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Résumé
Résumé

La recherche de nouveaux traitements contre les maladies infectieuses est un sujet de
pleine actualité : 1’émergence et la dissémination des mécanismes de résistance aux
antibactériens pose un véritable probléme de santé publique. Il y a urgence a trouver et a
proposer des nouvelles approches thérapeutiques pour le traitement de ces infections. Dans ce
contexte, les Huiles Essentielles (HEs) connues et utilisées depuis des siecles pour leurs
propriétés anti-infectieuses, peuvent se révéler étre une alternative au «tout antibiotique ».
Pour démontrer I’effet de I’huile essenticlle de Lavandula angustifolia, un rendement de
4.29% a été obtenu par une hydro distillation de type clevenger. Cette huile essentielle est
appliquée sur des souches bactériennes pathogenes multi résistantes par la méthode de
diffusion sur gélose, pour tester ’activité antibactérienne des huiles essentielles. On a pu
démontrer leurs réelles propriétés antibactériennes vu aux zones d’inhibitions obtenus, a
savoir pour les souches Gram positifs et Gram négatifs et que I’HE de Lavandula angustifolia
a un effet tres significatif avec une sensibilité totale pour les souches Gram positifs par
apport aux Gram négatifs.

Dans un contexte thérapeutique, 1’utilisation de 1’huile essentielle de L. angustifolia
contre des infections bactériennes montre une alternative trés importante pour le traitement
des maladies infectieuses bactériennes et que I'HE peut remplacer 1’'usage de tout

antibiotique.

Mots clés : Lavandula angustifolia, huile essentielle, souches pathogénes, Gram positifs,

Gram négatifs.



Résumé

Abstract

The search of new treatments against infectious diseases is a highly topical subject: the
emergence and dissemination of mechanisms of resistance to antibacterials pose a real public
health problem. There is an urgent need to find and propose new therapeutic approaches for
the treatment of these infections. In this context, Essential Oils (EOs) known and used for
centuries for their anti-infectious properties, can prove to be an alternative to “all antibiotics”.
To demonstrate the effect of the essential oil of Lavandula angustifolia, a yield of 4.29% was
obtained by Clevenger-type hydro distillation. This essential oil is applied to multi-resistant
pathogenic bacterial strains by the agar diffusion method, to test the antibacterial activity of
essential oils. We have been able to demonstrate their real antibacterial properties seen in the
zones of inhibition obtained, namely of Gram positive and Gram negative strains and that the
HE of Lavandula angustifolia has a very significant effect with total sensitivity for Gram
positive strains by contribution to Gram negatives.

In a therapeutic context, the use of the essential oil of L. angustifolia against bacterial
infections shows a very important alternative for the treatment of bacterial infectious diseases

and that EO can replace the use of any antibiotic.

Keywords: Lavandula angustifolia, essential oil, pathogenic strains, Gram positive, Gram

negative.
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Introduction

Introduction

Selon l'organisation mondiale de la santé (OMS), pres de 80 % des populations
dépendent de la medecine traditionnelle pour des soins de santé primaire (O.M.S,
2002). Des avantages économiques considérables dans le développement de cette
médecine et dans [lutilisation des plantes médicinales pour le traitement des diverses
maladies ont été constatés (Muthu et al., 2006).

Les plantes aromatiques et médicinales constituent une véritable source de molécules

chimiques, (Benayad, 2008). Elles synthétisent des molécules odorantes qui constituent ce
qu’on appelle, les huiles essentielles connues depuis longtemps pour leurs activités
antiseptique et thérapeutique dans la médecine populaire (Rhayour ,2002).
Dans le réservoir chimique des plantes, les huiles essentielles représentent des molécules de
fortes valeurs, utilisées dans la pharmacologie car elles ont un effet spécifique sur d’autres
organismes. En cosmétologie, comme base de fabrication de parfum et de produits
dermatologiques. En agroalimentaire pour rehausser le gout, parfumer et colorer les
aliments et leur conservation. (Bouzouita et al., 2008).

Les huiles essentielles ont un spectre d’activité trés large due principalement a leur
grande affinité grace a leurs natures chimiques, pour cela, les activités antibactériennes de
ces produits ont été rapportées dans de tres nombreux travaux. (Bouzouita et al., 2008).
Ainsi plusieurs études visant a démontrer ’activité antibactériennes des huiles essentielles ont
été realisées, (Tabanca et al., 2001 ; Sahine et al ., 2004 ; Bendahou et al., 2008).
L’étude de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles semble d’autant plus intéressante
que la flore algérienne est extrémement riche en plantes aromatiques.

Comme on peut le constater, la recherche de substances naturelles a activité
antibactérienne issue de plantes constitue un enjeu scientifique important. C’est dans ce cadre
qu’une étude des huiles essentielles d’une plante médicinale Lavandula angustifolia issue
de la médecine traditionnelle Algérienne a été entreprise. L’intérét de cette plante pour
la médecine est la recherche de nouvelles molécules, réside dans le fait qu’elle est largement
utilisée par la population Algérienne pour le traitement de nombreuses maladies
infectieuses.( Daouda ,2015)

L’objectif général de ce travail est d’étudier Iactivité antibactérienne des huiles
essentielles sur des souches pathogénes multi résistantes issues de prélevements hospitaliers.

Ce travail a pour objet I’extraction et lactivité antibactérienne des huiles
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essentielles d’une espéce appartenant a la famille des Lamiacées représentée lavande
Lavandula.

Dans le cadre de cette étude, ce mémoire est compose de deux parties ; La premiére
partie est une synthese bibliographique. Elle est divisée en deux chapitres ; le premier chapitre
est consacré a la monographie de I’espece Vvégétale étudiée et propriétés des composés
majoritaires. Le second traite les bactéries pathogénes multi résistantes d’origine
hospitaliere. Dans ladeuxiéme partie du manuscrit présentera le matériel et les méthodes
utilisés, notamment 1’extraction des huiles essentielles et I’étude de leur activité
antibactérienne. Terminera cette deuxiéme partie par les résultats obtenus, suivis de la
discussion puis laconclusion et les perspectives feront I'objet de la troisieme et la

quatrieme partie,respectivement.
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Lavandula angustifolia
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1.Lavandula angustifolia

1.1.Etude botanique

Noms vulgaires : Lavande vraie, Lavande officinale, Lavande fine, Lavande commune,
Lavande femelle, Nard d'ltalie, Faux Nard, Garde robes.

Les diverses formes qui sont réunies sous ce nom sont des sous arbrisseaux de 20 a 80 cm
croissant en masse. La racine est pivotante et il y en a quelques unes tracantes. Les tiges ont
une longueur qui varie de 15 & 20 cm et sont longuement dépourvues de feuilles au dessous
des inflorescences. La plante se compose de hampes florales courtes et fines ne portant qu’un
seul épi. (BOTINEAU M., 2010)

Les feuilles sont étroites ou ovales, longues de 2 a 5 cm Les bractées sont d’un brun
jaunatre, marquées de 5 a 7 nervures principales trés distinctes, dont le contour est
triangulaire, se détachant facilement de 1’axe de 1’épi .Les fleurs sont courtement pédonculées
et disposees en épis de six ou dix groupes dont lesplus inférieurs sont séparés des supérieurs.
Elles sont portées par des bractées aussi larges que longues Le calice est brievement

cotonneux. On observe la présence de quatre étamines didynames surmontées d’anthéres
ovoides. (BOTINEAU M., 2010)

1.2 Taxonomie
cette plante est classé suivant la classification classique selon (DUPONT et al. 2007).

L’embranchement Spermaphytes
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous- classe Asteridées
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre lavandula
Espéce Lavandula angustifolia
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Figure Titre et reference

Tétrakene de Lavande officinale
(BOTINEAU M.,2010)

Lavandula angustifolia : rameau florifere, fleur]

entiére et en coupe longitudinale
(BOTINEAU M.,2010)

Feuilles de Lavandula angustifolia
(BOTINEAU M., 2010)

Lavandula angustifolia
(BOTINEAU M.,2010)

