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Introduction générale

Introduction

Durant ces 30 derniéres années, les infections microbiennes sont devenues récurrentes
du fait de I’apparition progressive des bactéries pathogenes résistantes aux antibiotiques
(Aboya Moroh, 2013). Ces résistances bactériennes simples puis multiples sont aujourd’hui
une menace d’échec thérapeutique de la médecine moderne (Zahar et Lesprit 2014 ; Ducrot
et al, 2018).

A D’instar de certains micro-organismes tel que Penicillium ou Streptomyces qui ont
servi de source d’antimicrobiens, certaines plantes ont depuis plusieurs siécles été utilisées
par la médecine traditionnelle pour lutter contre les infections (Aboya Moroh, 2013) comme

un moyen alternatif a un traitement antibiotique.

C’est ce qu’on appelle la phytothérapie ou le traitement par les plantes qui est souvent
associee a la présence de molécules ou substances chimiques appartenant aux métabolites
secondaires (composés phénoliques, alcaloides, terpénes...). Ces molécules pouvant avoir des
modes d’action pharmacologiques variés voire synergiques vis-a-vis des bactéries dont
I’activité peut étre antibactérienne ou réduire la virulence des bactéries en perturbant leurs
modes d’actions (Ducrot et al. ,2018). Par exemple les huiles essentielles, en raison de leur
propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de
la membrane de la cellule bactérienne, leur activité antimicrobienne peut se dérouler sur

plusieurs sites de la cellule bactérienne (EI Amri et al. 2014).

Les activités antimicrobiennes des huiles essentielles ont été rapportées dans plusieurs
travaux (Bouzouita et al, 2008). En I’occurrence ceux réalisés sur ’activité antimicrobienne
des huiles essentielles du genre Juniperus comme ceux d’abord a I’échelle mondiale : Stasi
etal. (1996) ; Cavaleiro et al. (2001) ; Angioni et al. (2003) ; (Bouzouita et al. (2008) ;
Ennajar et al. (2009), Derwich et al. (2010) ; Haziri et al. (2013) et d’autres. Pour les
travaux réalisés a 1’échelle nationale, nous citons principalement les travaux de Ramdani et
al. (2013) ; Zeraib et al. (2014) ; Benyahiaoui et al. (2016) ; Ouaar (2018) ; Merradi et al.
(2018) et Mehira et al. (2021).

Le genre Juniperus fait partie de la famille des Cupressacées. Certaines de ses espéces
sont considérées comme des plantes médicinales, largement utilisées dans la médecine
traditionnelle (Dawidar et al, 1991). Il est représente, en Algérie, par cing especes (Quezel

et santa, 1962) dont 1’une fait I’objet de notre travail.
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Dans ce travail, I’activité antimicrobienne des huiles essentielles de 1’espéce Juniperus
sp est étudiée vis-a-vis trois souches de bactéries a savoir Staphylococcus aureus, Escherichia

coli et Bacillus subtilis et une souche de levure qui correspond a Saccharomyces cerevisiae.

La problématique de notre travail est de chercher est ce que les huiles essentielles de notre
plante sont dotées d’un pouvoir antimicrobien ? Quelles sont les souches les plus résistantes et

les plus sensibles a ces huiles ?
Apres cette introduction, notre travail est structuré comme suit :

Dans une premiere partie, une synthese bibliographique ou sera présentée d’abord la
notion des différentes activités biologiques. Ensuite, la description de la famille botanique de
I’espéce. Puis une revue bibliographique des études réalisées sur 1’activité antimicrobienne

des huiles essentielles de quelques especes du genre Juniperus ;

La deuxiéme partie du document présentera le matériel et les méthodes utilisés dans

notre travail ;

La troisiéme partie sera consacrée a la présentation et & la discussion des résultats

obtenus qui sont suivis par une conclusion.
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I. Activités Biologiques

1.1 Définition

L'activité biologique est définie comme étant une activité appliquée aux systemes
réactionnels et moléculaires les plus simples et les plus complexes (Mariod et Tahir, 2022). I
existe de nombreuses sortes d'activités biologiques, et ces activités peuvent étre étudiees, in
vivo, ou, in vitro, (Semchaoui et Belmaghrbi, 2021). L'absorption, la distribution, le
métabolisme et I'excrétion sont les principales mesures utilisées pour mesurer l'activité
biologique (Mariod et Tahir, 2022). Par exemple 1’activité biologique d’une huile essentielle
releves de sa composition chimiques en particulier les groupements fonctionnels des composés
majoritaires : les phénols (thymol, carvacrol, eugénol), les alcools (a-terpinéol, terpinen-4-ol,
linalol), les aldéhydes et les composés terpéniques et cétoniques (Dorman et Deans, 2000).
Les composés minoritaires jouent aussi un rdle important en renforgant les effets des composés
principaux (Bassolé et Juliani, 2012). L’efficacité d’une huile essentielle dans une activité
biologique dépend ainsi de sa richesse en composés phytochimiques ; plus elle est riche en

substances actives, plus son activité est importante (Zhiri, 2006).

1.2 Différents types d’activités biologiques

Plusieurs chercheurs, ont utilisé les plantes médicinales afin de montrer leur efficacité
dans les différentes activités biologiques trés intéressantes telles que: antiulcéreuse (De
Bruyne et al., 1999), anti-inflammatoires (Elion Itou et al., 2017), anti-cancéreuses (Kanase
et Mane, 2018), antiparasitaire (Olounladé et al., 2017), antivirales (Lopez et al., 2001),
antioxydante (Bettaieb Rebey et al.,, 2017), anti-fongiques (Dabé et al., 2017) et
antibactériennes (Etobo et al., 2017) ou aussi 1’activité antimicrobienne qui fait 1’objet de

notre étude.

