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Résumé

L'activité antibactérienne des huiles essentielles de Salvia sclarea, Alluim cepa et
Syzygium aromaticum, de trois plantes médicinales utilisées traditionnellement pour traiter les
maladies infectieuses, a été étudiée in vitro. Les especes Escherichla coli, Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus ont été utilisés pour cette étude a 1’aide de la méthode de
diffusion en milieu gélosé, et la méthode micro-atmospheéres.

Les résultats obtenus ont indiqué que 1’huile essentielle deSyzygium aromaticum est la
plus actif sur les trois souches bactérienne, elle induit des diametres d'inhibition de 15, 14 et 13
mm sur Escherichia coli, Pseudomenas aeruginosa et Staphylococcus aureus respectivement.
L’huile essentielle d’Allium cepaa montré des effets considérable aussi bien sur Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus avec des diametres de 1’ordre de 15et 13,7 mm sur
respectivement. Pour I’huile essentielle de Salvia sclarea, elle a indiqué une forte activité
seulement sur Staphylococcus aureus avec un diamétre de 1’ordre de16 mm.

La souche Staphylococcus aureus apparait étre la plus sensible a toutes les huiles

essentielles.

Mots clés : Huiles essentielles, Plantes médicinales, Salvia sclarea, Alluim cepa, Syzygium

aromaticum, activité antibactérienne.



Abstract

The antibacterial activity of the essential oils of Salvia sclarea, Alluim cepa and
Syzygium aromaticum, three medicinal plants traditionally used to treat infectious diseases, was
studied in vitro. Escherichla coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus were
used for this study using the agar diffusion method and the micro-atmospheric method.

The results obtained indicated that Syzygium aromaticum essential oil is the most active
on the three bacterial strains, inducing inhibition diameters of 15, 14 and 13 mm on Escherichia
coli, Pseudomenas aeruginosa and Staphylococcus aureus respectively. Allium cepa essential
oil showed considerable effects on both Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus
with diameters of the order of 15 and 13.7 mm on respectively. For Salvia sclarea essential oil,
it showed strong activity only on Staphylococcus aureus with a diameter of about 16 mm.

The Staphylococcus aureus strain appears to be the most sensitive to all essential oils.

Key words: essential oils, medicinal plants, Salvia sclarea, Alluim cepa, Syzygium

aromaticum, antibacterial activity.
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Introduction

Les maladies infectieuses ont été responsables d’un tiers des déces dans le monde
(Konate, 2005), elles sont de plus en plus fréquentes (Labayle, 2001). En Algérie comme
d’autres pays en voie de développement, les maladies infectieuses et parasitaires
constituent un probléme de santé publique a cause de leur fréquence et leur gravité
(Benmerabet et Abed, 1982).

L’arrivée d’antibiothérapie, dans les années 1940 a complétement révolutionné le
domaine médical entraine une réduction significative de la mortalité associée aux
maladies infectieuses Malheureusement, la résistance bactérienne aux antibiotiques
traditionnels a rapidement constitué un probléme de santé important a I'échelle mondiale.
Selon la Commission européenne (2005), on estime que d'une a dix millions de tonnes
d'antibiotiques sont déchargées dans la biosphére au cours des 60 derniéres années
(Herman et al ., 2011). Le développement de la résistance bactérienne aux antibiotiques
a conduit les chercheurs a puiser dans le monde végétal et particuliérement au niveau des
plantes médicinales et culinaires en recherchede nouvelles molécules naturelles efficaces
(Senez, 1968).

En effet, I'OMS, (2002) estime que pour se soigner, 80 % de la population
africaine recourttoujours a la médecine traditionnelle pour laquelle la majeure partie des
thérapies implique I'exploitation des principes actifs des plantes médicinales (Biyiti,
2004). C’estdans les plus anciennes civilisations connues qu’est né, puis s’est répandu et
transmis 1’usage de recourir aux vertus curatives de certains végétaux. La phytothérapie,
devenus au fil des temps une science médicale de pointe qui correspond a I’utilisation des

huiles essentielles pures extraites des plantes (Biyiti, 2004).

En Algérie, les plantes occupent une place importante dans la médecine
traditionnelle, qui elle-méme est largement employée dans divers domaines de la santé
(Benmerabet et Abed, 1982).Beaucoup de remedes phytothérapiques sont nés des
observations, de I'inspiration et de I’expérience des guérisseurs (Bremness, 2011).

L’utilisation des plantes était transférée a travers les générations jusqu’a nos jours,
dans cette optique, nous avons choisir trois plantes médicinales (Sizygiumar omaticum,
Alluim cepa et Salvia sclarea), dont On a fait I’extraction de ses huiles essentielles.

L’objectifs principal de ce travail est de :
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v Déterminer I’effet antibactérien des huiles essentielles vis-a-vis de 3 souches
bactériennes de référence a savoir Escherichia coli, Pseudomenas
aerugenosa et Staphylococcus aureus.

Au niveau de ce travail, nous allons tout d'abord présenter une compilation des
connaissances bibliographiques, ensuite nous allons procéder a une explication détaillée
des méthodes réalisées; puis une discussion qui regroupera l'ensemble des résultats
obtenus. Enfin ce manuscrit sera cl6turé par une conclusion et des perspectives pour

I'ensemble du travail.
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Chapitre I : Synthése bibliographique

1. Botanique de Salvia sclarea
1.1. Caractéristiques

« Sauge » antérieurement « salje », dérive du latin Salvia qui désignait ces plantes
en latin. Il provient de salvo, guérir, en raison des propriétés médicinales de la plante
(Couplan, 2012). Les propriétés réputées bienfaisantes de ces plantes furent de longue
date notées exploitées (Laszlo, 2000). Elles sont distribuées partout a travers le monde a
I'exception des régions trés froides et de la forét tropicale (Salvatori, 2005).

Salvia sclarea est un Vivace portant des vésicules velues, les feuilles de 15 a 25 cm
de long (Fig.1), sont ovales, oblongues, échancrées, irrégulierement dentées, gaufrées.
Elles sont vert moyen, avec la base cordiforme ou perfoliée. Au printemps et en été
apparaissent des panicules ou des grappes terminales, formées d'une abondance de
fleurs de 2 a 3 cm de long, creme et lilas a rose ou bleu, avec de grosses bractées lilas,
dont les tiges, roses, portent des épis de fleurs blanc rosé (Brickell et al., 2004). La
sauge sclarée produit des feuilles grisatres aromatiques la premiére année et des fleurs
bleu pourpré et blanc le deuxieme été. Celles-ci attirent les abeilles. Les feuilles sont

utilisées en cuisine et en phytothérapie (Denne, 2010).

Henri Maleysson BHuwn Malapon

Figure 1: Salvia sclarea L ((Salvatori, 2005).
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1.2. Répartition géographique

La Sauge sclarée spontanée est largement distribuée en Europe méridionale, a I'Asie
centrale (Salvatori, 2005), aussi elle est originaire d'Europe du Sud, elle est aujourd'hui
cultivée en France et en Russie pour son huile essentielle. Elle pousse sur des sols secs

tres ensoleillée, on la récolte en été (Iserin, 2007).

1.3. Classification
La classification de Salviasclarea a été réalisée selon Iserin (2007), et elle est

comme suit :

Embranchement: Tracheophyta

Classe: Magnoliopsida
Ordre: Lamiales
Famille: Lamiaceae
Genre: Salvia

Espese: Salviasclarea L.

1.4. Composition chimique

Selon Franchomme et al., (2012), les principes actifs du salvia sclarea sont plus de
250 constituants, les plus importants sont: Monoterpénes, curcumeéne, transcalanlénene,
alcools Monoterpénols, sesquiterpénols, diterpénols, esters, ethers,cétones aldéhydes,

coumarines.