Figure 01 : differentes fractions de Lavandula angustifolia
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1.3. Répartition géographique en Algérie

Lavandula angustifolia ne pousse qu’en altitude, a partir de 700 metres et
jusqu’a 1200 métres sur les versants ensoleillés uniquement, orientés sud, sud-ouest,
pour produire le maximum d’huile essentielle dont la qualité augmente avec 1’altitude.
Elle croft sous un climat tempéré et doux sur les sols pauvres et rocheux, sableux ou
graviers. Elle aime les sols bien drainés pour permettre a ses racines de s’étendre

et de résister aux intempéries. (Florine Harnist., 2013)

1.4. Etude phytochimique des difféerentes produits de Lavandula angustifolia

La fleur de lavande, figure de qualité pharmaceutique est généralement
composée d’au moins0,8% a 3% huile volatile. L'Allemagne et la France ont des
spécifications supplémentaires pour déterminer I'identité L. angustifolia Miller est
composé de plus de 100 constituants, y compris des esters (monoterpényl):
linalyleacetate (17,6% a 53%), acétate de lavandulyle (15,9%) et acétate de geranyl
(5,0%); Icools(monoterpénoals):linalol (26% a 49%), a- terpinéol (6,7%) et terpinene4-ol
(0,03% a 6,4%); sesquiterpene: B-caryophyllene (2,6% a 7,6%); monoterpéne: cis--
ocimene(1,3% a 10,9%); oxyde (monoterpenoid):1,8-cinéole (0,5% a 2,5%). Le 2,4 L.
angustifolia Miller comprend également environ 12% de tanins distinctifs de
Lamiaceace, un atout dans les industries de la parfumerie et des cosmétiques. Le
camphre, une cétone (monoterpénones), contient moins de 1%, ce qui est nettement
inférieur aux autres espéces de Lavandula. Bien que l'acétate de linalyle en ait la plus
grande proportion, le linalol est considéré comme le principal constituant actif. Les eux
composants sont responsables des effets anti-inflammatoires, antifongiques,

antiseptiques, cicatrisants et calmants / sédatifs associés a l'ester.( Stoltz et al., 2008 )

1.5.Usage thérapeutiques traditionnelles de Lavandulaangustifolia
On utilise la lavande pour traiter ou soulager plusieurs maladies :

» Systeme nerveux : L’effet calmant de la Lavande est reconnu : associée a
d’autre plantes sédatives, elle combat I’insomnie, I’irritabilité, les maux de téte
et la dépression

» Digestion : La lavande soigne indigestions et coliques et élimine les ballonnement

» Asthme : L’action apaisante de la lavande est efficace contre divers types

5
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d’asthme, notamment quand il est provoqué par la nervosité

> Huile essentielle : précieux remede de premier secours, elle est antiseptique,
accélere la guérison des brulures et des plaies, calme les inflammations dues aux
piqures d’insectes. On 1’utilise pour traitre la gale et les poux. Pour soulager les
maux de téte, se masser les temps avec quelques gouttes
d’essence.(Dufaut,2010) Pour se détendre, tonifier le systéme nerveux et
retrouver le sommeil, ajouter 05gouttes d’essence de lavande dans L’extrait de
lavande administré a des rats empéchait la démence causée par la maladie
d’Alzheimer et une étude cytotoxique de ses effets sur le cancer du poumon
montrait ’inhibition de la croissance des cellules cancérogenes (Prusinowska et
al., 2014)

2. Les huiles essentielles
2.1.Définition

les huiles essentielles sont des melanges naturels complexes de metabolites
secondaires volatils, isolés par hydrodistillation ou par expression mécanique. Elles sont
obtenues a partir de feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs de brindilles, d’écorces,
de bois, de racines, de tiges ou de fruits, mais également a partir de gommes qui
s’écoulent du tronc des arbres. Les huiles essentielles sont obtenues par
hydrodistillation, expression a froid, comme les agrumes. De nouvelles techniques
permettant d’augmenter le rendement de production, ont été développées, comme
I’extraction au moyen de dioxyde de carbone liquide & basse température et sous haute

pression ou I’extraction assistée par ultrasons ou microondes (Daouda, 2015).
2.2. Localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs : 11
y a environ 500000 plantes sur terre ; 10000 d’entre elles, environ, possédent des
propriétés médicinales Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les
organes végétaux : fleurs (bergamotier, tubéreuse), mais aussi feuilles (citronnelle,
eucalyptus...) et bien que cela soit moins habituel, dans les écorces (cannelier), le bois
(bois de rose...), des racines (vétiver), desrhizomes (gingembre), des fruits (badiane),
des graines (anis, muscade), (Bruneton,1999). Les huiles essentielles sont produites
dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans les cellules

glandulaires spécialisées, situées en surface de la cellule et recouverte d’une cuticule,

6



Syntheése Bibliographique Chapitre 01 : Lavandula angustifolia et les huiles essentielles
(Teuscher et al., 2005).
2.3. Facteurs de vriabilité des huiles essentielles
(1 Latempérature: obligation de stockage a basse température (entre 8 °C et 25 °C).

[0 La lumiere: stocker dans l'obscurité et dans un récipient opaque, brun de

préférence

[ L’oxygeéne: les flacons doivent étre entierement remplis et fermés de fagon
étanche, ilest possible de recourir a l'adjonction d'antioxydants. La durée de
conservation admiseest de 2 4 5 ans. ( Hadjadj R .,et Abikchi Z., 2018)

2.4. Composition et Propriétés physicochimque

Les huiles essentielles ont une composition assez complexe, contenant de nombreuses

espéceschimiques (Degryse et al., 2008).

*LesTerpénoides

Les térpenoides sont les plus volatiles ils ont la masse moléculaire la moins élevée on
distingue les monoterpénes et les sesquiterpenes. Porteur de fonctions dans le degréd’oxydation
est variable, ils donnent naissance a des milliers de substances différentes, (Wichtl et Anton,
1999).

*LesMonoterpenes

Ils sont cycliques ou monocycliques ou bicycliques, ils contribuent parfois plus de 90% de
I’huileessentielle (Bruneton,1993).

*Les sesquiterpenes

L’allongement de la chaine accroit le nombre de cyclisation possibles. Ainsi, plus
d’unecentaine de squelettes différents ont étés décrits (Couderc, 2001).

¢+ En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques, les huiles essentielles

formentun groupe tres  homogéne (Bruneton,1993), Les principales

caractéristiques sont :
% Liquides a température ambiante.
% N’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes.
% Volatiles et tres rarement colorées.

¢+ Une densité faible pour les huiles essentielles a forte teneur en mono terpenes
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X/
X4

% Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en mono
terpénes et endérivés oxygenes. Une forte teneur en mono terpenes donnera un
indice élevé, cependant une teneur élevée en dérivés oxygénés produira I’effet
inverse

% Solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des

solvantsorganiques mais peu solubles dans I’eau.

% Douées d’un pouvoir rotatoire puisqu’elles sont formées principalement de
composésasymeétriques

% Trés altérables, sensibles a I’oxydation et ont tendance a se polymériser

donnant lieu a la formation de produits résineux, il convient alors de les

conserver a  l'abri  de la  lumiére et de  I’humidité

(Zabeirou et Hachimou, 2005)

2.5. Methodes de conservation des huiles essentielles

On peut conserver les huiles essentielles de bonne qualité plusieurs années sous
certaines conditions. D’abord, il ne faut pas les exposer a la lumiére en les stockant
dans des flacons en aluminium ou en verre teinté (brun, vert, ou bleu), a une
température ambiante jusque vingt degrés et loin des sources de chaleur. Vu que les
HE sont volatiles, il est possible qu’elles s’évaporent dans ’atmosphére et perdent
progressivement leurs propriétes et leur ardme, il faut donc bien refermer les flacons
aprés usage, Les flacons doivent étre stockés en position verticale, car le bouchon
risque d’étre attaqué par I’huile en position horizontale (les  huiles  essentielles

ont une action corrosive sur le plastique) (Lardry et Haberkorn, 2007).
2.6. Les effets biologiques des HEs

