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Introduction

Depuis des milliers d’années, ’humanité a utilis¢ diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et de soigner toutes sortes de maladies, elles représentent un
réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont
I’avantage d’étre d’une grande diversité de structures chimiques et ils possédent un trés large

éventail d’activité biologique (Kahouadji, 2010).

Selon l'organisation mondiale de la santé (OMS), prés de 80 % des populations dépendent
de la médecine traditionnelle pour des soins de santé primaire (OMS, 2002). Des avantages
économiques considérables dans le développement de cette médecine et dans Il'utilisation des
plantes médicinales pour le traitement des diverses maladies ont €té constatés (Muthu et al.,
2006). Par conséquent, la recherche des principes actifs potentiels de la plante est plus que
jamais d’actualité. Cependant, leurs vertus thérapeutiques peuvent varier en fonction de la partie
utilisée de la plante. La pharmacopée s’oriente de plus en plus vers les traitements a base de
plantes car la créativité et ’efficacité de la synthése chimique par I'homme a atteint ses limites
(Iserin, 2001).

Un intérét considérable a été suscité pour les huiles essentielles extraites a partir de
plantes aromatiques et dotées d’activités antimicrobiennes vis-a-vis des microorganismes
pathogenes (Alzoreky et Nakahava, 2003). De nombreuses études ont été réalisees en vue de
I’estimation du pouvoir antiseptique des huiles essenticlles depuis trés longtemps. En effet, déja
en 1881, Koch testa I’action bactéricide de I’huile essentielle de térébenthine sur les spores de
charbon puis Chamberland (1887) étudia I’activité des essences d’origan, de cannelle et de
girofle sur Bacillus et enfin, en 1919, Bonnaure étudia le pouvoir antiseptique des lavandes
(Coimbra et al., 2000).

A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de la flore Algérienne en général, on s’est
intéressé a I’espeéce de la familles de Lauraceae qui est I'une des familles les plus utilisées
comme source d’extraits a un pouvoir antimicrobien important a I’échelle mondiale en plus de
leur utilisation en cuisine dans la vie quotidienne de ’humain. La plante sur laquelle a porté
notre choix est : Laurus nobilis vis-a-vis des souches bactériennes pathogenes (Escherichia coli

et Staphylococcus aureus).



La richesse et I’originalité de 1’étude de la flore algérienne présente un intérét scientifique
fondamental pour la connaissance de la pharmacopée traditionnelle. Dans le traitement de
plusieurs maladies en Algérie et le domaine de la valorisation des substances naturelles, grace
a la diversité du climat et la fertilité du sol, caractérisent les différentes régions d’Algérie qui
influencent sur la qualité et la composition chimique de ces plantes médicinales, ce qui les dote
de caractéristiques spécifiques (Baba Aissa, 1991 ; Beloued, 2005), elles constituent donc des
remedes naturels qui peuvent étre utilisés en traitements curatifs et préventifs (Belouad, 1998).

On peut les classer comme une source naturelle renouvelable, veut dire, que 1’apparition et la
disparition de ces plantes se fait périodiquement et continuellement dans des saisons définies
par la nature (Mokkadem, 1999).

Dans ce contexte notre ¢étude traite donc de la problématique de I’effet de I’huile
essentielle de laurier sur les bactéries pathogénes et celles « de référence ». Ainsi, notre objectif

général est de mesurer 1’efficacité de I’huile essentielle de laurier sur ces souches.

Dans cette perspective, nous nous sommes donc fixés les objectifs spécifiques suivants :

* Réaliser une extraction d’huile essentielle de laurier par la technique

d’hydrodistillation.

e Evaluer I’activité antibactérienne de cette huile essentielle.

Ce manuscrit comporte deux parties, la premiére partie concerne une synthése bibliographique,
divisée en quatre chapitres. Le premier chapitre fait la description de I’espéce végétale dont
nous projetons d’extraire des huiles essentielles ; le deuxieme décrit des généralités sur les huiles
essentielles, les bactéries d’intérét médical et les procédés d’extractions seront expliqués dans

le troisiéme et quatriéme chapitre respectivement.

Une deuxieme présente le matériel(s) et les méthodes utilisés, notamment la méthode
d’extraction de I’huile essentielle de laurier, I’identification des bactéries pathogenes prélevées
a partir d’un examen cytobactériologique des urines, prélévement vaginal et de la plaie buccale,
et en fin I’étude de propriétés antibactériennes d’huiles essentielle de laurier sur les souches
prélevées et sur les souches de référence. Les résultats obtenus ainsi que leur discussion sont
mentionnés dans le sixiéeme chapitre. Nous terminons par une conclusion qui synthétisera les

principaux résultats.




Partie I
Synthese bibliographique
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Chapitre | Généralités Sur Le Laurier Noble

I.1. Famille Lauraceae

Dans I’ordre des Laurales nous retrouvons la famille des Lauraceae. Considérée comme
parmi les plus primitives des angiospermes, celles-ci sont distribuées dans les zones tropicales
et subtropicales (Fig. 01) (Watson et Dallwitz, 1992 ; Richter, 1996 ; Mabberley, 1997 ; Steven,
2001), cette famille est peu représentée en Afrique mais trés fréquente sur le continent
américain ou asiatique, en Australie et a Madagascar (Watson et Dallwitz, 1992 ; Richter, 1996
; Mabberley, 1997 ; Steven, 2001 ; Anton et al., 2005).

Elle est aussi largement cultivée pour la production commerciale dans beaucoup de pays
arabes tels que la Lybie et le Maroc (Sayyah et al., 2002 ; Demir et al., 2014 ; Barla et al.,
2007). Actuellement cette espéce, sauvage ou cultivée, est présente dans le sud et l'ouest de
I'Europe, et aux Etats-Unis comme plante ornementale (Ivan, 2001 ; Imam, 2010).

En Algérie, elle pousse dans les foréts, ravins, les lieux humides et ombrages (Beloued,

2001). Elle se développe sur les bords des cours d’eau. Elle s’accommode sur tous les types des
sols (Messaoudi, 2008).

Figure 01 : Distribution des Lauracées a travers le monde (Steven, 2001)
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Cette famille renferme environ 2000 & 2500 espéces (Barla et al., 2007) réparties en
cinquantaine de genre dont Cinnamomum (cannelle), Cryotocarya, Laurus (laurier) et Persea
(Avocatier) (Spichiger et al., 2002). Principalement composé de plantes ligneuses, arbres ou
arbustes odorants, la plupart sont aromatiques (Spichiger et al., 2002).

Genre Laurus
Ce genre est originaire des Tles Canaries et du bassin méditerranéen. Il comprend trois
espéces d'arbres ou darbustes persistants : Laurus nobilis L, Laurus azorica et Laurus

novocanariensis.

1.2. Laurus nobilis L.

Le laurier noble est un Symbole de gloire et de réussite, son feuillage était utilise pour
fabriquer la célebre couronne de laurier de la victoire. Tenu en haute estime par les Anciens, le
laurier était la marque des dieux, représenté sous forme de rameaux ou de couronne de laurier
était une distinction honorifique offerte aux généraux romains triomphants et une récompense
aux vainqueurs des compétitions sportives. Elle devint par la suite I’attribut de I’empereur
marquant son pouvoir. Dans les mythologies grecque et romaine, le laurier est le symbole
d’Apollon (Takaku et al., 2007). La nymphe Daphné — premier amour d’ Apollon - fut changée
en laurier afin qu’elle puisse échapper a son prétendant. Des lors, Apollon consacra cette plante

aux triomphes, aux chants et aux poemes. Ainsi elle acquit le nom de « laurier d’ Apollon ».

Outre ses pouvoirs magiques et mystiques contés dans 1’ Antiquité, le laurier était une plante
médicinale réputée dont les propriétés ont été peu a peu oubliées. De nos jours, il est surtout
connu pour ses feuilles aromatiques en cuisine, d’ou son nom de « laurier sauce » (Ballabio et

Goetz, 2010).

Le laurier, (Laurus nobilis L.) est un arbuste ou un arbre de la famille des lauracées, a
feuilles persistantes et coriaces (Fig. 02) (Ballabio et Goetz, 2010). Etymologiquement, le nom
latin Laurus signifiant « toujours vert » fait allusion au feuillage persistant de la plante et nobilis
du latin « fameux » (Pariente, 2001). Son nom et aussi symbole du succés dans nos jours a

travers le baccalauréat du latin « Bacca Lauri » soit baies de laurier (Zhiri et al., 2005).
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Figure 02 : Arbuste de Laurier noble

1.3. Description botanique

Le laurier est un arbuste ou arbre aromatique de 2 a 10 m et peut atteindre 15 m de hauteur
a croissance lente (Baba Aissa, 1991), et au tronc droit ramifié des la base avec un sommet

conique, et s’arrondissant en fil du temps (Fig. 03) (Anton et Lobstein, 2005) :

a- Tige droite et grise dans sa partie basse, verte en haut (Beloued, 2005). Ces branches
remontent en oblique avec des jeunes pousses fines, glabres et brun rougeéatre dont les
bourgeons sont étroits, verts rougeéatres et longs de 0.2 a 0.4cm (Quezel et santa,
1963).

b- Les feuilles sont persistantes et aromatiques, simples, alternes et coriaces et dont le
pétiole mesure de 2 a 5 cm, longues de 5 a 12 cm et large de 2 a 6 cm. Elles sont
lancéolées, légérement ondulées et entaillées au bord ; de couleur vertes foncées,
brillantes sur la face supérieure et verte clair au-dessous avec des nervures latérales

pennées et rougeatres (Quezel et santa, 1963).
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c- Les fleurs sont dioiques (fleurs méles et femelles sur des pieds séparés), de 0.4 a 0.8
cm avec une couleur jaune verdatre (Patrakar, 2012), a périanthe simple soudé a la
base. Groupées en 4 a 6 ombelles. Les fleurs méales possédent 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).

d- 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 03 : Aspect morphologique de Laurus nobilis (Beloued, 2005)

1.4. Classification botanique

La position systématique de laurier noble est représentée dans le tableau suivant :

Tableau 01 : Position systématique de Laurus nobilis (Quezel et Santa, 1963 ; Guignard, 2001)
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Régne Plante
Sous regne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement
Classe

Sous classe

Ordre

Famille

Genre

Espéce

1.5. Composition phytochimique

Angiospermes
Dicotyledones
Dialypétales
Laurales
Lauracées
Laurus

Laurus nobilis L.

Laurus nobilis comme toutes les plantes médicinales et aromatiques, comporte deux

métabolites, selon Tchoumbougnang et al. (2008) on distingue :

1. Les métabolites primaires : se trouvent dans toutes les cellules végétales. Ils sont

indispensables pour la vie de la plante : sucre, lipides, protéines, acides amines.

2. Les metabolites secondaires : n’ont qu’une répartition limitée dans la plante et ne font

pas partie des matériaux de base de la cellule. Ces composés ne se trouvent normalement

que dans des tissus ou organes particuliers a des stades précis du développement. Leur

action est déterminante pour ’adaptation de la plante au milieu naturel : agents

protecteurs contre les stress physiques, défense contre les agressions extérieures,

pigmentation de la plante pour capter I’énergie solaire ou a I'opposé protéger

I’organisme contre les effets nocifs induits par les radiations solaires.

Plusieurs métabolites secondaires sont :
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a. L’huile essentielle

L. 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
a 'université de Bejaia en Algérie et a I'université Toulouse III Paul Sabatier, Faculté des
sciences pharmaceutiques (2013), L’HE de L. nobilis s’est également révélée active contre la
plupart des bactéries a Gram positif et a Gram négatif. Cette activité pourrait étre due a la
présence de certains composés qui sont le 1,8-cinéole (35-45%), le linalol (7%), ’eugénol,
’alpha (1,5-4,5%) et la beta pinéne (< a 10%) (Tchoumbougnang et al., 2008).

b. Les alcaloides aporphiniques
L. nobilis renferme quelques alcaloides aporphiniques, tels que la cryptodorine, et
I'actinodaphnine qui sont responsables d'une activité cytotoxique (Kivgak et Mert, 2002).

c. Les lactones sesquiterpéniques
Des études ont été réalisées sur 1’isolement et I’identification des composés des feuilles
et des fruits de Laurus nobilis, les chercheurs ont pu isoler six sesquiterpenes 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).

d. Les flavonoides
Les flavonoides isolés a partir de L. 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).

e. Lestocophérols

Demo et ses collaborateurs (1998) ont démontré la présence des tocophérols (vitamine
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E), principalement la Y- tocophérol, dans les feuilles de L. nobilis obtenue dans la fraction
apolaire par extraction hexane. Dans cette étude il a été rapporté que le contenu tocophérol est

étroitement corrélé avec 1’activité antioxydante des feuilles de L. nobilis.

f.  Acides phénylacrylique et phénolcarbonique
Ces acides peuvent étre libres ou estérifiés, on trouve également d’autres acides comme

le p-coumarique, férulique, sinapique, gentisique et vanillique (Kivcak et Mert, 2002).




LES HUILES
ESSENTIELLES
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Le terme « huile essentielle » est défini a la fois par I'Agence nationale de sécurité du
médicament (ANSM) pour les usages pharmaceutiques et cosmétiques et par I'AFNOR/ISO

pour les usages aromatiques et alimentaires.

I.1. Historique

Les premieres preuves de fabrication et d’utilisation des huiles essentielles datent de I’an
3000 avant J.C. Les huiles essentielles semblent donc avoir accompagné la civilisation humaine
depuis ses premiéres geneses (Baser et Buchbauer, 2010).

Les égyptiens puis les grecs et les romains ont employé diverses matiéres premiéres
végetales ainsi que les produits qui en découlent, notamment les huiles essentielles. Ces
utilisations concernaient différents domaines : parfumerie, médecine, rites religieux, coutumes

paiennes, alimentation, etc... (Besombes, 2008).

L’¢étape byzantine de la civilisation a permis I’instauration des bases de la distillation et,
avec la civilisation arabe, I’huile essentielle devient un des principaux produits de
commercialisation internationale. Ainsi, vers I’an mille, Avicenne, médecin et scientifique
persan, a défini précisément le procédé d’entrainement a la vapeur. L’Iran et la Syrie deviennent
les principaux centres de production de divers types d’extraits aromatiques (Baser et

Buchbauer, 2010).

Par la suite, les huiles essentielles ont bénéficie des avancées scientifiques, au niveau des
techniques d’obtention et de I’analyse de leur composition chimique. Parallélement, leur
utilisation a aussi tiré profit de I’avénement de I’aromathérapie. René-Maurice ATTEFOSSE a
créé, en 1928, le terme de I’aromathérapie et il a mené de nombreux travaux concernant les
huiles essentielles, notamment leurs propriétés ; ces résultats seront a I’origine de nombreuses

autres recherches (Besombes, 2008).

11.2. Définition
Le terme « huile » s’explique par la propriété que présentent ces composés de se
solubiliser dans les graisses et par leur caractére hydrophobe. Le terme « essentielle » fait

référence au parfum, a I’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante (Bruneton, 1993).

e
9
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= Selon la Commission de la Pharmacopée européenne (2008)
« Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiére
premiere végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par
distillation seche, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage. L huile essentielle
est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de
changement significatif de sa composition ».

Selon la monographie de la Pharmacopée européenne, la matiére premiére végétale peut
étre fraiche, flétrie, séche, entiere, contusée ou pulvérisée, a I’exception des fruits du genre

Citrus qui sont toujours traités a 1’état frais.

= Selon AFNOR NF T 75-006 (1998)
« Produit obtenu a partir d’une matiéere premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur,

soit par des procedés mecaniques a partir de l’épicarpe de citrus, soit par distillation séche.

L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques

n’entrainant pas de changement significatif de sa composition... ».

= Selon AFNOR ISO 9235 (1997) : Matieres premiéres aromatiques

d’origine naturelle

« Produit obtenu a partir d’une matiere premiere d’origine végétale, apres séparation de la
phase aqueuse par des procédés physiques : soit par entrainement a la vapeur d’eau, SOit par

des procédés mécaniques a partir de I’épicarpe des Citrus, soit par distillation seche ».

= Statut juridique des huiles essentielles
Selon AFSSAPS, il n’existe pas de définition juridique spécifique des HE. Il suffit de
regarder la définition des HE par la Commission européenne pour voir 1’origine du probléme.
Cette définition révele d’une part que les HE sont dotées d’une composition complexe, et
d’autre part qu’elles sont issues de procédés de fabrication qui peuvent étre différents. Ces deux

aspects montrent qu’il ne peut exister de réglementation globale en ce qui concerne les HE.

10
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Dans la situation actuelle, les HE peuvent étre régies par les réglementations applicables
aux produits chimiques, aux produits cosmétiques, aux médicaments ou encore aux produits

alimentaires.

