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INTRODUCTION

Depuis I’antiquité, Les plantes médicinales ont été utilisées en phytothérapie comme
reméde contre plusieurs maladies, vue leur richesse en centaines, voire en milliers de
composants ayant des vertus thérapeutiques (Franchomme et al., 2001). Parmi les 800 000
especes de plantes prospérant sur la planéte, un nombre relativement important est capable de
synthétiser des composants aromatiques que I’on appelle les huiles essentielles (HE) (Roux,
2008).

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de composés volatiles issus du
métabolisme secondaire des plantes. Elles sont dotées de plusieurs activités biologiques a
savoir antivirale, anti-inflammatoire, antioxydante et anti bactérienne (Oussou et al., 2010).
A Theure actuelle, plusieurs travaux ont envisagé I’'utilisation de ces composés bioactifs
comme alternatives aux multiples substances synthétiques. En effet, la résistance croissante
des bactéries aux antibiotiques considérés comme la solution quasi universelle aux infections,
est a I’origine de ’engouement suscité pour les plantes aromatiques qui sont capables d’offrir
des soins plus efficaces et moins agressifs pour I’organisme (Dorman et al., 2000).

Les plantes aromatiques sources de ces substances bioactives sont largement
répandues dans la nature. L’Algérie abrite un ensemble d’especes importantes et variées et
témoigne de ce fait d’une richesse floristique incontestable.

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales et aromatiques, nous nous sommes
intéressees a trois plantes d’usage assez répandu en médecine traditionnelle algérienne et
poussant a 1’état spontané dans les monts de la région de Bejaia, a savoir: Laurus nobilis,
Lavandula stoechas et Hyoscyamus albus. Nous nous sommes focalisées sur 1'un de leurs

métabolites secondaires : les huiles essentielles.

Ce travail a pour objet I’évaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles
prises isolément sur des bactéries a Gram positif et a Gram négatif, et de réaliser différentes
combinaisons entre ces huiles et d’autres composés : antibiotiques et composants d’huiles
essentielles a la recherche d’un effet potentiel; synergique ou additif en utilisant la technique

de I’échiquier.



INTRODUCTION

En vue de rendre compte de la démarche adoptée, ce manuscrit comporte trois
parties :
> La premiére partie contiendra, une revue bibliographique sur les plantes étudiees, la
description et répartition géographique ainsi que I’activité antibactérienne des huiles
essentielles.
» La deuxiéme partie présentera le matériel et les méthodes utilisés dans la réalisation de
ce travail, notamment, I’évaluation de 1’effet d’association des huiles essentielles.
> Les résultats obtenus suivi de la discussion puis la conclusion et les perspectives feront

I’objet de la troisieéme partie.
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l. MONOGRAHIE DES PLANTES ETUDIEES

.1 Laurus nobilis
.1.1  Description botanique et classification de Laurus nobilis

Laurus nobilis parfois appelé laurier d'Apollon ou laurier noble, est une plante aromatique
appartenant a la famille des Lauraceae qui renferme 32 genres et environ 2000-2500 espéces
(Barla et al., 2007).

Etymologiquement, le nom latin Laurus qui signifie « toujours vert » fait allusion au feuillage

persistant de la plante et nobilis veut dire « fameux » (Pariente, 2001).
Le laurier noble est un arbuste mesurant de 2 a 6 m et peut atteindre 15 m de haut.

» Tige droite et grise dans sa partie basse, verte en haut.

> Le feuillage est persistant avec des feuilles alternées, coriaces et dont le pétiole
mesure de 2 a 5¢cm, longues de 5 & 12cm et large de 2 a 6¢cm.

> Les fleurs sont dioiques (fleurs males et femelles sur des pieds separés), de 0,4 a 0,8
cm avec une couleur jaune verdatre, a périanthe simple soudé a la base. Groupées en
4 a 6 ombelles. Les fleurs méles possedent 8 a 12 étamines rudimentaires, tandis que
les fleurs femelles sont dotées d’un ovaire hypogyne a un compartiment avec un

stigmate. Elles apparaissent en mois de mars-avril de I’année (Reynaud, 2002).

> Le fruit est une baie ovoide, soutenue par le tube périanthaire peu dilaté de 2cm de
longueur a 1cm de largeur, il est noir vernissé et renferme une seule graine libre
(Beloued, 2005) (Figure 1).
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Feuille

Fleur ]
Fruit

Figure 1 : Aspect morphologique de Laurus nobilis (Beloued, 2005).
» Classification botanique de Laurus nobilis (Tableau I).

Tableau I : Classification botanique de Laurus nobilis d’apres (Quezel et santa, 1962).

Régne Plantes
Sous regne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Laurales
Famille Lauraceae
Genre Laurus
Espéce Laurus nobilis
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Répartition géographique

Le laurier noble est présent dans la région méditerranéenne d’ou il est originaire. Cette plante
est retrouvée en particulier dans la Turquie, la Grece, I’Espagne, I'Italic et la France.
Actuellement, elle est largement cultivée pour la production commerciale dans beaucoup de
pays arabes tels que la Lybie et le Maroc. En Algérie, elle pousse dans les foréts, ravins, les
lieux humides et ombragés.

Elle pousse spontanément dans le sud et I'ouest de I'Europe, et aux Etats-Unis comme plante
ornementale (Demir et al., 2004, Barla et al., 2007).

1.1.3  Composition phytochimique

Laurus nobilis comporte plusieurs métabolites secondaires, on distingue :
» L’huile essentielle

Laurus nobilis renferme une HE qui possede une action analgésique aussi puissante que la
morphine, et une action anti-inflammatoire comparable au Piroxicam qui est un anti
inflammatoire non stéroidien (AINS) d’aprés une étude réalisée In vivo sur des souris en
2003. L’HE de Laurus nobilis s’est également revélée active contre la plupart des bactéries a
Gram positif et a Gram négatif. Cette activité pourrait étre due a la présence de certains
composes qui sont le 1,8-cinéole, le linalol, I’eugénol, 1’alpha et le beta pinene (Erkmen et
al., 2008).

> Les alcaloides aporphiniques

Laurus nobilis renferme quelques alcaloides aporphiniques, tels que la cryptodorine, et

I'actinodaphnine qui sont responsables d'une activité cytotoxique (Kivcak et Mert, 2002).
> Les lactones sesquiterpeniques

Des études ont été réalisées sur I’isolement et I’identification des composés des feuilles et des
fruits de Laurus nobilis, les chercheurs ont pu isoler six sesquiterpénes lactone connue et un
nouveau sesquiterpéne ; le lauroxepine. Ces substances actives se sont avérées fortement

cytotoxiques contre la lignée cellulaire ovarienne cancéreuse A2780 (Barla et al., 2007).
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> Les flavonoides

Les flavonoides isolés a partir de Laurus nobilis sont polaires (dérivées glycosylées de
quercétine, kaempferol et de catéchine), et peuvent également étre apolaires (quatre dérivés
acylés de kaempferol) (Kivcak et Mert, 2002).

> Les tocophérols
Demo et ses collaborateurs ont démontré la présence des tocopheérols (vitamine E),
principalement la Y- tocophérol, dans les feuilles de Laurus nobilis obtenue dans la fraction
apolaire par extraction hexane. Dans cette étude il a été rapporté que le contenu tocophérol
est étroitement corrélé avec I’activité antioxydante des feuilles de Laurus nobilis. (Demo et
al., 1998)

» Acides phénylacrylique et phénolcarbonique
Ces acides peuvent étre libres ou estérifies, on trouve également d’autres acides comme

le p-coumarique, ferulique, sinapique, gentisique et vanillique (Kivgak et Mert, 2002).
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1.2 Lavandula stoechas

1.2.1  Description botanique et classification de Lavandula stoechas

Lavandula stoechas parfois appelée lavande a toupet ou encore lavande papillon, est une
plante aromatique originaire du bassin méditerraneéen appartenant a la famille des labiées ou

des lamiaceae qui renferme environ 32 especes (Upson et al., 2000).

