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Abreviations

DO : Densité optique.

ICs, : Concentration correspendant a 50% d’inhibition.
DPPH : 1,1- Diphenyl-2-picryhydrazyl.

LB : Luria Burtani.

MH : Muller Hinton.

71 : Zone d’inhibition.

HE : Huile essentielle.

ECBU : Examen cytobactériologique des urines.

ATCC : American Type Culture Collection.




Figures

01
02
03
04

05
06
07
08
09
10

11

12

13

14

15

16

17

18
19

20
21

22

Liste des figures

Titres

Aspect de Juniperus phoenicea.
Feuilles de Juniperus phoenicea.
Fleurs males de Juniperus phoenicea.
Fruits de Juniperus phoenicea.

Aire de répartition du Juniperus phoenicea en région méditerranéenne.
Rameaux et fruits de Juniperus phoenicea.

Protocole d’extraction de I’huile essentielle.

Etapes d’isolement et d’identification des souches bactériennes.
Protocole de I’aromatogramme, la microatmosphere et I’antibiogramme.

Effet de ’'HE des rameaux de Juniperus phoenicea a différentes concentrations sur
le développement de Micrococcus luteus par la méthode de I’aromatogramme.

Effet de I’'HE des fruits de Juniperus phoenicea a différentes concentrations sur le
développement de Micrococcus luteus par la méthode de I’aromatogramme.

Effet synergique des HE des rameaux et des fruits de Juniperus phoenicea sur le
développement de Micrococcus luteus par la méthode de I’aromatogramme.

Effet de I’HE des rameaux de Juniperus phoenicea a différentes concentrations sur
le développement de Escherichia coli ATCC 25922 par la méthode de
I’aromatogramme.

Effet de I’HE des fruits de Juniperus phoenicea a différentes concentrations sur le
développement de Escherichia coli ATCC 25922 par la méthode de
I’aromatogramme.

Effet synergique des HE des rameaux et des fruits de Juniperus phoenicea sur le
développement de Escherichia coli ATCC 25922 par la méthode de
I’aromatogramme.

Effet de I’'HE de Juniperus phoenicea sur le développement de Escherichia coli
par ma méthode de la microatmosphére.

Nature de I’effet de I'HE de Juniperus phoenicea sur le développement des
souches bactériennes isolées et de référence.

L’antibiogramme de quelques souches bactériennes isolées et de référence.

Suivie cinétique de la croissance de E.coli ATCC25922 en présence et en absence
de I’'HE de Juniperus phoenicea a 2% dans le milieu de culture LB liquide.
Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’HE de Juniperus phoenicea
(rameaux et fruits) et par I’acide ascorbique.

Quelques exemples d’appareil sécréteur.

Distillation.

Pages
10

11
11
11

13
16
19
22
26
33

35

36

38

39

40

41

42

44
45

46
A0l

A02



Tableaux

IT

111

v

VI

VII

VIII

IX

XI

XII

XIII

X1V

Liste des tableausx

Titres
Caractéristiques des souches bactériennes de référence.
Répartition des souches bactériennes isolées a partir des urines.

Diametres des zones d’inhibition (ZI) du développement des différentes
souches bactériennes isolées, en fonction des différentes concentrations en
HE des rameaux de Juniperus phoenicea.

Diameétres des zones d’inhibition (ZI) du développement des différentes
souches bactériennes isolées, en fonction des différentes concentrations en
HE des fruits de Juniperus phoenicea.

Diamétres des zones d’inhibition (ZI) du développement des différentes
souches bactériennes isolées par le mélange des deux HE des rameaux et des
fruits de Juniperus phoenicea.

Diameétres des zones d’inhibition (ZI) du développement des différentes
souches bactériennes de référence, en fonction des différentes concentrations
en HE des rameaux de Juniperus phoenicea.

Diameétres des zones d’inhibition (ZI) du développement des différentes
souches bactériennes de référence, en fonction des différentes concentrations
en HE des fruits de Juniperus phoenicea.

Diamétres des zones d’inhibition (ZI) du développement des différentes
souches bactériennes de référence par le mélange des deux HE des rameaux

et des fruits de Juniperus phoenicea.

Nature de I’effet des HE de Juniperus phoenicea sur les souches
bactériennes testées.

Profil de sensibilité des souches bactériennes (isolées et de référence) aux
HE et aux antibiotiques.

Valeur de la concentration effective qui donne 50% de 1’activité de piégeage
du radical DPPH (ICsp) des deux HE et I’acide ascorbique.

Interprétation des résultats de ’ECBU.

Antibiogramme des souches isolées.

Antibiogramme des souches de référence.

Pages
17
30

32

34

36

37

39

40

42

43

47

A04

A05

A05



Résumé

Notre travail vise la contribution a la valorisation du Genévrier rouge (Juniperus phoenicea L.)
par I’évaluation de 1’activité antibactérienne et antioxydante de ses huiles essentielles (HE).

L’hydrodistillation des rameaux et celle des fruits a donné un rendement en HE de 0.273% et
2.577% respectivement.

L’activité antibactérienne des HE (rameaux, fruits et le mélange des deux HE) est évaluée par
la méthode de I’aromatogramme et la méthode de la microatmosphere. Les souches testées sont
responsables d’infections urinaires, trois souches sont référenciées et huit souches sont isolées a
partir de 59 échantillons d’urines infectées et identifiées. L’identification révele une prédominance
des Entérobactéries avec une fréquence de 54%, 1’espece fréquemment rencontrée est E. coli (49%).

L’évaluation par la méthode de I’aromatogramme sur les souches isolées montre une sensibilité
qui dépend de la bactérie cible et le degré de sensibilité varie en fonction des dilutions de I’'HE, avec
une extréme sensibilité observée chez Micrococcus luteus (ZI= 25mm).Seule la souche E. coli ATCC
25922 s’est montrée extrémement sensible indépendamment de la nature de I’HE et des dilutions
(ZI= 26mm), par contre Proteus mirabilis, Streptococcus salivarius et Enterococcus faecalis sont
résistantes. Staphylococcus aureus ATCC 43300 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 se sont
révélées résistantes quelque soit la nature et la concentration de I’HE. La méthode de la
microatmosphere révele que I’HE de J. phoenicea ne présente aucun effet inhibiteur sur la croissance
bactérienne pour I’ensemble des souches testées (isolées et de référence).

L’HE de J. phoenicea présente un effet bactéricide uniquement sur la souche E.coli (isolée et
de référence) et un effet bactériostatique sur le reste des souches sensibles. Le suivie cinétique de la
croissance bactérienne de E. coli en présence et en absence de I’HE montre une régression de plus de
6 fois la charge bactérienne.

L’é¢tude du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH a montré que I’HE
de J. phoenicea présente une activité¢ antioxydante qui reste faible comparée a celle donnée par
I’acide ascorbique (ICso= 9.58%). Cette activité parait plus importante dans le cas de I’HE des fruits

(ICsp=32.50%) par rapport a I’'HE des rameaux (ICsp=39.16%).

Mots clés: Juniperus phoenicea, huile essentielle, activité antibactérienne,

activité antioxydante, effet bactéricide.




Abstract

Our work aims at the valorization of red Juniper (Juniperus phoenicea L.) by the evaluation of
the antibacterial activity and antioxydant of its essential oils (HE).

The hydrodistillation of the branches and that of the fruits gave a HE yield of 0.273% and
2.577% respectively.

The antibacterial activity of HE (branches, fruits and the mixture of both HE) is evaluated by
the method of the aromatogramme and the method of the microatmosphére. The bacterial strain tested
are responsible for urinary infections, three referenced bacterial strain and eight bacterial strain are
insulated and identified starting from 59 samples of infected urines. Entérobactéries prevail with a
frequency of 54%, the species frequently met is Escherichia coli (49%).

The evaluation by the method of the aromatogramme on the isolated strain watch that Proteus
mirabilis, Streptococcus salivarius and Enterococcus faecalis are resistant, the remainder of the strain
reveal a sensitivity which depends on the bacterium targets and the degree of sensitivity varies
according to dilutions of HE, with an extreme sensitivity observed at Micrococcus luteus (Z1= 25mm).
Only the strain Escherichia coli ATCC 25922 (ZI= 26mm) was shown extremely sensitive
independently of the nature of HE and of dilutions, on the other hand Staphylococcus aureus ATCC
43300 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 appeared resistant some is the nature and the
concentration of HE. The method of the microatmosphére reveals that the HE of J. phoenicea does not
present any inhibiting effect on the bacterial growth for the unit of the strain tested (isolated and from
reference).

The HE of the branches, that of the fruits and the mixture of both HE present a bactericidal
effect only on the strain Escherichia coli (isolated and of reference) and an effect bacteriostatic on
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterobacter cloacae and Micrococcus luteus.
The followed kinetic one of the bacterial growth of Escherichia coli in presence and absence of HE
shows a regression of more than 6 times the bacterial load.

The study of the antioxydant capacity by the method of DPPH showed that the HE of J.
phoenicea presents an antioxydant activity which remains weak compared with that given by the
ascorbic acid (ICso = 9.58%). This activity appears more important in the case of the HE of the fruits
(ICsp = 32.50%) compared to the HE of the branches (ICso = 39.16%).

Key words: Juniperus phoenicea, essential oil, antibacterial activity, antioxydant activity,

bactericidal effect.
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Introduction

Depuis l'antiquité, et certainement bien avant, les plantes ont servi de pharmacotheque
naturelle et pragmatique pour I'Homme. Personne ne cherchait a savoir pourquoi ou comment
elles agissent, mais c'était un fait incontesté et qui paraissait magique. En effet, il est étonnant
qu'une feuille, une fleur ou une racine puisse guérir ou tout au moins soulager un état
pathologique ou des troubles organiques (SCHAUENBERG et FERDINAND, 2006).

Dans la lutte perpétuelle contre les infections microbiennes, les antibiotiques, toutes
catégories confondues, ont été considérés comme l'arme absolue. Mais le phénomene de transfert
de l'antibiorésistance a travers les différents genres et especes et les effets secondaires des
médicaments de synthése, sous-estimés (parfois volontairement!) ont remis d'actualité
la phytofiliere (SERVICE, 1995 ; MUKHERJEE et al., 2002 ; CAVALEIRO ef al., 2006 ;
MAZARI et al., 2010).