11.3. Répartition et localisation
Il arrive treés fréquemment que la composition de 1’huile essentielle d’une plante est trés

variable, selon qu’elle soit extraite de I’un ou 1’autre organe de cette plante (Alili et al., 2017).

Dans certaines plantes, I’essence est produite par des tissus sécréteurs. Dans d’autres, elle
se trouve en liaison glucosidique a I’intérieur des tissus et ne se manifeste que lorsqu’on froisse,

écrase, seche ou distille la plante (Muthu et al., 2006).

Les huiles essentielles sont produites par des cellules végétales spécialisees et peuvent

étre stockées dans tous les organes végétaux (Bertrand et al., 2004 ; Bekkali et al., 2008) :

= Jes feuilles : eucalyptus, citronnelle, laurier noble...
= Jes fleurs : camomille, lavande...

® |es zestes : citron, orange, bergamote...

= e bois : bois de rose, santal...

= |'écorce : cannelle...

® Jaracine : vétiver...

= Jes fruits : anis, badiane...

®  |es graines : muscade...

La synthese et ’accumulation des HE sont généralement associées a la présence de
structures histologiquement spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface de

la plante. On retrouve par exemple :

les cellules a huiles essentielles : chez les Lauracées et les Zingibéracées

les poils sécréteurs : chez les Lamiacées

les poches sécrétrices : chez les Myrtacées et les Rutacées

=  |es canaux sécréteurs : chez les Apiacées et les Astéracées.

11
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I1.4. Caractéristiques physico-chimiques

11.4.1.

Caractéristiques physiques

Les HE possédent en commun un certains nombres de propriétés physiques (Bruneton, 1999 ;
Bertrand, 2004 ; Chaaben et al., 2015 ; Laurent, 2017) :

Elles sont solubles dans : 1’alcool, 1’éther, le chloroforme, les huiles fixes, les

émulsifiants et dans la pluparts des solvants organiques.

La densité est généralement inférieure a celle de ’eau. Pour autant quelques
HE font exception cette regle. C’est le cas du sassafras, du girofle et de la

cannelle. = Elles ont un indice de réfraction élevé.

Elles sont trés altérables et sensibles a 1’oxydation. = Elles sont liquides a

température ambiante.

Elles sont incolores ou de couleur jaune pale.

Selon Roux et Cartier (2007), elles sont volatiles, ce qui les différencie des

huiles fixes.

Selon Lobstein et al. (2017), elles sont huileuses, ne contiennent pas de corps
gras comme les huiles végétales obtenues avec des pressoirs (huile de

tournesol, de mais, d'amande douce, etc.).

I1.5. Composition chimique

Comme toute substance, les huiles essentielles se caractérisent par une composition

chimique analysable et trés variable (Bakkali et al., 2008). Cette composition varie en fonction

de différents facteurs, incluant le stade de développement des plantes, les organes prélevés, la

période et la zone géographique de récolte. Elle peut aussi étre modifiée au cours de I’extraction

ou durant la conservation (Steven, 2001 ; Merghache et al., 2009 ; Karamanos et Sotiropoulou,

2013).
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Elle est généralement effectuée par chromatographie en phase gazeuse (CPG) et par la
spectrométrie de masse (SM). La résonance magnétique nucléaire (RMN) peut également étre
utilisée pour identifier les constituants des huiles essentielles (Steven, 2001).

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes qui peuvent contenir environ 20 a 60
composants aux concentrations différentes (Bakkali et al., 2008 ; Burt, 2003).

Elles sont cependant caractérisées par 2 a 3 composes majoritaires présents relativement
en forte concentration, de 20 a 70% par rapport aux autres constituants presents parfois sous

forme de traces et qui conférent aux HES leurs propriétés thérapeutiques. (Bakkali et al., 2008)

La plupart des composants des HEs sont inclus dans deux groupes caractérisés par des
origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides (les composés terpéniques : un
groupe de lipides) et le groupe des composés aromatiques dérivés du phenylpropane, beaucoup
moins fréquents. Elles peuvent également renfermer divers produits issus du processus de
dégradation mettant en jeu des constituants non volatils (Bruneton, 1999 ; Demir et Gorkem,
2014).

11.5.1. Terpenoides

Les terpenes, c’est la plus grande catégorie de métabolites secondaires avec plus de 22000
molécules. Elle contient les hormones végétales, les pigments, les stérols, les hétérosides et une
grande partie d’huiles essentielles. Constituent une famille de composés largement répandus
dans le régne végétal sont issus d’une voie métabolique secondaire de 1’acide mévalonique.
Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’une unité
isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHs) ; Selon le nombre répétitif de cette unité, les
terpénoides sont classés en : monoterpénoides (C10), sesquiterpenoides (C15) et diterpénoides
(C20) (Djilan et Dicko, 2012).
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Selon le nombre d’entités isoprénes, ces groupes sont subdivisés en deux sous-groupes
principales représentent la majorité des composés terpéniques : mono-terpenes et sesquiterpénes
(Bakkali et al., 2008).

11.5.1.1. Monoterpénes
Sont les plus simples constituants des terpénes formés de deux isoprenes (CioHis) ; dont
la majorité (90%) est rencontrée dans les huiles essentielles. Ils comportent deux unités isopréne
(CsHsg), selon le mode de couplage « téte-queue ». Ils peuvent étre acycliques, monocycliques
ou bicycliques. A ces terpenes se rattachent un certain nombre de produits naturels a fonctions

chimiques spéciales (Couic-Mariinier et Lobstein, 2013).

11.5.1.2. Sesquiterpénes

Ce sont des dérivés d’hydrocarbures en CisH2, (assemblage de trois unités isopreénes). Il s’agit
de la classe la plus diversifiée des terpénes qui se divisent en plusieurs catégories structurelles,
acycliques, monocycliques, bicycliques, tricycliques, polycycliques. Ils se trouvent sous forme
d’hydrocarbures ou sous forme d’hydrocarbures oxygénés comme les alcools, les cétones, les

aldéhydes, les acides et les lactones dans la nature (Festy, 2004).

11.5.2. Composés aromatiques

Une autre classe de composés volatils fréquemment rencontrés est celle des composes
aromatiques dérivés du phénylpropane. Cette classe comporte des composés odorants bien
connus comme la vanilline, I'eugénol, I'anéthol, I'estragol et bien d'autres. lls sont davantage
fréquents dans les huiles essentielles d’ Apiacées (persil, anis, fenouil,...) et sont caractéristiques

du clou de girofle, de la vanille, de la cannelle, du basilic, etc... (Bruneton, 2009).
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I1.5.3. Composés d’origines diverses
Ce sont des produits résultant de la transformation de molécules non volatiles entrainables

par la vapeur d’eau. Il s’agit de composés issus de la dégradation d’acides gras, de terpeénes.

D’autres composés azotés ou soufrés peuvent subsister mais sont rares. Enfin, il n’est pas rare
de trouver dans les concrétes des produits de masses moléculaires plus importantes non

entrainables a la vapeur d’eau, mais extractibles par les solvants (Bruneton, 2009).

11.5.3.1. Esters

D'un point de vue chimique, « la fonction ester désigne un groupement d'atomes formé
d'un carbone lié simultanement a un atome d'oxygene par double liaison, a un groupement OR
et a un groupement H ou R". » (Fig. 04) (Bruneton, 2009).

0O
L~
P W

Figure 04 : Structure générale d'un ester (Couic-Marinier et Lobstein, 2017)
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Ils s’écrivent de la fagon suivante : acide carboxylique « -ate » de 1’alcool « -yle » (i.e:

Acétate de benzyle), ainsi cette dénomination permet d’identifier les alcools et les acides

carboxyliques formant I’ester (Fig. 05) (Couic-Marinier et Lobstein, 2017).

Linalol + Acide acétique —> Acétate de linalyle + molécule d'eau

Figure 05 : Exemple de réaction de synthése d'un ester (Couic-Marinier et Lobstein, 2017)

L'une des propriétés essentielles des esters est leur caractéristique odorante. Les esters
composent l'odeur naturelle de nombreux fruits et c'est la raison pour laquelle ils sont prises
dans l'industrie de la parfumerie. Les esters étant en partie des dérivés d’alcools, il n'est donc
pas étonnant de les rencontrer dans les mémes HE. Les esters sont d'excellents
antispasmodiques. Ils agissent a plusieurs niveaux : commande centrale neurovégétative,
échelon neurotrope (médiateurs), et enfin récepteurs musculaires. Cette activité est obtenue
grace a I’association de I’activité anti-inflammatoire des acides et de I’action tonique des alcools

(Couic-Marinier et Lobstein, 2017).

11.5.4.2. Notion de chémotype ou chimiotype

Le chémotype d’une huile essentielle est une référence précise qui indique le composant
biochimique majoritaire ou distinctif, présent dans 1’huile essentielle. C’est I’¢lément qui
permet de distinguer des huiles essentielles extraites d’'une méme variété botanique mais, d’une
composition biochimique différente. Cette classification permet de sélectionner les huiles pour
une utilisation plus précise, plus sire et plus efficace. Il est important de noter que les huiles
essentielles a chémotypes différents présentent non seulement des activités différentes mais
aussi des toxicités tres variables (Festy, 2004 ; Merghache et al., 2009).

e
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11.6. Facteurs influencant la composition chimique des HEs

Etant formées de mélanges généralement complexes, les huiles essentielles présentent une
trés grande variabilité, tant au niveau de leur composition. Cette variabilité peut s’expliquer par
différents facteurs, que nous pouvons regrouper en deux catégories (Bruneton, 1999 ;
Merghache et al., 2009) :

11.6.1. Facteurs intrinseques Nous

en distinguons :

11.6. 1.1. Chémotypes Génétique
Le premier parameétre influencant la composition chimique d’une plante est sa
biosynthése et donc son profil génétique. C’est la raison pour laquelle, une méme espéce peut
présenter plusieurs chémotypes de profils chimiques différents (polymorphisme chimique).
Les chémotypes ou races chimiques sont tres fréquents chez les plantes aromatiques, on
compte pour le Thymus vulgaris, espece morphologiquement homogene, environ sept
chémotypes différents (Goeb et al., 2010) :

I1.6. 1.2. Selon I’organe
Le potentiel et la composition de I’huile essentielle dépend de 1’organe. Par exemple les
parties fleuries de la sauge, ont une huile essentielle plus riche en certains terpenes que les
feuilles (Goeb et al., 2010).

11.6.1.3. Au cours du cycle végétatif
Les études portant sur la variation de la composition chimique des huiles en fonction du
cycle circadien et des saisons, sont nombreuses, I'heure de la récolte du matériel végétal ainsi
que le moment dans I'année sont en effet des facteurs importants (Bruneton, 1993 ; Lahar et al.,
2015).
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11.6.2. Facteurs extrinseques

Huang et al. (1995) ont montré I’influence des méthodes d’extraction sur la composition
des HEs. Alors que El Arch et al. (2003), a montré que le stockage des matieres premiéres avant
distillation peut également influencer la composition et le rendement des huiles essentielles. Ce
dernier a noté des pertes considérables d’huile essentielle lors d’un stockage prolongé au
congélateur. Par ailleurs et d’aprés Bfuneo et al. (2011), le temps de stockage des huiles
essentielles aprés extraction tend aussi a modifier leur composition. Ce qui fait qu’elles se
conservent entre 12 et 18 mois apres leur obtention, car, avec le temps, leurs propriétés tendent
a décrottre.

D’autres travaux ont mis en évidence I’influence de I’origine géographique de la maticre

premiére (Bfuneo et al., 2011).

I1.7.  Activités biologique et pharmaceutique
11.7.1. Activités biologiques

11.7.1.1. Antibactériennes

Il s'agit du domaine le mieux étudié. En effet, cette propriété des huiles essentielles fait
partie des plus connues et des plus utilisées. D'ailleurs, nombreux sont ceux et celles qui
assimilent aromathérapie et thérapie anti-infectieuse naturelle. Grace a la pratique des
aromatogrammes (équivalent des antibiogrammes mais avec les huiles essentielles),
I'aromathérapeute (Spécialiste d'aromathérapie) possede le moyen d'exploiter au maximum les
propriétés anti-infectieuses des huiles essentielles (El Arch et al., 2003). Ici, la connaissance des
molécules porteuses de l'activité antibactérienne est essentielle. Par exemple, dans I'huile
essentielle de Sarriette des montagnes (Satureja montana), le carvacrol est la molécule
agissante. La paracymene, également présent, n'est en général pas impliqué dans l'activité

antiinfectieuse (Haddouchi et Benmansour, 2008).

Les molécules possédant le pouvoir antibactérien le plus élevé sont (par ordre décroissant)
. le carvacrol, le thymol et I'eugénol. Elles appartiennent toutes trois au groupe des phénols
(Haddouchi et Benmansour, 2008).
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Une molécule n'appartenant pas au groupe des phénols mais apparentée par la présence
d'un noyau benzénique, l'aldéhyde cinnamique, posséde une activité antiinfectieuse comparable
a celle des phénols. On I'a retrouve notamment dans I'huile essentielle de Cannelle de Chine et
de Ceylan (Cinnamomum cassia et Cinnamomum zeylanicum ou verum) (El Arch et al., 2003).

Gréace a ces quatre molécules, tout praticien ayant appris a manipuler efficacement les
huiles essentielles est en mesure de maitriser la plus grande partie des infections rencontrées en

pratique quotidienne (Goetz et Ghedira, 2012).

Dans la hiérarchie anti-infectieuse, les monoterpénols se situent immédiatement apres les
phénols. Leur liste est plus étendue : géraniol, linalol, thujanol, myrcénol, terpinéol, menthol et
pipéritol sont les plus connus. Elles présentent une fiabilité certaine et un spectre d'action assez
large. Elles seront utiles dans de nombreux cas d'infections bactériennes (Goeb et Pesoni, 2010
; Goetz et Ghedira, 2012) :

» Le groupe des aldéhydes manifeste aussi une certaine puissance antibactérienne : néral et

geéranial (qui forment les citrals), citronellal et cuminal sont les plus souvent employés.

* Le groupe des cétones présente un intérét dans le traitement des états infectieux
mucopurulents : verbénone, thujone, bornéone (camphre), pinocamphone, cryptone,

fenchone, menthone, pipéritone, carvone pour l'aromathérapeute confirme.

* Pour les éthers, leur action antibactérienne est certaine mais obéit a la loi du tout ou rien.

L’estragole et I'anéthole sont ici les molécules les plus représentatives de ce groupe.

» Les oxydes présentent en général des propriétés anti-infectieuses légeres. Les phtalides
développent une activité antibactérienne non négligeable comme par exemple avec I'huile

essentielle de graines de céleri (Apium graveolens).

Les terpénes peuvent étre intéressants mais leur utilité en ce domaine se révélera plutot
sous forme aérodiffusée par une action antiseptique. Les autres groupes moléculaires ne

présentent pas d'intérét dans le cadre de la lutte antibactérienne (Goetz et Ghedira, 2012).
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11.7.1.2. Antivirales

Les virus sont en général trés sensibles aux molécules aromatiques. Les réponses

classiques aux infections virales étant trés limitées, les huiles essentielles constituent une

véritable alternative pour traiter les troubles d'origine virales allant des plus banales aux plus

redoutables. En effet, des molécules appartenant a de nombreuses familles chimiques ont révélé

leurs activités antivirales comme les monoterpénols et les monoterpénals (aldéhydes

terpéniques) par exemple (Goetz et Ghedira, 2012 ; Demir et Gorkem, 2014) :

Selon Alzoreky et Nakahava (2003), le couple synergique cinéole-monoterpénol sera
utile pour traiter les pathologies virales touchant la sphére respiratoire (les plus
répandues dans les régions temperées). Ce couple est présent dans de nombreuses
huiles essentielles issues d'arbre de la famille des Myrtacées connues, depuis toujours,

pour leur valeur dans le traitement des affections pulmonaires.

Un autre couple, celui présent dans I'huile essentielle d'Hysope officinale (Hyssopus
officinalis var. decumbens), linaloloxyde-linalol est également intéressant dans le cadre
des pathologies virales affectant essentiellement les voies respiratoires basses (Alili et
Tantar, 2017).

Le groupe des cétones, notamment la cryptone, a révélé une intéressante capacité a
combattre spécifiquement les virus non enveloppés (Alili et Tantar, 2017).

Les aldéhydes en usage interne et en diffusion atmosphérique constitueront de bons

compléments dans le traitement des infections virales (Goetz et Ghedira, 2012).