Etymologiquement, le nom lavande dérive du latin «lavare» signifie laver, purifier (Chu et
Kemper., 2001),

Lavandula stoechas est un sous arbrisseau tendre qui préfére les endroits ensoleillés.
> Tige : étroite quadrangulaire jusqu'a un metre de long.
> Feuilles : persistantes trés aromatiques, étroites, gris-vert de 2 a 4cm de long. étroites
lancéolées et recourbées sur les bords.

> Fleurs : trés parfumées en épis trapus surmontés d’un toupet de bractées violettes.

» Fruits : Sans intérét économique ils permettent la production des graines. (Figure 2).

Elle préfere les sols siliceux et les terrains acides. Elle supporte la mi-ombre et tolére le froid
jusqu’a -5°C (Chu et Kemper, 2001).

Figure 2: Photographie de Lavandula stoechas (Upson et Andrews, 2004).
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» Classification botanique (tableau I1)

Tableau Il : classification de Lavandula stoechas (Quezel et Santa, 1963).

Régne Plantes
Sous Reégne plantes vasculaires
Embranchement spermaphytes
Sous Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Lavandula
Espece Lavandula stoechas

1.2.2  Repartition géographique :

Lavandula stoechas se présente toujours dans un état sauvage en plaines et collines, c’est
I’espéce la plus vaste des lavandes. Elle est répandue dans tout le bassin méditerranéen
(Europe méridionale, I’ Afrique du Nord et le Moyen Orient) avec une petite disjonction sur la
frontiére Lybie-Egypte. Actuellement, elle est introduite et est cultivée en Bretagne, Nouvelle
Zélande et en Australie (Upson et Andrew, 2004).

En Algérie, Lavandula stoechas est largement distribuée a travers toute la périphérie nord du
pays (Mahmoudi, 1982).
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1.2.3  Composition Phytochimique

» Les huiles essentielles

Les HEs de Lavandula stoechas sont les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés
antibactériennes et antifongiques (Benayache, 2013). La composition chimique de I’huile
essentielle de Lavandula stoechas en Algérie analysée au stade de pleine floraison contient :
Le cinéole, I’a pinéne, le p cymene, le fenchone, le camphre, et le lavandulyl acétate (Dob et
al., 2006).

Les huiles essentielles de Lavandula stoechas sont des antifongiques naturels trés efficaces et
peuvent étre une source trés importante de constituants phytopharmaceutiques utilisés pour
éradiquer les infections d’origine fongique. Ce mérite revient a la composition chimique de
I’HE et peut étre aux composes majoritaires, essentiellement le cinéole et le camphre (Dob et
al., 2006).

Lavandula stoechas renferme également d’autres métabolites secondaires:
» Les Flavonoides
Les principaux flavonoides retrouvés dans Lavandula stoechas sont :

Apigénine 7-glucoside, lutéoline, vitéxine, lutéoline 7-glucoside, lutéoline 7-glucuronique
(Upson et al., 2000).
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1.3  Hyoscyamus albus

1.3.1 Description botanique et classification d’Hyoscyamus albus

Hyoscyamus albus, appelée également la jusquiame blanche, est une plante hermaphrodite,
appartenant a la famille des Solanaceae qui compte environ 90 genres et de 3000 a 4000
espéces réparties par tout dans le monde (Mahfouze et Ottai, 2011).

La jusquiame blanche doit son nom a la blancheur de ses fleurs. C’est une variété annuelle ou
bisannuelle, mesurant de 30 a 90 cm de hauteur, a port dressé, a odeur vireuse faible et a poils
collants.

> Ses feuilles sont longues de 5 a 10 cm, ont un pétiole mince de 2 a 6 cm de long
avec un bord denté, elles sont larges, ovales, collantes et de couleur vert clair.

» Au printemps, la floraison, donne des fleurs de 1 & 3 cm de long, bilabiées,
irregulierement lobées, de couleur vert péle.

> Les poils sont simples et glandulaires et ont chacun une téte unicellulaire (Reynaud,
2002).

» Fruits : capsule peu renflée a la base. (Figure 3).

Fleur Feuille

Fruit

JUSQUIAME BLANCHE.

Figure 3 : Hyoscyamus albus (Reynaud, 2002).

-10 -
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» Classification botanique d’Hyoscyamus albus (Tableau I11)

Tableau I11 : Classification botanique d’Hyoscyamus albus d’aprés (Quezel et santa, 1962).

Régne plantae
Embranchement Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Magnolidae
Ordre Solanales
Famille Solanaceae
Genre Hyocyamus
Espece Hyocyamus albus

1.3.2  Répartition géographique

La jusquiame blanche vit sur les talus, les falaises, les friches et les plages de galets en

Europe, en Afrique du nord et en Asie (Goullé et al., 2004).
En Algérie on retrouve cette plante dans quelques régions ; Batna, Jijel et Béjaia.
1.3.3  Composition phytochimique

Hyoscyamus albus est connue pour étre une bonne source d’alcaloides elle en contient de 0,2

a0,5% (Goullé et al., 2004), on distingue :

» Les alcaloides tropaniques
La jusquiame blanche renferme 1’hyoscyamine et la scopolamine qui sont largement utilisées
pour leur effet; anti cholinergique, caractérisé par une inhibition de la production

d'acétylcholine, et pour leurs propriétés hypnotiques et sédatives.

-11 -
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L'atropine qui est l’alcaloide principal de la jusquiame blanche est responsable d'une

stimulation vagale modérée a doses thérapeutiques (0,5 a 1,0 mg). Elle exerce un effet
significatif sur la neutralisation de la vasodilatation périphérique et sur la chute de la pression
artérielle (Pudersell, 2006).

» Alcaloides nortropaniques

Les alcaloides nortropaniques constituent les calystegines qui ont été extraits pour la premiére
fois dans Calystegia sepium puis dans les Solanaceaes.

Ces alcaloides sont dotés de plusieurs activités thérapeutiques, et sont utilisés pour le
traitement de plusieurs maladies tels que le diabéte, le cancer et les infections virales
(Bekkouche et al., 2001).

> Les saponines, les tanins condensés et les flavonoides

Ces composés ont été extraits a partir des racines de la jusquiame blanche, Une étude In vitro
a été faite et a montré que I’activité analgésique d’Hyoscyamus albus est liée a la présence de

ces trois composes (Benhouda et al., 2014).
» L’huile essentielle

La partie aérienne d’Hyoscyamus albus renferme une HE, I’analyse chimique de cette huile
par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CGSM) a été
réalisée par Monsieur BOUADAM (Enseignant a 1'université de Béjaia). Les résultats ont
montré la présence de trois composés majoritaires qui sont le dillapiole, I’a cardinol, le p-
cymene, I'HE renferme également 1’ phellandréne, le B pinéne, et le bisabolol acétate avec
des teneurs allant de 5 jusqu’a 10%, et des traces du phytol, le linalyl butanoate, le limonéne

et finalement le menthéne.

-12 -
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1.4 Activité antibactérienne des huiles essentielles

Face au probleme soulevé depuis plusieurs années par la résistance des bactéries aux
antibiotiques, la seule alternative fiable a lI'usage des antibiotiques semble étre celle des HEs.
Connue de facon empirique depuis des siecles, leur efficacité antibactérienne a été démontrée
par de nombreux travaux In vitro et In vivo et vis-a-vis des bactéries a Gram négatif et & Gram
positif, elles ont un champ d’action trés large qui est lié & leurs compositions chimiques, aux
groupements fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques
et cétoniques) et a leurs effets synergiques (Carson et al., 1995).