1.5. Intérét en phytothérapie :

Les sauges furent tenues de tout temps comme bénéfiques, I'aromathérapie en a
donc fait piliers: la sauge sclarée est réputée, par son huile essentielle comme un
efficace relaxant : elle aiderait a se détendre, a soulager fatigue et douleurs musculaires
(Laszlo, 2000). On utilisait plus particulierement ses graines pour traiter les affections
des yeux, on I'emploie en cas de troubles de l'appareil digestif, notamment 1’indigestion
ou les flatulences. On la considéere comme un tonique, mais aussi comme un antalgique
léger en cas de régles douloureuses. Elle a une action stimulante sur l'ovulation; on la
recommande donc en cas d'insuffisance hormonale. La sauge sclarée est également
efficace en cas de ménopause (Iserin, 2007).Certains ingrédients d’huile essentielle ont

une indéniable vertu bactéricide (Laszlo, 2000).


http://eol.org/pages/4077/hierarchy_entries/52800976/overview
http://eol.org/pages/283/hierarchy_entries/52800977/overview
http://eol.org/pages/4300/hierarchy_entries/52894886/overview
http://eol.org/pages/4302/hierarchy_entries/52898818/overview
http://eol.org/pages/38380/hierarchy_entries/52899253/overview
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2. Botanique de Sysygium aromaticum
2.1. Caractéristiques

Le nom botanique Syzygium provient du grec syn: avec, et zygon : joug, car les
pétales sont soudées ensemble, est une altération latine tardive de Caryophyllum,
transcription des grec Karyophyllon, désignant clou de girofle, Le terme de clou est da
a la forme caracteristique du bouton floral séché (Salvatori, 2005). C’est un petit arbre
touffu, au port quasi conique, colonnaire (Boullard, 1997), fortement aromatiques (15
m de hauteur). Ce genre comporte 400 a 500 especes d’ arbres et d’arbustes
aromatiques , persistants, vivants dans les sous —bois et les forets humides de toutes les
régions tropicales. Elle commence a produire des clous de girofle a 1’age de 20 ans est
reste productif pendant une cinquante d’année (Iserin, 2007). C’est un arbre a feuilles
persistantes (Iserin, 2007), dense, semper virens a feuilles verts foncé et
boutons  floraux creme, virant au rouge lorsque les étamines tombent Baies

pourpres (Bremness et al., 2011).

Figure2: Giroflier de Madagascar (Barbelet, 2015).

Les feuilles, de 8 a 12 cm de long, sont ovales, lancéolées et exhalent une odeur
de girofle, elles sont rosées dans leur jeunesse, puis lustrée, vert foncé (Boullard,
1997). En septembre s’épanouissent des panicules terminales, composées de trois a
trente fleurs del a 2 cm de longueur avec de petits pétales rosée tombant a 1’éclosion et

une petite brosse d’étamine jaunes (Boullard , 1997).
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Figure 3: Feuilles , boutons floresen et fleurs de giroflier (Barbelet, 2015 ).

La récolte des boutons floraux et bisannuelle, au moment ou ils deviennent rouges,
ils sont séchés au soleil et prennent alors la coloration noiratre du clou de girofle
(Catier et al., 2007), ils sont cueillis avant leur ouverture et séchées , ils sont alors
utilisés en infusion ou en poudre , ou en extrais de 1’ huile essentielle. Les feuilles et
tiges servent parfois a I’extraction de I’huile essentielle, mais la meilleure huile
essentielle provient des bourgeons. Deux fois par ans, les bourgeons nom éclos sont
cueillis en cours de maturation et séchée au soleil (Iserin, 2007), ils sont connus en tant

qu’un épice (Shauenberg et Paris, 2013).

2.2. Répartition géographiques

Originaire des Moluques, ce bel arbre est largement cultivés dans les régions
tropical, feuilles persistantes opposées, Fleurs en petites cymes (Shauenberg et Paris,
2005), ils furent 1’une des premicéres épices a faire 1’objet d’un commerce florissant dés
I’ Antiquité (Iserin, 2007). lls sont cultivés en Tanzanie, a Madagascar ainsi que dans
I’ouest de I’Inde et au Brésil. De nos jours, giroflier est cultivée en Tanzanie, aux

Seychelles, a 1’ile Maurice a Madagascar et Antilles (Brickell et al, 2004 ).

2.3. Classification
La classification a été réalisée selon Barbelet (2015) et elle est comme suit :
Embranchement : Spermatophytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotyledonae
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Sous classe : Rosidae
Ordre:Myrtales
Famille : Myrtaceae
Genre : Syzygium
Espéce:Sysygiumaromaticum

2.4. Composition chimique

Les boutons floraux, les pédoncules fructiféres, les fruits sont spécialement riches en
essence de girofle ,en eugénol et en béta-caryophylléne. Ils sont utilisés comme épice,
en parfumerie et comme antibactérienne (Brickell et al, 2004). Les puissantes
propriétés antibactériennes de 1’huile essentielle ont été mises en évidence en Argentine
en 1994 (Iserin, 2007). Les principes actifs des huiles essentielle contenant de
I’eugénol, un sesquiterpéne caryophylléne et un dérivé cétonique rafraichissant. Des

glucides, des sels minéraux et des chromons (Shauenberg et Paris, 2013).

2.5.Intérét en phytothérapie

Les clous de girofle sont efficaces en cas d’acné, d’ulcére cutanés, de plaies et
d’orgelets, préviennent la nausée. Aussi sont utilisés pour atténuer les maux de dents et
les indigestions (Bremness et al.,, 2011). En Asie tropical, ils furent souvent
recommandés en cas de paludisme, de choléra, de tuberculose, de la gale et de certaines

affections virales (Iserin, 2007).

3. Botanique d’Allium cepa
3.1. Caractéristiques

L’oignon tire son nom vernaculaire du latin unio qui signifie uni car I’oignon est
I’une des rare alliacées dont le bulbe ne se divise pas, son nom latin Allium cepa signifie
brlant en référence aux propriétés de la plante. Cepa correspond au nom de la plante
chez les romains (Arlette, 1986). L'oignon est une plante vivace glabre a bulbe solitaire
parfois tres gras a une seule tige grosse et creuse terminer par une ombelle des fleurs
trés nombreuses les feuilles sont cylindriques trés creuse presque toutes situées a la base
de la tige se desséchant tres rapidement a la floraison. Les fleurs blanches pour
verdatres sont portées par des pédicelles fins de 4 a 5 fois leur longueur le périanthe et a

division étalées les étamines sont saillantes les 3 intérieures munies a leur base de
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chaque coté d’une dent triangulaire capsule trigone a 3 langes contenant chacune 1-2
rarement 3- 6 graines (Ducerf, 2011).

Figure 4: Alluim cepa (Forest et Starr, 2007).

3.2. Répartition géographique

Origine et répartition geéographique Allium cepa (qui comprend les oignons,
multipliés par graines, et la plupart des types d’échalotes), n'est connu que comme
espece cultivée. Il est probablement originaire d'Asie centrale (entre le Turkménistan et
I'Afghanistan), ou l'on trouve encore certaines espéces apparentées a I'état sauvage
(Grubben et al, 2004).

3.3. Classification
Selon Hamdini (2009), la classification de 1’oignon a été réalisée comme suit:
Régne: Plantae
Sous-régne: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Classe: Liliopsida
Sous-classe: Liliidae
Ordre : Liliales
Famille: Liliaceae
Genre: Allium
Espéce: Alluimcepa
3.4. Composition chimique
Selon Zahalka (2009), la composition chimique d’Alluim cepa est comme suit :
e Polysaccharides hétérogenes, des flavonoides des saponosides

e Stérols (cholestérol, stigmastérol, B-sitostérol,...), vitamines (A, C, Bl et B2),
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e Pectine, anthocyanines et plusieurs composés soufrés "labiles”, le sulfoxyde de
propenyl cystéine.

e Huile essentielle ou essence d'oignon, c’est un liquide jaunatre avec une odeur
caractéristique de I'oignon. Les constituants les plus importants sont : d-n-propyl
disulfure et méthyl n propyl disulfure, propanal, 1-propanethiol, SO2, H.S.