11.7.1.3. Antifongiques

Les infections fongiques sont d'une actualité criante aujourd'hui. En effet, leur extension

est largement favorisée par l'utilisation abusive et parfois trop légére des antibiotiques. Ici les

groupes moléculaires cités en priorité pour leurs actions antibactériennes se révélent également

actifs sur les champignons. Néanmoins, la durée d'un tel traitement sera plus longue que pour

celle d'un traitement antibactérien. Par exemple, les huiles essentielles de Cannelle, de

Palmarosa, de Clou de girofle et de Niaouli sont des antifongiques (Alzoreky et Nakahava,

2003).
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11.7.1.4. Antiparasitaires

Selon Poirot (2016), comme c'est le cas dans la lutte contre les bactéries, les phénols
manifestent une action puissante a I'encontre des parasites. Les monoterpénols sont ici d'une
efficacité proche de celle des phénols. Certains oxydes comme l'ascaridole contenu notamment
dans I'huile essentielle de Chénopode (Chenopodium ambrosioides var. anthelminthicum) sont
trés spécifiques de la lutte antiparasitaire, et constituent de bons antihelminthiques. Par ailleurs,
les cétones quant a elles, possédent une réputation antiparasitaire bien établie mais nécessitent
des précautions d'emploi en raison de leur toxicité, nous y reviendrons plus loin dans le chapitre

traitant de la toxicité des huiles essentielles et dans le paragraphe consacré aux cétones.

11.7.1.5. Antiseptiques

Les molécules aromatiques sont capables de détruire les germes infectieux, et de
s'opposer a leur prolifération tant dans les organismes vivants que dans I'environnement. Dans
ce dernier cadre, outre les aldéhydes cités plus haut particulierement actifs sur les bactéries
sporulées, les terpenes sont réputés pour leurs propriétés désinfectantes atmosphériques (Poirot,
2016).

En ce qui concerne la désinfection des locaux recevant des malades, en particulier les
salles de réanimation et les chambres de malades contagieux, selon Da Silva (2010), on peut
faire appel aux HEs phénolées sous forme d'aérosols. Dans le cas dans I'huile essentielle
d'Eucalyptus radié (Eucalyptus radiata ssp. radiata), les alcools associés au cinéole, sont

intéressants en période hivernale pour I'assainissement de l'air des habitations.

11.7.2.  Activités Anti-inflammatoires
Les molécules aromatiques sont susceptibles d'agir de différentes manieres sur
I'inflammation. Les molécules négativantes sont actives en compensant la perte d'électrons des
tissus inflammés : le chamazulene issue d'huile essentielle de Matricaire (Matricaria recutita)
par exemple agit de cette maniére. Il posséde également une action antihistaminique
remarquable utile dans certaines formes d'allergie et en particulier I'asthme. Présent dans cette
méme plante, un oxyde sesquiterpénique l'a-bisabolol présente également des vertus

antiinflammatoires mais pourtant son mode d'action reste actuellement non élucidé. Par voie
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interne, les aldéhydes comme les citrals, le citronnellal, le cuminal par exemple sont doués de
propriétés immunomodulantes secondairement actives dans la lutte contre les états

inflammatoires (Poirot, 2016).

11.7.3.  Activités Régulatrices du systeme nerveux

11.7.3.1. Antispasmodiques
Selon Fontanay et al. (2015), deux groupes moléculaires sont a retenir en priorité dans ce cadre
. les éthers et les esters.

» Les éthers, de charge positives, possédent une action antispasmodique puissante et fiable
mais peu nuancée alliée a une activité analeptique.

» Les esters, quant a eux, porteurs de charges négatives, présentent les caractéristiques de
cette classe électrique : calmantes et anti-inflammatoires. Leur action antispasmodique
est plus nuancée, avec une hiérarchie d'activités permettant d'affiner la prescription selon
les subtilités des tableaux cliniques. Comme propriétés connexes, ils possédent des vertus

antiépileptisantes et anticonvulsivantes.

11.7.3.2. Calmantes, anxiolytiques et hypnotiques
Les troubles du systéeme nerveux constituent un domaine dans lequel les huiles
essentielles sont trop peu utilisées. En effet, plusieurs molécules présentent des propriétés du

plus haut intérét dans le but de favoriser la détente et le sommeil (Fontanay et al., 2015).

Les aldéhydes, comme les citrals de la verveine citronnée et de la mélisse officinale, les
éthers et les esters rendront souvent de bons services dans ce cadre. Certaines études signalent
une activité anxiolytique et hypnotique du linalol. Certains composés azotés comme
I'anthranylate de méthyle contenu dans les feuilles et les zestes de mandarine développent

également des propriétés anxiolytiques (Djilan et Dicko., 2012).
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11.7.4. Activités respiratoires
11.7.4.1. Expectorantes
Les huiles essentielles riches en 1. 8 cinéole comme I’huile essenticlle d ‘Eucalyptus
globuleux (Eucalyptus globulus) ou de Romarin a cinéole (Rosmarinus officinalis CT cinéole)
agissent sur les glandes bronchiques et sur les cils de la muqueuse bronchique ce qui fait d'elles
de trés bons expectorants (Ballabio et Goetz, 2010).

11.7.4.2. Fluidifiantes

Dans le cadre de traitement anti-infectieux ou il est important de dissoudre d'éventuelles
sécrétions accumulées au niveau des revétements muqueux, les molécules cétoniques et plus
encore lactoniques donnent le moyen d'y parvenir. La verbénone, la thujone, la carvone, la
cryptone, la pulégone, la menthone, la pipéritone et la pinocamphone sont des exemples de

molécules de premiére importance (Baser et Buchbauer, 2010).

11.7.5. Activités digestives
Diverses molécules aromatiques sont susceptibles de stimuler I'appétit, et de faciliter la
digestion. Ainsi, le cuminal contenu par exemple dans I'huile essentielle de Cumin (Cuminum

cyminum) stimule les glandes digestives (Barlier, 2013).

La menthone, la carvone et la verbénone activent la circulation au niveau des voies
hépatobiliaires. Le menthol et le thujanol sont de bons stimulant hépatocytaires et les phtalides

quant a eux interviennent dans le cycle de détoxification hépatorénal (Barlier, 2013).

11.7.6. Activités cicatrisantes
Les huiles essentielles cicatrisantes sont les huiles essentielles de Ciste (Cistus
ladaniferus) (Himed et al., 2016), de Lavande vraie (Lavandula vera), d’Immortelle
(Helichrysum italicum) (Elharas et al., 2013), de Myrrhe (Commiphora myrrha). Leur propriété
cicatrisante s'explique par la présence de cétones capables d'accélérer la vitesse de réparation
tissulaire. On utilise souvent un mélange de plusieurs huiles essentielles cicatrisantes avec une

huile végétale comme 1’huile d’amande douce (Djilan et Dicko, 2012).
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11.7.7. Activités pharmacologiques

Les HEs possédent de nombreuses activités biologiques. En aromathérapie, elles sont
utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine
bactérienne, par exemple au niveau de la microflore vaginale et d’origine fongique contre les
dermatophytes (Chaumont et Leger, 1989). Elles sont également utilisées en milieu clinique
pour soigner des maladies inflammatoires, telles que les rhumatismes, les allergies ou l'arthrite
Muthu et al., 2006).

Plusieurs études ont, mis en évidence l'activité anti-inflammatoire de I'huile essentielle
de Melaleuca alternifolia (Ould Yerou et al., 2015) et de son composé principal, 1'a-terpinéol.
Les composés actifs agissent en empéchant la libération d'histamine ou en réduisant la
production de mediateurs de I'inflammation. Un autre exemple : I'huile essentielle de géranium
ainsi que le linalol et son acétate ont montré une activité anti inflammatoire sur des cedémes de
pattes de souris induit par le carraghénane. Les huiles essentielles représentent donc une

nouvelle option dans le traitement des maladies inflammatoires (Perna et al., 2001).

11.8. Toxicité

Generalement les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans
risque. Comme tous les produits naturels, n’ont pas un danger pour l'organisme. En effet, bien
que naturelle, il est capital d’intégrer la notion de la dualité « efficacité-toxicité » car toutes

substance active est potentiellement toxique d’un point de vue thérapeutique (Pariente, 2001).

La toxicité des HE est directement liée a leur composition chimique, les composés

polyinsaturés étant plus toxiques que les autres (cétones, lactones, phénols...) (Patrakar, 2012).

Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la peau en
raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergéne comme les
huiles riches en cinnamaldéhyde ou phototoxique (Pech et Bruneton, 1982), Par exemple : Les
monoterpénes sont dermo-caustiques et agressifs pour les muqueuses si leur utilisation est trop

prolongée, ils peuvent entrainer rougeur, sensation de chaleur et prurit. Le limonene peut
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provoquer des dermatites de contact allergique, en particulier lorsque I’HE est ancienne
(Bruneton, 2016). Pour une application cutanée, il sera nécessaire de diluer & 50% dans une
huile végétale (HV). Il est également possible d’observer un phénoméne de sensibilisation chez
les personnes utilisant régulierement des HE a terpenes (Poirot, 2016). D'autres huiles
essentielles ont un effet neurotoxique, on trouve les étones comme l'a-thujone sont

particulierement toxiques pour les tissus nerveux (Janvier et al., 2008).

Selon Wichtl et Anton (2003), le cas de toxicit¢ d’HE de laurier, se trouve « ester »,
particuliéerement c’est « acétate de terpényle (9-12 %) » : lls sont doux et non agressifs. Ils
peuvent étre appliqués par voie cutanée ou interne, mais lors une utilisation prolongée, ils

entrainent un dessechement des teguments, il faudra donc penser a les diluer dans une HV.

I1.9. Principaux domaines d’application

En raison de leurs diverses propriétés, les huiles essentielles sont devenues une matiere
d’importance économique considérable avec un marché en constante croissance. En effet, elles
sont commercialisées et présentent un grand intérét dans divers secteurs industriels comme en
pharmacie par leurs pouvoirs, antispasmodique, antidiabétique, analgésique, apéritif,
antiseptique..., en alimentation par leur activité anti-oxydante et leur effet aromatisant, en

parfumerie et en cosmétique par leur propriété odoriférante (Djilan et Dicko, 2012).

11.9.1. En pharmacie

Les essences issues des plantes sont utilisées en grande partie dans la préparation
d’infusion (menthe, verveine, thym...) et sous la forme de préparations galéniques. Plus de
40% de médicaments sont a base de composants actifs de plantes, par exemple gastralgine est

un digestif antiacide qui se compose d’huile essentielle de carvi (Muthu et al., 2006).

De méme, elles permettent par leurs propriétés aromatisants de masquer ’odeur
désagréable de médicaments absorbés par voie orale. Aussi beaucoup de médicaments vendus
en pharmacie sont a base des huiles essentielles comme par exemple les collyres (goute), les
créemes, ... (Muthu et al., 20006).
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11.9.2. En parfumerie et cosmétologie

Les HEs sont recherchées dans I’industrie des parfums et des cosmétiques en raison de
leurs propriétés odoriférantes (Brut, 2003). L’industrie de la parfumerie consomme
d’importants tonnages d’essences (60%) en particulier celles de rose, de jasmin, de violette, de
verveine. Les d’huile essentielle sont aussi consommeées en cosmétologie pour parfumer les
produits cosmétiques : les dentifrices, les shampoings, les crémes solaires, les rouges a lévres,
les savons, etc.... (Seu-Saberno, et Blakeway, 1984). Les produits d’hygi¢ne, détergents et
lessives par exemple, consomment eux aussi beaucoup des huiles essentielles pour masquer les

odeurs (souvent peu agreables) des produits purs

11.9.3. Dans les industries Agro-alimentaires
En vertu de leurs propriétés antiseptiques et aromatisants, elles sont employées
quotidiennement dans les préparations culinaires (ail, laurier, thym...). Elles sont également

tres prisées en boissons anisées et en confiserie (bonbons, chocolat...) (Brut, 2003).

Leur pouvoir antioxydant leur permet de conserver les aliments en évitant les moisissures,

conservation par exemple par le thym et le romarin (Teissedre et al, 1994).
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Les bactéries sont des microorganismes vivants au méme titre que les virus et les
champignons. Elles ont été découvertes a la fin du 17¢™ siécle par ANTHONI Van
Leeuwenhoek, qui inventa la microscopie. Ce sont des organismes procaryotes (qui sont
dépourvus de noyau), mais possédent un ADN chromosomique circulaire situé dans le
cytoplasme. De nombreuses bactéries contiennent une autre structure d’ADN
extrachromosomique (plasmide), elles sont entourées d’une paroi complexe et le plus souvent

sont flagellées (Ramet et al., 2002).
Pour cela les souches les plus utilisées en laboratoire de recherche sont : E. coli et S. aureus.

I11.1. Escherichia coli

111.1.1. Définition

Appelée colibacille et abrégée en E. coli, est ’espéce prédominante de la flore
aérobieanaérobie facultative, présente naturellement dans le tube digestif chez I’homme et chez
de especes animales a sang chaud, "commensale”, le plus souvent sans provoquer aucune
maladie, elle protége méme contre certaines infections ; ¢’est la premiére bactérie qui colonise
le tractus intestinal de I’enfant, deés la naissance. On peut aussi la retrouver dans
I’environnement, dans 1’eau par exemple, lors qu’elle a été souillée par des déjections humaines

ou animales (Ramet et al., 2002).

Elle est I'unique représentant du groupe des coliformes totaux le terme coliforme veut dire

la souche est capable de croitre a des températures relativement élevées (44.5 °C),

C’est une bacille, mobiles, a G-, Sa taille varie en fonction des conditions de croissance

(entre 0.5 a 3 um), pesant de 0.5 a 5 picogrammes. (Fig. 06)
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Figure 06 : Aspect morphologique de 1’espéce Escherichia coli (Krammer et al., 2006)

La transmission se fait par voie orale, le plus souvent par certains aliments (hotamment
viandes hachées et produits laitiers non pasteurisés ou par boisson (I’eau), sa présence est un

indice de contamination fécale (Ramet et al., 2002).

L’infection a Escherichia coli représente une cause importante de morbidité et de
mortalité en pathologie infectieuse avec plus de 630 millions de cas par an dans le monde. Selon
I’OMS, Escherichia coli est reconnu chez ’Homme comme la cause majeure de diarrhée
bactérienne dans le monde responsable de la mort de 525 000 enfants de moins de 5 ans chaque
année (Sansonetti, 1987 ; Ramet et al., 2002 ; Chen et al., 2006).

111-1.2. Physiopathologie

Certaines especes d’E. coli ont acquis des facteurs de virulence qui les rendent pathogenes.
Son nom a été donné en hommage aux travaux du médecin allemand Theodor VVon Escherich,
dans des selles de chévre, qui a mis en évidence la bactérie en 1885(Kaper, Nataro et Mobley,
2004 ; Chen et al., 2006).

Et comme la plupart des pathogénes des muqueuses, les souches d’E. coli responsables de
diarrhées et d'infections extra-intestinales utilisent une stratégie d'infection dont les points clés
sont les suivants (Bidet et al., 2012 ; Mattioni et al., 2014) :
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» La multiplication est I’étape essentielle dans le processus de pathogénicité ; la
multiplication rapide est un avantage pour la colonisation, ainsi que pour causer des

dommages avant que le systéme immunitaire n'‘entre en action.

> Le point essentiel dans ce processus est I’interférence des E. coli pathogénes avec le
systeme immunitaire de I’hote. On sait par exemple que certains types de
lipopolysaccharides (LPS - antigene « O ») présents a la surface des bactéries protégent
I’action lytique du complément, de la fixation des anticorps et de la phagocytose (Ramet
et al., 2002). Les capsules polysaccharidiques (antigénes « K ») qui sont sécrétées a la
surface de certaines souches d’E. coli pathogeénes, principalement celles causant des
affections extra-intestinales, peuvent participer a I’évasion des défenses de 1’hote. Les
capsules K1 et K5, qui comportent des homologies avec des molécules eucaryotes de
I’E. coli. (Coimbra et al., 2000). Et sur la base de ces modes d’interaction, les souches

d’E. coli ont un pouvoir pathogéne différents (tab. 02).

29



Chapitre 111

Les principales bactéries d’intérét médical

Tableau 02 : pouvoir pathogéne de I’E. coli chez I’'Homme (Sansonetti, 1987 ; Leminor, 1987 ;
Kaper et al., 2004 ; Chen et al., 2006)

Pouvoir pathogene

caractérisés pa
aqueuse.

Infection intestinale :  « diarrhées ; douleurs abdominales »
1. E. coli entéropathogénes (EPEC) : ne sont pathogenes qu'en dessous de I'age de
deux ans. Chez I’adulte, ne sont pas pathogenes.

2.E. coli entéroinvasifs (EIEC) : responsables de syndromes dysentériques
r une forte fievre, des crampes abdominales et des nausées, accompagnés d’une diarrhée

3.E. coli entérotoxinogenes (ETEC) : cause majeure de diarrhée aqueuse
chronique avec déshydratation chez les enfants (moins de 3 ans).