L'activité antimicrobienne des HEs a été signalée comme étant liée spécifiqguement a la
présence de plusieurs composants. Récemment, des tentatives ont été faites pour identifier les
composé€s responsables d’une telle bioactivité. Les molécules oxygénées qui entrent dans la
composition des HEs sont généralement plus actives que les molécules hydrocarbonées qui
sont, par contre, connues pour leurs faibles pouvoirs antimicrobiennes.

Sur cette base l'ordre d’activité de ces composés s’est établit  comme suit :
phénols>cétones>oxydes>hydrocarbonées>esters (Kalemba et Kunicka, 2003).

Les effets antibactériens sont liés, entre autre, a la présence de groupements hydroxyles
libres qui permettent une bonne solubilisation de ces composés dans les milieux
physiologiques aqueux (Ben Arafa et al., 2006). Certains de ces composés sont connus pour
leur grande solubilit¢ dans I’eau et donc de leur forte capacité a accéder aux cellules
microbiennes et a pénétrer leurs parois (Knobloch et al., 1989). D’autres composés végétaux
sont hydrophobes. Cette propriété facilite leur insertion entre les phospholipides
membranaires des bactéries, assurant ainsi leur solubilisation dans la bicouche lipidique
(Carson et al., 2006).

- 13-
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CHAPITRE I1 MATERIEL ET METHODES

Dans cette étude, nous nous sommes intéressées a la détermination de 1’effet In vitro de

I’association d’huiles essentielles des trois plantes a savoir ; Laurus nobilis, Lavandula
stoechas et Hyocyamus albus, d’antibiotiques et de quelques composés d’huiles essentielles
sur une collection de souches bactériennes a Gram positif et a Gram négatif.

1.1 Matériel
I.L1.1  Le matériel végétal

Les parties aériennes de Laurus nobilis, Lavandula stoechas et Hyocyamus albus ont été

utilisées pour ’extraction des HEs.
» Les conditions de récolte sont présentées dans le (tableau V).

Tableau IV: conditions de récolte.

Localisation
Nom scientifique de la  géographique de I’endroit Date de récolte
plante de la récolte

Djoua Aith Bimoune
Laurus nobilis commune de Boukhelifa a Janvier 2016
7 Km de la willaya de
Béjaia 1005 métres
d’altitude.

Village Carrier commune

Lavandula stoechas d’Oued Amizour a 36 m
d’altitude.
Février 2016
Hyoscyamus albus Ville de Béjaia a 11 metre
d’altitude.
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Le matériel végétal recueilli a été séché dans un endroit aéré, a une température ambiante et a

I’ombre, afin de préserver au maximum I’intégrité de ses molécules (Tableau V).
Tableau V : Le matériel végétal.

Partie aérienne fraiche Partie aérienne séche
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11.1.2  Les souches bactériennes
Le choix des bactéries (Tableau VI) a été porté sur cing souches fréquentes en pathologie

humaine, ces souches ont été sélectionnées en fonction de leur pouvoir pathogene et leur
résistance naturelle aux antibiotiques constituant ainsi un probléme majeur de santé publique.

e Les souches bactériennes ont été fournies par le laboratoire de microbiologie.

Tableau VI : Les souches bactériennes utilisées.

La souche bactérienne Référence Gram Famille

Staphylococcus aureus

résistant a la meticilline ATES B8 Positif Staphylococcaceae
(SARM)
Enterococcus faecalis Isolée d’eau souillée Positif Enterococcaceae
Salmonella sp Souche hospitaliere Négatif Enterobacteriaceae
Escherichia coli ATCC 4157 Négatif Enterobacteriaceae
Pseudomonas putida Isolée d’eau souillée NG Pseudomonadaceae
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1.L1.3  Antibiotiques et autres composés chimiques

Les antibiotiques et les autres composés utilisés pour réaliser des associations avec les huiles
essentielles extraites sont présentés dans les tableaux suivants (Tableau VII et tableau VIII).

Tableau VII : Les antibiotiques utilisés.

Antibiotiques référence Famille
Tétracycline Tétracyclines
Chlorampheénicol SIGMA®, Chine. Phenicoleés
Amoxicilline
) ) Shanghai Pharmaceutical Group [B-lactamines
Céfotaxime )
(SPG), Chine.
Imipenéme RANBAXY Laboratories, Inde.

Tableau V111 : les autres composes chimiques utilisés.
Compose chimique référence

Riedel-de Haén®, Sigma-Aldrich

Thymol o
Laborchemikalien GmbH, Allemagne.
Eugénol Alfa Aesar GnbH & Co KG, Canada
Eucalyptol Alfa Aesar A Jonshon Matthey Company, USA
Huile essentielle d’arbre a thé Omni San Schoning Gmbh & Co .kg, Australie
Alpha pinene Alfa Aesar GnbH & Co KG, Allemagne

11.1.4  Les milieux de culture

Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antibactériens sont les suivants :

» Le bouillon nutritif pour I’isolement des souches bactériennes.

> Le bouillon Mueller Hinton (BMH) pour I’étude de la sensibilité des bactéries aux

huiles essentielles.
> La gélose Plate Count Agar (PCA) pour la culture des souches bactériennes afin de

déterminer les paramétres de croissance : La concentration minimale inhibitrice (CMI)

et la concentration minimale bactéricide (CMB).
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1.2 METHODES

11.2.1  Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par la technique d’hydrodistillation car elle
permet de fournir une huile essentielle de bonne qualité, un rendement éleve avec un cout
faible. Elle a été réalisée dans un appareil inspiré de celui de Clevenger (Clevenger, 1928)
(Figure 4), ce dernier est constitué :

D’un support élévateur.
Un chauffe -ballon.
Un ballon en verre.

Une colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant).

YV V. V V V

Une ampoule a décanter.

Figure 4: Montage utilisé pour I’hydrodistillation.
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» La méthode consiste a immerger la matiére végétale coupée dans un ballon rempli

d’eau; I’ensemble est porté a ébullition, a pression atmosphérique et sous I’effet de la
chaleur, les molécules odorantes contenues dans les glandes sécrétrices des plantes
sont libérées (Lucchesi, 2005).
Le refroidissement par condensation conduit a la séparation du mélange eau-huile
essentielle par leurs différences de densité dans I’essencier en une phase aqueuse
(hydrolat) et une phase organique surnageante qui comporte 1’huile essentielle
(Willem, 2004).

> Une quantité de 100 grammes de chacune des trois plantes séchées a été macérés dans
un litre d’eau de source pendant une nuit (16 a 20 heures), le tout est ensuite porté a
ébullition pendant 2 heures.

> Aprés séparation des deux phases, les HEs obtenues sont déshydratées en utilisant le
sulfate de sodium anhydre (Na,SO,) et sont ensuite conservées au réfrigérateur dans

un flacon en verre brun fermé hermétiqguement a 4 °C.

» Le rendement en ’HE est défini comme étant le rapport entre la masse d’huile

essentielle obtenue et la masse du matériel végétal traité (AFNOR, 1986).

Le rendement est exprime en pourcentage :

Rendement (%) = poids de I’HE / poids de la plante x 100
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Activité antibactérienne des huiles essentielles seules et en association

La méthode utilisée est celle de microdilution en milieu liquide aussi appelée méthode de
I’échiquier, car elle permet de tester le pouvoir antibactérien des HEs seules ou en

associations avec d’autres composants antibactériens.
» Meéthode de I’échiquier

Cette méthode permet de quantifier l'interaction de deux composés antibactériens A et B en
réalisant I'association d'une gamme de concentrations des deux composes (Vaubourdolle,
2007). Toutes les démarches effectuées pour la réalisation de cette technique sont conformes
aux directives du protocole M7A7 de CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2006).

