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RESUME

Un travail de recherche a été précédemment entrepris dans le but d’évaluer le pouvoir
pharmacologique de I’essence aromatique d’une plante a parfum de la famille des lamiacées.
Aussi, le pouvoir antimicrobien de I’'HE a été exploré in vitro sur différentes souches
microbiennes. En outre, I’aspect bio-informatique n’a pas été délaissé puisque nous avons
entrepris une étude in silico concernant les propriétés pharmacologiques des molécules
caractéristiques de I’HE sur I’inhibition de plusieurs récepteurs enzymatiques impliqués dans
certaines pathologies inflammatoires. L’étude de D’activité antimicrobienne de I’'HE a été
accomplie par deux tests complémentaires (aromatogramme et microatmosphére). En
définitif, I’étude histopathologique a bel et bien confirmé le bien-fondé de I’utilisation de
cette fraction aromatique comme ingrédient actif dans des préparations galéniques. Cette
action a €té rendue possible aussi par I’effet antimicrobien de I’'HE, démontré antérieurement,

et qui jouait un role majeur dans la prévention des surinfections des plaies.

Mots-clés : Huiles essentielles ; Propriétés pharmacologiques, Activités antibactérienne et

antifongique ; Amarrage moléculaire.



ABSTRACT

A previous research was done on the evaluation of the biological effect of essential oil (EO).
The antimicrobial activity of EO has also been assessed in vitro against different microbial
strains. In addition, the molecular docking of some major compounds of EO was carried out
in order to evaluate its anti-inflammatory property in silico. The antimicrobial activity of EO
was realized using two complementary assays (disc diffusion and vapor diffusion methods).
Finally, the histopathological study has indeed confirmed the health benefit of EO as an active
ingredient in topical ointment. This effect was also made possible by the antimicrobial effect
of EO, previously demonstrated, and which played a major role in the prevention of

secondary wound infections.

Keywords: Essential oils; Pharmacological effects; Antibacterial and antifungal activities;
Molecular docking.



INTRODUCTION

La peau richement vascularisée et innervée, assure différentes fonctions vitales pour
I’organisme comme 1’¢élimination d’agents nocifs, I’oxygénation ou la protection des tissus.
Lorsqu’une plaie survient, débute instantanément les processus d’inflammation et de
cicatrisation. Il faudra alors entre 6 et 12 mois a la peau pour retrouver son aspect. Mais quand
une plaie ne se répare pas dans de bonnes conditions, elle peut laisser des traces plus ou moins
visibles et inesthétiques. Pour bien cicatriser et éviter de voir apparaitre des marques sur
I’épiderme, il faut appliquer des gestes simples mais indispensables pendant les trois phases
du processus de cicatrisation, a savoir la phase vasculaire, la phase de bourgeonnement et la
phase de remodelage. En effet, la cicatrisation d’une plaie se déroule en deux grandes étapes
qui sont la formation de la cicatrice puis sa maturation (George Broughton et al., 2006 ;

Senet & Raynaud-Simon, 2007).

Pour que les 1ésions de la peau guérissent rapidement et dans les meilleures conditions, il est
conseillé de bien nettoyer, désinfecter et protéger la cicatrice. Ces trois étapes sont essentielles
car elles permettent d’éliminer les germes qui ont pu pénétrer dans la 1ésion et de protéger la
plaie des corps étrangers. Elles limitent aussi les risques d’infection et favorisent la
cicatrisation. Autre astuce pour accélérer ce processus : maintenir la Iésion dans un milieu
humide, grace a une créme cicatrisante et un pansement stérile. Cela permet a la plaie de ne
pas sécher a I’air libre et empéche aussi la formation d’une crotte (Kottler, 2017 ; Boucher

et al., 2017).
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De ce fait, notre travail vise a valoriser 1’essence végétale de cette plante a parfum en
aromathérapie. Un travail de recherche a été précédemment entrepris concernant I’évaluation
du pouvoir cicatrisant de 1’essence aromatique de cette plante a parfum in vivo. En outre,
’aspect bio-informatique n’a pas été délaissé puisque nous avons entrepris une étude in silico
concernant les propriétés pharmacologiques (anti-inflammatoires) des molécules
caractéristiques de I’HE sur I’inhibition de plusieurs récepteurs enzymatiques impliqués dans

certaines pathologies humaines.
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Chapitre I

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
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Chapitre 1 : Synthése Bibliographique

1. Monographie de la plante étudiée

1.1. Genre

Le genre est 1'un des plus importants genres de la famille des Lamiacées (Labiées). Ces
derniéres constituent une large famille de plantes dicotylédones qui comprend environ 7200
especes et pres de 236 genres répartis en 8 sous-familles.

De nombreuses especes de cette famille sont des plantes aromatiques source d'HE trés utiles
pour I'aromathérapie, la parfumerie et I'industrie des cosmétiques.

On y rencontre aussi beaucoup d'especes melliferes et également des especes cultivées comme

plantes condimentaires et ornementales (Lis-Balchin, 2002 ; Benabdelkader, 2012).