1.3 Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne peut s’exercer selon diverses modalités. Certaines molécules
exercent leur activité en oxydant ou en denaturant les protéines bactériennes (Schiota et al,
2004), d’autres ont un pouvoir plus spécifique en altérant les structures membranaires ou en
inactivant des composés ou des fonctions essentielles de la cellule (Eldeen et al., 2005 ; Song
et al., 2007 ; Hamouda et Doumandji, 2017). L’activité antibactérienne fait partie de cette

activité microbienne, elle est déterminée par la méthode des aromatogrammes. Le principe de
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la méthode repose sur I’inhibition de la croissance microbienne dans la boite de Pétri aprés un
certain temps de contact entre le produit et le microorganisme cible. L'effet du produit

antibactérien sur la cible est apprécié par la mesure d'une zone d'inhibition (Himed, 2014).

1.4Utilité de I’étude de ’activité antimicrobienne

Les microorganismes, sous la pression de la sélection thérapeutique, sont de plus en
plus résistants aux antibiotiques. En milieu hospitalier, 99% des souches isolées présentent
des résistances et rendent ainsi problématique la mise en ceuvre contre les infections (Meyer
etal., 2004). La plupart des bactéries résistantes aux molécules antimicrobiennes, contiennent
des génes de résistance situés sur les plasmides R, plutdt que sur des chromosomes (Perry et
al., 2004). Par conséquent, la découverte et le développement d’agents antimicrobiens ou de
stratégies de lutte efficaces contre cette antibiorésistance en faisant appel a la phytothérapie
ou le traitement par les plantes dites médicinales constituées de nombreux principes actifs
(Landoulsi, 2016). En effet, pour se protéger contre les bactéries, les champignons et les
virus, les plantes élaborent naturellement un systéme de défense approprié, qui leur permet de

lutter efficacement contre les microorganismes pathogenes (Landoulsi, 2016).

L’activité biologique des huiles essentielles offrent des débouchés importants dans de
nombreux domaines industriels, notamment dans 1’industrie cosmétique, les secteurs de la

santé, de ’agro-alimentaire ou de 1’agriculture (Fillatre, 2011).

Dans le domaine des parfums et cosmétiques, les huiles essentielles sont employées
en tant qu’agents conservateurs grace a leurs propriétés antimicrobiennes qui permettent

d’augmenter la durée de conservation du produit (Aburjai et Natsheh, 2003).

Dans le domaine d’agro-alimentaire, les huiles essentielles sont utilisées comme un
outil trés intéressant pour augmenter la durée de conservation des produits alimentaires
(Caillet et Lacroix, 2007 ; Tiwari et al., 2009) et aussi dans le domaine de santé : en
Pharmacie et en Aromathérapie (Bruneton, 1999).



Synthéses bibliographiques

1.5Plantes utilisées dans les études activités antimicrobienne (antibactériennes et
antifongiques)

Plusieurs travaux ont montré 1’utilisation, in vitro, des plantes appartenant a diverses
familles botaniques, pour déterminer les différentes activités biologiques en générale et les
activités antibactériennes en particulier, a I’exemple des plantes de la famille des Lamiaceae
. Teucriumpoliumssp capitatum, Thymus pallescens et Saturejacalaminthassp nepeta
(Kerbouche, 2010) et Thymus origanium, (Essawi et Srour, 2000). Les plantes de la famille
des Asteraceae :_Artemisia herbal, Inulaviscosaet Matricariachamomilla (Essawi et Srour,
2000) et Hertia cheirifolia (Iserin, 2001 ; Ammar et al., 2009). Les plantes de la famille des
Apiaceae : Pimpinella animus (Essawi et Srour, 2000) et Eryngium campestre,
Eryngiumdichotomum, Eryngiumglomeratum, Eryngiumilicifolium, Eryngiumtricuspidatum,
Eryngium triquetrum, Eryngiummaritimum, Eryngiumbarrelier (Pottier, 1979). Les plantes
de la famille des Cistaceae : Cistussalvifolius et celles de la famille des Plantaginaceae :
Globulariaalypum (lIserin, 2001 ; Ammar et al., 2009). Les plantes de la famille des
Renonculaceae : Nigella sativa (Essawi et Srour, 2000). Les plantes de la famille des
Cupressaceae : Cupressus sempervirens (Amara et Boughérara, 2017), Cupressus arizonica
(Bouksaim et al., 2018) ; Juniperus : Juniperus thurifera (Athamena, 2021), Juniperus
oxycedrus (Mansouri et al., 2010) ; Juniperus phoenicea (Ennajer et al., 2009) et Juniperus
communis (Cosentino et al., 2003). Notre ¢tude sera portée sur 1’une des espéces du genre

Junipers appartenant a la famille des Cupressaceae.
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I1. Présentation des Cupressacées

Les Cupressacées est une famille qui appartient a I’embranchement des Gymnospermes
ou plantes a graine nues (Constance, 2010). Les plantes de ces dernieres remplissent plusieurs
roles dans la nature, entre autres : écologiques (essence de protection et ornementale),

économiques (production de bois, résines et huiles essentielles) (Bouyahyaoui, 2016).