» Principe de la méthode de I’échiquier

C'est une méthode de référence consistant a distribuer dans une série de microcupules
contenant un volume déterminé de BMH, des concentrations décroissantes de substances
antibactériennes et a ensemencer chaque cupule avec une suspension standardisée de la
bactérie a étudier; apres incubation (de 18 a 24 h), la plus faible dilution du composé
antibactérien dans laquelle la croissance bactérienne est visiblement inhibée représente la
CMI.

> La CMI est définie comme étant la concentration la plus basse qui inhibe toute

croissance visible d’une souche bactérienne apres 18 heures de culture a 37°C.
Pour la détermination de la CMB, des repiquages sur gélose PCA ont été effectués.

» La CMB est définie comme étant la concentration la plus faible capable d’entrainer la
mort d’au moins 99.99% des bactéries. Elle correspondrait a celle dont les puits n’ont

donné aucune croissance apres repiquage et incubation de 24h a 37°C (L., 2000).
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» Mode opératoire

Les étapes du test antibactérien sont présentées ci-dessous :
» Préparation des dilutions

Du fait de la non-miscibilité des HEs et 1’eau et donc au milieu de culture, une mise en
émulsion a été effectuée avec une solution d’agar a 0,2 %. Cela permet d’obtenir une
répartition homogéne des HEs et d’augmenter au maximum la surface de contact entre le

germe et le composé antibactérien (Remmal et al., 1993).

» Une quantité de 100 ul de ’'HE est additionnée a 900 pl d’une solution d’agar a 0.2 %,
ce qui correspond a une dilution d’un dixiéme.

> Une série de dilution d’ordre deux est préparée a partir de cette solution mere (1/2,
1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256) en utilisant le méme émulsifiant (Figure 5).

> Les dilutions des autres substances testées (antibiotiques et composés d’HE) ont été

préparées de la méme maniere.

Figure 5 : Série de dilutions.
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> Préparation des inocula bactériens

Le test antibactérien doit étre réalisé sur des souches bactériennes jeunes en phase de
croissance exponentielle.

Avant chaque ensemencement, les inocula bactériens sont préparés de la maniere suivante :

» Repiquage des souches bactériennes sur un milieu neuf (bouillon nutritif).
» Incubation environ 6 heures a 37°c afin d’obtenir des colonies bien isolées.

> Standardisation des inocula bactériens :

CLSI exige une charge bactérienne standard pour les tests en milieu liquide qui est de 10°
UFC/ml. Cette solution est ensuite ramenée & 10" UFC/ml aprés dilution d’un dixiéme dans de

I’eau physiologique stérile.

Les inocula bactériens doivent avoir une densité optique (DO) comprise entre 0,08 et 0,13 a

une longueur d’onde de 625 nm.
» Ensemencement de la microplaque :

L’évaluation de D’activité antibactérienne a été réalisée sur des microplaques de 96 puits
contenant 12 colonnes (1 a 12) et 8 lignes (A a H) (Figure 6).

\'\MJs ous ouuw\ h-y-
W B ININININ NI SANANANS
& \.u.r.)uu gg&u’wuuu A

uuw

w\".

¥ 7.; N MVQ,V,\"”

AN LN

*:";'-‘\HVW/ » ? !
g OIS

Témoin H1

Figure 6: Une microplagque de 96 puits.
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On procede comme suit :

>

Le puits H1 (la figure 6) contient 100 pl du BMH, 5 ul de I’inoculum bactérien, et 50
il d’agar a 0,2%, qui sert de témoin de croissance.

A I’exception du puits H1, chaque puits de la ligne H (en abscisses) contient 100 ul du
BMH, 5 ul de I’inoculum bactérien, et 50 pl d’une dilution de I’agent antimicrobien A
(de la plus concentrée a la plus diluée).

A T’exception du puits H1, chaque puits de la colonne n° 1 (en ordonnées) contient
100 pl du BMH, 5 pl de I’inoculum bactérien, et 50 pl d’une dilution de I’agent
antimicrobien B (de la plus concentrée a la plus diluée).

Chaque puits du reste de la microplaque contient les mémes quantités du BMH, de
I’inoculum, et 25 pl de chaque agent antimicrobien ce qui permet de réaliser des
combinaisons des différentes dilutions correspondant a celles des deux axes ; de telle
sorte que chaque puits sera unique en ses combinaisons de doses.

Apres 16 a 20 h d’incubation a 37°c, les microplaques sont lues en observant le fond

des cupules dans un miroir.
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11.2.3  Interprétation des résultats

> L'activité antibactérienne des composés pris isolément est estimée par le rapport
CMB/CMI.

Selon (Traoré et al., 2012), lorsque le rapport CMB/CMI d’une substance antimicrobienne
est inferieur ou égal a quatre (< 4) cette derniére est qualifiée de substance bactéricide

cependant si ce rapport est supérieur a quatre (> 4), alors elle est dite bactériostatique.

e Les CMIs des différentes substances sont d’abord transformées en des concentrations
inhibitrices fractionnaires (FICs).

e Une FIC d’un échantillon A (FICA) est définie comme étant le rapport de la
concentration inhibitrice de (A) en présence d’un autre échantillon B sur la CMI de
I’échantillon A seul, et de la méme maniere on calcule la FIC de la substance
antibactérienne B (FICg).

» L’activité antibactérienne des associations est déterminée par les concentrations

inhibitrices fractionnaires index (FICI) les plus basses.

La FICI est: FIC(a) + FIC) (Rosato et al., 2010).

Pour chaque association de deux agents antimicrobiens, la FICI de la combinaison la plus

efficace (FICI la plus basse) a été prise pour interpréter les résultats.
L’effet d’une association est considéré :

e Synergique si la FICI qui en découle est inférieure ou égale a 0,5.
e Additif si elle est supérieure a 0,5 et inférieure a 1.
e Indifférent sielle est égale a 1.

e Antagoniste si elle est supérieure a 1 (Rosato et al., 2010).
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» Les isobologrammes
De nombreuses études portent sur I'utilisation de ces graphiques appelés les isobologrammes

La méthode des isobologrammes est une approche expérimentale couramment utilisée afin de
déterminer les différentes combinaisons de traitement qui produisent un effet déterminé
(synergie, antagonisme, addition) (Figure 7).

Un isobologramme est un graphique en deux dimensions avec, sur chaque axe la
concentration d’un composé utilisé dans 1’association, il est caractérisé par une ligne droite
qui relie les CMIs des deux composés antibactériens associés, une déviation de cette ligne

peut indiquer un antagonisme ou une synergie (Cedergreen et al., 2005 ; Syberg et al.,
2008).

Chaque point d’un isobologramme a été tiré a partir des deux concentrations contenues dans

les cupules de la microplague (les puits clairs).

e Les points au dessus de la droite déterminent un antagonisme.

e Les points en dessous de la droite déterminent une synergie, néanmoins 1’apparition

des points de part et d’autres de la droite détermine une addition.

Antagonisme

0

Synergie Addition

Concentration B

\ 4

Concentration A

Figure 7: Un isobologramme schématique (Syberg et al., 2008).
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CHAPIIRE IIT RESULTATS ET DISCUSSION

I11.1. Rendement en huile essentielle

Les HEs extraites sont présentées dans la (Figure 8). Leurs rendements ont été calculés et sont
illustrés dans (le tableau 1X) :

Tableau IX: rendements et couleurs des HEs.

L’huile essentielle Rendement en% Couleur
Laurus nobilis 0.53 Jaune pale

Lavandula stoechas 0.60 Jaune

Hyoscyamus albus 017 Transparente

a- L’HE de Laurus nobilis.

c-L’HE d’Hyoscyamus albus.
Figure 8 : Les huiles essentielles extraites.
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La méthode d’extraction est une opération importante qu’il faut mener avec soin. La

récolte, le séchage, et le stockage influencent largement sur le rendement ainsi que la qualité
organoleptique des HEs (Benjilali., 2005).

