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Introduction 2013

I ntroduction

L’émergence de la résistance aux antibiotiques (ATB) suite a I’utilisation massive et
parfois abusive de ces derniers, est devenue un réel probléme de santé publique. L une des
stratégies utilisées pour surmonter ce probléme est |'utilisation des associations d’ATB,
néanmoins I’apparition des souches résistantes a ces derniéres (multi résistances) a posé

un probléeme en thérapeutique (Hemaiswarya et al., 2008).

Ce qui a amené certains théorie a utiliser des solutions alternatives, basees sur les
propriétés des plantes de fagon générale et aromatiques en particulier, car elles constituent une
source importante de médicaments grace a leur richesse en métabolites secondaires
(alcaloides, polyphénols, huiles essentielles etc.) (Haddouchi et Benmansour, 2008 ;
Girard, 2010).

Les huiles essentielles (HE) sont des produits de composition complexe, renfermant des
molécules volatiles contenues dans les végétaux. En raison de la diversité de leur composition
chimique, il est difficile d’établir une cible biologique spécifique impliquée dans le
mécanisme d'action. Probablement, leurs effet biologiques sont le résultat d'une synergie de
toutes les constituants de I’huile ou quelles reflétent seulement ceux des composés

majoritaires (Rosato et al., 2010).

Pour la méme raison, aucune résistance particuliere vis-a vis des HE n’a été décrite et il
est important de souligner que certains d'entre elles constituent des aternatives efficaces ou
des compléments aux ATB sans montrer |e méme effet secondaire (Rosato et al., 2010).

Toutes ces observations ont poussé les scientifiques a lancer des recherches dans le but
de développer de nouveaux agents antibactériens actifs qui consistent a faire des
combinaisons thérapeutiques des HE et des ATB, afin de fournir une meilleure efficacité pour

[utter contre diverses infections causées par les bactéries résistantes (Rosato et al., 2010).

Ainsi, nous nous sommes proposés dans ce travail d’eévaluer I’activité antibactérienne de
I’HE de Thapsia garganica L sur quatre souches bactériennes (& Gram négatif et a Gram
positif) et de déterminer I’effet de leurs associations avec un ATB de la famille des B-
lactamines (céfazoline), I’HE de I’Origanum glandulosum Desf et un composé majoritaire

(Eucalyptol) de I’'HE d’Eucalyptus globulus.
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Introduction 2013

Notre travail est répartie en deux partie : Une partie bibliographique, dans laguelle sont
abordées des généralités sur les HE, les ATB et la description des deux plantes médicinales

étudiées .Origanum glandulosum Desf et Thapsia garganica L.
Une partie expérimental e dans laguelle on a adopté 1a méthodol ogie suivante:

- Extraction de I’huile essentielle par hydrodistilation.

- Etude de I’effet de I”association huile essentielle / antibiotique.

- Etudede I’effet del’association de deux huiles essentielles

- Etude del’effet del’association huile essentielle / composé majoritaire.
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Chapitre 1 Monographie des plantes | 2013

|. Thapsia garganica L
|.1. Legenre Thapsia

Le genre Thapsia appartient de la famille des Ombelliféres (Apiacées) (Baillon, 1895). Ce
sont des plantes herbacées vivaces, de 50 a 200 cm de haut. Les inflorescences portent des

ombelles larges et réguliéres (Antonio et al., 2003).

Le genre Thapsia est constitué de 2800 espéces parmi ces especes: Th. Villosa., Th.
Asclepium., Th. Sylphium., Th. transtagana., Th. maxima., Th. deccussala., Th. foetida. Mais
I’espece la plus connue et la plus utilisée pour la fabrication des médicaments est Thapsia

garganica L (Baillon, 1895).
|.2. L’espéce Thapsia garganica L

Thapsia garganica L, est une Ombellifére vivace (Blondel, 1887), et herbacée (Baillon,
1895). Cette plante est connue depuis plus de 300 ans avant I’ére chrétien (Lauzer, 1868).
Elle a plusieurs nominations selon larégion ou €elle se trouve, thapsia en francais, Bounafaa en
arabe (L auzer ,1868-1870). Et en Kabyle Aderyis (Roque, 1835)

D’aprés Lauzer (1868) le nom Thapsia garganica est composé de deux mots:
Thapsia : qui est tiré de I’lle de Thapsia ou €elle avait été découverte pour la premiere fois.
Garganica: c’est le nom d’une montagne en Italie « Gargano, ou €lle se trouve en abondance

|.3. Classification botanique

Tableau | : Classification de Thapsia garganica L (Guignard, 1989)

Regne Végétal

Embranchement Spermaphytes (plantes a graines)
Sous Embranchement e Angiospermes (plantes a fleurs)
Classe Dicotylédones

Sous Classe Apétaes (Apiaes)

Famille Ombelliferes (Apiacées)

Genre Thapsia

Espece Thapsia garganica L
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|.4. Répartition géographique et utilisation
|.4.1. Distribution

Thapsia garganica L, est abondante dans toute I’ Afrique meéditerranéenne (Blondel,
1887), surtout dans le nord et particulierement dans I’ancienne Cyrénaique (Trabut, 1891).
On latrouve d’ailleurs dans beaucoup d’autres régions riveraines de la méditerranée (Blondel,
1887), et dans la péninsule arabe (Srikrishna et Anebouselvy, 2009). Elle pousse
spontanément surtout en Algérie, Tunisie et Maroc, dans le royaume de la Grenade en
Espagne, dans les iles Baléares, en Sicile, en Sardaigne, dans plusieurs iles grecques et
notamment dans celle de Rhodes (L eleux, 1857 ; Hérail, 1912).

|.4.2. Habitat

On peut trouver Thapsia garganica L dans: les jardins, les hauts-plateaux, les
montagnes, les campagnes, clairieres des forets, les péturages sablonneux et rocailleux,
steppes, les plaines et les basses montagnes (Bammi et Douira, 2004 ; Lauzer, 1868 ;
Trabut et Mares, 1906).

|.4.3. Utilisation traditionnelle

Les propriétés thérapeutiques de Thapsia garganica L sont attribuées aux deux
principes actifs sesquiterpenes lactones, Thapsigargine (Tg) et Thapsigarcine (Tc). Depuis
des siecles, des préparations contenant une résine de la racine ont été utilisees dans la
médecine arabe et européenne (Srikrishna et Anebouselvy, 2009).

En usage externe, la plante constitue un excellent reméde contre les ulceres infectés
(Rohlfs, 2002). En usage interne, elle agit comme un purgatif puissant (Djeridane et al.,
2006 ; Rohlfs,2002).

La résine est également utilisée comme anti-irritant pour le soulagement des douleurs
rhumatoides (Srikrishna et Anebouselvy, 2009 ; Ali et al., 1985) et dans le traitement des
maladies pulmonaires et le catarrhe (Srikrishna et Anebouselvy, 2009 ; Nelson et Stoltz,
2007).

Selon plusieurs auteurs Thapsia garganica L est utilisée depuis des siecles surtout par
les arabes et les kabyles d’ou I’étymologie du nom qu’ils lui dénotant combien il est précieux
qui revient aleurs dieu Bounafaa (pere de I’utile ou le possesseur de I’utilité) (Lauzer, 1868).
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Les arabes en font une panacée universelle; et appliquent les feuilles et les tiges
réduites en une sorte de bouillie sur toute les parties du corps qu’ils supposent étre le siege de

maladie qu’ils veulent traiter (L auzer, 1868).

En Algérie Thapsia garganica L sert a faire une confiture que les femmes indigénes

mangent pour traiter lafrigidité et la stérilité (Dechambre et al., 1885).

|.5. L’huile essentielle de Thapsia garganica L

L'HE extraite des racines de Thapsia garganica L contient principalement de I'édlimicine
(54 a73 %) et de lalatifolone (20-32%) (Avato et Rosito, 2002), et les constituants volatiles
suivants : les sesguiterpéenes lactones o-cadinene, a- et d-guaiene, elemol et guaiols (Drew et
al., 2012), dont la Tg, molécule ayant des propriétés vésicantes.

Ali et al., (1985) ont montré que la Tg est capable d'induire la libération d'histamine de
diverses cellules (classées par ordre de sensibilité: mésentere, poumon et cceur). Cette
propriété est a l'origine des propriétés vésicantes, mais aussi de l'intoxication humaine si elle

est consommee par voie orale.

[1. Origanum glandulosum Desf

C’est une plante spontanée endémique, se développant en Afrique du Nord (I'Algérie et
laTunisie) (Bendahou et al., 2008).
Nom botanique : Origanum glandulosum Desf.

Nomslocaux : en Arabe et en Kabyle (Zaéter), en Francais (origan), et en Anglais (oregano)

I1.1. Classification botanique

Tableau Il : Classification d'Origanum glandulosum Desf (Quezdl et Santa, 1963).

