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I ntroduction

De nos jours, I'ajout d’agents antimicrobiemstamment ceux d’origine synthétique, dans
les aliments en vue de prolonger leur durée desusgite un large débat aussi bien chez les
consommateurs que chez les industriels de I'agnoeataire. Le débat médiatisé est surtout
focalisé sur les effets secondaires (négatifs) tied des agents antimicrobiens sur la santé
du consommateur et les possibilités de leur rerept@nt par des agents naturels extraits de
végeétaux, de microorganismes ou d’animaux.

La recherche de nouvelles molécules bioastalernatives (sans effets indésirables) est
d’autant plus soutenue que la résistance bact@ianor antimicrobiens est de plus en plus
préoccupante en raison de la fréquence avec lagdelhouveaux phénotypes de résistance
apparaissent parmi les agents pathogénes et mé&nadeshmicroorganismes commensaux.

En dépit de tout [larsenal d’'antibiotiquesilis#s, les substances chimiques
antimicrobiennes qui peuvent agir efficacement ks cellules eucaryotes, comme les
levures, ne sont pas disponibles (Xianghehgl., 2007). Aussi, I'évolution des esprits et le
refus du“tout chimique par les consommateurs sont manifestés et oulaeporte au
“retour du naturel

Les huiles essentielles (métabolites secondaimgydie végétale) constituent une source
intéressante de nouveaux composés bioactifs etéserment comme les meilleurs candidats
dans la recherche des alternatives. Cependamplication de ces huiles comme substances
antimicrobiennes dans les aliments est souventutlgégée en raison de la perte potentielle
d'action antimicrobienne due a leur volatilité,olghilicité ainsi que la persistance de leurs
aromes (Bagamboukt al., 2004).

Pour remédier a ces inconvénients, l'utii@atde combinaisons de molécules bioactives
naturelles a pouvoir antimicrobien, pourrait étrenpetteuse et envisageable en industrie
agro-alimentaire dans la mesure ou elle permettidfiger leurs effets antimicrobiens tout en
limitant leurs effets secondaires.

En effet, des travaux antérieurs ont démobaféet combiné |étal de plusieurs agents
antimicrobiens sur des especes microbiennes. Réertnome étude de Ousslimani et Tafer
(2015) a mis en évidence un effet inhibiteur corélde I'association de I'huile essentielle de
thym et de I'acide citrique sLUE. coli, B. cereus et C. albicans. De méme, Horvath et al.
(2016) ont demontré I'effet synergique de la coralsan des huiles essentielles de thym, de
la cannelle, du clou de girofle et de la menthaeveontre les levures et les moisissures, leurs
doses ont été réduite dans ces associations.

En outre, des complexes chimiques a baseét@umde transition (nickel, cuivre...) et
de composés organiques (acides aminés, bases tidiglées) non toxiques pour ’lhomme
font actuellement objet de nombreuses recherchiemtsiciues visant a démontrer leurs
activités antimicrobiennes (Popostaal ., 2012; MiloSet al., 2014; Kumarat al., 2015).

Le présent travail a pour objectif d’unetpdrévaluer et de comparan vitro I'activité
antibactérienne de cing huiles essentielles isdagbym, de I'ail, de clou de girofle, de la
sauge et d’eucalyptus (métabolites végétaux) setmcide lactique (métabolite bactérien) et




I ntroduction

d’autre part, déterminer l'interaction entre cebstances et un complexe chimique a base

d’'uracile via des combinaisons. Le mémoire comgnene synthése bibliographique et une
partie pratique présentant la méthodologie de tradaptée et les résultats obtenus.




I ntroduction




Chapitre | :

Les métabolites d’origine végétale



Chapitre | Les métabolites d’origine végétale

Le métabolisme des végétaux produit desposés dits métabolites. Parmi ces derniers
certains d’entre eux sont considérés non indisfesail s’agit des métabolites secondaires.
A titre d’exemple, les huiles essentielles, les posgs phénoliques ainsi que les alcaloides.
Cependant, ils jouent un role dans la défense giatde contre les nuisibles. Il est bien établi
gue certains métabolites d’origine végétale pr&gnin pouvoir antimicrobien dépendant du
métabolite produit (Haddouchi et Benmansour, 2008).