Le rendement en HEs des deux pantes Laurus nobilis (0.53%), et Lavandula stoechas
(0.60%) sont faibles par rapport a ceux signalés par d’autres chercheurs qui sont de (1,3 a
1,4%) pour Laurus nobilis et de (2 a 3%) pour Lavandula stoechas (Franchomme et al.,
2001). Cette différence pourrait étre expliquée par le génotype des espéces récoltées, la
saison de la récolte ainsi que les conditions géographiques et climatiques.

Le rendement le plus faible a été marqué avec I’HE de Hyoscyamus albus.
1.2 Les paramétres de croissance des huiles essentielles (CMIs et CMBs)

Les valeurs des CMlIs et CMBs calculées ont montré que les HEs des trois plantes
étudiees sont bactéricides sur au moins trois des souches bactériennes testées (Le rapport
CMB/CMI < 4).

Les valeurs sont illustrées dans les tableaux suivants :

» Tableau X : CMIs et CMBs de ’HE de Laurus nobilis

Laurus nobilis
HE mg/ml
Bactérie CMI CMB CMB
CMI
Staphylococcus aureus 2.656 2.656 1
Enterococcus faecalis 0.664 1.328 2
Escherichia coli 2.656 2.656 1
Pseudomonas putida 0.664 10.62 16
Salmonella sp 0.332 1.328 4

L’HE de Laurus nobilis s’est montrée trés active a 1’égard de toutes les souches et a
exercé un effet bactéricide sur les quatre souches; Salmonella, Escherichia coli,

Enterococcus faecalis et Staphylococcus aureus.
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Les résultats obtenus concordent avec les travaux de (Elharas et al., 2013) rapportant

que ’'HE de Laurus nobilis exerce un effet bactéricide sur les trois souches (Escherichia coli
ATCC25921, Pseudomonas aeurginosa ATCC29733 et Staphylococus aureus ATCC25923).

Une HE peut contenir 50 a 100 éléments biochimiques parfois 300 comme chez
quelques especes, les plus fréquemment rencontrés sont les alcools, les aldéhydes terpéniques,
et les terpénes (Willem, 2004). L’activité antibactérienne d’une HE est donc attribuée a sa

composition chimique.

Plusieurs substances ont été dénombrées dans I’HE de Laurus nobilis, d’aprés (Demir
et al., 2004). Cette composition est dominée par la présence de 1,8-cinéole (35.31%), B-
linalol (22.52%), eugénol methylether (9.17%), camphéne (7.37%).

> Tableau XI : CMIs et CMBs de PHE de Lavandula stoechas

HE Lavandula stoechas
mg/ml

Bactérie CMI CMB %

CMI

Staphylococcus aureus 0.703 N.D N.D
Enterococcus faecalis 0.351 0.703 2
Escherichia coli 0.351 0.351 1
Pseudomonas putida 1.406 11.25 8
Salmonella sp 0.351 0.703 2
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(Mohhhamedi et al., 2012) ont analysé I’HE de Lavandula stoechas par CG/SM. Et

ont pu séparer 21 composés dont 11 ont été identifiés. Les composés majoritaires de I’HE de
Lavandula stoechas d’apres cette étude présentent une variation quantitative importante gréace

a la biodiversité génétique de la plante, on cite :
Fenchone (27.6%), 1,8 cinéole (18.9%), et Camphre (18.1%).

Les résultats obtenus dans notre étude sont en accord avec d’autres rapports indiquant
que les HEs de populations non-algériennes de Lavandula stoechas possedent également des
activités antimicrobiennes. Il a été rapporté que I'huile volatile de Lavandula stoechas en
provenance de Tunisie exerce une activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus
(Bouzouita et al., 2005). De méme, de fortes activités antibactériennes ont été exercées par
I’HE de Lavandula stoechas sauvage de Turquie (Goren et al., 2002), et d’ltalie (Angioni et
al., 2006) ou a partir des espéces cultivées en Australie (Moon et al., 2007).

D’aprés (Mohammedi., 2006) I’essence des feuilles de Lavandula stoechas est un
agent antibactérien efficace contre Klebsiella pneumoneae, Proteus mirabilis et E. coli
ATCC25922.

» Tableau XI1 : CMIs et CMBs d’Hyocyamus albus.

Hyocyamus albus
HE mg/ml
Bactérie CMI CMB CMB
CMI
Staphylococcus aureus 1.093 N.D N.D
Enterococcus faecalis 0.546 1.093 2
Escherichia coli 0.546 1.093 2
Salmonella sp 0.546 1.093 2

N.D : non déterminé
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L’HE d’Hyoscyamus albus s’est montrée trés active contre les souches bactériennes

testées avec une CMI de 0.546 mg/ml pour les trois souches : Salmonella, Escherichia coli,

Enterococcus faecalis, et de 1.093 mg/ml pour staphylococcus aureus.

L’effet bactéricide de cette HE a été observé avec les trois souches Salmonella,

Escherichia coli et Enterococcus faecalis.

L’analyse par CGSM de I’'HE d’Hyocyamus albusa été faite par monsieur
BOUADAM, et a révélé la présence d’une dizaine de composé dont trois sont majoritaires, il
s’agit de dillapiole (24.22%) qui est un arylpropénes, le o Cainol (18.47%) et finalement le p-
cymene (11.01%) qui appartient aux monoterpénes monocycliques.

Les extraits aqueux et méthanolique d’Hyocyamus albus se sont montrés tres actifs
contre des souches bactériennes a Gram positif et a Gram négatif (Alghazeer et al., 2012).

La variabilité des constituants des HEs suggére qu’elles agissent sur plusieurs sites
d’action dans les micro-organismes, étant donné que chaque composeé posséde son propre
mode d’action (Burt, 2004).

L’ensemble des résultats précédents montre que les HEs étudiées sont dotées d’une
forte activité antibactérienne. Cette importante bioactivité des HEs étudiées est en relation
avec leur composition chimique. En effet, (Oussalah et ses collaborateurs., 2006) ont
rapporté que 1’effet antibactérien des HES est attribué aux monotérpénes particulierement aux

phénols.

Les composés phénoliques causent des dommages au niveau de la membrane externe
des bactéries, ce qui entraine une augmentation de la perméabilité membranaire aux protons et
aux ions potassium, une réduction des réserves de I’ATP intracellulaire, une perturbation da la
force proton motrice et une dénaturation des protéines intracellulaires (Lambert, 2001 ?
Bakkali, 2008).

Il est également probable que cette activité antibactérienne est le résultat de
I’interaction entre divers structures aromatiques (Delaquis, 2002). D’aprés (Oussou et al.,
2004), ces molécules agiraient le plus souvent par une action synergique. En plus de ces
composés majoritaires, les composés mineurs peuvent contribuer significativement a ’activité
des HEs (Lahlou, 2004).
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Les plus grandes valeurs des CMBs ont été observées avec la souche Pseudomonas

putida (10.62 mg/ml pour L’HE de Laurus nobilis et 11.25 mg/ml pour celle de Lavandula
stoechas) ce qui montre que cette bactérie est la plus résistante parmi les souches testées. Ceci
pourrait étre expliqué par la structure de sa paroi (Gram négatif) qui bloque partiellement la
pénétration des HEs a ’intérieur de la cellule bactérienne. En effet la paroi des bactéries a
Gram négatif est constituée d’une double couche phospholipidique dans laquelle se trouvent
des lipopoly-saccharides qui rendent la paroi imperméable a la pénétration des substances
liposolubles.

La paroi des bactéries a Gram positif est constituée de peptidoglycanes et ne
représente pas une barriere sélective comme la paroi des bactéries a Gram négatif (Shin et al.,
2005).