4. E. coli entéroagrégatifs (EAgg ou EAEC) : sont des souches qui ne sécretent
pas les entérotoxines LT ou ST, et qui adhérent aux cellules de culture en formant
des images  (adhésionagrégative).Lesdiarrhéesinduisesétaientclasséesentrois
les ECET, les ECEI et les ECEP, caractérisées essentiellement

par leur appartenance a des sérotypes distinctifs.

E. coli

Infection Extra-intestinale :

E. coli enterohémorragiques (EHEC) : (productrices de shigatoxines), qui peut
entrainer un syndrome hémolytique et urémique (SHU).

E. coli a adhésion diffuse (DAEC) : sont essentiellement responsables de pathologies

extra-intestinales et pourraient induire des signes cliniques intestinaux (diarrhée). la
sensibilité aux ECDA serait étroite, (entre 1 et 5 ans).

Infection urinaire
Origine hématogene : Les germes portés par la circulation (bactériémie) viennent a la
fixation sur le tractus urinaire, et entrainent une stagnation.

Origine ascendante : Des germes d'origine fécale en provenance de la région périanale
remontent dans la vessie, surtout chez les femmes.

Autres infections
Septicimie :

1. apreés une infection urinaire ou digestive.
Infection post-opératoire : contamination aprés une opération chirurgicale.
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111.1.3. Sensibilité aux antibiotiques
La sensibilité d’E. coli aux différents antibiotiques est présentée dans le tableau suivant :

Tableau 03 : Sensibilité d’E. coli aux ATB (Lemort et al., 2006 ; Sekhsokh et al., 2008 ; Fabre et
al., 2013 ; Hamouche et Sarkis, 2012)

Sensibilité Résistance
Naturelle Acquise
1- R-lactamines
E coli 2- Aminosides 1. Glycopeptides 1. B-lactamines
' 3- Fluoroguinolones 2. Penicilline G 2. Pénicillinase

3. Fluoroguinolones

I11-2. Staphylococcus aureus
111-2.1 Définition

Les Staphylocoques sont des Cocci a Gram positif classiqguement disposes en amas.

Actuellement, on distingue 44 espéces. L’espéce S. aureus (plus communément appelé
staphylocoque doré) se distingue généralement des autres staphylocoques appelés
staphylocoques a coagulase négative (SCN) par la présence d’une coagulase. S. aureus est un
germe trés important aussi bien dans les infections communautaires que nosocomiales (Kreusch
Acetal., 2003).

Leurs réservoir naturel est ’homme et les animaux a sang chaud. Cependant, éliminées
dans le milieu extérieur. Le site de colonisation préférentielle de S. aureus chez I’homme est la
mugueuse nasale. En effet, 30% des adultes hébergent S. aureus de facon permanente, 50% de
facon intermittente et 20% ne sont jamais porteurs. A partir des sites de portage, S. aureus
colonise les territoires cutanés en particulier, les zones humides (aisselles, périnée) et les mains
(Kreusch A et al., 2003).
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111.2.2. Physiopathologie

Les Staphylocoques ont été observes par Pasteur en 1879 dans un pus de furoncle, les S
aureus doivent leur nom a OGSTON (1881) qui les a mis en évidence dans des abces aigues et
chroniques

Le pouvoir pathogéne d’une souche de S. aureus li¢ a I’expression de facteurs de virulence
et entrainées des facteurs de virulence sont les mieux caractérisés. On distingue les protéines de
surface (adhésines) qui permettent la colonisation de 1’hote, des facteurs qui conduisent au

développement (Giancarlo, 2013).

111.2.1.1. Protéines de surface : colonisation

Pour qu’une bactérie colonise un tissu, il faut au préalable qu’elle y adhere. Cette étape
est déterminante dans le développement ultérieur de 1’infection. S. aureus colonise la peau et
les muqueuses en adhérant aux cellules et aux composants de la matrice extracellulaire. La
colonisation s’observe en dehors de toute l€sion préalable. Elle est cependant favorisée par toute

effraction de la barriére cutanéomuqueuse (Lehar et al., 2015).

Plusieurs constituants staphylococciques interviennent dans ce phénomene. S. aureus possede
un grand nombre de protéines exposées a la surface de la bactérie et qui ont la capacité de se
fixer sur des molécules de I’hote : On parle d’adhésines. Un certain nombre de ces adhésines

appartiennent a la famille des MSCRAMM (Microbial Surface component

Recognizing Adhesive Matrix Molecule) ¢’est-a-dire qu’elles reconnaissent les molécules de la
matrice extracellulaire. La matrice extracellulaire est composée de molécules interagissant entre
elles et avec les cellules environnantes. Elle est composée de collagéne, d’¢lastine, de
protéoglycanes et de glycoprotéines de structure telles que la fibronectine (Lehar et al., 2015).

Plus d’une dizaine d’adhésines ont été identifiées, les mieux caractérisées sont :

» Laprotéine A : Elle est considérée comme une MSCRAMM car elle se lie au facteur

de von Willebrand. Le facteur de von Willebrand est un peptide présent au
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niveau de I’endothélium 1ésé. La protéine A peu de ce fait jouer le réle d’une
adhésine au début d’une infection intravasculaire. De plus, elle posséde deux
domaines de liaison aux immunoglobulines : un fixant le fragment Fc (partie
constante) et l'autre le fragment Fae (partie variable). L’interaction protéine
Afragment Fc des immunoglobulines interfére avec 1’opsonisation anticorps -
dépendant tandis que I’interaction protéine A - fragment Fag entraine une activation
polyclonale des lymphocytes B. La protéine A se comporte ainsi comme un
superantigene pour les lymphocytes B (Forsgren et Sjoquist, 1966).

» Laproteine de liaison au collagene de type I, Il et IV : Cette adhésine joue un role

trés important dans les infections ostéo-articulaires.

» 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. Elle serait impliquée dans les phénomenes
d’internalisation du staphylocoque dans la cellule endothéliale, cette étape prenant

part a la physiopathologie des endocardites infectieuses a S. aureus.

» Les protéines de liaison au fibrinogéne : Clumping factor (CIfA, CIfB) : Le
clumping factor est un récepteur pour le fibrinogéne qui provoque 1’agrégation des
bactéries en présence de plasma. Cette adhésine joue un réle dans les infections des
plaies et les infections sur corps étranger. Il semble que le CIfB soit fortement

impligué dans la colonisation nasale.

Ainsi, les adhésines permettent a S. aureus de fixer des molécules plasmatiques
(fibrinogéne, fibronectine) ou tissulaires (collagene) et jouent un réle primordial dans la
colonisation des tissus. L’adhésion bactérienne est par ailleurs favorisée par les acides

lipoteichoiques.
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111.2.3. Pouvoir pathogéne
Il est important de distinguer S. aureus des SCN. S. aureus a un potentiel de pathogénicité

trés important et est responsable aussi bien d’infections communautaires que nosocomiales. Par
opposition, les SCN sont en regle générale des bactéries opportunistes essentiellement
responsables d’infections nosocomiales. Le S. aureus responsable d’infections suppuratives

superficielles et profondes ainsi que de syndromes liés a ’action de toxines (Lewandowski et
al., 2013 ; Oliveira et al., 2018).

111.2.3.1. Infections suppuratives superficielles et profondes
Les infections suppuratives impliquent la prolifération bactérienne, 1’invasion puis la

destruction des tissus de 1’hote, la réponse inflammatoire locale et systémique, S. aureus est
principalement responsable d’infections suppuratives locorégionales, les plus fréquentes sont
les infections cutanéomuqueuses telles que les folliculites, impétigo, furoncles, anthrax, panaris,
cellulites ou les sinusites et les otites (Kenneth et al., 2003 ; Ortega et al., 2010 ; Oliveira et al.,
2018).

S. aureus peut étre responsable de septicémies, d’endocardites, de pneumopathie,
d’ostéomy¢élites, d’arthrites, de méningites ou d’infection urinaire ; lorsque ces infections se
compliquent, par extension locorégionale de I’infection, ou par diffusion hématogene de la

bactérie (Ortega et al., 2010).

> La gravité des septicémies a S. aureus tient tant au risque de survenue de choc

staphylococcique qu’a la localisation de métastases septiques.

» Par ailleurs, Une des complications des septicémies a S. aureus est la survenue

d’endocardite infectieuse.

> Les septicémies des toxicomanes utilisant la voie intraveineuse peuvent étre a

I’origine d’endocardite du cceur droit.

» Les pneumopathies staphylococciques sont rares mais graves en raison du risque de
complications a type d’abces, de nécrose pulmonaire extensive ou d’évolution vers

des pleurésies enkystées.
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> Les ostéomyeélites aigués touchent le plus souvent les os longs chez les enfants et les
vertebres chez les adultes. De méme, contrairement a ce que I’on observe chez les
adultes, les arthrites septiques chez les enfants peuvent étre associées a une
ostéomyélite adjacente du fait de la présence de vaisseaux sanguins au niveau de
I’épiphyse, S. aureus tient également une place dominante dans les infections ostéo-

articulaires post-chirurgicales, d’inoculation ou aprés traumatismes.

> Les méningites peuvent se produire, soit par contiguité a partir d’une sinusite ou
aprés un traumatisme facial, soit par voie hématogene, par exemple a partir d’une

endocardite.

» S. aureus peut aussi étre responsable d’infections urinaires. La contamination se fait

soit par voie ascendante sur sonde a demeure soit par voie hématogene.
I11.2.3.2. Infections non suppuratives d’origine toxinique

Les toxémies staphylococciques sont I’apanage de I’espéce S. aureus : syndromes cutanés
staphylococciques, choc toxique staphylococcique et intoxication alimentaire. Elles peuvent
étre dues a la diffusion de toxines a partir d’un foyer infectieux ou d’un site de colonisation.
Dans ce cas, la toxine est produite In vivo. Par opposition, les intoxications alimentaires sont

dues a I’ingestion d’une toxine préformée dans un aliment contaminé (Oliveira et al., 2018).

111.2.3.3. Syndromes cutanés staphylococciques

Le syndrome de la peau ébouillantée chez les jeunes enfants (Staphylococcal Scalded Skin
Syndrome) est provoqué par la diffusion d’exfoliatines. Ce syndrome est appelé syndrome de
Ritter chez les nouveau-nés. Le foyer initial peut é&tre ORL, conjonctival ou cutané. Ce syndrome
se rencontre dans la grande majorité chez le jeune enfant mais peut aussi se rencontrer chez
I’adulte immunodéprimé et les patients atteints d’insuffisance rénale. Le syndrome d’exfoliation
généralisée se caractérise par une érythrodermie douloureuse, rapidement suivie d’un
décollement bulleux généralisé régressant en 2 a 4 jours. Le staphylocoque n’est pas présent au

niveau des bulles (Coimbra et al., 2000).
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111.2.4. Sensibilité aux antibiotiques

Actuellement, environ 95% des souches sont résistantes a la pénicilline G, aux
aminopénicillines, aux carboxy-pénicillines et aux uréido-pénicillines. Mais elles sont, en
général, sensibles a la pénicilline M (méticilline, oxacilline) qui reste ’antibiotique de choix.
Le plus souvent sont sensibles aux macrolides, amino-glycosides, fluoroquinolones et
synergistines.

(Peleg et al., 2009 ; Elhamzaoui et al., 2009 ; Donnio et al., 2010 ; Ortega et al., 2010)



Materiels et methodes



Chapitre | Matériel et Méthodes

I.1. Objectif expérimental
Le travail réalisé, a pour but de :

v’ Mesurer I’efficacité d’une huile essentielle de laurier noble sur deux souches pathogénes «

E. coli et S. aureus ».

1.2. Lieu et période de travail

Notre étude s’est déroulée au sein du laboratoire des Sciences Alimentaires de la Faculté
des Sciences de la Nature et de Vie de ’Université de Tiaret, allant de 24 Février jusqu’au 12
Mars 2020, et celui de Microbiologie du laboratoire de Recherche « hygiene et pathologie

animale » au niveau de ’Ex-ITMA durant une période qui s’étale du 23 Juin au 23 Juillet 2020.

1.3. Matériel

1.3.1. Matériel vegétal

Les feuilles de Laurus nobilis L. ont éte récoltées manuellement, pendant les mois de
Février et Mars de I’an 2020, dans la région de MCHARAF, précisément dans la zone
industrielle se trouvant sur la route de MELLAKOU-Tiaret (Fig. 07),
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Repére placé
35*16'56°N 1°16'09"E - 902 m

I > 3 2.
Repére placé %
35°16'57"N 1°16'09"E - 902 m

Figure 07 : Répartition géographique de lieu de récolte -MCHARAF, Tiaret
(www.google Maps)

L’identification des espéces végétales a eté faite selon la clé de détermination de Quezel
et Santa (1963). Cette identification a été confirmée par Dr. Ait HAMMOU M., botaniste au
niveau de notre Faculté. Le tableau n° 4 résume les différents états du matériel végétal utilise.
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Tableau 04 : Différents états du matériel vegétal utilise

Matériel Végétal Photos

A 1état frais Sans broyage

Feuilles A Iétat sec (séchage a air | 1bre a

I’ombre pendant 15 jours)

A D’état sec par (séchage a 1’étuve)

g Atempérature 30 °C
g A température 103 °C

I-3.3 Matériel biologique

L’activité antibactérienne d’une huile essenticlle des feuilles de Laurier noble a été
évaluée sur quatre souches pathogenes. Il s’agit de deux souches cliniques ; la premiere a Gram
- : E. coli et la deuxiéme a Gram + : S. aureus : ces isolats ont été identifiés macroscopiquement
(observation des aspects des colonies de la souche E. coli sur MC et le milieu Chapman fait
I’Object de S. aureus) ; macroscopiquement (Coloration de Gram) ; et biochimiquement par
galerie Api 20E et Api Staph. Ces souches ont été fournies gracieusement par le laboratoire des
analyses médicales- MAACHI a Tiaret.

Les deux souches de référence ont été ramenées du laboratoire IPA d’Alger (Institut

Pasteur) :
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v" bactérie Gram négatif : Escherichia coli

(ATCC : 22922)

v’ bactérie Gram positif : Staphylococcus aureus (ATCC : 25923)

1.3.2. Matériel du laboratoire

Le matériel utilisé dans notre travail expérimental est présenté dans le tableau suivant :

Tableau 05 : Matériel, verreries et produits utilisés

Appareillage et autres

Verreries et autres

Produits et autres

Agitateur magnétiques

Appareil  photo  «
Samsung

M10S »
Autoclave

Bain Marie de 40°C et
de 38

°C

Balance

Compteur des colonies
Etuve

Microscope
Réfrigérateur
Spectrometre

Vortex

Anse
d’ensemencement

Bécher

Boites de Pétri
Ecouvillons
Eprouvette
Flacons en verres
Lames et lamelles
Micropipette
Pince en métal
Pipettes graduées
Pipettes pasteur
Portoir

Rateaux

Tubes a essais

Verre de montre

Disques
d’antibiotiques

Papier Whatman

Alcool 70 °
Catalase

Eau Distillée

Eau Physiologique
Fushine

H202

Huile D’émersion
Lugol

ONPG

Oxydase

Tellurite de
potassium

Violet De Gentiane

Plasma de lapin

Prélevements
cliniques
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1.4. Méthodes

1.4.1. Protocole expérimental

Les étapes suivies dans notre expérimentation sont résumées dans la figure suivante :

~ Les feuil Récolte : Fev - Mars, 2020
de lnurier (MCHARAF Tiaret)
noble
‘ Triage et Lavage
Etats des feuilles

»
Etuvage

€ 5. E.-\', ,
| — ]
Airtibre | . v \v

— Extraction par hydrodistillation

Huile

( x
), essentielle
i Activité antibactérienne !

N

| . Confirmation des bactérie

N
2. Aromatogramme
(Technique de diffusion sur milicu
gélosé)

Observation microscopique

Figure 08 : Protocole expérimental

L’extraction des HE est certainement la phase la plus délicate et la plus importante du

processus. Elle a pour but de capter les produits les plus subtils et les plus fragiles élaborées par
le végétal.
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La diversité et la complexité des HE rendent le choix des processus d’obtention délicat. La
méthode choisie ne doit pas conduire a la discrimination entre les composés polaires et apolaires,
ni induire de réactions biochimiques, de dégradations thermiques, d’oxydation, de réduction,
d’hydrolyse, de changement de pH ou entrainer une perte de composés volatils. Pour cela,

différents paramétres et propriétés sont a prendre en compte (Fontanay et al., 2015).

De nombreux procédés sont utilisés pour I’extraction de ces substances. La distillation par

entrainement a vapeur d’eau est le procédé le plus pratiqué dans les laboratoires de recherches.