Les plantes synthétises des molécules capables d’etre la fois antimicrobienne et anti
inflammatoire par divers mode d’action ; elles élaborent des essences contenent a la fois des
molécules antibactérienne ,mucolytique et expectorante dans les cas des inféctions des voies
réspiratoire .L’utilisation des huiles essentiels est importants dans le traitements des
pathologies infectieuses ,affections urinaires , systémes respiratoires ,gastro intestinal et
biliaire (Rios et Recio ,2005)

Les huiles essentiels de certain plantes medicinales sont utilisés pour traiter I’acné et

autresinfections dermiques (Vanaclocha et Canigueral, 2003)

2.7. Methodes d’extractions
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L’extraction des produits bioactifs, ainsi que les HEs peut étre réalisée au moyen
de nombreux et divers procédés

2.7.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

La plupart des huiles essentielles sont obtenues par entrainement a la vapeur
d'eau. I’huile est entrainée par la vapeur d’eau. Aprés condensation, I’huile essenticlle se

sépare du distillat par décantation

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’huile essentielie

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau florale

Eau florale +
huile essentielle

Chaleur ———
Essencier

(VAVAVAVAVAN

Figure 02: La distillation par entrainement a la vapeur
d’eau.(Charik S et Kadri Y. 2020)
2.7.2. Hydrodistillation

C'est la méthode la plus employée pour extraire les huiles essentielles. La plante
est mise en contact avec l'eau dans un ballon lors d'une extraction au laboratoire , le tout
est ensuite porté a I'ébullition. Les vapeurs sont condensees dans un réfrigérant et les
huiles se séparent de I'eau par différence de densite.

Cette méthode est generalement utilisée pour les huiles essentielles dont les
constituants chimiques sont thermorésistants. Elle est aussi utilisée dans 1’extraction

deshuiles a partir des feuilles et des fleurs fraiches ou séchées.

Thermométre
(1) Eau
’ o~ 4

Réfrigérant a 'eau
-
[ T
e
—
- =
=== xr_ﬂg\ ==

4 g Eprouvette
Plante — ) Eau graduée

e / Chauffe- » Huile
. = @) ballon essentielle

—— Phase aqueuse

Eau—
bouillante

- uo-e‘i:t}_—:;-o»-l
ol —— ~ ;

Figure 3 : Montage d’hydrodistillation( Charik S. et Kadri Y, 2020. )

2.7.3.Extraction par expression
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C'est une technique simple ou le matériel végétal est pressé mécaniquement a
froid pour extraire son huile essentielle. Cette méthode est essentiellement utilisée pour
recueillir les huiles essentielles des épicarpes frais des Citrus (citrons, oranges,
mandarines et pamplemousses). Dans I’industrie, les zestes sont dilacérés et le contenu
des poches sécrétrices est récupéré par expression manuelle ou a I’aide de machines qui
rompent les poches par expression et recueillent directement 1’huile essentielle
(Bruneton, 1999).

2.7.4. Expression a froid

L’expression a froid est une extraction sans chauffage réservée aux agrumes.
Le principe de ce procédé mécanique est fondé sur la rupture des péricarpes riches en
huiles essentielles. L’huile essentielle ainsi libérée est entrainée par un courant d’eau.
Une émulsion constituée d’eau et d’essence se forme. L’essence est alors isolée par
décantation (Kimball, 1999; Ferhat, 2007).
Cette technique permet I’expression a froid de I’huile essentielle des agrumes sans
emploi d’eau, ce qui évite ainsi des altérations telles les hydrolyses ou les solubilisations de

certaines classes de composés aromatiques (Martini,1999)
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1. Les bactéries pathogénes a Gram positif

1.1. Staphylococcus aureus

C’est un agent pathogéne important a la fois dans les milieux sanitaires et
communautaires, provoque un large éventail de maladies allant des infections de la peau et
des tissus mous a des maladies invasives telles que la pneumonie, la septicémie,
I’ostéomyélite et I’endocardite. Avant 'arrivée des antibiotiques, les infections causées
par le S. aureus étaient une cause fréquente de morbidité et de mortalité. Au début des
années 1960 en Europe, le staphylocoque est devenue résistant aux pénicillines semi-
synthétiques (la méthicilline et ’oxacilline).Une multi résistance a été observée comme
pour I’érythromycine, la tétracycline et la clindomycine (Cosgrove S et al.,2003).
L’abréviation SARM est utilisée pour faire référence aux souches de S. aureus qui
possedent une résistance aux antibiotiques énumérés précédemment, dont la méthicilline
depuis son apparition au canada en1987,le SARM a été reconnu comme un pathogene
nosocomiale d’envergure en raison de son importante propagation dans les centres
hospitaliers(SARM H). Bien que le SARM soit considéré d’abord et avant tous comme
une infection nosocomiale, la littérature de la fin des années 1990 apporte des infections a
SARM acquises dans la communauté chez des patients qui n’ont aucun lien avec les
milieux de soins, d’ou I’expression SARM communautaire ou SARM acquise en
communauté (SARM-AC) qui touche souvent le tissu dermique de I’homme et cause
plusieurs maladies plus ou moins grave ; citons les furoncles, les impétigos, les
cellulites (Cosgrove S . et al., 2003).

1.1.1. Taxonomie

Selon la 9 eme édition du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, I’espece
Staphylococcus aureus est classée parmi les Bactéries a Gram positive pauvre en GC% est

comprise entre 30 et 39% dans le domaine des bacteria (Touaitia, 2016) (Tableau 1).
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Tableau 1 : Taxonomie de I’espéce Staphylococcus aureus(Prescott, 2010)

Classification Nom
Régne Bacteria
Classe Bacilli
Famille Staphylococcacae

Division Firmicute
Ordre Bacillales
Genre Staphylococcus

1.1.2. Habitat

Staphylococcus aureus est un germe ubiquitaire, retrouvé dans le sol, I’air et ’eau
(Franchere et Avri, 2002). Cette bactérie est trés répandue chez ’homme et dans de
nombreuses espéces animales. Chez L’homme environ un tiers des sujets porteurs sains,
ils hébergent la bactérie au niveau des muqueuses (principalement les fosses nasales) et

les zones cutanées humides (périnée, aisselles) (Nauciel et Vildé, 2005)

1.1.3. Caracteres d’identifications

a. Caractéres culturaux

Les staphylocoques sont des aéro-anaérobies facultatif et non-exigeants. C'est une

bactérie mésophile (37 °C de croissance optimale), neutrophile (pH 7 optimal) et halophile
(tolérant vis-a-vis de hautes concentrations en sel, par exemple en bouillon hypersalé a 7%
de Na Cl et certaines souches peuvent croitre jusqu’a une concentration de 20% de Na CI).
Elle est aussi relativement résistante aux inhibiteurs bactériens comme le cristal violet et le
tellurite de potassium (Touaitia, 2016). Certaines espéces du genre Staphylococcus sont
capables de vivre dans des environnements hostiles (Pellerin et al., 2010).
Elle est facilement cultivable en milieu CBA (Columbia Blood Agar), TSA (Tryptic Soy
Agar) ou BHI (Brains Heart infusion) ainsi que dans les milieux liquides correspondants
(Vitko, 2013).

En bouillon, la culture est rapide, en quelques heures un trouble homogene puis un

dépbt sont observés, il n'y a pas de production de pigment en milieu liquide
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(Angandza, 2012). S. aureus peut également étre cultivé facilement en 24 heures sur milieu
ordinaire (gélose trypticase-soja supplémentée ou non en sang), et aussi cultive en milieu
sélectif hypersalé (Chapman ou MSA pour Mannitol-Salt-Agar), ce qui peut étre intéressant
pour des recherches ciblées (dépistage) (Eveillard, 2007), et utilisée comme milieu pour
I’identification de S. aureus qui présente un caractére halophile ainsi que la capacité a
fermenter le mannitol (Accarias, 2014 ) .