La famille comporte environ trente genres (Farjon, 2001) dont les plus importants sont
Cupressus L. et Juniperus L. (Schulez et al., 2005). Les différents genres de la famille des
Cupressacées sont présentés dans la figure (Fig. 01.). Juniperus est I'un des plus importants
genres de la famille des Cupressacées (Amresh et Singh, 2017). Le genre Juniperus fait I’objet

de notre étude.

Ordre CUPRESSALES
Familles Taxodiacées Cupressacées
Sous-Familles Cupressoidées Callitroidées
Tribus Cupressées Junipérées Thujopsidées Tétraclinées Libocédrées Actinostrobées
Genres Chamaecyparis Cupressus Juniperus Thuja Tetraclinis Callitris fitzroya
Espéces principales Ch. Lawsonia C. sempervitens J. cedrus T. occidentalis T. articulata
Ch. taiwanensis C. arizonica J. thurifera T. plicata (Callitris quadrivalvis)
Ch. nootkatensis C. pigmaea J. virginiana etc ...
etc... etc... J. chinensis (5 espéces)
(7 especes) (20 espeéces) etc ...
(70 especes)

Figure n° 1. Classification détaillée de la famille des Cupressacées (Haluk et Roussel, 2000)
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I1.1 Le genre Juniperus

Le genre Juniperus comprend environ 67 espéces et 28 variétés (Emami et al., 2011).
Il est divisé en trois sections : Caryocedrus (avec 01 seule espéce) ; Juniperus (ou Oxycedrus)

(avec 11 espéces) et Sabina (avec 55 espéces) (Adams, 2004).

11.1.1 Description du Juniperus

C’est un arbre ou arbrisseau qui peut avoir cing & dix métres de hauteur (Huguette, 2008) a
feuilles persistantes, étroites, linéaires, épineuses sous forme d’aiguilles pour certaines especes
ou sous formes d’écailles chez d’autres (Fig. 02) (Busti et Mandin, 2010). Ses fleurs donnent

des fruits improprement qualifiés de baies globuleuses et charnus (Huguette, 2008).

Photo David Busti, ENS de Lyon

Photo David Busti, ENS de Lyon

Figure n° 02. Formes des feuilles et des baies du genévrier (Busti et Mandin, 2010)

11.1.2Genévrier en Algérie

Le genre Juniperus est représenté en Algérie par cing especes : Juniperus communis L. ;

Juniperus phoencea L. ; Juniperus oxycedrus L. ; Juniperus thurifera L. et Juniperus Sabina

L. (Quezel et Médail, 2003).
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I11. Activité antimicrobienne du genévrier

Les plantes médicinales sont utilisées depuis des siecles comme remédes contre les
maladies humaines, car ils contiennent des substances chimiques composants a valeur
thérapeutique (Nostro et al., 2000). Parmi ces plantes on trouve les plantes appartenant au genre
Juniperus. Dans cette partie nous allons présenter une synthése des travaux réalisés sur les
especes du genre Juniperus les plus étudiées en Algérie et dans le monde. Nous nous sommes

concentreés sur les especes qui existent en Algérie.

L’activité antimicrobienne du genre Juniperus sp été étudié par plusieurs chercheurs qui
ont montré 1’efficacité des huiles essentielles, extraites a partir des especes de ce genre, dans
I’inhibition de la croissance de plusieurs microorganismes (Stassi et al., 1996 ; Cavaleiro et
al., 2001 ; Angioni et al., 2003). Nous avons trouvé beaucoup d’articles qui ont traité 1’espéce
Juniperus phoenicea et Juniperus communis et peu d’articles sur Juniperus oxycedrus et

thurifera.

Nous citons a I’exemple les travaux de Mehira et al. (2021) qui ont détecté des zones
d’inhibition importantes des huiles essentielles du mélange des feuilles et des fruits du
Juniperus phoenicea, échantillonnée au niveau de cing localités différentes (trois situées dans
la wilaya de Batna, 01 au niveau de la wilaya de Sétif et 01 dans la wilaya de Skikda), contre
quatre souches (Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus et
Escherichia coli) sur les sept souches testées. L'effet antibactérien des huiles essentielles de la

variété jordanienne a été aussi révélé dans le travail d’ AL-Khlifeh et al. (2021).

Dans une autre étude de Ramdani et al. (2013) dans laquelle les auteurs ont testé
I’activité antibactérienne de I’espéce juniperus phoenicea provenant de quatre localités (Batna,
Biskra, Msila et Sétif), il a été constaté que les huiles essentielles de I’espece récoltée a Biskra
sont dotées d’une activité antibactérienne vis-a-vis les souches des bactéries testés
(Staphylococcus aureus, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Pseudomonas syringae,

Salmonella sp, Serratia liquefaciens et Serratiamarcescens)

Le travail réalisé par Benyahiaoui et al. (2016) a révélé que les huiles essentielles des
feuilles de juniperus phoenicea ont montré plus d’activités antimicrobienne par rapport a I’huile
essentielle des fruits (cones). Contrairement a ce qui a été approuve par Stassie et al. (1996),
qui ont testé I’activité antimicrobienne des huiles essentielles de quatre especes du genévrier

contre Staphylococcus aureus et Escherichia coli, que les huiles essentielles des baies semblent
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généralement plus actives que les huiles essentielles des feuilles.