1.4.2. Extraction
1.4.2.1. Hydrodistillation

Il s'agit de la méthode la plus simple et la plus anciennement utilisée, apporté par les
Arabes au 1X® siécle. Cette technique est trés proche de la distillation a vapeur saturée. La seule
grande différence est que la plante aromatique (entiere ou broyée) a (1’état frais ou sec) est
directement immergée dans un alambic rempli d’eau (Franchomme et al., 1990). Elle est basée
sur I'existence d'un azéotrope de température d'ébullition inférieure aux points d'ébullition des
deux composés, I'huile essentielle et l'eau, pris séparément (Raynaud, 2002). Ainsi, les
composes volatils et I'eau distillent simultanément a une température inférieure a 100 °C sous

pression atmosphérique normale (Roux et Cartier, 2007).

Ce procedé consiste a immerger la matiére premiére végétale dans un ballon lors d'une
extraction au laboratoire ou dans un alambic industriel rempli d'eau distillée placé sur une source
de chaleur (Couic-Marinier et Lobstein, 2013). Le tout est ensuite porté a I'ébullition. La chaleur
permet I'éclatement des cellules végétales et la libération des molécules odorantes qui y sont
contenues (Bruneton, 2016). Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d'eau, un
mélange azéotropique. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les HE se séparent
de l'eau par différence de densité (Soltani et al., 2019).
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Au préalable, on a bien pris soin de graisser tous les rodages males. Le bain d'huile
(chauffe-ballon) est placé sur le support élévateur en position basse. Le ballon est fixé a la
potence a l'aide d'une noix et d'une pince a une hauteur telle que I'on puisse retirer le moyen de
chauffage lorsque le support est en position basse. On place sur le premier col, la téte de colonne
avec un thermomeétre et le réfrigérant coudé et sur le deuxiéme col, un bouchon rodé. Notons
que le réfrigérant a eau coudé est relié directement au ballon. 1l est totalement inutile d'insérer
une colonne de séparation entre les deux. L'éprouvette est placée sous I'extrémité du réfrigérant
coudé (Fig. 09).

(1)- Chauffe-ballon,

(2)- Mélange.

(3)- Thermométre
8 (4)- Réfrigérant oblique.
(5)-Arrivée et Sortie de I'eau.
(6)- Eprouvcnc.
(7)- Fleur

10

(8)- Huile essentielle.

Figure 09 : la mise en place du montage d’hydrodistillateaur (Laurent Julia., 2017)

Mode opératoire

Avant de réaliser notre étude, le matériel végétal a été lavé par I’eau tiede puis trié.

Chague opération a été répétée trois fois.

L’extraction d’HE a été effectuée dans un appareil de type Clevenger. Chaque matériel
végétal « Feuilles » de 1’espéce étudiée (Laurus nobilis L.), le tout est découpé en petits

morceaux a I’aide d’un ciseau et aux états qu’on a déja les mentionnés.

42



Chapitre 1 Matériel et Méthodes

(50 g) de chaque état du matériel végétal a été introduit avec de I’eau distillée (500 ml) dans le
ballon de ce dispositif d’hydrodistillation, I’ensemble est porté a ébullition (a une température
varie entre 80 et 96 °C) pendant 3 a 4 hrs. Les vapeurs chargées d’huile essentielle traversent un
réfrigérant puis se condensent et chutent dans une ampoule a décanter. L’eau et huile se séparent

par différence de densité (Kocabas et al., 2010 ).

Cette étape est dite 1’étape de décantation, elle est réalisée dans une ampoule a décanter,
dans laquelle le mélange se sépare en deux phases non miscibles. Une phase aqueuse (hydrolat
aromatique ou distillat), dans la partie inférieure et une phase organique, de densité plus faible et
contenant les huiles essentielles se situe au-dessus.

Les huiles essentielles ont été récupérées dans des petits flacons opaques fermés hermétiques ou

recouvraient de papier aluminium pour le protéger de la lumiere et de I'oxygene.

Puis stockée a 4°C.

1.4.2.2. Détermination du rendement

Le calcul du rendement est définit comme étant le rapport entre la masse de la matiere végétale et

la masse de I’huile essentielle obtenue (AFNOR, 1986), selon la formule suivante :

[ R HE = (MHE/ M) x 100 }
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Rendement en huile essentielle (%)

< Dont M : Masse d’huile essentielle (g)

M:s : Masse de la matiere végétale (g)

N—
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1.4.3. Activité antibactérienne

1.4.3.1. Confirmation des bactéries

La souche E. coli a été prélevée a partir un examen cytobactériologique chez une fille de
cinqg ans, et a partir d’un prélevement vaginal chez une femme enceinte agée de 28 ans, alors

que le S. aureus a été prélevé a partir d’une plaie buccale d’un nouveau-né.

Au laboratoire, I’enrichissement de nos bactéries a été réalisé par ensemencement sur un
milieu sélectif, Chapman pour S. aureus et le Mac-Conkey pour E. coli. Aprées incubation a 37
°C pendant 24 hrs, les cultures positives ont été repiquées sur leurs milieux solide sélectifs,
réincuber les boites ensemencées a 37 °C pour 18 hrs afin d’obtenir des colonies jeunes. La

coloration de Gram est nécessaire pour voir ces derniers au microscope.

Les colonies caractéristiques des souches prélevées et de référence présentes sur leurs
milieux sélectifs ont été raclées a I’aide d’une pipette pasteur stérile et inoculée dans un tube a

essai stérile rempli de I’eau physiologique stérile.

A T’aide d’un vortex, la suspension mere a ¢t€¢ homogénéisée régulierement. A la suite,

ces dernieres ont été standardisées a 1’aide d’un spectrophotométre, 1’absorbance a été environ

0.080 a 0.130 dont la longueur d’onde A est égale a 625 nm dont :

E. coli isolée ‘urine’ =0.118 : E. coli de référence = 0.110

E. coli isolée ‘prélevement vaginal’ =0.110

S. aureus isolée =0.103 : S. aureus de référence = 0.090

La premiere étape qu’on a constatée est 1’état frais des bactéries

« Etat frais
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Dans le but d’observer le type de mobilit¢é de nos bactéries et avant de débuter leurs
identifications, 1’observation de ces microorganismes a leurs état frais est la premiére étape

qu’on a constaté.

Technique

¢ Prélever une suspension bactérienne homogénéisée a 1’aide d’une pipette pasteur stérile ;
% Déposer la goute au milieu de la lame, faire placer la lamelle par des bords puis la dépose

inclinée sur la lame sur le bord de la goutte ;

% Dés que la suspension se répartit sur le cote de la lamelle, laisser retomber doucement la

lamelle sur la goute ;

¢ Passer au microscope, sélectionner l’objectif x40, abaisser le condenseur et ameéne
I’objectif tous pris de lamelle. A 1’aide de la vise macrométrique, ¢loigner tous doucement
I’¢état frais de 1’objectif en méme temps actionner la vise déplacement de la platine par un

petit va et vient ;

% Dés qu’on voit la lame bouge, on dit que I’état frais est proche ; <* passer a la mise en

point micromeétrique x100 pour faire la nettete.

L’identification de nos souches a été effectuée dans un premier temps par des techniques de

microbiologie classique, en identifiant le genre et espece. Ces étapes sont dans 1’ordre successif.

% Etude macroscopique
L'examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué a partir de
I'isolement aprés incubation. L'aspect des colonies dépend du milieu utilisé, de la durée et de la
température de I'incubation. Il ne pourra étre décrit convenablement qu'a partir de colonies bien

isolées : les colonies sont d'autant plus petites qu'elles sont rapprochées.

La colonie peut apparaitre a la surface du milieu de culture pour les germes aérobies, ou étre en

profondeur pour les germes anaérobies. Pour un milieu solide, on peut déterminer des colonies
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« la forme, la taille, la couleur » alors que la formation d’un trouble traduit I’aspect des colonies

dans le milieu liquide (Guirad, 1998).

0,

% Etude microscopique

C’est principalement 1’utilisation de la technique de coloration de Gram : doit son nom
au bactériologiste Hans Christian Gram, 1884, elle permet 1’étude microscopique des bactéries
mortes apres fixation et coloration. La coloration de Gram permet de différencier des bactéries
dites Gram positives de bactéries dites Gram négatives (Blanchot et al., 2019).

L’observation des germes a leur état vivant permet aussi de mettre en €vidence 1’absence
ou la présence de bactéries ainsi que leur abondance, déterminer la morphologie et le mode
d’assemblage des bactéries Pour identifier et classer les bactéries on doit passer par un examen

morphologique (lecture morphologique) (John, 1993).

Pour faire des recherches microbiologiques, les prélevements nécessaires doivent étre
effectués dans des conditions d’asepsie rigoureuse. Et Pour effectuer de bonnes recherches,
nous avons choisi la méthode d’Examen direct a I’état frais. Cette technique se réalise en 7

étapes selon le protocole décrit par Prescott et al. (2003) :

1. Réalisation d’un frottis : sur une lame propre de microscope a partir d'une suspension
bactérienne : on étale la suspension afin de I'homogénéiser et d'éviter d'avoir un culot
au fond du tube. A l'aide d'une anse stérile (en le passant sous le bec benzene), on préléve
un peu de la solution bactérienne en plongeant le fil de platine de I’anse dans le tube a

essali.
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2. On dépose ensuite ce prélevement au milieu de la lame en faisant des rotations « 1 a 2
Cm ». Le frottis réalisé doit étre mince et homogene, étendu sur la lame sans toucher les
bords.

3. Onprocede a la fixation du frottis au-dessus de la flamme puis on enflamme la lame ou
on passe directement 3 fois la lame dans la flamme du bec Bunsen. Ne jamais chauffer
la lame brutalement. La fixation est pour le but de tuer les bactéries, fixer leur structure

cytologique, et les faire adhérer a la lame.
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4. La coloration au violet de Gentiane (colorant basique) : la lame est plongée pendant
1 min (En fonction de la concentration) dans la coloration au violet de gentiane. Toutes

les bactéries sont colorées en violet puis rincer a I'eau distillée.

5. Mordancage au lugol (solution iodo-iodurée) : étaler le lugol et laisser agir 1 mn ;
Rincer a I'eau distillée. Cette étape permet de stabiliser la coloration violette.

6. Décoloration a I'alcool : verser goutte a goutte dalcool sur la lame inclinée
obliquement. Surveiller la décoloration (5 & 10 secondes). Le filet doit étre clair a la fin
de la décoloration. Rincer sous un filet d'eau distillée. L'alcool pénetre dans la bactérie.
La coloration au violet de Gentiane disparait. Les bacteries décolorées sont des bacteries
Gram-. Si l'alcool ne traverse pas la paroi, on est en présence de bactéries Gram+. C’est
I’étape clé.

7. Contre coloration avec de la Fuchsine ou de la Safranine : laisser agir 1 minute.
Laver doucement a l'eau déminéralisée. Secher la lame sur une platine chauffante a

40°C, 10 a 15 mn. Les bactéries Gram- sont colorées en rose (Annexe 1V).

8. Mise au point : elle intervient suite aux huit étapes citées ci-avant et se déroule comme

suit :

* Repérer les bactéries a I’objectif x40.

* Déposer une goutte d’huile & immersion sur le frottis.

» Faire la mise au point en forte luminosité (condensateur levé et diaphragme ouvert)
objectif x100.

» Se placer dans un endroit ou la répartition des bactéries est homogeéne et la coloration

nette. Eliminer les lames dans le bocal déchets non infectieux.

L’étape derniére consiste a I’observation et la lecture : On peut noter la morphologie des
bactéries et la coloration de celles-ci : les bactéries violettes sont dites Gram positives, celles

qui sont roses sont dites Gram négatives.
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%+ Etude biochimiques

Afin de mettre en évidence le caractére biochimique, la recherche des enzymes est nécessaire

Trés importants, on peut distinguer des bactéries trés apparentées. On recherche la
présence d’enzymes (oxydase, catalase et coagulase chez S. aureus), la dégradation de I'urée,
de I’esculine. La transformation du lactose et la production de gaz, I’utilisation de différents

sucres comme source de carbone, I'utilisation du citrate, la production d’acétoine.

Pour identifier le genre, on va rechercher la présence de deux enzymes : catalase et oxydase.

v Test de la catalase
L<activité catalytique permet la dégradation de 1’ecau oxygénée H202 en oxygene Oz et en
eau H20O. Elle est mise en évidence en émulsionnant une a deux colonies de I’isolat de la souche
a tester dans une solution fraiche d’eau oxygénée a 10 volumes. Pendant la respiration aérobie,
certaines bactéries produisant du Peroxyde d’hydrogéne. Celui-Ci est tres toxigque et certaines
bactéries sont capables de le dégrader grace a des enzymes qu’elles synthétisent et notamment
la catalase. Le gaz dégagé est sous forme de mousse, traduit la décomposition de ’eau oxygénée

sous l‘action de I‘enzyme a tester (Guiraud, 2003).

Réalisation de la technique

O Sur une lame propre et séche, déposer une goutte d’eau oxygénée.
O A l'aide d’une anse de platine stérile, ajouter une quantité suffisante de culture

bactérienne.

O L’observation est immédiate : Les bulles correspondent au dégagement de gaz d’O2 Si :
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on observe I’apparition de bulles, on dit Catalase positive. S’il n’aura aucunes bulles on

déduit que c’est une catalase négative.

v' Test oxydase
Le terme oxydase désigne une enzyme recherchée en bactériologie systématique
principalement les bactéries a Gram-, on dit qu’une bactérie a oxydase +, si un fragment de
culture est capable d’oxyder la forme réduite un réactif incolore N-méthylés du

paraphénylénylenediamine en réactif semi quinone rose violacé (Kovacs et al., 1995).

Réalisation de la technique

O A Tl’aide d’une pince flambée placer un disque non imprégné sur une lame porte objet.

O Déposer une goutte de réactif sur le disque non imprégné,

O Choisir une colonie bien isolée et représentative de la culture fraiche a tester. Prélever

la colonie choisie a I’aide d’une pipette pasteur stérile et boutonnée.

I1 est nécessaire d’éviter I'utilisation de I’anse de métal (a ’exception du platine), car le métal

peut étre recouvert d’un oxyde et cela peut provoquer des réactions faussement positives.

O Frotter doucement la colonie sur le disque et observer 1’apparition d’une coloration
violette dans un délai de 30 secondes. La coloration bleu foncé a violet interprété par la

réaction positive. Alors que la réaction négative caractérisée par I’absence de coloration.

I1 est important d’utiliser des contrdles dans le but de valider les résultats obtenus et les

techniques de manipulation. Pour I’identification d’espece, on a constaté aux tests suivants :

Escherichia coli

v Mannitol Mobilité
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L’ensemencement du milieu s’est fait par piqlre centrale jusqu’au fond du tube avec la
souche a tester a I’aide d’une anse de platine (fil droit sans boucle). Incubation a 37 °C durant
18 a 24 hrs.

Lecture
% Mannitol + : virage de couleur (vers le rouge)

% Mannitol - : reste jaune

v' Citrate de Simmons « CS »

C’est un milieu gélosé utilisé pour I’identification des entérobactéries par I’utilisation du
citrate comme seule source de carbone. Elle est recommandée par Ewing et Edwards pour
différencier les entérobactéries d’aprés I'utilisation ou non du citrate comme seule source de
carbone. Ce milieu est en fait une forme solide du milieu au citrate de Koser qui, a I’origine,

avait I’inconvénient de donner une fausse apparence de croissance avec un inoculum riche.

L’addition du bleu de bromothymol dans le milieu I’a nettement amélioré (Bey, 2013).

Technique
Ce milieu peut étre utilisé aussi bien en tube gélosé incliné qu’en boite de Pétri. Dans les deux

Cas :

“+ Ensemencer Iégerement la surface du milieu par stries et pour les tubes en pente jusque

dans le culot.

¢ incuber 48 hrs & 37 °C en anaérobiose.

Lecture
%+ CS positif : virage du milieu du vert au bleu brillant
%+ CS négatif : pas de changement de couleur « vert »

v' Triple Sugar lron « TSI »

Le milieu TSI est un milieu glucosé saccharose, contenant du citrate de fer ammoniacal.
C’est un milieu que permet la mise en évidence de plusieurs caractéres biochimiques. Il est tres

utilisé dans I’identification des Enterobacteriaceae (Hajna, 1945).
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Technique

R

% La surface est abondamment ensemencée a la surface par stries serrées ou par
inondation, puis le culot par simple piqire, a I’aide de la méme pipette boutonnée. Il
est important de ne pas oublier de dévisser partiellement le bouchon afin de permettre
les échanges gazeux.