Regne Végéta

Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédonae

Sous classe Astéridae

Famille Lamiaceae

Genre Origanum

Espece Origanum glandul osum Desf

Page 5



Chapitre 1 Monographie des plantes | 2013

I1.2 Répartition géographique et utilisation
I1.2.1. Habitat

Broussailles, garrigues, atlas (Quezel et Santa, 1963).
[1.2.2. Airededistribution

Commun danstout le Tell (Quezel et Santa, 1963).

11.2.3. Propriétés et usage tradutionnel

L’Origanum glandulosum Desf est recommandé en cas de manque d'appétit,
d'aérophagie, de bronchite chronique, de toux dirritation, d'asthme, d'absence de régles, utile
contre la pédiculose, les rhumatismes et la cellulite (Dellile, 2007). Il est également utilisé
comme sédatif, apéritive, antispasmodique, stomachique, carminative, expectorant,
antiseptique, antalgique, et parasiticide. (K halfi, 2007).

Les especes d'Origanum glandulosum Desf sont largement connues comme herbe
culinaire, pour assaisonner les produits alimentaires et les boissons alcoolisées (Bendahou et
al., 2008).

I1.3 L huile essentielle d’Origanum glandulosum Desf

L'étude faite par Sari et al., (2006) sur la variabilité chimique de I’HE d’Origanum
glandulosum Desf récoltée dans différentes régions de I’Est de I’Algérie (23 échantillons)
montre qu'il existe trois chémotypes : chémotype a thymol, chémotype a carvacrol, et
chémotype a thymol et a carvacrol. Les composés majoritaires identifiés sont : le thymol, le
carvacrol, le p-cyméne et le y - terpinéne. L’analyse chimique faite toujours par Sari et al.,
(2006) a montré que les HE d’Origanum glandulosum Desf récoltée dans trois sites différents
de larégion de Bejaia ont des chémotypes variables. En revanche, I'HE d’Ori récolté dans la
région de Tlemcen est de chémotype a thymol (tableau I11) (Bekhechi et al., 2008; Bendahou
et al., 2008).

Tableau |11 : Composition chimique de I’huile essentielle d’Origanum glandulosum
Espece L es compositions chimiques % Référence
Origanum - Thymol 49,5 (Bekhechi et al.,
glandulosum - y-terpinéne 16,4 2008)

- p-cyméne 15,7
- carvacrol 3,6
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I1.4. Activité antibactérienne de|l’Origanum glandulosum

Méme a dose relativement faible, I’HE d’Origanum glandulosum Desf s’est avérée
efficace contre Staphylococcus aureus (S, aureus) et son action antimicrobienne se compare

avantageusement a nombre d’ATB tels que la streptomycine, la vancomycine (Dellile, 2007).

Des chercheures du département « Food science » de I’université du Tennessee ont
rapporté que parmi diverses huiles de plantes, I’HE d’Origanum glandulosum Desf a
démontré la meilleure action antibactérienne contre certains microorganismes pathogenes tel
gue staphylococcus, Escherichia. Coli et Listeria (Bendahou et al., 2008).

Précisons que I’ingrédient le plus actif de I’Origanum glandulosum Desf est le
carvacrol, un composé puissant et qui a des effets remarquable contre toutes sortes de
microorganismes, bactéries, virus, champignons ainsi que sur de nombreux parasites, Il est
important ici de préciser que le pourcentage en carvacrol joue un role important dans
I’efficacité de HE d’Origanum glandulosum Desf (Mignot, 2010).

[11. Eucalyptol

C’est un composé organique liquide incolore, mono-terpénoide, appartenant ala classe
des éthers (cycle éther), et égaement connu par une variété de synonymes: le 1,8-cinéole,

cajeputal, le 1,8-oxydo-p-menthane, et le cinéol (Rombi, 1991).

L’eucalyptol est I’éléement majoritaire (70-80 %) de I’HE d’Eucalyptus globulus. Il est
accompagné d’environ une centaine d’autres Constituants majoritairement terpéniques.
(Rombi, 1991; Boland et al., 1991; Bruneton, 1999). Figure 1 présente la structure
chimiquedu cinéol.

Figure N° 1 : Structure chimique du cinéol (Rombi, 1991)
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[11.1. Propriétés et usage thérapeutique

Les phyto-médicaments a base de feuilles d’eucalyptus sont traditionnellement utilisés
comme antiseptiques (Silva et al., 2003; Williams et al., 1998) au cours des affections
bronchiques aigues bénignes, de rhume et en cas de nez bouché (Bruneton, 1999), dans le
traitement des maladies alergiques telles que I’asthme, I’emphyséme et la bronchite par
inhalation (Low et al., 1974 ; Ramezani et al., 2002). C’est un précieux expectorant mais
aussi un bactéricide, un antiseptique , un ATB naturel, analgésiques et anti-inflammatoires
(Silva et al., 2003).

Selon Bezanger (1990), la richesse de I’eucalyptus en Eucayptol est derriere I’effet
antiseptique des voies respiratoires en usage interne et externe, mais Valnet (1990) considere
que I’effet antiseptique des composants de I’HE d’eucalyptus ensemble étre supérieur a celui
d’Eucalyptol seul, et explique que cela revient a la présence d’une petite quantité d’ozone
produite par I’oxydation des phellandrénes et aromadendrenes.
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|. Lesantibiotiques
|.1. Définition

Un antibiotique (ATB) est une substance antibactérienne d'origine biologique ou de
synthése chimique, qui est capable dinhiber la croissance des micro-organismes
(bactériostatique) ou de les detruire (bactéricide), elle agit a de faibles concentrations et n’est

pas toxique pour I’hdte (M outon et al., 2000).

Les ATB agissent au niveau de certaines structures ou dans diverses réactions du
métabolisme, a un niveau précis, dénommeé site d’action ou cible moléculaire, propre a chacun
d’eux (Annexe I). Il en résulte que tous les ATB ne sont pas actifs sur tous les agents
pathogénes (Duval et Soussy, 1993). Certains agissent sur de nombreuses especes
bactériennes a Gram positif et a Gram négatif sont dits a «large spectre» ; d’autres agissent

sur un nombre beaucoup plus limité d’espéces sont dits a «spectre étroit» (Singleton, 2005).

|.2. Classification

Les ATB sont classés sur la base de leur structure chimique, qui conditionne leurs
principales propriétés, bactériologiques (mode d’action, mécanisme de résistance, spectre),
pharmacologique (mode d’administration, diffusion, élimination), et toxicologiques (effets
indésirables et contre-indications) (Bosgiraud, 2003). Les principales familles et molécules

d'ATB et leurs modes d'action sont présentés dans I’annexe |.

I.3. Association d’antibiotiques

L’étude des associations d’ATB présente les intéréts suivants: I’élargissement du
spectre antibactérien, la complémentarité de diffusion au niveau des sites infectieux,
I’obtention d’une synergie et la prévention de I’émergence de mutants résistants (Manco et
al., 2007).

L'essai antimicrobien de susceptibilité de combinaison évalue |'efficacité des drogues
comprenant deux ou trois ATB in vitro et peut souvent démontrer |'efficacité antimicrobienne
contre les isolats bactériens méme lorsgue les différents ATB ont peu ou pas d'effet (Waters
et al., 2011).

Les résultats D’une étude in vitro sur I’efficacité d’association des ATB contre

l'anthrax, réalisé par Abed et al.,(2005), ont montré que la concentration inhibitrice
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fractionnaire (FIC)présente une synergie a la fois contre Bacillus. anthracis a été observé

seulement avec la combinaison de rifampine et la clindamycine.

Le traitement des infections des poumon provoquées par Pseudomonas aeruginosa
(I'aeruginosa) chez les personnes avec une fibrose cystique, est basée sur les résultats
d'examiner des ATB en association est meilleur que les ATB de choix basés sur les résultats

d'examiner des ATB séparément (Waterset al., 2011).

Les effets antimicrobiens des associations des ATB, sont définis selon quatre

interactions possibles :

- Synergies potentialisatrice : I’effet des ATB combinées est plus grand que la somme
des effets ATB emploies séparément ;

- Synergie addititive : un effet additif est observe lorsque I’effet combiné est égale a la
somme des effets de chaque ATB prisisolement ;

- Indifférence: I'activité de I’association n’est ni supérieure ni inférieure a celle de
chacun d’ATB priseisolément ;

- Antagonisme: un effet antagoniste est observé lorsque I’effet de I’un ou des deux
ATB est moindre quand ils sont appliqués ensemble que quand ils sont
individuellement (Burt, 2004).

Il. Les Huiles essentielles

[1.1. Définition

Le terme « huile essentielle » est un terme générique qui désigne les composants
liquides et hautement volatiles des plantes, marqués par une odeur forte et caractéristique
odeur, ce sont des métabolites secondaires produits par les plantes comme moyen de défense

contre les ravageurs (Bastien, 2008).