Aujourd'hui les principes actifs des plantes sont des composants essentiels d'une grande
partie de nos médicaments et produits de soins (HANS, 2007). Malgré les multiples progres de
la médecine moderne, il y 'a un net regain d'intérét vis-a-vis de la phytothérapie. Selon I’OMS
(Organisation Mondiale de la Santé), plus de 80 % de la population mondiale ont recours
a la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux problémes de la sant¢ (FARNSWORTH et
al., 1986). En effet, sur les 300 000 especes végétales recensées sur la planete plus de 200 000
especes qui vivent dans les pays tropicaux d'Afrique ont des vertus médicinales (MILLOGO et
al., 2005).

L’Algérie, pays connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore singulierement
riche et variée dont un grand nombre de plantes aromatiques y pousse spontanément. On compte
environ 3000 espéces de plantes dont 15 % endémiques et appartenant a plusieurs familles
botaniques. L’intérét porté a ces plantes n’a pas cessé de croitre au cours de ces dernieres années
(SAVONA et al., 1982). Ces plantes constituent une catégorie a part, par le fait qu'elles
¢laborent des substances volatiles et odorantes, caractéristiques appelées huiles essentielles
(ISERIN, 2001). Connues depuis l'antiquité, ces huiles essentielles sont généralement utilisées
en médecine traditionnelle comme agents antibactériens et antifongiques (NEWALL et al.,
1996).

A cet effet, nous nous sommes intéressés & l’une des espéces de la famille des
Curpressaceae le Genévrier rouge (Juniperus phoenicea L.) considéré comme une plante ayant
des propriétés antimicrobienne et antioxydante (HAYOUNI et al., 2007 ; BOUZOUITA et al.,
2008), dont les rameaux, les feuilles et les fruits sont utilisés en médecine traditionnelle et leurs
composés chimiques sont incorporés dans des préparations pharmaceutiques d’usage
particulierement antiseptique attribué¢ a la présence des huiles essentielles (WATT et al., 1962;

STASSI et al., 1996; MEDINI et al., 2006). Certaines especes de Juniperus, sont aussi utilisées
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Introduction

en médecine populaire comme antiseptiques (NEWALL et al., 1996). J. communis est
traditionnellement utilisée pour le traitement des infections urinaires, J. oxycedrus est utilisée
comme un remede pour les infections dermatologiques (COSENTINO et al., 2003).

En vue de la valorisation de J. phoenicea sur le plan aromatique et médicinal nous nous
sommes fixés des objectifs suivants :

» Extraire des huiles essentielles a partir des rameaux et des fruits de J. phoenicea par
la technique de 1’hydrodistillation.

» Isoler et identifier les souches bactériennes incriminées dans les infections urinaires.

> Etablir un profil de sensibilit¢ des souches isolées et des souches de référence
vis-a-vis des antibiotiques couramment utilisés pour une éventuelle comparaison.

» Tester ’activité antibactérienne des huiles essentielles des rameaux et des fruits
et le mélange des deux huiles essentielles vis-a-vis des souches bactériennes isolées
et de référence, et d’établir par la suite un suivie cinétique de la croissance
bactérienne en présence et en absence de I’huile essentielle de J. phoenicea.

» Tester I’activité antioxydante des huiles essentielles.
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I- LES HUILES ESSENTIELLES
I-1- Généralités

Les huiles essentielles (HE) sont définies comme étant des extraits volatils et odorants, que
I’on extrait de certains végétaux. Elles se forment dans un grand nombre de plantes comme sous
produits du métabolisme secondaire. Elles ont des propriétés et des modes d’utilisation
particuliers et ont donné naissance a une branche nouvelle de la phytothérapie : I’ Aromathérapie
(BRUNETON, 1999).

Contrairement a ce que le terme pourrait laisser penser, les HE ne contiennent pas de corps
gras comme les huiles végétales obtenues avec des pressoirs (huile de tournesol, de mais,
d'amande douce, etc.). Il s'agit de la sécrétion naturelle élaborée par le végétal et contenue dans
les cellules de la plante, le terme «huile » s’explique par la propriété que présentent ces
composés de se solubiliser dans les graisses et par leur caractére hydrophobe. Le terme
«essentielle » fait référence au parfum, odeur plus ou moins forte dégagée par la plante

(ANTON et LOBSTEIN, 2005).

I-2- Localisation et lieu de synthése

Les HE n’ont pas une présence générale chez les végétaux. Environ 1 % des especes
¢laborent des essences. Certaines familles se caractérisent par un grand nombre d’especes
qu’elles regroupent en particulier dans les familles: Myrtaceae, Lauraceae, Lamiaceae,
Asteraceae, Apeaceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae, Piperaccac (MOHAMMEDI,
2006). La synthése et I’accumulation des HE sont généralement associées a la présence de
structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la
plante (Annexe 01) :

- Les poils glandulaires épidermiques rencontrés souvent chez les Labiaceae, Geraniaceae,
et Rutaceae produisent les essences dites superficielles.

- Les organes sécréteurs sous-cutanés comprenant les cellules et les poches sécrétrices qui
sont généralement disséminées au sein du tissu végétal chez les Myrtaceae, Auranthiaceae.

-Les canaux sécréteurs chez les Ombelliferaceae, Apiaceae ou Asteraceac (BRUNETON,
1999).

Sur le site de stockage, les gouttelettes d’HE sont entourées de membranes spéciales
constituées d’esters d’acides gras hydroxylés hautement polymérisés, associés a des groupements
peroxydes. En raison de leur caractére lipophile et donc de leur perméabilité extrémement
réduite vis-a-vis des gaz, ces membranes limitent fortement 1’évaporation des HE ainsi que leur
oxydation a I’air (BRUNETON, 1993 ; ANTON et LOBSTEIN, 2005). Ces essences peuvent
étre stockées dans divers organes : fleurs (Origan), feuilles (Citronnelle, Eucalyptus), écorces

(Cannelier), bois (Bois de rose, Santal), racines (Vétiver), rthizomes (Acore, Gingembre), séve
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(Encens, Myrte), bourgeons (Pin), fruit (Badiane) ou graines (Carvi). Plusieurs catégories de
tissus sécréteurs peuvent coexister simultanément chez une espece, voire dans un méme organe

(BRUNETON, 1999).
I-3- Réle physiologique

Beaucoup de plantes produisent les HE en tant que métabolites secondaires. Leur rdle
exact dans le processus de la vie de la plante reste encore mal connu. Elles peuvent avoir
plusieurs effets « utiles » pour la plante a savoir (BAKKALI, 2008) :

- Repousser ou attirer les insectes pour favoriser la pollinisation ;

- Faciliter certaines réactions chimiques et source énergétique ;

- Permettre de conserver I’humidité des plantes désertiques ;

- Réduire la compétition des autres especes de plante par inhibition chimique de

la germination des graines ;

- Action répulsive sur les prédateurs par gout et effets défavorables ;

- Protection contre la flore microbienne infectieuse par émission de substances appelées

«phytoalexines» (MANN, 1987).
I-4- Composition chimique

Les HE sont des mélanges de structure extrémement complexe, pouvant contenir plus de
300 composés différents. Ces substances sont des molécules trés volatiles appartenant pour
la grande majorité a deux grands groupes chimiques en fonction de leur voie de biosynthése, les

terpenes et les composés aromatiques dérivés du phényl propane (CROTEAU et al., 2000).

I-4-1- Les terpenes

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte.
Leur particularité¢ structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’unité
isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHs). Ils sont subdivisés selon le nombre d’entités isoprénes
en (HERNANDEZ, 2005) :

- Monoterpénes formés de deux isoprénes (C1oHis) ; CHy

- Sesquiterpeénes, formés de trois isoprénes (C15H24) ; H,C M <Mz

- Diterpénes, formés de quatre isoprénes (CyoHs») ;

lsoprene

- Tétraterpénes huit isoprénes qui conduisent aux caroténoides ;

- Polyterpénes (CsHg)n ou n peut-étre de 9 a 30.

I-4-2- Les Composés aromatiques dérivés de phénylpropane
Ils sont moins abondants que les composés terpéniques, ce sont des arenes issues d’une
voie métabolique secondaire dite de 1’acide shikimique lui-méme intermédiaire de la synthése de

la lignine a partir du phénylpropane, ce sont souvent des allylphenols, quelques fois des
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aldéhydes tel I'Eugenol. La Vanilline, 1’ Anéthole, 1’Estragole et bien d’autres. Ils sont plus
fréquents dans les HE d’ Apiaceae (anis, fenouil, cannelle, basilic) (ROUX et CATIER, 2007).

I-4-3- Les composés d’origines diverses
II existe un nombre non négligeable de produits résultant de la transformation de molécules
non volatiles issues soit de la dégradation des terpénes non volatils qui proviennent de I’auto-
oxydation par exemple des caroténes ou des acides gras comme les acides linoléiques

et les acides linoléniques (PIOCHON, 2008).