R

% Incuber a 37 "C pendant 24 hrs en anaérobiose. Lecture

Les résultats possibles se produisant selon la maniére suivante :

Le culot

7/
o

Couleur jaune : glucose positif

%+ Couleur rouge ou inchangé : glucose negatif

7/
o

Couleur noir ou fissures : formation de sulfure d’hydrogene

X4

Bulles ou fissures : formation de gaz a partir du glucose

L)

La pente de la gélose

7

%+ Couleur jaune : lactose et / ou saccharose positif

%+ Couleur rouge : lactose et / ou saccharose négatif

I1 existe plusieurs classes de bactéries en fonction de leurs rapports avec ’oxygene : les
bactéries aérobies strictes « ne développent qu’en présence d’O2 », les bactéries
microaérophiles « se développent mieux ou exclusivement lorsque la pression partielle d’Oz2 est
inférieur a celle de I’air », les bactéries aéro-anaérobies facultatives « se développent avec ou

sans air », et les bactéries anaérobies strictes « ne se développent qu’en absence totale d’O2 ».
9

v Viande Foie « VF »

53



Chapitre | Matériel et Méthodes

Le milieu viande foie est un milieu de culture sert a la détermination du types respiratoire
des bactéries donc définir son comportement vis-a-vis du dioxygéne.

Technique

Le VF est principalement utilisé en tube profond

»  Régénérer pendant 20 mn au bain d’eau bouillant « élimination des gaz dissous pour la

L)

création d’un gradient partiel en O2 » ;

* Ensemencer, a I’aide d’une pipette Pasteur fermée et chargée en remontant en spirale

L)

dans la gelose. Le tube doit étre en surfusion (45°C) ;

¢ Solidifier, puis mettre a ’étuve 24 hrs a 37 °C.

Lecture

Apres 24 hrs d’incubation a 37 °C, on observe un trouble a quel niveau du tube il y a eu culture

*,

» Culture a la surface : Type aérobie strict.

‘0

% Culture partout sauf a la surface : Type anaérobie strict.

%

*

Culture dans tout le tube : Type aéro-anaérobie facultatif.

e

*

Culture qu’a un endroit précis du tube : Type microaérophile.

v" Test ’ONPG

Ce test est réalisé lors de I’identification de trés nombreuses bactéries (Gram + et -)
destiné a la révélation de la B-galactosidase des entérobactéries. Cette derniére est une enzyme
qui intervient dans le métabolisme du lactose. Elle n’est synthétisée par la bactérie que lorsque

celle-ci est en présence de son substrat : c’est une enzyme inductible.
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On utilise un substrat synthétique : I’artho-nitro-phényl-galactoside, abrégée en ONPG
incolore, de structure proche du lactose et capable de pénétrer dans la bactérie sans perméase.

L’utilisation du lactose par la bactérie requiert deux enzymes :

* La lactose-perméase qui permet au lactose de pénétrer dans la bactérie.

» LaB-galactosidase qui catalyse I’hydrolyse du lactose en galactose et de I’arthonitro-

phénol (ONP), exprimé par la réaction suivante :

B-galactosidase

ONPG ONP + Galactose
Produit Produit
incolore jaune

La recherche de la B-galactosidase ne présente d’intérét que pour les bactéries lactose - .

En effet, toutes les bactéries lactose + sont B-galactosidase +.

Ensemencement

‘0

Une suspension épaisse de bactéries est réalisée en eau distillée ;

D)

e

%

Un disque d’ONPG est déposé dans cette suspension ; <* Incubation 30 mn a 37
°C puis lecture.

Lecture

K/

AS

% Milieu jaune : ONPG +

K/

AS

Milieu sans couleur : ONPG -

V-6.3.2 Staphylococcus aureus
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v Lagélose ADN ase

Certaines bactéries sont capables d’hydrolyser I’acide désoxyribonucléique en
Nucléotides et/ou poly-nucléotides grace a une enzyme dite désoxyribonucléase (ADN ase)
(Brian-Jaisson, 2014).

Technique

R

% A partir dune culture pure et fraiche, prélever les colonies suspectes et les

L)

ensemencer a la surface de la gélose & ADN en strie unique.

X4

Incuber a 37°C pendant 24 hrs.

L)

% Apres I'incubation, inonder la surface du milieu avec ’'HCL.

7/
o0

Laisser agir une minute.

Lecture

ADN + : Lorsque I’ADN est hydrolysé, un halo clair est visible autour de la strie et le reste
de la boite reste opaque.
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v' Test de coagulase

Selon 1SO 5944 (2001), La coagulase libre est une enzyme extracellulaire, capable de
coaguler le plasma humain ou de lapin. Elle réagit avec une coaguline plasmatique proche de
la prothrombine dans le plasma, et former un complexe nommé staphylo-thrombine qui

convertit le fibrinogéne en fibrine.

La coagulase a la propriété de provoquer la coagulation du plasma selon la réaction suivante :

Coagulase
Prothrombine ———— thrombine (complexe coagulase — thrombine)

Fibrinogene + H20 = fibrine + peptide  (polymérisation en caillot)

Préparation de I’émulsion de jaune d’ceuf

Technique

¢ Prendre I’ceuf de poule, le rincer et le désinfecter ;
% Séparer les jaunes des blancs, les mélanger avec 04 fois leurs volumes d’eau

physiologique stérile ;

% Faire chauffer le mélange au bain-marie a 48 °C pendant 2 heures. « avec chaque 02 a

05 mn les agiter » ;

% Le refroidir a +3 °C pour 24 heures, afin de laisser se former un preécipiteé ;

s+ Ajouter 0.2 g de Tellurite de potassium ;

% Apres décantation, utiliser le liquide « surnageant » ;

% Prélever 6 ml de surnageant et I’ajouter au milieu BP déja préparé dont le volume de

celui-ci égal a 90 ml ;

% Préparer le BHIB « Brain Heart Infusion Broth ».

Ensemencement sur BP + Jaune d’ceuf

% Prélever une goutte de la suspension bactérienne a 1’aide d’un écouvillon ;
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% Strier sur la gélose de BP + Jaune d’ceuf; <+ Incuber les boites a 37 °C pour 48 hrs.

Ensemencement sur le BHIB
% Apres incubation des boites couleur par BP + Jaune d’ceuf, les colonies caractéristiques
et similaires sont prélevées a I’aide d’une pipette pasteur stérile et boutonnée et ont

ensemencé dans un tube contient un bouillon BHIB « en raison de 05 tubes » ;

R

% Incuber les tubes 24 heures a une température voisine a 37 °C.

Recherche de coagulase

% Apres incubation, les colonies caractéristiques vont racler a ’aide d’une pipette pasteur

stérile et boutonnée ;

7

% Dans un tube a hémolyse contient un plasma de lapin, ajouter une colonie prélevé ;
agiter le tube doucement ;

¢+ Attendre 10 a 20 mn pour voir le résultat, sinon on les ré-incube pour la derniére fois a
37 °C pour 4 a 24 hrs.

Lecture

% Coagulase + : coagulation du plasma

%+ Coagulase - : absence de coagulation

La réaction est considérée comme positive (coagulase positive) lorsque le coagulum
occupe les % du volume initialement mis en jeu. En principe, la coagulation se manifeste en
moins de 3 heures et le plus souvent le caillot adhére aux parois du tube.
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1.4.3.2 Aromatogramme

Les antibiotiques sont des substances naturelles produites par les bactéries du sol et
certains champignons, qui a de faibles concentrations agissent sur les bactéries sans étre

toxiques pour I’homme.

Les premiers agents bactériens utilisés chez I’homme furent les sulfamides découverts en
1937. Le premier antibiotique a été découvert en 1928 par Alexander Fleming et introduit en
thérapeutique en 1941, c'est la célébre penicilline G, produite par un champignon. Ces ATP ont
une origine naturelle, s’ils sont extraits d’organismes vivants. Ils peuvent étre obtenus par
synthése chimique totale ou partielle. Chaque ATB est caractéris¢ par un mode d’action

specifique.

Le phénomeéne de résistance est un phénomene géneral observé pour toutes les espéces
bactériennes rencontrées chez I’homme (Sehksokh et al., 2008). Une seule bactérie peut
résistante plusieurs familles d’antibiotiques en méme temps c’est les multi-résistances (lserin,
2001). Ce pouvoir d’adaptation se manifeste par leur capacité a acquérir de nouvelles propriétés
(Kheyar et Meridja, 2014).

L’action bactéricide et antiseptique des essences naturelles est établie depuis des
millénaires. En diffusion atmosphérique les huiles essentielles ont le pouvoir de détruire en une
demi-heure toutes les moisissures et les staphylocoques et de diviser par 50 le nombre des

colonies microbiennes, selon les travaux du professeur Griffon en 1963 (Zhiri, 2005).

En 1887, Chamberland a étudié I’activité des huiles essentielles d’origan, de girofle, de
cannelle sur Bacillus anthracis : le bacille du charbon. En 1919, Gatefosse, le pére de

I’aromathérapie codifie le pouvoir bactéricide des huiles essentielles et fournit des indications
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thérapeutiques (Anton et al., 2005). En 1930, Rideal et Walker établissent le coefficient
phénol, le pouvoir bactéricide de chaque huile essentielle aromatique est comparée a celui du
phénol, chimiquement, les ATB sont constitués d’une molécule unique, les essences pour la
plupart, sont constituées de multiples molécules leur conférant des propriétés variées (El haras
et al., 2013).

A Dorigine, les ATB sont également issus d’étres vivants, mais principalement de moisissures
hétérotrophes tirant leur énergie de la dégradation de substances organiques. Les essences, elles
sont issues du metabolisme de plantes supérieures chlorophylliennes et autotrophes (Boutabia
et al., 2016 ; Laurent, 2017).

La molécule synthétique (ATB) permet seulement une action bactériostatique ou
bactéricide. L’HE va au-dela et agit parallelement sur I’organisme tout entier, outre I’apparition
de phénomeénes d’antibiorésistance et la création de souches bactériennes mutantes redoutables,
certaines molécules antibiotiques présentent une toxicité sévere. Les HEs utilisées selon des
normes precises, donnent lieu a des « effets secondaires bénéfiques » (Moran et al., 2006 ;
Goetz et Ghedira, 2012) a I’ensemble de I’organisme et la flore symbiotique est respectée. Enfin
le systéeme immunitaire voit son activité modulée dans le sens favorable a la défense, il est bon
de savoir que les HEs (Klevens et al., 2007) donc ont un pouvoir antiseptique, leur principale
activité, qui s’exerce sur les bactéries pathogénes et sur des germes antibiorésistants (Klevens

et al., 2007).

Définition

Le mot « aromathérapie » qui vient du latin aroma, « aromate » et du grec therapeia, «
traitement ou soin », est un terme crée en 1928 par le chimiste frangais René-Maurice Gattefossé
accidentellement qu’il découvrit les propriétés de guérison de la lavande apres s’étre brulé lors
ses expériences. Le seul liquide qu’il avait a portée était une cuve rem-guérissant trés vite et
sans laisser de cicatrice (Abdel-Moneim et Aboel-Atta, 2009).
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L’aromathérapie se fonde sur des connaissances botaniques précises. Elle correspond, a
I'utilisation de la seule fraction aromatique des plantes afin de parfumer, prévenir ou soulager
des symptomes d’ordre physique ou nerveux (Drancourt, 1998). Elle se différencie de la
phytothérapie qui elle, utilise ’ensemble de la plante. C’est une “biochimiothérapie” naturelle
qui repose sur la relation existante entre les composants chimiques des HEs et les activités
thérapeutiques qui en découlent (Bruneton, 1993).

L’aromathérapie scientifique ou aromatologie est 1’étude des huiles essentielles. 11 s’agit
d’une science qui recourt a une méthodologie rigoureuse et se base sur des donnees
scientifiques solides, confirmées par la clinique et par de nombreux tests en laboratoire. C’est
une thérapeutique naturelle de qualité, et qui compléte trés bien toutes les autres approches
alternatives ou allopathiques (Baudoux, 2008).

Principe

De nombreuses ¢tudes sont intéressées a 1’étude de I’association des antibiotiques
et des huiles essentielles in vitro pour surmonter les problémes de résistance et des effets
secondaires associés aux médicaments, ces recherches révelent une synergie intéressante
entre les antibiotiques et les huiles essentielles étudiées (Fabre et al., 2010). Et de ce fait,
I’objectif de notre étude est de mettre en évidence l'activité antibactérienne d’HE de Laurier
noble et de I’extrait aqueux sur E. coli et S. aureus. On a suivi les étapes suivantes (Donnio et
al., 2010) :

La préparation de I’inoculum est la premiére étape ainsi que les souches bactériennes

doivent étre jeunes et en phase de croissance exponentielle.

Deux a trois colonies similaires bien isolées sont déchargées dans un tube a essai stérile
contient de I’eau physiologique stérile. Apreés homogénéisation de la suspension bactérienne a
I’aide d’un vortex, la standardisation a 10’ UFC / ml a été réalisée par spectrophotométre réglé

sur une longueur d’onde de 620nm. La Densité optique obtenue doit étre comprise entre 0.08
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et 0.1 ce qui correspond & une concentration de 10° & 108 UFC / ml selon Mc Ferland
(Fig. 10).

Figure 10 : Standardisation de I’inoculum

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles a été réalisée par la
méthode de diffusion en milieu gélosé (Aromatogramme), méthode décrite par Vincent (1991)
et revue par Djilan et Deko (2012). Le principe de I’aromatogramme est inspiré de
I’antibiogramme, il consiste a tester la sensibilité des souches bactériennes par la diffusion de

I’essence sur le milieu solide dans une boite a Pétri.

L’apparition et ’importance du diamétre de la zone d’inhibition refléte I'impact des HEs
sur les souches bactériennes. Ainsi, ces derniéres seront qualifiées de sensibles ou trés sensibles,

ou résistantes.

Ensemencement et application des disques

L’ensemencement a été réalisé par écouvillonnage et, en procédant comme suit :
- Le milieu MH (Mueller Hinton) a €té coulé dans des boites de Pétri en surfusion et

laissé solidifier ;
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- Aprés la solidification, un écouvillon stérile a été plongé dans la suspension
bactérienne puis légérement essoreé ;

- L’¢étalement a été fait a I’aide de cet écouvillon sur la surface de la gélose en tournant

la boite 3 reprises a 60° afin d’assurer une bonne distribution de I’inoculum.(Fig.11)

Figure 11 : Ensemencement sur MH

Sur la base de la variation des rendements en HE de Laurier extraites, dans cette

prospection I’aromatogramme est bas¢ sur I'utilisation d’HEL séché a I’air libre et pure.

Dans chaque boite de Pétri, nous avons déposé quatre disques de 6 mm imbibés de 10ul

de chaque solution a tester et le témoin est imbibé seulement par I’eau physiologique stérile ;

De préférence les disques imbibés est de les laisser reposer un certain moment (environ

30 min) (Festy, 2004). L’incubation des boites a été faite a 1’é¢tuve a une température de 37 °C
pendant 24 hrs. Ces étapes sont illustrées comme suit (Fig. 12) :
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=

Figure 12 : les étapes d’aromatogramme “HE”

Lecture

Les diametres des zones d’inhibition lorsqu’elles existent ont été mesurés a ’aide d’un
pied a coulisse. Ces derniers ont classé la substance testée selon le diametre de la zone
d'inhibition (D) de la croissance microbienne en cing classes (Ouis, 2015) :

Non inhibitrice : D <10 mm
Légerement inhibitrice : 11mm <D <16 mm
Modérément inhibitrice : 16 mm <D <20 mm

Fortement inhibitrice : 21 mm <D <29 mm

AU N NN

Tres fortement inhibitrice : D >30 mm
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11.1 Détermination du rendement
On a extrait I’huile essentielle de laurier noble a partir des feuilles, en différents états. Le

temps d’extraction €tait environ trois heures pour chaque échantillon.

a. Etat frais
Les résultats du calcul des rendements des feuilles Fraiches du Laurus nobilis montrent

clairement que le pourcentage en huile essentielle des feuilles est (0.16 %). b. Etat sec

Les résultats du calcul des rendements des feuilles seches du Laurus nobilis montrent
clairement que le pourcentage le plus ¢levé en huile essentielle des feuilles seches a I’air libre
est 0.83 %, suivant par 0.42 % et 0.35 % pour les feuilles séchées par étuvage a température
basse et élevee.

Nous avons obtenu un rendement qui varie entre 0.16 allant a 0.83 % sur les différentes
opérations d’extraction qu’on a réalisées. Les feuilles séchées a I’air libre prennent le plus grand
pourcentage suivant par les feuilles séches par étuve a une température basse, puis étuvées a

une température €levée et enfin les feuilles qui sont a 1’état frais.

