasmes qui perdent les parois celisiaet ne sont donc pas affectés par la
pénicilline (Perry et al, 2002) De méme, la pénicilline G ne peut pas atteindrpdroi de
nombreuses bactéries Gram-négatifs parce qu'ellpeng pas traverser la membrane de

I'enveloppe extern€Prescottet al, 2007) La structure de la paroi cellulaire et la membran

11
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cytoplasmique d’'un organisme peut étre imperméablm antibiotique, c’est I'exemple de
mycobactéries qui sont résistantes a beaucoup déanéents car ils ont a I'extérieur du
peptidoglycane une couche lipidique complexe rieheacides mycolique@rescott et al,
2007)

[I-5-2- La résistance acquise

Elle apparait avec I'emploi en thérapeutique ddgiques chez un certain nombre
d’especes bactériennes initialement sensiblese Gétlistance est évolutive : elle varie en
fonction du temps, de la localisation (épidémie)etl’utilisation des antibiotiques qui ne
provoguent pas la résistance mais qui sélectionlesnbactéries résistantes. Les génes de
résistance peuvent étre acquis par transformatien gdnes étrangers provenant de
chromosomes d’autres especes ou étre portés paréldawents mobiles (transposons,
Intégrons)(Vaubourdolle., 2007)

Certaines bactéries deviennent résistantes auli@igues en acquérant un fragment
d’ADN, appelé plasmide, donné par une bactériestaésie. De plus, elles peuvent transmettre
cette propriété a des bactéries d'especes difigseptar transfert de ces plasmides. La
résistance acquise ne se manifeste donc que che&anseindividus de la population
bactérienne. En milieu hospitalier, ou on utiligersbmbreux antibiotiques, ce phénomeéne est
bien connu .On a le risque d’apparition des bassémultirésistante@-igarella et al.,2007)
L’acquisition de la résistance peut aussi résultene mutation chromosomique responsable

de la modification ou de la perte d'un gene poueanttainer:

- Une modification de perméabilité a un ou plusseantibiotiques;

- Une moadification de la cible pariétale ou intdadaire (Vaubourdolle., 2007)
[I-6- Mécanismes de résistance

a. L’exemple le plus connu est I'hydrolyse du noyaiiactame de nombreuses pénicillines
(Prescottet al, 2007) par la souch&taphylococcus aurewgii produise la pénicillinase, une

enzyme qui détruit la molécule de pénicilliiRerry et al, 2002)

b. Il existe un autre mécanisme qui explique la nocumulation de I'antibiotique a
l'intérieur de la bactérie ; c’'est I'excrétion olefflux actif. L'antibiotique rentre dans la
bactérie, mais, avant qu'’il puisse se fixer sucibe, il est pris en charge par des protéines
membranaires et excrété vers I'extérieur de laévgc{ex: Pseudomenas aerugings&e

systeme fonctionne avec une protéine de la memhrgoglasmique qui est le transporteur

12
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ou la pompe, une protéine de la membrane externdogue le canal d’excrétion et une

protéine périplasmique chargée d'assurer la liagstre les précédentéSaudy et al, 2005)

c. Une accumulation graduelle de mutations sur I’ABNromosomique peut rendre les

structures cellulaires inaptes a la fixation datilsiotique ou d’'un autre composé chimique.

Par exemple, le géne pour la synthése de la trptidpse chez le staphylocoque peut muter
de telle sorte que I'enzyme ne se lie plus a lacikne (Perry etal., 2002)

Un traitement massif aux antibiotiques favorisdédgeloppement et la propagation de
souches résistantes car Iantibiotique détruit leactéries sensibles qui pourraient
habituellement concurrencer les souches résistdresonséquence peut en étre I'émergence
de germes pathogénes résistants conduisant a tinéestion. Les surinfections constituent
un probléme important en raison de l'existence @etdries multirésistantes souvent
responsables d’infections respiratoires et urisargsistantes aux antibiotiqué®rescott et
al., 2007)

Le dosage conseillé correspond généralement aul skefficacité du produit

antimicrobien (avec une marge de seécuffgjarella etal ., 2007)
[ll- Présentation des espéces étudiées

[lI-1- Les especes végétales

[lI-1-1- L’'espéce Lavandula stoechas.

Lavandula stoechasst communément appelée lavande des stoechaslalesde
maritime ; lavande papillon ou lavande a toujigt 4). Elle a été historiquement la premiére
lavande a étre formellement décrite et elle essidadavande dont le territoire géographique
est le plus vaste.Gll, K.S., Linseed. Publications and Information Dvision, Indian

Council of Agricultural Research, 1987).
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Figure 04: Lavandula stoecha&siray et al, 2008).

[11-1-1-1- Position systématique
Régne :Plantae.

Division : Magnoliophyta.
Classe :Magnoliopsida.

Ordre : Lamiales.

Famille : Lamiacées.
Sous-famille :Nepetoideae.
Genre: Lavandula.

Espece lavandula stoechas
[11-1-1-2- Description botanique

Lavandula stoechase présente sous la forme d’'un arbrisseau ou loliisson tres
aromatique et tres ramifié pouvant atteindre unrenéle haut avec une lourde odeur
semblable a celle du pin. Les feuilles opposéez-dem de long sont sessiles, tomenteuses,
oblongues, lancéolées, linéaires, étroites et rbéms sur les bords et sont souvent grises. Les
inflorescences de coupe carrée sont sessitgapactes et sur montées d’'une couronne de
bractées florales violettes, élargies, stérilegvales ou spatulées de 1 a 2 cm de longueur.
Les bractées fertiles sont largement ovales a db®w&u trilobées, brievement acuminées,

membraneuses, veinées et plus courtes que le.chicEalice est sessile, a treize nervures
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avec des lobes moyens modifiés en un appendic€okalle est de couleur violet foncée ou
mauve( Ghazi et Sahraouj. 2014).

Les fruits sont sans intérét économique rnentous ceux de la famille .lls permettent
cependant la production de graines. Les taxons @gedtionStoechas'hybrident facilement
pour donner de nombreux taxons variant. Contrainrtraebeaucoup d’autres lavandes, cette
lavande préfere les sols siliceux et les terragides. Elle supporte la mi ombre et tolere le
froid jusqu’a -5°C. La floraison, plus précoce queez les autres lavandes, se déroule d’avril

a mai puis en automr{&iray et al., 2008).
[1I-1-1-3- Utilisation médicinale

Lavandula. Stoechasst une espéce végétale bien connue et utilisevers toute la
région meéditerranéenne pour ses vertus médicinélks, était utilisée par les médecins
musulmans qui la considéraient comme céphaliqueigite), résolvante, désobstruant, et
carminative. lls la prescrivent pour lutter contdes infections pulmonaires et pour
I'expulsion des humeurs bilieuses et flegmatiquEle est également utilisée comme
insectifuge(Heywood, 1996).

