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Résumé

L'Eucalyptus globulus (Myrtaceae) et le Thymus vulgaris (Lamiaceae) sont des plantes
aromatiques largement utilisées depuis I'Antiquité en médecine traditionnelle, en raison de leurs

propriétés biologiques.

L'objectif de notre travail consiste a évaluer de maniére synergique le pouvoir antibactérien de
I'huile essentielle d'Eucalyptus globulus en combinaison avec l'huile essentielle de Thymus
vulgaris vis-a-vis des souches bactériennes multi-résistantes, a savoir ; Escherichia coli,

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa.

Le matériel végétal récolté dans la région de Tipaza, a subi une hydrodistillation en utilisant un
appareil de type Clavenger. Les rendements d'extraction obtenus ont montré des teneurs en
huiles essentielles de 0,23 % pour les feuilles d'"Eucalyptus globulus et de 1,22 % pour la partie

aérienne de Thymus vulgaris.

L'activité antibactérienne et I’effet de synergisme ont été évalués in vitro par trois méthodes (la

diffusion sur disque ou bandelettes et la macrodilution).

D’une fagon générale, les résultats obtenus ont montré une augmentation de l'activité
antibactérienne des huiles essentielles de deux plantes étudiées en combinaison. Cette synergie
offre de nouvelles perspectives pour développer des approches thérapeutiques combinées plus

efficaces contre les souches bactériennes multi-résistantes.

Mots clés : Eucalyptus globulus Thymus vulgaris, synergie, huiles essentielles, activité

antibactérienne.



Abstract

Eucalyptus globulus (Myrtaceae) and Thymus vulgaris (Lamiaceae) are aromatic plants widely

used since ancient times in traditional medicine due to their biological properties.

The objective of our work is to evaluate synergistically the antibacterial power of Eucalyptus
globulus essential oil in combination with Thymus vulgaris essential oil against multi-resistant
bacterial strains, namely Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Pseudomonas

aeruginosa.

The plant material collected in the Tipaza region hydrodistillation using a Clavenger-type
apparatus. The extraction yields obtained showed essential oil contents of 0.23% for Eucalyptus

globulus leaves and 1.22% for the aerial part of Thymus vulgaris.

The antibacterial activity and synergistic effect were evaluated in vitro by three methods (disk

or strip diffusion and microdilution).

In general, the results obtained showed an increase in the antibacterial activity of the two studied
plant essential oils in combination. This synergy offers new perspectives for developing more

effective combined therapeutic approaches against multi-resistant bacterial strains.

Key words : Eucalyptus globulus Thymus vulgaris, synergie, essential oil, antibacterial

activity.
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INTRODUCTION

La résistance aux antibiotiques est un probléme majeur de santé publique, en particulier lorsque

des bactéries multirésistantes apparaissent comme : Staphylococcus aureus et Escherichia coli

[1].

Les infections bactériennes ont toujours été la principale cause de maladies dans I’histoire de
I’humanité. Aujourd’hui, la thérapie antibiotique est le traitement le plus courant pour
combattre les infections bactériennes, mais 1’apparition de nouvelles souches de bactéries
résistantes a chaque nouvelle classe d’antibiotique est un énorme probléme. Le nombre
d’infections associées aux antibiotiques augmente considérablement, atteignant 52 000 patients
en 2007 [2], et en France, une étude menée par la Santé Publique en 2012 a révélé que le nombre
de cas infectés par des bactéries multirésistantes atteignait 158 000, tandis que le nombre de
déces atteignait 12 500 [3]. Les phénomeénes a I’origine de I’émergence et de la diffusion de ces

bactéries sont complexes et difficiles a anticiper.

Dans ce cadre, la problématique de la résistance aux antibiotiques interpelle les communautés
scientifiques, car il est devenu trés indispensable de trouver des nouveaux agents
thérapeutiques. Pour cela, les chercheurs ont été orientés vers le monde végétal et
particulierement les plantes médicinales et culinaires représentant un potentiel inestimable pour
la découverte de phytomédicaments a pouvoir antibactérien. Ainsi les huiles essentielles
commencent & avoir beaucoup d’intérét comme source potentielle de molécules bioactives [4].
Elles rentrent dans la composition de plusieurs médicaments, sous forme de crémes, gélules et
suppositoires, leur utilisation s'appelle "l'aromathérapie”, qui consiste a utiliser les huiles

essentielles comme alternative pour le traitement des maladies d’origine bactérienne [5] , [6].

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes avec un certain nombre de constituants qui
peuvent avoir un impact sur l'activité biologique, indépendamment ou en combinaison. Les
activités biologiques de plusieurs constituants de I'huile ont été étudiées [7] , [8].Dans ces
études, le 1,8-cinéole et le thym figurent principalement comme constituant majeur ou mineur
présent dans un certain nombre de plantes aromatiques, telles que Eucalyptus globulus et

Thymus vulgaris.

L'Eucalyptus globulus est une plante médicinale riche en composés phénoliques, tannins et

flavonoides, ces composes sont appelés composés métaboliques secondaires responsable a la



protection contre les agents pathogénes et ont des activités biologiques telles que l'activité

antioxydante, anti-inflammatoire, anticancéreuse, antimicrobienne, analgésique, etc [9].

Le Thymus vulgaris contient au fait plusieurs composés bioactifs tels que les flavonoides et les
phénols qui sont utilisés dans plusieurs préparations alimentaires (thymol) pharmaceutique et

en parfumerie. A la fois antibactérienne, fongicide et antioxydant [10].

L’objectif de notre travail consiste a évaluer l'activité antibactérienne des huiles essentielles
extraites a partir des feuilles de deux plantes aromatiques et locales (Eucalyptus globulus et
Thymus vulgaris), cette activité est testée sur trois bactéries pathogénes pour I'homme
(staphylocoques aureus et Escherichia coli et pseudomonas aeruginosa), d’autre part ce

mémoire a un autre objectif basé sur la recherche de I’effet synergique entre ces huiles.
Notre travail est subdivisé en deux parties :
> La premiere partie, concerne une étude bibliographique qui regroupe deux chapitres ;

Une généralité sur les deux espéces étudiées Eucalyptus globulus et Thymus vulgaris, leurs
propriétés thérapeutiques, ainsi que leurs compositions chimiques sont abordées dans le premier
chapitre.

- Le deuxieme chapitre renferme I'activité antibactérienne, la résistance aux antibiotiques, ainsi
que les travaux antérieurs effectués sur I’effet de synergie entre les deux huiles essentielles

étudiées vis-a-vis des bactéries multi-résistantes.

» Ladeuxiéme partie contient le travail expérimental :
Le protocole d’extraction des huiles essentielles pour les deux plantes Eucalyptus globulus et
Thymus vulgaris, ainsi que les méthodes utilisées pour déterminer 1’activité antibactérienne et
Ieffet de synergique sont traités dans la 1°® partie et la discussion des résultats obtenus dans la

2°™M partie de cette partie expérimentale.

Enfin, ce travail est achevé par une conclusion générale.



Partie bibliographique



Chapitre |

Apercu bibliographigue sur les especes
Eucalyptus globulus et Thymus vulgaris



I. Généralité sur I’espéce Eucalyptus globulus
I.1 Présentation de la famille Myrtaceae

Les Myrtacées sont une famille de plantes dicotylédones composée de plus de 3 000
especes classées en environ 48 a 134 genres. Ce sont des arbres et arbustes qui poussent
principalement en Australie et en Amérique tropicale et sont producteurs d'huiles aromatiques

tempérées, subtropicales et tropicales [11].

Les myrtacées appartiennent a la grande classe des plantes dicotylédones. Elles sont

toutes hermaphrodites, le plus souvent arborescentes ou sous-frutescentes, rarement herbacées.

Tige et branches principalement cylindriques, parfois quadrangulaires contourné. Les
feuilles sont toujours simples, généralement ou peu dentelées, pétiolées, opposées, rarement

alternes ou verticillés.

Limbe parfois cylindrique ou aplati, trigonal ou séminéral, fournissant parfois veine

marginale.

Les inflorescences de cette famille sont en cyme ou en grappe et parfois réduites a une
seule fleur solitaire. Elles sont auxiliaires ou terminales. Les fleurs des Myrtacées ont une odeur
suave et sont pollinisées par divers insectes, oiseaux ou mammiferes. Elles sont généralement
hermaphrodites. Le réceptacle floral est en forme de coupe plus ou moins allongée et la fleur

actinomorphe, tétrameére ou pentamere [12,13,14].

Deux verticilles sont insérés a I'extrémité du vase et elles sont soudées ensemble pour
former un pied a coulisse en forme de bouchon, Ces derniers sont soulevés par I'érection des
étamines.

Pendant la floraison menant a sa chute, Chaque fouet se compose de 4 ou 5 picces libre ou

soudé et imbriqué entre les deux.

Les ¢étamines sont généralement constituées de nombreuses étamines en développement.

Centripetes ; elles sont libres ou réunies a la base en quatre ou cinq faisceaux donc en dessous.

Chez les Myrtacées, il y a généralement 4 ou 5 sépales, libres ou fusionnés les pétales
Les numéros 4 ou 5 sont libres ou soudés, petits, arrondis et parfois imbriqués sur le bouchon

le nombre d'étamines est 'n', mais il y en a 2-5 carpelle.

La pollinisation est favorisée par la présence de disques de nectar de couverture Ovaire,

les fleurs sont dites insectophiles.



Les fruits sont généralement des baies surmontées de calices ou de capsules insecticides.
Aussi rarement des caryomes ou de l'acné. Les graines sont généralement peu nombreuses

Chaque coffret est également unique. Ces graines sont ex-albumine.

Les embryons consomment toutes les protéines pendant la maturation. Les fruits juteux
sont propagés par les oiseaux et les mammiferes, et les capsules contiennent de minuscules

graines, généralement propagées par le vent ou l'eau [13,14].

1.2 Présentation de I’espéce Eucalyptus globulus
1.2.1 Description botanique

L’Eucalyptus appartient a la famille des Myrtaceae (Myrtacées) et apparait sous plusieurs
especes presque 300 especes (genres Eucalyptus, Eugenia, Melaleuca, Myrta). Ils comptent
environ 600 a 700 especes et variétés. Ce sont des angiospermes, dicotylédones [15]. C’est un
arbre a tronc lisse dont la croissance est tellement rapide qu’il peut atteindre les 100 m de
longueur. Les feuilles agées sont verte-grisatre, coriaces, pendantes, a limbe falciforme relié a
la tige via un pétiole court. Les jeunes feuilles sont de couleur vert pale, sessiles, cireuse a limbe
arrondie. Le calice de la fleur est formé de quatre sépales, cireux et rapeux, soudés, qui forment
une urne a quatre pans dont le « couvercle » se détache en période de floraison et d’ou sortent

de nombreuses étamines [16].

1.2.2 Répartition géographique d’Eucalyptus en Algérie

Une surface de 58555 hectares a été occuper d’ Eucalyptus donc plus de la moitie dans
la région oranaise (Boudy 1950), des plantations ont ét¢ mené le longent de littorale. En
retrouve cette espece a EL-kala, Azzfoune et la mitidja [17], la répartition géographique de

I’Eucalyptus globulus et représenter brievement dans le tableau (I.1).

Tableau I. 1: Distribution géographique d'Eucalyptus globulus en Algérie [17]

Wilaya Blida Boumerdas | Skikda S. Belabas | Setif Al Taref
Superficie | 41 Ares 70 Ares 2250 HA | 342HA 10 Ares 1000HA

1.2.3 Origine et classification

L’origine du nom Eucalyptus vient du grec, « eu » qui signifie bon ou bien et « kalypto »
qui signifie couvrir et protéger du fait que les pétales et sépales sont soudés [18] . L’arbre

d’Eucalyptus, appelé aussi Gommier bleu ou arbre aux fiévres, forme actuellement une partie



importante de la végétation mondiale. Originaire d’Australie, cet arbre a croissance rapide s’est
parfaitement adapté au climat méditerranéen et aux régions subtropicales grace a sa propriété
d’assécher les terres humides [19], Il a ét¢ introduit en Algérie en 1854 par Ramel [20] , ou il

est maintenant largement distribué.

Tableau I. 2: Taxonomie de l'espéce Eucalyptus globulus selon le nomenclateur classique. [21]

Régne Plantea
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Sous-classe Rosidae
Classe Magnoliopsida
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Eucalyptus
Espéce Eucalyptus globulus (Labill.)

Figure I. 1: Les feuilles et les fleurs et les fruits d'Eucalyptus globulus. [22]

1.2.4 Les différentes espéces d’Eucalyptus en Algérie

Les principales espéces utilisées sont : [23]
- Eucalyptus Maideni.
- Eucalyptus Viminalis.
- Eucalyptus Camaldulensis.
- Eucalyptus Gomphocephara.
- Eucalyptus Meliodora Celtisaustralis.
- Eucalyptus Sempervirens.
- Eucalyptus Bicostata.
- Eucalyptus Globulus.

- Eucalyptus Eburnea.



- Eucalyptus Cladocalyx.
- Eucalyptus Ovata.

- Eucalyptus Umbellata.

- Eucalyptus Sideroxylon.

1.3 Composition chimique de I’Eucalyptus globulus
1.3.1 Métabolite secondaire d’Eucalyptus globulus :

> Les terpenes : le 1,8-cinéole (ou eucalyptol), le limonéne, le pinéne, 1’alpha-terpinéol,
le globulol, le phellandrene, le aromadendréne, le terpinén-4-ol, le alpha-pinene, le
gamma-terpinene, le para-cymene, etc.

» Les phénols : I’eucalyptus globulus contient des phénols tels que 1’acide caféique,
I’acide chlorogénique, 1’acide férulique, 1’acide gallique, 1’acide protocatéchique,
I’acide syringique, etc.

» Les flavonoides : I’eucalyptus globulus contient des flavonoides tels que la quercétine,
la kaempférol, la lutéoline, I’isorhamnétine, la myricétine, etc.

» Les tanins : I’cucalyptus globulus contient également des tanins, bien que leur teneur

varie en fonction de la partie de la plante étudiée et de la méthode d’extraction utilisée.

Il est important de noter que les métabolites secondaires présents dans les plantes peuvent
varier en fonction de plusieurs facteurs, tels que les conditions de culture, la saison, le stade
de croissance, etc. Par conséquent, les teneurs et les types de métabolites secondaires présents
dans /’Eucalyptus globulus peuvent varier en fonction des conditions dans lesquelles la plante

a été cultivée et de la méthode d’extraction utilisée pour isoler les métabolites [24].
1.3.2 Composition chimique de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus

Tableau 1. 3: La composition chimique de I'huile essentielle d'Eucalyptus globulus [25] .