La variation de rendement en huile essentielle des feuilles de laurier noble a différents

¢tats est représentée par 1’histogramme qui suit (Fig. 13) :
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T : Température °C
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Figure 13 : Variation de rendement en fonction d’état des feuilles de laurier noble

Selon la norme francaise « AFNOR (1996) », la pharmacopée européenne, (2008) et «
I’AFSSAPS (2008) », le rendement de I’espéce étudiée est & son maximum en période de
floraison, le climat, la zone géographique, la génétique de la plante, ’organe utilisé de la plante,
la période de séchage et la méthode d’extraction employée, etc..., sont aussi de facteurs pouvant

avoir un impact direct sur le rendement en HE (Ouafi et al., 2017).

11.2 Activité antibactérienne
v" Purification

La purification des souches a été faite par le repiquage successif des colonies (Fig. 14).

E. coli S. aureus

Figure 14 : Résultats de purification des bactéries

11.2.1. Confirmation des bactéries

v" Observation macroscopique
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Aprés 24 hrs d’incubation a 37 °C, I’examen macroscopique des colonies bactériennes

est consigné dans le tab. 06.

Tableau 06 : Aspect des colonies bactériennes

Bactéries Caractere des colonies
E. coli Jaunatre ; lisse ; arrondie ; et translucide
S. aureus Doré ; lisse ; ronde ; et bombées

v Observation microscopique

Etats frais

L’état frais des bactéries permet ’observation de la mobilité des bactéries étudiées. E coli
est mobile alors que le S. aureus immobile (Figs. 15 et 16).

% {,‘::, N

: T X < - .

‘f:‘\ -R" ;y‘ » ,t‘l'
X 40 X 100

Figure 15 : Aspect de I’état frais d’E. coli

69



Chapitre 11 Résultats et discussions

X 100

Figure 16 : Aspect de I’état frais de S. aureus

¢ Notre examen de 1'urine entre lame et lamelle a I’objectif x 40 a permis 1’observation de
leucocytes, d’ hématies, de cristaux et de quelque germes en forme de cocci ou de
bacilles. Le mouvement des bacilles conclu par la mobilité des souches E. coli (Girard et
al., 2006 ; Janvier et al., 2008 ; Mattioni et al., 2014).

s L’examen microscopique du prélévement de plaie buccale entre lame et lamelle a
I’objectif x 40 nous permis 1’observation de I’immobilité des germes en forme de Cocci

€n amas.

Dans le but de confirmation de la mobilité de nos souches bactériennes nous avons

constaté a utiliser le milieu Mannitol Mobilité (MM), dont Les résultats sont :

C’est une gélose molle conditionnée en tube et qui permet d’étudier la fermentation du mannitol
et la mobilité des germes.

En ce qui concerne la mobilité les bactéries mobiles ont diffusé a partir de la ligne
verticale d’ensemencement en créant un trouble, et nous avons I’exemple comme : Escherichia
coli. Alors que Les bactéries immobiles ont uniquement poussé le long de la strie

d’ensemencement : Staphylococcus aureus.
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Coloration de Gram
Apres coloration de Gram de nos souches, nous avons obtenu les figures (Figs.17 et 18) et

Tableaun®7 :

X 40

Figure 17 : Observation microscopique de coloration de Gram d’E. coli

X 40

Figure 18 : Observation microscopique de coloration de Gram d’E. coli
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Tableau 07 : Résultats de coloration de Gram des souches bactérienne E. coli et S. aureus

FORME GRAM GROUPEMENT
E. coli i - Isolés
Bacilles Homogéne
+ Regroupées en
S. aureus Coques Homogene Chaine

Les bacteries présentent toutes une paroi constituée d'une substance, la muréine qui est
un peptidoglycane. Celle-ci est recouverte par une membrane externe chez les bactéries G -,
tandis que les bactéries a G + en sont dépourvues. En se référant a la couleur de la paroi, on
peut les classer soit dans les G + ou les G -. La forme de la paroi permet ainsi la reconnaissance
de la morphologique et du mode de groupement des bactéries en vue de renseigner sur l'ordre

dont font partie les bactéries étudiées (Festy, 2004).

Ainsi, la paroi des bactéries G + étant épaisse, est composée d'une quarantaine de couches
de peptidoglycane ne permettant pas a l'alcool de la traverser tandis que la paroi des bactéries
a G —n’étant formée que d'une seule couche de peptidoglycane ; ce dernier empéche I’acces de
la couleur violette a I’intérieur de la bactérie Gram+, cette couleur en présence de I’alcool sur

la superficie de la paroi est a I’origine de sa décoloration (Fig. 19) (Blanchot et al., 2019).
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Membrane externe >
A Peptidoglycane -
< Espace periplasmique ®

Membrane cytoplasmique

Gram
négatif

Gram
positif

Figure 19 : La membrane externe des bactéries Gram+ et Gram- (thomas B et al., 2019)

++ Etude biochimique

v" La recherche de la catalase

La recherche de I’enzyme catalase a été réalisée par la dissociation d’une colonie isolée

dans des gouttes de I’eau oxygénée. La présence d’une catalase se traduit par la formation des

bulles d’oxygéne (Annexe 1V) (Bey, 2013).

Les résultats sont positifs montrent I’apparition des bulles d’oxygeéne se traduit par la
dégradation de I’eau oxygénée (H202) en eau et oxygéne (Reiner, 2010).

H202 H20 + O2

v La recherche d’oxydase

La recherche de ’enzyme oxydase a été effectuée sur les souches par I’ajout d’un disque

d’oxydase a une suspension bactérienne (Annexe V).
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Il est a noter qu’aucune des souches étudiées possedent ’enzyme Oxydase, d’ou leur
incapacité d’oxyder le réactif N-méthylés du para-phénylénylénediamine, ce qui entrave sa
transformation en réactif semi quinone ce qui explique I’aspect incolore de la bactérie (Kovacs
et al., 1995).

La détermination des caractéres biochimiques est indispensable pour I’identification
précise des genres et des especes bactériennes. Dans notre travail nous avons utilisé la

macrogalerie pour nos espéces et les comparent aux résultats des souches de référence.

A. E. coli

Les résultats sont représentes dans le tableau 08

Tableau 08 : Résultats des tests d’identification biochimique de I’E. coli

Tests E. coli « reférence »| E. coli «isolée »
CIT - -
GLU + +
H.O - -
MAN + +
ONPG + +
SAC - -
URE - -

Le signe (-) : négatif Le signe (+) : positif
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v Le milieuM C

Apres ensemencement sur Mac Conkey, a I’étuve a 37 °C d’incubation, nous avons observeé au
bout de 24 heures la formation de colonies rondes rouges, bombées, et lisse sur ce milieu
entourées par un halo opaque (Fig. 20). La couleur rouge de colonies induites que les trois
souches d’E. coli sont a Lactose +.

La présence des colonies sur le MC nous a permis la présence des souches d’E coli « le cas de
confirmation de la coloration de gram » : le MC contient des agents sélectifs qui freinent le
développement des bactéries a G +.
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.
S~

Figure 20 : Observation macroscopique des colonies sur MC

v La recherche de type respiratoire

L’utilisation de milieu VF permet la mise en ceuvre du type respiratoire des especes
étudiées « E. coli » (Fig. 21).

Figure 21 : Observation macroscopique des colonies sur VF
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Aprés incubation, La culture bactérienne est dans les zones aérobie et anaérobie qui se
caractérisent par la production du gaz, en présence et en absence d’O> et pour ce fait on déduit
que la souche bactérienne a un type respiratoire de type Aérobie-anaérobie facultatif avec
production de gaz.

Les résultats qu’on a obtenus sont représentés dans le tableau 09

Bactéries Type respiratoire

E. coli Aéro-anaérobie facultatif

v Le milieu MM

Apreés incubation du milieu, le milieu mannitol mobilité est devient jaune doré, caractérisé

par un trouble au milieu du tube avec I’apparition d’un anneau rouge.

Les souches d’Escherichia coli ont fermenté le mannitol et le réduise en mannose ce qu’il
montre a travers 1’indicateur de couleur en jaune doré. Dont la fermentation du mannitol a été

matérialisée par un virage du milieu au jaune et la dégradation représenté par I’anneau rouge.

Le trouble est due par le mouvement des bactéries dans le milieu, elles peuvent se
déplacer dans la gélose moule : Etude de mobilite.

v" Le milieuCS

Le résultat de citrate de Simon est négatif, la couleur verte de milieu montre que les
souches d’E coli n’utilisent pas le citrate comme une seule source de carbone, donc elles sont

incapables d’alcaliniser le milieu (Fig 22) (Bey, 2013).
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Figure 22 : Aspect de milieu CS des souches d’E. coli

v" Le milieu TSI

Le resultat en TSI est positif (Fig. 23), les indicateurs du milieu étant +, il se caractérise par :

Le culot

¢+ Couleur jaune : glucose positif
¢+ Couleur noir ou fissures : formation de sulfure d’hydrogéne

¢+ Bulles ou fissures : formation de gaz a partir du glucose

La pente de la gélose

¢+ Couleur jaune : lactose et / ou saccharose positif
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Figure 23 : Aspect de milieu TSI

Le H20 étant positif et se manifestant par la formation des bulles entraine le noircissement
du culot (initialement jaune témoin de la présence du glucose+, saccharose+ et_lactose+), ce
qui en soi indicateur de la fermentation de ces trois sucres et la formation de sulfure
d’hydrogene (Hajna, 1945).

v' Le milieu ONPG

Les souches d’Escherichia coli étant toutes pourvues de la B-Galactosidase, elles ont

donné un résultat positif. Le milieu utilisé virant ainsi au jaune, cet ONPG est + (Fig. 24).
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Figure 24 : Aspect du test positif d’ONPG

B. S. aureus

Tableau 10 : Résultats d’identification biochimique de S. aureus

Tests S. aureus « référence »| S. aureus « isolé »
ADN ase + +
Coagulase + +

v" Le milieu AND ase

Apres incubation et avant I’ajout d’HCI, I’apparition des aspects d’ADN des souches de

S aureus « isolé » est clairement exposée dans le milieu ADN ase. Apres 1’addition du produit

HCI, on a observés un halo clair autour de la culture (Fig. 25) (Blair et Emerson, 1967).
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Avant I’ajout de I’HCI

Apres I’ajout de 'HC1

Figure 25 : Observation macroscopique de I’AND ase de S. aureus

La zone d’hydrolyse a été observée par ’addition d’acide chlorhydrique a la surface du

milieu, ce qui provoque la précipitation de I’ ADN et I’opacification du milieu (Guiraud, 2003).

v' Coagulase

Le test coagulase est considéré comme un test clé d

’identification des souches de

Staphylocoque, ce test est utilisé pour différencier les Staphylocoques a coagulase + de celles

qui ont un coagulase - (ISO 5944, 2001 ; Kenneth et al., 2003).

B.2.1 Observation macroscopique de BP + Jaune d’ceuf
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L’apparition des colonies noires briontes entourées par un halo clair est due a la
dégradation du Tellurite et du jaune d’ceuf par la souche étudiée « S. aureus » (Fig. 26)
(ISOFDIS 6888-2).

| \

Figure 26 : Aspect macroscopique des colonies de S aureus sur BP + Jaune d’ceuf

Coagulation du plasma

Les résultats de notre étude sont pratiquement positifs (Fig. 27), la coagulase libre
intervient dans la constitution des complexes staphylo - thrombines et que le caillot permet aux
bactéries qu’il contient de se protéger contre la phagocytose (ISO 5944, 2001 ; Krammer et
Farabaugh, 2007), et qui déduit a la fin que la souche inconnue appartient au S aureus a
coagulase +.
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Figure 27 : Résultat de coagulation de plasma de lapin

L’identification bactérienne est une étape trés importante dans le diagnostic d’une
maladie, elle consiste a reconnaitre le microorganisme inconnu, a le placer dans un taxon connu

et enfin a déterminer I’agent pathogene responsable de cette maladie.

Les maladies liées aux infections causées par certaines bactéries sont courantes et
I’identification des germes impliqués est fondamentale dans le diagnostic posé¢ dans les
laboratoires d’analyse de biologie médicale. La démarche de I’identification repose sur les
moyens classiques. Ces derniers sont utilisés depuis longtemps ; notre principe d’identification
repose sur les moyens classiques : il s’agit en pratique d’effectuer un examen microscopique et
macroscopique et une macro-galerie biochimique. Il convient ensuite de comparer les différents

caracteres morphologiques et biochimiques de 1’espéce inconnue avec une espece déja décrite
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(une souche type). Ces résultats concordent bien avec ceux qui I’ont obtenu dans la littérature
(Drancourt, 1998 ; Kreusch, 2003).

VI1-5.1.4 Activité antibactérienne

Les zones d’inhibition ont été¢ mesurées précisément par un pied a coulisse sur un compteur

des colonies (Fig. 28).

Figure 28 : Méthode de mesure des zones d’inhibition

V1-5.1.4.1 Aromatogramme
L’activité antibactérienne de 'HE de Laurus nobilis pure a pu étre estimée en se basant
sur les diamétres de la zone d’inhibitions mesurée précisément par un pied a coulisse (Figs. 29,

30 et 32), puis on les comparant a I'échelle donnée par Kheyar et Meridja (2014).
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Figure 29 : Aspect des zones d’HEL sur les souches de référence

Figure 30 : Aspect des zones d’inhibition d’HEL sur E. coli
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4

Figure 31 : Aspect des zones d’inhibition d’HEL sur S. aureus

Les diametres de ces derniers sont interprétés dans les tableaux suivants :

Tableau 11 : Résultats d’aromatogramme d’HE de Laurier sur E. coli « les diamétres sont

exprimes en mm »

E. coli « R »

E. coli « U »

E. coli «V »

HE pure 8.92

00

6.06

R : Référence U : prélevement a partir des urines V : prélevement vaginal

Tableau 12 : résultats d’aromatogramme d’HE de Laurier sur S. aureus « les diamétres sont

exprimes en mm »

S.aureus « R »

S. aureus « PB »

HE pure 12.98

7.53

R : Référence PB : prélévement de la plaie buccale
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Chapitre 11 Résultats et discussions

Les résultats obtenus montrent que I'HE possede un spectre d'activité plus large sur les
bactéries a Gram+ (staphylococcus aureus) que sur les bactéries a Gram- (Escherichia coli),
Celle-ci est due a la capacité de pénétration des composés actifs présents dans les huiles

essentielles au niveau de la paroi bactérienne.

Chez les bactéries a Gram négatif, la membrane externe constitue une barriere de
perméabilité efficace ; le lipo-polysaccharide, grace a ses charges négatives de surface empéche
la diffusion des molécules hydrophobes (Hogan, et Kolter, 2003). Cependant les bactéries a

Gram positif sont moins protégées contre les agents antibactériens, le peptidoglycane n’entrave

que la diffusion des poids moléculaires a 50KD (Kheyar et Meridja, 2014).

L’HE de Laurier noble posséde une notable activité anti-infectieuse. Celle-ci peut étre
considérée comme modérée en comparaison a d’autres HE, mais néanmoins intéressante en
thérapeutique. Par ailleurs, de nombreux travaux confirment son activité antibactérienne a
spectre large in vitro, par sa forte concentration en 1,8-cinéole associé notamment a 1’eugénol
ou son méthyl (Alili et Tantar, 2017).

Les Oxydes : Ont des propriétés antibactériennes et antivirales, parmi eux on trouve
1,8cinéole qui est le principale composant d’HE de laurier et qui stimule les glandes a mucine
ainsi que le mouvement des cils de la muqueuse de I’arbre respiratoire. Le role de ces molécules
est de dissoudre les complexes colloido-lipidiques des sécrétions afin de permettre la destruction
des germes qui y sont enfouis (Djilan et Deko, 2012)

L’HE de Laurier noble est couramment utilisée pour traiter les plaies buccales. Une étude
confirme son pouvoir anti-staphylococcique : elle a la capacité d’inhiber les souches buccales
de S. aureus avec une importante activité anti-biofilm. Elle pourrait ainsi avoir un role
prometteur dans la prévention des infections bucco-dentaires. En plus, in vitro, il inhibe
I’activité de ’a-glucosidase a plus de 90 % a la concentration de 7.5 pL/mL, par inhibition

compétitive (Khan et al., 2009)
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Chapitre 11 Résultats et discussions

L’ester d’huile essentielle de laurier correspond aux alcools qu’ils contiennent, 1’acétate
de linalyle dérivé du linalol est I’ester le plus fréquent nommé 1’ Acétate de terpényl (Djilan et
Dicko, 2012).
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Conclusion

Ce travail a été mené dans le cadre de I’étude de D’activité antibactérienne des huiles
essentielles de Laurier Nobel. Dans ce contexte nous nous sommes intéressées a extraire ’huile

essentielle des feuilles de Laurus nobilis L.

Hydrodistillation est une méthode de choix pour 1’extraction des huiles essentielles. Les

résultats obtenus indiquent que le rendement en huile essentielle estimé varie entre 0.16 et

0.83% pour 100 g des feuilles selon I'état utilisé.