L’organisme de normalisation AFNOR NF T 75-006 (Association Francaise de
Normalisation) a donné une définition qui prend en compte le mode d'obtention des
HE :«Le produit obtenu a partir d’une matiére premiere végétale, soit par entrainement a la
vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques, soit par distillation a sec. L huile essentielle
est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques ». Cependant cette
définition est restrictive car elle exclut aussi bien les produits extraits a I’aide de solvants que

ceux obtenus par tout autre procédé(Bruneton, 1999).
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I1.2. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

Ce sont des composes volatiles, ce qui les différencie des huiles «fixes»; a cette
volatilité des HE sont liés leur caractére odorant et la possibilité de les obtenir par
entrainement a la vapeur d'eau, sont des Liquides a température ambiante, limpides et
rarement colorées. Leur solubilité est meilleure dans les solvants organiques et les composés
lipidiques (Bruneton, 1999).

Les HE ont une densité généralement plus faible que celle de I’eau a I’exception de
I’HE de sassafras, de girofle et de cannelle. Elles sont sensibles a I'oxydation mais ne
rancissent pas. Elles ont tendance a se polymeériser en donnant lieu ala formation des produits

résineux ce qui limite donc leur conservation. (Bruneton, 1999 ; Bakkali et al;2008)

[1.3. Pouvoir antibactérien deshuiles essentielles

L’effet antibactérien des HE est connu depuis I’antiquité. En 1919, Gattefossé a montré
que le bacille de Koch était détruit en 5 minutes par une émulsion a 1% d’HE de pin.
(Remmal et al., 1993).

En phytothérapie, les HE sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les
maladies infectieuses d'origine bactérienne et fongique (De Billerbeck, 2002), et notamment
dans les maladies respiratoires (Kaloustian et al ; 2008). Elles présentent également des
propriétés cytotoxiques qui les rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants en tant
qu’agents antimicrobiens a large spectre puisqu’elles inhibent la croissance des bactéries et
leur activité antibactérienne est principalement due a la fonction de leur composition
chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs (Dorman et
Deans, 2000 ; Oussalah et al., 2006 ; Doughari et Obidah, 2008).

I1.4. Mécanismes d’action des huiles essentielles
Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des HE, il est
probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable & un mécanisme unique,

mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire. (Carson et al ; 2002)

- Sur lamembrane
Le mode d’action des HE dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des
composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la
double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire
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un changement de conformation de la membrane, une perturbation chémo-osmotique et une
fuite d’ions (K+). (Cox et al., 2000 ; Carson et al., 2002).

- Sur lesenzymes

Une inhibition de la décarboxylation des acides aminés chez Enterobacter aerogenes a
été rapportée par Holley et Patel (2005). Les HE peuvent aussi inhiber la synthése de I’ADN,
de I’ARN, des protéines et des polysaccharides. (Zani et al., 1991).

I1.5. Synergisme entre les composants d’une huile essentielle

Les HE sont des mélanges complexes de nombreuses molécules. Dans |a plupart
des cas, seuls les constituants principaux de certaines HE le terpinéol, I’eugénol, le
thymol, le carvacrol, le carvone, le géraniol, le linalol, le citronellol, le néral, le safrole,
I’eucalyptol, le limonéne et le cinnamaldéhyde, ont été étudiés. (Ipek et al., 2005). Les
effets biologiques observés peuvent résulter de la synergie d’action de toutes ou étre
dues uniquement aux molécules majoritaires présentes a des concentrations éleveées;
I’HE de I’arbre de thé se révéle moins active sur P. aeruginosa et S. aureus que le
terpén-4-ol seul. En outre, I’effet de I’HE de |’arbre de thé est semblable au mélange de
terpén-4-ol et y-terpene (50%, 50%) (Cox et al., 2000, Bakkali et al., 2008).

Le p-cyméne combiné avec le carvacrol, est un agent antibactérien efficace contre
Bacillus cereuse, mais le p-cyméne seul s’avére inefficace. L’ incorporation de p-cyméne
dans la bicouche lipidique facilite tres probablement |e transport du carvacrol a travers
la membrane cytoplasmique (Burt, 2004 ; Ultee et al., 2000). Cependant, il est possible
que I’activité des composants principaux soit modulée par d’autres molécules mineures.
Dans ce sens, et pour des buts biologiques, il est plus instructif d’étudier une huile
entiére plutét que certains de ses composants parce que le concept de synergie semble
étre plus significatif.(Bakkali et al., 2008).

[11. Association huile essentielle /antibiotique

Des études récentes ont rapporté que les HE constituent une solution de rechange ou un
complément efficace a I’antibiothérapie ; plusieurs programmes de recherche sont lancés dans
le but de développer de nouvelles associations thérapeutiques antibactériennes actives dHE et
d'ATB, afin de fournir une meilleure efficacité pour combattre les diverses infections causées

par les souches résistantes (Rosato et al., 2010).
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Les interactions entre les composés antibactériens peuvent changer leurs activités et les

rapports synergiques ou antagoniques qui  peuvent en résulter (Mandalari et al., 2007).

Le synergisme entre les HE et les ATB a éé rapporté dans plusieurs études
Halawani,(2009) a montré dans son étude que I'extrait de I'HE de Nigella sativa a exercé
une activité synergétique contre S. aureus lorsqu’elle est associée avec plusieurs ATB
(ciprofloxacine et sulfamenthoxasole).

Sur la méme espéce Betoni et al., (2006) ont rapporté que I’association entre la
tétracycline et I’HE de Cymbopogon citratus a montré une excellente activité synergique;;

alors que I’HE toute seule n’a pas d’activité contre S. aureus.

Gallucci et al., (2006) ont rapporté dans leurs éude que I'utilisation des terpenes
combines avec la pénicilline a pu augmenter I’activité de ces derniéres contre des souches
bactériennes a Gram négatif en leur conférant une mellleure capacité de transport a
I’intérieur de sa cible bactérienne.

Plusieurs extraits des plantes ont montré une activité synergique contre des micro-
organismes. Le mode d'action de la combinaison differe de maniére significative de celui

de I’ATB agissant tout seul (Hemaiswarya et al., 2008).

V. Méthodes d’association des antibiotiques

IV.1. Technique en milieu liquide

V.1.1. Méthode de I’échiquier

La méthode est identique a la détermination des concentrations minimale inhibitrice
(CMI) en milieu liquide mais les concentrations d’ATB sont associées entre elles deux a
deux selon un schéma carré en microplague. La valeur de I’association est mesurée grace au
FIC dans les tubes ou il n’ya pas de culture visible (Francois et al., 2007).

CMly/5 | CMIga

FIC i =
Index = o~ oM,

CMIla : CMI de I’antibiotique A en présence de I’antibiotique B

CMIg/a : CMI de I’antibiotique B en présence de I’antibiotique A
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La synergie est définie par un FIC index < 0,5, L’antagonisme est défini par un FIC
index > 2. Entre 0,5 et 1il yaaddition et entre 1 et 2, indifférence

Il est possible de calculer alors un FBC index (concentration bactéricide fractionnaire).

CMB,;; CMBg/,

FBC i =
Index = B T CMB,

IV.2. Technique en milieu solide

On peut utiliser la méme technique qu’en milieu liquide mais en utilisant des boites
gélosées contenant I’association d’ATB a différentes concentrations. Dans ce cas, il sera

possible de n’étudier que la bactéricidie (Francois et al., 2007).
IV.2.1. Méhode dediffusion sur milieu solide (méthode des disques)

Il est possible d’utiliser les disques de papier imprégnées d’ATB disposeés a angle droit,
I’ATB diffuse a partir de chague bande selon un gradient exponentiel de concentrations
décroissantes (Francois et al., 2007).

IV.2.2.Méthode des E-Tests
L’association de deux ATB peut aussi étre étudiée & I’aide des bandelettes E-Test®

Une premiére bandel ette correspondant a un ATB est déposée a la surface de la gélose
ensemencée avec la bactérie a étudier. Aprés une heure de contact a 37 C° la premiere
bandelette est retirée et la deuxiéme est déposée sur I’empreinte de la premiere en prenant

soin de faire coincider les deux concentrations maximales de chaque bandel ette.

L es associations doivent étre réalisées dans les deux sens, tout d’abord la bandelette A
puis B et sur une autre boite de labandelette B puis laA. En paraléee, lesCMI de A et B
doivent étre déterminés isolément (Francois et al., 2007).
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. Matériel et méthodes
.1 Matériel végétal

Notre étude a porté sur deux plantes médicinales, Thapsia garganica (Th) et Origanim
glandulosom Desf de la famille des Apiacées et la famille des Lamiaceae respectivement.
Figure 2 et 3 ,Et un composé majoritaire de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus, 1,8-

cinéole oxyde (eucayptol) portant la référence (70-82-6 un. 3271. N. UF: 207-431-5. Lot :
10153825. Avacado-Germmany.)