D’apres (Mayaud et al., 2008), Les bactéries appartenant au genre Pseudomonas sont
en genéral les moins sensibles aux HEs par rapport aux autres bactéries a Gram negatif ce qui

concorde avec nos résultats.

L¢activité antibactérienne de 1°'HE de Laurus nobilis s‘est montrée trés comparable a
celle de Lavandula stoechas, ce qui pourrait étre expliqué par le fait que les deux HEs
semblent avoir quelques composés majoritaires en commun (I’a pinéne et le 1.8 cinéol). Ces

composes seraient des agents dotés d’une activité antibactérienne élevée.

Le pouvoir antibactérien du 1,8 cinéol contre les bactéries a Gram positif et a Gram
négatif a été démontré par plusieurs travaux. Il conduit & wune perte des métabolites
cytoplasmiques et des acides nucléiques en provoquant des dommages au niveau de la

membrane cellulaire (Derwich et al., 2009).

L’eugénol appartient au groupe des phénols et est classé parmi les premicres
molécules possédant le coefficient antibactérien le plus élevé aprés le carvacrol et le thymol
(Franchomme et al., 2001).

Wendakoon et Sakaguchi ont suggéré que le groupe hydroxyle de I’eugénol pourrait
interagir avec des protéines bactériennes et inhiber leur action enzymatique (Wendakoon et
Sakaguchi, 1995).

-31-



CHAPIIRE IIT RESULTATS ET DISCUSSION

Le 4- terpinol, 1°‘a —terpinol, et le linalol existant dans I’HE de Laurus nobilis sont des

alcools terpéniques, ils possédent une activité antibactérienne importante aprés les phénols
terpéniques, ils sont connus par leur activité bactéricide plutét que bactériostatique, car ils
agissent comme dénaturants des protéines (Pelczar et al., 1988). lIs sont actifs sur la plupart
des bactéries a Gram positif et a Gram négatif.

Le bornéol identifié dans I’'HE de Lavandula stoechas comme composé minoritaire est
un alcool qui agit comme dénaturant des protéines bactériennes (Pelczar et al., 1988).

Il existe plusieurs travaux affirmant que les bactéries a Gram négatif sont plus
résistantes aux HEs que les bactéries a Gram positif, cependant nos résultats ont montré que
les HEs n’ont aucune sélectivité envers le type de Gram des bactéries, d’autres recherches ont
démontré que les bactéries a Gram positif et a Gram négatif agissent de la méme maniere vis-
a-vis des HEs (Imelouane et al., 2009).

(Domrman et Deans, 2000) ont montré que I’activité antibactérienne dépend
uniquement de la composition chimique des HEs et ne dépend pas du type de Gram de la

bactérie.

L’effet antibactérien d’une huile essentielle pourrait étre due a une synergie entre les

différents composés majoritaires et minoritaires (Vardar et al., 2003).
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I11.3 Résultats des associations réalisées

La réalisation de combinaisons entre les HEs avec différents composés isolés (composes
d’HEs ou antibiotiques) a pour but de potentialiser I’effet des composés actifs. On cite : le
thymol, ’eugénol, ’'HE d’arbre a thé, I’eucalyptol, et 1’a pinéne. Ces derniers ont été choisis

pour leur forte activité antibactérienne.
Les résultats obtenus sont représentés dans les tableaux suivants :

> Tableau XII1I : Résultats des associations réalisées sur Staphylococcus aureus

Association CMI1 | CMI2 FIC FICI Interprétation
HE de Laurus nobilis 2.656 0.166 0.0625
0.31 Synergie
thymol 3.125 0.781 0.25
HE de Lavandula stoechas 0.703 0.351 0.5
0.75 Addition
Thymol 3.125 0.781 0.25
HE de Lavandula stoechas 0.703 0.175 0.25
0.5 synergie
a-pinene 2.25 0.562 0.25
HE de Lavandula stoechas 0.703 0.351 0.5
1 Indifférence
Eugénol 1.593 0.796 0.5
HE de Lavandula stoechas 0.703 0.351 0.5
1 Indifférence
Imipeneme 3.125 1.5625 0.5
HE de Lavandula stoechas 0.703 0.175 0.25
0.5 Synergie
Tétracycline 3.125 0.781 0.25
HE de Lavandula stoechas 0.703 0.175 0.25
0.5 Synergie
HE de Laurus nobilis 2.656 0.664 0.25
HE de Laurus nobilis 2.656 1.328 0.5
1 Indifférence
HE de Hyocyamus albus 1.093 0.546 0.5
HE de Laurus nobilis 2.656 0.332 0.125
0.625 Addition
HE de Hyocyamus albus 1.093 0.546 0.5
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> Tableau XIV : Résultats des associations réalisées sur Escherichia coli

Association CMI1 | CMI2 FIC FICI Interprétation
HE de Laurus nobilis 2.656 0.664 0.25 )
— 0.5 Synergie
a-pinene 2.25 0.562 0.25
HE de Laurus nobilis 2.656 5.3125 2 595 YR
: i
Thymol 3125 | 0781 0.25 g
HE de Laurus nobilis 2.656 0.166 0.0625 .
- - 0.31 Synergie
Tétracycline 3.125 0.781 0.25
HE de Laurus nobilis 2.656 0.166 0.0625 ;
- - 0.31 Synergie
Céfotaxime 3.125 0.781 0.25
HE de Laurus nobilis 2.656 0.332 0.125 )
— 0.37 Synergie
chloramphénicol 3.125 0.781 0.25
HE de Lavandula stoechas 0.351 0.703 2 )
— 3 Antagonisme
HE d’arbre a thé 2.718 2.718 1
HE de Lavandula stoechas | 0.351 0.351 1 1om A )
: ntagonisme
Thymol 3125 | 0.781 0.25 $
HE de Lavandula stoechas | 0.351 0.175 0.5 .
— 0.75 Addition
a-pinene 2.25 0.562 0.25
HE de Lavandula stoechas | 0.351 0.175 0.5 .
- 1 Indifférence
Eugénol 1.593 0.796 0.5
HE de Lavandula stoechas | 0.351 0.175 0.5 .
—— 1 Indifférence
Imipeneme 3.125 1.5625 0.5
HE de Lavandula stoechas | 0.351 0.175 0.5 .
: ! 0.75 Addition
Tétracycline 3.125 0.781 0.25
HE de Lavandula stoechas | 0.351 0.351 1 )
— 1.25 Antagonisme
HE de Laurus nobilis 2.656 0.664 0.25
HE de Lavandula stoechas | 0.351 0.351 1 )
y - 1.25 Antagonisme
Céfotaxime 3.125 0.781 0.25
HE de Lavandula stoechas | 0.351 0.351 1 )
1.5 Antagonisme
Eucalyptol 1.39 0.695 0.5
HE de Laurus nobilis 2.656 0.166 0.0625 )
- 0.56 Synergie
Eugénol 1.593 0.796 0.5
HE de Lavandula stoechas | 0.351 0.351 1
2 Antagonisme
HE de Hyocyamus albus 0.546 0.546 1

-34 -




CHAPIIRE IIT RESULTATS ET DISCUSSION

Des effets synergiques ont été obtenus en combinant les HEs avec des antibiotiques on

cite : L’HE de Lavandula stoechas et la tétracycline a 1I’égard de Staphylococcus aureus, 'HE
de Laurus nobilis et la tétracycline, Laurus nobilis et le céfotaxime et I’HE de Laurus nobilis
et le chloramphénicol a I’égard d’E.coli (FICI<0.5).

Les tétracyclines sont des antibiotiques bactériostatiques qui agissent par inhibition de
la synthése protéique en interférant avec la sous-unité 30 S ribosomale (Poyart, 2006).

Le chloramphénicol inhibe la synthése des protéines en inhibant l'activité peptidyl
transférase du ribosome bactérien (Cattoir, 2006).