Les tests d’activité antibactérienne réalisés in vitro par la méthode d’aromatogramme par
la technique de diffusion sur un milieu gélos¢, les résultats qu’on a obtenus ont démontré que
I’huile essentielle posseéde une activité inhibitrice sur toutes les souches testées, la sensibilité la

plus élevée a été donnée par S. aureus avec un DZI égale a 12.98 mm.

Dans cette perspective, notre travail vise a un objectif principal qui est 1’étude de I’effet
antibactérien des huiles essentielles de laurier noble sur les deux souches E. coli et S. aureus
pathogeéne ce qui revient a déceler les dessous de notre question de recherche « L’huile

essentielle du laurier a-t-elle un effet bactéricide ? ».

Au terme de notre étude, il s’est avéré que nos résultats issus des travaux des chercheurs relatifs
a notre theme évoqué traduisent que les huiles essentielles ont un effet antibactérien plus ou

moins important.
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ANNEXE | HUILE ESSENTIELLE DE LAURIER

L'huile essentielle extraite des feuilles est d'aspect liquide mobile limpide, de couleur jaune tres
péle a jaune, d'odeur aromatique, épicée, Sa particularité se présente sous forme de propriétés
anti-dégénérative, antibactérienne remarquables.

Le principal composant de I’huile de laurier est le 1,8-Cinéole, un éther de monoterpénes
cycligues. Ce compose est populairement connu comme eucalyptol. Les cineoles, possédant des
activités biologiques importantes (surtout pour le traitement des maladies des voies
respiratoires). lls sont volatils, symétriques monoterpeniques, et des éthers cycliques.

Principaux constituants : (FRANCHOMME P, PENOEL D., 2001)
Oxyde monoterpenique : 1,8-cineole (35 a 60 %)
Carbures monoterpéniques : a et B-pinéne (9 a 12 %), sabinéne (8 a 10%)
Alcools monoterpéniques : linalol (8 a 16%) ; a-terpineol (2 a 6%) ; terpinene 1-0l4
(2 2 4%)

Esters monoterpéniques : acétate de terpényle (9 a 12%)
Eugénol : (2 a 3%)
Allylpropénylphénol : méthyl eugénol (3 a 6%)

Lactones sesquiterpéniques : costunolide (1 a 2%)

Principales propriétés : (FRANCHOMME P, PENOEL D., 2001)
1. Antibactérienne, antivirale, antifongique, antiparasitaire
2. Spasmolytique +++
3. Expextorant +++, mucolytique
4. Anti-inflammatoire, analgésique +++
5

. Anticoagulante

Principales indications : (FRANCHOMME P., PENOEL D., R. Jollois., 2001)

1. Infections pulmonaires (rhume, sinusite, rhinite, bronchite aux toux) +
2. Infections intestinales

3. Grippe+++
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4. Dermatose (acné, dermatites...)

5. Douleurs dentaires et de gencives +++ L'eugénol, contenu dans I'HE de girofle, est
un spécifique bien connu des algies dentaires. Moins connue, I'huile essentielle
extraite des feuilles de laurier noble présente une activité plus grande encore, et
apparemment liée a la présence de dérivés de ce phénol tout a fait particulier (tout
a la fois phénol, et phénol méthyl-éther).

Mycoses (candidoses diverses...)
Douleurs articulaires (rhumatismes, arthrose...) ++

Traumatologie (coups, contractures musculaires...)

© © N o

Digestive et carminative

Modes d’utilisation (FRANCHOMME P., PENOEL D., R. Jollois., 2001)

1. Lavoie orale est la voie préférentielle pour cette HE, mais ne pas 1’utiliser pure.
2. Lavoie cutanee doit étre utilisée diluée dans une HV.

3. La diffusion de cette HE n’est pas conseillée.

Quelques applications :

b. Aphtes, gingivites : (Adultes)
2 applications en local, 2 fois par jour, seul ou en association avec de 1’ Arbre a thé.

c. Gastro-entérite « tourista » : (Adulte)
1 goutte de Laurier noble et 1 goutte d’Origan compact sur un support le plus tot possible.

Renouveler si nécessaire maximum 3 fois par jour pendant 2 a 3 jours.

Précautions d’emploi
Potentiellement allergisant notamment par voie cutanée, ne pas utiliser en continu plus de 15

jours d’affilée, respecter des fenétres thérapeutiques.
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ANNEXE 11
mohamed et all, 2017).

Classification des bactéries d’intérét médical (Bouskraoui

Cogques 3 Gram Positif

Morpholegie

Genre

Espéces

En amas

Staphylococeus

Staphplocceus aureus
Staphplocoque 3 coagulase négative

En chainette

Streprococcus

Streptocogue béta hdmalyrigue :

Groupe A pyogenes

Groupe § agalactize

Avtres groupes :C G, F ..

Streptocoques alpha hemolytiques :

mutans, oralls, sanguis, salivarius, complexe milleri
{anginosus, constellatis, intermidius)

En diplocoque

Streptococcus

pneumoniae

En courtes chainatte

Entevococcus

faecalis
fascium

Coques 3 Gram Négatif

Morphologie

Genre

Espéces

En diplocoque

Neissaria

meningitidis
gonorrheae

Bacille 2 Gram Negatif

Morpholegie

Famille

Genre et Espéces

Badlle & Coloration
bipolaire

Enterobactériaceae

Escherichia coli {colibacitle)
Klebsiella

Citrobacter

Enterobacter

Froteus

Serratia

Providencia

Movganellz

Salmaonela {typhimurium)
Shigella (sonnei)

Yersinia (enterofitica)

Cocco bacilles

Grucella melitensis
Haemophilus { influenzae)
Movaxella {catarralis)
Fasteurella multockda
Bovdetella pertussis
Legionelia preumoniae

Kingella

Badilles aérobies stricts

Pseudomonaceae

Fseudomonas deruginosa { bacile pyocyanique )
Autres (Burkholdesia — Stenotrophomonas ..)
Acinetobacter baumannif

Vibrions

Vibrionaceae

Vibrie cholerae
Autres Vibrions
Campylobacter
Helicobacter




Badille 3 Gram Positif
Morphologie Genre Espéces
Petits Listéna monocytogenes
Erysipelothryx rhusiopathiae : baolle du rouget du pore
Carynebacterium diphtenae : bacilie de Loeffler
Autres ! coryneformes
Grands Bacillus Anthradis : bacille du charbon
Avtres
Nocardia
Bactéries da Forme spiralée
Morphologie Genre Espéces
Treponema pallidun fagent de [z syphilis)
Leptospra icterohdémorragiae (Leptosiross)
Barrela Racurrentis / burgdorteri
(Fldvres récurrentes — Maladie de lyme )
Sprilfum minws (Sodtoku)
Mycoplasmes
Morphologie Genra Espéces
Sans paroi Mycoplasme DRSO3
hominis
Aultres
Ureaplasma urealyticum
Bactéries intracellulaires
Morphologie Genre Espéces
Trés patite taille Chlamydia trachomatis
psittaci
DREUMONIE
Rickettsia conarril
Auvlres
Mytobactéries
Morphologie Genre Espéces
Tubercwlosis : bacille de Koch {6K)
Bacilles alcoclo-acido | Afyrobacterivm | bowis
résistants watyplgues s
806
Ltepraa : bacile de Hansen
Bactéries Anaérobies strictes
Morphalogie Genra Espéces
Coques a Gram positif Paptostraptococcus
Coques 3 Gram négatif Velllonelia
Bacilles & Gram positif Clostridivm tetant, perfrngens , botulinum , difficile
Actinomyces
Peptocovous
Propionibacterivny Fenes
Bacilles & Gram négatif Bacteroides
Prevotella
Fusabacrerium
Porphyromonas
Eubacterium
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ANNEXE I11 Composition des milieux de culture

Un milieu de culture est une préparation au sein de laquelle des micro-organismes peuvent se
multiplier. 1l doit donc satisfaire les exigences nutritives du micro-organisme étudié ce qui

implique :

e couvrir les besoins en ions minéraux, en facteurs de croissance, apporter la source

de carbone et d’énergie.

e présenter un PH voisin du PH optimal.
® présenter une force ionique optimale (le milieu peut étre isotonique mais ce n’est

pas obligatoire).

Milieux solides

O Les milieux solides sont obtenus a partir de milieux liquides, auxquels on ajoute un

gélifiant : le plus souvent de I’agar ou de la gélose.

O Parmi ces milieux, certains sont coulés en boites de Pétri ou en tube avec une teneur en
gélose d’environ 15 g/L, alors que les géloses molles ou semi-solides, ont une teneur de

3 a5 g/L et présentent une consistance intermediaire.

Milieux liquides

O Ces milieux sont la plupart du temps des bouillons nutritifs ordinaires. Ils ont trois

composants principaux : les peptones, les extraits de viandes et les extraits de levures.

O Les peptones sont des hydrolysats enzymatiques de protéines animales ou végétales

riches en acides aminés et en peptides.

O Les extraits de viandes apportent des sels minéraux, des vitamines, des protéines peu

dégradees et des glucides.

O Les extraits de levure eux représentent une source d’acides aminés et des vitamines

hydrosolubles.
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% Gélose Nutritive (1SO., 2013)
La gélose nutritive est un milieu largement utilisé pour la culture des micro-organismes peu
exigeants. Elle est recommandée dans de nombreuses méthodes standardisées d’analyses des

aliments, des laitages, de 1’eau et d’autres produits.

Composée par :

Peptone 059
Extrait de boeuf 03g
Chlorure de sodium 059
Agar 159
pH=7.3+0.2

Préparation : 23 g de GN + 1000 ml d’eau distillée.

% Gelose Chapman (Meyer et al., 2004)

Le milieu de Chapman est un milieu sélectif semi-synthétique, surtout utilisé en microbiologie
médicale, permettant la croissance et 1’isolement des germes halophiles et plus particulierement
fermentant le mannitol, parmi ces germes figurent au premier rang les bactéries du genre
Staphylococcus, mais aussi les Micrococcus, les Enterococcus, les Bacillus, et de rares bactéries
a Gram négatif.

Composé par :

Peptone 10g
Extrait de viande de beeuf 0lg
Chlorure de sodium 759
Mannitol 10g
Rouge de phénol 0.025¢
Agar agar 159
Eau distillé 1000ml
PH=7.4

Préparation : 111 g de Chapman + 1000 ml d’eau distillée.

% Geélose Mueller — Hinton (Mueller et Hinton, 1941)

Eau distillée 1000ml
Macération de viande de beeuf 0.300ml
Hydrolysat caséine 17,59
Amidon 1,5¢
Agar 109
pH=7,4

Préparation : 38 g de MH + 1000 ml d’cau distillée.
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% Gélose Mac-Conky (Becton Dickinson., 2014)

La BD MacConkey Il Agar (gélose MacConkey 1) est un milieu différentiel sélectif servant a
I’isolement et a la différenciation des Enterobacteriaceae et de nombreux autres batonnets
Gram-négatifs issus d’échantillons cliniques.

C’est I’'un des premiers milieux de ce type a été développé par MacConkey et documenté en

1900 et 1905. L ¢laboration de cette préparation s’est appuyée sur deux données fondamentales
. la précipitation des sels biliaires par les acides et la fermentation du lactose par certains
microorganismes entériques exclusifs. Par la suite, ce milieu a été modifié a diverses reprises.
Ce milieu est recommandé pour les échantillons cliniques susceptibles de contenir un mélange
de flores microbiennes : échantillons d’urine, respiratoires, prélevés sur des plaies, etc. En effet,
il permet d’effectuer un groupement préliminaire des bactéries entériques et d’autres bactéries
Gram-négatives dans les fermentants et non-fermentants du lactose.

Composition :

Digestion pancréatique de gélatine 170 ¢
Digestion pancreatique de caseine 1,5¢
Digestion peptique de tissu animal 1,5¢

Lactose 10g

Sels biliaires 1,5¢

Chlorure de sodium 059

Rouge neutre 0,039

Cristal violet 0,001g
Gelose 13,59
pH=7.1+ 0,2

Préparation : ... g de MC + 1000 ml d’eau distillée.

% Gélose Baird-Parker (AFNOR., 2012)

La gélose Baird-Parker est recommandée pour la recherche et la numération des staphylocoques
coagulase positive. Son utilisation est recommandée par la pharmacopée européenne et
américaine et pour la recherche de Staphylococcus aureus dans des aliments (méthode
AFNOR).

Composée par :

Peptone pancréatique de caséine 109
Extrait de viande de beeuf 059

Chlorure de lithium 12 g
Extrait de levure 01g
Glycine 10g
Pyruvate de sodium 10g
Agar 20g
PH=7.0x0.2
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Préparation : 63 g de BP + 1000 ml d’eau distillée.

% Citrate de Simmons (GuyLERYAL, Jean-Noel JOFFIN)

Est un milieu de culture utilisant le citrate comme seule source de carbone.

Composée par :

Citrate de sodium 019
Bleu de bomothymol 0,089
Chlorure de sodium 5,09
Sulfate de magnésium 0,29
Hydrogénophosphate de potassium 01g
Dihydrogénophosphate d'ammonium 019
Agar-agar 159
pH= 6.9

Préparation : 23g de CS + 1000 ml d’eau distillée.
% Viande Foie (Arial Provost, 2020)

Est un milieu de culture pour la détermination de type respiratoire des micro-organismes, mais

aussi pour la culture des germes anaérobies stricts tel que les clostridiums.

Composée par :

Base viande foie 30g
Glucose 029
Agar 069
pH =

Préparation : 38g de VF + 1000 ml d’eau distillée.
% Le Triple Sugar Iron (HAJNA A. A, 1945)

Est un milieu utilisé pour l'identification des entérobactéries. Il permet de voir si la bactérie est

capable de réduire le sulfate.

Composée par :

Extrait de viande 03g
Extrait de levure 03g
Pepton 209
Chlorure de sodium 05¢g
Lactose 10g
Saccharose 10g
Agar 119
Glucose 01g
Sulfate ferreux ammoniacal 300mg
Rouge de phénol 24mg
Thiosulfate de sodium anhydre 300mg
pH = 7,4 +2
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Préparation : 63.5g de TSI+ 1000 ml d’eau distillée.

«» ADN ase ou DNA ase

La gélose a l'acide désoxyribonucléique (A.D.N), est un milieu destiné a la mise en évidence de
la désoxyribonucléase des bactéries (principalement celle des (staphylococcus).

Composée par :

Hydrolysat trypsique de caséine 20g
Acide désoxyribonucléase 02¢
Chlorure de sodium 05g
Agar 129
pH= 73+0,2

Préparation : 39g de DNA ase + 1000 ml d’eau distillée.

¢ Le bouillon BHIB ou Le bouillon Cceur cervelle (ISO 6888 QranuCult)

Le bouillon Cceur cervelle ou le BHI (Brain Heart Infusion) broth est un milieu riche utilisé
pour la culture des germes exigeant. Son utilisation et recommandée pour le dénombrement de
Staphylococcus aureus dans les aliments.

Extrait de cceur 05¢g
Extrait de cervelle 12.5g
Peptone 10g
Glucose 029
Chlorure de sodium 059
Phosphate de sodium 2,59
pH = 7,2+ 0,4

Préparation : 337g de DNA ase + 1000 ml d’eau distillée.

N.B : tous les milieux ont été met a autoclave a 120 °C pendant 15 min
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ANNEXE IV Les étapes de coloration de Gram
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ANNEXE V

Test catalase

E. coli«U»

E.coli«V»

S. aureus « PB »

« U » : prélevement a partir des urines

«V » : prélevement vaginal « PB » : prélevement de la plaie buccale

Résultats de test catalase des trois souches
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ANNEXE VI Test oxydase

Résultats de test oxydase des trois souches (photo originale, le 09-07-2020)
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Résumé

Ce travail s'inscrit dans le cadre de I'étude de l'activité antibactérienne des huiles
essentielles extraites a partir des feuilles de laurier noble dans la région de Tiaret, vis-a-vis
des souches bactériennes pathogénes (Escherichia coli / Staphylococcus aureus). Cette
activité a été effectuée par la technique de diffusion sur milieu gélosé ou

I'’Aromatogramme.

Les résultats obtenus montrent que le rendement en huile essentielle des feuilles
extraites par hydrodistillation atteint 0.83%, A propos de l'effet antibactérien, les zones
d'inhibition d'huile essentielle est plus remarquer chez les Staphylococcus aureus avec un

diametre attend 12,98 mm, alors que le diametre de la DZI chez I’Escherichia coli égale a

8.92 mm.
Les mots clés :
Laurier Noble Les huiles essentielles Activité antibactérienne
Hydrodistillation Aromatogramme
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