Thapsia garganica a été récoltée au niveau de larégion El Djabia (commune de Beni
Maouche; wilaya de Bgaia, le 18-02-2013) a une hauteur de 1000 m d’altitude. La partie
utilisée est la partie aérienne. Origanum glandulosom Desf été récolté au mois de mars, dans

la région d’Akbou de la wilaya de Bejaia.

i 9

Figure2: Photographie d’Origanum Figure3 : Photographie de Thapsia
glandulosum Desf
garganicalL
|.2. Les souches bactériennes

Quatre souches (Staphylococcus aureus, Bacilus subtilis, Salmonella, et Acinetobacter)
ont éé choisies pour leur pathogénicité et leurs résistances aux ATB. Ces souches
bactériennes appartiennent a la collection du Laboratoire de Microbiologie, Université de
Begaa

Les caractéristiques et I'origine de chaque souche sont reportées sur le tableau 1V.
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Tableau I V: Caractéristiques et origine des souches testées

Souches testées Référence Classification
Gram positif
Saphylococcus aureus (MRSA) ATCC6538 Micrococcaceae
Bacillus subtilis ATCC6633 Bacillaceae
Gram négatif
Salmonella sp (Fourni de I’hopital) Enterobacteriaceae
Acinetobacter (Multi résistance) ATCC949(S) Moraxellaceae

|. 3. L’antibiotique utilisé

L’ antibiotique utilisé la Céfazoline (CZ), est sous forme anhydre, appartenant a la
famille des P-lactamines (céphalosporing) de 1°™ génération, portant la  référence
(Intraroline, Céfaolinelg préparation, laboratoire TORLAN. Etra de Barcelona, 135B.
lot :G-08/D-700 ,08290).

Il Méthodes
I1.1.. Extraction de I’huile essentielle

L’extraction de I’HE a é&é effectuée par la méthode d’hydrodistilation dans un appareil
de type Clevenger. Lafigure 4 montre le dispositif utilisé pour I’extraction de I’HE.

50g de la matiere végétale fraiche découpée en petits morceaux, est introduite dans
un ballon de 1 litre, contenant |’eau de source, on laisse macérer (une nuit), I’ensemble est
pporté a ébullition pendant 2 a 3 heures.

Les vapeurs chargées d’HE (distillat), en traversant le réfrigérant se condensent et
chuttent dans un ballon. L’hydrodistillat est mis dans une ampoule a décanter, a I’abri de
lalumiére et bien fermé.

Le distillat décanté est formé de deux phases, une phase agueuse magjoritaire et une
phase huileuse surnageant. Cette derniére est récupérée, puis déshydratée par du sulfate de
sodium anhydre (Na,SO,4) et conserveée dans des flacons en verre fumé a I’abri de la lumiere
a4°C.
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Le rendement en HE est calculé par rapport au poids de la matiere végétale; il est
exprimé par la quantité d’huile (en g) obtenue pour 100 g de matiéere végétale seche (m/m).
(Salamci et al., 2007 ; Williams et L uscenzi, 1994)

[R%: PA/PBXIOO}

R% = Rendement en I’huile essentielle
P,= Poidsdel’huile essentielle

Pg= Poids de lamatiére végetae

Refrigerant { ou condenseur)

Erenrmeyer

Huile essentielle +
Eau

Chauffe-ballon

Support élévateur Fo

Figure 4 : Dispositif de I’hydrodistillation (Bachelot et al., 2005)

[1.2. Standardisation desinocula bactériens

Avec des cultures pures et jeunes de 18 a 24 heures, on prépare des suspensions
bactériennes (Séparément) en prélevant quelques colonies bhien isolées et parfaitement
identiques et en les dissociant dans 3ml d’eau physiologique, on agite énergiquement pour
bien méanger.

L'absorbance mesuré par spectrophotométrie de chagque suspension doit étre comprise
entre 0,08 et 0,1 & la longueur d’onde de 625 nm, ce qui correspond environ & de 10° 410 ®
UFC/ml.

Page 17



Chapitre 111

Matériels et méthodes

2013

I1.3. Préparation de I’émulsion des huiles essentielles dans I’agar

L’émulsion mere des HE a 10%, préparée en gjoutant 100 yL d’HE ou de constituant

majoritaire a 900 uL d’une solution aqueuse stérile a 0,2% d’agar agar (v/v), en suite a partir

de cette emulision une série des dilutions a été réalisée. Ainsi que pour I’ATB une solution

mere d’un mg dans un ml de I’eau physiologique. Tableau V

Tableau V : Les différentes dilutions et les concentrations correspondants des huiles

essentielles et de I’antibiotique

Concentration Concentration
HE de Thaosia de I’'HE Concentration | Concentration
Dilutions hap d’Origanum d’Eucalyptol | de céfazoline
garganica L
ma/ml glandulosum mg/ml mg/ml
g Desf mg/ml
sMm10*t 101 92 91 1
12 50.5 46 45.5 0.5
14 25.25 23 22.75 0.25
1/8 12,62 115 11.37 0.125
1/16 6,31 5.75 5.68 0.062
1/32 3,15 2.87 2.84 0.031
1/64 1,57 1.43 1.42 0.016
1/128 0,78 0.71 0.71 0.008
1/256 0,39 0.35 0.35 0.004
1/512 0,19 0.17 0.17 0.002
1/1024 0.098 0.089 0.088 0.001
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I1.4. Evaluation de I’activité antibactérienne et effet del’association

(technique de I’échiquier)

L’évaluation de I’activité antibactérienne des HE de, Thapsia garganica L , Origanum
glandulosum Desf, Eucalyptol et de la céfazoline ainsi que leur association est réalisée en
milieu liquide selon la technique de I’échiquier.(Figure 5) dont les concentrations de
différent agents antibactériens (HE, ATB) sont associées entre elles deux a deux selon un
schéma carré en microplagques.

Le but des méthodes de dilution en bouillon est de déterminer |a concentration minimale
inhibitrice (CMI) de I’agent antibactérien, dans laquelle une suspension bactérienne est

testée vis-vis des différentes concentrations de ses agents (ElI Kalamouni, 2010).

Des volumes égaux des suspensions bactériennes, milieu de culture, et agents
antibactériens (HE de Thapsia garganica L , Origanum glandulosum Desf, Eucalyptol et de la
céfazoline ) sont mis dans chaque micro-cupule de la microplaque dont la somme ne dépassé

pas 280 ul, car e volume maximale de cette derniere est de 300 pl.

- Lalecture est effectuée apres 18 heures d’incubation a 37 C°.
- Un repiquage sur des géloses sélectives est réalisé pour les résultats observés afin de

vérifier cesderniéres.
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Figure5: Schéma explicatif de la méthode de I’échiquier
MH: milieu Muller Hinton
SB: suspension bactérienne
SM: solution mere
(x, y): différents agents antibactériens (HE de Thapsia garganica L , d’Origanum
glandulosum Desf , Eucalyptol, ou CZ)
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|. Extraction des huiles essentielles

Le distillat obtenu pour Thapsia garganica L est d’une couleur bleu claire, qui peu étre
dd a la présence des anthocyanidines qui sont des pigments hydrosolubles responsables de la
pigmentation, qui peuvent aller de la couleur orange au bleu (Manach et al., 2004 ; Crozier
et al.,, 2006, Sakata et al., 2006). Ou a des sesquiterpénes surtout les lactones
sesquiterpeniques. sont connus chez les Asteraceae, mais on les trouve dans quelques autres
familles, comme les Apiaceae, les Mognoliaceae et les Lauraceae (Judd et al., 2002).

Figure 6 : Photographie du distillat

|.1. Rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle de Thapsia garganica L est 1,88% un peu plus éevé
que celui obtenu a partir d’Origanum glandulosum Desf et qui est de 1,624%. (Figure 7)

19 1,88

1,8

1,7

Rendement %

1,6

. - | 1,63
Thapsiagargarﬂca\/

Origanum glandulosom

Figure 7: Représentation graphique de rendement des huiles essentielles des plantes utilisées
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Nos résultats pour Thapsia garganica L sont en accord avec ceux trouvés par
Bruneton, (1987) ou : la teneur des plantes en HE est généralement faible, de I’ordre de 1 a
3%. Il existe cependant quelques exceptions: « clou de girofle» qui renferme une teneur

d’environ 15% d’essence.

A titre comparatif, nous présentons le rendement en HE de quelques plantes dans le
TableauVIl

Tableau VI : Le rendement en HE de quelques plantes appartient au différentes familles.

Laplante Lafamille Rendement Référence
en HE%
Coriandrum sativum L Apiacée (Caucalineae) 0,68 (Salgues, 1962)
Daucus carota L 1,65
Anethum graveolens L Apiacée (Peucedanesae) 1,88
Archangelica officinalis Apiacée (Seselineae 05al
Artemisia herba-alba Astéracées 0,65 (Edward et al
(chin) 1987)
Thymus capitatus L abiées 2,75
(thym, zaatar)
Clou de girofle Myrtacées 11 (Bachelot et al.,
(Syzygium aromaticum 2005)

Nos résultat en rendement de I’HE de Thapsia garganica L est similaire au rendement
de la plante Anethum graveolens L. (1,88%) et proche de celui de Daucus carota L, mais plus

élevé que Coriandrum sativum L. (0,68%).