I-5- Facteurs de variabilité de la composition chimique

Etant formées de mélanges généralement complexes, les HE présentent une trés grande
variabilité, tant au niveau de leur composition, qu’au plan du rendement des plantes d’origine.
Cette variabilité peut s’expliquer par différents facteurs, que nous pouvons regrouper en deux

catégories (BESOMBES, 2008):

v Facteurs intrinséques, liés a I’espéce, au type de clone, a I’organe concerné,
a ’interaction avec 1’environnement (type de sol ou climat...) au degré de maturité du végétal

concerné, et au moment de la récolte au cours de la journée ;

v' Facteurs extrinséques, 1’origine géographique de la matiére premiére
(VERZELE et al., 1988), la méthode d’extraction, le stockage des matiéres premiéres avant
distillation et le temps du stockage des HE apres extraction ( FANTINO, 1990). Les HE se
conservent entre 12 et 18 mois apres leur obtention, car avec le temps, leurs propriétés tendent

a décroitre (CARETTE, 2000).
I-6- Toxicité des huiles essentielles

En régle générale, les HE d’usage commun ont une toxicité par voie orale faible ou tres
faible avec des DL50 (dose Iétale médiane) supérieures a Sg/kg. Certains auteurs
(FRANCHOMME et al., 1990 ; MAILHEBIAU, 1994) se basent sur la composition des HE
et les toxicités relatives des familles biochimiques auxquelles elles appartiennent, certaines HE
se révelent cytotoxiques selon la phase dans laquelle elles sont mises en contact (la toxicité du
thym est augmentée par contact en phase liquide et réduite en phase gazeuse, alors que c’est

I’inverse pour la lavande) (INOUYE, 2003).
I-7- Notion de chémotype

Le chémotype d’une HE est une référence précise qui indique le composant biochimique
majoritaire ou distinctif présent dans I’HE. C’est 1’élément qui permet de distinguer des HE
extraites d’une méme variété botanique, mais d’une composition biochimique différente. Cette

classification permet de sélectionner les HE pour une utilisation plus précise, plus stire et plus
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efficace. Ce polymorphisme chimique existe chez certaines espeéces : Thymus vulgaris, Mentha
spicata, Origanum vulgare. 11 est important de noter que les HE a chemotypes différents
présentent non seulement des activités différentes, mais aussi des toxicités trés variables

(PIBIRI, 2005).
I-8- Propriétés physiques

Les HE forment un groupe trés homogeéne (BERNARD et al., 1988 ; BRUNETON,
1993). Les principales caractéristiques sont :

- Une densité faible pour les HE a forte teneur en monoterpenes ;

- Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en dérivés
oxygenes ;

- Tres altérables, sensibles a I’oxydation, solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé
et dans la plupart des solvants organiques, mais peu solubles dans I’eau (ROQUEBERT,
2002) ;

- Dotées d’un pouvoir rotatoire puisqu’elles sont formées principalement de composés
asymétriques (MEBARKI, 2010) ;

- Volatiles et trés rarement colorées (ROUX et CATIER, 2007).

1-9- Méthodes d’extraction

Le procédé d’obtention des HE intervient d’une fagon déterminante sur sa composition
chimique, différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des essences végétales a
savoir : la distillation, 1’extraction a froid, I’extraction assistée par micro-ondes, I’extraction par
solvants organiques et I’extraction par fluides supercritiques, cette diversité est due a la variété
des matieres premicres et a la sensibilit¢ considérable de certains de leurs constituants

(GARNERO, 1977).
I-9-1- Distillation

I1 existe trois différents procédés utilisant le principe de la distillation : 1’hydrodistillation,

I’hydrodiffusion et I’entrainement a la vapeur d’eau.

v Hydrodistillation
I s’agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée proposée
par GARNIER en 1891. La matiere végétale est immergée directement dans un alambic rempli
d’eau, placé sur une source de chaleur, le tout est ensuite porté a I’ébullition. Les vapeurs sont
condensées dans un réfrigérant et I’HE se sépare de 1’hydrolysat par simple différence de densité.
L’HE étant plus légére que 1’eau, elle surnage au-dessus de I’hydrolysat. Cependant,
I’hydrodistillation posséde des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop puissant engendre

la dégradation de certaines molécules aromatiques (Annexe 02) (LUCCHESI, 2005).
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v’ Distillation par entrainement a la vapeur d’eau
Dans ce type de distillation, le matériel végétal ne macere pas directement dans 1’eau. Il est
placé sur une grille perforée au travers de laquelle passe la vapeur d’eau. La vapeur endommage
la structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules volatiles qui sont ensuite
entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une amélioration de la qualité de I’'HE en

minimisant les altérations hydrolytiques (Annexe 02) (PIOCHON, 2008).

v" Hydrodiffusion
Cette technique est relativement récente. Elle consiste a faire passer du haut vers le bas, et
a pression réduite la vapeur d’eau au travers la matiere végétale. L’avantage de cette méthode est

d’étre plus rapide donc, moins de dommage pour les composés volatils (PIOCHON, 2008).

I-10- Activités biologiques

Les HE par leurs propriétés nombreuses et variées sont utilisées dans différents secteurs :
en parfumerie, en cosmétologie, en conserverie et dans les industries pharmaceutiques
(DORMAN et DEANS, 2000 ; LAHLOU, 2004 ; PRABUSEENIVASAN et al., 2006 ; ROTA
et al.,2008).

I-10-1- Industrie alimentaire

Les plantes aromatiques, les épices et leurs HE sont utilisées depuis des siecles dans
la préparation alimentaire non seulement pour la flaveur qu'elles apportent, mais aussi comme
conservateurs, pour empécher le développement des contaminants alimentaires (MEBARKI,
2010). Plusieurs travaux ont montré que les HE de Genévrier, de cannelle, de romarin, de clou de
girofle et d'autres plantes aromatiques ont un effet inhibiteur sur la croissance et la toxinogenese
de plusieurs bactéries et champignons responsables de toxi-infections alimentaires (VALERO et

FRANCES, 2006 ; MEBARKI, 2010).
I-10-2- Désinfection des locaux

Grace a leur pouvoir antiseptique, des HE peuvent permettre d'assainir l'air ambiant ou
du systéme de ventilation, notamment dans le milieu hospitalier, entrainant un effet bénéfique au
niveau de la qualit¢ de l'air et limitant aussi la propagation des germes microbiens

(BILLERBECK, 2007).
I-10-3- Activité pharmaco-thérapeutique

L'usage des HE en médecine ne fut jamais abandonné malgré la découverte des
processus de synthése organique et la naissance de l'industrie pharmaceutique. Elles sont
considérées comme un véritable réservoir de molécules de base qui sont irremplagables

(OURAINI et al, 2007). De nombreuses HE se trouvent dans différentes préparations
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pharmaceutiques : sirop, gouttes, gélules, elles rentrent aussi dans la préparation d'infusion telle
que : la verveine, thym, menthe et autres (PRABUSEENIVASAN et al., 2006; DOMARACKY
etal.,2007).

I-10-4- Activité antimicrobienne

En phytothérapie, les HE sont utilisées contre les maladies infectieuses d'origine
bactérienne, comme les bactéries endocanalaires ou la microflore vaginale, ou d'origine fongique
comme les dermatophytes, les moisissures allergisantes ou les champignons opportunistes
(BILLERBECK, 2002). Elles représentent aussi des propriétés cytotoxiques qui les rapprochent
donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu'agents antimicrobiens a large spectre
(BILLERBECK, 2007). Cette activité antimicrobienne est principalement en fonction de leur
composition chimique (notion de chémotype) et en particulier de leurs composés volatils majeurs

(MEBARKI, 2010).
1-10-4-1- Activité antibactérienne

La premiére mise en évidence de 1’action des HE contre les bactéries a été réalisée en
1881 par Delacroix (BOYLE, 1955). Depuis, de nombreuses huiles ont été définies comme
antibactériennes (BURT, 2004). Leur spectre d’action est trés étendu, car elles agissent
contre un large éventail de bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux
antibiotiques. Cette activité est par ailleurs variable d’une HE a 1’autre et d’une souche
bactérienne a [’autre (KALEMBA et KUNICKA, 2003). Les HE agissent aussi bien sur les
bactéries Gram positives que sur les bactéries Gram négatives. Toutefois, les bactéries
Gram négatives paraissent moins sensibles a leur action et ceci est directement li¢ a la structure
de leur paroi cellulaire (BURT, 2004). Ainsi, la membrane extérieure des Gram négatifs est plus
riche en lipo-polysaccharides (LPS) la rendant plus hydrophile, ce qui empéche les terpénes
hydrophobes d’y adhérer (CRISTIANI et al., 2007).

Il existe cependant quelques exceptions. Les bactéries Gram négatifs Aeromonas
hydrophila (WAN et al., 1998) et Campylobacter jejuni (WANNISSORN et al., 2005) ont été
décrites comme particulierement sensibles a 1’action des HE. La bactérie reconnue comme
la moins sensible a leurs effets reste néanmoins la bactérie Gram négative Pseudomonas
aeruginosa (DORMAN et DEANS, 2000).

La croissance des bactéries, résistantes et multirésistantes aux antibiotiques, peut
étre inhibée par certaines HE. Les huiles d’Agrumes, de Lavande, de Menthe, de Genévrier,
de I’Arbre a thé, de Thym et d’Eucalyptus se révelent particulicrement efficaces contre
les Staphylocoques dorés résistants a la méthicilline (MAY et al., 2000 ;TOHIDPOUR et
al., 2010) et les Entérocoques résistants a la vancomycine (FISHER et PHILLIPS, 2009).
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I-10-4-2- Activité antifongique

Dans le domaine phytosanitaire et agroalimentaire, les HE pourraient également
étre employées comme agents de protection contre les champignons phytopathogenes et
les microorganismes envahissant la denrée alimentaire (LIS, 2002).

Le pouvoir antifongique des HE de certaines plantes aromatiques a été mis en évidence
par de nombreux auteurs contre les moisissures allergisantes (DE BILLERBECK et al., 2002 ;
KOBA et al., 2004 ; OUSSOU et al., 2004 ; OURAINI et al., 2005) et contre les dermaphytes
et les champignons pathogeénes et opportunistes tels que Candida albicans, Cryptococcus

neoformans et Aspergillus fumigatus (TEIXEIRADUARTE, 2005).
1-10-4-3- Activité antivirale

Les virus sont généralement fortement sensibles aux molécules aromatiques des HE
telles que les monoterpénols et les monoterpénals. De nombreuses pathologies virales sévéres
traitées avec des HE ont montré des améliorations importantes. L’effet antiviral de I’'HE
de Mentha piperita a été étudié « in vitro » contre les virus de Herpes Simplex, une inhibition
de 50% est obtenue avec des concentrations entre 0,002% et 0,008% (SCHUHMACHER et
REICHLING, 2003).
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II- GENEVRIER ROUGE (Juniperus phoenicea L.)
I1-1- Généralités

Le genévrier (Juniperus) appartient a la famille des Cupressacées ou il avoisine les
Cupressus (SEIGUE, 1985). I comprend approximativement 60 espéces réparties dans
I'hémisphere Nord (REZZI et al., 2001). Le genre Juniperus est divis€ en trois sections
(ADAMS, 1998) :

- Caryocedrus (une espece : Juniperus drupacea) ;

- Oxycedrus (neuf ou dix especes) ;

- Sabine (environ 50 especes) dont J. phoenicea, appelé Genévrier rouge, Genévrier de

la Phénicie, Genévrier de Lycie et « Ara'ar » en Algérie (VARLET, 2008).
II-2- Taxonomie

J. phoenicea est classé comme suit (TEIBI, 1992) :
Régne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta

Embranchement : Spermaphytes
Sous-Embranchement : Gymnospermes

Classe : Pinopsida

Ordre : Pinales

Famille : Cupessaceae

Genre : Juniperus

Espece : Juniperus phoenicea L.