S. aureus présente une bonne croissance sur milieux usuels en 18-24 h (dans des
températures de 7 °C a 48.5 °C avec un optimal de 30°C a 37 °C et un pH de 4.2 a 9.3 avec
un optimal de 7 & 7.5(Yves,2009). Sur milieux solides, les colonies observées aprées 24
heures d'incubation sur gélose ordinaire sont larges (2-4 mm de diametre) circulaires,
Iégérement bombées lisses, luisantes. La pigmentation des colonies peut varier du blanc
au jaune ou jaune orangé (Flandrois et al., 1997). Les colonies sont souvent beta-
hémolytiques sur gélose au sang. De rares souches capsulées produisent des colonies
d'aspect luisant pouvant devenir coulantes apres plusieurs jours de conservation sur milieu

gélose. (Buckingham et al., 2004).
b. Caractéres morphologiques

S. aureus sont des cocci a Gram positif, isolés ou groupés en diplocoques, en
courtes chainettes ou en amas, ayant la forme de grappe de raisin, immobiles, non

sporulés mais parfois encapsulés. Ils mesurent 0,8 a l1um de diametre.

Figure 04: A : S. aureus vue en microscopie optique apres coloration de Gram (X 1000),

B : S. aureus vue en microscopie électronique (X 3025) (in Al alam, 2008).
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c. Caractéres physio-biochimiques

Staphylococcus aureus a un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie
facultatif. Ces bactéries possedent une activité de catalase, coagulase, phosphatase, ainsi
que des nucléases thermostables mais pas d’oxydase. Elles sont hémolytiques, ont la
capacité de liquéfier la gélatine et de fermenter de nombreux sucres comme le glucose, le
saccharose, le lactose et le mannitol. Le diagnostic permettant de distinguer S. aureus des
autres espéces est basé sur des tests réalisés sur colonies tels que I’identification du
facteur agglomérant, de la coagulase, des hémolysines et de la désoxyribonucléase
thermostable ou thermo nucléase (Accarias, 2014).

d. Caractéres génomiques

Le génome de S. aureus est constitué d’un chromosome circulaire unique d’environ
2,8 Mb a faible teneur en guanidine et cytosine (30 a 39 %)
(Accarias, 2014). Ce génome est formé de deux domaines fonctionnels distincts. La
majeure partie du chromosome (75%) appelé « core » contient les génes qui assurent le
métabolisme de la bactérie. La deuxiéme partie du génome (environ 25%) est constituée
d’¢léments génétiques accessoires et mobiles comme des plasmides
(Géraldine, 2009), transposons, prophages ou des Tlots de pathogénicité portant la plupart
des genes associés a des facteurs de virulence et a la résistance aux antibiotiques
(Issarte et al., 2005)

1.1.4. Physiopathologie des infections a S. aureus

S. aureus est une bactérie opportuniste, commensale de la peau et des muqueuses
(fosses nasales, tractus gastro-intestinal et pharynx) de I’homme et de nombreuses espéces
animales (Van Belkum et al., 2006). Dans une moindre mesure, elle peut coloniser
également le périnée et les muqueuses vaginales (Guinan et al ., 1982) et les aisselles
(Dancer et Noble, 1991). Bien qu’étant commensal, S. aureus est également responsable
d’un grand nombre d’infections chez ’Homme, notamment des infections cutanées
(impétigos, folliculites, furoncles, panaris) et des infections des muqueuses (conjonctivites,
otites, salpingites, endométrites, pneumonies) (Lowy, 1998).

Ces infections peuvent mener a des bactériémies et faire I’objet de métastases septiques a
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I’origine de foyers infectieux profonds. Dans 10 % des bactériémies, une endocardite
survient comme complication (Pilly, 2008).

La porte d’entrée principale de S. aureus est cutanée, comme peuvent 1’étre une
plaie ou le point de pénétration d’un cathéter. S. aureus possede de nombreux facteurs de
virulence et de pathogénicité (facteurs d’adhésion, toxines, enzymes) et exerce son pouvoir
pathogéne par la libération d’une ou de plusieurs toxines. Parmi les toxines, les entérotoxines
libérées par la bactérie sont responsables de toxi-infections alimentaires. La production de la
toxine a I’origine du syndrome de choc toxique staphylococcique est plus rare. Enfin, la
leucocidine de Panton-Valentine est une toxine qui crée des pores dans la membrane des
cellules et est associée a des infections cutanées. Son réle dans les maladies invasives n’est

cependant pas encore clairement établi (Shallcross, 2013).

a. Facteurs de virulence et pouvoir pathogene

S. aureus colonise la peau et les muqueuses en adherant aux cellules et aux
composants de la matrice extracellulaire (Figure2). Il exerce ensuite son pouvoir pathogene
qui est da, a la synthese de multiples facteurs de virulence. Elle se lie aux sites de
Iésions ou s’accumulent les plaquettes et les fibrines (PFT). Aprés phagocytose par les
cellules endothéliales. S. aureus secréte des enzymes protéolytiques qui vont faciliter la
diffusion dans les tissus adjacents et le relargage de S. aureus dans le systéeme vasculaire.
Apreés phagocytose, les cellules endothéliales expriment des récepteurs Fc et des molécules
d’adhésion et relarguent de I'IL-1, IL-6 et IL-8. Les leucocytes adhérent aux cellules
endothéliales, les macrophages et monocytes relarguent de I'IL-1, IL-6, IL-8 et TNF-
alpha apreés phagocytose de S. aureus.

Les facteurs de virulence sont de deux types : les protéines de surface et les facteurs de

virulence solubles :

15



Syntheése Bibliographique

Chapitre 02 :les bactéries pathogénes multisrésistances

Surface proteins

Secreted proteins

(exponential-growth phase) (stationary phase)
A Coagulase Enterotoxin B
: TSST-1
ProtemA\ \ é { a-Toxih Peptidoglycan ~ Capsule
s il . ° 1 1
Elastin-binding L J' 'y 7
protein & N Ribitol
\v 4 ‘ teichoic
/é acid
Collagen-binding ~ MFsf ! - ‘
protein f - =) ? f-Lactamase
) Exponential- Cross-linking

growth phase peptides
—+ Lipoteichoic

Fibronectin-binding acid

protein \6 |

Clumping factor

Cell-wall-  Repeats Ligand-binding
anchoring domain
domain

Figure 05: Facteurs de virulence chez Staphylococcus aureus (Al alam, 2008).

b. Les protéines de surface ou facteurs d’adhérences

Elles sont en majorité ancrées aux Peptidoglycanes de la paroi bactérienne, et vont
permettre la fixation de S. aureus aux cellules. Cing groupes de protéines de surface

ont été caractérisésau niveau moléculaire :

Spa (protéine A)

Cna (protéine de liaison au collagene),

FnBP (protéine de liaison a la fibronectine)

CIf (protéine de liaison au fibrinogene)

EbpS (protéine de liaison a 1’¢lastine)

v' LaProtéine A (Spa pour staphylococcal protein A): Classiquement connue
pour étre une protéine liant le fragment Fc des immunoglobulines G (IgG).
C’est un facteur primordial & I’établissement des infections endovasculaires.

v' La protéine de liaison au collagéne de type I, Il et 1V: Cette adhésine joue
un role trés important dans les infections ostéo-articulaires.

v' La protéine de liaison a la fibronectine: Cette protéine contribue a
I’adhérence de S. aureus aux caillots plasmatiques mais aussi aux
biomatériaux ayant un contact prolongé avec le sang. Elle joue un rdle trés

important dans I’initialisation des infections sur corps étrangers.
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v’ Les protéines de liaison au fibrinogéne: Clumping factor (CIfA, CIfB): est un
récepteur pour le fibrinogéne qui provoque I’agrégation des bactéries en
présencede plasma. Cette adhésine joue un réle dans les infections des

plaies et les infections sur corps étranger.

v La protéine de liaison a I’élastine (EbpS): une protéine transmembranaire
de 25 kDa associée a la surface cellulaire. Elle se lie a la région N terminale de