La plante est également utilisée dans la médempelgire comme antispasmodique
dans les douleurs des colique#0], expectorante, stimulante et pour les différenteadies
du systeme nerveux central, comme ['épilepsie ehifraine. Elle est appelée le balai du

cerveauHeywood., 1996).

Elle est d’ailleurs utilisée sous forme de fumigatpour soigner "le mal des sinus”
(Hornok,.1992).

Cette lavande a aussi des effets positifs sur laies les infections urinaires, les

maladies cardiaques et 'eczénGr(e., 2001).

Finalement, elle possede également des vertuséanglgs, sédatives, antiseptiques et
antimicrobiennes En Algérid,. stoechasest tres connue sous le nom local "Halhal" et est
largement distribuée a travers toute la périphgoiel du pays. Dans la médecine populaire
algérienne, les parties aériennes, surtout lesragtences, sont utilisées comme un agent
antiseptique et stimulafHodek et al, 2002) Dans la cuisine, elles sont également utilisées

comme herbe culinaire pour préparer un type pdigicde couscous
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[1I-1-2- L’espéce Thymus algeriensi®Boiss & Reut:

L'origine du nom est sujette a diverses interpigitat Thym proviendrait du mot latin
"Thymus qui signifie "Parfumé”, Thym a partir du mot gréthumo$ qui signifie parfumer

a cause de I'odeur agréable que la plante dé@agge, 2005).

Le thym fait partie du genféhymusdéfini comme un ancien groupe tertiaire, ayant son
origine dans le sud-est de 'EspadRariente., 2001).

L’Algérie est connue par sa richesse en plantesaimédes a cause de sa superficie et
sa diversité bioclimatique. Le thymus comprend iplus espéces botaniques réparties sur
tout le littoral et méme dans les régions interjussju’aux zones arideNickavar et al,
2005).

[11-1-2-1- Classification taxonomique
Thymus algeriensisst une espéce qui appartient a :
Regne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Classe Magnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille :Lamiaceae
Genre ;Thymus
L’espece:Thymus algeriensis Boiss & Reut
[11-1-2-2- Description morphologique :

Thymus algeriensigst un sous arbrisseau pouvant atteindre plus denR8e long,
d’'une odeur forte, aromatisant tres agrédfide 5). Cette plante est composée de :

Tige : ligneuse et rameuse, gréleplus ou moins dresséelee, recouverte de feuilles
opposée¢Belhadi etAyat, 2011).

Feuilles : Elles sont florales sessiles ou courtement pétoléécussées, Les thyms possedent
de petites feuilles recourbées sur les bords dkgouerte foncée, et qui sont recouvertes de
poils et de glandes appelées *trichomes*. Les adrnuks contiennent I'huile essentielle

majoritairement composée de mono terpéBesoet al, 2006).
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Fleurs : Elles sont rosées, elles sont forme gréle a flegsspetites d'environ 5 & 6mm. Epis
floriferes courts et étroits ne dépassant guerel25"m, elles groupées en épis, de couleur
violette, pale, avec quatre étamines didyna(@es/, 2005; Sotcetal., 2006).

Figure 05 : Thymus algeriensien stade de floraison.

I11-1-2-3- Utilisation médicinales

Le thym est utilisé comme aromate en cuisine etnaenplante médicinale, dans les
tisanes ou méme dans les bonbons. En tisanet & seigner les infections respiratoires. Une
tisane de thym est également efficace pour dréénieie, ce qui fait qu'il est recommandé par
la naturopathie pour les personnes subissant un@athérapie, traitement trés destructeur

pour le foie(Djerroumi et Nacef., 2004).

Recommandée contre tous les types de faiblesseéndejuée pour les crampes
d'estomac, les inflammations pulmonaires et lepifadions, ainsi que les affections de la
bouche, les contusions (Iésion produite par un caoms déchirure de la peau), les accidents

articulaires et la cicatrisation des plaies et diesgulsion des gaz intestinafi{dans., 2007).

Il est considérée aussi comme l'un des remededgigsules plus utiles et efficaces,
dans le traitement des affections respiratoireeume, grippes, et angine. C'est aussi un
excellent calmanfYakhlef., 2010).
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[11-1-3- L’espéce Myrtus communisL.
[11-1-3-1- Description botanique

C’est un arbuste de un a deux meétres de hautedoyissons denses d’un vert brillant
(fig. 6). Il se remarque par ses fleurs blanches tres owvettses nombreuses étamines en

touffe ébouriffée. Son odeur aromatique forte etipadiere est I'un de ses traits de caractere.

Figure 06: Myrtus communis.

La plante renferme de nombreuses poches sécr&ttcesit au niveau des feuilles. Ces
dernieres sont ovoides lancéolées, 2 a 3 fois Iplugue que larges, a nervation pennée
persistantes, opposées, a tres court pétiole,ceariat d’'un vert brillan¢ Barboni., 2006 ;
Quezel et Santa., 1963).

Les fleurs apparaissent au début de I'été ; ethas grandes 10-15 mm ; solitaires sur
un long pédoncule a l'aisselle des feuilles et tdsrantes et pourvues a la base de bractées
trés petites, rapidement caduquBarponi., 2006 ; Quezel et Santa., 1963).

Les fruits sortent a I'automne, ce sont des baiesdes 6-8 mm noires bleuatres a peau
charnue, conservant a leur partie supérieure Eegau calice. Ces fruits sont comestibles

mais apres et astringengafboni., 2006 ; Quezel et Santa., 1963).

Les rameaux sont de taille fine de couleur vertesguiransforme rapidement en brun

orangé,pubescents dans leur jeunéBaeboni, 2006; Quezekt Santa., 1963).
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[11-1-3-2- Position systématique
Regne :Plantae

Sous-regne Eucaryotes
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe :Dicotylédones

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae.

Genre : MyrtusL.

Espéce :Myrtus communis.

Nom vernaculaire : Rayhan, Mersin
[11-1-3-3- Utilisation médicinale et traditionnelle

Le Myrte est utilisé pour lutter contre les bronehiet les dilatations bronchiques, les
catarrhes muco-purulentes des voies respiratotresiraires, la tuberculose pulmonaire, la
rhinorrhées, la sinusite, les otites, les diarrhéss prostatites, et les hémorroides. Elle est
connu également par leur effet hypoglycémigBabaAissa.,1999 ; Mimica-Dukicet al.,
2010).