I.1. Les huiles essentielles

* Généralités

Le terme « huile » s’explique par la propriété déukilité dans les graisses et par leur
caractére hydrophobe. Le terme « essentielle »d&tence au parfum, a 'odeur dégagée par
les plantes (Teusher at., 2005). Elles ont recu le nom « huiles essersel en raison de
leur aspect huileux et du parfum gu’elles dégafi@achelot etl,. 2006).

Dans le régne végétal les huiles essentiellestsmuvent généralement chez les végétaux
supérieurs plus exactement chez les genres capdikborer les constituants qui les
composent. Elles sont stockées a lintérieur d'un d& plusieurs organes, sur le plan
guantitatif les teneurs en huiles essentiellespiiestes pouvant les contenir sont trés faibles
(Mann., 1987).

Ce sont des substances odorantes liquides, vslatitempérature ambiante solubles dans
les solvants organiques et peu solubles dans Baudoux., 2000). Elles sont produites
naturellement par des plantes dites aromatiquesidénées comme étant élément de base
dans le domaine de l'aromathérapie et sont utdisd@ns l'industrie des cosmétiques de
parfumerie et en agro-alimentaire dont le but daafgy des saveurs et des aromes. Leur
gualité odorante leur permet d’autres applicatiomortantes en médecine voir leur efficacité
physiologique et le soulagement des douleurs (Ba&kal, 2008).

D’apres l'agence nationale de sécurité des médioem€dANSM) et la norme
(AFNORY/ISO, 2005-2006) les huiles essentielles géfinies comme suit :

« Produit odorant, généralement de composition ¢exep obtenue a partir d’'une matiere
premiere végétale botaniquement définie, soit gdrdidistillation , soit par distillation seche
ou par procédé mécanique approprié sans chauffagdle essentielle est la plus souvent
préparée de la phase aqueuse par un procédé physigotrainant pas de changement
significatif de sa composition. »

Elles ont des propriétés et des modes d'utilisaparticuliers et ont donné naissance
d’'une branche nouvelle de la phytothérapie : I'aatim@rapie voir ses multiples composants.
Elles sont constitués principalement de deux greuge composés odorants, il s'agit des
terpenes prépondérants dans la plupart des esseindes composés aromatique dérivés du
phénylpropane (Kurkin., 2003). Cette diversité rooléire confere aux HE des réles et des
propriétés biologiques tres variés et leur effigaeist liée a leur composition en substances
actives (composeés phytochimiques), aux groupenientsionnels (alcools, phénols, cétones)
(Zhiri, 2006) et leurs effets synergiques, d’'unrautrme sa valeur tient a son ensemble;
c’est-a-dire, l'intégralité de ses constituantsnen seulement a ses constituants et non
seulement a ses composés majoritaires (Lahlou,)2004

-activité préventive (indirecte): les antioxydat®quent linitiation en complexant les
catalyseurs, en réagissant avec I'oxygéne, ou glst®de terminaison capables de piéger les
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radicaux libres, ils forment ainsi des produitsifimon radicalaires (Berser et Cervelier,
1996).

* Application des huiles essentielles

Les HEs sont utilisées dans le domaine de parfengtrcosmétique, en agro-alimentaire,

ainsi dans le domaine pharmaceutique et en médggaiysole, 2004).
0 Le domaine alimentaire

En industrie alimentaire on vise toujours une reaile conservation saine et a longue
durée pour les produits et I'amélioration de laligg@arganoleptique pour cela de nouvelles
techniques ont été mises en évidence basées tilisdtion des huiles essentielles (Lis-
Balchin etal., 1998).