Le taux d’extraction d’Origanum glandulosum Desf obtenu correspond a ceux rapportés
par Sari et al., (2006) qui ont noté un rendement variant de 0,8 a 3% et de 1% a 2,5% pour
différentes stations, de la région Est de I’ Algérie et de Bejaia respectivement.

Des études phytochimiques ont permis d’obtenir des rendements supérieurs en HE
d’Origanum glandulosum Desf variant, de 2,3 a 5% pour différentes stations de la région de
Sétif (Belhattab et al. 2005; Ruberto et al., 2002), et de 3,53% a 4,8% dans différentes
régions de Tlemcen (Bekhechi et al. 2008; Bendahou et al., 2008).
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Ces variations de rendement, peuvent dépendre de nombreux facteurs dont
essentiellement I’origine, la période de récolte, les conditions géographiques, climatiques,
I’espece, la période du cycle végétatif, la nature de I'organe végétal ainsi que les méthodes et
les conditions d’extraction (Bakkali et al., 2008).

[l. Evaluation de I’activité antibactérienne et I’effet de |’association de
I”huile essentielle de Thapsia garganica, Origanum gandulosum, Eucalyptol,

et dela céfazoline
Les différents résultats observés de I’activité antibactérienne des HE de Thapsia
garganica, I’Origanum glandulosum, I’eucalyptol, et de la céfazoline (ATB), ainsi que leur

association sont présentés dans les annexes 1, I11 et 1V.

II.1. Evaluation de [I’activité antibactérienne de Thapsia garganica L, Origanum
gLandulosum Desf , Eucalyptol, et la céfazoline

I1.1.1. L effet antibactérien de I’huile essentielle de Thapsia garganica

L’HE de Thapsia garganica L n’a génére aucun effet sur les souches testées,
Staphylococcus aureus (S aureus), Bacillus subtilis (B. subtilis), Acinetobacter et
Salmonella.

Cela pourrait étre expliqué par la composition chimique de Thapsia garganica L qui
possede un composé majoritaire d’une nature cétonique (sesquiterpéne) (Drew et al., 2012),et
la présence des faibles composants phénoliques classés flavonoide dans les feuilles
(Damintoti et al., 2005).

Basile et ses collaborateurs, (Bylka et al., 2004) rapportent que les flavonoides
(’apignéne, vitexine, saponarine, lucénine 2-O-glycoside, et la luteolin 7-O-glycoside)
inhibent fortement certaines bactéries & Gram négatif testées: Proteus vulgaris, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Entérobacter cloacae et Klebsiella
pneumoniae, contrairement a nos résultats, qui pourraient étre dis a la faible concentration
testée (SM a 10% d’HE), ou a la faible concentration des composés phénoliques contenus
dans I’extrait de plante. Mais leur études ne montrent aucune activité vis-a-vis des bactéries
a Gram positif : Staphylococcus aureus et enterococcus faecalis, ce qui sont en accord avec

nos résultats.
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Selon Cowan (1999), les polyphénols ont un effet toxique sur les microorganismes,
toutefois cet effet dépend de leurs doses et leurs natures.

A titre comparatif, nous présentons quelques études sur I’activité antimicrobienne de

guel ques plantes médicinales.

Selon I’étude de Bencheikh (2005), I’'HE de Foeniculum vulgare est complétement
inactive sur E. coli, P. aeruginosa et S. aureus et sur douze souches de prélévements divers.
Tandis que celle de Thymus fontanesii posséde un large spectre d’action sur les bactéries a
Gram positif et a Gram négatif ainsi que sur les champignons. En revanche, I’huile est

inefficace sur P. aeruginosa.

Il a été montré également que certaines HE ne manifestent aucun pouvoir antimicrobien,
citons celle de Cupressus dupreziana, testée par Ramdani et al., (2007) qui s’est montrée
complétement inactive contre trois souches bactériennes E. coli, S. aureus et Pseudomonas.
aeruginosa. De méme I’huile de Marrubium deserti étudiée par Benalia, (2008) a éé
inactive vis-a-vis plusieurs bactéries et champignons.

Ces études confirment I’existence des extraies de plantes qui ne possédent pas des
activités antibacteriennes sur certaines des bactéries et parmes eux I’HE de Thapsia garganica

L qui ne présente aucun effet sur S. aureus, B. subtilis, Acinetobacter , et Salmonella.

I1.1.2 L effet antibactérien de I’huile essentielle d’Origanum glandulosum

Contrairement a I’HE de Thapsia garganica L, I’HE d’origanum glandulosum Desf
présente une trés forte activité antibactérienne (bactéricide) méme a faible concentration
(CMB= 0.089 mg/ml) sur toutes les souches a Gram positif et a Gram négatif testées (S
aureus, B. subtilis, Acinetobacter et Salmonella). Les CMB d’Origanum glandulosum Desf
sur les souches bactériennes testées sont présentées dans le tableau V1.

Tableau VII: Effet del’huile essentielle d’Origanum glandulosum sur les souches testées.

L es souches testées CMB (mg/ml)
Saphylococcus Aureus 0.089
Bacilus subtilis 0.089
Acinétobacter 0.089
Salmonella 0.089
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Nous avons comparé nos résultats obtenues par la méthode de I’échiquier a ceux de
Bendahou et al., (2008) qui ont étudié I’activité antibactérienne de I’HE d’Origanum
glandulosum Desf de la région de Tlemcen par la méhode de disque sur plusieurs souches,
notamment B. subtils, S. aureus, listeria monocytogenes, et trois souches d’E. coli, kiebsiella
pneumoniae, deux souches de P. aeruginosa, Citrobacter freundii,et Salmonella typhimurium.

IIs ont enregistré une activité proche de nos résultats sur toutes |es souches testées.

L’étude faite sur L’effet inhibiteur des HE, extraites a partir de sept plantes,
appartenant alafamille des labiées est surtout di a leur forte teneur en thymol et en carvacrol
(Bouchra et al., 2003). L’activité antimicrobienne élevée des HE riche en phénols comme le
carvacrol et le thymol est souvent rapportée par plusieurs auteurs (Laouer et al., 2003 ;
Baydar et al., 2004 ; Amarti et al., 2008 ; Bekhechi et al., 2008 ; Bendahou et al., 2008).

Bendahou et al., (2008) rapportent que la grande teneur en thymol (41,6%) de HE
d’Origanum glandulosum Desf, est responsable de sa forte activité. néanmoins la
concentration des composés actifs et I’activité antimicrobienne dépendent de la variété de la
plante, I’origine, la période de récolte, ainsi que la méthode d’extraction et les conditions de
conservation (Erturk et al., 2006 ; Hamza et al., 2006). De méme, I’activité antimicrobienne
élevée de I’HE d’Origanum minutiflorum ainsi que celle des composés magjoritaires, carvacrol
et p-cymene, montre que le carvacrol est responsable de I’activité antimicrobienne observée.
Toutefois aucune activité n’a été observée a I’encontre de P.aeruginosa (Vardar-Unlu et al.,
2007).

Lambert et al., (2001) ont montré que P. aeruginosa est moins sensible a I’effet du
mélange thymol et carvacrol que Saureus. lls ont égaement constaté que ces mélanges
(thymol et carvacrol), ne présentent ni un effet synergique ni antagoniste contre les deux
micro-organismes testés. La comparaison de I’activité du melange thymol carvacrol a celle de
I’HE entiere, explique I’inhibition observee pour cette huile.

Ceci  suggére que I’activité antibactérienne de notre huile essentielle de I’espece
Origanum glandulosum Desf peut étre attribuée principalement a ses constituants

majoritaires : les phénols.
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11.1.3. L’effet antibactérien del’Eucalyptol

L’Eucayptol, a un effet bactéricide vis a vis d’Acinetobacter et B. subtilis, une activité
bactériostatique sur S. aureus, et aucun effet n’a été remarqué sur Salmonella.

Tableau VIII: Effet antibacterien d’eucalyptol sur les souches testées.

L es souches bactériennes CMI (mg/ml) | CMB (mg/ml)
Saphylococcus Aureus 11.37 /
Bacilus subtilis 2.84 11.37
Acinetobacter 5.69 11.37
Salmonella / /

Selon ces résultats, on note que I’eucalyptol a exercé une activité différente d’une
souche un autre, une activité bactériostatique de CMI= 11,37mg /ml suffisante pour
diminuer la croissance de Saureus , aors que la méme concentration inhibe totalement la
croissance des Acinetobacter et B. subtilis, par contre la souche sal présente une résistance a

différentes concentrations d’Eucalyptol.

D’aprés Bouaoun et al., (2007), I'activité antimicrobienne de I'HE d'Eucalyptus est
attribuée al'eucalyptol, qui est un monoterpene appartenant ala classe des éthers.