Les huiles essentielles du Juniperus phoenicea du Maroc dans I’é¢tude de Derwich et al.
(2010) ont inhibé la croissance des souches des bactéries Escherichia coli, Micrococcus luteus
et Staphylococcus aureus tel qu’il a été rapporté par Bourkhiss et al. (2007). Un autre travail
réalisé par Ennajar et al. (2009), sur I’évaluation du potentiel antimicrobien, in vitro, de 1’huile
essentielle des feuilles et les baies de Juniperus phoenicea de Tunisie, a révélé 1’activité

antibactérienne des huiles de I’espéce contre Bacillus subtilis.

Haziri et al. (2013) ont montré, dans leur étude sur Juniperus communis L. Issue de la
République de Kosova, que les huiles essentielles de 1’espéce ont des propriétés
antibactériennes contre Staphylococcus aureus et Escherichia coli et aucune activité contre
Pseudomonas aeruginosa. De leur c6té, Angioni et al. (2003) ont rapporté des résultats
similaires concernant I'activité antimicrobienne des huiles essentielles de baies et de feuilles

mares et non mares de Juniperus communis de I’Italie.

L’huile essentielle de Juniperus communis provenant d’Iran a montré une activité
antibactérienne contre Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli
(Resvani et al., 2009). Et les huiles essentielles des cones de celui d’échantillonné au niveau
de la Croatie, ont montré un effet antimicrobien contre treize seize bactéries, sept champignons
de type levure, trois levures et trois souches de dermatophytes (Pepeljnjak et al., 2005). Les
auteurs Dumitrescu et al. (2002) et Sela et al. (2013) ont détecté de leur part 1’activité
antibactérienne des huiles essentielles des feuilles de Juniperus communis qui poussent

respectivement en Romanie et & différentes altitudes dans la République de Macédoine.

Un autre travail de Pepeljnjak et al. (2005) dans lequel il a été détecté que 1’huile
essentielle du juniperus communis possede une activité bactéricide contre six souches de Gram
positif et de Gram négatif qui sont testées avec des zones d’inhibitions importantes contre les
souches de Gram positif. De plus, les auteurs ont révélé I’effet antifongique de 1’huile

essentielle de 1’espéce.

Dans I’investigation de Mansouri et al. (2011), il a été constaté que les champignons
¢taient plus vulnérables a I’huile essentielle extraite a partir des rameaux de Juniperus

communis plus que les bactéries.
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Une étude réalisee par Medini (2013), sur le groupe Juniperus oxycedrus (Juniperus
oxycedrus, Juniperus oxycedrusss pmacrocarpa et Juniperus oxycedrusss poxycédrus) de
Tunisie, a montré que I’activité antimicrobienne est fortement liée a la composition chimique
des huiles essentielles. Cependant, les huiles essentielles contenant plus de a-pinene ont indiqué
une forte activité antimicrobienne. L’auteur a évoqué aussi I’importance des COmposes mineurs
de I’huile essentielle dans 1’expression de 1’activité, cette derniére variait significativement au
sein des sous especes de Juniperus oxycedrus et des souches bactériennes. Dans son étude, en
général, la bacterie Gram positive Staphylococcus aureus était la plus sensible tandis que les

bactéries Gram négatives Escherichia coli est la plus résistante.

De plus les huiles essentielles de Juniperus oxycedruss spoxycedre ont montré un effet
bactéricide contre Salmonella enteridis tandis que ceux junperus oxycedrus sspmacrocarpa
étaient bactéricides contre Salmonella typhimurium (Medini, 2013). Une autre étude réalisée
sur ’activité antimicrobienne de Juniperus oxycerdus, poussant en Turquie, par Karman
(2003).

En Algérie, les résultats présentés par Ouaar (2018) ont illustré I’effet inhibiteur de
I’huile essentielle de juniperus ocycedrus sur la croissance des souches Staphylococcus aureus,
Escherichia coli et Streptococcus faecalis. L’auteur a constaté que la zone d'inhibition s’élargit

lorsque la concentration en huile essentielle augmente.

Selon Kalemba et Kunicka (2003), les terpénoides conférent aux huiles essentielles
leurs propriétés antibactériennes et que 1’activité antibactérienne des huiles essentielles du
Juniperus oxycedrus est directement influencés par la nature et la proportion de leurs
constituants. En effet, les composés majoritaires sont souvent responsables de I’activité

antibactérienne observée.

Enfin, les eétudes réalisées sur Juniperus thurifera ne sont pas nombreuses et elles sont
concentrées uniguement en Algérie et au Maroc. Merradi et al. (2018) ont révélé la bonne
activité inhibitrice, des huiles essentielles de Juniperus thurifera d’Algérie, vis-a-vis
notamment des bactéries a Gram positif. De leur coté Zeraib et al. (2014) ont démontré quelles
huiles essentielles de Juniperus thurifera algérienne inhibaient la croissance des souches
bactériennes Staphylococcus aureus et Escherichia coli, mais ces mémes huiles étaient
inefficaces contre Pseudomonas aeruginosa. Pour ce qui de Juniperus thurifera du Maroc,

Rahhal et al. (2019) ont constaté que Staphylococcus aureus était trés sensible aux huiles
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essentielles de 1’espéce. Alors que Bahri et al. (2013) ont révélé que Escherichia coli et
Staphylococcus aureus étaient trés sensibles a I'huile essentielle de Juniperus thurifera
marocaine, et que deux souches de Pseudomonas se sont montrées résistantes .D’autres auteurs
ont montré I’activité antibactérienne et antifongique des huiles essenticlles de 1’espéce
Juniperus thurifera marocaine contre les bactéries Gram- positives et Gram-négatives, en
particulier contre Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa
(Barrero et al., 2005 ; Mansouri et al.,2010).
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. Matériels

1.1 Matériel végetal

Les huiles essentielles extraites a partir des feuilles du genévrier (Juniperus sp) récoltées
au niveau de trois endroits situés dans le Parc National du Djurdjura a Bouira. Dans la partie
résultats et discussions les huiles des trois échantillons sont indiqués par H1, H2 et H3.