1.2. Etymologie

Le mot dérive du verbe laver. Il est peut étre issu de l'italien (action de laver) mais peut
remonter au latin lavare qui signifie laver et aussi se baigner, les Romains ayant utilisé pour
parfumer leurs bains.

Cette étymologie laisse penser que tres tot la a été utilisée pour parfumer le linge fraichement
lavé.

Mais il est également possible que et soient tirés du latin livere (qui signifie "pour étre livide

ou bleuatre") qui en latin médiéval (Benabdelkader, 2012).

Entre les années 1950 et 1990, la sélection variétale s’est principalement axée sur le
rendement et la qualité de I’huile essentielle. Elle est empirique et consiste a sélectionner en

champ les individus présentant les meilleurs rendements.

Page 4 of 46



1.3. Taxonomie

Cependant, toutes les principales formes cultivées et commercialisées résident dans les
sections stoechas et spica. Cette organisation taxonomique a été réalisée sur la base de plus de
40 critéres anatomiques mais aussi par une analyse phylogénétique basée sur la comparaison

de séquences nucléaires.

Tableau 1.1. Taxonomie.

Reégne Plantes
Sous régne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement  Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Sous-famille Nepetoideae
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Figure 1.1. Partie aérienne.

1.4. Aire de répartition

Elle est répandue dans tout le bassin méditerranéen (Europe méridionale, I’ Afrique du Nord et
le Moyen Orient) avec une petite disjonction sur la frontiére Lybie-Egypte (Figure 1.2).
Actuellement, elle a été introduite et cultivée en Bretagne, Nouvelle Zélande et en Australie

(Upson et Andrews, 2004)..

5 L ImeThis i Moscn
L roerhn seteg. fowed

P T T - T S

Figure 11 : Dintribution geegraphbyas de L srovched (d aprds Upson & Andrews,
THL

Figure 1.2. Distribution de L. stoechas en bassin méditerranéen (Bousta & Farah, 2020).
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1.5. Huile essentielle

1.5.1. Composition chimique

Elles, comme beaucoup de Lamiaceae produisent des grandes quantités de terpénes volatils,
principalement des mono- et des sesquiterpénes (Upson et al. 2004; Guitton et al. 2010)
(Perrin & Colson, 1986) (Figure 1.3).

Les autres trichomes que ’on trouve en abondance sont les trichomes tecteurs. Ce sont des

poils ramifiés qui ne produisent pas de terpenes.

L’HE est extraite des inflorescences. L’HE est ensuite extraite par hydrodistillation des
inflorescences dans des alambics. La vapeur d’eau déchire la cuticule des trichomes

glandulaires et entraine les composés volatils (Iriti et al. 2006) (Figure 1.4).

Apres refroidissement de cette vapeur d’eau, ’HE, hydrophobe, compose une phase bien
distincte de I’ecau florale. D’autres processus comme 1’extraction par solvant (hexane
principalement) existent et permettent 1’obtention de la concréte, pate faite de cires et de

composés organiques volatils.

Croissance Développement et Sécrétion Sénescence

locale différenciation —
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Secrétion

& cellules sécretrices Tete glandulaire

Cuticule
Cellule de pled

Cellule basale
epidermigue

Figure 1.3. Photos de microscopie optique d’une coupe calice colorée au réactif Nadi (a
et b) et schéma d'un trichome glandulaire pelté (c) (a) Vue d’ensemble de la section de
calice. (b) Agrandissement d’un trichome glandulaire et d’un trichome tecteur. La coloration
violette est associée a la présence de terpénes sous la cuticule du trichome glandulaire pelté.

Modifi¢ d’apres (Guitton et al. 2010). (¢) Modifi¢ d’apres (Iriti et al. 2006).
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Les études des constituants volatils des espaces ont relevé la présence de plus de 200
constituants chimiques (Figure 1.5), beaucoup d'entre eux étant présents sous forme de traces.
Elle synthétise plus de 100 terpenes différents. Les travaux sur la composition chimique des
HE montrent qu'elles sont plus riches en monoterpeénes qu'en sesquiterpenes, et que ces deux

groupes de molécules constituent la majeure partie des HE.

Toutes les especes et les hybrides du genre sont des plantes trés aromatiques qui produisent
des mélanges complexes d'HE produites et stockées dans des glandes sur la surface des fleurs
et des feuilles (Lis-Balchin, 2002). Il n'est donc pas surprenant que les connaissances phyto-

chimiques soient axées sur leurs molécules terpéniques.
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Acyclic Monoterpenes

Ao

| E '1&10

Myrcene Ocimene Citronellal Linalool

Hydrocarbons Oxygenated

Monocyclic Monoterpenes

Terpinolene Phellandrene Carvone Thymol

Hydrocarbons Oxygenated

Figure 1.5. Exemples de mono- et sesquiterpénes linéaires, mono- ou polycycliques

illustrant la diversité des terpénes volatils.
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1.5.2. Toxicité de I'huile essentielle
Elle a une faible toxicité et des HE non diluées peuvent étre utilisées pour traiter les brilures
et avoir des effets bénéfiques sur la cicatrisation. Cependant des cas de dermatite allergique

apres contact direct avec la peau ont été rapportés (Lis-Balchin, 2002).