Des chercheurs ont signalé qu’il existe une relation étroite entre le composé mgjoritaire
et I’activité antimicrobienne. Par exemple, le -cinéole en forte proportion dans les HES
d’Eucalyptus globulus et de Lavandula angustifolia est bien connu pour son potentiel
antimicrobien. Lis-Balchin et Deans, (1999) ont montré que des HE contenant de grandes

guantités en eucalyptol sont de bons agents antibactériens.

Contrairement a nos résultats, Farah et al., (2001) montrent que La sensibilité des
différents microorganismes au compose majoritaire eucalyptol est observée avec de faibles
concentrations. La sensibilité dépend de type de micro-organisme et de la concentration de

COmMpOosEé majoritaire utilisé.

Nos résultats ne sont pas semblables a ceux trouvés par Ghalem et al., (2008 ); Mann
et al., (2000), sur I’activité antibactériennes des HE des feuilles d'eucalyptus globulus. Les
résultats ont démontré un excellent effet inhibiteur sur S aureu, ainsi qu’E. Coli. Par contre B.
subtilis montre une résistance quand I’HE est non diluée, mais a I'éat diluée, la souche

bactérienne est plus sensible. D’aprées Valnet, (1990), la charge polarimétrique d’une solution
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d’HE est inversement proportionnelle a sa teneur en essence c-a-d que I’on obtient, dans
certains cas, des résultats d’autant plus probants que le produit est plus dilué.

Escherichia coli montre une résistance vis a vis de I’HE d’Eucalyptus globulus, dilué
ou non et cela est due essentiellement a la présence chez les bactéries Gram négatif d’une
membrane externe riche en chaines hydrophiles ou polysaccharidiques qui empéchent la
pénétration des ces huiles a I’intérieur de la cellule bactérienne. Mathlouthi et al., 2009).

Ceci est conforme aux résultats trouvés sur salmonella.

Certaines études ont montré que I’activité antimicrobienne des HE peut étre supérieure a
celle de leurs composés majoritaires testés separement (alcoolique, phénolique, terpénique ou
cétonique). Cette dominance d’activité des huiles essentielles sur celle d’un composant
majoritaire confirme bien I’effet de synergie que pourrait apporter les composants

minoritaires a I’activité des huiles essentielles (L ahlou, 2004).

11.1.4. L’effet antibactérien de la céfazoline
La céfazoline (ATB) a une activité bactéricide sur toutes les bactéries a Gram positif (S
aureus, B. subtilis), et sur saimonella, contrairement a Acinetobacter qui présente une

résistance al’ATB.

Tableau | X : Effet de la céfazoline sur |es souches testées.

L es souches testées CMI (mg/ml) | CMB(mg/ml)
Saphylococcus aureus / 0.015
Bacilus subtilis 0.004 0.015
Acinetobacter / /
Salmonella 0.015 0.03

Ces résultats montrent que les deux souches a Gram positif (Saureus et Bacillus
subtilis) traitées par céfazoline sont apparues plus sensible, ou leur CMB est de 0,015 mg/ml

alors que la souche salmonella (a Gram négatif) est sensible avec une CMB de 0,03 mg/ml.

Nos résultats, confirment I’activité antibactérienne sur les bactéries a Gram positif.
Plusieurs auteurs, ont remarqué également que les bactéries a Gram positif sont globalement
plus sensibles que les bactéries a Gram négatif (Dordevic et al., 2007 ; Longaray Delamare
et al., 2007 ; Yu et al., 2007 ; Le et al., 2008). En effet, la paroi des bactéries a Gram
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négatives est constituée d’une double couche phospholipidique, dans laquelle on trouve les
lipopoly- saccharides qui rendent la paroi imperméable au passage de soluté liposolubles.
Cette membrane contient des porines, qui permettent le passage uniquement de petites
molécules hydrophiles (Arias et al., 2004). Les bactéries a Gram positif sont plus sensibles
aux agents antibactériens. De part la structure de leur paroi qui est constituée de
peptidoglycane qui est perméable aux solutés (Meyer et al., 1999 ; Ariaset al., 2004)

Chez les bactéries & Gram négatif, la résistance naturelle aux [-lactamines est alors liée
a la capacité de diffusion de ces molécules au niveau des porines de la membrane externe.
Pour chaque espece bactérienne, I’affinité des -lactamines pour les différentes protéines liant

lapénicilline (PLP) conditionne leur activité (Eschalier, 2006).

La céfazoline n’a aucun effet sur Acinetobacter qui possede une résistance naturelle a
de nombreux ATB et a une grande capacité d'acquisition des nouveaux mécanismes de
résistance (Godreuil, 2007). Selon (Sougakoff et Trystram, 2003). Cette souche produit
une beta-lactamase chromosomique, trés probablement de classe C, qui n’est pas inhibée par
le clavulanate, qui hydrolyse préférentiellement les céphalosporines de premiere génération
mais n’a pas d’activité pour les pénicillines et la pipéracilline. De ce fait, Acinetobacter est

naturellement résistant ala céphalotine.

[1.2. Evaluation de I’effet de I’association des huiles essentidles,

d’eucalyptol et de la céfazoline sur les bactéries

11.2.1. Effet De I’association de I’huile essentielle de Thapsia garganica L et de la

céfazoline

Les résultats d’association sont présentés dans le tableau X, ces résultats montrent :

- Un effet synergique est obtenu avec I’apparition d’une activité bactéricide a partir
d’une concentration bactériostatique de la CZ (0,015mg/ml) et des concentrations

supérieures a 6,31 mg/ml de I’HE de Thapsia garganica L sur sailmonella.,

- I’association de I’HE de Thapsia garganica L e d’ATB ne présente aucun effet

sur Acinetobacter.,
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- Un effet antagoniste de I’association de I’HE de Thapsia garganica L et la CZ est

obtenue sur B. subtilis qui annuler totalement I’effet de CZ.,

- Un effet antagoniste a été obtenu par I’association de (I’HE de Thapsia garganica

L et la céfazoline) a des concentrations plus élevées de I’HE de Thapsia garganica

L mais ades concentration plus faibles de la céfazoline vis-a-vis Saureus.

Tableau X : Effet d’association de I’HE de Thapsia garganica et la céfazoline sur les
souches testées
Les souches Ceéfazoline (C2) HE de Thapsia CZ+HI% Thapsia
garganica L garganica L
B. subtilis CMB (mg/ml) 0.015 / /
CMI 0.004 / /
S aureus CMB 0.015 / 0.015+ 0.098
CMI / / 0.015+ 0.19
Acénetobacter CMB / / /
CMI / / /
Salmonella CMB 0.03 / 0.015+6.31
CMI 0.015 / 0.015+3.15

D’apres les résultats obtenus de I’association HE /CZ on constate qu’il ya pas une
activité sur Acinetobacter , par contre un effet synergique et apparu sur Salmonella , et un
effet antagoniste sur S.aureus et B.subtilis.

Des recherches ont été réalisées sur les HE, qui sont des mélanges complexes des
COmMpOosEs organiques, 'y compris des monoterpénes et des sesquiterpénes, pour améliorer
I’activité antimicrobienne sur les bactéries a Gram négatives, telles qU'E. coli, en particulier
P. aeruginosa associé a I’ATB pénicilline. Les résultats obtenus avec les combinaisons des
terpénes ont prouvé que I’association carvone/ penicilline, était totalement synergique, alors
gue I’association thymol/pénicilline était antagoniste avec le S.aureus MRSA. Ce qui est
comparable a nos résultats sur Saureus, alors que Les associations du citronellol, de
I'eugénol, du géraniol, du menthol, de la menthone et du myrcéne, chacun combiné avec de la
indifférent,

pénicilline ont montré un effet indépendamment de chaque activité

antimicrobienne quand ces substances sont testées separément (Gallucci et al., 2006).
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L’HE de Thapsia garganica L et I’ATB céfazoline, agissent sur la méme cible est
possedent en général le méme mode d’action ce qui expliqué notre résulta comme une

augmentation de la dose d’ ATB testée.

11.2.2. Effet de I’association de I’huile essentielle de Thapsia garganica Let d’Origanum
glandulosum Desf

Tableau XI : Effet d’association de ’HE de Thapsia garganica et I’HE de I’Origanum

glandulosum Desf sur |es souches testées

HE d’ Origanum
HE d’
. | glandulosom
Origanum HE de Thapsia
Les souches _ Desf +HE
glandulosom garganica L )
Thapsia
Desf :
garganica L
B. subtilis CMB (mg/ml) 0.089 / 0.089+0.098
CMI / / /
S aureus CMB 0.089 / 0.089+0.098
CMI / / /
Acénetobacter CMB 0.089 / 0.089+0.098
CMI / / /
Salmonella CMB 0.089 / 0.089+0.098
CMI / / /

Les résultats obtenus de I’association sont identique a celle obtenu avec I’'HE de
I’Origanum glandulosum Desf sur toutes les souches a Gram positif et a Gram négatif

testées.