1.2 Matériel biologique
Les souches (bacteéries et levure) utilisées dans notre travail sont toutes fournies par le

laboratoire du groupe SAIDAL, les noms des souches sont figurés dans le tableau I.

Tableau I. Noms des souches (bactéries et levure) utilisées

Souches Organismes

Bactéries Escherichia coli Laboratoire SAIDAL
Bacillus subtilis Laboratoire SAIDAL
Staphylococcus aureus Laboratoire SAIDAL

Levure Saccharomyces cerevisiae Laboratoire SAIDAL

1.3 Matériel non biologique
La liste du matériel non biologique utilisé dans notre travail est présentée dans le

tableau II.

Tableau Il. Liste d’appareillage, les produits chimiques, les solvants et les milieux de cultures

utilisés

Verrerie Flacons Béchers
Pipette pasteur
Tubes a essai et boites de Pétri

Appareillage Bain mari
Vortex

Bec Bunsen
Autoclave
Micropipette

Produits chimiques Agar Agar
DMSO (diméthylsulfoxyde)

Milieux de cultures Sabouraud (Levures)
Mueller Hinton (Bactéries) : milieu M-H
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1. Méthodes

11.1 Méthode d’extraction d’huile essentielle

L'huile essentielle des feuilles de Juniperus sp est extraite par hydrodistillation en utilisant un
appareil de type Clevenger, I'extraction a duré 3h30'. Dans un ballon, une quantité des feuilles
est macéré avec un volume d'eau distillée pendant 24 heures. Le ballon est porté a I’ébullition,
les vapeurs d’eau contenant des gouttelettes d’huile sont condensées dans un réfrigérant puis
récupérés dans une ampoule a décantation, aprés une nuit de décantation, les huiles se séparent

de I'eau par différence de densité. (Fig. 03).

Figure n° 03. Photographie de I’appareil utilisé pour I’hydrodistillation des huiles essentielles
(Farhi- Bouadam, 2013)

11.2 Activité antimicrobienne (antibactérienne et antifongique)

Les analyses microbiologiques consistent a rechercher I’activité antimicrobienne
(antibactérienne et antifongique) de notre huile essentielle sur la croissance des
microorganismes (Bactéries et Levures), pour ce faire trois souches bactériennes et une levure.
Les bactéries proposées par le laboratoire SAIDAL sont une souche de Gram — (Escherichia
coli) et deux souches de Gram+ (Bacillus subtilis et Staphylocoque aureus) et Saccharomyces

cerevisiae pour les levures.

Dans notre travail nous avons choisi la méthode de "diffusion sur milieu gélosé¢” en

suivant le protocole proposé par Rota et al. (2008) et Mibarki (2010).
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11.2.1 Etude qualitative et détermination des zones d’inhibitions

L’¢étude qualitative consiste a estimer I’inhibition de la croissance des microorganismes
en contact de I’huile essentielle et ceci par la méthode de I’aromatogramme (OMS, 2005). La

lecture des résultats se fait par la mesure de la zone d’inhibition, autour du disque.
a) Préparation de I’inoculum(inoculum)

A partir de culture jeune de 18-24h pour les bactéries et de 48h pour les levures sur le
milieu gélosé adéquat, des suspensions bactériennes dans I’eau physiologique a 0,9% ont été
réalisées a une concentration de 10 a 10 germes/ml. Tandis que la concentration des levures

préparées est de 2uL/ml de milieu de culture.
b) Diffusion sur milieu gélosé

Comme nous 1’avons cité précédemment (Tab. 02), le milieu M-H a été utilisé pour les
bactéries et le Sabouraud pour les levures. En premier lieu les deux milieux ont été fondus au
bain marie a 95°C puis refroidis a 45°C. Ensuite, ils ont été versés dans des boites de pétris a
raison de 15ml par boite. Les boites ont été conservées a 4°C pendant 24h (pour permettre au
milieu de culture de sécher) (OMS, 2005). L’ensemencement se fait a 1’aide d’un écouvillon
stérile en I’introduisant dans la suspension bactérienne, I’essorer en le pressant fortement sur la
paroi interne du tube (en le tournant) afin de le décharger au maximum. Puis frotter I’écouvillon
sur la totalité de la surface gélosée de haut en bas, en stries serrées (Fig.04). L’opération est
répétée trois fois en tournant la boite de 60° et en pivotant I’écouvillon sur lui- méme

(OMS,2005).