1.5.3. Domaines d’applications et intéréts en phytothérapie

En parfumerie, son HE est aujourd’hui délaissée en raison de son odeur fortement camphrée
et de la concurrence importante des autres qui se prétent mieux a la culture intensive et dont
I’odeur est plus agréable. La forte teneur en camphre généralement observée limite ses
applications en cosmétologiec (Monge, 2013). En cosmétique elle était a I’honneur chez les
Romains et reprend aujourd’hui du galon, portée par 1I’engouement retrouvé pour les produits
nature (Festy et Dupin, 2012). Son HE est largement employée dans ’industrie du parfum
savons, eaux de Cologne, lotions pour la peau, vernis, démaquillants (Schauenberg et Paris,

2010).

1. Favorise la detente des nerfs et des

muscles

P

. Anti-douleurs et anti-inflammatoire

. Régulatrice du sébum

= L

Cicatrisante et régeneratrice cutanée
. Antiseptique et antibactérienne
6. Facilite la digestion la circulation du sang
et I'élimination (urines et sueur)

L

7. Antimite (vetements)
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2. Peau et cicatrisation

2.1. Généralités et structure sur la peau
Indispensable a la vie, la peau (du latin pellis), enveloppe protectrice du corps, est une
barriere physique protégeant 1’ensemble des organes et tissus des agressions extérieures

(Eckert, 1989).

Elle demeure un lieu privilégié¢ de contact et d’échanges avec le milieu extérieur. La peau est
considérée comme 1’organe le plus étendu mais également le plus volumineux du corps

humain avec une surface proche des 2 m” (Mosteller, 1987).

Elle se compose approximativement de 70% d’eau, 27% de protéines, 2% de lipides et pres de
1% d’oligo-¢léments (Woodard et White, 1986). Les kératinocytes constituent 95% de
I'épiderme, et la couche basale est la source de tous les kératinocytes. Ce sont ces
kératinocytes de la couche basale qui sont principalement responsables de la réponse de

I'épiderme lors de la cicatrisation des plaies.

Trois couches superposées définissent la peau (Figure 1.6) :

* L’¢épiderme = tissu épithélial de revétement, stratifié et kératinisé.

* Le derme =tissu conjonctif dense de soutien.

* L’hypoderme = tissu conjonctif, de réserve, le plus profond.

Au sein de ces différentes structures sont présentes des annexes représentées par les phanéres

(cheveux, poils, ongles), les glandes sébacées et les glandes sudoripares.

Page 13 of 46



terminaisons nerveuses (vert)

pore sudoripare
: D glande sudoripare

film hydrolipidique —
épiderme .
couche basale

derme

hypoderme oy Nt 4 i ¥ 2
couche adipeuse Ve | . - .t.‘-‘:,,ussu adipeux
sous-cutanee S AT —follicule pileux

veinule (bleu)

artériole (rouge)

Page 14 of 46




peoil

pore ou arifice de
glsnds sudoripsre
couche comes

[w2ratinizez)
papille du derme
Epidarmsa
fzsciz superficialis
graisse sous-cutanss ~
darma

glsnds sudoripsre

hypodarme ou tissu
zellulsine sous-
cutang

glznds z2bacss

muscle

receptewr s2nsitif

fiore nerveuss

arters
muscle Srzctaur
ou harripilatewr

veine

Fponsvross

Epiderme

2

= -,-‘,.-'_ )
AN N\ Derme

M \ Hypoderme
‘ Graisse
SOus-

cutanée

Figure 1.6. Représentation schématique de la structure de la peau en trois dimensions

(Domingues, 2014).

Page 15 of 46




2.1.1. Epiderme

L’épiderme un tissu épithélium pluristratifié, kératinisé, constitu¢ de plusieurs assises
cellulaires, dépourvu de vaisseaux sanguins et lymphatiques mais renfermant de nombreuses
terminaisons nerveuses sensitives. Cet épiderme est, lui-méme, constitué de quatre couches,
de la profondeur a la superficie : la couche basale, la couche épineuse, la couche granuleuse et

la couche cornée (Prost-Squarcioni et Le Roux-Villet, 2008).

Cornéocyte

== }cioppecomée—--ﬂ_b__
—— Cimentintercellulaié™>
Surface cutanée Y
Couche cornée
Couche granuleuse [~

Granules de kératohyaline =
Granules lamelkés —

I

Couche épineuse

Couche basale

Derme

Filaments

Lame basale  Mélanosomes Hémidesmosomes de cytokératine
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Figure 1.7. Illustration schématique de I’épiderme.
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Figure 1.8. Quatre populations cellulaires de I’épiderme.
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2.1.2. Derme

Le derme est fortement vascularisé, et contribue a la thermorégulation de 1’organisme (Sanyal
et Maji, 2001). C’est un tissu conjonctif fibro-élastique de soutien, conférant a la peau ses
propriétés biomécaniques de résistance, de souplesse et d’¢lasticité (Prost-Squarcioni et al.,
2008). Le derme est principalement composé de fibres de collagéne, mais également de
protéoglycanes et de glycoprotéines de structure qui interviennent dans les interactions

cellule-matrice (Krieg et Aumailley, 2011).