Famille Composees
Monoterpénes Alpha-pinéne, s-pinéne, 3-limonéne, para-cymene, camphene, alpha-
phellandréne, alpha-fenchéne, y-terpinéne alphaphellandrene, alpha-
fenchéne, y-terpinéne .
Sesquiterpénes aromadendréne, alloaromadendrene.

Alcools eudesmol, alpha-terpineol, globulol, pinocarveol.
Aldéhydes Citral, myrtenal.
Cétones Carvone, pinocarvone, verbenone et I’acétate de geranyl .

Les propriétés des composées majoritaires :



¢ 1,8-Cinéole C'est un composé monoterpene naturel avec une odeur rafraichissante et
piquante de camphre, il est traditionnellement utilisé pour le traitement de la bronchite
depuis I'Antiquité. Le 1,8-cinéole agit en accélérant la fréquence des battements des cils
dans la muqueuse. Il agit également comme agent bronchodilatateur et
antiinflammatoire [26].1ls ont étudié les effets de I’huile d’Eucalyptus globulus sur la

bronchiolite et I'hypersécrétion [27].

Figure L. 2: Structure de 1,8-cinéole. [28]

e Globulol appartient a la classe des composés organiques appelés sesquiterpénoides ;
5,10- cyclo-aromadendrane. Ce sont des sesquiterpenoides aromadendrane qui résultent

de la cyclisation C5-C10 du squelette aromadendrane.

Le globulol a été criblé pour avoir une forte activité antifongique sur les champignons testés
Alternaria solani, Fusarium graminearum, Rhizoctonia solani et V. pirina, les données de

concentration inhibitrice efficace médiane [29].

OH
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Figure I. 3: Structure de Globulol [30].

La composition chimique de I'huile essentielle de I’espece E.globulus et dans différentes

régions en Algérie est indiqué dans le tableau (I.4) ci-dessous.



Tableau 1. 4: Composition chimique de I'huile essentielle d'Eucalyptus globulus provenant
des différentes régions de I'Algérie.

Composés Tizi-ouzou Bejaia El hamma (alger)
[23] [34] [29,30,31]

a-pinene 2.03% 4,61% 10,7%

Campheéne 0.01 % - 7,6%
B-pinéne 0.08 % 0,07% -
Myrcene 0.06 % - -
a.phelladrene 0.06 % - -
P.Cymene 0.08 % - -

1.8 Cinéole (Eucalyptol) 73.32 % 55,29% 15,2%
Gamma Terpinéne 0.05% - -
Terpinolene 0.07 % - -

Linalol 0.04 % - 7,3%
Compholene Aldehyde 0.08 % - -
Borneol 0.47 % - -

Terpenene-4-ol 0.72% - 8,1%
Alpha Terpéneol 2.58 % - -
Nerol 0.90 % - -
Acetate de linalyl 0.21% - -
Acetate de Terpényl 4.19 % - -
Acetate de Geranyl 0.15% - -
B.Caryophellene 0.10 % - -
ALPHA .Humuléne 0.15% - -

Le tableau (I.4) présente les principaux composés en pourcentage de 1’huile essentielle
d’Eucalyptus globulus pour cinq échantillons provenant de différentes régions, les pourcentages

indiqués permettent de comparer les profils aromatiques des échantillons.

On observe que pour les échantillons F.J, Versant Nord et Versant Sud, le composé le plus
présent est le 1,8 Cinéole (Eucalyptol), avec des pourcentages élevés allant de 73,32% a
78,76%. En revanche, pour 1’échantillon de Bejaia, le pourcentage de ce compos¢ est plus faible
(55,29%) et d’autres composés tels que le Linalol et le Terpénene-4-ol sont présents en plus

grande quantité.



L’¢échantillon d’El hamma alger présente des pourcentages beaucoup plus faibles de 1,8

Cinéole (Eucalyptol) (15,2%) mais des quantités plus importantes de Borneol et de Terpenene-

4-ol.

Enfin, on remarque également que certains composés sont présents en faible quantité ou

méme absents selon les échantillons, tels que le Camphéne, le Myrcéne, ’a. phelladréne, le

P.Cymeéne, le Gamma Terpinéne, le Terpinoléne, le Compholéne Aldehyde, I’Acétate de

Linalyl, I’Acétate de Geranyl, le B.Caryophellene et I’ALPHA.Hmuléne.

En somme, ce tableau permet de visualiser les différences dans les profils aromatiques de

I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus en fonction des régions de provenance des

échantillons.

La composition chimique de I’huile essenticlle de I’espéce Eucalyptus globulus et dans

différentes régions dans le monde dans tableau (1.5).

Tableau 1. 5: Les composées majoritaires de 1'huile essentielle d'Eucalyptus globulus de

différentes régions dans le monde [35] .

Abondance relative (%)

Auteurs Mulyaningsih | Goldbeek | Vilela | Elaissi | Manika | Kumare | Tiyagi et| Boukhatem
et al et al et al et al et al Etal malik Etal
(2010) (2014) | (2009) | (2012) | (2013) | (2014) | (2011) | (2014)
Pays Allemagne Brésil Brésil | Tunisie | Inde Inde Inde Algérie
Composés
a-pinene 1,53 8,30 12 1,2 4,2 24,6
Limonene - - - 2,3 - 10,09 17,8 -
p-cymene 0,49 1,79 - 1,0 - - 9,5 -
1,8-cinéol 14,55 71,05 89,95 53,7 63,7 33,62 45,4 51,08
Terpinene 0,18 - 0,25 - 0,8 2,92 8,8 -
Pinocarvone - 0,75 0,30 1,7 - - 0,4 9,98
Alpha-terpinéol 0,85 0,79 0,62 3,3 0,9 4,72 3,6 0,4
Aromadendrene 31,17 - - 3,7 13,5 - - -
Globulol 10,69 3,51 - 7,0 34 - - 2,81

- non détecté. Les composés en gras ont été retrouvés comme majoritaires dans lhuile essentielle




Le tableau représente plusieurs variétés d ’Eucalyptus globulus dans différents pays dans

le monde, et toutes ne possedent pas les mémes composants.

Cependant, il y a certains composants qui sont présent dans la majorité des cas, et ceux-
ci sont bien souvent ceux qui sont a I’origine des bienfaits thérapeutique qui 1’on attribue a

[’Eucalyptus (10).

Permis ces composés majoritaires, le 1,8-cinéole varie a 70 a 80 % et d’autre composés

minoritaires comme le terpinéne varie moins 3%.

1.4 Activités biologiques de I’espéce d’Eucalyptus globulus
1.4.1 Activité antibactérienne

L’étude de l’activité antibactérienne de 1’huile essentielle d’Eucalyptus globulus a été
effectuée sur des souches bactériennes sélectionnées vue leur multi résistance aux antibiotiques
[36], et elle est utilisés comme des agents naturels dans la conservation des aliments grace a

son effet antibactérien sur les microorganismes. [37]

L'huile essentielle extraite des feuilles d'Eucalyptus globulus présente un puissant effet
antibactérien contre la plupart des souches de Staphylococcus aureus avec les zones d'inhibition
mesurées sont comprises entre 8,0+0,0 et 12,0+0,0 mm pour un volume de 5 pl et entre 8,5+0,7

et 16,0+1,4 mm pour 10 pl d’HE [36].

D'autres études ont expérimenté 1'utilisation de la méthode de diffusion sur gélose pour
tester Staphylococcus aureus avec Le diameétre de la zone d'inhibition variait de 69 mm a 75

mm [38].

Les expérimentations ont mis en évidence une activité antibactérienne significative
particuliérement contre les bactéries Gram négatif Escherichia coli, cette activité peut étre
principalement attribuée aux composés majoritaires présents dans l'huile [39], montrent une

bonne activité antimicrobienne avec les zones d’inhibition varient de 14 mm a 19 mm [40].

Cette huile et exercer sur les souches de Salmonella spp indique des zones d’inhibition

allant de de 15 mm a 19 mm [40].

Les diameétres des zones d’inhibitions de ’huile d’Eucalyptus globulus vis-a-vis de
souche appartenant a I’espece Pseudomonas aeruginosa par la méthode des disques, montrent
qu’elle est sensible par le diametre 10.5+0.70 et 12.0=1.41 mm pour Sul d’HE et entre 11.5+£0.7
et 13.0+0.70 mm pour 10ul d huile d’Eucalyptus [36].

10



Les résultats de 1'étude ont révélé que I'huile d'eucalyptus a une activité antibactérienne

contre les bactéries gram positives et gram négatives [41] .

1.4.2 Activité antivirale

L’huile essentielle d ’Eucalyptus globulus est utilisée en médecine pour son potentiel
thérapeutique antiviral. Elle a été particulierement étudiée pour traiter les symptémes des
maladies infectieuses aéroportées, telles que le COVID-19, qui appartient au genre Beta
coronavirus de la famille des Coronaviridae. Les recherches in vitro, in vivo et in silico ont
permis de mieux comprendre la composition chimique et les mécanismes moléculaires

antiviraux de I’huile essentielle [42] .

Une étude in silico a porté sur I’évaluation des monoterpénes présents dans 1’huile
essentielle d’Eucalyptus, tels que le 1,8-cinéole, I’a-pinéne, 1’a-terpinéol, le limonéne et 1’o-
cymene. Les résultats ont montre que le 1,8-cinéole pourrait potentiellement inhiber la protéine
Mpro du COVID-19 grace a ses groupements fonctionnels, tels que les groupes hydroxy (-OH),
les groupes cétone (=O) et les groupes éther (-O-). 1l est prévu que ces composants jouent un
role dans les interactions amino-acides sur le site actif de la protéine Mpro du COVID-19 [43].

Des études in vivo ont montré que 1’huile essentielle d’ Eucalyptus avait un effet antiviral

direct sur le virus de I’herpes labial HSV en réduisant I’infection avant ou pendant 1’adsorption
du virus dans la cellule hote [44] . Des résultats similaires ont été observés dans une étude in
vitro sur le virus de la grippe A (HIN1), ou I’exposition a la vapeur d’huile essentielle
d’eucalyptus a eu un effet inhibiteur significatif sur la formation de plaques de virus influenza
A en se liant a la protéine de surface de I’hémagglutinine du virus [45].

Cependant, une autre étude a montré que I’huile essentielle d ‘Eucalyptus n’avait qu’une

action légere sur les virus ourliens Myxovirus parotidis, responsables des oreillons, mais

n’avait aucune activité sur les adénovirus [46].

1.4.3 Activité antioxydante

Les huiles essentielles sont considérées comme des ressources potentielles de molécules
bioactives naturelles, qui ont été étudiées pour leurs propriétés anti oxydantes. Les Composés
phénoliques, comme le thymol, la carvacrol et I’eugénol font partie des molécules des huiles
essentielles présentant les plus fortes activités anti oxydantes ainsi que d’autres CoOmposés qui
Contribuent a cette activité telle que les monoterpénes alcools, cétones, aldéhydes,
hydrocarbures et éthers [47].
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1.4.4 Activité anticancéreuse

Des études se sont penchées sur I’effet anticancéreux du 1,8-cinéole. Ils ont démontré
que le 1,8-cinéole était inducteur de I’apoptose des cellules leucémiques humaines et 1’effet
anti-tumoral du 1,8-cinéole dans le cas du cancer colorectal. Il ne s’agit pour I’instant que de
faibles effets et il n’y a pas encore assez d’études pour le démontrer, mais les huiles
essentielles d’Eucalyptus globulus et d’Eucalyptus radiata pourraient a I’avenir servir de

complément aux traitements anticancéreux actuels [48,49].

1.4.5 Activité antifongique

Dans une étude, Ils ont démontré une activit¢ antifongique de 1’huile essentielle
d’Eucalyptus globulus sur deux especes d’aspergillus a savoir Aspergillus flavus et Aspergillus
parasiticus [50]. Les résultats ont montré que ’huile essentielle d ' Eucalyptus globulus a un
effet significatif sur 1’inhibition de la croissance des mycéliums de ces deux especes
d’aspergillus.

Cependant, I’effet antifongique observé ne peut pas €tre attribué au 1,8-cinéole seul, car
celui-ci n’a pas montré d’effet sur les mycéliums. Il semblerait plutét que D’activité
antifongique soit due a une synergie de molécules présentes dans 1’huile essentielle

d’Eucalyptus globulus.

II. Généralité de ’espéce Thymus vulgaris
I1.1 Présentation de la famille Lamiaceae

La famille des Lamiaceae, également connue sous le nom de famille de la menthe, est une
famille de plantes a fleurs largement répandue dans le monde entier. Elle comprend plus de
7000 especes réparties dans environ 230 genres différents. Les Lamiaceae se distinguent par
leur feuilles opposées, généralement dentées ou lobées, et leurs fleurs bilabiées caractéristiques

[51].
I1.2 Présentation de I’espéce Thymus vulgaris

I1.2.1 Description botanique

Thymus vulgaris est une plante un petit sous-arbrisseau vivace, odorante, et forme une
touffe compacte trés ramifiée qui s’élévent a une vingtaine de centimétre au-dessus du sol. Les
feuilles du thym sont plus au moins contractées et les inflorescences sont faux verticilles, d'un

aspect grisatre ou vert-grisatre [52].
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Ses petites fleurs zygomorphes sont regroupées en glomérules et leur couleur varient du

blanc au violet au rose [4].

I1.2.2 Répartition géographique

. Dans le monde :
Le genre Thymus est I’un des 250 genres les plus diversifiés de la famille des labiées
[53], il existe prés de 350 espéces de thym réparties entre I’Europe, 1’Asie de ’ouest et la
Meéditerranée [54]. On le trouve également dans les montagnes d'Arabie du Sud-ouest et dans

la péninsule du Sinai en Egypte [55].

. Dans I’Algérie :

L’Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales au regard de sa superficie et
de sa diversité bioclimatique Le thym est une plante répandue en Algérie. lls ont décrit 8 espéces
de Thymus dont endémiques, Les différentes espéces qui y existent sont réparties le long du
territoire national, du Nord Algérois a I'Atlas saharien, et du Constantinois a I'Oranais [56].

La répartition geographique du genre Thymus en Algérie est représentée dans le tableau (1.6).

Tableau 1. 6: Localisation des principales espéces de genre Thymus en Algérie [57,58].

Especes Découverte par Localisation
Thymus Capitatus Hoffman et Link Rare dans la région de Tlemcen
Thymus Fontanesii Boiss et Reuter | Commun dans le Tell
Endémique Est Algérie-Tunisie
Thymus Battandier Endémique Oran
Commutatus
Thymus Numidicus Poiret Assez rare dans : Le sous-secteur de 1’atlas tellien

La grande et la petite Kabylie
De Skikda a la frontiere tunisienne
Tell constantinois

Thymus Guyoni Noé Rare dans le sous-secteur des hauts
Plateaux algérois, oranais et constantinois

Thymus Pallidus Coss Tres rare dans le sous-secteur de L’ Atlas
Saharien et constantinois

Thymus Hirtus Willd Commun sauf sur le littoral

Thymus Glandulosus Lag Treés rare dans le sous-secteur des hauts

Plateaux algérois.