I11-1-4- Présentation d’Artemisia herba-albaAsso

L’ Artemisia herbaalba (armoise herbe blanchf)g. 7) a été décrite par I'historien grec
Xénophon, deés le début du IVe siécle av. J.-C.,sdms steppes de la Mésopotamie
(Khireddine, 2013). C’est une plante essentiellement fourragére, topséaiée par le bétalil
commepaturaged’hiver. Elle présente une odeur &arsiique d’huile de thymol et un godlt

amerd’ou son caractére astringent.

Plusieurs noms sont attribués &rtemisia herba alba Assothym des steppes,
absinthedudésert. En Afrique du Nord et au Moyeie/@r on I'appelle, en communément,
(chih) ou (CHIH KHERSANI) selon les régionsAltemisia herba alba Assest bien connue
depuis I'Antiquité. Elle est citée dans la Biblglasieurs reprises avec le nom hébreu. Le nom
anglais Wormwood (attribué atoutes les armoises) didusion a son pouvoir vermifuge

bénéfique pour I'homme et lebét@essai, 2011)
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Figure 07:I'espéceArtemisia herba-albalans son milieu naturel au début de la saison de
floraison(Messai, 2011).

[11-1-4-1- Description botanique

L'Armoise herbe blanche est une plante herbacigges ligneuseéPottier, 1981),ces
tiges sont rigides et droitd€oline, 2002)et ramifiées, de30a50cm, tres feuillées avec une
souche paisse. Les feuilles sont petites, sesgild®scentes et a aspect argenté. Les fleurs
sont groupées en grappes, a capitules tres péliteHmm) et ovoides. L'involucre est a
bractées imbriquées, les externes orbiculairesile¢grentes. Le réceptacle floral tenu avec 2
a 5 fleurs jaunatres par capitule toutes hermajteo(Pottier, 1981).Elle se distingue par
une odeur caractéristique d’huile de thymol et oatgamer d’'ou son caractére astringent
(lucn, 2005). Ses caractéristiques morphologiques et physiolegidant d’elle une espéce
bien adaptée aux conditions climatiques aridesdib@rphisme saisonnier de son feuillage
lui permet de réduire la surface transpirante étitér ainsi les pertes d’eabdrvhivhi et al,
2004).

[11-1-4-2- Position systématique de I'espécArtemisia herba-alba

Artemisiaest le nom de genre des armoises, il provientetlé de la déesse grecque
de la chasse Artémis; herba-alba signifie herbedbla(Messai, 2011).La classification
botanique de I'espédk. herba-albaest résumée dans le tableau ci-dessous.

Phylum : Angiospermeae.
Sous-phylum :Dicotylédones.

Ordre : Gampanulatae.
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Famille : Asteraceae.

Sous-famille :Asterioideae.

Tribu : Anthemideae.

Sous-tribu : Artemisiinae.

Genre : Artemisia.

Espéece :Herba alba.

Nom binominal : Artemisia herba alba (Asso).

Nom vernaculaire algérien : Chih ; Francais :Armoise blanche.
[11-1-4-3- Utilisation traditionnel

L’ Artemisia herba albaest trés utilisé en médecine traditionnelle lonsnddésordre
gastrique tel que la diarrhée et les douleurs abues. Elle est aussi utilisée en tant
queremede de l'inflammation du tractus gastro-timak (Gharabi, 2008) De loin le plus
frequemment cité est |'utilisation dé\ftemisa herba-albaAsso dans le traitement du diabete
sucré (Twaijha et Al-badre, 1988). Plusieurs études scientifiques ont également prouve
I'efficacité de I'armoise blanche en tant qu'agantidiabétique, antiparasitaire, antibactérien,
antiviral, antioxydant, anti malarien, anti pyréigg anti spasmodique et antihémorragique
(Boudjelal., 2013).

[1I-2- Les especes bactériennes
[lI-2-1- Staphylococcus aureus
[11-2-1-1- Description morphologique

Les Staphylococcusont des cocci a Gram positif de la famille dsrococcaceae
parmi les 43 especes dsetaphylocoquedécrites,S. aureusest une espece particuliere. Elle
suppose aux autres especes d’'un point de vue pipénet et cliniqueS. aureugproduit une
enzyme appelée coagulase (capable de coaguleade@) qui la distingue des autres especes
regroupées en staphylocoques a coagulase négatefdermidis, S. lugdunensis, S. wayner
(Pfalleret et al ., 1988).

Les staphylocoquespparaissent le plus souvent en amas dits en grappeaaisin

(terme issue du Grec : Staphyle qui veut dire geapp
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Figure 08 La forme des cocci staphylocoques.

[11-2-1-2- Classification

Selon la 9™ du bergy’s Manuel of systimatic Bactiriology, I8saphylocoques sont

classés parmi les bactéries a Gram positif palemgsC, dans le phylum des firmicutes.
Régne :Bacteria

Phylum : Firmicutes

Classe Bacilli.

Ordre : Bacillales.

Famille : Staphylococcaceae.

Genre : Staphylococcus.

Espéce Staphylococcus aureus

[1I-2-1-3- Pouvoir pathogéne :

Les staphylocoquesont des bactéries impliquées dans des patholegigses et de
degrés de gravité divers. Elles sont un des premaggents responsables d'infections
nosocomiales (infections contractées en milieu iaggEr) mais elles peuvent aussi étre
contractées en dehors de I'hépital (infectionssditemmunautaires). Leur habitat naturel est
'homme et l'animal. Elles font partie de la flomutanée naturelle et colonisent
particulierement les muqueuses externes. Cependas, bactéries sont fréguemment
retrouvées dans l'environnement (eaux non-traitéels, objets souillés). Les traitements
visant a éradiquer les infections sont difficilear de nombreuses souches sont multi
résistantes aux antibiotiques. Selon les serviospitaliers, ces dernieres représentent entre
20 et 50% des souchdPfalleret et al., 1988).
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Toutefois, S. aureus (Staphylocoque dormégt la souche dstaphylocoquda plus
frequemment rencontrée en pathologie humaine eériaéire. Elle partage avec la
bactérieEscherichia colie triste privilege d’étre au premier rang des gegsmesponsables
d’infections nosocomiales (infections contractéed’hépital). En FranceS. aureugst
egalement en téte des bactéries responsablesxitiations alimentaires.Pfalleret et al.,
1988).