I1-3- Principales caractéristiques botaniques
I1-3-1- Aspect
Arbuste ou arbre pouvant atteindre 8 m avec un tronc de 60 cm de diameétre, a ramification
trés dense. Les jeunes rameaux sont cylindriques a écorce brun cannelle et les rameaux agés et le
tronc sont gris brun et écailleux (Figure 01)
(MAIRE, 1952), a systéme racinaire profond
(RAMEAU et al., 2008).

$5 B S LG S e U ol
Figure 01 : Aspect de Juniperus phoenicea
(Originale).
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I1-3-2- Feuilles

Les jeunes feuilles sont semis aciculaires
et glauques, les feuilles adultes sont squamiformes,
ovales triangulaires de 1 a 2 mm, finement
denticulées sur la marge au microscope

(Figure 02) (MAIRE, 1952).

Figure 02 : Feuilles de Juniperus phoenicea
(Originale).

I1-3-3- Fleurs et fruits

C'est une espece monoique, les fleurs males sont terminales sur des ramules allongées
(Figure 03) et les fleurs femelles ainsi que les galbules (Fruits) sont sur des ramules courtes.
Les galbules sont subglobuleux ou ovoides de 8 & 15mm. A floraison hiver-printemps et
fructification dans 1'été¢ de I'année suivante, les fruits verts deviennent rouges la deuxiéme année
(Figure 04) (MAIRE, 1952), I'étiquette phoenicea viendrait plus de la couleur que du pays

lui-méme, le rouge phénicien étant un brun rouge puissant (VARLET, 2008).

Figure 03 : Fleurs males de Juniperus Figure 04 : Fruits de Juniperus phoenicea
phoenicea (Originale). (Originale).

I1-4- Bioécologique et écophysiologie

La plus part des auteurs ont souligné 1'excellent pouvoir d'adaptation du genévrier dans
les conditions écologiques difficiles. Comme les autres essences forestiéres, la croissance du
genévrier est quantitativement liée a 1'hérédité et aux conditions écologiques : climatiques,

¢daphiques et actions anthropiques (RAMEAU et al., 2008).
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I1-4-1- Exigences climatiques

J. phoenicea s'adapte a des contextes climatiques méridionaux varié€s ; héliophile,
se rencontre en station séche de 1'étage thermo méditerranéen a I'étage montagnard ; xérophile.
C'est elle qui résiste mieux a l'aridité au froid (RAMEAU et al., 2008). Il a un tempérament
robuste lui permettant de végéter dans des conditions trés séveres et de supporter de graves
mutilations. Il résiste moins bien aux incendies et caractéris¢ par sa résistance au vent (BOUDY,
1950). J. phoenicea croit dans I'étage bioclimatique semi-aride avec une pluviométrie moyenne

annuelle de 250 mm (BOUDY, 1950).
I1-4-2- Exigences édaphiques

C'est une espece indifférente au sol, supporte l'argile, les sables, les sols calcaires, ou
dolomitiques, les marnes, les sols volcaniques et méme les sols 1égérement salés, il parait se
plaire principalement dans les sols meubles et siliceux, et il convient trés bien pour la fixation
des dunes. Il doit étre considéré comme une essence de protection. L’espéce est présente dans
des stations trés séches et en plein soleil ou les sols sont trés rocheux et a pH élevé et elle est

capable de se développer dans les fissures des rochers (BERGER et HEURTEAU, 1985).
I1-4-3- Regénération

SEIGUE (1985) a montré que la germination des graines de J. phoenicea est lente et
difficile, elle est facilitée par le passage dans le tube digestif des animaux. Les oiseaux jouent un
grand role dans la dissémination, ainsi la ou il n'est pas concurrencé par les autres essences, sa
régénération s'effectue par semis naturels. Les graines germent difficilement et restent dans le
sol. Pour assurer la régénération par semis, il faudra donc une longue période, 20 a 25 ans au

moins (BOUDY, 1950).
II-5- Importance écologique

Les formations a J. phoenicea s'intercalent entre les formations steppiques de basses
altitudes et les formations forestiéres et pré forestieres a chéne vert. Cette position confere au
J. phoenicea un role écologique considérable du fait qu'il se comporte comme un élément de
forte résistance a la désertification et a la pression de I'Homme et de ses troupeaux. De nos jours,
en montagne et sur les dunes, il doit étre considéré comme une essence de protection (TALEB,

2007).
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I1-6- Aire de répartition

I1-6-1- Dans le monde
Le genévrier de Phénicie est une espéce dont l'aire de répartition est
circummeéditerranéenne, il est représenté en Algérie, au Maroc (en basse montagne, mais dans
certaines régions du littoral), en Tunisie et en Libye. On le trouve aussi bien sur les dunes du

littoral qu'a l'intérieur dans les collines et les montagnes (Figure 05) (AIT YOUSSEF, 2006).
La superficie occupée par le genévrier de Phénicie est estimée en Afrique du Nord
a450.000 ha, dont 290.000 ha en Algérie, 80.000 ha en Tunisie et 152.000 ha au Maroc.
L'aire de répartition typique méditerranéenne est étendue en sud de I’Europe (France,
Espagne), en Afrique du Sud, en Asie Mineure, en Créte ; a Chypre, il s'é¢tend des iles Canaris

a 1'Arabie et a la Jordanie.

Figure 05 : Aire de répartition du Juniperus phoenicea en région méditerranéenne
(QUEZEL et MEDALIL, 2003).

I1-6-2- En Algérie
En Algérie, le Genévrier de Phénicie est commun sur I’ensemble du littoral. Il est présent
en Kabylie, dans les rochers des hautes montagnes du Djurdjura, sur les hauts plateaux et
I'Atlas saharien de 1'Oranais, de 1'Algérois et du Constantinois (AITE YOUSSEF, 2006). Ainsi
que leur abondance sur les cotes de Barbarie. Il est souvent en mélange avec Pinus halepensis,

mais c'est dans 1'Atlas saharien bordant le désert qu'il trouve sa place en grande extension
(FRANK, 1986).
Cette cupressacée se rencontre dans le massif de I'Aurés avec une superficie de 1950 ha,

elle est intimement mélangée, notamment dans le sud de ce massif (régions de Maafa, Beni

Fodhala) et fortement parasité par Arceuthobium oxycedri (ABDESSEMED, 1981).
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I1I-7- Composition chimique

La majorit¢ des composants chimiques isolés des feuilles et des cones (fruits) de
J. phoenicea sont des huiles volatiles (EL-SAWI et al., 2007). Des études phytochimiques
antérieures de cette espece ont montré que cette plante accumule des terpénoides, en particulier
des monoterpénes, sesquiterpénes et diterpénes (COMTE et al., 1997). Cette espéce ne
comprend que de petites quantités de dérivés phénoliques: Bisflavones et Lignanes
(CAIRNES et al., 1980 ; COMTE et al., 2007). La méme source a signalé la présence de
phenylpropanes glycosides, juniperosides, rosarin et Skimmin et deux dérivés furanones

glucosides. Les stérols et les hydrocarbures ont été signalés par ABOULELA et al. (2005).
I1-8- Activités biologiques
I1-8-1- Activité antimicrobienne
Diverses études ont ét€ menées sur le pouvoir antimicrobien de J. phoenicea.
I1-8-1-1- Activité antibactérienne

La croissance des bactéries, résistantes et multirésistantes aux antibiotiques, peut étre
inhibée par certaines HE dont celle du Genévrier qui se révele particulierement efficace contre
les Staphylocoques dorés résistants a la méthicilline (MAY et al., 2000) et les Entérocoques
résistants a la vancomycine (FISHER et PHILLIPS, 2009). L’activité antibactérienne des HE
de J. phoenicea a été démontrée par plusieurs travaux, leur spectre d’action est trés étendu, car
elles agissent contre un large éventail de bactéries, cette activité est par ailleurs variable d’une
souche bactérienne a I’autre (KALEMBA et KUNICKA, 2003). L’HE des rameaux inhibe la
croissance de  Staphylococcus aureus, Enterococcus feacalis, Bacillus cereus et Escherichia
coli (EL-SAWI et al., 2007 ; MAZARI et al., 2010), Klebsiella pneumonia, Pseudomonas
aeroginosa, Bacillus subtilis et Streptococcus mutans (EL-SAWI et al., 2007 ; DERWICH et
al., 2010).

I1-8-1-2-Activité antifongique

Le pouvoir antifongique des HE des rameaux de J. phoenicea a été mis en évidence par de
nombreux auteurs contre les moisissures allergisantes, contre les dermaphytes et les
champignons pathogenes et opportunistes tels que Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum et
Rhizopus stolonifer (EL-SAWI et al., 2007 ; MAZARI et al., 2010) Aspergillus niger (EL-
SAWI et al., 2007).

I1-8-2- Activité antioxydante

ENNAJER et al.(2009) ont montré que les flavonoides de J. phoenicea présentent une
bonne activité antioxydante par test de DPPH et ABTS (acide 2,2'-azino-bis(3éthylbenz-
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thiazoline-6-sulfonique)). De méme, BOUZOUITA et al. (2008) ont prouvé qu'une protection
contre 1'oxydation est assurée en présence d’HE de J. phoenicea pour le saindoux (corps gras)

et I'huile de soja.
II-8-3- Autres activités

> Activité insecticide de I’HE testée contre un insecte des denrées stockées Tribolium

confusum (BOUZOUITA et al., 2008).

» Role protecteur contre 1’hépatotoxicité du CCly (tétrachlorure de carbone) (SANAA et
al., 2010).

