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Résumé

RESUME

L’objectif de cette étude est de déterminer 1’effet des bactéricides de quelques extraits bioactifs
végétaux contre les B-lactamases chez les entérobactéries. La présente étude a été réalisée au
niveau du CHU Frantz Fanon de la wilaya de Blida, durant une période de deux mois. Pour ce
faire, nous avons choisis six huiles essentielles a savoir : Salvia rosmarinus (romarin), Thymus
vulgaris (thym), Artemisia herba-alba (armoise blanche), Punica granatum (grenadier), Nigella
sativa (cumin noir) et Laurus nobilis (laurier). Ces extraits ont €té testés pour leur activité
antimicrobienne sur des souches d’Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae productrices de
béta-lactamases a spectre étendu (BLSE), isolées en milieu hospitalier. Apres activation des
souches sur gélose nutritive et standardisation des inoculums a 0,5 McFarland, un antibiogramme
par diffusion en puits a été réalisé sur gélose Mueller-Hinton. Chaque huile a été introduite dans
les puits a raison de 50 pL, et les boites ont été¢ incubées a 37 °C pendant 24 heures. Les résultats
ont révélé une absence totale de zone d’inhibition pour cinq huiles testées (Salvia rosmarinus,
Thymus vulgaris, Artemisia herba-alba, Punica granatum, Nigella sativa), suggérant soit une
inefficacité contre les souches étudiées, soit une mauvaise diffusion dans 1’agar. En revanche,
I’huile essentielle de Laurus nobilis a montré une activité antibactérienne significative sur trois
souches (deux Klebsiella pneumoniae et une E. Coli), avec des zones d’inhibition de 20 mm de
diameétre. En conclusion, les résultats de notre travail ont explorés 1’intérét potentiel de certaines
huiles essentielles dans la lutte contre les entérobactéries multi résistantes, notamment Laurus
nobilis, qui pourrait constituer une piste naturelle pour 1I’élaboration de nouvelles approches
thérapeutiques  antibactériennes, particulicrement en contexte de septicémie et

d’immunodépression.

Mots clé : Blida ; p-lactamases ; Escherichia coli ; Klebsiella pneumoniae ; huiles essentielles




Résumé

ABSTRACT

The objective of this study is to determine the bactericidal effect of several plant-based
bioactive extracts against extended-spectrum B-lactamase (ESBL)-producing
Enterobacteriaceae. This experimental study was conducted at the Frantz Fanon University
Hospital in the Wilaya of Blida over a period of two months.

Six essential oils were selected for evaluation: Salvia rosmarinus (rosemary), Thymus vulgaris
(thyme), Artemisia herba-alba (white wormwood), Punica granatum (pomegranate), Nigella
sativa (black cumin), and Laurus nobilis (bay laurel). These oils were tested for their
antimicrobial activity against clinical isolates of Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae
producing ESBL enzymes, collected from a hospital setting.

After activation of bacterial strains on nutrient agar and standardization of inoculum to 0.5
McFarland, well diffusion assays were performed using Mueller-Hinton agar. Each well
received 50 pL of essential oil, and the plates were incubated at 37 °C for 24 hours.

The results showed no inhibition zones for five of the tested oils (S. rosmarinus, T. vulgaris, A.
herba-alba, P. granatum, and N. sativa), which may be due to insufficient concentration, poor
diffusion, or intrinsic resistance of the bacterial strains. However, Laurus nobilis essential oil
exhibited significant antimicrobial activity, producing 20 mm inhibition zones against three
strains (two K. pneumoniae and one E. coli.(

These findings highlight the potential of Laurus nobilis oil as a natural antibacterial agent and
support further investigation into its use in combating multidrug-resistant bacteria, particularly

in cases of sepsis and immunosuppressed patients

Key words: Blida ; B-lactamases ; Escherichia coli ; Klebsiella pneumonia, essential oils
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Introduction

Introduction

Depuis la découverte de la pénicilline en 1928, I'utilisation des antibiotiques, développés a
I’origine pour les soins de sant¢ humaine, s’est étendue a la thérapeutique animale, a I’agriculture
et aux applications industrielles. Avec 1’émergence continue de nouvelles souches bactériennes
résistantes aux antibiotiques, I’efficacité des antibiotiques a chuté et la résistance aux antibiotiques
est devenue un probléme de sant¢ publique mondial. L’identification de molécules
antibactériennes innovantes, capables d'agir par de nouveaux modes d'action, est donc devenue
indispensable. L'utilisation thérapeutique des vertus des plantes pour le traitement des maladies de
I'homme est trés ancienne et évolue avec l'histoire de 1'humanité. De nos jours, la médecine
traditionnelle occupe une place importante malgré les progres de la médecine moderne. Au Bénin,
plus de 80% de la population ont recours a la médecine traditionnelle pour leurs besoins de soins
de santé (Sekousounon, 2012), le marché¢ mondial des plantes médicinales est estimé actuellement

a plus de 60 milliards de dollar US par an (Bourkhiss et al., 2007).
Avec ’apparition des effets secondaires des médicaments synthétiques et I’augmentation de la
résistance des microorganismes pathogenes vis-a-vis des antibiotiques classiques, une bonne partie
des recherches scientifiques s’orientent actuellement vers la voie de ['usage des extraits
biologiques actifs des plantes aromatiques et médicinales, notamment vers les huiles essentielles
(Essawi et al., 2000). C’est une voie trés prometteuse et trés efficace pour lutter contre les germes
bactériens et méme les virus puisqu’elle ne présentent, a long terme, aucune résistance de la part
des organismes bactériens (Lis-balchin et al., 1997 ; Saxena, 1997) Bien
que I’Algérie soit connue pour sa richesse en plantes médicinales, celles-ci restent encore peu
exploitées a grande échelle, malgré leur potentiel thérapeutique considérable. Cette sous-
valorisation est particulierement regrettable face a la montée inquiétante des infections
bactériennes résistantes aux antibiotiques, notamment celles dues aux entérobactéries productrices
de B-lactamases a spectre étendu (BLSE), comme Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae.
Dans ce contexte, ce travail mis en évidence le pouvoir antibactérien de certaines huiles
essentielles extraites de plantes locales contre ces souches multirésistantes, dans I’optique de
proposer des alternatives naturelles aux antibiotiques conventionnels, notamment en milieu
hospitalier et chez les patients immunodéprimés. Ce manuscrit est composé de deux parties : une
partie bibliographique et une partie expérimentale réalis¢é au niveau du CHU de la wilaya de

Blida.