Elles peuvent étre ajoutées a tous les alimentsmemles viandes, les volailles, les
charcuteries et les Iégumes vu leur propriétésimarbbiennes et antioxydantes (Conner,
1993 ; Hammer al., 2011).

Leur addition a pour but de rehausser le go(t epéeimer le développement des
contaminants alimentaires microbiens (Bilgramalet1992).

Les HEs decitrus limon servent a la fabrication d’essences fruitées atédies de
boissons, de liqueurs, de patisserie et de cords€Choi efal., 2000), celles de menthe pour
les yaourts, celles de thym ,de noix de muscadieagingembre pour les céréales (Degryse et
al., 2008).

Les plats cuisinés utilisent les plantes aromatggous toutes leurs formes: oléorésines et
huiles essentielles mais aussi sous formes frasélohe ou surgelée (Onippam ,1997).

D’apres Hellal (2011), les HEs dgaurantiumpeuvent servir comme agents naturels dans
la préservation des produits de la péche.

o0 Le domaine pharmaceutique

Etant formées de mélanges tres complexes, lessheskeentielles présentent des propriétés
thérapeutiques ce qui leur permet d’entrer darfabacation des produits pharmaceutiques
(Turgeon, 2001).

Elle utilise des isolats (substances pures isaliésshuiles essentielles), comme matiere
premiére pour la synthése de principes actifs na@dénteux, de vitamines, de substances
odorantes, etc. A titre d'exemple nous pouvong tdégploitation industrielle des pinénes a
partir de l'essence de térébenthine et de I'eugiemartir de I'essence de giroflier (Adams,
1989).

L'industrie pharmaceutique utilise les huiles esskes dans le domaine des antiseptiques
externes; elle tire partie des propriétés bactiiiogies, bactéricides, antifongiques,
protectrices, etc., des essences naturelles.eAdiéixemple, I'huile essentielle d'eucalyptus est
largement utilisée en pharmacie pour ses propraatésinfectieuses, cicatrisantes, et pour la
réparation des tissus. L'eucalyptol, I'un des fpBuex constituants de certaines huiles
essentielles d'eucalyptus, est utilisé dans legapaéions pharmaceutiques ou il joue le réle
d'antiseptique, dans le traitement des inflammatohinnez et de la gorge (Bouquet.A, 1972).
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o Parfumerie et cosmétologie

Dans la réalisation des transformations dans |duperie, on utilise a co6té des
constituants issus de la synthése chimique, demiextaturels sélectionnés pour leurs
qualités olfactives jugées irremplacables pour letiginalité ou leur puissance. A titre
d'exemple, I'essence de vétiver, grace a son @dgéable, est recherchée en cosmétologie et
en parfumerie haut de gamme associée a d'autescesstelles que le santal, le patchouli ou
la rose pour lesquelles elle joue le rble de finateturel. L'huile essentielle d'ylang-ylang est
tres employée en cosmétologie, en parfumerie sdeonnerie de luxe. Les huiles essentielles
servent aussi en hygiene, en esthétique corpmells forme de lotions, d'eaux florales, de
cremes, de gels, de pommades, élouhanneaud.G, 1991).

Les pinenes constituent un produit industriel denpere importance, leur réactivité
marquée autorisant la synthése de trés nombreuduitso Parmi les principales voies
synthétiques mises en oeuvre, il y a les réactimpyrolyse: la thermolyse du seul béta-
pinéne conduit, via des réactions radicalaireses ahrbures tels que le myrcéne qui est lui
meme une matiére premiere permettant d'accédemgaand nombre de composeés intéressant
la parfumerie (via les chlorures de géranyle et@lgle) (Adams, 1989).

1.1.1. Thymus vulgaris
[.1.1.1. Généralités

Thymusnom dérivant du mot grectkymos» et signifie « parfumer » par rapport a son
odeur  agréable dégagée (Pariente, 2005). Corauselés genres des labiées, I'espéce
Thymus vulgarisest connue pour son huile essentielle présentaatqualité aromatique et
des propriétés meédicinales, localement connue Bouem « Zaatar » (Yakhlef, 2005) et
« thyme » en anglais (Amid2005).