» Activité cytotoxique contre les lignées cellulaires tumorales, I'huile des baies possede les
plus hautes activités de lutte contre des tumeurs de cerveau, du poumon, du foie et du
sein, ainsi une faible activité contre la lignée cellulaire du col de l'utérus (EL-SAWI et

MOTAWE, 2008).
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I- RESULTATS

I-1- Teneur en eau de la matiére végétale

La détermination de la teneur en eau des rameaux et des fruits de Juniperus phoenicea L.
a révélé un taux de 31,54% et 4,71% respectivement, la teneur en eau des rameaux correspond
approximativement a un tiers du poids frais, ce qui signifie que 68.46 % représente le taux de la
matiere seche ayant servi réellement a I’extraction des HE. Cette teneur est huit fois plus
importante que celle donné par les fruits. Ce paramétre a une grande importance pour

I’extraction, car la présence de I’eau est un ¢lément génant du rendement en HE.

I-2- Rendement en HE

Le rendement moyen en HE extraite a partir des rameaux et des fruits est respectivement
de 0.274 % et 2.577 %. Les résultats montrent que le rendement en HE des fruits est dix fois plus
important que celui obtenu a partir des rameaux. Cette variation du rendement peut étre

expliquée par la teneur en eau importante dans les rameaux par rapport aux fruits.

I-3- Isolement et identification des souches bactériennes

La culture de 100 échantillons d’urine prélevés chez les patients adressés
a 1’Etablissement Hospitalier de Messaad a permis d’isoler 59 germes, tous les germes ont pu
étre identifiés, leur répartition est représentée dans le tableau II.

Tableau II : Répartition des souches bactériennes isolées a partir des urines.

Espece Caractéristiques Fréquence (%)
Staphylococcus aureus. Cocci (G+) 18.64
Staphylococcus epidermidis. Cocci (G+) 15.25
Escherichia coli. Bacil (G-) 49.15
Proteus mirabilis. Bacil (G-) 1.69
Enterobacter cloacae. Bacil (G-) 3.38
Streptococcus salivarius. Cocci (G1) 3.38
Micrococcus luteus. Cocci (Gt) 5.08
Enterococcus faecalis. Cocci (Gt+) 3.38
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L’analyse des résultats du tableau II révéle une prédominance des Entérobactéries
(Escherichia coli, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae) avec une fréquence de 54.32 %.
L’espece fréquemment rencontrée est Escherichia coli (49.15 %), suivi par les Staphylocoques
(33.89 %) représentés par les deux especes Staphylococcus aureus (18.64 %) et Staphylococcus
epidermidis (15.25 %). Pour ce qui est des souches Streptococcus salivarius, Micrococcus
luteus et Enterococcus faecalis, elles sont représentées par 3.38%, 5.08% et 3.38%

respectivement.
I-4- Evaluation de ’activité antibactérienne des HE

Deux méthodes sont retenues pour tester 1’effet antibactérien des HE, la méthode

de I’aromatogramme et la méthode de la microatmosphere.
I-4-1- Aromatogramme
I-4-1-1- Cas des souches isolées

v' Essai avec I’HE des rameaux

Les résultats des diametres des zones d’inhibition du développement des différentes
souches bactériennes isolées par I’HE des rameaux de J. phoenicea sont regroupés dans le

tableau III illustrés par la figure 10.
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Tableau III : Diameétres des zones d’inhibition (ZI) du développement des différentes souches
bactériennes isolées, en fonction des différentes concentrations en HE des rameaux

de Juniperus phoenicea.

Souches Dilutions S 71 Sensibilité

Staphylococcus aureus 100% 15mm ++
75% 13mm +
50% 10mm +
25% -- R
Staphylococcus 100% 15mm
epidermidis 75% 10mm
50% 9mm
25% --
Escherichia coli 100% 15mm
75% --
50% --
25% --
Proteus mirabilis 100% --
75% --
50% --
25% --
Enterobacter cloacae 100% 15mm
75% --
50% --
25% --
Streptococcus 100% ==
salivarius 75% --
50% --
25% --
Micrococcus luteus 100% 21lmm
75% 23mm 4+
50% 15mm
25% 9mm
Enterococcus faecalis. 100% --
75% --
50% --
25% --
Les diameétres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des diamétres de la zone d’inhibition

+
+

I IR I P e E R

+
+
+

+
+

~ARR A+

R (Résistant), + (Sensible), ++ (Trés sensible), +++ (Extrémement sensible).
& : Diamétre.
21 : Zone d’inhibition.
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Micrococcus luteus

Figure 10 : Effet de ’'HE des rameaux de Juniperus phoenicea a
différentes concentrations sur le développement de Micrococcus luteus
par la méthode de I’aromatogramme (T : Tween 80).

Les résultats ci-dessus montrent que I’activité antibactérienne de I’HE des rameaux
dépend de la bactérie cible. Aucune zone d’inhibition n’est observée pour Proteus mirabilis,
Streptococcus salivarius et Enterococcus faecalis pour I’ensemble des dilutions de I’'HE
utilisées. Ces bactéries possedent un potentiel de résistance trés élevé contre [’action
antibactérienne de ’HE des rameaux. Au contraire, les souches Staphylococcus aureus,
Staphylococcus  epidermidis, Escherichia coli et Enterobacter cloacae ont manifesté une
sensibilité vis-a-vis de cette HE, le degré de sensibilité varie en fonction des dilutions de I’HE.
La souche Micrococcus Iluteus s’est montrée extrémement sensible a notre HE a 75%
(Z1= 23 mm) et 100% (ZI= 21 mm). Cette sensibilité reste remarquable méme avec I’'HE a 25%
(Z1= 9 mm).

v" Essai avec ’HE des fruits

Les résultats des diamétres des zones d’inhibition de la croissance des différentes souches
bactériennes isolées par I’'HE des fruits de J. phoenicea sont regroupés dans le tableau IV

et illustrés par la figure 11.
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Tableau IV : Diamétres des zones d’inhibition (ZI) du développement des différentes souches

bactériennes isolées, en fonction des différentes concentrations en HE des fruits de Juniperus

phoenicea.
Souches Dilutions 71 Sensibilité

Staphylococcus aureus 100% 15mm ++
75% 12mm +

50% 10mm +

25% -- R

Staphylococcus 100% 20mm +++

epidermidis 75% 12mm +
50% 11mm +

25% -- R
Escherichia coli 100% 15mm 4=k

75% 20mm +++

50% 9mm +

25% -- R

Proteus mirabilis 100% -- R
75% -- R

50% -- R

25% -- R

Enterobacter cloacae 100% 15mm 4=k
75% 10mm +

50% -- R

25% -- R

Streptococcus 100% 15mm ++
salivarius 75% 13mm +

50% -- R

25% -- R

Micrococcus luteus 100% 25mm -

75% -- R

50% -- R

25% -- R

Enterococcus faecalis. 100% -- R
75% -- R

50% -- R

25% -- R

Les diamétres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des diamétres de la zone d’inhibition
R (Résistant), + (Sensible), ++ (Tres sensible), +++ (Extrémement sensible).
& : Diamétre.
ZI1 : Zone d’inhibition.
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Micrococcus luteus

Figure 11: Effet de I’HE des fruits de Juniperus phoenicea a
différentes concentrations sur le développement de Micrococcus luteus
par la méthode de I’aromatogramme (T : Tween 80).

L’analyse des résultats montre que la souche Proteus mirabilis et Enterococcus faecalis
restent résistantes méme a I’HE des fruits quelque soit la concentration. Le reste des souches
isolées se sont révélées trés sensibles a notre HE a 100%. Néanmoins, les souches
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis et Escherichia coli ont manifesté une

bonne sensibilité vis-a-vis de ’HE méme a 75% et 50%.

v' Essai avec le mélange des deux HE (effet synergique)

Les résultats des diametres des zones d’inhibition de la croissance des différentes souches
bactériennes isolées par le mélange des deux HE sont regroupés dans le tableau V et illustrés par

la figure 12.
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Tableau V : Diametres des zones d’inhibition (ZI) du développement des différentes souches

bactériennes isolées par le mélange des deux HE des rameaux et des fruits de Juniperus

phoenicea.
Souches 371 Sensibilité
Staphylococcus aureus 15mm -
Staphylococcus epidermidis 22mm ++++
Escherichia coli 16mm ++
Proteus mirabilis -- R
Enterobacter cloacae I5mm ++
Streptococcus salivarius -- R
Micrococcus luteus 19mm ++
Enterococcus faecalis -- R

Les diamétres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des diamétres de la zone d’inhibition
R (Résistant), + (Sensible), ++ (Treés sensible), +++ (Extrémement sensible).
& : Diameétre.
ZI1 : Zone d’inhibition.

Micrococcus luteus

Figure 12: Effet synergique de I’HE des rameaux et des fruits de
Juniperus phoenicea sur le développement de Micrococcus luteus par
la méthode de I’aromatogramme.
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Les résultats du tableau V montrent que le mélange des deux HE (rameaux et fruits) ne
présente aucun effet inhibiteur sur les souches Proteus mirabilis, Streptococcus salivarius
et Enterococcus faecalis, par contre nous avons noté¢ une trés bonne sensibilité pour les souches
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterobacter cloacae et Micrococcus luteus. C’est
la souche Staphylococcus epidermidis qui s’est montrée extrémement sensible au mélange

des deux HE (ZI = 22mm).
1-4-1-2- Cas des souches de référence

v' Essai avec ’HE des rameaux

Les résultats des diameétres des zones d’inhibition du développement des différentes
souches bactériennes de référence par I’HE des rameaux de J. phoenicea sont regroupés dans

le tableau VI et illustrés par la figure 13.

Tableau VI : Diamétres des zones d’inhibition (ZI) du développement des différentes souches
bactériennes de référence, en fonction des différentes concentrations en HE des rameaux

de Juniperus phoenicea.