Introduction




Chapitre 1

Les Enterobacteries

——
w
| —



https://docs.google.com/document/d/1pisQvMBKXf6m512suLiXc40MFb5vPd0gNBtsa9XVYns/edit#heading=h.30j0zll

Chapitre I : Généralités sur les entérobactéries BLSE

I- Les entérobactéries productrices des f3- lactamases a spectre étendu (BLSE)
I-1- Généralités

Les entérobactéries forment une vaste famille de bactéries Gram-négatif, qui sont a 1’origine de
maladies de gravité trés variable, en raison de mécanismes pathogénique distincts. Elles sont
souvent responsables d’infections urinaires, pulmonaires, de septicémies mais ¢galement d’autres
infections intra-abdominales (Paterson, 2006). Les especes qui composent la famille des
entérobactéries sont en effet soit parasites (Shigella, Yersinia pestis), soit commensales
(Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae), soit saprophytes (Serratia marescens,

Enterobacter cloacae) (Gadou, 2019).

2. Classification

Les entérobactéries sont tres hétérogenes pour ce qui est de leur pathogénie et de leur écologie.
Les espéces qui composent cette famille sont en effet soit parasites (Shigella, Yersinia pestis),
soit commensales (Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella sp), soit encore saprophytes
(Serratia sp, Enterobacter sp) (Daffe, 2018) . La position phylogénétique des entérobactéries se
trouve parmi les Gamma proteobacteria. Leurs proches voisins sont les familles
Alteromonadaceae, Vibrionaceae, Aeromonadaceae, et Pasteurellaceae. Les relations
phylogénétiques entre genres au sein de la famille Enterobacteriaceae sont basées sur I’analyse
des séquences de I’ARNr 16S et ces séquences permettent de placer cette famille selon Chouh et

al. (2019) dans le :

3. Caractéres bactériologiques

3.1. Caracteres morphologiques

La plus part des entérobactéries ont une morphologie habituellement typique (Goro, 2021), ils
sont :

- Des bacilles (de 2 & 6 um de long sur 0,3 a 0,5 um de large).

- Gram-négatifs.

- Non-sporulantes.

- Croissance en aérobiose ou anaérobiose.

- Mobiles (le plus souvent flagellés péritriches) ou non mobile (Klebsiella, Shigella).

- Cellules isolées ou par paires.



- Disposent de pili (fimbriae) et capsulé pour augmenter I’adhérence (Baliér, 2016).

3.2. Les caracteres biochimiques

Tableau n°1 : Principaux caractéres biochimiques des Entérobactéries (Ben Moussa, 2016).

Glu |Lac |ONPG |Ind |VP |Cit |Mob | Urée | PDA | H2S
Escherichia | + + + + - - + R -
Citrobacter | + + + - - + + - - +-
Enterobacter | + + + - + + + - R
Klebsiella + + + +- + + B + N
Serratia + - + - + + +
Salmonella | + - - - - +- + - - +
Shigella + - +/- +- - - - R N
Proteus + - - +/- - +- + + + +/-
Providencia | + - - + R + + + +
Yersinia + - + +/- + B + + _

Glu: Glucose, Lac: Lactose, Ind:Indol, Cit: Citrate, Mob:Mobilité, PDA: Phenylalanine
deaminase, ONPG: Ortho-Nitro-Phényl-Galactopyranoside, H2S: Thiosulfate.

4.1. Escherichia coli

4.1.1. Définition

Isolée pour la premiere fois par Escherich en 1885, Escherichia coli est I'espece bactérienne qui a
été la plus étudiée pour des travaux de physiologie et de génétique. Elle représente 1’espéce type
du genre Escherichia. Appelée communément (colibacille) cette espece possede certains caractéres
bactériologiques (Avril et al ,.2000).

4.1.2. Habitat

E. coli est un commensal du tube digestif de 'homme et de nombreux animaux. Il représente a lui
seul la plus grande partie de la flore bactérienne aérobie de I’intestin (espéce aérobie dominante)

araison de 108 par gramme de féces (flore totale 1011 a1012 bactéries par gramme) (Paul, 2005).

4.2. Klebsiella pneumoniae

Définition

Connue autrefois sous le nom de pneumobacille de Friedlander, Klebsiella pneumoniae est une
bactérie commensale de I’intestin, des voies respiratoires et des animaux (Drancourt, 2007). Chez
I’homme, elle est I’agent responsable des pneumopathies aigués, d’angines, d’otites, de cystites et

d’affections rénales (Avril et al., 2000).
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1. Définition des antibiotiques

Le mot antibiotique a été proposé en 1941 par Waksman, désignant des substances, produites par
un micro-organisme, et qui agissent a faible dose pour inhiber la croissance des micro-organismes
ou pour les détruire (Courvalin et al., 2001). Aujourd’hui, le terme s’est élargi pour regrouper les

molécules obtenues par synthése et hémisyntheése.

Les antibiotiques sont capables de combattre les bactéries en surface de 1’organisme ou en

profondeur, ils sont classés comme :

e Des bactéricides : bétalactamine (famille de la pénicilline), aminosides (streptomycine)
polymyxines, rifamycine (lutter les tuberculoses).
e Des bactériostatique : phénicols (chloramphénicol, qui est utilisé & cause de sa toxicité

importante), sulfamides, les nitro-imidazolés (antiseptique intestinal) etc. (Carip, 2008).