Thymus Algeériensis Boiss et Reuter | Tres commun dans le sous-secteur des
Hauts plateaux algérois, oranais

Thymus Munbyanus | Boiss et Reuter | Endémique dans le secteur Nord algérois
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I1.2.3 Origine et classification

L’origine du mot Latin « Thymus » n’est pas tout a fait tranchée. Certains auteurs
supposent qu’il provient du Grec thyo (parfumer). Une autre interprétation étymologique

Considére qu’il provient du mot grec « thymos » "courage, force™ [59].

Le Thymus est de la pharmacopée méditerranéenne, il a la particularité de présenter une

diversité de chémotypes de grande variété de constituants médicinaux [60].

Au XVII siécle, le Thym a été utilisé au cours de la peste qui a balayé I’Europe. 11 est
utilisé aussi par les Egyptiens pour embaumer les morts. Les Romains, de leur part brilaient le
Thym pour Eloigner les créatures venimeuses. Ils s’en servaient aussi pour aromatiser le

fromage [61].

Sa classification dans la systématique botanique est représentée dans le tableau (1.7)
suivant [62].

Tableau 1. 7: La classification botanique de Thymus vulgaris.

Regne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Thymus

Espece Thymus vulgaris

Figure I. 4: Les parties aériennes de Thymus vulgaris. [63]
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I1.3 Composition chimique de ’espéce Thymus Vulgaris
I1.3.1 Métabolite Secondaire de Thymus

Le genre Thymus a fait I'objet de nombreuses études phytochimiques et biologiques.

L’investigation phytochimiques extensive, a révélé la présence de plusieurs composes
bioactifs tels que les acides phénoliques, les flavonoides, les terpenoides, les oligomeres d'acide

caféique (connu comme labiatae tannins), les dérivés d’hydroquinone, les Biphényles, etc. [64]

Les polyphénols comprennent un grand groupe de composes phytochimiques produits
comme des métabolites secondaires dans les plantes. Le thym est 1’une des plantes aromatiques

riche en  polyphénols, il contient :

» Les tanins : principalement représentés par :
* L’acide rosmarinique avec des teneurs varient entre 0,15 et 4%.

* L'acide 3’-O-(8 "-Z-caffeoyl) -rosmarinique a également été isolé des feuilles

Les acides phénoliques libres : principalement représenté par : L’acide caféique, l'acide
gentisique, l'acide p-cumarique, l'acide syringique, l'acide férulique et [lacide p-

hydroxybenzoique.

» Les flavonoides : Dans le thym commun, environ 25 flavonoides différents ont
pu étre détecteés et sont énuméres ci-dessous :

* Flavones : apigénine, lutéoline, 6-hydroxylutoline.

» Méthylflavones : cirsilineol, 8-méthoxycirsilineol, cirsimaritine, 5-desmethylnobiletin,
5-desmethylsinensetin,  gardenin B, genkwanin, 7-méthoxylutoline,  salvigénine,

sideritoflavone, thymonine, thymusine, xanthomicrol.
* Flavanonols : taxifoline, 2,3-dihydrokaempférol.
« Flavanones : ériodictyol, naringénine.
» Méthyl flavanes : 2,3-dihydroxanthomicrol, sakuranetin.
* Flavonols kaempférol, quercétine.

* Glycosides de flavone : apigénine-7-O-R-D-glucoside, apigenine-7-O-3-D-rutinoside,
apigénine-6,8-di-C-R-glucoside, apigénine-7-O-R-glucuronide, ériodictyol 7-O-B-Drutinoside,
hespéridine, lutéoline-7-O-R-D-glucoside, lutéoline-7-O-R-D-diglucoside, vicénine-2(C-
glucoside) [58].
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11.3.2 Composition chimique d’huile essentielle de Thymus vulgaris

De nombreuses études ont révélé que les parties aériennes de Thymus vulgaris sont trés
riche en plusieurs constituants dont la teneur varie selon la variabilité des condition

géographiques, climatiques, de séchage, de stockage et des méthodes d’études [65] .

L’huile essentielle de Thymus vulgaris est composée d’une quantité trés variable en
phénols comme le Thymol et le carvacrol en sont les majeurs constituants [66] ; avec d’autres
composés minoritaires : tels que a-thujéne ; a-pinéne ; camphéne ; Sabinéne ; B-pinene ; a-
phellandréne ; a-terpinéne ; p-cymeéne ; y-terpinene ; Terpinoléne ; Linalol ; Camphre ; Bornéol;

4-terpinéol ; Isothymol ; Caryophyllene ; Germacréne D [67].

La composition chimique de I’huile essentielle de 1’espéce Thymus vulgaris et dans

différentes régions en Algérie est indiqué dans le tableau (1.8) ci-dessous.

Tableau 1. 8: Composition chimique de l'huile essentielle de Thymus vulgaris récolté en
Algérie.

Composées principales Région Référence

Thymol (58,1 - 44,4%) [68]
P-cymeéne (18,5 - 9,1%) (Mostaganem)
y-terpiéne (18,0 - 6,9%)
Carvacrol (4,2 - 2,4%)
Thymol (70 - 30%) [69]
P-cymeéne (20 - 15%) (M’sila)
Carvacrol (15 - 3%)
y-terpinene (10 - 5%)
y-terpinéne (25,70 %) [70]
Thymol (20,83 %) (Djelfa)
P-cymene (20,04 %)
Carvacrol (55,1%) [71]
y-terpinene (12.6%) (Ain Defla)
P- cymene (9,2%)
Linalool (3,8%)
Linalool (82, 88%) [72]
Thymol (4,92%) (Blida)
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La composition chimique de I’huile essenticlle de I’espece Thymus vulgaris et dans

différentes régions dans le monde dans tableau (1.9).

Tableau 1. 9: La composition chimique d'huile Thymus vulgaris dans le monde.

Les pays
Les France Maroc USA Pologne Mexique Espagne @ Arabie
COMpOsés [73] [74] [75] [76] [77] [78] Saoudite
[79]

Thymol 55-36% = 42,01% 46,21%  85% 16,6% - 54,26%
P-cymene 28-15% | 14,34% @ 9,91% 6,0% - 4,08%  6,18%
y-terpinene 10-5% | 12,06 % 14,08% - - -
Linalool 6,5-4% - 3,99% 21% - 39,21% | 7,61%
Carvacrol 5,07% -
Camphene 6.9% -
Mycrcene 6,31%
Carvacrol 9,6%
méthyléther

Bornéole 28,4%

Propriétés de composés majoritaire d’huile de Thymus Vulgaris

Le thymol est un phénol contenu dans la composition chimique de plusieurs plantes. Il
se présente sous forme de cristaux incolores avec une odeur aromatique caractéristique.
Il est trés utilisé pour ces activités antiseptiques, anti bactériennes, anti fongicide et anti
inflammatoires [80] [81].

Le limonéne est un hydrocarbure des monoterpénes. C’est une molécule chirale qui
existe sous deux formes énantiomeres : (R) (+) -limonene et le (S) (-) -limoneéne, I’une
donne le parfum du citron et ’autre celui de 1’orange. Il posséde une activité
anticancéreuse a la fois in vitro et in vivo [82] [83].

Le Terpinolene est également connu sous le nom de 4-terpinéne, tous les terpinéne ont
la méme formule moléculaire, le méme poids moléculaire, mais ils différent par les
positions des doubles liaisons carbone-carbone. Le terpinoléne est un sédatif [84] qui
peut également étre utile dans le traitement du cancer si les patients ont des difficultés
a dormir, éventuellement en conjonction avec d'autres terpenes.

Le Carvacrol (2-méthyl-5-(1-méthyléthyl) -phénol) est un phénol monoterpénique,
isomere du thymol, présent dans de nombreuses plantes aromatiques dont Origanum
dictammus (dittany de Crete), est utilisé comme désinfectant, conservateur alimentaire,

fongicide et parfum dans les formulations cosmétiques [85].
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Figure L. 5: Les composés phénoliques dans I’HE de Thymus vulgaris [86).

I1.4 Activités biologiques de Thymus Vulgaris
11.4.1 Activité antibactérienne

L’huile essentielle de Thymus vulgaris a exhibé une activité antibactérienne remarquable
pour différentes souches bactériennes. Elle inhibait la croissance de diverses especes gram-
positives et gram-négatives dont Salmonella Enteritidis; Salmonella Typhimurium ;
Escherichia coli 0157 :H7; Escherichia coli; Listeria monocytogenes; Yersinia
enterocolitica ; Shigella flexneri ; Shigella sonnei et Staphylococcus aureus avec des zones
d'inhibition allant de 19,6 a 45,0 mm [86].

Les résultats d’une étude montrent qu’huile de Thymus vulgaris présente une propriété
antibacterienne significative vis-a-vis la souche bactérienne Streptococcus sanguinis car la
zones d'inhibition enregistrée est plus élevée plus élevée que celle obtenue pour la chlorhexidine
a n'importe quelle concentration, la CMI faible permet 1’utiliser d’huile essentielle de Thymus

vulgaris comme produit de santé bucco-dentaire, alternative naturelle a la chlorhexidine [87].

11.4.2 Activité antivirale

Les huiles essenticelles ont la particularité de pouvoir pénétrer dans I’enveloppe des virus,
Contenant des lipides. Elles sont donc plus actives sur les virus enveloppés car ils sont plus
Fragiles que les virus nus. Les Herpes simplex virus sont des virus enveloppés, Le thymol et le
carvacrol ont ainsi été testés contre 1’activité de HSV-1. Les composés Ont été incubés avec le
virus a chaque stade de I’infection virale : phase d’absorption, de Pénétration et de réplication.
La présence des composés n’a pas réduit I’infectivité du virus. Cependant, le traitement du virus

avec du thymol ou du carvacrol avant I'infection cellulaire a eu un effet significatif avec une
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diminution des niveaux de la plaque de 89 % et 80 % respectivement. Le thymol, qui diminue
le titre du virus de 92 %, présente ’activité antivirale la plus Puissante. La suppression du
groupement méthyle en para de 1’isopropyle ne semble pas Affecter 1’activité inhibitrice. Il en
est de méme pour le groupement isopropyle. Cependant, la Suppression du groupement

hydroxyle réduit significativement I’activité antivirale.

Enfin, l'effet Anti-herpés diminue avec une polarité décroissante du groupe de
substituants dans I'ordre -OH > -NH2 > -CH3 > -H [88].

11.4.3 Activité antifongique

Les résultats de ’activité antifongique des huiles essentielles de Thymus vulgaris sur
milieu PDA indiquent que celles-ci exercent une forte action inhibitrice sur la croissance
mycélienne radiale d’Aspergillus flavus, de Fusarium sp, et de Penicillium digitatum.
Toutefois, I’huile essentielle de Thymus vulgaris exposent pouvoir inhibiteur trés important en
comparaison a celui, elle a provoqué une inhibition de la croissance des trois champignons a
partir de 125 pl/ml [89].

Des recherches rapportent que le thymol et le carvacrol controlent la croissance
mycélienne en causant des troubles de 1’activité vitale des parois cellulaires fongiques. Les
composés phénoliques par leur nature chimique agissent au niveau de la membrane et sur les
enzymes incorporés a la membrane. 1ls se lient aux protéines membranaires et font augmenter
la perméabilité de la membrane d’une part et d’autre part ils sont responsables de I’inactivation

d’enzymes.
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Chapitre 11

Activite antibactérienne et effet de synergie



1. L’activité antibactérienne et la résistance bactérienne
I.1 Historique des antibiotiques

Paul Gerhard découvre l'activité antibactérienne des sulfamides synthétiques Domagk

dans les années 1930 a été un événement important dans 'histoire des antibiotiques.

Ces produits sont donc les premiers antibiotiques de synthése a étre utilisés en clinique
depuis 1936.Cependant, la véritable naissance de 1'age des antibiotiques a été marquée par cette
découverte Alexander Fleming acquiert la pénicilline, un antibiotique naturel, en 1929 Via des
moisissures du genre Penicillium. Cependant, Fleming n'a pas été en mesure de générer Des
quantités considérables n'ont pas non plus ¢élucidé la structure de ce composé, il faudra donc
attendre jusqu'a ce que 1945 pour mettre cette bétalactamine a la disposition du grand public

[90].

Cet événement a ouvert la voie a l'identification de plusieurs autres classes Antibiotiques
d'origine naturelle, dont les phénols, les tétracyclines, Aminoglycosides, macrolides,
streptomycine, céphalosporines, et enfin Les carbapénemes a la fin des années 1970. Dans les
années 1980, une autre substance découverte de l'antibiotique naturel daptomycine, produit par
Streptomyces roseospora, avec une activité spécifique contre les bactéries Gram positif. Il est

en vente depuis les années 2000 [91].

1.2 Mécanisme d’action des antibiotiques

Les antibiotiques purent agir contre les bactéries par deux actions :
L’action bactériostatique qui empéche la croissance des bactéries et I'action bactéricide qui
détruit les bactéries en ciblant leur paroi, leur ADN, leur membrane cytoplasmique et leur

synthése de protéines [92].

1.2.1 Action sur la paroi bactérienne

Les antibiotiques qui inhibent la synthése de la paroi agissent sur des cibles extérieures
de la cellule et ne sont actifs que sur les germes en croissance. IIs n'affectent pas les cellules au
repos. Ils bloquent la synthése du peptidoglycane, ce qui conduit a l'allongement de la cellule,
qui finit par éclater en raison de la pression osmotique interne. Les B-lactamines utilisent ce

mode d'action [92].
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1.2.2 Action sur la membrane cytoplasmique

Ce mode d'action cible les membranes lipidiques en commencant par la membrane
externe avant d'attaquer la membrane cytoplasmique. Une fois fixé, I'antibiotique perturbe la
structure de ces membranes, les rendant perméables et entrainant ainsi une mort rapide de la

bactérie [92].

1.2.3 Action Sur I'ARN des ribosomes

Dans ce mode, les antibiotiques sont efficaces contre les infections bactériennes en bloquant
la synthése de protéines. Leur action consiste a se fixer sur la sous-unité 30S, induisant des
erreurs de lecture a des concentrations subthérapeutiques, et en inhibant 1'élongation de la
chaine peptidique a des doses thérapeutiques. De plus, ils abaissent la concentration d'AMP
cyclique intracellulaire, perturbant ainsi la barriecre de perméabilit¢ de la membrane
cytoplasmique et provoquant une fuite des constituants intracellulaires vers l'extérieur. Les

aminosides et les phénicoles agissent de cette manicre [92].