A T’aide d’une pince stérile, on préléve des disques en papier buvard stériles qu’on
imbibe d’huile essentielle et que 1’on dépose sur les boites de pétries (ensemencées) (Fig. 05).
Aprés 20 mn de diffusion, les boites de Pétri sont incubées dans une étuve réglée a 25°C pendant

24h pour les bactéries et a 37°C pendant 48h pour les levures.
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Figure n° 05. Photographies montrant le prélevement et la posée des disques imbibés d’huile
essentielle (originale, 2022)

En ce qui concerne la catégorisation des souches vis-a-vis 1’effet antimicrobien des
huiles essentielles, les diametres des zones d’inhibition ont aussi été subjectivement fixés a <12
mm pour les souches résistantes] 12mm — 18mm] pour une sensibilité intermédiaire et >18 mm

comme sensibles (Ponce et al., 2003 ; De Billerbeck, 2007 ; Rusenova et Parvanov, 2009 ;
Upadhyay et al., 2010).
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Résultats et discussion

Dans cette partie, nous allons présenter les résultats que nous avons obtenu dans notre
travail qui a pour objectif de chercher si les huiles essentielles de Juniprus sp (H1, H2 et H3)
ont une activité antimicrobienne (sur 03 souches de bactéries et 01 souche de levure).
Rappelons que la catégorisation des souches vis-a-vis 1’effet antimicrobien des huiles
essentielles suivi dans notre travail est celle décrite par Ponce et al. (2003) ; De Billerbeck
(2007) ; Rusenova et Parvanov (2009) ; Upadhyay et al. (2010). Nos résultats ont montré
que la souche d’Escherichia coli est résistante aux huiles de Juniperus sp ; la souche
Staphylococcus aureus et la souche des levures Saccharomyces cerevisiae sont sensibles aux
trois huiles essentielles, et une sensibilité intermédiaire, aux huiles de Juniperus sp, est

enregistrée pour la souche Bacillus subtilis. Tableau Il1.

Tableau I11. Résultats de catégorisation de souches testées a la suite de ’aromatogramme des

huiles essentielle des feuilles de Juniperus sp

Souches microbiennes H1 H2 H3 Résultats d’activité
Escherichia coli 6,18 mm 7,73 mm - R

Bacillus subtilis 16,22 mm | 14,34 mm | 16,52 mm | S-I

Staphylococcus aureus 26,48 mm | 15,83 mm | 18,20mm |S

Saccharomyces cerevisiae | 13,42 mm | 10,90 mm | 14,84 mm |S

R= souche résistante (zone d’inhibition <12 mm) ; S-1= souche a sensibilité intermédiaire (zone
d’inhibition comprise dans I’intervalle [12mm — 18mm] ; S= souche sensible (zone d’inhibition >18 mm).

Les résultats de ’aromatogramme présenté en détaillé dans le tableau n° 03, révelent
que les trois huiles essentielles (H1, H2 et H3) ont un fort effet antimicrobien sur les souches
Staphylococcus aureus (Fig. 08) ensuite Bacillus subtilis (Fig. 07) et sur la souche de levure
Saccharomyces cerevisiae (Fig. 09). Quant a la souche Escherichia coli, elle semble étre
résistante pour les huiles essentielles H3, alors que pour les huiles essentielles H1 et H2 leur

effet antibactérien est plus au moins important sur ladite souche (Fig. 06).
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Figure n° 06. Illustration d ’inhibition de la croissance d ' Escherichia coli en présence des

disques imbibés d’huiles essentielles (H1, H2 et H3) de Juniperus sp

Figure n° 07. Illustration d I’inhibition de la croissance de Bacillus subtilis en présence des

disques Imbibés d’huiles essentielles (H1, H2 et H3) de Juniperus sp
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Figure n° 08. Illustration d ’inhibition de la croissance de Staphylococcus aureus en présence
des disques imbibés d’huiles essentielles (H1, H2 et H3) de Juniperus sp

Figure n° 09. Illustration d I’inhibition de la croissance de Saccharomyces cerevisiae en

présence des disques imbibés d’huiles essentielles (H1, H2 et H3) de Juniperus sp

Nous avons aussi constaté de nos résultats, mentionnés dans le tableau n° 03, que méme
s’il s’agit de la méme espece mais 1’effet des trois huiles essentielles, des feuilles de Juniperus
sp provenant de trois localités différentes, n’est pas le méme sur toutes les souches. En effet,

pour la souche Staphylococcus aureus c’est I’huile essentielle H1 qui inhibe le plus sa
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croissance avec un diamétre d’inhibition égale a 26,48 mm suivi de I’huile essentielle H3 qui a

enregistré une zone d’inhibition de 18,20mm.

De plus, la croissance de la souche Bacillus subtilis est inhibée du méme degré par les
deux huiles essentielles H3 et H1 (16,52 mm et 16,22 mm respectivement). Ceci est de méme
pour I’effet sur la croissance de la levure Saccharomyces cerevisiae (14,84 mm pour H3 et
13,42 mm pour H1).

Il a été démontré que I’activité antibactérienne des substances actives d’origine végétale
dépend surtout de la nature des bactéries a Gram positif ou a Gram négatif ; les bactéries Gram+
sont plus sensibles que les bactéries Gram— vis-a-vis des huiles essentielles testées (Zeraib,
2016)

Par ailleurs, de nombreuses études ont indiqué que la sensibilité d’'un méme germe vis-
a- vis d’une méme huile essentielle selon le mode de dispersion de 1’huile essentielle dans le
milieu de culture. D'autre part la grande variabilité des huiles essentielles qui ne sont jamais

identiques a elles-mémes (Belaiche, 1979).

Selon Ouraini et al. (2005), I’activité antifongique des huiles essentielles est due
essentiellement a leur composition en molécules bioactives variées, appartenant a différentes

classes chimiques, pouvant étre mises a profit pour réduire la flore fongique.