I’¢élastine qui estune région toujours libre
c. Les facteurs de virulence solubles: pratiguement toutes les souches de S. aureus sont
capables de sécréter, au cours de la phase stationnaire de croissance, un
groupe d’enzymes et d’exotoxines, comprenant quatre hémolysines (alpha, béta,
gamma et delta), des nucléases, des protéases, des lipases, une hyaluronidase et une
collagénase. En plus de ces proteines, certaines souches produisent une ou plusieurs
exotoxines qui ciblent spécifiquement les molécules d’adhésion cellulaires et le

systéme immunitaire hote

1.1.5. S. aureus et la résistance aux antibiotiques

Une étude est réalisée aux Etats-Unis a montré que les S. aureus étaient a 1’origine
de 50 % des infections nosocomiales dans les hopitaux ; ce qui prouve qu’ils ont

acquiérent une résistance via les antibiotiques.

a. SARM : Le SARM signifie Staphylococcus aureus résistant a la méticilline.
Generalement, les infections du SARM ne se développent pas chez les
personnes en bonne santé. Elles sont plus courantes chez celles qui sont déja
hospitalisées car la bactérie trouve souvent un point d’entrée dans le corps, tel
qu’une plaie chirurgicale ou un tube intraveineux. La prévalence des SARM
dans le monde est trés hétérogene et variable : elle varie avec les pays et les
régions, avec la période d’étude, les services et les conditions de vie des
populations concernées (Touaitia, 2016).

b. SARV : Les souches de S. aureus ne répondant pas au traitement de
vancomycine ont une sensibilité diminuée a cet antibiotique, une concentration

minimale inhibitrice (CMI) envers la vancomycine comprise entre 4 et 16
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Hg/ml définit une souche de sensibilité diminuée ou intermédiaire. Ces
microorganismes sont dénommeés VISA pour « vancomycin- intermediate S.
aureus », ou plus généralement GISA, « glycopeptide-intermédiate S.aureus »,
étant également résistants a la teicoplanine (CMI = 16 pg/ml). Les souchesde
S. aureus sensibles a la vancomycine ont des CMI inférieures ou égales a 4
pg/ml, alors que celles dont les CMI sont égales ou supérieures a 32 pg/ml sont
définies comme résistantes. (Crossley KB, 2010).

1.1.6 Action des huiles essentielles sur les Staphylococcus aureus

Plusieurs théories sont proposées pour expliquer le mécanisme par lequel les HEs
exercent leur activité antibactérienne. La composition complexe des HEs tend a prouver
que cette activité serait due a plusieurs mécanismes d'action différents, liés a la nature

chimique de cescomposés (Burt, 2004).

L'action des HEs dépend aussi de la nature des microorganismes ciblés. Les
bactéries a Gram positif sont plus sensibles a l'action des HEs, par rapport aux
bactéries a Gram négatif. Cela peut étre expliqué par la présence de la membrane externe
chez les bactéries a Gram négatif, elle représente en effet une barriére capable de diminuer

la perméabilité des composéshydrophobes (Calsamiglia et al., 2007).

Le LPS confeére a la paroi cellulaire un caractere hydrophile qui rend la membrane
externe desbactéries gram négatives imperméables a la plupart des constituants
hydrophobes des huiles essentielles(Saei-Dehkordi S. et al., 2010)

Les huiles essentielles peuvent altérer directement la membrane cellulaire des bacteries
gram positives, induisant la rupture de celleci, le blocage enzymatique et la perturbation

de la perméabilité membranaire (Sandri 1.G et al ,2007)

De fagon générale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des huiles
essentielles sur les bactéries comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la
perturbation de la forcemotrice de proton, fuite d'électron et la coagulation du contenu

protéique des cellules (Davidson, 1997)

Les huiles essentielles ont un trés large spectre d’inhibition comprenant des

bactéries a gram positive et a gram négative (Remmal et al.,1993) les localisations ainsi
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que les sites d’action des composants des huiles essentiel dans la cellule bactérienne sont

indiqué dans la figures 06
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Figure 06 : Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule
bactérienne (Burt,2004)

2. Les bactéries pathogenes a Gram négatif

2.1. Escherichia coli (E. coli)

C’est un micro-organisme qui s’installe dans I’intestin des nouveau-nés rapidement
aprés la naissance ; pendant un certain temps, elle constitue I’élément dominant de leur flore

intestinale et elle reste présente chez 1’adulte. (Haouzi, 2013)

Cependant, certaines souches d’Escherichia coli peuvent étre pathogénes entrainant

alors des gastroentérites, infections urinaires, meningites, ousepticéemies. (Cristian, 2008)
2.1.1. Taxonomie

C’est un germe trés courant. Il existe au sein du genre Escherichia cing autres espéces

: E.albertii, E. blattae, E. fergusonii, E. hermannii et E. vulneris (Charlotte, 2017)
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Tableau 02: La classification d'Escherichia coli (Bergey'smanual, 2012)

Embranchement Proteobacteria

Classe Gamma Proteobacteria

Ordre Enterobacteriales

Famille Enterobacteriaceae

Genre Escherichia

Espece Escherichia coli (E.coli)
2.1.2..Habitat

E. coli est un hote normal du tube digestif de ’'Homme. L’appellation commune coli
bacille est une contraction de << bacille du cdlon >> rappelant son caractére de bactérie
commensale du tube digestif .Chaque personne porte dans son tractus intestinale une
population d’E. coli et se trouve fatalement dans les égouts. Cette bactérie est également
présente au niveau du revétement cutanéo-muqueux, a proximité des orifices naturels.
(Prodhomme, 2008).

2.1.3. Caractéres d’identifications
a. caracteres culturaux et morphologiques

E. coli sont des Bacilles mobiles Aéro-anaérobies facultatifs, Culture facile sur
milieux ordinaires, lactoses. Sur milieux solides apres 18-24h ; les colonies sont arrondies,
lisses, a bords réguliers, de 2 a 3 mm de diameétre. Pousse sur milieux sélectifs type Mac
Conkey. (Danielle, 2015)

b. Caractéres biochimiques

E. coli posséde une catalase mais elle est dépourvue d’oxydase. L’étude d’activités
enzymatiques et de la fermentation des sucres est réalisée a 1’aide de micro-méthodes validées

disponibles dans le commerce sous forme de galeries. Ces derniéres permettent
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I’identification de cette bactérie ainsi que le diagnostic différentiel avec les autres bactéries de
la méme famille. (Hadjer M, 2018).

Tableau 03 : Caractéres biochimiques d’Escherichia coli

Test GLU LAC H2S GAZ OoDbC | ADH MAL | URE TDA

Résultat + + + + + /- + /- - - -

2.1.4. Facteurs de virulences

Pouvoir pathogéne d’E. coli est lié aux facteurs de virulence potentiels, Les facteurs
d’adhésion. Elle est responsable de 80 % des infections urinaires primitives

(Danielle, 2015).11 existe différents facteurs de pathogenicité chez E. coli.

2.1.5. Résistance aux antibiotiques

E. coli était sensible a plusieurs antibiotiques comme cefazoline, céftriaxone,
cefixitine...mais I’acquisition de la résistance a un large spectre d’antibiotiques est tres
fréquente surtout en milieu hospitalier. E.coli sont naturellement sensibles aux antibiotiques
actifs sur les bacilles a Gram- comme les aminosides et les fluoroquinolones. Elle est une
entérobactérie comme toutes les entérobactéries qui présente une résistance naturelle aux
glycopeptides et a la pénicilline G. Elles sont naturellement sensibles a I’ensemble des
bétalactamines (Saidani, 2012).