3.5.Intérét en phytothérapie

L'activité antimicrobienne de I'oignon et ses extraits est connue depuis longtemps, le
premier qui a noté cette activité des extraits d'oignon était Louis Pasteur en 1858.La
médecine populaire I'a longtemps utilisé en cas de furoncle, d'anthrax, de panaris,
comme antispasmodique, carminatif, diurétique, expectorant, anthelminthique. Les
écrits antiques médicaux montrent la propriété diurétique de l'oignon qui est prouvée
maintenant par la présence d'une forte proportion de fructosane (jusqu'a 40 %), mais
diurétique vrai ou stimulant I'élimination de I'eau. C'est un hypoglycémiant l'un des
constituants actifs estla diphénylamine et anti-hypercholes térolémiantil possede aussi
une activité antiagrégant plaquettaire et fibrinolytique liée a certains composes soufrés,
la plupart sont des inhibiteurs de la cyclo-oxygénase et de la lipooxygénase. Apres son
absorption il est capable de provoquer un allongement du temps de saignement. Les
extraits ont également une activité anti-asthmatique (cobaye) et antiallergique cutanée et
pulmonaire .Ses effets dans la prévention de certains cancers ont été étudiés la
consommation réguliére de l'oignon réduit considérablement le risque du cancer de
I'estomac Cuit, il conserve merveilleusement ses vitamines et convient a tous, stimule
I'appareil digestif, nettoie l'intestin, lutte contre embarras de matiéres mal digéres. Il
prévient aussi bien la nervosité excessive, les insomnies, I'artériosclérose, I'hypertension
et certains cancers. Une cure d'oignon, pour les calculs des reins ou de la vessie,
cedémes, rétention d'urine, albuminurie goutte ou rhumatisme. Il est trés apte a
provoquer I'élimination des toxines par sudation particulierement en cas de maladies

infectieuses (Benzeggouta, 2005).

4. Huiles essentielles
4.1. Historique

Les premieres preuves de fabrication et d’utilisation des huiles essentielles
datent de I’an 3000 avant J.C. (Baser et Buchbauer, 2010). Les huiles essentielles

semblent donc avoir accompagné la civilisation humaine depuis ses premiéres geneses.

10
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Les égyptiens puis les grecs et les romains ont employé diverses matiéres premieres
végétales ainsi que les produits qui en découlent, notamment les huiles essentielles. Ces
utilisations concernaient différents domaines : parfumerie, médecine, rites religieux,
coutumes paiennes, alimentation,... etc. L’étape byzantine de la civilisation a permis
I’instauration des bases de la distillation et, avec 1’ére arabe de la civilisation, I’huile
essentielle devient un des principaux produits de commercialisation internationale.
Ainsi, vers I’an mille, Avicenne, médecin et scientifique, Persan, a défini précisément le
procédé¢ d’entrainement a la vapeur. L’Iran et la Syrie deviennent les principaux centres
de production de divers types d’extraits aromatiques. Par la suite, les huiles essentielles
ont bénéficié des avancées scientifiques, au niveau des Techniques d’obtention et de
I’analyse de leur composition chimique. Parallélement, leur utilisation a aussi tiré profit
de I’avénement de [I’aromathérapie. Gattefossea créé en 1928, le terme de
I’aromathérapie et il a mené de nombreux travaux concernant les huiles essentielles,
notamment leurs propriétés; ces résultats seront a l’origine de nombreuses autres
recherches (Besombes, 2008).

4.2. Définition d’huiles essentielles

Le terme huile essentielle a été inventé au 16iéme siecle par le médecin Suisse
VVon Hohenheimpour désigner le composé actif d’un reméde naturel (Burt, 2004). De
trés nombreux auteurs ont tenté de donner une définition des huiles essentielles. D’apres
William (1874-1936), aucune des définitions des huiles essentielles n’a le mérite de la
clarté, ni celui de la précision. Cet auteur définit les huiles essentielles comme des
mélanges de divers produits issus d’une espece végétale, ces mélanges passent avec une
certaine proportion d’eau lors d’une distillation effectuée dans un courant de vapeur
d’eau (Garnéro, 1996).

Cette définition a été reprise a peu de choses pres par AFNOR (2000) et
Lafforgue (2013), I’huile essentielle est le produit obtenu a partir d’une maticre
premiere d’origine végétale, soit par entrailnement a la vapeur, soit par des procédés
mécaniques a partir de I’épicarpe frais de certains agrumes, soit par distillation. L huile
essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés  physiques
(Laffargue, 2013; AFNOR, 2000). Pour Carette (2000), il est important de distinguer
huile essentielle et essence ; cette derniére est une sécrétion naturelle élaborée par
I’organisme végétal, contenue dans divers types d’organes producteurs, variables selon

la partie de la plante considérée. En revanche, une huile essentielle est un extrait naturel

11
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de maticres premieres d’origine végétale, obtenu par distillation par la vapeur d’eau,

c’est-a-dire que I’huile essentielle est I’essence distillée.

4.3. Biosynthese des huiles essentielle

Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices
et s’accumulent en général dans des cellul(es glandulaires spécialisées, situées en
surface de la cellule et recouvertes d’une cuticule. Ensuite, elles sont stockées dans des
cellules dites cellules a huiles essentielles, dans des poils sécréteurs, dans des poches
sécrétrices ou dans des canaux sécréteurs (Bruneton, 1999; Hazzit, 2002; Boz et al.,
2009). Elles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : les fleurs, les
feuilles, les racines, les rhizomes, les fruits, le bois et/ou les graines (Bruneton, 1999;
Anton et Lobstein, 2005).

4.3.  Composition chimique

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires des plantes (Cowan .,1999) ,
ce sont des mélanges complexes et éminemment variables de constituants qui
appartiennent, de facon quasi exclusive, a deux groupes caractérisés par des origines
biogénétiques distinctes. Le groupe de Terpénoides ( Bruneton, J.,1999) spécialement
monoterpénes: (C 10) cinéol, menthol alcools, esters, acétates, ... qui constituent parfois
plus de 90 % de I'huile essentielle Les sesquiterpénes: (C 15) caryophylléne, humuléne,
bien que des diterpénes (C 20) peuvent aussi étre présents (Dorman and Deans ., 2000
., Loza-Tavera.,, 1999).Le groupe des composés aromatiques, des dérives du
phénylpropane, beaucoup moins fréquent, comme le safrol, I'apiol, l'anisaldéhyde,
I'eugénol, la vanilline et le cinnamaldéhyde. Elles peuvent également renfermer divers
produits issus de processus dégradatifs mettant en jeu des constituants non volatils (
Bruneton,J .,1999) Il peut exister, aussi, une variété d’hydrocarbones aliphatiques a
faible poids moléculaire, des acides, alcools, aldéhydes, esters ou lactones acycliques et
exceptionnellement des composants contenant de l'azote, du soufre ou des coumarines
(Dorman and Deans 2000 ., Johnson .,2003 ).

12
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4.5 Facteurs déterminants le degré d’activité des huiles essentielles

Plusieurs facteurs influencent la détermination de 1’activité antimicrobienne des
huiles essentielles ou de leurs composants actifs, tels que la méthode d’évaluation
antimicrobienne, le type et la structure moléculaire des composants actifs, la dose
ajoutée, le type de microorganisme ciblés et leur éventuelle adaptation aux huiles
essentielles (Tour, 2014).

4.6 Activité des huiles essentielles

L’activité d’une huile essentielle est souvent réduite a 1’activité de ses composés
majoritaires, ou ceux susceptibles d’étre actifs. Evalués séparément sous la forme de
composés synthétiques, ils confirment ou infirment 1’activité de 1’huile essentielle de
composition semblable. 1l est cependant probable que les composés minoritaires
agissent de maniére synergique. De cette maniére, la valeur d’une huile essentielle tient
a son « totum », c’est a dire dans I’intégralité de ses composants et non seulement a ses
composés majoritaires (Lahlou, 2004). Il est connu que ce sont les terpénoides et les
phénylpropanoides qui conférent aux huiles essentielles leurs propriétés
antibactériennes. L’activité de ces molécules dépend, a la fois, du caractere lipophile de
leur squelette hydrocarbonée et du caractéere hydrophile de leurs groupements
fonctionnels. Les molécules oxygénées sont généralement plus actives que les
hydrocarbonées (Kalemba et Kunicka, 2003). Le spectre d’activité des huiles
essentielles est trés étendu, car elles agissent vis-a-vis d’un large éventail de bactéries, y
compris celles qui développent résistances antibiotiques. Les huiles essentielles agissent
aussi bien sur les bactéries a Gram positif que sur les bactéries a Gram négatif.
Toutefois, les bactéries a Gram négatif paraissent moins sensibles a leur action et ceci
est directement lié a la structure de leur paroi cellulaire sauf quelques exceptions,
comme par exemples Aeromonashydrophila et Campylobacterjejuni qui ont été décrits
comme particulierement sensible a 1’action des huiles essentielles, néanmoins
Pseudomonas aeruginosa, bactérie a Gram positif, reste la moins active vis-a-vis des
essences veégetales. Les huiles essentielles ont un champ d’activité trés large, elles
inhibent la croissance des bacteéries, et des levures et egalement des moisissures, de plus
elles sont trés efficaces sur les microorganismes résistants aux antibiotiques (Burt,
2004). lls possedent de nombreuses propriétés parmi eux :