2.1.3. Hypoderme

Continuant le derme vers la profondeur, ’hypoderme est un tissu conjonctif lache richement
vascularisé qui, selon les conditions de nutrition et les régions de la peau, contient plus ou
moins de tissu adipeux. Les adipocytes sont rassemblés en lobules et en lobes graisseux

séparés par des travées conjonctivo-vasculaires et nerveuses (Galatoire et al., 2007).

2.1.4. Annexes épidermiques

e Les glandes sudoripares/sudorales sont réparties sur toute la surface de la peau. Ces
glandes sont a l’origine de la sécrétion de la sueur, mécanisme indispensable a la
thermorégulation de I’organisme (Sato et al ; 1989). Deux types de glandes sudoripares
sont identifiables : les eccrines et les apocrines. Les eccrines sont principalement localisées
dans le derme. Elles sont a I’origine de la sécrétion a la surface de 1'épiderme de la sueur
(Hould, 1982). Les glandes apocrines sont situées dans 1’hypoderme uniquement dans des
zones précises comme les aisselles, les paupiéres, le pubis et les parties génitales.

e Les glandes sébacées, sont localisées au niveau du derme moyen, ou elles sont accolées

aux follicules pileux pour former les follicules pilo-sébacés (Downing et al., 1987).

2.2. Différentes étapes de cicatrisation

La cicatrisation est définit comme un ensemble de phénomeénes physiologiques naturels
aboutissant a la réparation de la structure cutanée de tissu lésée. Elle met en jeu une cascade
complexe de réaction et d’interaction entre les cellules et les médiateurs (Oummad, 2013). La
cicatrisation d’une plaie se déroule en trois phases principales se chevauchent entre elles ainsi
que chaque une est caractérisée par des activités cellulaires spécifiques (Singer et Clark,

1999), réaction et d’interaction entre les cellules et les médiateurs (Oummad, 2013).
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2.2.1. Phase inflammatoire (0 a 3 jours)

C’est la premicre étape de cicatrisation, elle vise a limiter les perturbations physiologiques
provoquées par les lisions et empéche la propagation des bactéries, Elle est divisée en deux
étapes (Oummad, 2013), a savoir une étape vasculaire qui correspond a une hémorragie plus
ou moins intense au sein de la plaie s’accompagne de rupture des vaisseaux et permet
I’extravasation des ¢léments contenus dans le sang. La phase de détersion ne s’arréte que
lorsque tous les débris nécrotiques, et tout le matériel (excés de fibrine, bactéries...) pouvant

entravé la cicatrisation sont éliminés.

2.2.2. Phase de réparation

e La formation d’un tissu de granulation : Les macrophages, les cellules endothéliales et les
fibroblastes migrent dans la plaie. Au cours de cette phase, les macrophages jouent un role
clé, elles libérent des médiateurs comme TNF-a et I’IL-1 qui activent la néo-angiogenése et
I’activité fibroblastique (Witte et Barbul, 1997). La multiplication et la migration des

fibroblastes suite a ces stimulations aboutissent a la synthése d’une nouvelle matrice.

e Le tissu de granulation est constitué de ces fibroblastes, de nouveaux vaisseaux
bourgeonnants, et de collagéne immature (collagéne III). Sous l'influence du facteur de
croissance endothélial de croissance endothéliale vasculaire (VEGF), 'angiogenése débute
lorsque les vaisseaux commencent a bourgeonner a partir des vaisseaux sanguins entourant la

plaie.

e Certains fibroblastes commencent également a se différencier dans cette phase en en
myofibroblastes qui ont une fonction contractile pour rapprocher les bords béants de la plaie

(Robson, 2003).

2.2.3. Phase maturation

- Phase de remodelage : La MEC va progressivement étre remodelée dans les deux mois qui
suivent la fermeture de la plaie. La maturation se poursuit parfois pendant deux ans avec une
diminution progressive du tissu de granulation, 1’élaboration d’une structure collagénique plus

dense et I’organisation du réseau vasculaire.
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Le collagene de type III, présent majoritairement dans le tissu de granulation, est
progressivement remplacé par celui de type I, composant principal du derme & partir du 21°™
jour, la contraction de la plaie est terminée. Cependant, si le contenu en collagéne est maximal
a ce moment, la résistance de la cicatrice ne correspond qu’a 80% de celle d’une peau
normale. Ces zones cicatricielles sont cependant moins résistantes et moins €lastiques qu’une
peau normale. Ceci s’explique par un déficit relatif en ¢élastine et par la relative
désorganisation de la nouvelle MEC (Dealey & Cameron, 2008).

La cicatrice présente un aspect lisse et mat avec une pigmentation souvent plus claire due a

une absence de mélanine (Cherif, 2016 ; El zayat et al., 2018).

Page 20 of 46



Chapitre II

MATERIEL &

METHODES

Page 21 of 46




Chapitre 2 : MATERIEL & METHODES

2.1. MATERIEL

2.1.1. Huile essentielle

L’HE a été conservée dans des flacons stériles teintés a 4 °C et a 1’abri de ’air et de la
lumiére, pendant toute la durée de notre travail, pour éviter d’éventuels phénomenes

d’oxydation, d’altération chimique ou de contamination microbienne.