[11-2-2- Escherichia coli :
[11-2-2-1- Description morphologique

L’ E.coli est un membre de la famille dEsiterobacteriaceaelLe genreEscherichia
rassemble des bacilles droits, non sporulés, immaimii mobile a coloration de Gram
négative, Aéro-anaérobies facultatfisuzéby, 2004).Ces bactéries sont catalase positive et
nitrate réductase positiyee Minor et al, 1990).
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Figure 09: La forme des bacilles d&l coli (Le Minor et al, 1990).

E. colise développe en 24 heures a 37°C sur le milimsgé&n donnant des colonies
rondes, lisses a bords réguliers, de 2 a 3 mdiasieetre non pigmenté¢avril et al,1992).
Les Escherichia coli présentent une taille de n8 (Boulahbal et al, 2009).Elles font

parties de la flore commensale de ’'homme et desaux a sang chau@&uzéby, 2011).

Le bacille Bacterium coli commune a été décritrplaupremiere fois en 1885 apres
avoir été isolé dans les selles de nourrissonsI'agemand THEODOR ESCHERICH.
Castellani et Chalmers proposent de renommer tettéerieEscherichia coli(Grimont.,
1987).Escherichia colia la particularité de coloniser le tractus gastintestinale dans les
premiers heures de la vie et ils reprisent pre8@é de la microflore aérobighebru,
1988, Nataroet Kaper, 1988 ; Vernozy, 2001).
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[11-2-2-2- Classification d’Escherichia coli (Boulahbalet al, 2010).
Regne :Procaryotae.

Domaine : Bacteria.

Phylum : Proteobacteria.

Classe :Gammaproteobacteria.

Ordre : Enterobacteriales.

Famille : Enterobacteriaceae.

Genre :Escherichia.

Espéece Escherichia coli.

[11-2-2-3- Pouvoir pathogéne

Escherichia coliest un agent ubiquiste faisant partie de la flgastro- intestinale
normale des mammiferes et la plupart des souchesali sont inoffensives. Par contre
certaines souches ont réussi a acquérir des astispécifiques leur permettant une adaptation
a des nouvelles niches et leur offrant la capatdtéauser diverses maladiEscherichia coli
est donc une cause importante de maladie, et cediailement et chez la plupart des
mammiféres. Ces attributs spécifigues sont la ptupa temps encodés aux niveaux
d’élément génétique qui peuvent étre mobilisés différentes souches afin de créer des
nouvelles combinaisons de facteurs de viruldiaper et al, 2004).Certaines souchesE.
coli peuvent étre pathogenes entrainant alors desogasitrites, infections urinaires,
meéningites, ou septicémi¢Barbouche, 2011) Les principaux pathotype chez les animaux
de consommations sont I& coli entéro-toxinogéne (ETEC)E. coli entéro- pathogéne
(EPEC) ;E. coli producteur de toxine Shiga (STEC) ou verotoxineg@ATEC) ; etE. coli
extra- intestinaux (EXPEQ)-raibrother et Nadeau, 2010).

[lI-2-3- Pseudomenas aeruginosa
[11-2-3-1- Description morphologique

Pseudomenas aeruginoss présente comme un fin bacille (0.px3 asporulé et
acapsulé, son extréme mobilité est di a une cdiéapolaire en général monotriche, gram
négative, il possede souvent des granulationsfphtesment coloréeéC. Lilet ; J Bourdon;

B Toma ; N Marchal et C. Balbastre 1983)
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Figure 10 : Pseudomenas aeruginofhilippon et Lalande, 2005).

Pseudomenas aeruginogst une bactérie trés peu exigeante se multipBantdes
milieux synthétiques simple. Sur gélose apparaisses colonies de quelques millimeétres de
diametre, plates ou surélevées, opaques, a sasaez dépolie, limite par un bord régulier ou
finement dentelé, prenant en vieillissant des tefieétalliques. On peut aussi observer des
formes rugueuses ou des formes muqueuses. Lesidis®os sont fréquentes. En 2 a 4 jours,
on assiste souvent a un bleuissement ou verdissetagmilieux de culture di aux pigments
diffusibles élaborés par la bactérf€. Lilet; J Bourdon; B Toma; N Marchal et C.
Balbastre., 1983)

[11-2-3-2- Classification :
Domaine: Bactéria.

Phylum: Proteobocteria.
Classe: Gammaproteobacteria
Ordre: Pseudomenadales
Famille: Pseudomenadaceae.
Genre: Pseudomenas.

Espece Pseudomenas aeruginog®rescottetKlein, 2003).
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[11-2-3-3- Physiopathologie :

Pseudomenas aeruginopassede un grand nombre de facteurs de virulen@ajain
réle dans la location, la survie de la bactéri€im¢asion des tissus. Il possede des pilis de
type IV permettant I'adhésion aux épithéliums. Iderzyme S ainsi que d’autre I'adhésion
non pilis renforcent I'adhésion, I'exoenzyme S dligée sur la membrane externe et capable
de se fixer fortement aux glycosphingolipides, jawuerdle important. Le flagelle semble
également intervenir dans I'adhésion et les sounbesflagellées ont une virulence atténuée

(La revue du praticien 1993)

Pseudomenas aeruginogaroduit au moins quatre protéases qui provoquerst de
hémorragies et des nécroses tissulaires. La plperiante est une élastase qui agit sur
I'élastine (composant structural majeur des tiggusonaires), la laminine, les collagenes de
type Ill et IV et sur protéoglycones. Une protéaseline joue un rdle important dans la
dégradation directe des protéines des tissus aorméais aussi un role indirect en activant
des protéases endogenes de latronée ; la protieadi@ea dégrade également l'interféron

gamme et les protéines du systeme compensatoire.
[lI-2-4- Listeria monocytogenes
[1I-2-4-1- Morphologie :

Listeria spp.est un petit bacille a Gram positif, régulier, rsporulant, de 0,4 a 0,5 Mm
de diametre sur 0,5 a 2 Mm de longueur, aux extésnarrondies, quelques cellules peuvent
étre incurvées. Les cellules sont isolées ou regres en courtes chaines, elles font parfois
des angles V entre elles, non acido- alcoolo @hsies, non capsulées, aérobies anaérobies
facultatifs. Peu ou pas mobiles a 37° IGsteria est toujours mobile a 22- 25° C. Cette
particularité est un caractére important dans dgrmibstic bactériologique. La ciliature est de
type péritriche, avec un nombre de flagelles cosngnitre 1-5 et la mobilité est caractéristique
car la bactérie semble tourner sur elle-méme. Qutbilité a 22° C permet également de
différencier Listeria des bactéries immobiles comnierysiplothrix et la plupart des
CorynebacteriunfEuzéby, 2000; Rocourt, 2000; Larpent, 2004)
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Figure 11: Listeria monocytogendguzéby., 2005).