I.1.1.2. Classification botanique de la plante
Régne : Plantae
Sous-regne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement : Agnoliophytina
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre :Thymus
Espece Thymus vulgari
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1.1.1.3. Description botanique de la plante

Figure 1 : Morphologie généralde la planteThymus vulgaris

Thymus vulgarissous arbrisseau, vivace, touffu et trées aromatidqee30-40 cm de
hauteur, d'un aspect grisatre ou vert grisatre. gss ligneuses et trés rameuses sont
regroupées en buisson trés dense. Ses feuillesrésngetites, ovales, au pétiole extrémement
court et blanchatres a leur face inferieure. Sms$l sont presque roses ou presque blanches,
font de 4 a 6 mm de longueur, sont pédicelléesgties ordinairement au nombre de trois a
l'aisselle des feuilles supérieures (Bruneton, 3999

1.1.1.4. Composition chimique de I'huile essentiled de thym

La teneur en huile essentielle varie de 5 a25mlikg feuilles contiennent 0.5 & 2.5%
d’huile essentielle dont la composition varie seles conditions climatiques (Bruneton,
1999).
Le thymol est le constituant majeur de I'huile erdielle de thym, il s'agit d’'un phénol de
formule GoH140 qui est un isomére du carvacrol, il se trouvesiad®autres hydrocarbures
d’'une grande volatilitt comme le cyrmene et le thgm (PAULI etal., 1987).

Trente composeés ont éte identifies en utilisarthiematographie en phase gazeuse, les
plus abondants sont: Thymol (44.4-58%), p-cyrmghg-18.5%),y-terpinene (6.9-18.5%),
carvacrol (2.4-4.2%), linalol (4-6.2%) (Bazylko&trzelecka, 2007).

[.1.1.5. Application de I'huile de thym

Le thym est originaire des régions méditerranéeni¢'®uest de I'Europe et aux Etats-
unis, son huile essentielle est utilisé dans ldenentier pour ses vastes applications dans le
domaine alimentaire, pharmaceutique, cosmétiqleeragdecine traditionnelle (Adwan adt,
2009). Il est cultivé pour lI'usage culinaire datas$aisonnement des poissons, volailles, des
potages et des légumes (Ozcan et Chalchat, 2004).

En plus de I'utilisation traditionnelle des extsadqueux de la plantehymus vulgariset
son huile essentielle, leur composition en thymatagvacrol leur conferent une application
industrielle (comme additif alimentaire) et médade (Hudaib eél., 2002).

Les feuilles de thym sont utilisées comme traitensgmptomatique des troubles digestifs,
de la toux et la bronchite par voie orale (Brunet$99).
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1.1.2. Salvia officinalis
[.1.2.1. Généralités
Plusieurs appellations ont été données a la s&gjen lbn El Beytar, les andalous la
nomment "essalma” qui ajoute qu'elle est appekmbia” par les botanistes en Espagne. El
djazairi indique I'expression "souek ennebi" comayieonyme de Saleme.

1.1.2.2. Classification botanique de la plante
Régne Plantae
Sous-regne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement : Agnoliophytina
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre :Salvia
Espéece Salvia officinalis

1.1.2.3. Description botanique de la plante

Salvia est une plante annuelle et biannuelle dfeignéditerranéenne de la famille des
labiées (Djerroumi, Nacef 2004). Il existe envir@®0 especes identifiées autour du monde
(Maksinovicet al2007 ; Longaragt al2007).

La sauge est un arbrisseau buissonnant formanttaufie pouvant atteindre 80cm de
hauteur. Ses feuilles sont opposées de couleldtgrjdes bords de limbe crénelés. Les fleurs
sont de couleur bleu violacée regroupées par Bdlites grappes, les fruits sont des térakénes
sphériques (Teurcher ,2005).