L’association des deux HE Thapsia garganica L et I’Origanum glandulosum Desf
montrent que I’Origanum glandolusom Desf garde sa forte activité et que HE de Thapsia
garganica L ne manifeste aucun effet ni synergique ni antagoniste, c’est un effet indifférent
probablement di & la forte concentration en composés majoritaires (phénoliques) de I’HE

d’origanum glandulosum Desf .
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Les phénols sont responsables des atérations irréversibles au niveau de la membrane
bactérienne. Le thymol et I'eugénol sont responsables de I'activité fongicide (Bennis et al.,
2004) et bactéricide des HE, qui en contiennent (Cox et al., 2000). La molécule de thymol a
un effet inhibiteur et |étal sur diverses souches, dont E. coli et S. aureus, sur lesquelles elle
provoqgue des fuites d'ions potassium (K+). En revanche elle n'est pas active sur P. aeruginosa
(Walsh et al., 2003). Plus les teneurs en phénols sont élevées, plus les HE sont efficaces

(Cosentino et al., 1999). Ce qui confirme nos résultats

L’étude in vitro et in vivo sur I’effet antibactérien de I’HE de romarin (Rosmarinus
officinalis) associé a une préparation des HE constituées par des aldéhydes, des phénols et
des terpenes sur 13 souches bactériennes représentatives du tube digestif du poulet
Lactobacillus rhamnosus , Lactobacillus reuteri, Lactobacillus plantarium et Lactobacillus
salivarius ; Enterococcus faecalis Enterococcus faecium; deux souches Escherichia coli;
Saphylococcus aureus; Salmonelle indiana, Listeria innocua et Bacillus subtilis, est réalise
par (Mathlouthi et al., 2009) est montré que, le mélange de plusieurs HE présente un
pouvoir antimicrobien contre toutes les bactéries a I’exception de Lactobacillus rhamnosus.
Ainsi, I’association d’HE (romarin et le mélange) inhibe a la fois les bactéries a Gram
positif et a Gram négatif alors que I’HE de romarin présente un effet antibactérien que sur les
bactéries a Gram neégatif. Cet effet sélectif des HE a été trés étudié dans la littérature.
L'activité antibactérienne des HE est due a la présence des acools a longues chaines et des
composes phénoliques qui inhibent la croissance des bactéries (Skocibusic et al., 2006 ;
Sharififar et al., 2007).

Selon Hermal (1993), des associations d’HE de la Cannelle et de Thym sont
synergigues ou indifférentes sur S. aureus. En revanche elles sont indifférentes sur le genre
Bacillus. P. aeruginosa et E. coli : des associations ne sont pas plus efficaces que les HE
pures et sont souvent indifférentes. Une prédominance de Cannelle est plus efficace que celle

de Thym, contrairement aux bactéries a Gram positif (Pibiri, 2005).

11.2.3. Effet De I’association de I’huile essentielle de Thapsia garganica L et de
I’eucalyptol

- Aucun effet d’association de I’HE de Thapsia garganica L et I’eucalyptol est
observé sur sailmonella I’ effet est indifférent

- Un effet antagoniste de I’association de I’HE de Thapsia garganica L et
d’Eucayptol sur Acinetobacter et B. subtilis.
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- Un effet bactéricide (synergique) observé avec I’association de( I’HE de Thapsia
garganica L et d’Eucalyptol) avec une concentration bactériostatique d’eucalyptol

91 mg/ml et des concentrations supérieures a 0,4 mg/ml deth sur S. aureus.

Le tableau XI présente les CMI et les CMB de I’association de Thapsia garganica L
et Eucalyptol sur les souches testées.

Tableau XII : Effet de |’association de I’HE de Thapsia garganica L et de |’Eucalyptol sur

les différentes souches testées.

Lessouches | CMB et CMI Eucalyptol HE de Thapsa Eut HE Thapsia
garganica L garganica L
B. subtilis CMB(mg/ml) 11.37 / 22.75 + 0.098
CMI 2.84 / 11.37 + 0.098
S aureus CMB / / 91 +0.39
CMI 11.37 / 91 + 0.098
Acénetobacter CMB 11.37 / 22,75+ 1,57
CMI 5.69 / 11,37 + 1,57
Samonella CMB / / /
CMI / / /

L’activité d’une HE est en relation directe avec sa composition chimique. Ainsi, une
HE non diluée agit moins que son constituant principa. La relation entre la composition et
I’activité suggere que cette activité peut étre due aux composants majeurs (alcools, phénols,
terpenes, ou composés cétoniques) et aux composants mineurs. Il est possible que ces deux

composants agissent ensemble en synergie. (Lahlou, 2004).

Des bactéries a Gram négatif se sont montrées généralement plus résistantes que les
bactéries a Gram positif aux effets de diverses HE, en raison des lipopolysaccharides présents
dans la membrane externe, mais ce n'éait pas toujours vrai (Oussalah et al., 2006). Il semble
gue le mécanisme d'action de ces huiles est lié essentiellement a la structure de la paroi
(Berche, 2003). Les mécanismes d'action des HE. et leur sélectivité envers certaines bactéries
restent jusqu'a présent mal élucidés. Selon plusieurs auteurs (Dorman et Deans, 2000), cette
sdlectivité est le résultat de la composition variée des fractions actives des huiles, qui

présentent souvent des actions synergiques.
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La présente étude nous a permis d’évaluer I’activité antibactérienne des huiles
essentielles de deux plantes médicinales de la région de Bejaia qui sont Thapsia garganica L
et Origanum glandulosum Desf, I’eucalyptol, et de la céfazoline, sur quatre souches

bactériennes et I’effet de leur association avec I’huile essentielle de Thapsia garganica.

Les rendements en huiles essentielles pour Thapsia garganica Let Origanum

glandulosum Desf sont de 1.88% et de 1.624% respectivement.

Les résultats obtenus montrent que I’huile essentielle de Thapsia garganica L ne
présente aucune activité antibactérienne contrairement a I'huile essentielle d'Origanum
glandulosum Desf qui présente une bonne activité sur toutes les souches ciblées, cependant
I’eucalyptol manifeste une activité bactéricide sur Acinetobacter et Basillus subtilis, une
activité bactériostatique sur S. aureus, aucun effet sur Salmonella, et avec la céfazoline
Acinetobacter présente une résistance alors que les trois autres souches sont sensibles.

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle d’Origanum glandulosum Desf peut
s’expliquer par sa richesse en phénols (carvacrol et le thymol), La richesse de Thapsia
garganica L en composés cetonique ne lui permet pas d’avoir une activité antibactérienne

qui peut étre due a son profil chimigue pauvre en composés phénoliques.

L’effet d’association de HE de Thapsia garganica L avec de la céfazoline, I’eucal yptol et

I’Origanum glandulosum Desf montre que :

- I’association de la céfazoline et HE Thapsia garganica L a un effet synergique sur
Salmonella, un effet antagoniste sur les souches a Gram positif (S.aureus , Bacillus
subtilis), et aucun effet .sur Acinetobacter ,

- un effet indifférent del’association de deux HE d’Origanum glandulosum Desf et de
Thapsia garganica L sur toutes les souches testés,

- un effet synergique sur S aureus, et un effet antagonisme sur Acinetobacter et B.

subtilis avec I’association d’HE de Thapsia garganica L et I’eucalyptol.

Au terme de cette éude, nous avons constaté que I’association de ces deux HE,
compose majoritaire et de la céfazoline peut étre une source efficace pour combattre diverses
infections causées par des souches résistantes. Cette étude reste évidement préliminaire ; elle
pourrait constituer une contribution pour d’autres études. Pour cela, nous avons comme

perspectives:
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v

Etude des activités antibactériennes de I’association huile / antibiotique pour d’autres
plantes et d’autres antibiotiques par d’autres méthodes.,

Etude comparative de la composition chimique et de I’effet antimicrobien des huiles
essentielles a différentes périodes de cycle végétatif et différentes région;

Etude des autres activités biologiques de ces deux plantes telles que I'activité
antivirale, antifongique anticancéreuse, anti-inflammatoire, etc.

Etude de I’activité antibactérienne in vivo ;

étude détaillée sur les activités biologiques de ces huiles pour montrer leurs
importance et la possibilité de leurs exploitation dans certains domaines:

pharmaceutique, cosmétique, insecticide, alimentaire, ... etc.

En fin, I’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiére éape

dans la recherche de substances de source naturelle biologiquement active. Des essais

complémentaires seront nécessaires et devront pouvoir confirmer les performances mises en

évidence.
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Glossaires botaniques

Chémotype : variation de la composition chimique de I’huile essentielle de la méme espéce de plante.
Superficielle du liquide dans lequel elle est dissoute.

Flavonoide : est un pigment non photosynthétique responsable de la pigmentation des plantes. C’est
un compose poly phénolique constitué de deux noyaux benzéniques A et B reliés par une chaine en

C3 detrois atomes de carbone
Phénols. carbure aromatique (cycle benzénique) portant un ou plusieurs groupements Hydroxyles.