[11-2-4-2- Position taxonomique :

L .monocytogeneénitialement appelé®acterium monocytogenea été décrite en
premier en 1926 a Cambridge, Angleterre, commet &arause d’infection & monocytose, au
laboratoire rodent¢Murray, 1926). L'année suivant, Pirie isolat lui aussi une baeté&
Gram positif, en Afrique du sud, a partir de gexlshuvages infectés et proposa le nom de

Listeriapour le genre en honneur au chirurgien “Lord Lister

Murray et Pirie réaliserent qu'’ils ont procédéiadlement de la méme espéce bactérienne et
ainsi ils combinérent les noms pour fornhésteria monocytogene€elui-ci a di étre changé

pour des raisons de taxonomielgsteria monocytogend®irie, 1940).

La classification hiérarchique du gerristeria basée sur I'analyse phylogénétique de

'’ADN16S est représentée sur la figure suivante:
Position systématique :

Empire : Procaryote.

Domaine : Eubactéria.

Phylum : Firmucutes.

Classe :Bacilli.

Ordre : Bacillales.

Famille : Listeriaceae.

Genre : Listeria.

Espéce :‘Monocytogenes.
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I- Matériel
I-1 Matériel végétal

Le matériel végétal comprend la partie aériennge(tifeuilles et fleurs) de quatre
especedrtemisia herba-AlbaAssq Lavandula stoechak.,Myrtus communid.. et Thymus

algeriensis (Boiss. &Reut.) Murb.. Le lieu et la date de récolte de chaque espéce sont illustrés.trés
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Figure 1Z: Locailtes tes especés ecnanuinonnees.
Tableau 1: Lieux et dates d’échantillonnage.
Espece Région Date de récolte La partie utilisée
Artemisia herba-alba T’kout-Batna Avril 2017 La partie aérienne
Myrtus communis Texena-Jijel Septembre 2015 La partie aérienne
Thymus algeriennsis T’kout-Batna Avril 20-17 La partie aérienne
Lavandula stoechas Androu-Jijel Fin Mars 2017 La partie aérienne

L'identification des especes a été faite par Drae A. maitre de conférences a la
faculté des sciences de la nature et de la vieydwsité Abbes Laghrour, Khenchela.

Apres la récolte et l'identification, le maténadgétal est nettoyé des impuretés, séché a
température ambiante et a I'abri de la lumieredpen quinze jours, puis coupé en petits
morceaux dont le diamétre est inférieur a un cegttien ensuite conservé dans des sachets en

papier.
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|-2- Les souches bactériennes testés

L’activité antibactérienne des huiles essentietles quatre espéces a été réalisée en
utilisant quatre souches bactériennes de référedeeix bactéries a Gram positive, les
souches détaphylococcus aureusubsp §. aurels ATCC25923) Listeria monocytogenes
(L. monocytogeneATCC 19111), deux bactéries a Gram négatizsgherichia coli (E. coli
ATCC 21332),Pseudomenas aeruginosa (P. aerugind§a&CC 25922). Leur croissance est
réalisée a 37 C° sur gélose Mueller — Hinton AgdHA).

Les antibiotiques

Les disques d’antibiotiques utilisés pour les essh diffusion par disque, sont la
Pénicilline G (10ug/disque), Oxacilline (5 pg/ disy, Streptomycine (10 ug / disque),
Vancomycine (30 ug / disque).

I-3- Réactifs chimique et instrumentation
a- Reéactif

Méthanol, eau physiologique, eau distillée, gélogtitive, Mueller- Hinton, papier
filtre.

b- Instruments et Appareillage

Tubes a essai, Anse de platine, Bec bunsen, Bigt@etri, Ecouvillons, Micropipette,
Pince, Autoclave 120 C°, Etuve électrique a37°Crig&rateur, Bain marine, Vortex, Ballon,
Chauffe ballon, Ballon, Clevenger.
lI- Méthodes

[I-1- I'extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a partir depdatie aérienne de quatre espéces :
Artemisia herba-alba, Lavandula stoechas, Myrtusngwnis, Thymus algerienses été

réalisé par la méthode d’hydro distillation parairtement a la vapeur d’edig( 13).
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Figure 13 : Montage de la distillation par entrainement a jpevat d’eau.

La distillation a été réalisée par ébullition pemda h de 1,5 L d’eau distillée met dans
un ballon de 2 L surmonté d’une verrerie contied@ § de matériel végétal séché et coupé en
petit morceaux, puis un clevenger qui composé d'amlenne reliée a un réfrigérant. La
vapeur d’eau entraine les molécules volatiles guiandensent dans le tube réfrigérant et le
mélange huile-eau recueilli dans une petite col@andécanter liée au réfrigérant dans laquelle
le mélange se sépare en deux phases non miscinlda pifférence de leur densité. Une

phase aqueuse (inferieure) et une phase huilsupérieure).
[I-2- Méthodes microbiologiques

La technique utilisée pour I'évaluation de I'adiéviantibactérienne et I'antibiogramme
est celle de la diffusion sur gélose ou méthodeddpies. Bien qu’elle soit reconnue comme
fiable et reproductible, elle est surtout utilisé étape préliminaire a des études plus
approfondies, car elle permet d'accéder a des tadésubssentiellement qualitatifs. Elle
consiste a déposer un disque stérile, imbibé dhedisentielle ou des antibiotiques a testés,

sur un milieu gélosé préalablement ensemencé miedarer la zone ou les bactéries n'ont pas
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pu se développé. Le diametre d’inhibition, qui tiad’activité antibactérienne de I'huile

essentiel, est ainsi déterminég(14).

Disque d’antibiotique Tapis bactérienne

Inoculum L
/

Incubation 37°C | I '
pendant 24 heures . l

e
Diamétre d'inhibition

Boite depetn

Figure 14 : Aromatogramme sur boite de pétri a diffusion lireéa partir d’'un disque

d’antibiotique.
[I-2-1- Préparation de I'inoculum

L’activité antibactérienne doit étre réalisée seis douches bactériennes jeunes en phase
de croissance exponentielle. La réactivation ddsires est effectuée par repiquage a la
surface de la gélose nutritive pré coulée en baigeRétri ensuite incubée a 37C° pendant 18
a 24h.