Figure03: Morphologie géenéliede la planteSalvia officinalis

1.1.2.4. Composition chimique de I'huile essentiedlde la sauge

Les principales molécules contenues dans 'huikemselle, qui donnent a la sauge son
odeur typique, sont les thuyones (_-thuyone 1%-48 -thuyone 3-8,5%), qui peuvent
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représenter jusqu’au 50% de la composition chimagi€huile essentielle et camphre (4,5-
24,5%) (Catizonet al, 1986).

1.1.2.5Application de I'huile essentielle de la saug

L’huile esserdlle de sauge est tres utili, vu ses propriétés importanteelle est
considéréecomme un stimulant pour les geanémiques, aussi pour legrponnes stressées
dépriméesfour usage externe, elle est appliquée contrenflesnimations de la bouche, les abt
etaussi pour le nettoyage et la cicatrisation deeplgDjerroumi et Nacef 2004). Les infusi de
la saige sont appliquées pour le traitement de plusimaisdies de la circulation sangl et les
troubles digestifs et les probléemes du systéme emerRadulesclet al 2004). Cett herbe
aromatique est employée dans la cuisine, pour s jpuissant, Iégement amer comphré
(Duling 2007).

[.1.3. Allium
1.1.3.1. Généralités

L’ail est originaire d’Asie centrale. Il dérive dlespéce asiatiquAllium longicuspu. On
a retrouvé des gousses d’ail en argile datant de 3¢ Il était largement cultivé engypte.
Les Grecs l'appelaientdse puant® Le nom commun "ail" et le nhom botaniquAllium®,
vient du mot celtiqueAll" qui signifie 'qui brale' (Block 1992).
I.1.3.2.Classification botanique de la plant

Regne Plantae

Sous-regneTracheobiont

EmbranchemenMagnoliophyt:

Sous-embranchememtgnoliophytin:

Classe : Monocotyledonae

Sous classe : Lilidae

Ordre : Liliales

Famille : Liliaceae

Genre Allium

1.1.3.3. Description de la plante

Figure 034orphologie générale de la plantede I'ail
L’ail est une plante monocotylédone vivace herbadé@beuse assez grande
nombreuse feuilles engainant le bas de la tigee Elesure 30 a 120 cm de haut
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I'inflorescence est enveloppée d’'une spathe ensenk piece tombant assez rapidement, les
fleurs sont groupées en ombrelles, assez peu nasexelles sont de couleur blanche ou rose
et s'épanouissent en été. Le fruit est une capsdui®is loges mais celle-ci est rarement

produite. La racine a bulbe est composée de 3ul@s clous arqués (les caieux) (Bruneton
1999).

1.1.3.4. Composition chimique de I'huile essentiadlde I'ail

De tous les composants de I'huile essentielle @& I'allicine est la plus abondante qui
est une molécule transitoire qui se forme a patér I'alline.L’allicine formée est un
antibiotique naturel (Abramovitz etl., 1999). D’'autres composés semblent aussi avair de
propriétés médicinales tels que I'ajoéne, les pudywls, les saponines...

La gousse d'ail contient des polysaccharides dawés (Fructanes), des acides aminés,
des enzymes (l'allinase, la peroxydase et la as#gl ainsi que des composés soufrés
responsables de la majorité de ses propriétéspihdtigues. Cette huile est riche en éléments
minéraux: P, K, S, Zn, Ca, Cu, Mg et en oligo-élataeomme le sélénium et le germanium.
Elle renferme aussi des vitamines A, B1, B2, PE et des acides gras essentiels. D'autres
composants sont également identifiés, parmi lesquéts saponinesg3{chlorogénine), les
pigments phénoliques, les terpénoides, les antinies et les antioxydants (Miean ait,
2001; Gorinstein edl., 2005; Leelarumgrayub at., 2006).