2.2. Klebsiella : Bacille a Gram négatif de la famille des entérobactéries. Plusieurs

especes : K. pneumoniae, K. oxytoca, K. ozaena....
2.2.1. Habitat

K. pneumoniae subsp : pneumoniae est une espece isolée dans I'environnement a partir
d'échantillons de sol, d'eaux de surface, d'eaux usées, de végétaux , et de muqueuses
des mammiféeres, en particulier de la flore fécale . Chez I'homme, cette espece végete sur la
peau, les muqueuses, les voies respiratoires supérieures et elle est isolée des selles chez 30 %

des individus. Pour ce qui est des infections nosocomiales, le tube digestif des
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patients  hospitalisés et les mains du personnel sont les deux sources principales.
(Belbel Z., 2014)

2.2.2. Caractéres bactériologiques

Les Klebsiella sont des bacilles & Gram négatif de 0.5 um sur 3 pum environ,
a extrémités arrondies, se présentant de maniére isolée, groupés en diplobacilles ou en courtes
chainettes souvent enrobés dans la méme capsule. Cette bactérie se distingue par son
immobilité constante, elle est asporogéne, capsulée mais cette derniére peut étre absente chez
5% des souches. (Belbel Z., 2014)

2.2.3.Pouvoir pathogene

K. pneumoniae subsp. pneumoniae est un pathogéne opportuniste responsable
d'infections communautaires et d'infections nosocomiales. Parmi les infections
communautaires, K. pneumoniae est responsable d'infections broncho pulmonaires
incluant  les pneumonies lobaires nécrosantes, les abcés pulmonaires, les pleurésies
purulentes. Cette espéce est également responsable d'infections intra-abdominales et est
isolée de mal perforant plantaire. K. pneumoniae subsp. pneumoniae est surtout
actuellement un agent d'infections nosocomiales, responsable d'infections urinaires sur
sonde, de bactériémies de pneumonies, d'infections de sites opératoires et d'infections
néonatales (Belbel Z., 2014).

2.3.Enterobacter cloacae

2.3.1.Habitat

Bacteries telluriques, elles sont fréquemment retrouvées dans les eaux de surface, le
sol et les végétaux. Elles sont susceptibles de se développer a basse température et d’acquérir,
en particulier I’espéce cloacae, elle possede une résistance importante aux agents

antibactériens  (Lefrere, 2000) .
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2.3.2.Caractére bactériologique

Les E.cloacae sont des bacilles & Gram négatif appartenant a la famille des
Entérobactériaceae qui constituent un grand groupe de bactéries ayant une forte similitude.
(Joly et Reynaud, 2007). Sur gélose nutritive, E. cloacae forme des colonies rondes avec un
diamétre de 2 a 3 mm, Iégerement plates avec des bords irréguliers (Grimont et Grimont,
2006).
2.3.3.Pouvoir pathogene

E.cloacae est freguemment impliquée dans les infections nosocomiales et colonise
généralement la flore intestinale endogéne des patients hospitalisés, mais peut également se
trouver comme source d’épidémie ou de transmission de patient a patient. Les infections
surviennent principalement chez des patients ayant recu un traitement d’antibiotique ainsi que
ceux en unités de soins intensifs (Qureshi et al., 2011). Enterobacter est une bactérie
pathogeéne opportuniste responsable en milieu hospitalier d’infections urinaires, de

bactériémies, de méningites ou de suppurations diverses (labadene et al., 2010).
2.4.Raoultella ornithinolytica
2.4.1.Habitat

R. ornthinolytica est une bactérie de I’environnement qui a été isolée a partir

d’insectes, de poissons et d’ecau saumatre (Henriques et al.,2006)
2.4.2.caractére bactériologique

Les Raoultella ornithinolytica sont des bacilles Gram négatif, anaérobies facultatives,
encapsulées, non mobiles et non sporulées. Elle posséde un diameétre de 0,3 a 0,4 um et une
longueur de 3,0 a 6,0 um. Elles sont capables de croitre sur gélose a une température optimale
de 37 °C mais aussi a 41 °C. Ces bactéries sont positives au test VVoges-Proskauer (VP+),
oxydase (+) et catalase (-). Elles sont capables de produire de I'histamine. (Georges A. et al.,
2020)
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2.4.3.Pouvoir pathogene

Cette bactérie, ainsi que les especes étroitement apparentées (R. planticola) a été
démontrée comme agent causal d’une réaction anaphylactique (également connu sous le nom
de syndrome scombroide) liée a I'ingestion de poisson fortement chargé en histamine. La
toxicité de I’histamine résulte de 1'expression de 1’enzyme histidine décarboxylase qui permet
a la bactérie de convertir I’histidine en histamine qui s’accumule en grande quantité dans les
muscles du poisson. Ce processus qui peut étre contr6lé par une conservation a basse
température des aliments .Les symptomes sont retrouvés apres 1’ingestion de poisson et se
manifestent par des bouffées de chaleur, prurit, céphalées et douleurs abdominales. La durée
d’incubation varie de 1 minute a 3 heures et les symptomes se résolvent spontanément en
quelques heures.

R. ornithinolytica provoque de rare gastro-entérite aigué fébrile associée a une
bactériémie. Ces signes cliniques peuvent étre indiscernables de la fiévre typhoide causée
principalement par Salmonella Typhi. Ainsi R. ornithinolytica devrait étre incluse dans son

diagnostic différentiel (Morais VP et al ., 2009).
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Partie Expérimentale Matériel Et Méthodes

1. Objectifs

Notre travail expérimental a été réalisé au laboratoire de Microbiologie de I’université

LarbiTébessi de Tébessa. Cette étude consiste a :

- Tester I’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Lavandula angustifolia sur des

bactéries pathogenes multirésistantes & Gram positif et a Gram négatif.

2.Cadre d’étude

Ce travail représente une étude prospective, portant sur 04 souches de S. aureus
et 05 souches des entérobactéries (Tableau 02) issues de prélévements cliniques de la
ville de Tébessa, pour tester ’activité antibactérienne des huiles essentielles de L.
angustifolia. Ce travail a été réalisé au cour d’une période de 03 mois allant de
décembre 2021 jusqu’a février 2022, au laboratoire de Microbiologie de I'université

Larbi Tébessi.

3. Matériel végetal

3.1. Origine et période de récolte de Lavandula angustifolia

Les feuilles de L. angustifolia proviennent de la région de la wilaya Tebessa
(Tebessa ville).La récolte était entreprise manuellement dont la plante était en
floraison durant le mois de Decembre 2021 .Les feuilles récoltées sont séchées a 1’abri
de la lumiére et a la températureambiante. Seule la partie aérienne (feuilleet tige) est

utilisée pour 1’obtention des huiles essentielles. (Figure 7)

N

Figure 07 : feuilles de Lavande angustifolia
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3.2. Méthode d’extraction
a- principe

L’extraction de I’huile essentielle (HE) des feuilles de L. angustifolia a été faite
par un hydro distillateur de type Clevenger. Il est constitué d’une chauffe ballon, un
ballon en verre pyrex ou I’on place le matériel végétal et de I’eau distillée, une colonne
de condensation de la vapeur (réfrigérant) et un collecteur en verre pyrex également qui

recoit les extraits de la distillation. (figure8)
b- Technique

300g des feuilles de L. angustifolia sont mises dans un ballon en verre pyrex,
additionnées de 3000ml d’eau distillée. L’ensemble est porté a ébullition, apres
I’apparitionde la premiére goutte de distillat a la sortie du tube de condensation de la
vapeur, 1’huile essentielle est alors entrainée par la vapeur d’cau. Elle est ensuite
condensée en passant par un condensateur, fixé par un support approprié en position
verticale pour faciliterl'écoulement du distillat. Le temps de cette extraction est
d’environ trois heures.Le distillat obtenu est récupéré dans une ampoule a décanter. Le
mélange est laissé au repos quelques minutes, ce qui résulte I'apparition de deux
phases, I'une est organique (huile essentielle) et l'autre est aqueuse. En fin, le distillat
est recueilli dans un tube a essai et I’huile essentielle des feuilles de Lavandula

angustifolia sera par la suite réecupérée dans un flacon stérile.