1.2.4 Action sur ' ADN bactérienne

En inhibant la synthése ou méme le fonctionnement des acides nucléiques de différentes

facons selon les familles d’antibiotiques soit par :

¢ Inhibition de la réplication de I’ADN.
e Inhibition de la transcription / ARN polymérase.
e Diminution de la synthése des précurseurs nucléotidiques [93].

I.2.5 Les antibiotiques inhibiteurs du métabolisme intermédiaire

Par inactivation d’enzymes impliqués dans la synthése des purines et de certains acides aminés

essentiels [94].
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Figure II. 1: Mode d'action des antibiotiques.

1.3 Résistance des bactéries

La résistance bactérienne aux antibiotiques aurait deux origines essentielles,
naturelle et acquise. La premiére est programmee au niveau du pool génomique alors

que la seconde est développée en fonction des conditions métaboliques [95].

1.3.1 Résistante naturelle

Il s'agit d'une résistance intrinséque qui est présente dans une population et qui est
principalement due a des geénes spécifiques [96]. Cette résistance se manifeste par des
modifications structurales de la membrane externe chez les bactéries Gram-négatives, ou par
des modifications métaboliques chez le bacille de la tuberculose qui le rendent insensible a de
nombreux antibiotiques. Les geénes de résistance peuvent étre exprimés de maniére constante
ou induite, en réponse a un signal enzymatique résultant de I'échappement au traitement

antibiotique [97].

Comme c’est le cas des mycoplasmes, naturellement résistantes aux [-lactames, inhibant

la synthese des peptidoglycanes [98] .

1.3.2 La résistance acquise

La résistance acquise survient lorsque, seules, quelques souches d’une méme espece,
normalement sensibles a un antibiotique, deviennent résistantes. Cette résistance peut étre
acquise par mutation ou par transfert de génes. La résistance acquise par mutation est aussi
qualifi¢e de résistance chromosomique. Le phénoméne de mutation est conditionné par
I’utilisation des antibiotiques. Ces derniers ne sont pas des agents mutagénes mais ils
contribuent a sélectionner, de manic¢re spontanée, des mutants résistants au sein d’une

population bactérienne. En éliminant les bactéries sensibles, les antibiotiques permettent aux
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mutants résistants de se multiplier plus facilement. La cause principale de I’évolution et de
I’extension des résistances aux antibiotiques est leur prescription a grande échelle en
thérapeutique humaine [99]. Ces prescriptions sont souvent mal ciblées, comme dans les cas

d’infections virales, ou incorrectement dosées [100].

La transmission de matériel génétique mobile, tel que les plasmides et les transposons,
facilite l'acquisition de résistances par les bactéries. Ce processus peut étre effectu¢ par

transduction, conjugaison ou transformation (voir figure 11.2).

Bacterophage
I Trans poson

Plasmide
Transduction

Mutation

Chromosomse

—_——E B =
KTt L— Transformation

Figure II. 2: Les différentes modes d'acquisition des geénes de résistance (R) aux antibiotiques

chez les bactéries [101].

1.4 Mécanismes de résistance aux antibiotiques

Meécanismes de résistance aux antibiotiques ont été largement étudiés, et de nombreuses
cibles des fonctions cellulaires ont ét¢ impliquées dans ces mécanismes [102]. Les sites de
résistance sont variables entre les espéces bactériennes, et ils sont classés en plusieurs voies.
Dans certains cas, au sein de la méme souche bactérienne, on peut trouver plusieurs mécanismes

de résistance différents.

1.4.1 Inhibition d’antibiotiques

Certaines bactéries sont capables de produire des enzymes qui ont pour fonction d'inhiber
l'action des antibiotiques en altérant leur structure chimique. Cette altération peut prendre
différentes formes selon les réactions chimiques catalysées. Les enzymes produites par les
bactéries peuvent inactiver certains antibiotiques tels que les aminoglycosides, le
chloramphénicol, les streptogramines, les macrolides et les rifampicines, ou encore réduire leur

affinité avec leurs cibles [103].
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Les enzymes qui réalisent le blocage et/ou la dégradation des antibiotiques sont diverses.
Par exemple, la B-lactamase est une métalloenzyme (possédant le zinc comme cofacteur)

détruisant les antibiotiques de la famille des B-lactamines [104].

1.4.2 Modification des cibles des antibiotiques

Certaines souches pathogénes telles que Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae,
Neisseria meningitidis et Shigella dysenteriae modifient 1’affinité des protéines de liaison a la
pénicilline (penicillin-binding proteins, PBP), ce qui leur permet de résister a des antibiotiques
de la famille des Plactamines (les antibiotiques qui ciblent spécifiquement les enzymes de

synthese de la paroi bactérienne) [105].

En plus de la modification enzymatique, certaines souches pathogénes mobilisent le

positionnement de leurs organites pour échapper a I’action des antibiotiques.

Par exemple, les ARN ribosomiques de méthylation (ARNr méthylase) peuvent, suite a
des mutations chromosomiques, modifier l'emplacement topologique des ARNr 16S,
privilégiant ainsi ces complexes face a I'action des antibiotiques de la famille des

aminoglycosides [106].

1.4.3 L’efflux membranaire bactérien

Les bactéries peuvent avoir recours a un systeme d’efflux actif pour diminuer la
concentration intracellulaire en antibiotique. Ces pompes permettent de rejeter dans le milieu
extérieur les antibiotiques ayant pu pénétrer dans la cellule afin qu’ils n’atteignent pas une
concentration létale pour la bactérie. Elles ont ét€ observées pour la premiere fois dans un cadre
de résistance a la tétracycline, a la fin des années 1970, chez E. coli [107] . La plupart de ces
systémes ne sont pas « antibio-spécifiques » et peuvent effluer un grand nombre de classes
d’antibiotiques (ou d’autres molécules), ce qui fait qu’une bactérie possédant un systéme
d’efflux est souvent multi-résistante [108] . Il existe cinq types de pompes d’efflux qui vont

notamment se différencier par 1’énergie fournie ainsi que le type de molécules effluées.

1.4.4 Bases génétiques de la résistance

La résistance, qu'elle soit innée ou acquise, repose sur la présence d'alléles spécifiques
dans le pool génétique d'une souche bactérienne. Cette diversité génétique est le résultat de

deux phénomenes majeurs : les mutations chromosomiques et, dans certains cas, les hyper-

24



mutations, ainsi que le transfert horizontal de génes entre différentes especes bactériennes de

nature distincte [109].
* Mutations chromosomiques

Des mutations chromosomiques peuvent survenir spontanément lors de la réplication de
I'ADN en I'absence d'un systéme de réparation fonctionnel, ce qui peut entrainer des altérations
biochimiques des protéines. Un exemple bien étudié de ce type de mutation concerne
Escherichia coli, ou une mutation dans le géne gyrA peut conduire a une résistance accrue. De
méme, chez Pseudomonas aeruginosa, une mutation du géne mexR peut entrainer la répression

de I'opéron mexAB-oprM, ce qui confére une multirésistance a cette souche pathogene [110].
* Hypermutation

L'hypermutation est un phénomene génétique transitoire observé chez certaines souches
bactériennes, telles que Escherichia coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa et Helicobacter pylori. Ce phénoméne se caractérise par un taux de
mutation trés élevé, qui peut permettre a la bactérie de développer une résistance aux
antibiotiques ou de lutter contre d'autres agents pathogeénes. En effet, certaines souches
bactériennes utilisent cette stratégie pour augmenter leur capacit¢ de survie face a des

conditions environnementales difficiles ou pour améliorer leur compétitivité.
* Transfert des génes

Les especes microbiennes partagent des éléments génétiques entre elles d’une manicre
perpétuelle. Cet échange est appelé transfert horizontal du matériel génétique. Ce transfert est

généralement réalisé grace a trois phénomenes essentiels :
— la transduction : le transfert des geénes via les bactériophages ;

— la transformation : I’incorporation par une bactérie des fragments d’ADN libérés par

d’autres bactéries ;

— la conjugaison : le transfert des fragments via des plasmides conjugatifs [111].

1.5 Mécanismes d’action antibactérienne des huiles essentielles

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques actifs, en particulier leur propriété¢ hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans

la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne ce qui entraine :
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- L’augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaire.
- L’acidification de I’intérieur de la bactérie, bloquant ainsi la production de 1’énergie cellulaire
et la syntheése des composants de structure.

- L’inhibition de la synthése de I’ADN et de I’ARN des protéines et des polysaccharides [112].

Altération de la

1 E / paroi bactérienne
SO0 9® O o
Altération de Altération des
la membrane =t —— . protéines
plasmique ®oeo® oovosese © membranaires

Coagulation du
Cytoplasme

Fuite des composants du
cytoplasme (métabolites

etions)

Figure I1. 3: Mode d'action des huiles essentielles [113].

1.5.1 Action sur la membrane cellulaire

L'effet des composants des huiles essentielles sur les membranes cellulaires est le résultat
de divers mécanismes d’action [114]. En raison de leur caractere lipophile, ces molécules
peuvent facilement pénétrer la double couche phospholipidique et s'intercaler entre les
phospholipides, conduisant ainsi a des altérations de la configuration membranaire et perturbant
le transport des nutriments a travers la membrane. L'effet de dysrégulation peut également étre
observé au niveau du gradient ionique de part et d'autre de la membrane cytoplasmique [115].

Toutefois, certaines souches bactériennes ont développé des pompes ioniques pour

contrecarrer ces effets indésirables [115].

1.5.2 Action sur les acides gras membranaires

Le métabolisme lipidique chez les bactéries constitue une voie prometteuse pour
développer de nouvelles molécules antimicrobiennes [116]. Les HE, grace a leur caractére
hydrophobe, constituent de véritables candidats qui pourraient affecter la biosynthése des
lipides, ainsi les acides gras insaturés, et En modifiant la structure de la membrane cellulaire
[117]. En effet, la présence des HE dans la cellule bactérienne, méme a des concentrations
inférieures a la concentration minimale inhibitrice (CMI), diminue le taux des acides gras

insaturés qui sont généralement responsables de la fluidité membranaire. Avec des perturbations
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au niveau de l'enveloppe externe de la cellule sont 1égeres, traduisant aussi des modifications
structurales de la membrane. Par exemple, le thymol, le carvacrol et I’eugénol (composés
phénoliques majoritaires de plusieurs HE) peuvent augmenter la quantité d’acide gras saturé en

C16 et en C18 et diminuer la quantité d’acides gras insaturés en C18 [118].

I.5.3 Action sur les protéines

Les différentes substances actives présent dans les huiles essentielles peuvent interagir
avec les protéines présentes dans les bactéries et ainsi influencer la division cellulaire. Par
exemple, le cinnamaldéhyde est capable de stopper la séparation des cellules chez Bacillus
cereus. Ce composant agit en inhibant I'assemblage du complexe FtsZ présent sur les sites de
division cellulaire chez les procaryotes. De plus, il altére la morphologie des anneaux-Z et

entrave la polymérisation des FtsZ de maniere dépendante du GTP [119].
II. L’effet synergique
I1.1 Définition

La synergie entre les HES et les ATBS a été rapportée dans plusieurs études, c’est une
interaction positive crée quand 1’association des deux agents, provoquent un effet inhibiteur
supérieur a la somme de leurs effets individuel [120], Cette association est employée pour
augmenter le spectre d’activité antimicrobienne, empéche 1’apparition des mutants résistants et

pour augmenter la vitesse de I’effet bactéricide [121].

L’association entre deux agents ne sera pas systématiquement synergique, il existe quatre

types d’interaction [122] .

Synergique : Qui correspond a une association dont 1’effet de cette association est supérieur a

la somme des effets de chacun seul a la méme concentration [122] .
Effet [A+B]> Effet [A] + Effet [B]

Additive : Qui correspond a une association dont I’effet est égal a la somme des effets de

chacun seul a la méme concentration [122].
Effet [A+B] = Effet [A] + Effet [B]

Indifférente : qui correspond a une association dont 1’effet est égal a celui le plus efficace a la

méme concentration [122].

Effet [A+B] = Effet [A] ou Effet [B]
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Antagoniste : qui correspond a une association dont I’effet est inférieur a la somme des effets

de chacun seul a la méme concentration [122].

Effet[A+B] <Effet[ A]+Effet[B]

I1.2 Etudes antérieures sur ’effet de combinaison de ’huile essentielle de

I’Eucalyptus globulus et d’autre huiles

On teste actuellement une possible synergie entre les huiles essentielles obtenues a partir des
feuilles d'Eucalyptus globulus et d'Origanum vulgare. Cette combinaison est testée sur huit

souches de SARM afin de déterminer son efficacité [36].

Des activités antibactériennes significatives sont obtenues en combinant ces deux huiles par le
volume Spl /5ul, et les Diameétres des zones d’inhibitions (mm) de la combinaison sont
déterminer dans ce tableau (IL.1) [36].

Tableau II. 1: Diamétres des zones d'inhibitation (mm) de la combinaison d'huile essentielle
Eucalyptus globulus et Origanum vulgare contre les SARM.

Souches HE d’E.globulus | HE d’O.vulgare | Combinaison des HE | Effet de
bactériennes | (5ul) (5ul) d’E.globulus et synergie
O.vulgare 5ul /5ul

SARM 45 08.0+0.0 51.0+1.41 60.5+0.70 Synergie
SARM 48 10.0+£1.41 30.0+0.0 42.0+1.41 Synergie
SARM 47 0.0£0.0 25.5+0.70 31.0+0.0 Synergie
SARM 40 0.0+0.0 26.0+1.41 34.5+0.70 Synergie
SARM 05 08.0+0.0 31.5+0.70 41.0+0.0 Synergie
SARM 41 08.0+0.0 30.0+0.0 42.5+0.70 Synergie
SARM 59 12..0£0.0 53.5+0.70 66.5+0.70 Synergie
SARM 23 10.0+£1.41 46.6+1.41 59.5+0.70 Synergie

Une autre étude, ils ont fait la combinaison entre Eucalyptus globulus et Thymus
mastichina montrent qu’a des effets synergiques contre les souches de S. aureus, avec des FICI

de 0.313 et de 0.5 respectivement [123].

En outre, le mélange d’huile de I’ Eucalyptus globulus avec 1’huile essentielle de cannelle
a montré un effet synergique contre Escherichia coli, Staphylococcus aureus et les souches de
Salmonella dont les diamétres d’inhibitions varient de 10 mm a 25 mm, de 29 mm a 30 mm et

de 23 mm a 24 mm respectivement [124].

Par ailleurs, L’étude de la combinaison de trois huiles essentielles, /’Eucalyptus globulus

avec le Cannelle et la Réglisse, réalisée par les mémes auteurs, a démontré également des effets
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synergiques contre Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Salmonella avec des diametres
d’inhibitions varient de 20 mm a 21 mm, de 30 mm a 35 mm et de20 mm a 23 mm

respectivement [ 124].