Un mode d’action spécifique caractérise les antibiotiques, qui leur conférent une toxicité sélective
(Mangin, 2016) en perturbant une étape essentielle du métabolisme des bactéries cibles (synthése
protéique, synthése des acides nucléiques, réplication, transcription, transport

transmembranaire...) :

e Action sur la paroi bactérienne.

e Action sur la structure de la membrane.

e Action sur la synthése protéique.

e Action sur la synthése de I’ADN.

e Action sur le métabolisme de I’acide folique (Compaore, 2013).

2. Les béta-lactamines

Les P-lactamines, analogues structuraux de la terminaison peptidyl-D-alanyl-D-alanine du
peptidoglycane, ont pour fonction d'interagir avec un groupe de protéines, les PLPs, également
appelées protéines de fixation de la pénicilline (PBP, pour Penicillin Binding Protein), des
enzymes responsables de la synthése et du remodelage du peptidoglycane (Ghuysen, 1991 ;

Nanninga, 1991). L'inhibition de ces transpeptidases, impliquées dans I'étape finale de la




biosynthése de la paroi cellulaire, se fait quand le cycle B-lactame se lie de maniére covalente et
irréversible au site actif de I’enzyme provoquant son inactivation. Il entraine une interruption de
la synthese du peptidoglycane et une production subséquente d'enzymes autolytiques entrainant la

mort cellulaire (Stratton, 2000).
3. Les Beta Lactamases

Les béta-lactamases sont des enzymes bactériennes qui catalysent I’hydrolyse de la liaison
amide du cycle lactame des antibiotiques de la famille des béta-lactamines. Les génes qui codent
pour ces enzymes sont d’origine chromosomique ou plasmidique. Ces génes ont aussi été détectés
sur des transposons et des intégrons facilitant ainsi le transfert horizontal de ces génes entre especes
phylogénétiquement éloignées. Ces enzymes sont exportés dans le milieu extracellulaire (bactéries
a gram positif) ou périplasmique (bactéries a gram négatif). La production des béta-lactamases est
le mécanisme de résistance le plus répandu et le plus important des bactéries vis-a-vis des béta-
lactamines (Gangoue, 2007). Plusieurs type de béta-lactamases sont décrits et répertoriées. Les
béta-lactamases catalysent de manicre efficace et irréversible I’hydrolyse de la liaison amide du
cycle béta-lactame donnant un produit biologiquement inactif qui perd totalement son activité
antimicrobienne (Matagne et al, 1998). La dissémination des béta-lactamases communes et
I’apparition de nouveaux enzymes ou d’enzymes mutants sont reliées directement a 1’utilisation
abusive des béta-lactamines dans le domaine de la santé humaine et animale et en agriculture

(Gangoue, 2007).

4. Classification des BLSE

La caractéristique commune a ces antibiotiques est un noyau B-lactame (en rouge) (Figure 3). En
dehors des monobactames, I’anneau B-lactame est couplé a un autre cycle propre a chaque classe
d’antibiotiques (pénicillines, céphalosporines, carbapénémes). Au sein d’une classe
d’antibiotiques, les chaines latérales (R, R’ et R’’) permettent de distinguer les différentes
molécules. Il peut exister des chaines latérales similaires entre différentes classes d’antibiotiques
(Comte et al., 2012).

4.1. Les pénicillines

Le noyau fonctionnel de ce groupe est appelé noyau péname. Les principales molécules sont la
pénicilline G, la méticilline et les isoxazolylpénicillines (oxacilline et cloxacilline), les amino-
benzylpénicillines (ampicilline et amoxicilline), les uréido-pénicillines (pipéracilline), les

(mécillinam).




4.2. Les céphalosporines

Le noyau fonctionnel de ce groupe est appelé noyau céphéme. La mise en évidence de cette sous-
famille a été initiée en 1945 par le professeur Brotzu en Sardaigne (Gootz, 1990). Il a mis en
évidence I’activité antibactérienne du filtrat d’un champignon dénommé Cephalosporium
acremonium, isol¢ a partir d’eau de mer prélevée a proximité d’une décharge publique. Ces -
lactamines sont toutes a large spectre et leur intérét réside surtout dans leur activité sur les bacilles

a Gram négatif (Gootz, 1990 ;Limbert et al., 1991).

4.3. Les carbapénemes

Le noyau fonctionnel de ce groupe est appelé noyau péneme. Ce sont les plus efficaces
actuellement comme I’imipenéme et la méropénéme. Ils sont trés actifs sur un grand nombre
d’especes bactériennes a Gram positif et a Gram négatif (Cavallo et al., 2004).

L’imipenéme est résistant a la plus part des B-lactamases, y compris les B-lactamases a spectre
¢largi. De trés rares souches d’entérobactéries sont apparues capables de dégrader I’imipeneme
ont ¢té décrites (Cavallo et al., 2004).

4.4. Les monobactames

Le noyau fonctionnel de ce groupe est appelé noyau azétidine. La molécule la plus connue de ce
groupe est I’aztréonam, qui a une activité sur les bacilles a Gram négatif comparable a celle des
céphalosporines de 3éme génération, mais elle est inactive sur les bactéries a Gram positif et les

anaérobies (Le Noc, 1999).

8.1 Définition de I’antibiorésistance
Selon I’OMS deux définitions de la résistance ont été proposées :
v Souche capable de supporter une concentration d’antibiotique notablement plus élevée que celle
qui inhibe la majorité des autres souches de la méme espece .
v Souche capable de supporter une concentration d’antibiotique notablement plus élevée que celle
qu’il possible d’atteindre in vivo (Jumpeau et al., 1994).
La résistance bactérienne aux antibiotiques se caractérise par son caractére naturel ou acquise, son

mécanisme et son support génétique (Merad et al., 2001).




Chapitre 03

Les Huiles essentielles
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1. Définition

D’une manicére générale, les huiles essentielles sont des mélanges odorants comportant de
nombreuses molécules, obtenus par entrainement a la vapeur d’eau (hydrodistillation) de matiéres
végétales d’origine botanique spécifiée ou par expression du péricarpe des agrumes, et séparés de
la phase aqueuse par des procédés physiques (Huet, 1991). Aussi les huiles essentielles sont des
extraits végétaux volatiles, odorants et sensibles a l'effet de la chaleur, appelés également
substances organiques aromatiques liquides, qu'on trouve naturellement dans diverses parties des

arbres, des plantes et des épices (Yahyaoui, 2005).