Nos résultats constatés pour Staphylococcus aureus sont en adéquation avec ceux qui
sont révélés par Balentine et al. (2006), mais ils différents de ceux indiqués dans le travail
d’Angioni et al. (2003) ou les auteurs ont trouvé aucun effet antibactérien, contre la croissance
de la souche, des huiles essentielles des baies mlres et non mares et des feuilles de Juniperus
oxycedrusss poxycedrus, Juniperus phoeniceas spturbinata et Juniperus communis ssp

communis.

En revanche, nos résultats trouvés pour la résistance Escherichia coli sont en accord
avec ceux des auteurs. Ceci est approuvé aussi par certaines études qui ont rapporté
I’inefficacité des huiles essentielles de Juniperus phoenicea contre certains germes incluant
Escherichia coli (Ait- Ouazzou et al., 2012 ; Ramdani et al., 2013). Mais ce n’est pas le cas
dans les travaux de Derwich et al. (2010) et ceux de Bouyahyaoui et al. (2016), qui ont
constaté des zones d’inhibition avec des diamétres plus ou moins importants ont été obtenus

pour Escherichia coli vis-a-vis I’huile essentielle de Juniperus phoenicea.
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Nos résultats sont en accord aussi avec ceux présentés par Pepeljnjak et al. (2005) pour
I’effet inhibiteur des huiles essentielles de Juniperus communis sur la croissance de
Staphylococcus aureus. En effet, une étude de Piberi (2005) a montré que Staphylococcus
aureus est sensible a plusieurs huiles essentielles de différentes plantes aromatiques. Ceci aussi
correspond aux résultats attribués par Bouzouita et al. (2008). Ainsi, EI-Sawi et al. (2007)
traitant 1’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de Juniperus phoenicea égyptien, ont
montré que ’huile présente une bonne activité inhibitrice contre Aspergillus niger, Candida sp
et Bacillus subtilis. Leurs résultats sont semblables a celui de notre travail concernant Bacillus
subtilis et la capacité antifongique pour Saccharomyces cerevisiae. D’aprés les auteurs 1’activité

pourrait étre due a la richesse de I’huile essentielle en a-pinéne.

Plusieurs études ont rapporté que 1’huile essentielle de Juniperus thurifera présentent
une importante activité antibactérienne, contre notamment Staphylococcus aureus, et
antifongique (Barrero et al., 2005 ; Mansouri et al., 2010 ; Bahri et al., 2013). Alors que les
huiles essentielles d'autres especes du méme genre n'inhibent pas la croissance des souches

bactérienne (EXx : Juniperus excelsa) (Weli et al., 2014).

Bien que les mécanismes associés aux activités antimicrobiennes des huiles essentielles
ne soient pas entierement compris (Radaelli et al., 2016), le nombre d’études a ce sujet a
augmenté au cours de ces derniéres décennies (Lambert et al., 2001 ; Burtetal., 2007 ; Turgis
et al.,2009).

La différence dans la sensibilité des souches testées peut étre attribuée a la capacité de
la pénétration des constituants de I'huile essentielle a travers la paroi cellulaire puis a la capacité
de I'huile essentielle a rompre la barriére de perméabilité des membranes cellulaires et la perte
du (Ennajar et al., 2010). Il a été démontré que la majorité des huiles essentielles testées pour
leur propriété antimicrobienne, ont un effet plus prononcé contre les souches Gram positives
gue contre les Gram négatives (Kalemba et Kunicka, 2003 ; Trombetta et al., 2005). Cela
est di aux différences structurales entre les parois cellulaires. En effet, les Gram négatifs
possédent une membrane externe composee de chaines de lipopolysaccharides. Cette couche
forme une barriere de perméabilité hydrophile qui restreint la diffusion de composés
hydrophobes tels que ceux présents dans les huiles essentielles (Nikaido et Vaara, 1985 ;
Trombetta et al., 2005) Ceci pourrait expliquer leur forte sensibilité. De plus, Moein et al.
(2010) ont révélé I’effet de la charge du disque sur la formation des zones d’inhibition d’ou sur

I’activité antimicrobienne.
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Ajouté a cela, I'influence du contenu de la gélose sur la solubilité de certains
constituants de I'huile qui a été établie. Plus la teneur en agar est élevée, plus la solubilité est
faible, plus les zones d'inhibition sont petites. Le pH du milieu semble également jouer un réle

important (Janssen et al., 1987).

Pour ce qui est de ’activité antifongique, certains auteurs ont expliqué les éventuelles
différences par la période d’essai qui est longue. De ce fait, la décomposition de 1’huile
essentielle peut se produire pendant cette période et les composants du milieu peuvent réagir
avec les composants des huiles essentielles en les activant ou en les désactivant (Janssen et al.,
1987)

Enfin, d’aprés Oussalah et al. (2006), 1’activité biologique d’une huile essentielle est
en étroite relation avec sa composition chimique, les groupes fonctionnels des composés
majoritaires et les effets synergiques entre ces derniers et les composés mineurs. Car il est a
signaler aussi qu’aucun des composants de I’huile essentielle n’a été un inhibiteur antibactérien

ou antifongique plus puissant que I'huile elle-méme.

L’effet antimicrobien peut étre le résultat de 1'effet synergique de tous les composants

ou l'activité d'un seul composant qui n’est pas encore identifié¢ (Filipowicz et al., 2003).