En fin, I’é¢tude de la combinaison de I’huile essentielle de /’Eucalyptus globulus avec la
Réglisse a montré un effet synergique contre Escherichia coli, Staphylococcus aureus et

Salmonella avec des diamétres d’inhibition varient de 8 mm a 35 mm [124].

I1.3 Effets de combinaison de I’huile essentielle de I’Eucalyptus globulus avec des

antibiotiques

Un effet synergique relativement élevé a été distingué pour les huit SARM testées en
combinant 1’oxacilline et I’huile essentielle Eucalyptus globulus, avec des zones d’inhibitions

allant de 18.5+0.70 a 22.5+0.70 mm [125].

En outre, la combinaison des composés majoritaires de 1’huile essentielle de I’ Eucalyptus
globulus tels que le 1,8-cinéol et le linalol avec les antibiotiques a été étudiée [126].Les
combinaisons binaires comprenant du linalol avec de 1'oxacilline, de I'amoxicilline, de la
gentamicine, de la ciprofloxacine ou de la tétracycline ont démontré des effets synergiques
contre S. aureus et, S. epidermidis avec une réduction allant de 4 a 25 fois dans les CMlIs des
antibiotiques, ainsi que sur deux souches de Staphylococcus aureus résistantes a la méthicilline
avec une diminution des CMIs de 4 a 32 fois. Les mémes effets ont été observés par la
combinaison linalol/tétracycline, contre P. aeruginosa et E. coli, avec la réduction des CMIs de

la tétracycline 8 fois et 250 fois respectivement.

Par ailleurs, 1’étude concernant la combinaison du 1,8-cinéole avec la mupirocinea révélé
une activité synergique contre les souches MRSAMupS et MRSAMupRL avec un de FICI de
0.28 2 0,44 [125].

Lorsque le 1,8-cinéole était associé a I'AMC (amoxicilline/acide clavulanique), une action
synergique totale a été observée, entrainant une réduction de 4 fois de la CMI de I'antibiotique

[125].

La combinaison de la gentamicine avec le 1,8-cinéole a entrainé un effet synergique
complet contre la souche MRSA, avec une diminution de la CMI de 4 fois, tandis qu'une

synergie partielle a été observée pour les deux autres souches. De nombreuses études ont
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confirmé que les huiles essentielles associées aux antibiotiques présentent un effet synergique

contre les micro-organismes [125] .

Dans une étude comparative entre l'utilisation de 1'AMC (amoxicilline/acide
clavulanique) seul et en association avec le 1,8-cin€ole puis avec la gentamicine, les résultats
obtenus ont permis I’observation d'un effet synergique total contre S. aureus, lorsque le 1,8-

cinéole est combin¢ a I'AMC [125].

Cette étude a été effectuée in vivo en utilisant un modele expérimental d'ostéomyélite a
S. aureus résistant a la méthicilline (SARM) chez le lapin. Une réduction significative a été
notée dans le nombre de colonies dans la moelle osseuse, lorsque les lapins étaient traités avec
I'AMC associée au 1,8-cinéole ou a la gentamicine, par rapport aux lapins traités avec I'AMC,
la gentamicine ou le 1,8-cinéole seul. Ces résultats ont démontré que le 1,8-cinéole présentait
un effet synergique en combinaison avec ' AMC et la gentamicine, qui offrent des possibilités
de réduction de I'utilisation d'antibiotiques. Aussi, ' AMC associée au 1,8-cinéole pourrait étre

utilisée pour traiter I'ostéomyélite a SARM [125].

De plus, Remmal et Akhmouch, ont montré que I'utilisation du 1,8-cinéole améliore
l'efficacité de I’amoxicilline, car sa présence conduit a la formation de complexes stables
d'amoxicilline contenant au moins trois molécules d'amoxicilline qui protégent I'antibiotique
contre l'action des B-lactamases dans les bactéries résistantes. En outre, le 1,8-cinéole perturbe
la membrane cellulaire ou affecte la respiration cellulaire, permettant ainsi a l'association avec
des antibiotiques d'agir simultanément sur différents sites cibles et améliorant les résultats

observés par rapport a I'effet antibiotique seul.

Enfin, ces résultats indiquent que cette combinaison renforce efficacement l'action
antimicrobienne des antibiotiques et suggeérent ainsi une approche prometteuse pour développer

de nouveaux médicaments contre les infections microbienne.

I1.4 Etudes antérieures sur I’effet de combinaison de 1’huile essentielle de

Thymus vulgaris et d’autre huiles

D’autre part, 1’étude synergique des huiles essentielles Cuminum cyminum et Thymus
vulgaris a été évaluée une activité antibactérienne contre deux bactéries Gram-positives
(Bacillus cereus et Listeria monocytogenes) et deux bactéries Gram-négatives (Escherichia coli

et Salmonella typhimurium).
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Les principaux composants de ces huiles essentielles étaient le thymol (64,45 %) pour
Thymus vulgaris et le cuminaldéhyde (29,02 %) pour Cuminum Cyminum. Les résultats ont
montré que ces huiles essentielles avaient une activité inhibitrice efficace contre la croissance
bactérienne, en particulier contre B.cereus, avec des diamétres de zone d'inhibition allant
jusqu'a 30 et 21 mm pour Thymus vulgaris et Cuminum Cyminum, respectivement, dans la
méthode de diffusion sur disque de gélose. Ces résultats suggerent que la possibilité d'utiliser
ces huiles essentielles comme composés antimicrobiens appropriés et comme alternatives aux

conservateurs chimiques dans l'industrie alimentaire [127] .

IL.5 Effets de combinaison des composés de I’huile essentielle de Thymus

vulgaris avec des antibiotiques

Une étude qui vise a vérifier, in vitro, les mesures d'utilisation de 1'amoxicilline ou de
thymol qui induit la sélection de bactéries résistantes d’E. coli et a évaluer in vivo leurs effets
sur le développement de la résistance antimicrobienne dans la flore intestinale des volailles
[128]. Dans I’étude in vitro, la souche E. coli a été sous-cultivés sur des plaques de gélose
contenant des concentrations croissantes d'amoxicilline ou de thymol. Ensuite, les
concentrations minimales d’inhibition (CMI) de thymol, de l'amoxicilline et de deux autres
antibiotiques, la tylosine et la colistine, ont été déterminées a 1'aide de la méthode de micro
dilution. Tandis que, dans 1’étude in vivo, des groupes de poussins ont été soumis a un régime
de 2 semaines d'amoxicilline ou de thymol ajouté a leur eau de boisson.

Le test in vitro a permis d’enregistrer pour E. coli, qui avait été sous-cultivé en série sur
des concentrations croissantes d'amoxicilline, une augmentation de 32 fois de la CMI des
valeurs pour l'amoxicilline et une augmentation de 4 fois pour lacolistine et la tylosine.
Cependant, la CMI du thymol pour cette souche est restée constant. Pour les E. coli, qui avaient
¢été repiqués en série sur des concentrations croissantes de thymol, aucun changement dans les
valeurs de CMI pour des antibiotiques et du thymol ont été observés. Le test in vivo a confirmé
celui in vitro. Elle a démontré que l'exposition a l'amoxicilline induite une sélection de
résistance antimicrobienne dans le TAMF et I'E. coli intestinal, alors que l'exposition au thymol
ne l'a pas fait. Les résultats ont montré que le groupe recevant du thymol avait un indice de
consommation plus faible par rapport aux autres groupes. "Cette étude démontre la faisabilité
de ce produit naturel comme solution alternative a l'utilisation actuelle des antibiotiques en

aviculture [128].

31



ITI. Résistante bactérienne des souches étudier

I11.1 Escherichia coli

Elle a été isolée pour la premicre fois par Escherichi en 1885. Elle est ’espéce bactérienne

qui a été la plus étudiée par les fondamentalistes [129].

Escherichia coli est un bacille a gram négatif, radio résistant de la famille des
Enterobacteriaceae, asporulé. Sa taille varie en fonction des conditions de croissance (entre 0,5
a 3 um), pesant de 0,5 a 5 picogrammes [130]. Il peut se déplacer au moyen de flagelles

péritriches comme il peut étre immobile.

Escherichia coli est une bactérie qui se retrouve fréquemment dans le colon humain, ou
elle est en grande quantité, mais qui a beaucoup de difficultés a survivre dans I'environnement.
Cette bactérie peut causer diverses infections, telles que la diarrhée du voyageur, qui est
provoquée par la contamination de I'eau ou de la nourriture par les matic¢res fécales des
personnes malades ou porteuses. Elle est également la principale cause des infections urinaires.
Par ailleurs, E. coli peut également causer des infections pulmonaires chez les patients

gravement malades qui sont souvent colonisés au niveau des voies respiratoires supérieures.

Escherichia coli résiste aux plusieurs familles d’antibiotiques par différents mécanismes
acquis sont Les Céphalosporines (Céfalexine : C1G, C2G, C3G et C4G) et B-lactamines et les
Aminoglycosides et Les Quinolones (Acide Nalidixique) et Les Fluoroquinolones
(Ciprofloxacine et Enrofloxacine), Les tétracyclines, les mécanismes de B-lactamines et les
Aminoglycosides et sont mentionnés dans le tableau (I1.2).

Tableau II. 2: Les différents mécanismes de résistance acquise d'Escherichia coli aux
antibiotiques [131].

Familles des antibiotiques Mécanisme de résistance Référence

B-lactamines La résistance d’Escherichia coli aux -] [132]
lactamines est médiée par des enzymes
nommées les Plactamases qui sont classées
selon leurs propriétés fonctionnelles et
structurelles en différents groupes et sous-

groupes.
Les Aminoglycosides Modification enzymatiques des I’ATBs par la
(Streptomycine, Kanamycine | production des enzymes (denyltransferases et
Gentamicine, Néomycine, Nucleotidyltransferases(ANT/AAD),
Amikacine) Acetyltransferases(AAC)et

Phosphotransférases (APH) qui vont provoquer
I’inactivation de I’ATBs cible.
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Figure I1. 4: Escherichia coli au microscope [133].

I1L.2 Staphylococcus aureus

Les staphylocoques ont été identifiés pour la premiére fois en 1878 par Koch en
Allemagne dans le pus d'abcés. Le terme Staphylococcus a été introduit en 1883 par Ogston et
vient de la combinaison des termes grecs Staphylé, qui signifie grappe de raisin, et Kokkos, qui

signifie grain.

Les stephylocoques sont classés au sein de la famille Staphylococcaceae [134], qui abrite
différents genres tels que Gemella, Jeotgalicoccus, Salinicoccus, Macrococcus et surtout,
Staphylococcus [135]. Cegenre contient actuellement 53 especes et sous-especes, mais leur
nombre n'a cessé d'augmenter durant les 20 derniéres années, occasionnant une révision de la

classification du genre [136].

Le Staphylococcus aureus est une bactérie qui se présente sous la forme d'un coque Gram
positif de 0,7 a 1,2 micrométre de diameétre. Elle peut étre isolée seule, en paires ou en grappes
dans différents environnements liquides et solides. De nature aérobie ou anaérobie facultative,
cette bactérie est considérée comme une mésophile, sa température optimale de croissance étant

de 37 °C.

Ce pathogene provoque un large éventail d’infections cliniques, allant des infections
courantes telles que les infections de la peau et des tissus mous a des infections meurtriéres
comme la septicémie, la pneumonie et les toxinoses, telles que le syndrome du choc toxique

[137].

Staphylococcus aureus résiste aux plusieurs familles d’antibiotiques par différents

mécanismes acquis sont Fluoroquinolones et Cyclines et Phénicolés, Acide fusidique,
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Glycopeptides (vancomycine), ces mécanismes sont mentionnés dans le tableau (I1.3) [138],

[139].

Tableau II. 3: Mécanismes de résistances aux antibiotiques chez Staphylococcus aureus.

Antibiotiques Mécanisme de la résistance

Les différentes réactions impliquées dans la
B-lactamines synthése de la paroi bactérienne (synthése
des peptidoglycanes) a savoir : les réactions
de transglycosylations et transpeptidations
via I’acétylation des enzymes impliquées
dans ces deux réactions
(transglycosylations et transpeptidations),
qui sont nommées protéines liant les

pénicillines (PLP)

La méticilline Cette résistance est due a la présence des
genes nommeées mecA qui sont localisés
sur un élément génétique mobile
(chromosome) appelé (SSCmec), le gene
mecA code pour une enzyme de liaison &
la pénicilline 2a (PBP2a) qui une
transpeptidase qui catalyse 1’assemblage

des peptidoglycanes

Figure I1. 5: Staphylococcus aureus au microscope 100x [140].
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I11.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ou bacille pyocyanique ; du grec : puon : pus et kuanos : bleu
foncé, elle est désignée sous le nom d’espece Pseudomonas aeruginosa du latin : aeruginosa :
couvert de rouille, le nom est lié a la pathogénecité initiale, elle a été isolée en 1882 par Gessard

dans le plus d’un pansement [133,134,135].

Le Pseudomonas aeruginosa est un type de bacille a Gram négatif qui mesure entre 1 et
3 um de large. Il peut apparaitre seul ou en groupes de courtes chainettes et peut se déplacer
grace a un type de ciliature polaire monotriche. Bien qu'il ne soit pas capable de produire de
spores ni de capsules, certaines souches peuvent former une pseudo-capsule appelée « slime »
qui consiste en de l'alginate et peut jouer un role important dans la pathogénicité de la bactérie

[136,137].

Chez I’homme, Pseudomonas aeruginosa est 1’agent du pus bleu des infections cutanées
postchirurgicales de septicémies, d’endocardites... ; cette espece est aussi pathogeéne
opportuniste et elle constitue une cause majeure d’infections nosocomiales diverses chez des

personnes fragilisées ou immunodéprimées (grands brilés, cancéreux...) [138,139].

Pseudomonas aeruginosa résiste aux plusieurs familles d’antibiotiques par différents
mécanismes acquis sont Les Céphalosporines (Céfalexine : C1G, C2G, C3G et C4G) et B-
lactamines et les Aminoglycosides et Les Quinolones (Acide Nalidixique) et Les
Fluoroquinolones (Ciprofloxacine et Enrofloxacine, les mécanismes de [-lactamines et
aminosides : la tobramycine, la gentamicine, I'amikacine et la nétilmicine sont mentionnés dans

le tableau (I1.4).
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Tableau I1. 4:

Mécanismes se résistances aux antibiotiques chez Pseudomonas aeruginosa.