2. Méthodes d’obtention des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont obtenues selon plusieurs techniques qui utilisent la chaleur
(entrainement par la vapeur ou hydrodistillation) et la distillation seche ou a la température
ambiante et ne concerne que les agrumes (fruits du genre Citrus) a 1’état frais (Kaloustian et
Hadji-Minaglou, 2012).

-Hydrodistillation simple

-Distillation seche

-Hydro diffusion

-Expression a froid

-Extraction par solvant

-Extraction par un fluide en phase super critique

-Extraction assistée par micro-ondes (Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012)

3. Huiles essentielles ayant des propriétés antibactériennes

3.1 Laurus nobilis

3.1.1 Généralité sur Laurus Nobilis

Laurus nobilis est une plante appartenant a la famille des Lauracées. Appelé communément le
laurier. En Algérie, elle est connue sous le nom ; Rend ou Habb rar (Beloued, 2001). Elle est tres

répondue a travers le monde (Figure 12)

3.1.2. Classification botanique et taxonomie
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Tableau 02 : Classification botanique du Laurier Noble selon APG III (Judd et al., 2002)

Classe Angiospermes
Sous-Classe Magnolidées
Ordre Laurales
Famille Lauraceae
Genre Laurus

Espéce nobilis

3.2. Rosmarinus officinalis
3.2.1. Classification botanique
Selon Quezel et Santa (1963) la classification de romarin est la suivante :
Reégne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Rosmarinus.

Espece : Rosmarinus officinalis (Gaussen et al., 1982).

3.2.2. Répartition géographique
Le romarin pousse spontanément dans le sud de I’Europe mais il est cultivé dans le monde entier

(Larousse, 2013) plus particulierement dans les régions tempérées (figure 17) (Guy Saint, 2009).

3.3. Thymus vulgaris

Thymus vulgaris est une espece aromatique et médicinale de la famille des Lamiacées originaire
des régions méditerranéennes et a ét¢ adaptée a de nombreux climats différents a travers le monde
(Fani et Kohanteb, 2017). Le nom « Thymus » dérive du mot grec « thymos » qui signifie «
parfumer » a cause de I’odeur agréable que la plante dégage (Pariente, 2001), communément

appelé thym de jardin ou thym commun (Shmeit et al., 2020) et en Algérie elle est nommée zaater.
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3.3.1. classification botanique (Touhami, 2017)
Régne : Plante (végétal)

Embranchement : Spermaphytes (phanérogames)
Soue embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Métachlamydées (gamopétales)
Ordre : Tubiflorales Sous

ordre : Verbénacées

Famille : Labiacées (labiées)

Genre : Thymus.

3.4. Arthémisia herbaelba

L'Artemisia Herba-Alba est une plante herbacée a tiges ligneuses et ramifié¢es, de 30 a 50 cm, trés feuillées
avec une souche épaisse. Les feuilles sont petites, sessiles, pubescentes et a aspect argenté. Les fleurs sont
groupées en grappes, a capitules trés petites (3/1,5mm) et ovoides. L’involucre est a bractées imbriquées,
les externes orbiculaires et pubescentes. Le réceptacle floral est nu avec 2 a 5 fleurs jaunétres par capitule

toutes hermaphrodites (Messai, 2011).

3.4.1 Classification (Julve., 2015)
Régne : plantae

Embranchement : angiospermes
Classe : dicotyledones

Ordre : asterales

Famille : asteraceae

Genre : Artemisia.

Espece : herba alba.

3.4.2. Description botanique

Artemisia herba alba est une plante vivace de 30-50 cm de long, qui se caractérise par une odeur de thymol,
trés verdoyante et avec de jeunes branches tomenteuses. Les feuilles sont courtes, généralement
pubescentes, argentées, de tripartites. Les fleurs sont hermaphrodites, emballés dans des petits capitules,
les fruits sont des akénes. Sa croissance végétative a licu a I’automne, la floraison commence en juin et se

développe essenticllement en fin d’été (Gharabi et al. 2008).

3.5. Punica granatum L.

3.5.1. Historique :
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La grenade est I’un des plus anciens fruits comestibles, qui n’a pas beaucoup évolué, depuis la découverte
de I’agriculture il y a plus de 1000 ans (heber et al, 2006).

Le nom du genre, Punica, a été I’appellation romaine de la ville de Carthage (banlieue nord de la Tunisie)
ou poussaient les meilleurs grenadiers. Le grenadier est cultivé depuis la plus haute Antiquité pour ses fruits

comestibles (les grenades) et pour les qualités ornementales de ses grandes fleurs (jurenka, 2008).

3.5.2 Classification botanique :

La grenade « Punica granatum L. » vient du mot latin « Malumgranatun » qui signifie « Fruit a petit grain
» (Cyr, 2017). 11 été décrit par Linné et introduit pour la premiére fois dans son classement de 1753, révisé
en 2003, par un groupe de botanistes, I’ Angiosperm Phylogeny group ou APG, donnant lieu a une nouvelle
classification phylogénétique (Wald, 2009).

Branchements : Angiospermes .

Sous branchement : Dicotylédones vraies

Classe : Rosidées .

Ordre : Myrtales .

Famille : Lythraceave .

Genre : Punica .

Espéce : PunicagranatumlL.

3.6. Nigella sativa

3.6.1. Origine et Répartition géographique

Du latin nigellus "noiratre", la nigelle nous offre ses petites graines aromatiques menées d’un noire intense
communément connues sous le nom de cumin noire, black seed en anglais, Habbat el baraka ou encore El
habbah sauda dans les pays arabes, Sinoudj en Algérie (Meziti, 2009). Les pays producteurs de la nigelle
sont principalement la Syrie, 'Egypte, I'Arabie Saoudite, la Turquie, I'Iran, le Pakistan et I'Inde (Khither,
2011).
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Materiels et Méthodes




Introduction

Les infections causées par des entérobactéries productrices de f-lactamases a spectre étendu (BLSE), telles
que Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, représentent un enjeu majeur de santé publique, en
particulier en milieu hospitalier ou elles sont fréquemment associées a des cas de septicémie et d’infections
opportunistes chez les patients immunodéprimés. Face a la résistance croissante aux antibiotiques
classiques, 1’utilisation de biomolécules naturelles a base de plantes médicinales suscite un intérét croissant
comme alternative thérapeutique.