Dans de l'eau physiologique stérile, 3 & 5 colonséwilaires bien isolées sont
déchargées. Apres homogénéisation de la suspehsict@rienne a l'aide d’'un vortex, la
standardisation a 10 UFC/ml a été réalisée en campéeur turbidité avec celle de 0.5 de

Mac Ferland préparé préalablement.
[I-2-2- Mode opératoire

Le test est effectué en cultivant les bactériesusumilieu Muller Hinton. Chaque boite
de pétri de 90 mm a recu 20 ml du milieu de culetrest ensemencée avec 1 a 2 ml de la
suspension microbienne contenant’ 201G UFC/ml. Les disques d'antibiotique et des
disques stériles imprégnés de\llGle I'huile essentielle sont déposés a la surtacenilieu.
Ensuite ils ont été inversés et incubés a I'obgcdans une étuve a une température de 37°C
durant 24 h.
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La sensibilité des différentes souches vis-a-vis HE étudiées est classée selon le
diamétre d'inhibitior{Ponceet al, 2003).

* Non sensible-) ou résistante: diametre <8 mm.
» Sensible(+) : diametre compris entre 9 a 14 mm.
» Tres sensible(++): diametre compris entre 15 a 19mm.

» Extrémement sensiblg+++) diamétre >20 mm
lI-3- L’effet antibactérien de I'association des HEavec les antibiotiques

L'évaluation du pouvoir antibactérien de lI'assaoratdes HE avec les antibiotiques a
été réalisée par la méthode de diffusion sur dscere deux étapes différentes. Dans la
premiére étape, nous avons évalué lactivité arttb@nne des délutions des huiles
essentielles allant de 1/2 jusqu’a 1/16 dans ledeuiéterminer la concentration qui a donné

la zone d'inhibition la plus petite.

La seconde étape est d'évaluer l'activité antibectée de I'huile essentielle en
association avec l'antibiotique. Les disques ddtiatiques sont imprégnés par 10 de
I'huile essentielle. Apres la période d'incubatites zones d'inhibition de croissance ont éte

mesurées.

L'effet antibactérien des combinaisons entre les ¢ilHes AB a été évalué par la

formule suivante :
EC = [(Be D) + (B - D)] / (Ene+an- D).
EC : Effet antibactérien de I'association des laudssentielles avec les antibiotiques.
Ene: Effet antibactérien des huiles essentielles.
Eav: Effet de l'antibiotique.
D : Diametre du disque égale 6 mm.
Les interactions peuvent étre classées comme:suite

Addition : I'effet de I'association est égale a la somme eféets d’antibiotique et huiles pris

isolément ;
Synergie: I'effet est supérieur a la somme des effetstibdastique et huiles pris isolément

Antagonisme: l'activité est inférieur a la somme des effentibiotique et huiles.
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Résultats et discussion
[- L’antibiogramme

L'antibiogramme a été réalisé en testant quatrebiatijues sur quatre souches
bactériennes de référenc&nferican Type Culture Collection), en utilisant la méthode de
diffusion sur gélose. Les souches bactériennessigsopour cette étude sont des bactéries
pathogenes; il s'agit de deux bactéries Gram négmtiEscherichia coli, Pseudomenas
aeruginosa et deux bactéries Gram positiveStdphylococcus aureus, Listeria
monocytogened)e pouvoir antibactérien de ces antibiotiquesdéserminé selon le diameétre
de halo d’'inhibition : les résultats sont présemiedessousTableau 2 fig. 15)

Tableau 2: Résultats de I'antibiogramme des quatre antibietgtestés sur quatre souches

bactériennes.

Antibiotiques S.aureus E. coli P.aeruginosa | L.monocytogenes
M+ET M+ET M+ET

Pénicilline 1640 11+0 1740 16+0

Oxacilline 6+0 610 610 610

Streptomycine | 6x0 11+0 60 9+1

Vancomycine | 60 6x0 6x0 60

M : la moyenne ET : I'écart-type

33



Chapitre 11l : Résultats et discussion

A : Sensibilité d’E.coli vis-a-vis de la pénicilline et oxacilline.
B : Sensibilité dE.coli vis-a-vis de la streptomycine et vancomycine.

C : Sensibilité deS. aureusvis-a-vis de la pénicilline et oxacilline.
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: Sensibilité deS. aureusvis-a-vis de la streptomycine et vancomycine.
: Sensibilité deP. aeruginosavis-a-vis de la pénicilline et oxacilline
: Sensibilité deP. aeruginosavis-a-vis de la streptomycine et vancomycine

: Sensibilité delL. monocytogenesis-a-vis de la pénicilline et oxacilline.

I G T m O

: Sensibilité delL. monocytogenesis-a-vis de la streptomycine et vancomycine.
Figure 15: Photos illustrant la sensibilité des souches bigetges testées vis-a-vis des quatre

antibiotiques : Pénicilline, Oxacilline, streptonme et vancomycine.

L’action antibactérienne se manifeste par I'apparid’'une zone d’inhibition autour
du disque de l'antibiotique. Le diametre de la zdhehibition differe d’une bactérie a une

autre et d’'un antibiotique a un autre.

Selon nos résultats, la pénicilline a une bonngigEinhibitrice vis-a-vis de toutes les
souches bactériennes testées, avec un diameéthgbition allant de 11 mmE. col) a 17 mm
(P. aeruginosa Par contre pour la vancomycine et I'oxacilling g’ont aucune activité vis-
a-vis de toutes les souches bactériennes testéeszdsie d’inhibition de 11 mm et de 9 mm a
été observé auteur des discs de Streptomycine #¥ec Coli et L.monocytogenes
respectivementBoiss etet al.,2013)ont rapporté gueisteria monocytogenasanifeste une
résistance naturelle a I'oxacilline. De méme, agralé la résistance naturelle dg.lcolivis-

a-vis de la vancomycin@utmann et al., 2013).
[I- L’aromatogramme

Au cours de nos investigations, I'activité antinigienne a été évaluée en observant le
pouvoir inhibiteur de nos échantillons d’huilesesggelles des quatre especes étudiées sur les

bactéries.

A linstar de ce qu’on a fait avec les antibiotisjserr 'antibiogramme, on a mesuré les
zones d'inhibition autour des disques imprégnés adail de chaque huile essentielle testée
et déposés dans des boites ensemenceées préalatdermeies mémes souches utilisées dans

I'antibiogramme.