Antibiotiques

Mécanisme de la résistance

Référence

B-lactamines

Par production d’enzymes B-lactamases, qui catalysent de
maniere efficace et irréversible I’hydrolyse de la liaison amide
du cycle B-lactame de ces antibiotiques, 1’expulsion de ces
antibiotiques par la surproduction d'un systéme d’efflux actif
ou 'imperméabilité de la membrane causée par un déficit en

porine OprD.

[140,141,142].

Aminosides:
latobramycine,
la gentamicine,

I'amikacine et

Il s'agit notamment de la désactivation de ces antibiotiques par
la famille des enzymes-modifiant les aminosides (AMES)
agissant sur des sites spécifiques de ces aminoglycosides et

représentent le mécanisme majeur de résistance a cette famille

[151].

la nétilmicine | d’antibiotique. D’autres mécanismes de résistance ont été
décrits, incluant, la diminution de la perméabilité
membranaire, 1’altération structurale de la cible ribosomale,
I’expulsion de 1’antibiotique par les systemes d’efflux ainsi
que la méthylation du site de liaison des aminoglycosides.
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Figure I1. 6: Pseudomonas aeruginosa au microscope.
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Partie expérimentale

Description des travaux et Discussion de
résultats



I. Description des travaux
I.1 Introduction

Cette étude a été réalisée au niveau de deux Laboratoire la partie chimique au niveau du
laboratoire de 1’université de Saad Dahleb Blida 1 et la partie biologique au niveau du

laboratoire de Microbiologique de laboratoire d’hygi¢ne de la wilaya de Blida.

Notre étude expérimentale concerne dans un premier temps I’extraction des huiles
essentielles de deux plantes aromatiques et 1’étude de leur activité antibactérienne puis dans un
second temps 1’étude de 1’effet synergie entre ces deux huiles essentielles par deux méthodes

différentes.

1.2 Matériel végétale

Dans ce travail, nous avons utilisés deux plantes aromatiques, et médicinales / 'Eucalyptus

globulus et Thymus vulgaris.

La premiere [ 'Eucalyptus globulus récoltés en mois du Mars 2023 et la deuxiéme en mois

de juin 2022, les deux plantes ont été récolté région Menaceur a Tipaza.

Les feuilles de I’Eucalyptus globulus et les parties aériennes de Thymus vulgaris ont été
séché dans un endroit sec pendant une semaine. Ensuite la mati¢re végétale a été réduit en
poudre, apreés conservés dans un endroit a I’abri de la lumiere jusqu’a son utilisation pour

I’extraction des huiles essentiels.

Figure I1L. 1: Les feuilles Figure I1I. 2: Les parties aériennes
d’Eucalyptus globulus de Thymus vulgaris
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1.3 Matériel de laboratoire

L’ensemble du matériel utilisé est regroupé dans le tableau ci-dessous.

Tableau III. 1: Matériels utilisés.

Equipements
et dispositifs

Balance analytique, chauffe-ballon, Clevenger, Autoclave, Incubateur
microbiologique, becs bunsen, écouvillons.

Ballon, bécher, port ballon, Pipettes pasteur, spatule, Boites pétris,

Verreries tubes a vis, Pipettes pasteur, Eppendorf.
Milieux de L’eau physiologique, Muller Hinton, DMSO, disques en papier
Culture et , s

Réactifs Wattman, L’eau distillée.

1.4 Extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation

Dans ce travail, les huiles essentielles sont obtenues par la méthode d’hydrodistillation.

e Conditions opératoires d'hydro distillation

L'extraction des huiles essentielles est réalisée dans sa totalité a 1'échelle du laboratoire sur un

montage de type Clevenger. Ce montage se compose de quatre pallies principales :

- Le réacteur, un ballon dans lequel on introduit la mati¢re végétale et 1'eau.

- La colonne, un cylindre en verre placé au-dessus du réacteur qui recueille la phase vapeur.

- Le réfrigérant dans lequel se condensent les vapeurs.

- ’ampoule a décantation, ou I’huile se récupére en deux phases, I’un est la phase organique

(huile essentielle) et I’autre la phase aqueuse (hydrolat).

e Protocole de ’extraction

Le milieu réactionnel constitué par 160g de la maticre végétale et 1300ml d'eau distillée dans

un ballon de 21 est porté a ébullition grace a un chauffe-ballon. Une fois, 1’ébullition s’effectue

les cellules éclatent et se commencent a dégager leur contenu en huiles essentielles, qui par la

suite transportent avec le vapeur d’eau jusqu'a le réfrigérant.

Aprées condensation dans ce dernier I’huile se rassemble dans la partie de décantation.
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Figure III. 3: Montage d'hydrodistillation par Clevenger.

Apres 3h de distillation I’huile essentielle obtenue est récupérée dans des flacons en verre fumé

pesée, conservée dans un réfrigérateur a 4°C jusqu’a leur utilisation afin d’éviter sa dégradation.

Figure III. 4: Les huiles obtenues de I'hydrodistillation.

1.5 Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile extraite et le poids de

la maticre seche de la plante, il est exprimé en pourcentage et est calculé par la formule suivante:

mHE
mv

RHE : Rendement en huile en %
mHE : Poids de I’huile en (g)

RHE =

x 100

mv : Poids de la matiere séche de la plante en (g).

39



1.6 Evaluation de ’activité antibactérienne

L’¢étude de I’activité antibactérienne a été réalisée au niveau du Laboratoire d’hygiene de
Blida, vis a-vis les trois souches bactériennes multirésistantes référentielles « Escherichia coli,

Staphylococcus aureus et pseudomonas aeruginosa ».

Tableau III. 2: Les souches bactériennes.

Les souches Germe Origine
Staphylococcus Gram + ATCC6538
aurus
Escherichia coli Gram - ATCC 8739
Pseudomonas Gram- Patients
aerginosa

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle de deux plantes étudiées Eucalyptus

globulus et Thymus vulgaris a été effectuée en utilisant deux méthodes.

1.6.1 La méthode de diffusion sur disque

La méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé appliquée pour la détermination de

I’activité antibactérienne des huiles essentielles est celle décrite par Gulluce [152].

L'aromatogramme est une méthode inspirée de l'antibiogramme qui permet de déterminer
l'activité inhibitrice de croissance des extraits végétaux [153]. Le principe de cette méthode
repose sur le pouvoir de la migration de I’huile essentielle ou de 1’extrait aqueux par diffusion
dans la gélose. Cette méthode permet la mise en évidence de 1’effet antibactérien d’un extrait
par la mesure du diametre d’inhibition en millimétres autour d’un disque imprégné par un
extrait. En fonction du diameétre d’inhibition nous pouvons classer les souches étudiées en

souches sensibles ou résistantes.

Dhacuee de papier

inabdlsé o hule Tapis bactérien
. T -, —— =,
s serinele o~ "\\ o ~,
¢ "1,‘. K Y
In" \ I.- ; Pt \ '.II
i @ .l ——- | | @ | .
4 ') = - 1 I| , I
o A / |Ineubation &37°C | % — /
LRI~ N Vi , ! r
. ", endant 24 heures |l ~
barciérien — P = R
T n -
Bolte dL Pitsi e
avec pélose Finkibition

nutritive

Figure III. 5: Méthode de diffusion sur disque.
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1.6.2 La méthode de Microdilution en milieu liquide

La technique consiste a introduire 1I’inoculum dans une gamme de concentration décroissante
en huile essentielle. L’ensemble des tubes inoculés est incubé a la température optimale de la
croissance du germe pendant 24 h. Aprés incubation, 1’observation de la gamme permet
d’accéder a la CMI de ’HE qui est le premier tube dépourvu de croissance bactérienne.
Diftérentes techniques de dilution sont utilisées pour la détermination de la CMI, a savoir la
macrodilution en milieu liquide [154,155] , et la microdilution en milieu liquide [156] et la

microdillution en milieu 29 solide [157] .

La CMI par définition correspond a la plus faible concentration en huile essentielle capable
d’inhiber la croissance bactérienne [158,159] (Figure IIL.7). Bien que cette méthode soit la
plus utilisée parmi les chercheurs, sa définition différe entre les publications, ce qui rend
difficile la comparaison entre les études. Généralement, la CMI n’est pas bactéricide et les

colonies bactériennes peuvent se développer apres repiquage sur un milieu exempt d’inhibiteur.

| W A iy A
Suspension : "
bacterienne
“ — 3 ¢ — = ¢ G G (‘J -

Ganune de concentration \ \ 4 ; | |
décroissante en huile )
essentielle

Temom

Incubation 24-48h

N
"
n
"
|
]

Concentration nununale
mhibitrice

Figure III. 6: Méthode de détermination de la CMI en milieu liquide.
I.7 Protocole expérimentale de I’activité antibactérienne
1.7.1 Préparation des dilutions d’huile essentielle

Ce solvant organique est aprotique et polaire a été choisi pour son inactivité vis-a-vis les bactéries. Nous
avons préparé une gamme de dilutions des deux huiles essentielles Eucalyptus globulus et Thymus

vulgaris dans le DMSO.
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Dilution d'HE d Eucalyptus globulus

Tbe
iml | T lﬁphr
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HE+DMSO Diuant 1 ml

Figure III. 7: Dilution des huiles essentielles.

1.7.2 Préparation de Milieu de culture

Nous avons utilisé pour les bactéries, le milieu de Mueller Hinton (gélose riche en
composés d’infusion de viande de beeuf, hydrolysat acide de caséine et amidon de mais). La
gélose Muller-Hinton (MH) est coulée en boite de pétri sur épaisseur de 4 mm, les derniers sont

préséchées avant ’emploi.

Figure III. 8: Collage de milieux gélosés.

1.7.3 Préparation de I’inoculum et ajustement de la charge bactérienne

A partir d'une culture pure des bactéries sur milieu d'isolement (gélose nutritive) ayant au
maximum 24h, nous raclons a l'aide d'une pipette pasteur scellée quelques colonies bien isolées
et parfaitement identiques .Ensuite, on décharge la pipette pasteur dans 5 ml d'eau
physiologique stérile et on homogénéise la suspension bactérienne; son opacité doit étre
équivalente a 0,5 Mc Farland qui correspond a 108 UFC/ml Pour les bactéries, I’inoculum est
ajusté a 10 ® cellules/ml (une DO de 0,08 4 0,1) par lecture de la densité optique a une longueur

d’onde de 625 nm.
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1.8 Etude de I’effet synergique
L’effet de synergisme entre les deux huiles essentielles d’Eucalyptus globulus et Thymus

vulgaris a ét¢ étudi¢ par des méthodes différentes :

1.8.1 La méthode de diffusion sur disques
Cette technique est similaire a celle de I’aromatogramme, ou les disques imprégnés des
combinaisons des deux huiles d’Eucalyptus globulus et Thymus vulgaris sont placés au centre

de boite pétri. Ce test permet de voir s’il y a une éventuelle synergie entre nos deux huiles.

Le protocole expérimental, On coule aseptiquement le milieu de culture gélos¢, Mueller Hinton
(M.H), en surfusion dans des boites de Pétri a raison de 15 ml par boite, a refroidissement et
solidification a température ambiante, 100 ml de chaque suspension de culture bactérienne de
concentration d’environ (108 UFC/ml) est préparé a partir d’une culture de 18 heures, et ensuite

¢talée sur la surface du milieu gélosé M.H a 1’aide d’un rateau.

Dépdt des disques : A 1’aide d’une pince stérile, on préléve le disque de cellulose stérile (disque
de papier filtre Whatman de 6 mm de diamétre) et on I’imbibe avec 10 ul I’H.E additionnée de
DMSO a raison de 95/5 ul (V/V), en mettant en contact le bout du disque, celui-ci va absorber
progressivement 1’huile jusqu’a imprégnation totale. Ce dernier est soigneusement déposé sur
la surface de la gélose au milieu de la boite a 1'aide d'une pince stérilisée au bec bunsen. Les
boites de Pétri sont ensuite fermées et on le mit dans étuve a une température de 37 °C pendant

24 heures.

Pour valider les résultats un témoin négatif est réalisé par dépdt de disques de papier Whatman
imprégnés de 10 pl de DMSO au milieu des boites préalablement ensemencées avec une
suspension bactérienne standardisée, ainsi qu’un témoin positif par dépdt de 6 disques

d’antibiotiques.

La lecture se fait par la mesure, a 1’aide d’un pied a coulisse, du diametre de la zone d’inhibition

autour de chaque disque. Les résultats sont exprimés par le diametre de la zone d’inhibition.

On mélange les deux huiles essentielles d’Eucalyptus globulus et Thymus vulgaris avec
les proportions (70%/30%), (50%/50%), (30%/70%) a partir de la solution meére 80 mg/ml de
DMSO.

Ces derniers sont ensemencés avec des suspensions standardisées des souches

bactériennes : Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aerginosa.

43



Les boites sont alors incubées a I’étuve a 37°C pendant 24h et les zones d’inhibition sont

ensuite mesurées.

1.8.2 Méthode de diffusion sur bandelettes

Cette méthode est basée sur le méme principe de la méthode précédente elle repose sur

I’utilisation de bandelettes de papier filtre stériles de dimension (0.4x5cm) au lieu des disques.

Le protocole expérimental consiste a déposer sur la boite de pétri deux bandelettes de
facon perpendiculaire la premicre est imprégnée par 1’huile essentielle de [ 'Eucalyptus globulus
et la deuxiéme par 1’huile essentielle de Thymus vulgaris avec les mémes concentrations de
combinaison réalisées dans la méthode de diffusion sur disques : (70/30), (50/50), (30/70) de

I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus et huile essentielle de Thymus vulgaris.

Ensuite, les boites sont incubées pendant 24h a 37°C, le schéma de croissance a été
interprété par les diametres des zones d’inhibitation autour de chaque bandelettes la synergie

est indiquée par ¢largissement de 1’inhibition autour de 1’angle (formation d’un tréfle) [160] .

Figure I11. 9: Effet synergique de l'huile essentielle d'Eucalyptus globulus et Thymus vulgaris
par la méthode des bandelettes.

A=222 diamétre d’inhibitation &’HE d Eucalyptus globulus.
b1+b2 C N , )
B= . diamétre d’inhibitation d’HE de Thymus vulgaris.
C= Cl;rcz diameétre d’inhibitation entre les deux bandelettes des deux huiles
essentielles.

» Si A+B < C: effet synergique
» Si A+B=C: effet additif
» Si A+B> C: effet antagoniste
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1.8.3 La méthode Microdilution en milieu liquide

La méthode utilisée pour déterminer la CMI implique la réalisation d'une gamme
décroissante de concentrations d'huile essentielle dans des tubes contenant une suspension
bactérienne standardisée et un milieu liquide. Cette technique, décrite consiste a ajouter 80mg
d'huile essentielle a tester, supplémenté en DMSO (5%, V/V), dans un tube stérile contenant
500ul de milieu MH. Une dilution de demi-demi est ensuite effectuée dans du milieu MH pour
obtenir une gamme de concentration allant de 80 a 1,25 mg/ml. Cette gamme est obtenue en
utilisant 7 tubes, dans lesquels 500ul d'un tube sont prélevés et placés dans le tube suivant

jusqu'au 7¢me tube, ou 500ul sont prélevés et jetés [160].