1. Objectif

L’objectif principal de ce travail est d’évaluer I’effet bactéricide de plusieurs extraits huileux de plantes
médicinales locales contre des souches d’entérobactéries BLSE (Escherichia coli BLSE+, Klebsiella
pneumoniae BLSE+).

2. Matériels et méthodes

2.1. Zone et période d’étude

Cette étude a été réalisée au niveau de I’hopital de France fanon, service de laboratoire de microbiologie
du T.O.T sis a Blida, durant la période s’étalent du mois d’Avril jusqu’au mois Juin 2025.

2.2. Matériels

2.2.1. Matériel biologique

Le matériel biologique est composé par :

v" Souches bactériennes

Le tableau ci-dessous présente les trois souches bactériennes utilisés dans cette étude.

Tableau 03: Souches bactériennes

Souches Nombre ‘
Escherichia coli BLSE+ 08
Klebsiella pneumoniae BLSE+ 07

Les deux figures montrent les souches bactériennes avec leurs identifications.

Figure 01 : Souches utilisées dans I’expérimentation (Klebsiella pneumoniae BLSE+, Escherichia coli

BLSE+)(Photos personnelles,2025)

v Matériels végétales

Pour notre travail, nous avons utilisés six huiles essentielles mentionnés dans le tableau ci-dessous avec le

matériel nécessaire pour réaliser leur extraction.
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Tableau 04 :

01 | Cumin noir Nigella sativa

02 | Thym Thymus vulgaris

03 | Romarin Salvia rosmarinus

04 | Laurier noble Laurus nobilis

05 | Armoise blanche | Artemisia herba-alba
06 | Grenadier Punica granatum

Huiles et matériel d’extraction

} (1°¢€ d 0
Appareil d’hydrodistillation de type Clevenger
Ballon de distillation (1 a2 L)
Réfrigérant a eau
Chauffe-ballon ou plaque chauffante
Mortier et pilon
Eau distillée
Entonnoir séparateur
Flacons en verre ambré pour stockage

La figure ci-dessous montre les huiles utilisées.

Figure 02 : les huiles essentielles utilisées (Photo personnelle, 2025)

v' Matériel non biologique

Ce type de matériel est composé de :

X/

% deux milieux de culture a savoir : « Gélose nutritive ; Gélose Mueller-Hinton», (Annexel).
« Consommables «Boites de Pétri stériles, Pipettes Pasteur stériles, Ecouvillons stériles,

embouts stériles 100ul, Tubes a essai en verre stériles, Solution de NaCl a 0,9 % stérile »

(Annxe2).

2.3. Méthodes

 Instruments « Bec Bunsen, Micropipettes 100 pL, Vortex, Four Pasteur» (Annexe3).

Pour ce faire, ce travail a été réalisé¢ selon deux méthodes : extraction des huiles essentielles par

hydrodistillation, et réalisation de 1’antibiogramme par la diffusion en puits de gélose.

2.3.1. Protocole d’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

+ Matiére végétale et parties utilisées

Les parties utilisées pour 1’extraction des huiles se différent d’une plante a 1’autre :

e Salvia rosmarinus : feuilles

o Thymus vulgaris : sommités fleuries

——
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e Artemisia herba-alba : feuilles et tiges

e Punica granatum : écorces ou pelures de fruits
e Nigella sativa : graines

o Laurus nobilis : feuilles

+ Ktapes d’extraction des huiles

Nous citons ci-dessous toutes les étapes essentielles pour I’extraction des huiles :

v' Préparation des échantillons: sécher les plantes a ’ombre, puis broyer légérement pour
augmenter la surface d’extraction.

v" Chargement du ballon: introduire 100 g de matiére végétale avec 800 mL d’eau distillée.

v' Hydrodistillation: chauffer pendant 3 a 4 heures. Les vapeurs se condensent et les huiles
s’accumulent dans le réfrigérant.

v' Récupération : I’huile est séparée de 1’eau a ’aide d’un entonnoir séparateur. Séchage avec du
sulfate de sodium si besoin.

v Stockage : les huiles sont conservées dans des flacons ambrés a 1’abri de la lumiére et de la chaleur.

%+ Préparation des milieux de culture

La gélose nutritive pré-préparée est liquéfiée au four pasteur puis coulée aseptiquement dans des boites
de Pétri stériles. Les boites sont déposées a une température ambiante jusqu’a solidification compléte.
Le méme protocole (Fig.30- a) est appliqué pour la gélose Mueller-Hinton (Fig.30-b), En prenant soin
de respecter 1’épaisseur standard du milieu (4 mm environ) (Fig.30-c), essentielle pour une bonne

diffusion des substances.

a b ¢
Figure 03. a): Gelose muller hinton liquéfiée b) : écoulement dans les boites de petri ¢) :

solidification dans une température ambiante (Photos personnelles, 2025)

2.3.2. Activation des souches bactériennes
Les souches préalablement conservées d’E. Coli et K. pneumoniae productrices de BLSE ont été

ensemencés sur gélose nutritive et incubées a 37 °C pendant 24 heures pour réactivation (Fig.31).
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Figure 04: Les souches d’E. Coli et K. pneumoniae ensemencées sur gélose nutritive
(Photos personnelles, 2025)

+ Préparation de la suspension bactérienne

La préparation des suspensions bactériennes est réalisée selon différents étapes :

B D’abords, verser 3 mL de NaCl 0,9 % stérile dans un tube a essai (Fig.32).

Ensuite, prélever une colonie avec une anse stérile et 1’introduire dans le tube (Fig.33).
Homogénéiser a I’aide d’un vortex (Fig.34).