¢ Antibactériennes : les plantes n’ont pas un systéme immunitaire proprement dit

qui peut identifier une infection spécifique, leurs propriétés antimicrobiennes sont

13
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généralement efficaces contre une large gamme de microorganisme, ces propriétés
sont utiles pour les infections chez les humains (Chami, 2005; Caillet, 2009). Les
molécules aromatiques possédant I’activité antibactérienne la plus importante sont
les phénols contenus par exemple dans I’huile essenticlle de clou de girofle
(Bremness et al., 2011; Willem, 2004).

e Antivirales : Les virus sont assez sensibles aux huiles essentielles a phénol et a
monoterpénol. Plus d’une dizaine d’huiles essentielles possedent des propriétés
antivirales (Bremness et al., 2011; Willem,2004).

Membrane cellulaire ( Gram posmve ) Acidetéicoique peptidoglycane
_Acide lipotéchoiques
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N ~lipoprotéine
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Figure 5: differnce de structure bactérienne entre Gram positive et Gram négative
(slideplayer.com).

5. Antibiotiques
5.1. Définition d’un antibiotique

On appelle « Antibiotique » toute substance naturelle d’origine biologique
(élaborée par un organisme vivant), substance chimique (produite par synthese) ou
substance semi synthétique (obtenue par modification chimique d’une molécule
naturelle) qui peuvent inhiber ou détruire spécifiquement les bactéries sans étre toxiques
pour 1’hote (Pilly, 1975).

5.2. Classification des antibiotiques
La classification des antibiotiques n’est pas aisée, ils peuvent étre regroupés
selon leur nature, origine, mode d’action, spectre d’activité. A I’heure actuelle les

antibiotiques sont regroupés selon leur nature biochimique (Tableau 1).
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Tableau 1 : Classification biochimique des antibiotiques (Joffin et Leyral, 2006).

Classe d’antibiotiques

Exemples

Aminosides

Streptomycine, Kanamycine, Gentatamicine

B-lactamines—PenicillinesPenicilline G, Ampicilline

B-lactamines-Cephems et

Oxacephems
B-lactamines-
Monobactams
Fosfomycine
Lincosamides
Macrolides
Nitrofuranes
Nitro-5- Imidazolés
Phénicoles
Polypeptides
Quinolones
Sulfamides et sulfones
Streptogramines
Tetracyclines
Vancomycines

Cefalotine, Céfotaxime

Aztréonam

Fosfomycine

Clindamycine, Lincomycine
Erythomycine, Spiramycine
Nitrofurantoine

Métronidazole

Chloramphénicol, Ethiamphénicol
Bacitracine, Colistine polymyxine
Acide naldixique
Sulfaméthoxazoletriméthoprime
Pristinamycine, Virginiamycine
Tetracycllineminocycline
Vancomycine

5.3. Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques mettent en jeu des mécanismes d’action (Fig.2) d’une grande
diversité en relation avec la varieté de leur structure chimique et la pluralité des germes
contre lesquels ils peuvent étre appliqués (Joffin et Leyral, 2006; Ferron ,1984) :

e Action sur la paroi bactérienne : L’antibiotique peut bloquer la synthese
de la paroi et la cellule bactérienne peut exploser sous ’effet de la pression
osmotique interne.

e Action sur la membrane cellulaire : L antibiotique peut agir sur les lipides
membranaires, il désorganise la biocouche phospholipidique membranaire,

ce qui entraine les ¢léments hydrosolubles a I’extérieur de la cellule.

15
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e Action sur PADN : L’antibiotique peut se fixer sur les brins de I’hélice de
I’ADN et empécher la réplication en bloquant la progression de ’ADN
polymérase.

e Action sur les ribosomes bactériens : De nombreux antibiotiques utilisés
en thérapeutique ont pour cible les ribosomes bactériens. L’antibiotique se
fixe soit sur la petite ou la grosse sous-unité, ce qu’inhiberait la synthése
des protéines.

e Transcription: L’ARN polymérase assure la transcription de I’ARNm
nécessaire a la synthese des protéines. Certains antibiotiques peuvent
bloquer la transcription de I’ADN en se fixant sur ’ARN polymérase
bactérienne.

e Anti métabolite : Certains antibiotiques peuvent agir comme des agents
anti-métabolites, ils bloquent le fonctionnement des voies métaboliques

I’utilisation de métabolites

en inhibant par compétition par des

enzymes cleés.

Synthése de ia paros [DNA gyrase] Elongation de PARN
Cyclosérine 1 Quinolones - Acide nalidixigue Actinomycine Rilampine

Vancomycine Ciprofioxacine Streptovaricines

Bacitracne Novoblocine J

Pénicillines

(_éplulosopunesi Syntheése proteique
Monobactames (inhibition du 50%)
Carbapénémes [ Erythromycine (macrolides)
1 Chloramphénicol
Chindamycine

L Lincomycine

Synthése proteique
(inhibition du 308)
[ Tétracychines

Spectinomycine
Streptomycine

1 Gentamicine

- Kanamycine

R —— Amikacine

L Nitrofuranes

Trimethroprime
Sulfonamides

Structure de la membrane
cytoplasmique

Polymyxines
Daptomycine

Parod cellulaire

PABA Membrane

oytoplamique Mupsrocine

Puromycine

Figure 6: Mode d’action des antibiotiques sur la cellule bactérienne (Singh et

Barrett, 2006).

5.4. Résistance bactérienne aux antibiotiques

5.4.1. Les principaux mécanismes de résistance bactérienne aux antibiotiques
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La résistance bactérienne aux antibiotiques est apparue rapidement apres leurs

introductions dans le traitement des maladies infectieuses, les principaux mécanismes

élucides a ce jour sont (Senez, 1968) :

Perméabilité limitée a I’antibiotique : les bacilles & Gram négatif sont
naturellement résistants, le plus souvent aux antibiotiques hydrophobes
et/ou de masses moléculaires élevées, car ces antibiotiques ne peuvent
traverser la membrane externe de la paroi.

Production d’enzymes inactivant D’antibiotique : certaines bactéries
produisent des p-lactamases, enzymes présentent dans [’espace péri-
plasmatique de la bactérie. Elles permettent la destruction de 1’antibiotique
avant qu’ils puissent atteindre leurs cibles.

Résistance par transfert de génes: Elle est due a I’acquisition d’un
plasmide ou d’un transposon codant pour des protéines conférant une
résistance accrue a des familles d'antibiotiques, elle peut étre transmissible
entre bactéries d'espéces différentes.

Résistance par mutation chromosomique : Elle est due & des mutations
qui se produisent au hasard sur le chromosome bactérien, la mutation
chromosomique ne s’exerce que vis-a-vis d’un seul antibiotique et n’est en
principe pas transférable d’une espéce bactérienne a I’autre.

Modification de la cible ou absence de récepteur : modification des PLP
(protéines liant les pénicillines) sont des enzymes qui catalysent 1’étape
finale de la biosynthése du peptidoglycane et qui est la cible des B-
lactamines. La fixation des B-lactamines aux PLP empécherait la synthéese

du peptidoglycane.

5.4.2. Problémes causés par les bactéries résistantes

L’utilisation massive des antibiotiques a provoquer la généralisation de la

résistance bactérienne, ce qui peut se répercuter sur 1’étre humain comme suite (Joffin

et Leyral, 2006) :

Propagation des infections nosocomiales.
Augmentation des interventions chirurgicales.