2.1.2. Souches microbiennes

Le screening antimicrobien a été¢ réalisé sur 4 souches ATCC (American Type Culture
Collection). Concernant le screening antifongique, nous avons utilis¢ 1 champignon et 1
levure (Tableau 2.1).

Ces bactéries et champignons ont été conservés et maintenus en vie, par des repiquages

continus, sur des milieux de culture adéquats.

Tableau 2.1. Souches microbiennes utilisées dans le screening antimicrobiens in vitro.

Souches microbiennes Origine Famille

Bactéries a Gram —

Escherichia coli ATCC 25922 Enterobacteriaceae

Pseudomonas aeruginosa ATCC 25812  Pseudomonadaceae

Bactéries a Gram +

Staphylococcus ATCC 25923  Pseudomonadaceae
Bacillus ATCC 6633 Bacillaceae

2.1.3. Milieux de cultures et produits chimiques
Suivant les méthodes employées, nous avons utilis¢ des milieux de culture solides, en
I’occurrence la Gélose Nutritive (GN) ou Muller-Hinton (MH) pour les bactéries et la gélose

Sabouraud-Chloramphénicol (SAB) pour les champignons.
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Aussi, le solvant Tween 80 a été utilisé pour la dispersion de I’'HE dans un milieu gélosé. Ce

solvant est pur chimiquement et provient de Sigma-Aldrich (Allemagne).

2.2. Méthodes

2.2.1. Evaluation du pouvoir antibactérien et antifongique in vitro

2.2.1.1. Identification des souches microbiennes

Avant de mener le screening antimicrobien de I’HE, nous avons réalisé un repiquage des 4
souches bactériennes ATCC sur leur milieu adéquat (Figure 2.1) comme suit :

- Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa : les colonies prélevées sont isolées sur

gélose Hektoen.

- Staphylococcus aureus : les colonies prélevées sont isolées sur gélose Chapman.

P. aeruginoéa (gélose S. aureus (gélose Chapman)

Hektoen)

B. subtilis (gélose nutritive)

Figure 2.1. Aspect des différentes colonies microbiennes aprés repiquage.
(Photo Originale, 2021)
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2.2.2.3. Identification des bactéries

Les cultures positives ont fait I’objet d’une identification microbiologique en utilisant les tests
biochimique classiques et la galerie API 20* qui est précédée par 1’étape de la coloration de
Gram. L'identification des bactéries se fait suivant une clé dichotomique qui va des caractéres

les plus vastes aux plus pointus pour aboutir a une espeéce bactérienne donnée.

= Aspect macroscopique des colonies : Aprés incubation, le premier critére d’identification
sur lequel on se base est celle de I’aspect macroscopique des colonies vu a 1’ceeil nue, que ¢a
soit taille, forme du relief (bombée, semi bombée, plate), couleur, aspect (collant,
filamenteux), odeur, transparence (opaque, translucide), allure des contours (régulier,

dentelés), pigmentation, et aspect de la surface (lisse ou rugueuse) (Guiraud, 2003).

== Coloration de Gram

Principe

La coloration de Gram est une technique qui permet de mettre en évidence les propriétés de la
paroi bactérienne. Elle permet de colorer les bactéries et de distinguer leur aptitude a fixer le

violet de gentiane (Gram +) ou la fuchsine (Gram -). Cette opération se déroule en 7 étapes :

Mise en ceuvre pratique
* Réaliser un frottis sur une lame de microscope a partir d’une suspension bactérienne,
agiter la suspension afin de ’homogénéiser et d’éviter d’avoir un culot au fond du tube.
* Etaler une goutte de la suspension bactérienne sur une lame propre.
* Procéder a la fixation du frottis en faisant passer la lame trois fois dans la flamme du
bec bunsen.
* Plonger la lame pendant une minute dans le violet de gentiane, puis rincée a 1’eau
déminéralisée.
* Etaler le lugol et laisser agir une minute puis rincer a 1’eau. Cette étape a pour but de
stabiliser la coloration violette.
* Verser goutte a goutte de 1’alcool sur la lame inclinée obliquement. Surveiller la
coloration (15 a 30 secondes). Le filet doit étre clair a la fin de la décoloration. Rincer
avec de I’eau.
» Réaliser une contre coloration avec de la fuchsine : laisser agir 30 secondes a 1

minute, laver doucement a I’eau déminéralisée. Sécher la lame.
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* Enfin, observer a I’objectif & immersion (x100) apres dépot d’une goutte de 1’huile de

cedre (Cavallo, 2007).

Observation microscopique : Les bactéries a Gram + apparaissent en violet foncé, tandis

que les bactéries a Gram - sont colorées en rose (Figure 2.2).

= Recherche de I’oxydase

Principe

Elle permet d’orienter 1'identification des bacilles a Gram -.