Ajuster la turbidité a 0,5 McFarland, correspondant a environ 1 a 2 x 108 UFC/mL
(Fig.35).

Figure 05 : versement de 3 ml de Figure 06 : prélévement d’une colonie
NaCl 0,9 % stérile dans un tube a avec une anse stérile et I’introduire dans le

essal. tube.
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Figure 07 : homogénéisation a Figure 08 : ajustement de la turbidité a

I’aide d’un vortex 0,5 McFarland, correspondant a

4 Réalisation de ’antibiogramme

a. Ensemencer toute la surface d’une gélose Mueller-Hinton avec un écouvillon trempé dans
la suspension bactérienne et préalablement essuyé sur les parois.

b. Laisser sécher la boite quelques minutes a température ambiante.

c. Creuser 5 puits dans la gélose a 1’aide d’un embout de pipette Pasteur stérile (Fig.36).

Figure 09 : Puits de gélose (Photos personnelles, 2025)

d. Introduire 50 pL de chaque extrait huileux dans un puits : « Salvia rosmarinus (romarin), Thymus
vulgaris (thym), Artemisia herba-alba (armoise blanche), Punica granatum (grenadier) et Nigella

sativa (cumin noir)»
e. Incuber les boites a 37 °C pendant 24 heures.
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2.4.Deuxiéme test avec Laurus nobilis

Une deuxiéme série de test a été conduite avec 1’huile essentielle de Laurus nobilis (laurier noble), selon le
méme protocole. Trois puits ont été créés sur la gélose Mueller-Hinton, contenant chacun 50 pL d’huile

(Fig.37).

Figure 10 : Trois puits sur la gélose Mueller-Hinton avec huile de Laurus nobilis

(Photos personnelles, 2025)

3. Résultats

3.1. Apparition des souches positives

Apres une durée d’incubation de 24h et durant les 2 parties de 1’expérimentation, la réactivation
des souches était établie avec succes, on a obtenu des souches jeunes sur les cultures a la gélose

nutritive (Fig.39).

Souches ++

Figure 11: Souche jeune sur les cultures a la gélose nutritive (Photos personnelles, 2025)
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3.2. Aspect macroscopique des colonies d’E. Coli et de Klebsiella p.

v’ lere série

Une observation macroscopique a ¢été réalisée sur les colonies d’E. Coli et les colonies de
Klebsiella p. afin de décrire quelques caractéristiques de ces deux bactéries.

s E. Coli

Le Tableau ci-dessous présente 1’aspect macroscopique des colonies d’E. Coli cultivé sur gélose
nutritive.

Tableau 05 : Examen macroscopique des colonies d’E. Coli

Caractéristiques Observation

Forme Ronde a irrégulicre

Bord (contour) Bien défini, souvent I€gérement lobé ou étalé
Relief Légeérement bombé

Surface Brillante et Humide

Couleur Créme, beige clair a légérement grisé¢

Taille Moyenne a grande (>2 mm)

Consistance Trés collante / filante

Transparence Opaque

«* Klebsiella p.
L’aspect macroscopique des colonies de Klebsiella p. cultivé sur gélose nutritive est illustré dans
le tableau ci-dessous.

Tableau 06 : I’aspect macroscopique des colonies de Klebsiella p.

Caractéristique Observation

Forme Ronde et 1égérement irrégulicre

Bord Régulier, parfois légerement ondulé
Relief Bombé

Surface Lisse et brillante et trés muqueuse
Couleur Créme a beige

Taille Moyenne a grande (1 a 3 m)
Transparence Opaque

Consistance (par toucher) Facilement décollable, texture humide

D’apres les deux tableaux présentés ci-dessus, nous constatons que les colonies d’Escherichia coli
et de Klebsiella pneumoniae présentent des différences macroscopiques notables sur gélose
nutritive. Les colonies d’E. coli sont généralement de taille moyenne, de forme réguliére, a surface
lisse et brillante, avec une consistance relativement humide mais non visqueuse. En revanche, les
colonies de K. pneumoniae se distinguent par leur aspect trés muqueux et visqueux, leur brillance

accentuée et leur taille souvent plus grande,
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3.3. Antibiogramme

Cette technique réalisée sur les souches jeune d’E. Coli et Klebiella p. n’a pas révélé des zones
d’inhibitions autour des puits de gélose contenant les huiles essentielles du « Cumin noir, Thym,
Romarin, Armoise blanche, Grenadier ». Les résultats sont indiqués dans le tableau 9.

Tableau 07 : présentation des résultats de la lere série d’antibiogramme

Souches N de la souche Huile testé Antibiogramme
Escherichia coli BLSE+ Nigella sativa
Thymus vulgaris Négatif
134 Salvia rosmarinus

Artemisia herba-alba
Punica granatum

Escherichia coli BLSE+ Nigella sativa
Thymus vulgaris Négatif
39 Salvia rosmarinus
Artemisia herba-alba
Punica granatum

Escherichia coli BLSE+ Nigella sativa
Thymus vulgaris Négatif
37 Salvia rosmarinus
Artemisia herba-alba
Punica granatum

Klebsiella pneumoniae BLSE+ Nigella sativa
Thymus vulgaris Négatif
24.163 Salvia rosmarinus
Artemisia herba-alba
Punica granatum

Klebsiella pneumoniae BLSE+ Nigella sativa
Thymus vulgaris Négatif
54.624 Salvia rosmarinus
Artemisia herba-alba
Punica granatum

Klebsiella pneumoniae BLSE+ Nigella sativa
Thymus vulgaris Négatif
94 Salvia rosmarinus
Artemisia herba-alba

Punica granatum

La figure ci-dessous montre le résultat de 1’antibiogramme en utilisant les 5 huiles précédentes.




Figure 12 : Absence de zone d’inhibition dans I’antibiogramme (Photos personnelles, 2025)

3.2. Aspect macroscopique des colonies d’E. Coli et de Klebsiella p. 2eme série

v’ 2 éme série
Apres la réactivation des entérobactéries BLSE conservées et cultivées, on obtient des souches
jeune (figure 40) avec observation macroscopique des colonies de E. coli (tableau 12) et les

colonies de Klebsiella p. (tableau 13).