Figure 08 : un hydrodistillateur de type Clevenger
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3.3. Conservation de I’huile essentielle obtenue

La conservation de I’huile essentielle exige certaines précautions indispensables
(Burt, 2004). C'est pour cela nous avons conservé I’huile essentielle des feuills du
Lavandula angustifolia a une température voisine de 4°C, dans un flacon en verre
stérile fermé hermétiquement et couvert avec du papier d’aluminium pour le protéger

de l'air et de la lumiére.
3.4. Détermination du rendement d’extraction

Selon la norme (AFNOR, 1986), le rendement en huile essentielle (Rd), est
défini comme étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle obtenue aprés
extraction (M") etla masse de la matiére végétale utilisée (M). Il est donné par la

formule suivante :

Rd= M’/M.100
Rd : Rendement en huile essentielle exprimée en pourcentage(%o) M': Masse de I’huile
essentielle obtenue en gramme(g)

M: Masse de la matiére végétale seche utilisée en gramme(g)

4. Evaluation de I'activité antibactérienne

4.1. Origine et choix des souches bactériennes

Les souches bactériennes a testées pour cette étude sont des bactéries pathogenes
issues (maternité- Khaldi A/aziz)des prélevements cliniques des différents milieux

hospitaliers de la wilaya de Tébessa.

Tableau 04: Les souches bactériennes testées.

Bactéries Souches References

Staphylococcus aureus 01 S 01 (polyclinique de chirurgie dentaire)

Staphylococcus aureus 02 S 02 (médecine femme-Bouguerra Boularess)

Gram positif
Staphylococcus aureus 03 S 03 (maternité- Khaldi A/aziz)
Staphylococcus aureus ATCC25923
Enterobacter cloacae S 09 (maternité- Khaldi A/aziz)
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Gram négatif Raoultella ornithinolytica S 90 (médecine homme- Tidjani Hadam)

Klebsiella pneumoniae S 95 (Gynecologie- Bouguerra Boularess)
E.colil S 311(médecine homme- Tidjani Hadam)
E. coli ATCC25922

4.2. Milieux de purification et de revivification

La purification se fait par ’ensemencement de ces souches sur des milieux spécifiques :
- Milieu Chapman pour Staphylococcus aureus.
- Milieu Hektoen pour les entérobactéries
La revivification des souches s’effectue sur le milieu bouillon nutritif pendant 24 h

pour I’obtention d’une culture jeune.
4.3. Préparation de I’inoculum

Les tests antibactériens doivent étre réalisés a partir des cultures jeunes de (18 a
24h) en phase de croissance exponentielle. La réactivation des souches est effectuée
par ensemencement de I’espéce bactérienne dans un milieu liquide (BN). Les
conditions de stérilisation doivent étre respectees, a savoir: ne pas dépasser les 20 cm

du bec bunsen et utiliser du mateériel stérile(Duraffourd et al., 1990).

4.4, Conservation des souches

Les souches bactériennes ont été conservées a 4°C dans la gélose nutritive inclinée.

4.5. Aromatogramme

C’est la méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des huiles
essentielles. L'activité antibactérienne de I'huile étudiée a été évalué par la méthode de

diffusion sur gélose (méthode des disques) (Hammer et al., 1999)

a- Technique: Un inoculum de chaque souche-test a été préparé a partir d’une
culture pure : Une quantité suffisante des souches bactériennes pures ont été
récupérees a I’aide d’un écouvillon, avec de I’eau physiologique stérile (9% de
NaCl). . La suspension bactérienne a été homogénéisée par une faible agitation

manuelle, Cet inoculum ne doit pas étre utilisé au dela de 15 minutes. Il sert a
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ensemencer par écouvillonnage sur géloses de Mueller Hinton (MH) coulées

dans des boites de Pétri sur une épaisseur d’environ 04 mm.

b- Préparation des disques : Habituellement, les disques des antibiotiques sont

présentes sous forme des disques de 6 mm de diaméetre. Donc, les disques de
I’huile présentent ces mémes conditions. On couper le papier Wattman en
disques de 06 mm. On stérilise les disques par autoclavage pendant 20 min a
120 °C dans une boite de pétri en verre contenant 10 ml d’eau distillée.
Les disques blancs du papier Wattman de 6 mm de diametre ont été imprégnés
de I'huile essentielle dans une boite de pétri stérile prés du bec. Puis, sont
déposés a l'aide d'une pince stérile sur la gélose MH, préalablement ensemencé,
sur lesquelles ont été sechés. Pour déterminer l'activité antimicrobienne de
I’huile essentielle. (Gulluce et al., 2003)

c- Lecture : dapres (ponce et al., 2003) La sensibilité a I’huile a été classée par
le diameétre des halos d'inhibition :

- Non sensible (-) pour les diamétres moins de 8mm.
- Sensible (+) pour des diamétres de 8 a 14mm.
- Tres sensible (++) pour des diametres de 15 a 19mm.

- Extrémement sensible (+++) pour les diameétres plus de 20mm.
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Partie Expérimentale Résultats et Discussion

1. Résultats

1.1. Rendement en huile essentielle

L'huile essentielle a été extraite des feuilles et des tiges de Lavandula angustifolia par
hydrodistillation de type clevenger. On a obtenu une quantité huileuse importante de couleur

jaune pale avec une odeur acre qui se caractérise par un parfum fort ce qui indique sa richesse

-

en composés aromatiques.

Figure 09 : L’huile essenticlle extraite.

Le rendement obtenu est de 5.73% apres trois extractions ; ce rendement est
important par rapport au résultats obtenu par (Carrasso et al.,, 2016) qui a trouvé par
(Boughendjioua, 2017) 1,50+0,2% .

Les résultats obtenus par Laib et Barkat (2011) et Mohammadi et al., (2011) indiquent
que les fleurs seches de la lavande provenant de deux régions d’Algérie présentent des teneurs
en huile essentielle respectivement 1.36% et 2.01 %. Bouguerra et Zeghou (2009) ont trouveé
que les fleurs de Lavandula angustifolia collecté du méme lieu ont présenté un rendement de
3.41 %.De méme, les résultats obtenus par Sidi Boulenouar et Ziane (2003) indiquent que
les fleurs séches de la lavande provenant de la région d'Ouchba et Zarifet ont donné des
teneurs en huile essentielle équivalentes respectivement a 0.94 % et 0.70 %.

Ces variations de teneurs peuvent étre dues a plusieurs facteurs notamment le degré de
maturité des fleurs de Lavandula angustifolia, I'interaction avec I'environnement (type de

climat, sol), le moment de récolte et la méthode d'extraction (Boughendjioua, 2017).
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Tableau 05 : Rendement d'huile essentielle de Lavandula angustifolia.

Rendement 1 (%) Rendement 02 (%) La Moyenne (%)
(premiére extraction) | (deuxieme extraction)
6.96 4.5 5.73

1.2.Résultats de la revivification de la pureté des souches

La revivification de la pureté des souches se fait aprés 24 heures d'incubation a 37°c, a
I'examen macroscopique des colonies bactériennes sur gélose nutritive, et microscopique

apres coloration de Gram.

Figure 10 : Aspects des colonies sur les deux milieux de culture sélectifs Hectoen :
(A) : E .coli  Chapman :(B) S. aureus (C) : Raoultella ornithinolytica

(D) : Klebsiella pneumoniae

1.3. Identification des souches

1.3.1. L’étude macroscopique

Staphylococcus aureus sur milieu Chapman apparait de couleur blanchéatre crémeuse avec

un virage de couleur vers le jaune orange .
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1.3.2. L’étude microscopique

Aprés la réalisation de coloration de Gram pour les bactéries
isolés on a obtenu des cellules colorées en rose c’est le cas des bactéries a Gram négatif et
d’autre colorées en violet pour les bactéries a Gram positif. Les observations ont été obtenues

avec un grossissement de 100X a I’aide d’objectif & immersion. (Figure 02)

¢ X ’ I Eschérichiocall

(A) (B)

Figure 11 : Aspect de coloration de Gram. : Staphylococcus aureus (A) et E. coli (B)

Tableau 06 : etudes de caractéres morphologiques des souches.