Mise en ceuvre

Un carré de papier buvard imbibé de substrat est posé sur une lame de verre ; puis des
fragments de colonies sont fixés sur la lame de verre avec une pipette pasteur boutonnée.
Lecture

Si le papier présente une tache violette : le substrat a été oxydé, la bactérie possede une
oxydase. Si le papier reste incolore : il n'y a pas eu de réaction, la bactérie ne posseéde pas

I'enzyme.

Bacillus subtilis Staphylococcus aureus
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Figure 2.2. Observation au microscope optique des souches bactériennes apres

coloration de Gram (x 100). (Photo originale, 2021)

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa

= Identification biochimique avec galerie miniaturisée

La détermination des caracteéres biochimiques est indispensable pour ’identification précise
des genres et des especes bactériennes. Elle nécessite 1’utilisation d’une galerie biochimique
destinée a révéler un ensemble de caractéres biochimiques ; cette galerie doit étre ensemencée

a partir d’une seule colonie pure et bien isolée.

Aprés incubation, 1’exploitation des résultats conduit a [I’identification des especes
bactériennes. A cet effet, deux types de galerie ont été utilisées dans notre travail : API 20E et
API 20NE.

Cupule
Tube
Inoculation de la galerie Détail d’'un tube © Georges Dolisi
Référence,
Nom
ONPGADH LDC ODC H TDA IND | VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA Brénom
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Figure 2.3. Galerie API 20NE (Photo Originale, 2021).

2.2.2.4. Examen microscopique des souches fongiques (Etat frais)

Principe

Cet examen nous permet d’apprécier la forme, la mobilité, le mode de regroupement, et
I’abondance des bactéries.

Méthodologie

Lecture

A T’issu de cet examen microscopique, nous pouvons observer la forme, le mode de

regroupement et la mobilité des souches (Figure 2.4).

2.2.2. Evaluation du pouvoir antimicrobien de 1'huile essentielle in vitro

La recherche de ’activité antibactérienne et antifongique consiste a estimer 1’inhibition de la
croissance des microorganismes soumis a I’HE. Pour cela, 2 méthodes qualitatives

(aromatogramme et microatmosphére) et 1 quantitative (CMI) ont été examinées.

2.2.2.1. Méthode des aromatogrammes (diffusion en milieu gélosé)

L'étude du pouvoir antibactérien et antifongique par cette technique est identique a celui de

l'antibiogramme.

Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture jeune de 24 heures sur GN, une suspension bactérienne a été préparée
par le prélévement de 2 a 3 colonies bactériennes a 1’aide d’une pipette pasteur. Ces colonies
ont été mises dans un tube de solution physiologique stérile avec agitation de fagon a obtenir

une densité optique de 0,5 a 570 nm.
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Application des disques, incubation et lecture des résultats
Dans notre étude, nous avons testé 1’activité antimicrobienne de ’HE en imprégnant les
disques par 3 quantités croissantes d’HE par disque, séparément. Ceci a été fait dans le but

d’apprécier I’action inhibitrice "dose-dépendante".

Chaque boite Pétri est ensuite fermée et incubée dans 1’étuve a température adéquate (37
°C/24h pour les bactéries et 25 °C pendant 3 ou 5 jours pour les levures et les moisissures,
respectivement). L’essence diffuse a partir du disque au sein de la gélose et y détermine un

gradient de concentration.

Aussi et pour chaque souche microbienne, des controles positifs ont été réalisés en appliquant,
dans les mémes conditions citées précédemment, des disques d’ATB qui vont servir comme
référence pour pouvoir comparer leur pouvoir antibactérien avec notre échantillon d’HE. A

cet effet, plusieurs disques d’ATB ont été utilisés et choisis selon leur disponibilité.

Disque de papier
imbibé dThuile Tapis bactérien
essentielle

|/

140) ——
o Incubation a 37°C
bactéien pendant 24 heures
Boite de Pétri Diamétre
avec gélose dahihiion

nutritive
Figure 2.5. Pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle déterminé par diffusion en milieu

solide (aromatogramme) (Bousbia, 2011)

2.2.2.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

Elle consiste a ensemencer, par un inoculum standardis¢, une gamme de concentration
décroissante en HE dispersée de fagon homogene et stable dans le milieu de culture. Aprés
incubation, I’observation de la gamme permet d’accéder a la CMI, qui correspond a la plus

faible concentration en HE capable d’inhiber la croissance fongique.
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La CMI se définie comme étant la plus petite concentration du produit pour laquelle aucune

croissance n'est visible a I'eeil nue. Le résultat sera exprimé en % (v/v).

2.2.4. Docking moléculaire

Principe : le Docking moléculaire (ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire en frangais) in
silico vise a prédire la structure et I’ensemble des mécanismes et interactions intervenant lors
de la formation d'un complexe moléculaire « ligand-protéine » ou « protéine-protéine », a
partir des molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins
cher et plus rapide que I'utilisation des méthodes expérimentales in vitro et in vivo. Le
Docking moléculaire permet soit de découvrir de nouvelles molécules (par assemblage de
deux ou plusieurs molécules), soit de comprendre la nature d'un complexe de molécules
obtenu par cristallographie (Beautrait, 2008).