Comme la variabilité de la composition chimique d’une huile essentielle influe son effet
antimicrobien, il convient de signaler aussi que la composition elle-méme est influencée par les
facteurs suivants : la source botanique (espéce), le lieu de récolte du matériel végétal, période
de la récolte, stade de développement, le sexe de la plante, 1’état du matériel végétal (frais ou
séché), et la technique d’extraction. Tous ces facteurs pourraient expliquer les différences

constatées dans les résultats obtenus par la présente étude ainsi que par les travaux antérieurs.
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Conclusion générale

Ce travail s'inscrit dans le cadre de la valorisation du genévrier, qui représente une
famille d’essences forestiéres intéressantes sur plusieurs plans. Nous avons 1'une des cing
espéces qui existent en Algérie. L’espece a été échantillonnée dans trois localités situées au

niveau du Parc National de Djurdjura (Bouira).

L'objectif que nous nous sommes fixés est d’apporter une contribution pour mettre en
évidence une éventuelle activité antimicrobienne de 1’espéce choisie en utilisant ses huiles

essentielles.

L’activité antimicrobienne, des trois huiles essentielles, a été vis-a-vis de trois souches
bactériennes a savoir Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Bacillus subtilis et 01 souche

de levure qui est Saccharomyces cerevisiae. Par la méthode d’aromatogramme.

Nos résultats ont montré que les huiles essentielles, des feuilles de Juniperus sp, ont une
efficacité contre toutes les souches de bactéries, Nous avons noté aussi que d’une manicre
générale, les bactéries, notamment Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, étaient tres
vulnérables aux huiles essentielles de cette espéce. Dépendamment de leur gram et de leur
morphologie, signalons que la bactérie a gram positif est plus sensible que la bactérie a gram
négatif. En effet, la souche d’Escherichia coli, que nous avons utilisé dans notre travail, s’est

montrée résistante a 1’une des huiles essentielles testées (H3).

L’activité antifongique des trois huiles essentielles a été suivie par la technique de
dilution en milieux solide, L huile essentielle de Juniperus sp montre une bonne activité vis-a-

vis la levure utilisée.

Cette étude peut étre considérée aussi comme une source importante d’informations sur
activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de Juniperus sp, Toutefois, ces résultats restent
préliminaires et afin de les approfondir, il serait intéressant de tester 1’activité des huiles sur un
grand nombre de bactéries en particulier sur les germes multi- résistants ou ceux impliqués dans

les infections nosocomiales ainsi que sur plusieurs souches de levures et champignons.

Il serait souhaitable aussi d’étudier les concentrations inhibitrices minimales (CMI) et

les concentrations bactéricides minimales (CMB).
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Les résultats de cette étude pourraient contribuer a la valorisation de cette plante et
compléter 1’étude en utilisant des techniques de caractérisation de 1’huile essentielle afin
d’identifier les substances bioactives responsable des activités biologiques de [’huile

essentielles.

Et enfin, I’ensemble de ces résultats obtenus, in vitro, ne constituent qu’une premiére
étape dans la recherche des substances d'origines naturelles biologiquement actives, une étude,
in vivo, est souhaitable et par la suite nous pouvons donc conclure que les HE extraites de
Juniperus sp pourraient étre considérées comme possibles alternatives aux antibiotiques de

synthése.
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Résumé

L’objectif de notre travail est I’évaluation du potentiel antimicrobien de trois huiles essentielles extraites
a partir des feuilles de ’espéce Juniperus sp. Notre stage pratique a été effectué au niveau du groupe SAIDAL qui
est un groupe pharmaceutique généraliste algérien créé en 1982. 1l est leader dans la production des médicaments
en Algérie. Les résultats relatifs a I’évaluation de ’activité antimicrobienne des trois huiles essentielles (H1, H2
et H3) ont montré que méme s’il s’agit de la méme espéce mais 1’effet des trois huiles essentielles des feuilles de
Juniperus sp provenant de trois localités différentes, n’est pas le méme sur toutes les souches. En effet, pour la
souche Staphylococcus aureus c’est 1’huile essentielle H1 qui inhibe le plus sa croissance suivie de I’huile
essentielle H3. La croissance de la souche Bacillus subtilis est inhibée du méme degré par les deux huiles
essentielles H3 et H1. Ceci est de méme pour I’effet sur la croissance de la levure Saccharomyces cerevisiae. Nos
résultats ont montré que la souche Escherichia coli est résistante a I’huile essentielle H3. Les deux autres huiles

ont un effet inhibiteur modéré sur sa croissance.

Mots clés : Juniperus sp, activité antimicrobienne, huiles essentielles.
Abstract

The objective of our work is the evaluation of the antimicrobial potential of three essential oils extracted
from the leaves of the species Juniperus sp. Our practical internship was carried out at the level of the SAIDAL
group which is an Algerian general pharmaceutical group created in 1982. It is the leader in the production of
drugs in Algeria.The results relating to the evaluation of the antimicrobial activity of the three essential oils (H1,
H2 and H3) showed that even if it is the same species but the effect of the three essential oils, leaves of Juniperus
spcome from three different localities, is not the same on all strains. Indeed, for the Staphylococcus aureus strain,
it is the H1 essential oil that most inhibits its growth, followed by the H3 essential oil. The growth of the Bacillus
subtilis strain is inhibited to the same degree by the two essential oils H3 and H1. This is the same for the effect
on the growth of the yeast Saccharomyces cerevisiae. Our results showed that the Escherichia coli strain is resistant

to H3 essential oil. The other two oils have a slowed effect on its growth.

Keywords :Juniperus sp, antimicrobial activity, essential oils.
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