Souches Dilutions D71 Sensibilité
100% -- R
Staphylococcus aureus 75% - R
50% -- R
25% -- R
100% 24mm +A+++
Escherichia coli 75% 26mm A+
50% 22mm ++++
25% 20mm +++
100% -- R
Pseudomonas 75% - R
aeruginosa 50% - R
25% -- R

Les diameétres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des diamétres de la zone d’inhibition
R (Résistant), + (Sensible), ++ (Trés sensible), +++ (Extrémement sensible).
& : Diametre.
ZI : Zone d’inhibition.
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Escherichia coli

Figure 13: Effet de I'HE des rameaux de Juniperus phoenicea a
différentes concentrations sur le développement de Escherichia coli
(ATCC 25922) par la méthode de I’aromatogramme
(T : Tween 80).

Nous remarquons que les deux souches Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa se sont révélées résistantes a I’HE des rameaux quelque soit la concentration. Par
contre, la souche Escherichia coli s’est montrée extrémement sensible indépendamment

des concentrations en HE avec une grande zone d’inhibition (ZI =26 mm) a 75%.

v" Essai avec ’HE des fruits

Les résultats des diamétres des zones d’inhibition de la croissance des différentes souches
bactériennes de référence par I’HE des fruits de J. phoenicea sont regroupés dans le tableau VII

et illustrés par la figure 14.
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Tableau VII : Diamétres des zones d’inhibition (ZI) du développement des différentes souches
bactériennes de référence, en fonction des différentes concentrations en HE des fruits

de Juniperus phoenicea.

Souches Dilutions 71 Sensibilité
100% -- R
Staphylococcus aureus 75% -- R
50% -- R
25% -- R
100% 24mm AR
Escherichia coli 75% 22mm -
50% 15mm ++
25% -- R
100% -- R
Pseudomonas 75% -- R
aeruginosa 50% - R

25% -- R

Les diameétres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des diamétres de la zone d’inhibition
R (Résistant), + (Sensible), ++ (Trés sensible), +++ (Extrémement sensible).
& : Diamétre.
ZI1 : Zone d’inhibition.

Escherichia coli

Figure 14: Effet de I’HE des fruits de Juniperus phoenicea a
différentes concentrations sur le développement de Escherichia coli
ATCC 25922 par la méthode de I’aromatogramme (T : Tween 80).
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Les deux souches Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa restent résistantes
méme a I’HE des fruits tandis que Escherichia coli a manifesté une extréme sensibilité a I’'HE
a 100% (ZI= 24 mm) et 75% (ZI= 22 mm), néanmoins, cette sensibilité reste inférieur a celle

donnée par I’HE des rameaux.

v' Essai avec le mélange des HE (effet synergique)

Les résultats des diametres des zones d’inhibition du développement des différentes
souches bactériennes de référence par le mélange des deux HE sont regroupés dans le tableau
VIII et illustrés par la figure 15.

Tableau VIII : Diameétres des zones d’inhibition (ZI) du développement des différentes
souches bactériennes de référence par le mélange des deux HE des rameaux et des fruits

de Juniperus phoenicea.

Souches D71 Sensibilité
Staphylococcus aureus -- R
Escherichia coli 15mm ++
Pseudomonas aeruginosa -- R

Les diameétres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des diamétres de la zone d’inhibition
R (Résistant), + (Sensible), ++ (Trés sensible), +++ (Extrémement sensible).
& : Diamétre.
Zl : Zone d’inhibition.

Escherichia coli

Figure 15: Effet synergique des HE des rameaux et des fruits de
Juniperus phoenicea sur le développement de Escherichia coli
ATCC 25922 par la méthode de I’aromatogramme.
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Le mélange des deux HE (rameaux et fruits) reste sans aucun effet inhibiteur sur
la croissance de Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. Par contre, Escherichia
coli a manifesté une bonne sensibilité (ZI =15 mm), comparable a I’effet observé chez la souche
isolée. Nous pouvons déduire que le mélange des deux HE ne présente pas un effet synergique

sur les souches bactériennes testées (isolées et de référence).

I-4-2- Microatmosphére

L’HE des rameaux, celle des fruits et le mélange des deux HE ne présentent aucun effet
inhibiteur sur la croissance bactérienne de I’ensemble des souches testées (isolées et de
référence) (figure 16). L’absence des zones d’inhibition peut s’expliquer par le fait que
la diffusion de notre HE ne se fait pas dans la phase gazeuse ou encore, les souches bactériennes

testées restent résistantes a la fraction volatile de notre HE.

Escherichia coli

Figure 16: Effet de I'HE de Juniperus phoenicea sur le développement
de Escherichia coli par la méthode de la microatmosphere.
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1-4-3- Effet bactéricide et bactériostatique

A la maniére des agents chimiques, on distingue deux sortes d’effets des HE sur
les microorganismes une activité létale (bactéricidie) et une inhibition de la croissance
(bactériostase). La différenciation des effets inhibiteurs des HE testées sur les souches
bactériennes sensibles (isolées et référenciées) est représentée dans le tableau IX et illustrée par

la figure 17.

Tableau IX : Nature de I’effet des HE de J. phoenicea sur les souches bactériennes

testées.

Souches Effet
Staphylococcus aureus Bactériostatique
Staphylococcus epidermidis Bactériostatique
Escherichia coli (isolée) Bactéricide
Enterobacter cloacae Bactériostatique
Micrococcus luteus Bactériostatique
Escherichia coli (référenciée) Bactéricide

Milieu trouble Milieu limpide

Figure 17 : Nature de I’effet de I’'HE de Juniperus phoenicea sur le
développement des souches bactériennes isolées et de référence
(HE R : rameaux, HE F : fruits).
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Les résultats montrent que I'HE de J. phoenicea présente un effet bactéricide
uniquement sur la souche Escherichia coli (isolée et de référence) et un effet bactériostatique sur
les souches Staphylococcus aureus, Staphylococcus — epidermidis, Enterobacter cloacae

et Micrococcus luteus.
I-4-4- Comparaison entre I’effet des antibiotiques et I’effet des HE

Dans le but de comparer la sensibilité¢ des souches bactériennes aux divers antibiotiques
et aux HE, nous avons test¢ une gamme d’antibiotiques sur les souches bactériennes isolées
et les souches bactériennes de référence.

Le résultat global du test de sensibilit¢ des souches bactériennes (isolées et de référence)
vis-a-vis des 19 antibiotiques testés est représenté¢ en annexe 05. Trois antibiotiques, les plus
efficaces, ont été retenus pour la comparaison avec ’action des HE. Il s’agit de 1’Ofloxcin,
le Chloramphénicol et le Trimethoprim Sulfamethoxazole.

Le tableau suivant regroupe le profil de sensibilité des souches bactériennes isolées et de

référence aux trois antibiotiques les plus efficaces (figure 18) et aux HE de J. phoenicea.

Tableau X : Profil de sensibilité des souches bactériennes (isolées et de référence) aux HE et
aux antibiotiques.

@& Z.one d’inhibition

Souches

Souches HE R HE F HE M OFX C SXT
(Sub (Sub (Sub (Spg) | (B0pg) | (1.25/23.75ug)

Staphylococcus aureus 15 15 15 28 29 23
Staphylococcus epidermidis 15 20 Y 25 29 32
Escherichia coli 15 15 16 25 22 19

%
ig) Proteus mirabilis == - -- 20 22 24
é Enterobacter cloacae 15 15 15 32 26 27
;Jé Streptococcus salivarius = 15 -- 24 22 26
Micrococcus luteus 21 25 19 30 34 32
Enterococcus faecalis = -- - 29 28 29
g Staphylococcus aureus - -- - 15 R R
E) Escherichia coli 24 24 15 26 29 32
;3 Pseudomonas aeruginosa - - -- 20 15 R

HE R : huile essentielle des rameaux ; HE F : huile essentielle des fruits ; HE M : mélange des deux HE.

OFX: Ofloxcin ; C: Chloramphénicol ; SXT: Trimethoprim Sulfamethoxazole ; & : Diamétre.
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>seudomonas - ' Micrococcus
: luteus

Staphylococcus Escherichia
aureus coli

ATCC 43300

Figure 18: L’antibiogramme de quelques souches bactériennes isolées
et de référence (OFX : Ofloxcin, C : Chloramphenicol, SXT :
Trimethoprim Sulfamethoxazole).

L’analyse du tableau comparatif montre que les zones d’inhibition provoquées par I’HE
des rameaux, des fruits et du mélange des deux HE méme a 100% sont plus faibles que celles
données par les antibiotiques. En effet, ces derniers montrent une trés forte inhibition du

développement des bactéries méme a faible concentration.

1-4-5- Effet des HE sur la cinétique de la croissance bactérienne

Le suivie cinétique de la croissance bactérienne est testé sur la souche Escherichia coli
fréquemment retrouvée chez les patients présentant une infection urinaire et sur laquelle ’'HE
a montré un effet inhibiteur bactéricide. Les résultats sont représentés comme étant 1'évolution de
la charge bactérienne par le suivie du Log10 de la DOg en fonction du temps (min) en absence
et en présence de I'HE a 2%. Les courbes sont tracées a l'aide d'une fonction SGompertz

(Figure 19).
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Figure 19: Suivie cinétique de la croissance de E.coli ATCC25922 en présence et en

absence de I’HE de J. phoenicea a 2% dans le milieu de culture LB liquide.

La croissance de E.coli passe par trois phases, une phase de croissance exponentielle
(rapide), une phase de décélération (ralentissement) et une phase stationnaire (ou phase de
stabilisation). La culture sans HE (Témoin) a augmenté en fonction du temps jusqu'a la 125iéme
minute puis a entamé une phase de ralentissement a la 125iéme jusqu’a la 225i¢éme min, et enfin
une phase stationnaire est atteinte aprés ce temps, avec une charge maximale correspond au
log10 DO de 0.77903. La culture avec I'HE a connue une régression comparée au témoin, en
effet sa croissance ralentit aux alentours de la S0éme min puis se stabilise aprés 70 min et atteint
une charge maximale correspond au logl0 DO de 0.16466. La différence de la croissance
maximale entre les deux suspensions est de 0.614, ce qui représente une régression de plus de 6
fois la charge bactérienne et confirme l'effet inhibiteur de notre HE pour la croissance de la
souche E.coli. Par ailleurs, nous remarquons un raccourcissement des phases de croissance avec

une phase exponentielle plus courte et une phase de ralentissement et phase stationnaire précoce.

| 45



Résultats et discussions

I-5- Evaluation de ’activité antioxydante des HE
I-5-1- Détermination du pourcentage d’inhibition

Les résultats du pourcentage d’inhibition du radical DPPH par les deux HE
de J. phoenicea sont illustrés par la figure 20.