La famille des B-lactamines est la plus utilisée en antibiothérapie, ces antibiotiques
sont des inhibiteurs de la synthése de paroi bactérienne (synthese du peptidoglycane) par une
inactivation des principaux enzymes impliques dans cette construction : les PLP (protéine
liant la pénicilline) (Nour et al., 2005).

Les mécanismes par lesquels les HEs inhibent la croissance bactérienne impliquent
plusieurs modes d’action. Leur caractére hydrophobe et leur richesse en plusieurs composés
phénoliques leur permet de diviser la bicouche lipidique de la paroi bactérienne la rendant

plus perméable et facilitant ainsi la pénétration des antibiotiques (Rodrigues et al., 2009).
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» Tableau XV : Résultats des associations réalisées sur Salmonella sp

Association CMI1 | CMI2 FIC FICI Interprétation
HE de Laurus nobilis 0.332 | 0.083 0.25
i 0.75 Addition
Eugénol 1.593 | 0.796 0.5
HE de Laurus nobilis 0.332 | 0.166 0.5
__ 0.75 Addition
a-pinene 2.25 0.562 0.25
HE de Laurus nobilis 0.332 | 0.332 1
1.25 Antagonisme
HE d’arbre a thé 2.718 | 0.679 0.25
HE de Lavandula stoechas | 0.351 | 0.351 1
1.25 Antagonisme
HE d’arbre a thé 2.718 | 0.679 0.25
HE de Lavandula stoechas | 0.351 | 2.812 8
8.25 Antagonisme
Thymol 3.125 | 0.781 0.25
HE de Lavandula stoechas | 0.351 | 0.351 1
_ 1.25 Antagonisme
a-pinéne 2.25 0.562 0.25
Lavandula stoechas 0.351 | 0.175 0.5
1 Indifférence
Eugénol 1.593 | 0.796 0.5
HE de Lavandula stoechas | 0.351 | 0.175 0.5
: 0.75 Addition
Imipenéme 3.125 | 1.5625 0.5
HE de Lavandula stoechas | 0.351 | 0.175 0.5
1 Indifférence
Eugénol 1.593 | 0.796 0.5
HE de Lavandula stoechas | 0.351 | 0.175 0.5 -
: 0.75 Addition
Tétracycline 3.125 | 0.781 0.25
HE de Lavandula stoechas | 0.351 | 0.175 0.5
_ 2.5 Antagonisme
HE de Laurus nobilis 0.332 | 0.664 2
HE de Lavandula stoechas | 0.351 | 0.351 1 15 Antagonisme
Eucalyptol 139 | 0.695 05 ' g
HE de Lavandula stoechas | 0.351 | 0.351 1 _
HE de Hyocyamus albus | 0.546 | 0.546 1 2 Antagonisme
HE de Laurus nobilis 0.332 | 0.332 1 )
2 Antagonisme
HE de Hyocyamus albus | 0.546 | 0.546 1
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> Tableau XVI : Résultats des associations réalisées sur Enterococcus faecalis

Association CMI1 CMI2 FIC FICI Interprétation
HE de Laurus nobilis 0.664 0.166 0.25
_ 1.25 Antagonisme
a-pinene 1.125 1.125 1
HE de Laurus nobilis 0.664 0.166 0.25
0.75 Addition
HE d’arbre a thé 1.359 0.679 0.5
HE de Laurus nobilis 0.664 0.664 1
1.25 Antagonisme
Thymol 3.125 0.781 0.25
HE de Laurus nobilis 0.664 0.332 0.5
_ 0.75 Addition
Amoxicilline 3.125 0.781 0.25
HE de Lavandula stoechas | 0.351 0.351 1
1.5 Antagonisme
HE d’arbre a thé 1.359 0.679 0.5
HE de Lavandula stoechas | 0.351 0.351 1
1.25 Antagonisme
Thymol 3.125 0.781 0.25
HE de Lavandula stoechas | 0.351 0.175 0.5
i 1 Indifférence
a-pinéne 1.125 0.562 0.5
HE de Lavandula stoechas | 0.351 0.175 0.5
_ 1 Indifférence
Eugénol 1.593 0.796 0.5
HE de Lavandula stoechas | 0.351 0.351 1
: 15 Antagonisme
Imipenéme 3.125 1.5625 0.5
HE de Lavandula stoechas | 0.351 0.175 0.5 o
i : 0.75 Addition
Tétracycline 3.125 0.781 0.25
HE de Lavandula stoechas | 0.351 0.175 0.5
_ 15 Antagonisme
HE de Laurus nobilis 0.664 0.664 1
HE de Laurus nobilis 0.664 0.332 0.5
1.5 Antagonisme
HE de Hyocyamus albus 0.546 0.546 1
HE de Lavandula stoechas | 0.351 0.175 0.5
1.5 Antagonisme
HE de Hyocyamus albus 0.546 0.546 1

-37-




CHAPIIRE IIT RESULTATS ET DISCUSSION

» Tableau XVII : Résultats des associations réalisées sur Pseudomonas putida

Association CMI1 CMI2 FIC FICI Interprétation
HE de Laurus nobilis 2.656 0.664 0.25
0.5 Synergie
a-pinene 2.2 0.562 0.25
HE de Lavandula stoechas | 1.406 1.406 1
1.25 Antagonisme
HE d’arbre a thé 2.718 0.679 0.25
HE de Lavandula stoechas | 1.406 0.351 0.25
0.75 Addition
Thymol 3.125 1.5625 0.5
HE de Laurus nobilis 0.664 0.166 0.25
0.75 Addition
Eugénol 1.593 0.796 0.5

CMI; : concentration minimale inhibitrice de 1’échantillon seul.
CMlI;: concentration minimale inhibitrice de 1’échantillon en présence du deuxi¢éme composé.
*Les CMI des antibiotiques et du thymol sont exprimées en pg/ml tandis que celles des HES

et des autres composés le sont en mg/ml.

(Dorman et Deans, 2000) ont testé un grand nombre de composés purs sur 25 genres
de bactéries et ils ont démontré que le thymol est le composé qui posséde le plus large spectre
d’activité antibactérienne, suivi du carvacrol et de I’a-terpineol. 11 a la capacité de perturber la
structure de la membrane externe des bactéries a Gram négatif libérant ainsi les

lipolysaccharides et augmentant la perméabilité de la membrane cytoplasmique a I’ ATP.

D’aprés (Yap et al., 2014), ’'HE d’arbre a thé aussi appelée Melaleuca alternifolia est
dotée d’un fort pouvoir antibactérien en causant des Iésions irréversibles au niveau de la

membrane de la bactérie.
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(Delaquis et al., 2002) ont estimé que I’activité antimicrobienne de certaines HEs

pourrait étre attribuée a la présence des composés présents a 1’état de trace.

(Viljoen et al., 2006) ont démontré que I’effet synergique peut étre actif dans une
association entre le 1,8-cinéol et le camphre ce qui pourrait étre traduit dans notre étude par
une synergie entre I’HE de Laurus nobilis et celle de Lavandula stoechas.

En ce qui concerne les effets antagonismes observés, aucune explication du
mécanisme n’a ¢€té retrouvée, néanmoins quelques auteurs ont suggéré que cet effet est

probablement associé a la composition de la paroi bactérienne (Scholar et Prat, 2000).

Plusieurs travaux ont montré que les HEs possédent un pouvoir antibactérien plus
fort que celui de leurs composés pris isolément suggérant ainsi que les composés minoritaires

sont indispensable pour avoir une synergie (Zengin et Baysal, 2014).
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I11.4  Les isobologrammes :

> Les résultats des combinaisons sont confirmés par les isobologrammes:

Synergie entre [’HE de Lavandula stoechas et I’a pinéne réalisee sur Staphylococcus aureus.

o r N W >
T /

o
[
N
w

Synergie entre ’'HE de Laurus nobilis en le céfotaxime réalisée sur E.coli.