Figure 13 :a)les colonies obtenues de Klebsiella p. b) les colonies obtenues d’E. coli.

(Photos personnelles, 2025)
% E. Coli

Tableau 08 : I’aspect macroscopique des colonies d’E.Coli (2eme série)

Caractéristique Observation

Forme Ronde et 1égeérement irrégulicre

Bord Régulier, parfois légérement ondulé
Relief Bomb¢

Surface Lisse et brillante

Couleur Créme a beige

Taille Moyenne a grande (1 a 3 m)
Transparence Opaque

Consistance Facilement décollable, texture humide
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¢ Kilebsiella p.

Tableau 09: I’aspect macroscopique des colonies de Klebsiella p. (2eme série)

Caractéristique Observation

Forme Ronde et 1¢égeérement irrégulicre

Bord Régulier, parfois 1égerement ondulé
Relief Bombé

Surface Lisse et brillante et trés muqueuse
Couleur Créme a beige

Taille Moyenne a grande (1 a 3 m)
Transparence Opaque

Consistance (par toucher) Facilement décollable, texture humide

"Les colonies d'Escherichia coli et de Klebsiella pneumoniae présentent des différences
macroscopiques notables sur gélose nutritive, permettant une orientation diagnostique initiale. E.
coli forme des colonies de taille moyenne, réguliéres, lisses et humides mais non visqueuses. A
l'inverse, K. pneumoniae se distingue par ses colonies trés muqueuses, visqueuses et souvent plus
grandes.

3.3. Antibiogramme 2eme série

Les résultats des antibiogrammes réalisés avec l'huile de Laurus nobilis ont révélé une activité
antimicrobienne prometteuse, bien que variable, contre les souches d'Escherichia coli et de

Klebsiella pneumoniae productrices de BLSE (Tableau 10 )

La souche Numéro de la souche Huile testé ,Le res ultat de
I’antibiogramme
867.71 Huile de Laurus nobilis Négatif
Escherichia coli 39 Huile de Laurus nobilis Négatif
BLSE+ 70 Huile de Laurus nobilis Négatif
137.188 Huile de Laurus nobilis Positif
134 Huile de Laurus nobilis Négatif
. . 87 Huile de Laurus nobilis Négatif
Klebsiella pneumoniae - - -

BLSE+ 163 Huile de Laurus nobilis Positif
767 Huile de Laurus nobilis Positif
709.138 Huile de Laurus nobilis Négatif

Tableau 10 : Les résultats des antibiogrammes réalisés avec I'huile de Laurus nobilis
% E. Coli

Pour les souches d'Escherichia coli BLSE+, nous avons observé une sensibilité notable chez

I'isolat 137.188 avec une zone d’inhibition de 20 mm. donc 1/5
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Figure 14 : Escherichia coli BLSE+ N°137.188

¢ Klebsiella p.
De maniere similaire, I'analyse des souches de Klebsiella pneumoniae BLSE+ a révélé une réponse
positive de deux isolats sur quatre (souches 163 et 767) a l'action de 1'huile de Laurus nobilis avec

une zone d’inhibition de 20 mm. Donc 2/4

Figure 16 : Klebsiella pneumoniae

Figure 15 : Klebsiella pneumoniae
N°163 BLSE+

N°767 BLSE+

4. Discussion

Cette expérimentation a pour but d’étudier I’effet bactéricide des huiles essentiel & partir des
plantes locales en Algérie contre les entérobactéries BLSE+, afin de trouver une solution contre
ces bactéries multirésistantes et mortelles aux niveaux des hopitaux, et cela est devenue un
probléme international et critique. D’aprés notre connaissance, peu d’étude ont été réalisé en
utilisant une combinaison des cinq huiles «Cumin noir, Thym, Romarin, Armoise blanche,
Grenadier », ainsi les types de bactéries BLSE utilisés, ce qui rend notre discussion difficile.

Nos résultats en utilisant les huiles ont montré un potentiel de 0%, cela peut étre justifier avec les

travaux de Quattara et al.,( 2008) qui ont indiqué que 1’organisation architecturale de la paroi cellulaire

des bactéries Gram positives est moins complexe que celle des bactéries Gram négatives. Cette complexité
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réside dans le fait que la membrane externe des bactéries Gram négatif est hydrophile et peut bloquer la
pénétration de composés hydrophobes dans la membrane cellulaire cible.

Méme constat déclaré par Abib et Lazib (2022) qui indique qu’aucune zone d’inhibition autour des
disques imprégnés d’HE de romarin n’a été observée vis-a-vis d’Escherichia coli. Cette bactérie semble
posséder un potentiel de résistance trés élevée contre 1’action antibactérienne de I’H.E de romarin », avec
des zones d’inhibition minimes 4 <6 mm (Abib & Lazib, 2022).

Par contre les travaux de (Benkherara, et al., 2011) indique que la souche Escherichia coli 1429 a montré
une grande sensibilité sous 1’action des huiles essentielles et de l’antibiotique avec une moyenne
d’inhibition de I’ordre de 30 mm de diamétre. Cependant, la souche de référence Escherichia coli ATCC
25922 et la souche Escherichia coli 12 ont réagi de facon plus ou moins insensible vis-a-vis des huiles
essentielles alors qu’elles sont complétement résistantes a I’antibiotique». Alors, les travaux portés par
Boujelal (2013) ont montré que 1’extrait méthanolique d’A.herba-alba a donné un diamétre d’inhibition de
13+0.6 mm pour la souche E.coli ATCC 25922.

Nos résultats sont différents aux recherches menées par (Ouguirti, 2022) qui affirment que tous les extraits
ont réagi positivement sur presque la totalité des souches étudiées et 1’extrait d’A. Herba-alba est doué de
propriétés antibactériennes trés appréci€es vis-a-vis les Gram+ et les Gram-, il a exhibé des zones
d’inhibition comprises entre 11.33+1.5 et 26.33+2.3 mm, dont les plus grandes zones d’inhibition ont été
enregistrées vis-a-vis les souches E. coli ATCC 25922 (26.33+2.3) (Ouguirti, 2022).