Souches Staphyloccocus aureus Enterobacteries

Forme Cocci Baccile

Mobilité Immobile Mobile

Gram Bactérie Gram positive Bactérie Gram négative

1.4. L’Evaluation de I'activité antibactérienne d'huile essentielle

L’activité antibactérienne d’huile essentielle de L. angustifolia a été évaluée sur des
souches pathogenes multi résistantes d'origine hospitaliere en utilisant la méthode de
diffusion sur disque dans le milieu gélosé. Le pouvoir antibactérien de cette huile essentielle
est obtenu par la mesure du diametre de zone d'inhibition en (mm) a l'aide d'un pied a
coulisse. Les résultats de I’activité antibactérienne des HE de L. angustifolia, est présentée

dans les tableaux 07 et 08.
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Tableau 07 : Diamétres d’inhibitions pour les bactéries Gram négatifs testées

Les bactéries Gram négatifs testées Diametre en mm

Souches Espéces D1 D2 D3 Moyenne
S-R E. ATCC 31 30 28 29+ 66
S09 Enterobacter cloacae 9 8 8 08+ 33
S90 Raoultella ornithinolytica 14 14 14 14,00
S95 Klebsiella pneumoniae 10 09 14 11,00
S311 E.coli 1 11 09 09 09+ 66

Tableau 08 : Diamétres d’inhibitions pour les bactéries Gram positifs testées

Les bactéries Gram positifs testées Diametre en mm
Souches Especes D1 D2 D3 Moyenne
S-R S. ATCC > 50 > 50 > 50 INHIBITION
TOTAL
S01 Staphylococcus aureus 55 50 40 48+ 33
S03 Staphylococcus aureus 35 32 20 29,00

On constate que toutes les souches pathogénes testées sont sensibles a I’huile
essentielle. L'huile essentielle de L. angustifolia a montré une sensibilité plus élevée chez les
S. aureus par rapport aux entérobactéries.

Les souches a Gram positif ont montré une sensibilité trés importante allant de 29mm pour
S. aureus (S03), 48.33 pour S. aureus (SO1) jusqu’a une inhibition totale pour, S. aureus
ATTC.

Pour les Enterobacteries, on note une sensibilité plus au moins faible pour
Enterobacter cloacae, E.coli 01, Klebsiella pneumoniae et Raoultella ornithinolytica avec
des zones d’inhibitions de 8+33, 9+66, 11 et 14mm respectivement. Alors que pour E. coli
ATC, lasensibilité est plus importante de 29+66 mm.

D'apres les résultats, on constate que L. angustifolia exerce une forte activité sur les

bactéries Gram positive que les bactéries Gram négative.
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Nos résultats sont en accord avec ceux de Chahboun et al. (2015) et Jianu et al. (2013) qui
ont observé une sensibilité importante de S. aureus par rapport a I’huile essentielle de la
lavande.

Par ailleurs, l'activité antibactérienne de notre huile essentielle peut aussi, étre
attribuée au phénomeéne de synergie entre tous les constituants volatiles ; les interactions
synergiques entres les différents composés peuvent étre a l'origine d’une activité beaucoup
plus prononcée que celle prévisible pour les composés majoritaires. Ceci est confirmé par
plusieurs études (Al-Bayati, 2008 ; Randrianarivelo et al., 2009 ; Hmamouchi et al., 2001).

D’aprés les résultats obtenus, il apparait que L'HE inhibent la croissance des bactéries
avec des degrés de sensibilité différents. Cette sensibilité est attribuée principalement a
I’activité antibactérienne des molécules lipophiles capables de pénétrer la double couche
phospholipidique, entrainant alors un changement de conformation et un mauvais
fonctionnement de la membrane cellulaire (Calsamiglia et al., 2007)

D’autres études récentes ont trouvé des résultats différentes a nos résultats (DINEDANE
H et Messouf Z., 2019) ; les zones d’inhibitions mesurées étaient comprises entre 12 a 21
mm et 9 a 16mm la plus forte inhibition notée était pour S. aureus par contre pour
AICHAOUI S. et ABEOUBE H. (2019) ont également enregistré un effet inhibiteur tres

faible sur toutes les souches testées (avec une zone d’inhibition de 6 mm).

Raoultella omithinolytica = Enterobacter cloacae
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Figure 12 : photos des résultats d’aromatogramme de quelque souche testée (Gram -)

1- Raoultella ornithinolytica 2- Klebsiella pneumoniae
3- Enterobacter cloacae 4-E. ATCC 5-E.colil

Figurel3: Résultats d’aromatogramme des souches Gram positif

L’¢tude de Dl’activité antibactérienne sur des souches Gram positive et Gram négative
montre que I’effet de I’huile essentielle est plus important chez les souches Gram positif, ceci
peut étre da a la présence d'une couche de lipopolysaccharide (LPS) chez les BGN qui
pourrait fonctionner comme barriere efficace (Chemloui, 2014). lI'absence de cette barriere
chez les BGP permet le contact direct des constituants hydrophobes de I'huile essentielle avec
la bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire, provoquant ainsi soit, une
augmentation de la perméabilité des ions et la fuite des constituants intracellulaires vitaux,
soit une deficience au niveau du systeme enzymatique (Zrai et al., 2011;
RANDRIANARIVELDO et al., 2009 ; BOUGHENDJIOUA, 2017 ; LAMIAE BACHIRI et
al., 2016).
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Figure 14: histogramme des zones d’inhibitions des souches Gram négatif
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Figure 15 : Histogramme des zones d’inhibitions des souches Gram positif (Deans et al.,
1995)

Apportant que la susceptibilité des bactéries Gram positives et Gram- négatives vis-a-
vis des huiles essentielles a une légere influence sur I’accroissement du degré d’inhibition.
Cependant, il apparait que beaucoup d’huile volatiles exercent une activité importante envers
les bactéries Gram positive; comme il est souvent apporté que les bactéries Gram négatives
sont plus résistantes aux plantes a base d’huile essentielle Reynolds (1996). On a trouvé que
I’huile essentielle de L. angustifolia a un effet plus important sur les bactéries a Gram positif,
comme S .aureus que sur les bactéries a Gram négatif comme E. coli et K. pneumoniae
A partir de ces résultats on peut conclure que I’huile essenticlle des feuilles séches de.
L. angustifolia présente une bonne activité antibactérienne sur les souches pathogenes multi
résistantes et surtout pour les Staphylococcus aureus qui ont montré une inhibition totale pour

certaine souche.
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Conclusion

De nos jours, I'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie présente un grand
intérét dans la recherche biomédicale. A la lumiére de cette étude , nous avons réalisé une
étude sur l'espéce «Lavandula angustifolia qui est une plante médicinale de la famille des

Lamiaceaes ; parmi les familles les plus utilisées en médecine traditionnelle en Algérie.

Les huiles essentielles riches en principes actifs constituent un bon alternatif selon
nombreuses études, Actuellement, personne ne peut nier I’activité antimicrobienne des huiles
essentielles , La détermination du rendement en I’huile essentielle, issue par hydro-
distillation, a montré une rentabilité de 4.26%. Rendement qui peut différer selon la matiére
végetale, le cycle végétatif, les facteurs climatiques, la nature du sol et le mode de récolte, de
stockage et la méthode d’extraction. la méthode d’aromatogramme a prouvé son efficacité
sur des bactéries pathogenes multi-résistantes. A I’issue des résultats obtenus on peut
conclure que la capacité antibactérienne de I’huile essentielle de Lavandula angustifolia sur
les germes cibles réalisee par la methodes de disques révéle un pouvoir antibactérien tres
important surtout sur les bactéries Gram positive par rapport aux bactéries Gram négative.
Les huiles essentielles de cette plante se sont révélées efficaces contre les bactéries multi
résistantes notamment les E. coli résistants aux céphalosporines de 3 eme génération, E. coli
productrice de betalactamases a spectre eélargi (BLSE) et Staphylocoques aureus
résistants a la meticilline (SARM).

il serait souhaitable de compléter cette étude comme perspectives :

v Tester I’effet d’huile essentiel de Lavandula angustifolia sur des microorganismes
pathogenes pour ’homme a savoir les champignons et d’autres bactéries pathogenes.

v' Etude de l'effet synergique entre les huiles essentielles et les antibiotiques afin
d’avoir un produit antibactérien ou antifongique efficace et moins dangereux pour la
sante publique.

v' Etude de la composition chimique des huiles essentielles par GC/MS pour trouver la

fraction la plus efficace qui agit sur les souches patogenes.
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