O B N W b

o
[
N
w

Synergie entre ’HE de Laurus nobilis et la tétracycline testée sur E.coli.
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Synergie entre I’'HE de Laurus nobilis et I’a pinéne testée sur Pseudomonas putida.

30

20

10

o% . .

0 10 20 30

Antagonisme entre ’'HE de Lavandula stoechas et HE d’arbre a thé testée sur Enterococcus
feacalis.

Antagonisme entre I’HE de Lavandula stoechas et I’HE d’Hyscyamus albus testée sur

Pseudomonas putida.

0 5 10 15

Antagonisme entre ’'HE de Lavandula stoechas et le thymol testée sur salmonella sp.

- 4] -
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0 0,5 1 1,5

Addition entre ’'HE de Lavandula stoechas et 1’eugénol testée sur E coli.

2

1,5\
1

0,5 AN

I ..

0 0,2 0,4 0,6 0,8

Addition entre ’'HE de Laurus nobilis et ’eugénol testée sur salmonella sp.

1,5 k
1 \
0,5

0 0,1 0,2 0,3 0,4

Addition entre ’'HE de Lavandula stoechas et I’ a pinéne testée sur Enterococcus feacalis.
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3

2

1 ~

0 . . . .
0 0,2 0,4 0,6 0,8

Addition entre 'HE de Laurus nobilis et ’HE d’arbre a thé testée sur Enterococcus feacalis.

2,2 \
1,5 \

;1 \

0,5 \

0 T T \_\

0 0,1 0,2 0,3 0,4

Addition entre ’'HE de Lavandula stoechas et I’ a pinene testée sur E.coli.

0,5 N,

0 0,1 0,2 0,3 0,4

Indifférence entre ’'HE de Lavandula stoechas et I’eugénol testée sur Enterococcus feacalis.

2
1,5 L -

0,5 N

Indifférence entre ’'HE de Lavandula stoechas et I’eugénol testée sur Staphylococcus aureus.
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L
1

0,5 ~

Indifférence entre 'HE de Laurus nobilis et ’'HE d’Hyoscyamus albus testée sur
Staphylococcus aureus.

o R, N W »
0]

Indifférence entre ’'HE de Lavandula stoechas et I’'imipenéme testée sur E coli.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Dans cette étude analytique qui consistait a évaluer I’activité antibactérienne de trois huiles

essentielles, nous avons pu conclure que :

e Les parties aériennes des plantes aromatiques étudiées ont fourni des rendements en
huiles essentielles avec un pourcentage de 0.17% pour Hyoscyamus albus, 0.53%
pour Laurus nobilis et de 0.60% pour Lavandula stoechas.

e Nous avons également constaté que les cing souches bactériennes testées sont
sensibles aux huiles essentielles extraites avec des concentrations minimales
inhibitrices variant entre 0.332 mg/ml et 2.656 mg/ml, et des concentrations
minimales bactéricides (CMB) allant de 0.351 mg/ml a 10.62 mg/ml.

e L’association des différentes huiles essentielles avec d’autres substances

antibactériennes a pu aboutir a des effets synergiques parmi lesquels on cite :

L’HE de Laurus nobilis et le thymol, I’HE de Laurus nobilis et la tétracycline, I’HE de
Laurus nobilis et le céfotaxime et I’HE de Laurus nobilis et le chloramphénicol.

e Les combinaisons réalisées ont également donné plusieurs effets additifs, on cite :

L’HE de Lavandula stoechas et I’a-pinéne, ’'HE de Lavandula stoechas et la tétracycline,
I’HE de Laurus nobilis et ’eugénol, HE de Laurus nobilis et I’'HE d’arbre a thé.

A la lumiere des résultats obtenus, nous pouvons déduire que la flore algérienne peut
constituer une réserve importante d’espéces végétales intéressantes dont les principes actifs
peuvent étre employés dans plusieurs domaines tels que les industries agroalimentaire et

pharmaceutique.
Pour valoriser ce travail d’autres études complémentaires seraient intéressantes telles que :

e [L’identification des principes actifs responsables de I’activité antibactérienne par des
techniques analytiques performantes telle que la CG-SM.

e Tester séparément les différents composants de ces huiles essentielles.

e Suivre cette étude par des applications In-vivo et étudier la toxicité de ces substances.

e Elargir les tests sur des bactéries phytopathogénes, des virus et des parasites.

e FEtudier d’autres activités biologiques telles que les activités anti-inflammatoire et
anticancéreuse.

e Tester ces substances bioactives sur d’autres souches bactériennes.
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Résumé

Les plantes aromatiques synthétisent différents métabolites secondaires parmi lesquels on trouve les huiles
essentielles, ces derniéres peuvent étre utilisées comme alternatives pour le traitement des maladies infectieuses
étant donné que les antibiotiques montrent leurs inefficacités a I’encontre des microorganismes résistants, Dans
notre étude nous avons évalué le pouvoir antibactérien des huiles essentielles obtenues par la technique
d’hydrodistillation de trois plantes a savoir Laurus nobilis, Lavandula stoechas et Hyocyamus albus. Les huiles
essentielles extraites ont été testées sur cing souches bactériennes a Gram positif a savoir Staphylococcus aureus
et Enterococcus faecalis et a Gram négatif & savoir Pseudomonas putida, Escherichia coli et Salmonella spp. Les
huiles essentielles ont été testées isolément puis combinées avec des antibiotiques et avec d’autres composants
d’huile essentielle. La technique utilisée pour les tests antibactériens est celle de microdilution en milieu liquide
aussi appelée technique de 1’échiquier car elle permet de combiner différentes substances antibactériennes a la
recherche d’un effet synergique ou méme additif. Toutes les souches testées se sont révélées sensibles a toutes les
huiles essentielles. Les concentrations minimales inhibitrices enregistrées (CMI) varient entre 0.332 mg/ml et
2.656 mg/ml, tandis que les concentrations minimales bactéricides (CMB) se trouvent entre 0.351 mg/ml et 10.62
mg/ml. Dix effets synergiques et treize effets additifs ont été obtenus entre les différents agents antibactériens. Des
isobologrammes ont été tracés afin de confirmer les résultats obtenus.

Les mots clefs: Laurus nobilis, Lavandula stoechas, Hyoscyamus albus, huiles essentielles, activité
antibactérienne, méthode de Iéchiquier, isobologramme.

Abstract

Different aromatic plants synthetize secondary metabolites as essential oils, they can be used as alternative for
treatment of some infectious diseases specially when antibiotics became less effective againt résistant
microorganisms. In our study we have evaluated the antibacterial activity of some essential oils obtained by hydro
distillation method, we used three plants Laurus nobilis, Lavandula stoechas and Hyocyamus albus. Essentials oils
were tested againt five bacterial strains including Gram positive bacterria Staphylococcus aureus andEnterococcus
and Gram negative bacteria Pseudomonas putida, Escherichia coli and Salmonella. These essential oils were
tested alone then combined with antibiotics and with other plant’s compound. Antibacterial activity was
determined by micro-dilution method, this technique allows to associate different antibacterial agents looking for
synergistic effetcs or additif onces. All the bacterial strains tested turned sensitive to the three essentials oils,
Minimum inhibitory concentrations (MIC) vary between 0.332 mg/ml and 2.656 mg/ml, while minimum
bactericidal concentrations (MBC) vary between 0.351 mg/ml and 10.62 mg/ml. Ten synergistic effetcs and
thirteen additive effects were also obtained with differents associations made between antibacterial agents.
Isobologrammes were finally traced in order to confirm our results

Keywords : Laurus nobilis, Lavandula stoechas, Hyoscyamus albus, essential oils, antibacterial activity, micro-
dilution method, isobologram.
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