Les résultats du pouvoir antibactérien des huiksemtielles testées sont récapitulés

dans lgableau 3

Les résultats obtenus montrent que I'huile esséntiArtemisia herbaalba a une
activité antibactérienne variable contre toutes deaches testées, avec des diametres des
zones d'inhibition allant de 6 mm ch&z coli a 18 mm observé chd2.aeruginosaCette

activité peut étre attribuée a la présence de geslgqmonoterpéenes tel que: le camphre, 1,8-
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cinéole et le thuyone dans l'huile essentielle a¢tec especqJalsenjak et al, 1987,

Sivropoulou et al, 1997)

Tableau 3: Résultats de L'aromatogramme des quatre hudssndielles testés sur quatre

souches bactériennes

Antibiotiques | E. coli S.aureus P.aeruginosa L.monocytogenes
MzET MzET MzET MzET

A. herba-alba | 60 - 17+1 | ++ 1840 ++ 12+2 +

L. steochas 160 | ++ 17+1 | ++ 11+1 + 11+1 +

M. communis | 6+0 - 1141 | + 11+1 + 12+0 +

Th. algeriensis| 6+0 - 6+0 - 100 + 60 -

HE=huile essentielleM= moyenneET=ecartype(+)= sensible(-)= non sensiblg/++)= trés

sensible

Plusieurs auteurs ont confirmé [efficacité desldsiiessentielles extraites de cette
espéce vis-a-vis . coli, P. aeruginosaS. aureuset L. monocytogenesY@shphe et al,
1978 ; Imelouaneet al, 2010 ; Lakehal et al., 2016).

Une bonne activité de I'huile essentielle extralte la partie aérienne deavandula
steochasa été enregistrée vis-a-vis de toutes les souelséies. La zone d’inhibition la plus
faible a été observée dans les boites ensemenegekes souche®. aeruginosaet L.
monocytogenes avem diamétre de 11 mm et la zone la grande est \aEsetans les boites
ensemenceées p&. aureusavec un diametre de 17 mm. Cette forte activiteddestimentée
dans plusieurs travaux a savoiKir(ni zibekmez et al, 2009; Alamiet al, 2015; Sadanket
Shakeri ., 2016).

Les souches bactériennei.: coli, P. aeruginosaS. aureuset L. monocytogenesont
sensibles a I'huile essentielle extraite des fesitleMyrtus communisCe qui est confirmé
dans les travaux dezomorodian et al, 2013); Ben Ghnayat al, 2013 ;Touaiba ., 2015).

Cette activité peut étre attribuée a la présenck &leinéole avec un pourcentage éleve

(Jalsenjaket al, 1987; Sivropoulouet al, 1997).
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Les souches bactériennes testées sont révéeléesmmnéss a I'huile essentielle laymus
algeriensis,a I'exception deP.aeruginosaqui manifeste une sensibilité envers cette huile.
Contrairement a ce qui a été rapporté par Ait-Ooaez al. (2011)ou les huiles de la méme

espece se sont révélées actives contre les bactérie

D’une maniere générale, en raison de leur carabpenehile, les constituants des huiles
essentielles se lient aux membranes cellulairesrde®organismes. lIs inhibent notamment
les échanges d’électrons membranaires lors deppbodations oxydatives et freinent ainsi
le métabolisme énergétique. De fortes concentmstien huiles essentielles conduisent
également a la lyse membranaire et a la dénatardée protéines cytoplasmiqu@gnscher
et al, 2005).

[1l- L'effet du test de la combinaison

Le test de la combinaison a été effectué en combiles huiles essentielles avec les
guatre antibiotiques. Les résultats de ce test smdpitulés dans le tableau ci-dessous et

illustrés dans léigure 16

Tableau 4 :Résultats de combinaison AB+HE

Bactérie Espece antibiotiques ZI EC Effet
végeétale
E. coli A. herba-alba | Pénicilline 36 0,15 Syn
Oxacilline 36 0 Syn
Streptomycine 11 0 Syn
Vancomycine 9 0 Syn
L. steochas Pénicilline 26 0,25 Syn
Oxacilline 6 PZI Ant
Streptomycine 15 0 Syn
Vancomycine 8 0 Syn
M. communis | Pénicilline 13 1,23 Ant
Oxacilline 15 0 Syn
Streptomycine 12 0,83 Syn
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Vancomycine 12 0 Syn
Th. algeriensis| Pénicilline 13 1,23 Ant
Oxacilline 11 0 Syn
Streptomycine
Vancomycine 12 0 Syn
S. aureus A. herba-alba| Pénicilline 19 0,84 Syn
Oxacilline 17 0 Syn
Streptomycine 19 0 Syn
Vancomycine 19 0 Syn
L. steochas Pénicilline 10 6,16 Ant
Oxacilline 11 5,5 Ant
Streptomycine 8 55 Ant
Vancomycine 8 2,82 Ant
M. communis | Pénicilline 13 2,15 Ant
Oxacilline 13 0 Syn
Streptomycine
Vancomycine 12 0,17 Syn
Th. algeriensis| Pénicilline 6 1,23 Ant
Oxacilline 6 0 Syn
Streptomycine 6 PZI Ant
Vancomycine 6 0 Syn
P. aeruginosa | A. herba-alba| Pénicilline 26 1,15 Ant
Oxacilline 16 1,5 Ant
Streptomycine 12 2 Ant
Vancomycine 14 1,2 Ant
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L. steochas Pénicilline 6 PZI Ant
Oxacilline 6 PZI Ant
Streptomycine 6 PZI Ant
Vancomycine 6 PZI Ant
M. communis | Pénicilline 23,5 | 0,28 Syn
Oxacilline 9 0 Syn

Streptomycine

Vancomycine 8 0,5 Syn
Th. algeriensis| Pénicilline 11 3,1 Ant
Oxacilline 12 0,66 Syn

Streptomycine

Vancomycine 10 1 Add
L. A. herba-alba | Pénicilline 37 0,75 Syn
monocytogenes Oxacilline 6 2,16 Ant
Streptomycine 31 0,44 Syn
Vancomycine 30 1,5 Ant
L. steochas Pénicilline 18 1,24 Ant
Oxacilline 14 0,62 Syn
Streptomycine 16 0 Syn
Vancomycine 14 0,62 Syn
M. communis | Pénicilline 12 1,3 Ant
Oxacilline 9 0 Syn
Streptomycine
Vancomycine 10 0 Syn
Th. algeriensis| Pénicilline 13 2,5 Ant
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Oxacilline 11 0 Syn

Streptomycine

Vancomycine 12 0 Syn

Z| : zone d’inhibition EC : I'effet de la combinaison.

1317

Ant= effet antagonisteAdd= effet additif, Syn= effet synergiquePZl = pas de zong

d’inhibition, NT= non testé.
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| . Sensibilité d’E.coli vis-a-vis combinaison entre A. herba alba et pénicilline,
oxacilline.

J . Sensibilité de S.aureus visa-vis combinaison entre A. herba albaet pénicilline,
oxacilline.