Le protocole expérimental, consiste 8 mélanger les deux huiles essentielles d’ Eucalyptus
globulus et Thymus vulgaris avec les proportions (70/30), (50/50), (30/70) a partir de la solution

mere.

Pour chaque combinaison en prépare une gamme décroissante de concentrations de
mélange dans des tubes contenant une suspension bactérienne standardisée et un milieu liquide

MH.

Sul d’un inoculum bactérien, de densité équivalente au standard UFC.ml-1, sont déposés

dans chacun des tubes de la gamme de dilution, les témoins sont également préparés.

Une fois la CMI indépendante déterminée, la concentration inhibitrice fractionnelle
(FIC) a été calculée pour les combinaisons 50/50 et 70/30 et 70/30 de Eucalyptus globulus et
Thymus vulgaris. Le FIC est exprimé comme l'interaction de deux agents, ou la concentration
de chaque agent d'essai en combinaison est exprimée comme une fraction de la concentration
qui produirait le méme effet lorsqu'il est utilisé¢ individuellement [161]. L'indice FIC est

déterminé comme la corrélation entre les deux substances d'essai combinées.

I1. Résultats et discussion
I1.1 Rendement d’extraction des huiles essentielles

Le rendement en huile essentielle est exprimé en pourcentage de la matiére végétale, dans
le tableau (IIL.3), Il est variable selon différents facteurs comme le séchage de la maticre

végétale, le broyage et la durée d’extraction.
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Tableau III. 3: Rendement des huiles essentielles.

Eucalyptus globulus Thymus vulgaris
mHE (mg) 1.28 5.38
mv (mg) 960 480
RHE % 0.23 1.22

Le rendement de I’huile essentielle obtenu par hydrodistillation de Thymus vulgaris est plus

¢levé que celui de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus obtenue dans les mémes

conditions. Cela peut étre di a la période de récolte de chaque plante.

Le rendement en huile essentielle de Thymus vulgaris (1.22%) correspond a la littérature, car

les études menées sur 1’huile de Thymus vulgaris récoltés dans différent régions d’ Algérie

montrent un rendement qui varient entre 1.12 et 4.2%.

Par contre, le rendement en huile essentielle d’eucalyptus globulus est récemment inférieur a

celui obtenu par Reghissia [25], 0.41% dans son étude effectuée sur I’huile essentielle de

[’Eucalyptus globulus récolté en mois de Septembre 2020 dans la région de Guelma.

I1.2 Caracteéres Organoleptiques des huiles essentielles d’ Eucalyptus globulus et Thymus

vulgaris

Les paramétres organoleptiques (aspect, couleur, odeur) des huiles essentielles de [ 'Eucalyptus

globulus et Thymus vulgaris sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau III. 4: Caractéristiques organoleptiques de I'huile essentielle d'Eucalyptus globulus

et Thymus vulgaris.

du brun au brun-rouge.

Huile essentielle Aspect Couleur Odeur

Eucalyptus globulus | Liquide Jaune foncé Fraiche et épicée

Référence Liquide Jaune trés pale a Fraiche plus ou moins

[162] mobile transparent eucalyptolée selon I’origine.
Thymus vulgaris Liquide Brun Odeur piguante

Référence Liquide Couleur Odeur caractéristique

[162] mobile traditionnellement allant | aromatique, phénolique (thymol)

avec un fond légerement épice.

11.3 Etude P’activité antibactérienne

11.3.1 Evaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles seules

L’évaluation qualitative de 1’activité antibactérienne des huiles essentielles de /’Eucalyptus

globulus et Thymus vulgaris a été réalisée vis a vis les trois souches bactériennes, par la méthode

de diffusion sur gélose et la méthode de dilution en milieu liquide.
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Le test d’aromatogramme a été effectué, sur I’huile essentielle pure et I’huile essentielle dilu¢e

dans DMSO (trois concentrations ont été testés a (70%, 50%,30%).

I1.3.2 La méthode de diffusion sur gélose

La lecture a été réalisée en mesurant le diametre de la zone d’inhibition autour de chaque disque

A I’aide d’un pied a coulisse, les valeurs des diameétres pour les trois bactéries sont regroupées

dans le tableau suivant :

Tableau III. 5: Valeurs des diamétres de la zone d'inhibitation d'HE Eucalyptus globulus vis-
a-vis des trois bactéries.

Souche Témoin Témoin positif Concentration d’HE

Bactérienne négatif | Céphazoline | Gentamycine | Pure | 70 50 30
(DMSO0)

Escherichia 6 mm 24mm 30 mm 11mm | 8mm | 9mm | 7mm

coli

Staphylococcus | 6 mm 26 mm 25 mm 8mm | 8mm | 7mm | 9 mm

aureus

Pseudomonas | 6 mm 6 mm 17 mm 7mm | 9mm | 8mm | 6 mm

aeruginosa

Les diametres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des zones d’inhibition.

E

(@ () (©

Figure III. 10: Photographie montrant l'action d'HE d'Eucalyptus globulus sur les souches
bactériennes : (a) E.coli (b) S.aureus (c) Paerruginosa.

Les résultats qui sont exprimés par le diametre de la zone d’inhibition peuvent étre

symbolisés par des signes selon la sensibilité des souches vis-a-vis des huiles essentielles [163].

- Non sensible (-) ou résistante (R) : diamétre < 8mm
- Sensible (+) diametre compris entre 9 a 14 mm
- Trés sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm

- Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm
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Pour chaque boite la mesure de la zone d’inhibition indique la sensibilité de ces germes,

nous avons deux actions proposées a se produire :

- Soit une action bactéricide ol nous ne remarquons aucune croissance microbienne

autour des puits.

- Soit une action bactériostatique, dont il y’a des zones d’inhibition autour des puits

disposés sur la surface de milieu de culture.

Tableau III. 6: Transcription des diamétres d'inhibitation des dilutions HE d'Eucalyptus
globulus seule.

Souches Témoin Témoin positif Concentration en HE
bactériennes négatif - - -

(DI\%ISO) Céphazoline | Gentamycine | Pure 70 50 | 30
Escherichia- - +++ +++ + + ¥ -
coli
Staphylococcus - +++ +++ + + - +
aureus
Pseudomonas - - ++ - + ¥ _
aeruginosa

Les résultats présentés dans les tableaux et ainsi que les figures (a, b, ¢) indiquent
clairement que 1'huile essentielle d’ Eucalyptus globulus présente une activité antibactérienne

faible.

Vis-a-vis les trois souches bactérienne testées avec des diameétres zones d'inhibition de

croissance (11 mm) pour E.coli , (9 mm) pour S.aurus et pseudomonas aeruginosa.

Ces résultats sont légerement inférieurs aux ceux obtenus dans 1’é¢tude effectué¢e sur
I’huile essentielle de la méme espéce été récoltée de la réserve biologique de Djebal Ouahche
a Constantine au mois de mars de I’année 2022, dans cette étude les auteurs ont montré une
inhibition de la croissance bactérienne de la souche d’E.coli avec des diamétres allant de 25
mm a 8§ mm et pour staphylococcus aureus de 15 mm a 10 mm et pour la souche pseudomonas
aeruginosa des diametres allant de 14 mm a 11 mm [164], Iégerement supérieur aux résultats

obtenus lors de notre étude.

Nous savons que les différents chémotypes d’une huile essentielle peuvent présenter des
profils de composés chimiques distincts, ce qui peut influencer leur activité antibactérienne. Par

exemple I’eucalyptol (1,8-cinéole) est souvent considéré comme un composé actif responsable
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de ’activité antibactérienne de 1’huile essentielle d’Eucalyptus globulus, cependant la teneur

en 1,8-cinéole peut varier selon les chémotypes [165].

D’apres le littérateur, L’action antibactérienne de 1’huile essentielle d’Eucalyptus
globulus dépend de sa composition chimique. Selon les travaux, il est possible que 1’activité
antimicrobienne de 1’huile essentielle Eucalyptus globulus soit attribuée aux monoterpénes
oxygénés, comme le 1,8-cinéole, le a-pinéne et le B-pinene, qui sont des constituants connus

pour leurs activités antimicrobiennes [166].

Les valeurs des diameétres de la zone d’inhibitation d’HE de Thymus vulgaris sur les trois

bactéries sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau III. 7: Valeurs des diamétres de la zone d'inhibition d'HE de Thymus vulgaris vis-a-
vis trois bactéries.

Souche Temoin Temoin positif Concentration en HE

Bactérienne négatif Pure | 70% 150% | 30%
(DMS0) Céphalozine | Gentamycine

Escherichia- 6 mm 24 mm 30 mm 18mm | 14mm | 10mm | 8 mm

coli

Staphylococcus | 6 mm 26mm 25 mm 15mm | 11mm | 10mm | 8 mm

aureus

Pseudomonas | 6 mm 6 mm 17 mm 8mm | 11lmm [ 7mm |6 mm

aeruginosa

Les diameétres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des zones d’inhibition.

(@) (b) ©

Figure III. 11: Photographie montrant 'action d'HE de Thymus vulgaris sur les souches
bactérienne : (a) E.coli (b) S.aureus (c) P.aeruginosa.
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Les diamétres d’inhibitation sont symbolisés par des signes selon la sensibilité est représentés

sur le tableau (IIL.8).

Tableau III. 8: Transcription des diametres d'inhibitation des dilutions huile essentielle de
Thymus vulgaris seule.

Souche Teémoin négatif Témoin positif Concentration d’HE
Bacterienne (DMSO0) Céphazoline | Gentamycine | Pure | 70 | 50 30
Escherichia- - +++ +++ ++ + |+ -
coli

Staphylococcus - +++ +++ ++ + |+ -
aureus

Pseudomonas - - ++ + + |+ -
aeruginosa

Les résultats présentés dans les tableaux (IIL7) et (IIL.8) ainsi que les figures (a, b, c)
indiquent clairement que l'huile essentielle de Thymus vulgaris pure présente une activité
antibactérienne trés prometteuse. Les données démontrent que souches les plus sensibles est
E.coli avec une zone d’inhibitation de (18 mm), suivie par S.aureus (15 mm) . Selon 1'échelle
de mesure de l'activité antibactérienne des huiles essentielles, Pseudomonas est considérée

comme souche résistante ou non sensible.

Les résultats obtenus ont révélé une sensibilité¢ de E.coli (Gram -) et Staphylococcus
(Gram +) a la céphazoline, un antibiotique qui inhibe la production de la paroi cellulaire et agit
comme un inhibiteur sélectif de la synthése des peptidoglycanes. Le mécanisme initial de
l'action de cette substance implique sa liaison a des récepteurs cellulaires appelés "protéines de
liaison a la pénicilline". Cependant, il convient de noter que Pseudomonas aeruginosa présente
une résistance a cet antibiotique. Par contre la gentamycine, a révélé une grande efficacité contre

les trois souches bactériennes avec des larges diamétres d’inhibitation.

Par comparaison avec la littérature, I’étude menée par Cheurfa et al., 2013 I’huile
essentielle de Thymus vulgaris montre une forte activité antibactérienne vis-a-vis sur cing
bactéries pathogenes (Escherichia coli, Bacillus cereus, Citrobacter freundii, Klebsiella
pneumoniae et Staphylococcus aureus) responsables de gastroentérites avec des diameétres

d’inhibitation variant de 22,00 a 45,00 mm.

I1.3.3 La méthode de dilution en milieu liquide
Le tableau suivant présente les valeurs de CMIs des deux HE d’ Eucalyptus globulus et Thymus
vulgaris seuls vis-a-vis ont les souches bactériennes Escherichia coli et Staphylococcus aureus

et Pseudomonas aeruginosa.
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Tableau III. 9: Les valeurs de CMIs des HEs d'Eucalyptus globulus et Thymus vulgaris vis-a-
vis les bactéries testé (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa).

CMI (mg/ml)
Gentamicine Eucalyptus globulus | Thymus vulgaris
E.coli 2 1,25 20
S.aureus 2,6 5 5
P.aeruginosa 2,4 10 2,5

La présentation de tableau (I11.9) dans deux Histogrammes suivant :

10

’ -
Echerichia coli S.aureus Pseudomonas
aeruginosa

CcMI

Figure III. 12: Histogramme les valeurs de CMIs d'Eucalyptus globulus vis-a-vis les
bactéries testées.
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aeruginosa
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Figure III. 13: Histogramme les valeurs de CMIs de Thymus vulgaris vis-a-vis les bactéries
testées.
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D’apres les résultats obtenus de la détermination des CMIs, nous observons que les

valeurs obtenues varient en fonction de I’HE étudiée et de la souche microbienne testée.

L’ huile essentielle d’Eucalyptus globulus a montré un effet inhibiteur contre la souche
Escherichia coli a la dilution (1,56%) qui correspond a la concentration de 1,25 mg/ml et contre
la souche Staphylococcus aureus a la dilution (6,25%) avec concentration de 5 mg/ml et contre
la souche Pseudomonas aeruginosa a la dilution (12,5%)qui correspond a la concentration de
10 mg/ml ,Ces valeurs indiquent que I'HE d’Eucalyptus globulus présente une activité
antibactérienne décroissante dans I’ordre Escherichia coli puis Staphylococcus aureus puis

Pseudomonas aeruginosa .

D’autre part, I’'HE de Thymus vulgaris a inhib€ la croissance de la souche E.coli a la
dilution (25%) qui correspond a la concentration 20 mg/ml et contre la souche S.aureus a la
dilution (6,25%) avec concentration de 5 mg/ml et contre la souche Pseudomonas aeruginosa

a la dilution (3,125 %) qui correspond a la concentration de 2,5mg/ml.

D’apres ces résultats, ’'HE de Thymus vulgaris a montré une efficacité tres importante

contre Pseudomonas aeruginosa avec une CMI de 2,5 mg/ml.

En outre, Les résultats obtenus montrent que pour Escherichia coli, la gentamicine a une
CMI de 2 mg/ml, tandis que, I'huile essentielle d 'Eucalyptus globulus présente une CMI de 1,25
mg/ml et I'huile essentielle de Thymus vulgaris possede une CMI de 20 mg/ml.

Nous pouvons conclure que I'HE d'Eucalyptus globulus présente une activité

antibactérienne contre E.coli la plus élevée mieux que celle de 1’antibiotique la gentamicine.

Pour Staphylococcus aureus,la CMI de la gentamicine est de 2,6 mg/ml, tandis que 1'huile
d'Eucalyptus globulus et 'huile essentielle de Thymus vulgaris ont toutes deux une CMI de 5

mg/ml.