La meilleure position est celle qui est la plus basse en énergie, donc correspond au complexe
ligand/protéine le plus stable. La seconde approche, ajustement de fragments, est basée sur la
complémentarité des formes. Dans cette méthode, le ligand est décomposé en plusieurs
fragments puis reconstruit dans le site actif, en essayant de faire correspondre les géométries
et les fonctions chimiques. Cette méthode est beaucoup plus rapide que la simulation de
trajectoire et permet généralement le criblage rapide de vastes librairies de molécules. La
méthode par simulation de trajectoire est plus lente mais prend mieux en compte la flexibilité

du ligand et permet 1’exploration de régions plus vaste.

Préparation de la protéine

Téléchargement des enzymes a partir de la base de données Protein Data Bank (Figure 2.7).

e a-Glucosidase (ID 3WY1): La structure tridimensionnelle (structure 3D) de L’enzyme
essentiellement déterminées par diffraction en rayon X avec une résolution 2,15 A. Ce

récepteur de Poids total : 123,08 kDa , protéine avec résidus : 1070, et 9281 atomes.(figure)
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Préparation du Ligand : Les ligands (inhibiteurs) sont téléchargés a partir de la base de
données PubChem en format 2D ou 3D (Figure 2.11). Une Minimisation de I’énergie sera

faite, suivie par une conversion en Ligand.

Le docking multiple sera réalisé avec les composés majoritaires et caractéristiques de I’HE
comme ligands et les enzymes comme macromolécule (Figure 2.12). Le logiciel va donner un

Score d’affinité et 1’énergie pour chaque ligand.
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Figure 2.12. Docking multiple.

La visualisation du complexe et des différentes interactions (diagramme 2D) entre les ligands

et les sites catalytiques sera faite (Figure 2.13).
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Figure 2.13. Visulalisation des différentes intéractions.
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Chapitre 3 = RESULTATS & DISCUSSION

3.1. Pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle in vitro

3.1.1. Activité antimicrobienne en aromatogramme

L’activité antimicrobienne de I’HE a été évaluée par la méthode de diffusion en milieu gélosé,
in vitro, sur plusieurs souches microbiennes ATCC. Les résultats de cette étude
antimicrobienne sont rapportés dans le Tableau 3.1. A noter que le diamétre du disque (9

mm) a été inclus dans le calcul de la zone d’inhibition.

Tableau 3.1. Screening antibactérien de I’essence in vitro.

Aromatogramme Microatmosphére Antibiogramme
Quantité HE (nL/disque) Antibiotiques (ATB)
Souches 10 20 30 20 40 60
Bactéries Gram +
S. aureus - - - - - nd
B. subtilis - - - - -

Bactéries a Gram -

P. aeruginosa - - - - - - nd

(-) Aucune zone d’inhibition ; HE : Huile essentielle.

I1 apparait clairement que les bactéries a Gram + sont les plus sensibles comparativement aux
En fait, les Gram - possédent une résistance intrinséque aux agents biocides, qui est en
relation avec la nature de leur paroi. Cependant, aucune conclusion hative ne peut Etre
dégagée car le nombre des souches testées est insignifiant. Aussi, P. aeruginosa demeure le

germe le plus sensible a I’action inhibitrice de I’HE et ce a toutes les doses testées.
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Le mécanisme d’action des extraits aromatiques sur les souches fongiques n’a pas été
totalement ¢lucidé. Cependant, certaines études soulignent que cette action antifongique de
ces substances terpéniques est due a une augmentation de la perméabilité de la membrane
plasmique suivie d'une rupture de celle-ci, entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et

donc la mort de la levure (Cox et al., 2000).

Auto-inducteurs (molécule du Quonim sensing) Coagulation des protéines

Fuite des constituants
cytoplasmiques
(métabolites etions)

Force
proton
motrice

Paroi cellulaire Protéines membranaires

Dans 1’'une des larges études dans ce champ, Deans et Ritchie (1987) ont analysé cinquante
HE a 4 concentrations contre une série de 25 genres de bactéries. ils ont révélé qu’elle est
largement efficace contre différentes souches, particulierement contre I’indicateur fécal

Enterococcus faecalis.

En effet, ’'HE a révélé une action sur le Bacillus stearothermophilus, un important germe
impliqué dans la détérioration des aliments capable de résister aux températures élevées. Ces
travaux indiquent, que les extraits possédent un large spectre bactéricide contrairement aux
extraits d’oignons. De plus, les extraits aromatiques ont une activit¢ prononcée contre les

membres du genre Salmonella.
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Il faut cependant considérer ces données avec prudence car ce sont des résultats obtenus en
laboratoire et 1’application en conditions réelles soulévent de nombreuses interrogations. De

plus, I’étude de Pibiri (2006) montre que I’efficacité microbicide est limitée dans le temps.

Les dispositifs d’évaporation sont €galement susceptibles d’entrainer la formation de
composés potentiellement toxiques pour I’Homme. Il est donc nécessaire d’obtenir plus de

données sur ces différents aspects toxicologiques.

3.1.3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
La détermination des CMI a été accomplie uniquement pour les germes microbiens ayant
montré une grande sensibilité vis-a-vis de I’action antimicrobienne de I’HE. Les germes

résistants n’ont pas ét¢ inclus dans notre recherche.