70

==4==1% Acide ascorbique

60 === |% HE, Fruit

0,
50 1% HE, Rameau

40 - o

30

Activité %

20

10

1,25 2,5 5 10 20 40

Concentration (ug/ml)

Figure 20: Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’'HE de J. phoenicea (rameaux

et fruits) et par I’acide ascorbique.

Les résultats montrent que le pourcentage d’inhibition du radical DPPH (activité
antioxydante) augmente avec l’augmentation de la concentration, aussi bien pour I’acide
ascorbique que pour les HE (rameaux et fruits). Néanmoins le pourcentage d’inhibition pour les

deux HE reste inférieur a celui de 1’acide ascorbique quelque soit la concentration.

I-5-2- Détermination de la ICs

La concentration correspondant a 50 % d’inhibition (ICsp) est inversement liée
a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la quantité d'antioxydant requise pour
diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur de ICsy est basse, plus

l'activité¢ antioxydante d'un composé est grande. Le tableau suivant regroupe les valeurs de ICs

des échantillons testés.
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Tableau XI: Valeur de la concentration effective qui donne 50% de Dactivité

de piégeage du radical DPPH (ICs¢) des deux HE et de 1’acide ascorbique.

Echantillon ICs (ng/ml)
Acide ascorbique 9.583
HE des rameaux 39.167

HE des fruits 32.50

L’HE des rameaux et celle des fruits pouvaient ramener le radical libre stable DPPH au
diphenylpicrylhydrazine avec une ICsy de 39.16 pg/ml et 32.50 ug/ml respectivement. Il semble
que I’HE de J. phoenicea présente une activité antioxydante qui reste faible comparée a celle de

I’antioxydant de référence qui est I’acide ascorbique avec une ICsy de 9.58 pg/ml.

II- DISCUSSION

L’hydrodistillation des rameaux et des fruits de J. phoenicea a donné des rendements
moyens en HE de 0.2737% et 2.5774% respectivement. Le rendement en HE des rameaux
est similaire que celui de Gréce (0,21%) (ADAMS et al., 1996) plus faible que celui du Portugal
(0.41%) (ADAMS et al., 1996), de Tunisie (0.5%) (BOUZOUITA et al., 2008), d’Espagne
(0.66%) (ADAMS et al., 1996), du Maroc (1.62%) (DERWICH et al., 2011) et de I’Egypte
(0.36%) (EL-SAWI et al., 2007). Le rendement en HE des fruits est plus élevé que celui
d’Egypte (0.96%) (EL-SAWI et al., 2007) et du Maroc (1.02%) (MANSOURI et al., 2011). En
effet, le rendement en HE varie selon la méthode employée, les produits et réactifs utilisés
pendant I'extraction, l'environnement, le génotype de la plante, son origine géographique, la
période de récolte, le degré de séchage, les conditions de séchage, la présence de parasites, de

virus et des mauvaises herbes (BAJPAI et al., 2008; KELEN et al., 2008).

Afin de tester le pouvoir antibactérien des HE de J. phoenicea sur les germes
responsables des infections urinaires, nous avons isolé et identifi¢ 59 germes a partir de 100
échantillons d’urine prélevés, nos résultats ont révélé une prédominance des Entérobactéries
(54%) essentiellement la souche Escherichia coli (49%), ces résultats sont en accord avec
BRISSET JM et al. (1974), AFORCOPIBIO (1995), SOULA et al. (1990) et FOUAD (2004)
qui ont noté que les Entérobactéries, particulieérement E. coli, représentaient plus de 80% des
germes responsables des infections urinaires.

L’activité antibactérienne de I’HE de J. phoenicea évaluée par la méthode de

I’aromatogramme sur les souches bactériennes isolées montre une généralisation de 1’action de
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cette HE contre les bactéries a Gram(+) et a Gram(-). En effet, KALEMBA et KUNICKA
(2003), BOUZOUITA et al.(2008) affirment que I’'HE de J. phoenicea agit sur une large
gamme de micro-organismes indépendamment de leur Gram et de leurs morphologies.

Proteus mirabilis, Streptococcus salivarius et Enterococcus faecalis isolées sont résistantes
a I’HE, ces résultats concordent avec ceux de MANSOURI et al. (2011) qui ont montré que ces
bactéries sont résistantes aux HE des rameaux du genévrier rouge.

Une grande sensibilité est observée chez Micrococcus luteus et les Staphylocoques. Ces résultats
sont en accord avec ceux de MANSOURI ef al. (2011) qui ont testé¢ 1’activit¢ de ’HE des
rameaux. MAY et al. (2000), TOHIDPOUR et al. ( 2010) rapportent que la croissance des
bactéries, résistantes et multirésistantes aux antibiotiques, peut étre inhibée par certaines
HE, dont ’HE de genévrier qui se révele particulierement efficace contre les staphylocoques
dorés résistants a la méthicilline. De méme DERWICH et al. (2010) enregistrent la meilleure

sensibilité chez la souche Staphylococcus aureus.

En ce qui concerne les souches bactériennes de référence, seule la souche Escherichia
coli s’est manifestée extrémement sensible indépendamment de la nature de I’'HE et des
concentrations, les mémes résultats sont obtenus par DERWICH et al. (2010). De méme
KEITA (2002), HARKATTI (2011) rapportent que 1’activité antimicrobienne des HE dépend en
premier lieu du type et des caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété
hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane
de la cellule bactérienne. Parmi les bactéries, Escherichia coli a ét¢ la plus étudiée.
Staphylococcus aureus, contrairement a la souche isolée, s’est montrée résistante a I’HE de
J. phoenicea de méme que Pseudomonas aeruginosa. En effet, DORMAN et DEANS (2000),
MAZARI et al. (2010) rapportent que Pseudomonas aerogenosa résistait aux extraits de
J. phoenicea, de méme LOMOVSKAYA et al. (2007) révelent que Pseudomonas aeruginosa
fait partie des germes les plus difficiles a traiter cliniquement, sa résistance intrinséque aux
antibiotiques la rend peu vulnérable a 1’action de la plupart des agents antibactériens d’origine
naturelle ou synthétique, les extraits naturels de plantes sont reconnus pour étre 1000 fois moins

efficaces sur cette bactérie.

La sensibilité des souches bactériennes a I’HE des rameaux, des fruits et du mélange des
deux HE est comparable, néanmoins les travaux d'ANGIONI et al. (2003), EL-SAWI et al.
(2007) montrent que 1’activité antimicrobienne de I’HE des rameaux est plus importante que

celle des fruits.
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L'activité antibactérienne évaluée par la méthode de la microatmosphére montre que I’'HE
de J. phoenicea ne présente aucun effet inhibiteur sur la croissance bactérienne pour I’ensemble
des souches testées (isolées et de référence). Nos résultats sont en accord avec ceux publi€s par
MAZARI et al.(2010). D’aprés PIBIRI (2006), I’absence des zones d’inhibition s’explique
probablement par le fait que la diffusion de notre HE ne se fait pas dans la phase gazeuse ou les

souches bactériennes testées restent résistantes a la fraction volatile de notre HE.

L’HE de J. phoenicea présente un effet bactéricide uniquement sur la souche Escherichia
coli (isolée et de référence). Le suivie cinétique de la croissance de Escherichia coli ATCC
25922 en présence et en absence de I’HE de J. phoenicea montre une régression de plus de 6 fois
la charge bactérienne et confirme l'effet inhibiteur de notre HE. Pour le reste des souches
sensibles (Staphylococcus  aureus, Staphylococcus  epidermidis, Enterobacter cloacae
et Micrococcus luteus), I’HE présente un effet bactériostatique. En effet, SKANDAMIS et al.
(2001), OKOGUN et al. (2003), MAILLARD et al. (2003) démontrent que 1’activité¢ des HE est
souvent assimilée a une activité bactériostatique, néanmoins, certains constituants chimiques des

HE ont des propriétés bactéricides.

Les résultats de la sensibilit¢ des souches bactériennes aux divers antibiotiques
(Antibiogramme) et aux HE (Aromatogramme) montrent que les zones d’inhibition provoquées
par ’HE de J. phoenicea sont plus faibles que celles des antibiotiques, qui ont montré une
inhibition trés forte de la croissance bactérienne, ceci a été démontré par plusieurs auteurs
notamment MAZARI et al, (2010). D’aprées DJENADI, (2011), divers parameétres contribuent
a expliquer cette différence d'efficacité entre les antibiotiques et les HE a savoir

la concentration, le degré de pureté et la toxicité elle-méme.

L’¢tude du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH a montré que I’'HE de
J. phoenicea est dotée d’une activité antioxydante qui reste relativement faible comparée a celle
de I’antioxydant de référence (acide ascorbique). BOUZOUITA et al. (2008) ont prouvé qu'une
protection contre I'oxydation est assurée en présence d’HE de J. phoenicea pour le saindoux
(corps gras) et l'huile de soja. Par ailleurs, plusieurs travaux ont relaté 1I’importante activité
antioxydante de certaines plantes du méme genre, LOIZZO et al. (2007) ont trouvé que 1’huile
essentielle des fruits de J. oxycedrus de Liban présente une bonne action antioxydante, de méme
MANSOURI et al. (2011) démontrent que I’HE de J. communis du Maroc a bien réduit
le DPPH.
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Conclusion

Notre travail a ¢ét¢ mené dans le cadre de la wvalorisation du Genévrier rouge
(Juniperus phoenicea L.).

L’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation a donné un rendement des fruits
dix fois plus important que celui obtenu a partir des rameaux.

La culture de 100 échantillons d’urine prélevés chez les patients adressés a
’Etablissement Hospitalier de Messaad a permis d’isoler 59 germes incriminés dans les
infections urinaires appartenant a huit especes, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Enterobactercloacae, Streptococcus salivarius,
Micrococcusluteus et Enterococcusfaecalis. Les résultats réveélent une prédominance des
Entérobactéries (54%), I’espece fréquemment rencontrée est Escherichia coli (49%).