En ce qui concerne Pseudomonas aeruginosa,la CMI de la gentamicine est de 2,4 mg/ml,
tandis que I'huile essentielle d'Eucalyptus globulus présente une CMI de 10 mg/ml et 1'huile de
Thymus vulgaris a une CMI de 2,5 mg/ml, de cela, I’'HE de Thymus vulgaris tres efficace vis-

a-vis la souche Pseudomonas aeruginosa.

Ces résultats suggerent que les huiles essentielles d'Eucalyptus globulus et de Thymus
vulgaris peuvent présenter une activité antibactérienne similaire ou supérieure a celle de la

gentamicine, en fonction de la souche bactérienne étudiée. Cependant, d'autres tests et études
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sont nécessaires pour évaluer leur efficacité et leur potentiel thérapeutique dans différentes

conditions d'utilisation.

I1.4 Evaluation de Pactivité antibactérienne des deux huiles essentielles en
combinaison
Dans cette partie nous avons réalisée des combinaisons entre les deux huiles étudiées. L’étude
de I’activité antibactérienne a été réalisé par 3 méthodes : diffusion sur disque, les bandelettes,
la macrodilution (CMI) vis-a-vis les trois souches bactériennes: Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa.

I1.4.1 La méthode de diffusion sur disques

Afin de développer les résultats des huiles testées, nous avons essayé de faire des mélanges

entre les deux huiles essentielles, Les résultats sont regroupés dans les tableaux suivants :

Tableau III. 10: Valeur des diameétre moyens de la zone d'inhibitation de combinaison d'HE
Eucalyptus globulus et d'huile de Thymus vulgaris vis-a-vis des trois bactéries.

Diameétres d’inhabitations en Diamétres d’inhibitation des témoins
combinaison (EG/TV) (mm)
Bactéries 70 /30 50/50 30/70 Témoin + Témoin —
(Gentamycine) (DMSO)
E. coli 11 mm 19 mm 9 mm 30 mm 6 mm
S. aureus 12 mm 11 mm 11 mm 25 mm 6 mm
P.aeruginosa 10 mm 10 mm 11 mm 17 mm 6 mm

_

(a) (b) (c)

Figure III. 14: L'action de la combinaison des HEs Eucalyptus globulus et Thymus vulgaris
vis-a-vis les trois souches bactérienne (a) E.coli (b) S.aureus (c) P.aeruginosa
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Nous observons que toutes les souches bactériennes testés sont sensibles a toutes les
proportions de combinaisons. La souche la plus sensibles est Escherichia coli dans la
combinaison (50E/50T) avec un large diametre d’inhibitation 19 mm, la plus faible activité
antibactérienne est enregistrée pour la proportion (30/70) (9 mm) toutes les combinaisons pour
Escherichia coli, les autres combinaisons possédent une activit¢é moyenne avec des diametre

entre 10 et 12 mm. Pour les souches Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa.

Par la comparaison avec les résultats de 1’activité antibactérienne deux huiles essentielles
chacune seule, nous constatons que 1’effet de la combinaison pour toutes les proportions est

plus important.

11.4.2 La méthode de diffusion sur bandelettes

Les résultats ont été interprétés en comparant la somme des diameétres des zones d'inhibition
avec la valeur C (diametre d’inhibitation entre les deux bandelettes des deux huiles essentielles).
Les résultats obtenus sur les trois souches Escherichia coli Staphylococcus aureus et

pseudomonas aeruginosa sont présenté dans le tableau suivant :

Tableau III. 11: Résultat de l'effet synergisme par la méthode de diffusion sur bandelettes.

Diameétres de la zone d’inhibitation des HEs seules

EG(A) TV(B) A+B C Reésultats
E.coli 20.5 20.5 41 56 Synergie
S.aurus 17 18.5 35.5 30 Antagoniste
P.aerginosa 0.5 15.5 16 235 Synergie

Diamétres de la zone d’inhibitation des combinaison EG/TV a (50/50)
E.coli 55 18 23.5 41 Synergie
S.aurus 6 13 19 40 Synergie
P.aerginosa 0.5 0.5 1 1 Aucun effet

Diameétres de la zone d’inhibitation des combinaison EG/TV a (70/30)
E.coli 55 5.5 11 7.5 Antagoniste
S.aurus 6.5 5 11.5 12 Synergie
P.aerginosa 0.5 0.5 1 0 Aucun effet

Diamétres de la zone d’inhibitation des combinaison EG/TV a (30/70)
E.coli 10 7 17 19.5 Synergie
S.aurus 5.5 9 145 12.5 Antagoniste
P.aerginosa 0.5 0.5 1 0 Aucun effet

D’apres le tableau ci- dessus, Les résultats obtenus pour les huiles essentielle Eucalyptus

globulus et Thymus vulgaris seul et en combinaison, on observe l'effet synergique pour

Escherichia coli sauf la proportion (70E/30T) donne un effet antagoniste.

54




Staphylococcus aureus donne un effet synergique avec les combinaisons (50E/50T) et

(70E/30T) et effet antagoniste avec les huiles essentielles seules et la proportion (30E/70T).

Pseudomonas est la souche plus résistante a donné un effet synergique avec les huiles

essentielles seules et aucun effet avec les autres proportions.

En conclusion, la méthode de diffusion sur bandelettes basée sur les zones d'inhibition de
la croissance bactérienne a permis de démontrer l'existence d'effets synergiques et antagonistes
entre les huiles essentielles d'Eucalyptus globulus et de Thymus vulgaris. Ces résultats
soulignent l'importance de prendre en compte les interactions entre les composants bioactifs
des huiles essentielle lors de leur utilisation dans des applications antimicrobiennes. Les
mécanismes sous-jacents de ces interactions et pour €valuer 1'effet synergique dans d'autres

conditions expérimentales.

11.4.3 La méthode de CMIs

L’activité antibactérienne des différentes associations de 1’huile essentielle d’Eucalyptus
globulus avec combiner a I’huile essentielle de Thymus vulgaris vis-a-vis les trois souches
bactériennes étudiées présentée dans le tableau ci-dessous, Nous remarquons que les CMIs
résultants de la combinaison d 'Eucalyptus globulus avec du Thymus vulgaris a des proportions
différentes.

Tableau III. 12: Les concentrations minimales inhibitrices de 1'HE d'Eucalyptus globulus
associés a I'HE de Thymus vulgaris et du standard.

Les souches CMlIs (mg/ml) des combinaison EG/TV
Bactérienne (50/50) (70/30) (30/70)
E.coli 20 1,25 1,25
S.aureus 10 5 1,25
P.aeruginosa 10 2,5 1,25

Les résultats de tableau (II1.12) présenter dans 1’histogramme suivant :
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Figure III. 15: Histogramme les CMlIs de I'HE d'Eucalyptus globulus associés a 'HE de
Thymus vulgaris.

Les CMIs résultant de la combinaison d’Eucalyptus globulus avec le Thymus vulgaris a
30/70 sont inferieur a I'addition des activités individuelles de chaque huile essentielle, par
contre les résultats de les CMlIs de la combinaison 50/50 sont proche des valeurs des CMIs de
chaque huile seule, pour |’Eucalyptus globulus est1,25 mg pour E.coli ,Smg pour S.aureus

,10mg pour P.aeruginosa .

Et pour Thymus vulgaris est 20mg pour E.coli ,Smg pour S.aureus et 2,5 pour

Paeruginosa .

La combinaison de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus (30%) associés au I’huile
essentielle de Thymus vulgaris (70%) a donner une inhibition totale de la croissance de toutes
ces souches bactériennes E.coli et Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus, avec la

concentration minimale inhibitrice la plus faible 1,25 mg/ml.

L’effet synergisme a été déterminer en calculant l'indice de concentration inhibitrice

fractionnelle (FICI) a l'aide de la formule suivante [122] :

FICI = FIC (A)+ FIC(B)

CMI del’agent A en combinaison

FIC (A)=
C ( ) CMI del’agent A seul
Ou
__ CMIdel’agent B en combinaison
FIC (B) CMI de l'agent B seul
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Les valeurs d'indice des concentrations inhibitrices fractionnaires ont €té interprétées

comme suit :  FICI <0,5 signifie synergie ;
0,5 < FICI £ 0,75 signifie une synergie partielle ;
0,76 < FICI < 1 signifie effet additif’;
1 <FICI < 4 signifie aucune interaction (non différentiel) ;
FICI > 4 signifie antagonisme.

Les résultats obtenus en termes de valeurs d'indices FIC des différentes associations

(EG/TV) a des propositions de (70/30 ,50/50,30/70) sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau III. 13: Les valeurs FICI pour les différentes associations d'Eucalyptus globulus
avec Thymus vulgaris.

Combinaison 70/30 (EG/TV)

Souches CMI | CMIB | CMI de FICA |FIC |FICI | Résultat
A TV combinaison B
EG EG/TV
E.coli 1,25 |20 1,25 1 0,062 | 1,062 | Additif
S.aureus 5 5 5 1 1 2 Aucune
interaction
P.aeruginosa 10 2,5 2,5 0,25 1 1,25 | Aucune
interaction

Combinaison 50/50 (EG/TV)

E.coli 1,25 [ 20 20 16 |1 17 Antagonisme

S.aureus 5 5 10 2 2 4 Aucune
interaction

P.aeruginosa 10 2,5 10 1 4 5 Antagonisme

Combinaison 30/70 (EG/TV)

E.coli 1,25 20 1,25 1 0,062 1,062 | Additif

S.aureus 5 5 1,25 0,25 | 0,25 0,5 Synergie

P.aeruginosa 10 2,5 1,25 0,12 0,5 0,6 Synergie

partielle

L'application combinée entre et 30% d’Eucalyptus globulus et 70% de Thymus vulgaris a
produit un effet synergique tel que défini par les indices FIC inférieurs, le FICI de cette
combinaison était 0,5 et 0,6 contre Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa, Cette

combinaison a donner un effet synergique contre les bactéries de Gram (—) et Gram (+).
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D’autrep part, les deux combinaisons 30% d’Eucalyptus globulus et 70% de Thymus vulgaris
de 70% d’Eucalyptus globulus et de 30% Thymus vulgaris a donné un effet additif avec la

valeur de FICI= 1,026 contre Escherichia coli et I’autre souche a donnée aucune interaction.

L'activité antagoniste n'a ét€ notée que pour le rapport (50/50) testée pour les deux souches
bactériennes de Gram (-) Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli par les valeurs de FICI

entre 5al7.

Dans cette étude, 1'amélioration de l'activité d’huile essentielle d’Eucalyptus globulus a été
observée lorsqu'elle est associée au I’huile essentielle de Thymus vulgaris par une concentration
plus ¢élevée (30E/70T), il permet d'obtenir un effet synergique qui renforce considérablement

l'activité antibactérienne de d’huile essentielle d’Eucalyptus globulus.

En conclusion, Le role de 1,8-cinéole est potentialise I’activité d’autres composés antibactériens
lorsqu’il y est associé¢. En augmentant la perméabilité de la paroi, il cause un déséquilibre dans

la membrane des bactéries et facilite ainsi la pénétration d’autres composés plus actifs [167].

Ainsi, bien que le 1,8-cinéole posséde une faible activité antibactérienne, ¢’est son utilisation
en synergie avec d’autres composés tels que des phénols, qui laisse entrevoir tout son potentiel

antibactérien.
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Conclusion

Le présent travail a été réalisé¢ dans le but de déterminer l'activité antibactérienne des
huiles essentielles d'Eucalyptus globulus et de Thymus vulgaris sur trois souches bactériennes
multi-résistantes a savoir ; Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa, ainsi que 1’effet d'interaction de ces huiles essentielles en combinaison. L'objectif
principal était de trouver des synergies entre les composants des deux huiles essentielles

étudiées, afin de soutenir la recherche dans la lutte contre la résistance bactérienne.

L'extraction des huiles essentielles par hydrodistillation a permis d’obtenir des
rendements de 0,23% pour les feuilles seches d'Eucalyptus globulus et de 1,22% pour la partie
aérienne du Thymus vulgaris. Ces résultats sont satisfaisants, compte tenu du fait que cette

technique est longue et que les rendements obtenus sont généralement tres faibles.

D’apres les résultats obtenus de 1’étude de I’activité antibactérienne des huiles essentielles
seules des deux plantes, nous avons constaté qu’un effet antibactérien a été observé pour les
trois souches bactériennes. La concentration minimale inhibitrice (CMI) pour la souche
Staphylococcus aureus est de 5 mg/ml pour les deux huiles essentielles. Cependant, 1'huile
d'Eucalyptus globulus a montré une activité antibactérienne plus importante que 1’huile
essentielle de Thymus vulgaris contre Escherichia coli, avec des CMI de 1,25 mg/ml et 20
mg/ml respectivement, et moins importante contre Pseudomonas aeruginosa, dont les CMI sont

de 10 mg/ml et 2,25 mg/ml respectivement.

Les tests de sensibilité effectués par la méthode de diffusion sur disque ont montré une
forte activité antibactérienne pour l'huile essentielle de Thymus vulgaris avec des diamétres
d’inhibition de 18 mm, 15 mm et 8 mm et modérée pour l'huile essentielle d'Eucalyptus
globulus avec des diameétres d’inhibition de 11 mm, 9 mm et 8 mm pour Escherichia coli,

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa, respectivement.

L’¢tude de la combinaison de I’huile essentielle d'Eucalyptus globulus avec 1’huile
essentielle de Thymus vulgaris a des proportions de 70/30, 50/50 et 30/70 a été réalisée par la
méthode de dilution en milieu liquide. Les résultats obtenus ont montré la présence de 1’effet
de synergie a la combinaison 30/70, pour Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa,
avec un indice de concentration fractionnaire (FICI) de 0,5 et 0,6 respectivement et un effet

additif contre Escherichia coli avec une valeur de FICI de 1,026.
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Par ailleurs, une activité antagoniste a ét¢ observée a la combinaison 50/50 contre les

deux souches bactériennes, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.

L’¢tude de I’association des deux huiles essentielles par la méthode des bandelettes
croisées a permis de démontrer que les interactions entre les composants bioactifs ont conduit

a des effets synergiques et antagonistes variables selon les souches bactériennes ciblées.

En conclusion, cette étude met en évidence le potentiel antibactérien prometteur de 1'huile
essentielle d'Eucalyptus globulus et de 1'huile de Thymus vulgaris. Leur utilisation seule ou en
combinaison pourrait contribuer au développement de nouvelles stratégies pour lutter contre
les infections bactériennes difficiles a traiter. Cependant, des études supplémentaires sont
nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes d'action et l'efficacité des huiles

essentielles dans des modeles in vitro plus complexes.
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