Polyphénols: ils sont caractérisés, par la présence de plusieurs groupements phénoliques associés.
Ombeéllifere: est une famille de plantes dicotylédones. Selon Watson & Dallwitz, elle comprend pres
de 3 000 espéces réparties en 420 genres et sont surtout présentes dans les régions tempérées du
monde. C'est une famille relativement homogeéne.

Phellandérne : est le nom d'une paire de composeés organiques ayant une structure moléculaire
semblable et des propriétés chimiques semblables. a-f3-Phellandrene et phellandréne sont
monoterpéenes cycliques et sont des isomeéres de double liaison.

Sesquiterpéne : sont une classe de terpéne formée de 3 unités isopréniques et de formule moléculaire
Ci1sH24 Comme les monoterpenes.

Vivace: sedit pour une plante qui vit plusieurs années.

Glossaire médical

Aérophagie : est un phénomene physiologique qui correspond au rejet de I'air admis en trop grande
quantité dans I'appareil digestif, principalement lors des repas.

Analgésiques : sont des médicaments utilisés en médecine dans le but d'éliminer ladouleur d'un
patient (les antal giques ne faisant qu'atténuer la douleur).

Antalgique: qui apaise ladouleur.

Anthrax : est |e terme anglo-saxon donné a la « maladie du charbon », qui forme des sortes de gros

abces cutanés.

Antibiothérapie : traitement par les antibiotiques.
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Antifongique : qui empéche le développement des mycoses

Anti-inflammatoire : qui combat I’inflammation.

Antioxydant : substances s’opposant aux effets de I’oxydation..

Antiseptique : qui détruit les microbes et empéche leur prolifération.

Antispasmodique : qui agit contre les spasmes, les convulsions, les crampes...etc.

Apéritif : qui ouvre I’appétit

Asthme : est une affection pulmonaire chronique (along terme) qui se caractérise par une difficulté a
respirer. Il n'existe pas de remede contre |'asthme, mais lamaladie peut étre gérée, controlée.
Bactéricide : substance ayant la capacité de tuer des bactéries.

Bactériostatique : arréte la multiplication des bactéries sans les détruire.

Carminatif : qui a la propriété de faciliter ou provoquer I’expulsion des gaz intestinaux.
aladigestion

Clindamycine : est un antibiotique. C'est un dérivé semi-synthétique de lalincomycine, proche des
macrolides. Elle appartient alafamille des lincosamides.

Douleur Rhumatoide : douleur erratique, ressemblant a une douleur rhumatismale, mais qui se
rattache parfois a un état névralgique ou a une maladie aigué.

Emphyséme : est un terme d'anatomopathol ogie désignant la destruction des voies aériennes distal es.
Par extension, on utilise aussi ce terme pour désigner la présence de gaz dans des tissus humains.
Etymologie : est une discipline diachronique de lalinguistique, qui cherche a établir I'origine formelle

et sémantique d'une unité lexicale.

Expectorant : est un médicament ou une herbe qui augmente I'expulsion du mucus de la trachée ou

des bronches par de I'expectoration ou de la toux.

Fibrose cystique : est une maladie héréditaire affectant les glandes exocrines (mucus) des poumons,
du foie, du pancréas et des intestins, produisant des handicaps progressifs en raison de la défaillance de
multiples systémes.

Irritant : Substance susceptible de causer des inflammations doul oureuses.

Parasiticide : ou antiparasitaire est un produit chimique capable de détruire (tuer) les parasites.
Pédiculose : est une parasitose, infestation externe de la peau par les poux, contagieuse et désagréable
en raison du prurit qu'occasionnent les morsures des poux. Elle est considérée comme une maladie

fréquente mais bénigne..

Phytomedicaments: sont des médicaments dont le principe actif provient d’une plante entiere ou

d’une partie de cette plante
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Phytothérapie : traitement des maladies par les plantes.

Rifampine : est un antibactérien utilisé en association avec d’autres médicaments pour traiter la
tuberculose. Elle peut aussi étre utilisée pour traiter d’autres sortes d’infections.

Sédatif : est une substance qui a une action dépressive sur le systeme nerveux central et qui entraine
un apai sement, une relaxation, une réduction de |'anxiété, une somnolence, un ralentissement de la
respiration, une démarche chancelante, des troubles du jugement et une diminution des réflexes.

Stomachique : Se dit des substances qui stimulent la fonction digestive de I’estomac.

Vésicante : Qui produit des vésicules, des bulles sur la peau ou les muqueuses, Se dit de gaz de

combat, tel I'ypérite, provoquant de graves lésions phlycténulaires de la peau et des voies respiratoires.

Ulcere: est une plaie ouverte de la peau, des yeux ou d'une mugueuse, accompagnée d'une
désintégration du tissu. Plus précisément, il s’agit d’une érosion (discontinuité macroscopique) de
I'épithélium normal.
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Annexel :
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Figure N°1: Cibles des principales familles d’antibiotiques (Doublet, 2004).

Tableau N°I11: Principales familles et molécules d'antibiotiques et leurs modes d'action

(Doublet, 2004).

Familles M écanismes d'action Principales molécules
d'antibiotiques
B-lactamines Inhibition de la synthése du peptidoglycane. | Pénicillines, Ampicilline,

Amoxicilline, Céfaexine,
Cefoxitine, Céfotaxime

Glycopeptides Inhibition de la synthése du peptidoglycane | Vancomycine,

se fixent au motif D-Ala-D-Ala. Técoplanin,
Avoparcine.
Fosfomycine Inhibition de la synthése du peptidoglycane | Fosfomycine.
(inhibe le pyruvate transférase).
Polymixines Perméabilisent les membranes PolymixineB, Colistine.
Aminosides Inhibition de la synthése protéique Streptomycine,
(inhibent I'initiation et la tranglocation). kanamycine,

Gentamicine, Amikacine.

Phénicolés Inhibitionde la synthese protéique (se fixent | Chloramphénicol,
au site accepteur de I'ARNI). Thiamphénicol,

Florfénicol.
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. Les résultats obtenus de I’association de I’huile essentielle de Thapsia garganica

Annexell

avec la céfazoline sur les différentes souches testées
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Annexelll: Les résultats obtenus de I’association de I”huile essentielle de Thapsia garganica
avec I’huile essentielle d’Origanum glandulosum, sur les différentes souches testées
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AnnexelV: Lesrésultats obtenus de I’association de I’huiles essentielles de Thapsia

garganica avec de I’eucalyptol sur les différentes souches testées



Résumé

L’objectif de cette étude est I’évaluation de [l'activité antibactérienne et I’effet
d’association de I’huile essentielle de Thapsia garganica avecet de I’huile essentielle
d’Origanum glandulosum, céfazoline et d’eucalyptol contre quatre souches bactériennes a
(Gram positif et Gram négatif), par laméthode de I’échiquier.

Les différents agents antimicrobiens examines (eucalyptole, céfazoline,et I’huile
essentielle d” Origanum glandulosum) ont montré des activités antibactériennes importantes
contre toutes les souches testées, quand ils sont testés séparément contrairement a I’huile
essentielle de Thapsia garganica qui n’a aucun effet, on revanche, leurs association a montré
une activité moins importante.

L’association de I’huile essentielle de Thapsia garganica a montré des interactions
synergiques avec I’eucalyptol et la céfazoline, sur Saureus et salmonella respectivement, un
effet antagoniste avec I’eucalyptol pour Acinetobacter et B.subtilis et avec la céfazoline pour
les bactéries a Gram positif, et un effet Indifférent sur toutes les souches téstées de
I’association de I’huile essentielle d’Origanum glandulosum

Mots clés. Huile essentielle, antibiotique, Thapsia garganica, Origanum glandulosum,
Eucalyptol, antibiotique, activité antibactérienne, association huile essentielle/antibiotique,
association huile essentielle/ huile essentielle

Abstract

The objective of this study is to evaluate the antibacterial activity and the association effect of
essentia oil Thapsia garganica and essential oil of Origanum glandulosum, cefazolin and
eucalyptol against four bacterial strainsto (Gram positive and Gram negative) by the method
of the board.

Different antimicrobial agents (oil essntiel of Origanum glandulosum ,eucalyptol and the
céfazoline ) showed significant antibacterials activities against all strains tested, when tested
separately unlike the essential oil Thapsia garganica which has no effect, on the other hand,
their combination showed less activity.

The essential oil combination Thapsia garganica showed synergistic interactions with
eucalyptol and cefazolin on S. aureus and Salmonella, respectively, and an antagonistic effect
with eucalyptol for Acinetobacter and B. subtilis and cefazolin for Gram-positive bacteria.

Keywords:. essential oil, antibiotic Thapsia garganica, Origanum glandulosum, eucal yptol,
antibiotic, antibacterial, essential / antibiotic combination oil, essential oil combination /
essentia ail
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