Concernant, I’extrait huileux de Punica granatum (grenadier) n’a montré aucune activité antibactérienne
visible contre les souches d’Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae testées dans cette étude. Méme
constat présenté par Faria Tasnim, et al. (2025). La présente étude peut étre influencés par plusieurs
facteurs a savoir :

v’ la concentration utilisée dans notre protocole (50 pL/puits),

v’ la nature lipidique de I’extrait (huile essentielle), n’étaient pas suffisantes pour induire un effet
mesurable ;

v' la résistance accrue des souches BLSE testées, souvent associée a des altérations de la
perméabilité membranaire ou a des pompes d’efflux, pourrait également expliquer l'absence d'effet
antibactérien.

Ces données suggerent que des ajustements, notamment au niveau de la concentration, du solvant ou du
mode d’extraction, pourraient étre nécessaires pour mieux exploiter le potentiel antimicrobien de Punica
granatum contre les entérobactéries multirésistantes. Méme résultat signalé par Friedman et al.(2002) qui
indique que les principaux facteurs pouvant influencer les résultats d'un test de 1’activité antimicrobienne
d’une huile essentielle sont la Composition et solubilité des huiles essentielles et les micro-organismes et
leur taux de croissance

Contrairement aux autres extraits testés, Laurus nobilis a présenté une activité antibactérienne partielle

neuf (33,33% ; 3/9), a marquée par I’apparition des zones d’inhibition circulaire de 20 mm mesurables
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autour des puits indiquant une sensibilité modérée a 1’extrait. Les souches sensibles sont K. pneumoniae
BLSE+n°767, K. pneumoniae BLSE+ n°163, et E. coli BLSE+ n°188.137.

Ces résultats suggérent que Laurus nobilis contient des composés bioactifs capables d’agir sur certaines
entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre étendu. En effet, plusieurs études ont rapporté que
cette huile essentielle est riche en cinéole (1,8-cinéole), eugénol, linalol et a-terpinéol, molécules
reconnues pour leur potentiel antimicrobien contre des bactéries pathogénes, y compris des souches
multirésistantes (Konovalov et Alieva, 2019).

La variabilité d’action observée entre les différentes souches peut s’expliquer par plusieurs facteurs :

e La nature hydrophobe de I’huile essentielle de laurier, qui pénétre difficilement la membrane
externe des bactéries Gram négatives, ce qui limite son efficacité sur certaines souches
(Ouattara, et al., 1997).

o Des différences génétiques entre les souches BLSE, notamment dans les systémes de pompes
d’efflux, la perméabilité membranaire et la composition des lipopolysaccharides.

e La concentration testée (50 pL/puits) pourrait ne pas étre suffisante pour inhiber toutes les
souches. En effet, plusieurs travaux ont mis en évidence une relation dose-dépendante de
I’activité antimicrobienne des huiles essentielles (Friedman, et al., 2002).

Par contre, I’activité partielle de Laurus nobilis confirme un profil d’efficacité spécifique, qui pourrait
justifier une exploration plus poussée (tests de CMI, combinaison avec antibiotiques, encapsulation, etc.).

Il a été démontré que l'huile essentielle de laurier est réputée pour son activité inhibitrice qui permet de
perturbé la stabilité de la membrane cellulaire, ainsi que par I’augmentation de sa perméabilité. Elle pourrait
également altérer les protéines membranaires, et par conséquent, perturber le transport membranaire des
molécules (Kheyar, et al., 2014). Il a été démontré précédemment que les terpénes seraient parmi les
constituants responsables de 'activité antibactérienne de I'huile essentielle de laurier. Le taux d’inhibition
de la croissance bactérienne pourrait étre di a plusieurs facteurs, tels que : la saisonnalité, la variabilité de
la matiére végétale et la composition de I'huile essentielle. La capacité d’inhibition de cette derniére sur la
croissance microbienne serait probablement due a l'effet synergique du 1,8 cinéole avec les terpénes
oxygénés de I'huile (Hafize , et al., 2019)

Enfin, il convient de souligner que la diffusion de I’huile dans la gélose, la stabilit¢ de ses composés
volatils et I’environnement du test (pH, température, type de gélose) peuvent aussi influencer le résultat

final.
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Conclusion
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Dans un contexte mondial marqué par I’augmentation alarmante des résistances bactériennes,
notamment celles liées aux entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre étendu (BLSE),
la recherche de solutions alternatives aux antibiotiques classiques devient une urgence médicale.
Ce travail s’est inscrit dans cette dynamique en explorant I’activité antibactérienne de plusieurs
extraits bioactifs végétaux, notamment des huiles essentielles de plantes médicinales locales, sur
des souches cliniques d’Escherichia coli et de Klebsiella pneumoniae BLSE+ isolées en milieu
hospitalier.

Notre étude, a permet d’obtenir des résultats pertinentes sur ’utilisation de Laurus nobilis qui a
présenté une activité inhibitrice mesurable contre certaines souches, suggérant un potentiel
thérapeutique intéressant. En revanche, les autres extraits, tels que ceux de Thymus vulgaris, Salvia
rosmarinus, Artemisia herba-alba, Punica granatum et Nigella sativa, n’ont montré aucun effet
significatif dans les conditions expérimentales appliquées.

Ces résultats, bien qu’encourageants, soulignent la nécessité de poursuivre les recherches afin de
mieux comprendre les mécanismes d’action de ces huiles, affiner les conditions de test
(concentration, solubilité, formulation) et élargir I’étude a d’autres souches bactériennes.

Enfin, ce travail met en avant la richesse du patrimoine végétal algérien et son potentiel sous-
exploité dans le domaine biomédical. Il ouvre la voie a la continuité de cette recherche visant a
valoriser les plantes médicinales locales dans une perspective de santé publique durable et
innovante. Nous recommandons 1’intégration de ces approches naturelles dans la lutte contre
I’antibiorésistance pourrait représenter une voie complémentaire, en particulier dans les pays ou
les ressources thérapeutiques sont limitées.
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