K : Sensibilité de S.aureusvis-a-vis combinaison entreA. herba albaet streptomycine,
vancomycine.

L : Sensibilité deP.aeruginosavis-a-vis combinaison entreA. herba albaet pénicilline ,
oxacilline.

M : Sensibilité de P. aeruginosavis-a-vis combinaison entre A. herba alba et
streptomycine, vancomycine.

N : Sensibilité de L. monocytogenesvis-a-vis combinaison entre A. herba alba et
pénicilline , oxacilline.

O : Sensibilit¢ de L. monocytogenesvis-a-vis combinaison entre A. herba albaet
streptomycine, vancomycine.

P : Sensibilité d’E.coli vis-a-vis combinaison entre M. comminus L et pénicilline ,
oxacilline.

Q : Sensibilité dE.coli vis-a-vis combinaison entréMl. comminusL et streptomycine,
vancomycine.

R : Sensibilité deS.aureusvis-a-vis combinaison entreM. comminusL et pénicilline,
oxacilline et vancomycine.

S: Sensibilité deP. aeruginosa vis-a-vis combinaison entreM. comminus L et

pénicilline, oxacilline et vancomycine.
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T : Sensibilité del. monocytogenes vis-a-vis combinaison entreM. comminusL et
pénicilline, oxacilline et vancomycine.
Figure 16 : Photos illustrant la sensibilité des souches bcrtBes testées vis-a-vis la

combinaison des HES avec les antibiotiques.

L’effet de la combinaison des huiles essentielssées avec les quatre antibiotiques se

differe entre addition, synergique et antagonistandalari et al., 2007)

La combinaison de I'huile essentiellAdfemisia herba-albavec tous les antibiotiques
a un effet synergique vis-a-vis d&/'coli, et S.aureuset en combinaison avec la pénicilline
et la streptomycine vis-a-vis demonocytogened.andis que la combinaison de cette huile
avec l'oxacilline et le vancomycine vis-a-Mismonocytogenest sa combinaison avec tous

les antibiotiques testés vis-a-Wsaeruginosant donné un effet antagoniste.

L’effet antagoniste a été observé aussi en combieanhuiles derhymus algeriensis
avec la pénicilline contre toutes les souchesassté suiS.- aureugn combinant cette huile

avec tous les antibiotiques.

De méme, la combinaison de I'huile & communisavec la pénicilline a un effet
antagoniste vis-a-vis dé. coli, S. aureuset L.monocytogenes<ependant, elle a donné un
effet synergique avel.aeruginosagt en la combinant avec I'Oxacilline et le vancomgc

vis-a-vis de toutes les souches bactériennes sestée

La combinaison des huiles essentielled dsteochasvec les antibiotiques a donné un
effet antagoniste a I'exception de la combinaisgacala pénicilline, Streptomycine et le
Vancomycine vis-a-vis d&.-coli et la combinaison avec l'oxacilline, Streptomycieiela

Vancomycine vis-a-vis de.monocytogenesui a donné un effet synergique.

La variabilité de I'effet de la combinaison deslésiessentielles avec les antibiotiques,
peuvent étre dues a la composition des huiles eskes et celle des antibiotiques et leurs
effet entre euxRhayour, 2002; Fadliet al.2012; khadir., 2013)
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Conclusion

Dans le présent travail, on s’est intéressé awetefntibactériens des huiles essentielles
des plantes aromatiques et médicinales Algériensesles et en combinaison avec les
antibiotiques. Ces huiles essentielles sont eggaite quatre especes a savoRrtemisia
herba-alba, Lavandula steochas, Thymus algeriengis Myrtus communis par

hydrodistillation (entrainement a la vapeur d’eau).

L’activité antibactérienne a été appréciée notantreendes souches bactériennes de
référence et connues comme pathogénes pour l'éreain: Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Pseudomenas aerugineshisteria monocytogenes.

Les huiles essentielles testées montrent une t@chiologique intéressante sur toutes
les souches testées a I'exception @&sdtherichia coliqui a manifesté une résistance vis-a-vis
des huiles essentiellesAdtemisia herba-alba, Thymus algeriensisMyrtus communisEt
Staphylococcus aureust Listeria monocytogeneds-a-vis de I'huile essentielle dehymus

algeriensis.

Du fait de la présence de ces effets, il est ptessllutiliser les huiles essentielles

comme substitution des antibiotiques pour évitereliéets indésirables de ces derniers.

L’association des huiles essentielles avec lesbiatiiues a montré un effet
synergique important. Ces résultats nous permettientconclure qu’on peut combiner
certaines huiles avec les antibiotiques, ce qui peduire la dose efficace de ces derniers et

minimiser leurs effets secondaires.

Des testsn vivo sont nécessaires pour évaluer le potentiel de cethbinaison a des

fins thérapeutiques.

Nous ajoutons que des études sur l'associationtidiaiques avec des huiles
essentielles connues par leur pouvoir antibacté&oern vivement recommandées afin d’aller

plus loin dans la recherche concernant ce domaoregiteur.
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Résumé
L'objectif de cette contribution est d'évaluer Kmité antibactérienne des huiles
essentielles seules et en combinaison avec ldsi@igues. Les huiles essentielles de quatre
especesArtemisia herba-alba, Lavandula steochas, Thymgsreensiset Myrtuscommuni
sont été testées sur quatre souches bactérienna®fé®nce: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aerugines&isteria monocytogenekes résultats montrent
que toutes les huiles essentielles testées maartesine tres bonne activité vis-a-vis
Staphylococcus aurewet Pseudomonas aeruginos@aependant, Escherichia colia montré
une résistance vis-a-vis les huileArtemisia herba-alba, Thymus algeriensist
Myrtuscommunid.’association des huiles essentielles avec lebiatijues a montré un effet
synergique et antagoniste.
Mots clés :huile essentielle, antibiotique, activité antilgignne, synergie.
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Abstract
The aim of this contribution is to evaluate theilzatterial activity of essential oils
alone and in combination with antibiotics. Essdnbi¢gs of four speciesArtemisia herba-
alba, Lavandula steochas, Thymus algeriersisl Myrtus communisvere tested on four
bacterial strains of reference$téphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudosiona
aeruginosaandListeria monocytogengsThe results show that all essential oils testeubit
a very good activity again§taphylococcus aurewmdPseudomonas aeruginoddowever,
the Escherichia coBhow resistance against tAgemisia herba-alba, Thymus algerienand
Myrtus communigils. The combination of essential oils with amdtits showed a synergistic
and antagonist effects.

Keywords: essential oils, antibiotic, antibacterial activisynergy.