L’¢étude de I’effet antibactérien des HE de J. Phoenicea sur les souches bactériennes
isolées par la méthode de I’aromatogramme montre que Proteus mirabilis, Streptococcus
salivarius et Enterococcus faecalis sont résistantes a I’HE, le reste des souches révelent une
sensibilité relative aux dilutions utilisées, avec une extréme sensibilité observée chez la souche
Micrococcus luteus (Z1= 25mm). Concernant les souches de référence, seule Escherichia coli
s’est manifestée extrémement sensible (ZI= 26mm), Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa se sont révélées résistantes aux HE et au mélange des deux HE quelque soit la
concentration.

L’évaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de la microatmosphére a montré
que I’HE de J. phoenicea ne présente aucun effet inhibiteur sur la croissance de I’ensemble des
souches testées (isolées et de référence).

L’HE de J. phoenicea présente un effet bactéricide uniquement sur la souche Escherichia
coli (isolée et de référence) et un effet bactériostatique sur les souches sensibles, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterobacter cloacae et Micrococcus luteus. Le suivie
cinétique de la croissance bactérienne testé sur la souche Escherichia coli en présence et en
absence de I’HE montre une régression de plus de 6 fois la charge bactérienne et confirme 1'effet
inhibiteur de I’HE pour la croissance de cette souche.

Les résultats de la sensibilit¢ des souches bactériennes aux divers antibiotiques
(Antibiogramme) et aux HE (Aromatogramme) montrent que les diametres des zones
d’inhibition provoquées par ’'HE de J.phoenicea sont toujours plus faibles que ceux donnés par
les antibiotiques. Ces derniers ont montré une trés forte inhibition de la croissance bactérienne
méme a faible concentration.

L’HE de J. phoenicea présente une activité antioxydante qui reste faible comparée a celle
donnée par I’acide ascorbique, D’activité¢ antioxydante de I’'HE des fruits est légérement

supérieure a celle des rameaux.
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Conclusion

Les résultats obtenus sont encourageants et le travail mérite d’étre poursuivi pour la
confirmation de I’action des HE in vivo contre les infections urinaires. De plus, les germes testés
positifs justifient 1’'usage populaire du Genévrier rouge et confirme son activité thérapeutique
contre les infections urinaires et antidiarrhéique contre les souches souvent impliquées dans les
toxi-infections alimentaires (Escherichia coli et Staphylococcus aureus).ll serait intéressant de
continuer ce travail notamment sur d’autres souches bactériennes pathogenes. Une étude plus
poussée par la caractérisation de ces HE et I’identification des molécules responsables de
I’activité antibactérienne sont nécessaires pour une éventuelle application dans les domaines de

I’industrie alimentaire, cosmétique et pharmaceutique.
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Annexes

ANNEXE 01

Figure 21 : Quelques exemples d’appareil sécréteur.

1, poche sécrétrice dans une feuille d’Eucalyptus globulus (Myrtacées) ; 2, cellule isolée
située sous 1’épiderme, e, de la feuille de Sassafras officinale(Lauracées) ; 3, poil de Menthe
poivrée (Menthapiperita, Lamiacées) : 1’essence (en noir) s’accumule sous la cuticule, ct, tres
épaisse ; 4, poil de Patchouli (Pogostemon, Lamiacées) ; 5, laticiféres, lat, dans la racine d’un

Salsifis (Astéracées).
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ANNEXE 02

Figure 22 : Distillation.
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ANNEXE 03

Techniques d’identification des souches bactériennes.

Coloration de Gram

1. Etalement : Doit se faire en couche mince, sur une lame dégraissée.

2. Dessiccation :  Laisser sécher a I’air.

3. Fixation : Passer trois fois rapidement dans la flamme du bec Bunsen la face de la lame
opposée a I’étalement.

4. Coloration de Gram : 1. Déposer quelques gouttes de Violet.

. Laisser agir 4 a 6 secondes.

. Egoutter sans rincer.

. Déposer quelques gouttes de Lugol.

. Laisser agir 4 a 6 secondes.

. Egoutter et recommencer avec Lugol.
. Egoutter.

. Faire couler sur la lame 1’ Alcool jusqu'a la disparition du Violet.

o 0 9 N N A W N

. Laisser agir quelques gouttes de Fuscine 25 secondes.
10. Laver.
11. Sécher.

Recherche de I’oxydase

Sur une lame de verre, on dépose un carré de papier buvard que I'on imbibe de substrat. On
préleve des colonies avec une pipette pasteur avec laquelle on les écrase sur la lame de verre.

v Si le papier présente une tache violette : le substrat a été oxydé, la bactérie posséde une oxydase

v' Si le papier reste incolore : il n'y a pas eu de réaction, la bactérie ne posséde pas l'enzyme

Recherche de la catalase

Sur une lame de verre propre, déposer une goutte de H,O,, puis la mettre en contact avec une
colonie isolée, prélevée directement avec une pipette pasteur a usage unique :
v Si des bulles se forment, la bactérie posséde la catalase.

v’ Sirien n'est observable, la bactérie ne posséde pas l'enzyme.
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Test galerie API

Les galeries API utilisent plusieurs types de tests : étude de la fermentation de divers glucides,
auxanogramme, recherche directe d'une enzyme. Chaque tubule contient un substrat différent sur
lequel le micro-organisme considéré va réagir. Ils sont remplis d'une suspension bactérienne
calibrée (de densité¢ différente selon la galerie). Pour les substrats dont le sigle est encadré, la
cupule doit aussi étre remplie de maniere a créer un ménisque. Pour les substrats dont le sigle est
souligné, la cupule doit étre remplie d'huile de paraffine soit pour créer 1'anaérobiose (absence
d'oxygene), soit pour maintenir en solution les ions volatils produits par la réaction et ainsi assurer
le virage de l'indicateur coloré de pH.

Les creux du support de la galerie doivent €tre remplis d'eau pour former une chambre
humide, puis la galerie est posée dans le support et le couvercle par dessus. L'ensemble est incubé
a une température adaptée pendant 24 a 48h.

Apres addition des réactifs nécessaires a la révélation de différents tests, la galerie est lue

conformément aux indications du fabricant et codée
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ANNEXE 04

Tableau XII : Interprétation des résultats de I’ECBU.

Leucocytes Bactéries Culture Interprétation
par ml par ml
Inférieur ou Interprétation a Négative Urines normales
égal a 1000
10 000
Supérieur a Supérieur ou Positive Infection urinaire certaine
10 000 égale a 100000
Supérieur ou Positive Infection urinaire possible a recontrdler
Supérieur a ¢gale 1000 et (urétrite, prostatitechronique)
10 000 inférieur a 100
000
Inférieur a 1000 Négative Infection urinaire décapitée parantibiotique.
Supérieur a Penser a latuberculose, la bilharziose,une
10 000 néphropathie interstitiellechronique, une
urétrite, tumeururothéliale, lithiase,
germesexigeants
Inférieur ou Supérieur a 1000 Positive Souillure surtout si les espécesappartiennent

¢gal a
10 000

a des germesmultiples. se fait au bout de
24heures d’incubation a 37° C. Enfonction
du diamétre. Recontrolerl’ ECBU
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ANNEXE 05

Tableau XIII : Antibiogramme des souches isolées.

Germes | S. S. E. | P E. S. M. E.
Antibiotique aureus | epidermidis | coli | mirabilis | cloacae salivarius | luteus | faecalis
OX : Oxacillin R R R R R R R R
AM : Ampicillin R R R R R R R R
CZ : Cefazolin ++ R - R R + ==F R
SXT : Trimethoprim +++ ++++ ++ ++++ ++++ -+ -+ |
Sulfamethoxazole
FA : Fusidicacid + R R R +++ R +++ R
C : Chloramphenicol | ++++ -+ -+ -+ -+ +++ -+
TE : Tetracycline - R ++ - i+ - +++ ++++
SP : Spiramycine ++ R + R R R + +
CL : Cephalexin ++ R + R R 1 +++ R
NA : Nalidixicacid ++ R ++ ++ +++ ++ R -+
CN : Gentamicin - + ++ - ++ ++ ++ +++
AMC : R R R R R R ++ R
Amoxiclavulan
NTX : Nitroxoline +++ + ++ ++ +++ ++ SRE +
F : Nitrofuranoin ++ + 4+ + ++ ++ ++++ +
OFX : Ofloxcin ++++ +++ +++ +++ +++++ ++ |
CTX : Colistin ++ + +++ ++ +++ ++ + ++++
CT : Amikacin R R + + + + R +
AK : Amikacin +++ + +++ + -+ ++ ++ R
P : Penicillin G R ++ R R R R ++ R
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Tableau XIV : Antibiogramme des souches de référence.

s Staphylococcus Escherichia Pseudomonas
Antibiotique aureus. coli. aeruginosa.
OX : Oxacillin R R R
AM : Ampicillin R R R
CZ : Cefazolin R - R
SXT : Trimethoprim R -+ R
Sulfamethoxazole
FA : Fusidicacid R -+ R
C : Chloramphenicol R -+ ++
TE : Tetracycline R A+ R
SP : Spiramycine R ++++ R
CL : Cephalexin R A R
NA : Nalidixicacid R +++ R
CN : Gentamicin ++ ++ ++
AMC : Amoxiclavulan R -+ R
NTX : Nitroxoline R ++++ 4L
F : Nitrofuranoin R S
OFX : Ofloxcin ++ +++ +++
CTX : Colistin R -+ R
CT : Amikacin + + +
AK : Amikacin +++ +++ +++
P : Penicillin G R -+ R




	Page de garde..pdf
	2-Remerciements..pdf
	3- Abréviations..pdf
	4- LISTE des figure.pdf
	5- LISTE des tableaux.pdf
	6-Résumé.pdf
	6-Abstract..pdf
	6-ملخص.pdf
	7- Sommaire.pdf
	8-intrroduction.pdf
	10-bibliographie 1 partie.pdf
	11-bibliographie 2 partie.pdf
	13. Résultats et discussion.pdf
	14-conclusion.pdf
	15- References bibliographiques.pdf
	17- Annexes.pdf