Utilisation d’antibiotiques plus coliteux.
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e Echec du traitement et risque de complications.
e Prolongation de la durée de séjour en établissement hospitalier.

e Augmentation du taux de mortalité

$ 6. Espéces bactériennes
6.1. Escherichia coli

En 1885, I’allemand Theodor Escherich décrit pour la premiére fois la bactérie
Escherichia coli, bactérie isolée a partir de selles de nourrissons, qu’il nomma tout
d’abord Bacterium coli commune. Ce n’est que 70 ans plus tard que le nom de
Escherichia coli (E. coli) est réellement retenu en hommage aux travaux de T. Escherich
(Cowan et al., 1954).

6.1.1. Classification

La classification de 1’espéce Escherichia coli a été réalisée selon Delarras et
al., (2010):
Domaine: Eubacteria

Phylum XII: Proteobacteria
Classe:Gammproteobacteria
Ordre:Enterobacteriales
Famille:Enterobacteriaceae
Genre:Escherichia

Espéce:Escherichia coli

6.1.2. Habitat

Escherichia coli appartient a la microflore commensale de ’homme et de
nombreux animaux. C’est une bactérie colonisatrice du tube digestif des animaux a sang
chaud mais également des reptiles. E. coli est rejeté dans I’environnement via les féces,
il se retrouve dans les eaux environnementales par le biais des effluents, tels que les
eaux usées, les lisiers ou les fumiers des animaux d’élevage ou par les déjections des

animaux d’élevage ou des animaux sauvages (Baliere, 2017).
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6.1.3. Caractéristiques

Escherichia coli est un bacille a coloration de Gram négative, aérobie-anaérobie
facultatif, mesurant de 2 a 4 um de long et d’un diamétre d’environ 0,6 um, possédant
une nitrate réductase et une catalase, dépourvue d’oxydase et non halophile. C’est une
bactérie immobile ou mobile avec une structure flagellaire péritriche et non-sporulée. Sa
température optimale de croissance est de 37°C. Bactérie non exigeante. E. coli est

capable de fermenter le lactose (Baliere, 2017).

Tableau 2 : principaux caractéres d’identification de 1’espéce Escherichia coli
(Delarras et al., 2010).

Bacille  fin allongé aux extrémités arrondies de

Morphologie
2 - 4 um de longueur et 0,4 - 0,6 um de largeur
Coloration de Gram Bactérie a Gram -
Mobilité Mobile a une ciliature péritriche
Type respiratoire Aérobie anaérobie facultatif
Indole + (& 44°C)
Oxydase -
Catalase +

Température de croissance Comprise entre 37-44°C

6.1.4. Pouvoir pathogéne

Les souches d’Escherichia coli pathogénes sont capables de se multiplier et de
persister dans le tractus digestif de I’hote en contournant les défenses immunitaires et
d’induire des dommages cellulaires. L’¢étude des différents modes d’interactions entre
I’hote et la bactérie lors des infections permet de classer les souches d’Escherichia coli
pathogénes en deux principaux pathotypes regroupant les pathogénes extra intestinaux,
responsables d’infections urinaires, de méningites chez les nouveaux-nés ou de
septicémies et les pathogenes intestinaux responsables de maladies entériques (Baliere,
2017).

6.1.5. Résistance aux antibiotiques
Le comportement d'Escherichia coli vis-a-vis des antibiotiques apparait

remarquablement stable depuis 1969 ; on peut toutefois noter un tres lent, mais réel
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accroissement de la résistance aux aminopenicillines ainsi qu'aux associations
trimethoprime-sulfamides. En 1986, les fréquences de résistance ne dépassent 30 % des
souches que pour aminopenicillines, streptomycine, tetracyclines et sulfamides ; elles
sont, patrols comprises entre 10 et 30% (carboxypenicillines, ureidopenicillines,
cefalotine et kanamycine) et tres inferieures a 10 % dans de nombreux cas
(cephalosporines de 3% génération, autres aminosides et quinolones notamment)
(Soussy, 1988). Selon Martin et al (2007) ont obtenu un pourcentage élevée de
résistance pour les souches Escherichia coli de cervidés vis-a-vis de la streptomycine
(42 %) et de I’acide nalidixique (42 %).

6.2. Pseudomonas aeruginosa

La bactérie pathogéne opportuniste actuellement connue sous le nom de P.
aeruginosa a recu plusieurs noms a travers son histoire sur la base de ses cultures de
coloration bleu-vert caractéristique produisant le plus souvent des pigments de
pyocyanine et de pyoverdine, ainsi que son odeur aromatique caractéristique (seringat).
Le chirurgien Charles-Emmanuel Sedillot en 1850 fut le premier a observer que la
coloration de pansements chirurgicaux a été associée a un agent transmissible (Lister et
al., 2009). C’est en 1869 que Fordos a souligné que la coloration était due a un pigment
bleu cristallin appelé pyocyanine (Williams et Cameron, 1894). P. aeruginosa a été
isolé pour la premiére fois treize ans plus tard en 1882 par Gessard qui a démontré que
ce pigment a été le produit d'un organisme, Bacillus pyocyaneus (bacille pyocyanique)
(Gessard, 1984).

6.2.1. Classification

La classification de ’espéce Pseudomonas aeruginosa a été réalisée selon
(Delarras et al., 2010), et elle est comme suite :
Domaine : Eubacteria

Phylum XII : Protobacteria
Classe : Gammaprotobacteria
Ordre : Pseudomonadales
Famille : Pseudomonadaceae
Genre : Pseudomonas

Espece : Pseudomonas aeruginosa
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6.2.2. Habitat
Pseudomonas aeruginosa est une bactérie ubiquitaire retrouvée dans
I’environnement (sols, caux...) (Lister et al., 2009), sous forme planctonique, ou a 1’état

sessile dans un biofilm (Costerton et al., 1995).

6.2.3 Caractéristiques

11 s’agit d’un bacille & Gram négatif en forme de batonnet de 1 a 3 um de long et
0,5 a 0,8 um de large. P.aeruginosa est une bactérie depourvue de spores et de capsules,
mobile grace a la présence d’un flagelle monotriche polaire (Hafiane et Ravaoarinoro,
2008). C’est une bactérie mésophile capable de se développer dans des températures
allant de +4°C a +45°C avec une température optimale de croissance entre 30 et 37°C.
P.aeruginosa est une bactérie aérobie possédant un métabolisme oxydatif, mais en
absence d’oxygéne elle peut utiliser les nitrates comme accepteur d’électrons (Van et

al., 2009).

Tableau 3: principaux caractéres d’identification de Pseudomonas aeruginosa
(Delarras et al., 2010).

Bacille fin droit de 0,5-0,8um de largeur et 1,5-3um de

Morphologie
longueur
Coloration de Gram Bactérie a Gram -
Mobilité Mobiles, a ciliature polaire monotriche
Type respiratoire Aérobies stricts
Oxydase +
Catalase +
Température de croissance entre 30-43°C

6.2.4. Pouvoir pathogéne

Pseudomonas aeruginosa est un agent pathogéene opportuniste essentiellement
responsable d’infections nosocomiales. Une enquéte méditerranéenne de prévalence en
2010, le classe comme étant le troisieme principal agent des infections nosocomiales,
juste aprées Escherichia coli et Staphylococcus aureus (Amazian et al., 2010), il est un

commensal du tube digestif, peu abondant chez I’homme en bonne santé(2 a 10 % de
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porteurs), mais la proportion de porteurs asymptomatiques chez les patients hospitalisés
(essentiellement des personnes immunodéprimées) peut atteindre 50% sur certains sites
et 60 % sur les plaies de brilures ou d’escarres (Minchella et al., 2010). Il provoque de
nombreuses infections tels que : les infections cutanées, oculaires, pulmonaires,

urinaires, digestives ainsi que des septicémies (Lamnaouer, 2002).