1.1.3. 5. Application de I'huile essentielle de I'h

Elle est utilisée depuis plusieurs centaines d’asngour traiter divers problemes de
santé. Un tres grand nombre d’études ont été éésliafin de mieux connaitre ses principes
actifs et leurs effets. En effet elle sert depwoisgtemps pour réduire le cholestérol et les
triglycérides et elle est indiquée aussi pour lessgnnes soufrant de diabete a cause de ses
propriétés hypoglycémique. De plus, il a été démdoqgtie la consommation d’ail aurait un
effet protecteur contre les cancers de l'estomadeetlintestin, L’ail est aussi utilisé
traditionnellement pour ses propriétés antimicrobés et pour le traitement de certaines
infections. ( Bianchinie adl., 2001 ; You W etl., 2005). Slowing eal. (2001) considerent
gue des extraits d’ail peuvent prévenir 'altématiu systeme vasculaire, freiner I'obstruction
artérielle et méme faire régresser ce processus.

1.1.4. Syzygium .
[.1.4.1. Généralités
Actuellement, dans l'esprit du public, le clou deofte est une épice employée pour

préparer des plats culinaires. Il est aussi asSimill'odeur du cabinet dentaire puisque
longtemps utilisé en dentisterie. Pourtant, le aleugirofle a été longtemps employé a des
fins thérapeutiques au cours de l'histoire endat#ntibactérien ou pour éloigner la peste, par
exemple. Actuellement, de nombreuses études ia oitt démontrées que le clou de girofle
possede des propriétés biologiques intéressantappebuvees par les autorités (facilite la
digestion, carminatif ....)(Delamare, 2014).
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1.1.4.2. Classification botanique de la plante
Regne : Plantae
Sous-regne :Tracheobionta
Division :Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Myrtales
Famille : Myrtaceae

Genre :Syzygium

1.1.4.3. Description de la plante

FigureO4: Bourgeons floraux du giroflier qui, séchés, donnestclous de girofle.

Le giroflier ou girofle, est un arbre pedit moyen, au feuillage persistant et dense,
originaire des petites iles volcaniques de I'arehipn Indonésie (Hurthel,2001).Le fruit est
une baie appelée (anthofle) allongée de 2,5a 3clondesur 1.3 a 1.5 cm de large,de couleur
rouge foncé a maturité .Le clou de girofle a uneasgaractéristique brun fonce, a saveur
chaude, brdlante, Iégérement amere et fortemenmtatique (Laredj,2004).

La floraison se déroule du mois de Septenglorenois de Mars,les fleurs naissent au
sommet des rameaux disposées en bouquets termghadrrants(Teuscher et al ,2005).
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I.1.4.4. Composition de I'huile essentielle de alade girofle

La composition biochimique est susceptiblévdluer en fonction des conditions de
production. Composé chimique principal : Phénolsa785% (Eugénol), autres composes
chimiques : Esters 15 a 20% (Benzoate d’eugénghg@iterpenes 5 a 15% (Caryophylléne),
traces de : Monoterpenes, Monoterpénols, Oxydasn€g , Aldéhydes (Lassus, 2014).

1.1.4.5. Application de I'huile essentielle de clode girofle

L'huile essentielle du giroflier demeure tp&si connue. Le public l'utilise pour les maux
de dents essentiellement. Son composant princgtdleeigénol, un phénol, qui lui procure
une activité antimicrobienne puissante (antibaebtdne, antivirale et antifongique). Elle est
également puissamment anti-oxydante, propriété renpeu exploitée. Diverses autres
propriétés biologiques ont été démontrées au abétsdes scientifiques tels que son activité
anti-inflammatoire, etc. Seules quelques indicatidérivant de ces études ont été approuvées
par I'Agence Européenne du Médicament (EMA). Oué® propriétés scientifiguement
approuveées, diverses utilisations traditionnelles Itiuile essentielle demeurent. On lui
attribue des effets utérotonique, aphrodisiaquermore stimulant intellectuel... En pratique
officinale, cette huile essentielle doit étre calhése par un professionnel de la santé car elle
peut étre utilisée pure que dans de tres raregtcae par son compose phénolé, I'eugénol,
elle peut étre toxique pour le foie (Delamare, 2014