Tableau 3.3. Résultats de la détermination des CMI par dilution en milieu gélosé.

Concentration huile essentielle (%)

Souches microbiennes

S. aureus - - - - - -
E. coli - - - - - .
A .brasiliensis - - - - - -

C. albicans - - - - - -

(-) Absence de croissance microbienne ; (+) Présence de croissance.

Le fort potentiel inhibiteurs des HE est dii principalement a ces molécules terpéniques
oxygénées qui sont présents avec une grande concentration ; ainsi, des recherches sur les
effets des terpénoides sur la membrane bactérienne isolée suggérent que cette activité est due
a des propriétés lipophiles des terpeénes et a la puissance de leurs groupements fonctionnels

(Dorman & Deans, 2000)
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3.3. Activité anti-inflammatoire in silico par docking moléculaire

3.3.1. Energie d’interaction et affinité

Les énergies d’interaction et d’affinité entre les enzymes et les différents ligands utilisés sont
calculées au cours du docking moléculaire. Elles sont regroupées dans les Tableaux 3.4 et

3.5.

Tableau 3.4. Résultats de docking moléculaire des ligands avec I’enzyme.

ID Energie d’interaction
150449 4229.22
84422 1228.96
6444290 983.60
11218441 5314.50

Tableau 3.5. Résultats de docking moléculaire des ligands I’enzyme.

ID Energie d’interaction
150339 1426.22
82233 11285.96
867554334 1207.94
6423490 1037.94
11218351 4213.04

L’expérience liée a I'inflammation aigue est décrit comme une réponse biphasique car il a une
phase initiale dans le 2 premicres heures, qui est liée a la libération d'histamine et de
sérotonine et une autre phase qui comprend la production de prostaglandines qui est le produit
de la catalysation de la transformation de 1’acide arachidonique. L'amarrage moléculaire est
une méthode de calcul actuellement largement utilisée dans le processus de découverte de
médicaments (Chandak et al., 2014). L'avantage de l'amarrage est d'identifier le mode de
I’interaction des molécules étudiées au site de 1'enzyme ou récepteur par le biais d'interactions
clés spécifiques et de prédire I'affinité de liaison entre les complexes de liaison aux protéines,

dans ce cas, les constituants chimiques de L’HE.
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La valeur RMSD indique la précision de l'amarrage postures calculées par l'algorithme
d'amarrage par rapport aux poses déterminées expérimentalement d'un composé li¢ a une cible
biologique. Un RMSD en moins supérieur a 2 A° est considéré comme réussi (c'est-a-dire

comme ayant justifi¢ validité) (Cole et al., 2005). Le RMSD estde 3 .361 A°

3.3.2. Interactions ligands-site catalytique de I’enzyme
Les résultats de la minimisation de I’énergie. D'aprés les résultats obtenus, les ligands
possedent la plus petite valeur des énergies, en comparaison avec les autres complexes, avec

une affinité de liaison entre les complexes de liaison aux protéines.
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Figure 3.3. Illustration 2D des différentes interactions entre le ligand et le site
catalytique.

YR
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Figure 3.4. Illustration 2D des différentes interactions entre le ligand et le site
catalytique.
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CONCLUSION

A T’heure actuelle, I’huile posséde un atout considérable grace a la découverte progressive de
ces potentielles applications dans les soins de santé et en phyto-aromathérapie, ainsi que ses
utilisations dans d'autres secteurs d'intérét économique. Ses nombreuses propriétés font qu'elle
connait une demande de plus en plus croissante sur les marchés internationaux. En
aromathérapie scientifique, il s’agit de mettre en valeur les propriétés pharmacologiques des

huiles essentielles en s’appuyant sur leur composition chimique.

En définitif, 1’étude a bel et bien confirmé le bien-fondé de I’utilisation de cette fraction
aromatique comme ingrédient actif dans des préparations galéniques chez les animaux de
laboratoire.

Cette action a ¢été rendue possible aussi par I’effet antimicrobien de I’HE, démontré
antérieurement, et qui jouait probablement un role majeur dans la prévention des

surinfections.

De méme, il serait intéressant d’apprécier I’action antimicrobienne de cette huile aromatique,
en comparaison avec les composés terpéniques isolés, afin de dégager des conclusions sur les
possibles antimicrobiens ou encore une potentielle synergie-antagonisme entre les différents
constituants, majoritaire et minoritaire.

La cytotoxicité¢ de cette huile ainsi que ces composés caractéristiques devra également &tre
explorée sur cultures cellulaires, avant d’étre évaluée in vivo.

Apres ces nombreux tests, les molécules bioactives de 1’essence pourront servir de base au

développement de nouvelles préparations parapharmaceutiques.
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La recherche devrait continuer a progresser pour trouver ou synthétiser de nouvelles sources
prometteuses de cicatrisants efficaces et dénudés d’effets indésirables, ou encore effectuer des
investigations détaillées, sur l'optimisation des techniques d'isolement, sur des ¢tudes
biochimiques vers la slreté des sources nouvellement découvertes, et la disponibilité

biologique des composés actifs.
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