6.2.5. Résistance aux antibiotiques

Pseudomonas aeruginosa est naturellement résistant aux peénicillines des
groupes V, G, M et A, aux céphalosporines de premiére et deuxieme génération, a la
plupart des céphalosporines de troisieme génération, aux quinolones de premiére
génération et a la kanamycine, et est caractérisé par son aptitude particuliére a acquérir
et cumuler de nombreux mécanismes de résistance pendant le traitement d'une infection.
En outre, il a toujours été considéré comme un microorganisme difficile a traiter
(Mesaros et al., 2007). Malheureusement, la perspective d'avoir de nouveaux agents
antipseudomonal a l'utilisation clinique dans un avenir proche n'est pas prometteur
(Lister et al., 2009).

6. 3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est connue sous le nom de Staphylocoque doré, c’est la
souche la plus fréquemment rencontrée en pathologie humaine et vétérinaire (Ferron,
1984). Les staphylocoques ont été observés par Robert Koch (1878) puis reconnus par
Louis Pasteur (1880) (Robert, 2013).

6.3.1. Classification

La classification de I’espéce Staphylococcus aureus a été réalisee selon
Delarras et al., (2010), et elle est comme suite :
Domaine : Eubacteria

Phylum XII1 : Firmicutes
Classe : Bacilli
Ordre : Bacillales
Famille : Staphylococcaceae
Genre : Staphylococcus

Espéces : Staphylococcus aureus
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6.3.2 Habitat

Les staphylocoques sont des bactéries commensales de la peau et des muqueuses
de 'Homme et de I’animal. L’habitat préférentiel de S.aureuschez I’Homme est la
muqueuse nasale avec 10 a 40% d’individus porteurs de fagon permanente (El-Anzi,
2014). Cette bactérie peut étre isolée de fagon sporadique dans le sol, ’eau douce, le
sable de la plage, I’eau de mer, la surface des plantes. Concrétement, elle est largement

présente dans les poussiéres dispersées dans I’air et les surfaces (Robert, 2013).

6.3.3. Caractéristiques

Ce sont des cocci Gram positif, d’environ 0,5 a 1 um de diamétre. Ils sont
immobiles, non sporulés. La majorité des S. aureus sont capsulés mais ils peuvent
perdre leur capsule aprés culture. C'est une bactérie anaérobie facultative et elle est
également mésophile, ayant une température optimale de croissance a 37 °C.
Cependant, ils sont physiologiquement distincts par leur capacité a croitre en condition
anaérobique et a fermenter le glucose. En effet, le genre Staphylococcus est capable de
fermenter le glucose et de produire de l'acide lactique. Il possede une activité catalase
positive comme tous les staphylocoques. (Robert, 2013).
Tableau 4 : principaux caractéres d’identification de 1’espéce Staphylococcus aureus
(Delarras et al., 2010).

Morphologie Cocci sphérique de 0,5 - 1 um de diamétre regroupé
en amas

Coloration de Gram Bactérie a Gram +

Mobilité Immobile

Type respiratoire Aérobie facultatif

Oxydase +

Catalase +

Coagulase +

Tempeérature de croissance Comprise entre 10-45°C

6.3.4 Pouvoir pathogéne
Staohylococcus aureus colonise la peau et les muqueuses en adhérant aux
cellules et aux composants de la matrice extracellulaire. 1l exerce ensuite son pouvoir

pathogéne qui est du, en plus de sa capacité de survie, a la synthese de multiples
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facteurs de virulence, il est responsable d’infections au niveau de la peau, des
articulations, des os et des systémes vasculaire et respiratoire. Il est également
responsable d’infections superficielles cutanées, sous-cutanées et muqueuses telles que
les furoncles, panaris impétigo, abces, cellulites ou lymphangites. S.aureus est la
principale cause d’ostéomyélites, de méningites, d’endocardites infectieuses et
d’arthrites septiques, il est un pathogéne majeur impliqué dans les infections
respiratoires communautaires et nosocomiales. Il est décrit comme capable d’adhérer

aux mucines respiratoires (ElI-Anzi, 2014).

6.3.5. Résistance aux antibiotiques

La résistance de S.aureus aux antimicrobiens est apparue rapidement dans
I’histoire des antibiotiques. C’est ainsi que, dans I’année qui a suivi I’introduction de la
pénicilline en 1949, ont été rapportés en milieu hospitalier, ou la pression
antimicrobienne est la plus importante, les premiers cas de S.aureus résistant. De la
méme fagon, 2 ans aprés I’apparition de la méticilline en 1959, le premier agent anti
staphylococcique, les premiers S.aureus résistant a cet antibiotique ont été observés (EI-
Anzi, 2014).
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1. Préparation des extraits

Les matériels végétaux utilisés pour cette étude se differe selon le type de la
plante, la partie aérienne pour Salvia sclarea, et Syzygium aromaticum et la partie
sous-terraine pour Allium cepa. Les plantes sont récoltées de la région de Seraidi
(wilaya d’Annaba), le 01 Mars 2018. Afin de réaliser notre travail 3 huiles essentielle
ont été utilisés, I’extraction a été réalisée au laboratoire EMMAL (Eco-biologie des
milieux marins et littoraux - Université de Badji Mokhtar- Annaba). Le principe
consiste a chauffer I’cau a basse pression afin que ses vapeurs traversent et impregnent
la matiére végeétale. Les vapeurs se chargent alors en molécules aromatiques et les
entrainent ensuite dans le serpentin réfrigérant. Une fois dans celui-ci, les vapeurs se
condensent et constituent 1’eau florale et I’huile essentielle récoltées dans le florentin

(Barbelet, 2015).

2. Souches bactériennes
Les germes utilisés sont des souches de référence ATCC (American Type
Culture Collection), ils constituent d’excellents modeles pour la recherche de 1’effet des
substances naturelles ou de synthéses. Ces souches sont conservées sur une gélose
inclinée a 4°C :
e Escherichia coli ATCC 25922 (Bactérie a Gram négative).
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Bactérie a Gram négative).

e Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Bactérie a Gram positive).

3. Milieux de culture utilisée
Suivant les méthodes employées et les souches étudiées, les milieux de culture
utilisés sont les suivants : gélose nutritive (GN), gélose Chapman, gélose Muller Hinton
(MH).La composition chimique de chaque milieu est mentionnée dans le tableau ci-
dessous.
Tableau 5 : Composition des milieux de culture (Joffin et leyral, 2006).

Milieux Composition des milieux de culture
Gélose
" Extraitdeviande. ... 19
nutritive
EXtrait de 1eVUure. ......oooeeeeiiiei 2,59
Peptone. ...t 59

26



Chapitre 11 : Matériels et Méthodes

Gélose
Chapman

Gélose MH

Bouillon

nutritif

Chlorure de sodiume.........cooviiiiiiiii e 59
AGAT AGAT. .o 15¢
BaU distillée. ... ..o 1000ml
pH=7

PEPLONE ... s 10g
Extrait de viande de beeuf ............ccoeeeiiiiiiiiiiieie 1g
Chlorure de SOIUM .......ocuveiie e 759
AT 0] T (o SO 10g
Rouge de Phenol ...t 0,025g
AGAN AGAN <. 159
BaU dISHIEE ..o 1000ml
pH=7,4

Infusion de viande de beeuf (déshydratée) ........................ 3009
Hydrolysat de CaSEINE ...........coocereiririiieiree e 017,59
AMIAON ..o 01,509
Baudistillée ... 1000 ml
AGAN AGAT e 17,00 g
pH=7,5

Extraitde viande ..ot 19
EXrait de [OVUFE........ceeiieeececece e 2590
PEPLONE ..ottt 5¢g
Chlorure de sodium............oooiiiiiiiii s e, 5¢
Bau diStillée ........oviniii 1000 ml
pH=7

4. Etude de D’activité antibactérienne

4.1. Méthode de diffusion en puits

L’activité antibactérienne a été évaluée par la méthode de diffusion telle que

décrite par Bauer et al., (1966) et reprise par Barry et Thornsberry, (1985). A partir

de colonies jeunes de 18 a 24 heures, une suspension bactérienne est réalisée dans le

bouillon nutritif stérile a 0.9% pour chaque souche bactérienne. La turbidité de cette

suspension est ajustée par la mesure de la densité optique de 0.08 a 0.1 correspond
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approximativement a une concentration de 108 UFC/ml) standardisée a la longueur
d'onde A = 620 , puis diluée (1/100) afin d’obtenir un inoculum de 10° UFC/ml (pour
I'espéce Staphylococus aureus I'inoculum est dilué a 1/10afin d’obtenir un inoculum de
10" UFC/ml). Cet inoculum est étalé a 1’aide d’un écouvillon sur boites Pétri contenant
de la gélose Mueller-Hinton. L’huile essentielle est déposée a 300, 400 et 500 pl sur des
puits realisé avec des billes stériles avant solidification de la gélose. Les boites Pétri
sont d’abord laissées pendant 2 h a 4°C pour une pré-diffusion avant d’étre incubées
dans une étuve a 37°C pendant 24 heures. L’évaluation de I’inhibition est réalisée par la
mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque puits. Nous avons utilisé
un témoin a I’aide de disques d’antibiotiques. Le choix des antibiotiques a été réalisé

selon la disponibilité du laboratoire. (Baser et Buchbauer, 2010).

4.2. Méthode des micro-atmosphéres

Le but de cette méthode est d’essayé d’exploiter les propriétés antibactérienne de
la phase volatile des huiles, cette méthode est techniquement semblable a celle de test
de diffusion en puits sauf que 1’huile ne sera pas en contact direct avec le milieu gélosé
(Elena et al., 2011). Dans cette méthode, les disques en papier Wattman, préalablement
imprégnés avec 500 pl de I’huile sont déposés au centre du couvercle de la boite de
Pétri, renversée pendant la durée de 1’expérience (couvercle en bas). Les boites sont
ainsi stockées dans un réfrigérateur a 4 °C pendant 2 heures, en suite elles sont incubées
24 heures a 37 °C (Baser et Buchbauer, 2010).

4.3.Antibiogramme ( Technique des disques par diffusion en gélose pour les bactéries
a croissance rapide de 18 a24h) .

Selon I’ Antibiogramme PASTEUR , La classification d’antibiotiques utilisés s’effectue
vis a vis les diametres de zone d’inhibition (D) .

A B

e D >A La Souche est Sensible.
e D> B La Souche est Résistante.

e D de A-B La Souche est intermédiaire .
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Tableau 6 : Résistance et sensibilité des antibiotiques.

Escherichia coli Pseudomonas Staphylococcus aureus
aeruginosa
ATCC 25922 ATCC 25923

ATCC 27853
Penicilline G (10U) 8-29mm 8-29mm 8-29mm
Ampicilline (10ug) 11-17mm D <11mm D<11mm
Amoxilline (20pg) 14-21mm 14-21mm 14-21mm
Gentamicine (120pug) D>17mm D>17mm D>17mm
Céphalothine (30pg) D<12mm D<12mm D<12mm
Erythromycine (15ug) D <17mm D >22mm D>22mm
Vancomycine (30ug) D>12mm D>12mm D>12mm

Les résultats représentent dans le Tableau 8 .
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1. Etude de la sensibilité des souches de référence aux antibiotiques

L'activité antibactérienne des antibiotiques étudiés a été évaluée sur une souche

bactérienne a Gram positive (Staphylococcus aureus), et deux souches a Gram négative

(Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa) a l'aide de la méthode de diffusion en

milieu gélosé , Les résultats obtenus sont mentionnés dans ( les tableaux 06,07).

Tableau 7 : Diameétres des zones d'inhibition des souches vis a vis de certains

Penicilline G (10V)
Ampicilline (10ug)
Amoxilline (20ug)
Gentamicine (120u9)
Céphalothine (30ug)

Erythromycine

(15u9)
Vancomycine (30ug)

antibiotiques (moyenne + écart type).

Escherichia coli
ATCC 25922

14,55 mm =0 ,50
11,55mm 0,50

16,55 mm +0 ,50
36,77 mm £0 ,50

11,22 mm +0 ,50

16,88 mm +0 ,50

20,22 mm %0 ,50

Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 27853

18,55 mm 0,50
00.00+00,00

14,55 mmz0 ,50
39,77 mm £0 ,50

4,77 mm +0 ,50

38,11 mm %0 ,50

24,80 mm 0,50

Staphylococcus aureus

ATCC 25923

11,11mm +0 ,50
0,00+00,00

14,88 mm +0 ,50
40,22 mm =0 ,50

00,00+00,00

31.55 mm 0,50

19,55 mm +0 ,50

Selon les résultats obtenus 1’espece Escherichia Coli est sensible a 2 type

d’antibiotiques (gentamicine, voncomycine) ; 1’espéce Pseudomonas aerugineosa est
sensible a 1’action de 3 antibiotiques (gentamicine, erythromycine, voncomycine). De
méme Staphylococcus aureus est sensible a 3 antibiotiques (gentamicine,
erythromycine, voncomycine). Pour les trois souches de référence, la gentamicine est

plus active en se basant sur le diamétre des zones d’inhibitions.
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Tableau 8: Résistance des souches vis a vis des antibiotiques.

Escherichia
coli
ATCC
25922

Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 27853

Staphylococcus
aureus
ATCC 25923

Penicilline G (10V)

intermédiaire

intermédiaire

Intermédiaire

Ampicilline (10ug)

intermédiaire

Résistante

Résistante

Amoxilline (20ug)

intermédiaire

intermédiaire

Intermédiaire

Gentamicine Sensible Sensible Sensible
(120p9)

Céphalothine (30ug) | Résistante Résistante Résistante
Erythromycine Résistante Sensible Sensible
(15u9)

Vancomycine (30pg) Sensible Sensible Sensible

Figure 7 : Action antibactérienne des antibiotiques sur les 3 souches de référence.

2. Etude de Pactivité antibactérienne des huiles essentielles

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antibactérien des huiles essentielles de 3
espéces de plantes (Salvia sclarea, Alluim cepa et Syzygium aromaticum) par la
méthode de diffusion en milieu gélosé et la méthode microatmosphére. Pour cette
méthode de diffusion, ont considéré une huile essentielle comme actif lorsqu'elle induit
une zone d'inhibition supérieure ou égale a 10 mm (Biyti et al., 2004).

Nous avons utilisé 1’échelle de Mutai et al., (2009) afin de classer I’effet
antibactérien des huiles essentielles (Tableau 08).
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Tableau 9: Echelle de classification de I’effet antibactérien.

Diametres (mm) Effet

D>30 mm Trés fortement inhibitrice
21mm<D <29 mm Fortement inhibitrice

16 mm <D <20 mm Modérément inhibitrice
11mm<D<16 mm Légérement inhibitrice

D <10mm Non inhibitrice

2.1. Evaluation de ’effet de Salvia sclarea
Les résultats obtenus de ’effet de Salvia sclarea vis-a-vis les trois souches de

références sont représenté dans le tableau 09 et la figure 07.

Tableau 10: Zones d’inhibitions de salvia sclarea vis-a-vis des souches de références.

- ) Méthode micro-
Methode de diffusion en puits .
atmospheére

300 pl 400 pl 500 pl 500 pl
Staphylococcus aureus

00 mm 14 mm 15 mm 00 mm
ATCC 25923
Escherichia coli ATCC

00 mm 00 mm 00 mm 00 mm
25922
Pseudomonas aeruginosa 00mm | oomm | 00mm 00 mm
ATCC 27853

L’huile essentielle du Salvia sclarea a montre que Staphylococcus aureus a éte
la seule souche trés sensible a cette huile avec un diamétre d’inhibition égale a 15 mm a
un volume de 500 pl et 14 mm & un volume de 400 pl. Toutefois aucun effet n’a été
observé a un volume de 300 ul. Pour Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa,
I’huile essentielle montre une activité non inhibitrice dont aucune zone d’inhibition n’a

été observée a toutes les concentrations.
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Figure 8 : Effet antibactérien de Salvia sclarea sur les souches de reférences.

2.2. Evaluation de I’effet d’Allium cepa
Les résultats obtenus de I’effet d’Allium cepa vis-a-vis les trois souches de

références sont représenté dans le tableau 10 et la figure 08.

Tableau 11: Zones d’inhibitions d’Allium cepa vis-a-vis des souches de références.

o ) Meéthode micro-
Methode de diffusion en puits .
atmospheére

300 pl 400 pl 500 pl 500 pl
Staphylococcus aureus 13.70

13 mm 15 mm 00 mm
ATCC 25923 mm
Escherichia coli ATCC

00 mm 00 mm 00 mm 00 mm
25922

. 13.70

Pseudomonas aeruginosa 10 mm 12 mm 00 mm
ATCC 27853 mm

L’huile essentielle de Alluim cepa montre une activité légérement inhibitrice vis-
a-vis de Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa, contrairement a
Escherichia coli qui ne présente aucune activité inhibitrice. A la concentration 500 pl, le
diametre est 14 mm pour Staphyloccus aureus et de 12 mm pour Pseudomonas
aeruginosa. A un volume de 400 pl, nous avons retrouvé presque le méme diametre ;
13,70 mm pour Staphylococcus aureus et 13 mm pour Pseudomonas aeruginosa. Au
volume de 300 pl le diamétre est de 13 mm pour Staphylococcus aureus, et de 10,70

mm pour Pseudomonas aeruginosa.
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2.3. Evaluation de I’effet de Sysygium aromaticum

Les résultats obtenus de I’effet de Sysygium aromaticum vis-a-vis les trois

souches de références sont représentés dans le tableau 11 et la figure 09.

Tableau 12 : Zones d’inhibitions de Sysygium aromaticum vis-a-vis des souches de

références.
) - ) Méthode micro-
Méthode de diffusion en puits .
atmospheére

300 pl 400 pl 500 pl 500 pl
Staphylococcus aureus

11 mm 13 mm 12 mm 00 mm
ATCC 25923
Escherichia coli ATCC

15 mm 13 mm 07 mm 00 mm
25922
Pseudomonas aeruginosa 14mm | 12mm | 08mm 00 mm
ATCC 27853

L’huile essentielle du Sysygium aromaticum a montré une activité envers les
trois souches, Echerichia coli, Pseudomenas aerugenosa et Staphylococcus aureus. Le
plus grand effet est noté chez Echerichia coli et Pseudomonas aerugenosa dont le
diamétre est de 15 mm et 14 mm a la concentration 300 ul. Aussi on a noté une
résistance a un volume de 500 ul dont le diametre 7 mm et 8 mm. Pour les
Staphylococcus aureus nous avons noté une activité Iégerement inhibitrice a un volume
de 300 pl et500 pl dont le diametre 11 mm et 12 mm.

A une concentration de 400 pl, une activité approximativement proche pour toutes

les especes qui est légerement inhibitrice, le diametre est de 13 mm pour
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Staphylococcus aureus et Escherichia coli; et de 12 mm pour Pseudomenas

aerugenosa.

Figure 10: Effet antibactérien de Sysigium aromaticum sur les souches de référence.

3. Discussion

La nature de I’activité des huiles essentielles des espéces Sysigium aromaticum,
Allium cepa et Salvia sclarea peut étre attribuée aux composés majoritaires (c’est-a-dire
les composés susceptibles d’étre actives). L’espéce Sysigium aromaticum est
caractérisée par sa composition majeure en 1’eugénol, le thymol et le carvarcrol (Iseri,
2007). Pour I’espece Alluim cepa est tres riche en composés soufrés homologues de
I'alliine dont le principal donne-le sulfoxyde de Propréenéthial (Zahalka,2009), par
ailleurs les constituants majoritaires de Salvia sclarea sont le sclaréol, le manool, le

spathulénol ou I’oxyde de caryophylléne (Laszlo, 2000).

Selon I’¢tude de Rhayour (2002), I’huile essentielle de Sysigium aromaticum exerce
son activité bactéricide principalement grace a son constituant majoritaire qui est
I’eugenol qui appartient a la famille des phénols. Aussi La présence des liaisons
disulfures, est un facteur important dans I'activité antimicrobienne de I'huile essentielle ,
d’alliums. ( Tsao et Yin, 2001 ) Une étude menée par le laboratoire de recherche en
sciences appliquées a I’alimentation (RESALA) indique que les huiles essentielles ont
majoritairement un effet antibactérien. Cet effet se résume en trois phases générales :
Premierement, les molécules de 1’huile essentielle vont attaquer la membrane de la
bactérie. Deuxiémement, 1’huile essentielle va acidifier I’intérieur de la bactérie pour
bloguer la production d’énergie et de composantes de structure. Enfin, si la bactérie
survit, I’huile attaquera directement le matériel génétique de cette derniére (Atmani et

Bair, 2015).
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Chapitre 111 : Résultats et discussion
Deans et al. (1995) a portent que la susceptibilité des bacteries a Gram positives et a
Gram négatives vis-a-vis des huiles essentielles a une légére influence sur
I’accroissement du degré d’inhibition. Cependant, il apparait que beaucoup d’huile
volatiles exercent une activité importante envers les bactéries a Gram positive. comme il
apparait dans notre experience que les trois plantes( salvia ,Allium, clou de girofle)
donnaient un effet sur la staphylococcus aureus . Cette sensibilité est attribuée a la
présence du lipopolysaccharides dans la paroi cellulaire qui constitue une barriére pour
I’huile essentielle (Laszlo, 2000), comme il est souvent apporté que les bactéries a
Gram négatives sont plus résistantes aux plantes a base d’huile essentielle (Reynolds,
1996). cette résistance est remarquée chez Echirichia-coli et pseudomenas aerogenosa

pour salvia sclarea et chez Echirichia-coli pour Allium cepa .

Volume des huiles essentielle influence 1’activité antibacterienne, plus le volume
de I’huile essentielle augmente plus les diamétres d’inhibitions est important (Emiroglu
et al., 2010). Cela s’applique avec ce qu’on a trouvée avec les deux plantes salvea
sclarea et allium cep. Le fait qu'il y a croissance bactérienne a fortes doses et une
inhibition a faibles doses trouvée avec 1’extrait préparé des clous de girofle, a été
mentionnée par d'autres auteurs n'a pas d'effet antibactérien a forte dose et agit a doses
plus faibles (Gill AO and Holley RA., 2004) mais n'ont donné aucune explication a ce
phénomene. Cela pourrait étre un probléme de saturation des sites de fixation ou des
canaux de passage de l'agent antibactérien. Pour cela,il faut approfondir les études
concernant ce point. (Manou 1, Bouillard L, Devleeschouwer MJ and Barel
AO. ,1998)

De nombreux facteurs écologiques tels que la température, ’humidité relative,
I’insolation et la nature du sol peuvent influencer la composition chimique des huiles
essentielles (Oliveira et al., 2005). Aussi La période de la récolte des plantes peut avoir
un effet sur I’activité antimicrobienne (Bounatirou et al., 2007). Aussi selon Hussain
(2009), la période de la récolte et la région ont un effet sur la famille des Lamiacées tel
que Salvia sclarea. La variabilité des résultats est probablement due a I’influence de
plusieurs facteurs tels que la méthodologie, les microorganismes testés et les huiles

essentielles utilisées (Pattnaik et al., 1997).
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Conclusion et perspectives

Ce travail a permis de mettre en évidence les propriétés antibactériennes des huiles
essentielles des trois plantes étudiées. L’activité antibactérienne a été évaluée par la
méthode de diffusion en milieu géloseé et la méthode Miro-Atmospheére.

Les résultats obtenus révéelent la présence des activités inhibitrice de chacune des
plantes, I’huile essentielle de Sizygiumar omaticum est active sur les trois souches de
références. De méme Alluim cepa, est active sur Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus. L’huile essentielle de Salvia sclarea est active sur
Staphylococcus aureus.

L’inhibition de croissance bactérienne dépend de 3 facteurs, la bactérie utilisée, la
nature de I’huile essentielle testée ainsi que sa quantité. A la lumiére des résultats
obtenus, le travail ouvre la voie a des perspectives. Dans le but d’entrevoir la
valorisation des huiles essentielles de point de vue production et commercialisation en
vue d’utilisations diverses dont notamment comme alternative dans la lutte contre les
maladies bactériennes, il serait intéressant de compléter le travail plus particulierement
par :

o Déterminer les concentrations minimales inhibitrices et bactéricides.

e FEtablir des synergies de différents composés de diverses plantes en plus

d’étudier d’autres propriétés biologiques de ces plantes, a savoir les propriétés

anti-inflammatoires, antivirales, antiparasitaires.
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