1.1.5. Eucalyptus
[.1.5.1. Généralités
Le mot « eucalyptus » vient du grec eugk b et kalyptos, « couvrir », car les pétales et
sépales sont soudés. L'autre nom est « gommieri $aguallusion a la gomme résineuse
rouge que les arbres exsudent quand ils sont BleSsé habitat consiste en général en des
sols acides et humides (Gilles, 2R08
Cet arbre vient d’Australie, de TasmanieeM#laisie, le genrBucalyptusa donné plus

de 600 espéces allant du simple arbuste a de traxsdg arbres. L'huile essentielle
d'eucalyptus est extraite des feuilles fraichebien séchées par distillatioanfrainement a
la vapeur).Cette derniére est connue pour ses propriétéscefantes due a l'eucalyptol
gu’elle contient.
1.1.5.2. Classification botanique de la plante

Régne Plantae

Sous-regne : Tracheobionta

Embranchement : Magnoliophyta

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Eudicota

Sous-classe : Rosidae

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre Eucalyptus
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1.1.5.3. Description de la plante

Figure05: Morphologie géraie de la plante d’eucalyptus

L’ Eucalyptusest un arbre toujours vert, au tronc droit, lisseendré. Ses écorces sont
bruns clairs et minces. L’extrémité des rameaugseteuilles pendent perpendiculairement au
soleil, de maniére a avoir un minimum d’évaporatiGtest une
plante a feuilles persistantes, plates, luisargksrnes, bleu gris, glabres; froissés elles ont
une odeur forte. Une inflorescence faite de nongeepetites ombelles de fleurs
blanchatres. Son fruit est une capsule ligneusgilanse a 4 valves contenant des graines.
Sa reproduction se fait par graines (Nacoulma Q6L

[.1.5.4. Composition de I'huile essentielle d’Eucgptus

D'aprés Treiner (2000) et Hurtel (2001), La teneithuile essentielle est comprise entre 0.5
et 3.5%. Le 1,8 -cinéole ou l'eucalyptol représdeteonstituant majoritaire (70--80%), cet
ingrédient principal, a de tres fortes propriétésidfectantes et antibactériennes ; les autres
constituants sont majoritairement terpéniques cpalement le a-pinene, I'aromadendréne, le
globulol, viennent ensuite le limonéne, le p-cymdeadedol....

1.1.5.5. Application de I'huile essentielle d’Euclyptus

Grace sa composition chimique et son principetif 1-8 cinéole 'HE d’eucalyptus
présente des vertus considérables, elle est teben@hée pour son action antiseptique et
cicatrisante. Antibiotique naturel, elle est suttodilisée pour soigner certaines maladies
broncho-pulmonaires comme la grippe, la toux ebranchite. En outre, de nombreuses
maladies gastro-intestinales peuvent étre égalensentagées par I'huile essentielle
d’eucalyptus grace a ses propriétés thérapeutieuastibactériennes (Fabre et al ., 1992).
Les huiles essentielles descalyptussont utilisées depuis longtemps en pharmpoig faire
des antiseptiques, des inhalants, etc (Bruneto®)2@n ['utilise aussi comme aromatisant
pour masquer le golt de certaines préparationsratautiques (Treiner, 2000) ainsi qu’en
agroalimentaire boissons, sucreries, cremes glacées(Grysadls)20
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[1.2. Autres métabolites végeétaux
[1.2.1. Les composés phénoliques

Les polyphénols ou composés phénoliques)(@®sstituent une famille de molécules
tres largement répondues dans le regne végétatelisouvent dans la plante, depuis les
racines jusqu’aux fruits. Ces CPs sont caracténsdsla présence d'un cycle aromatique
portant des groupements hydroxylés libres ou ergyay@c un glucide (Charpentier et
Boizot,2006) et furent les premiers agents antigeps et désinfectants largement utilisés
(Lansing et al, 2003).

Ces métabolites sont classés en plusieunspgsoprincipaux qui se distinguent par le
nombre d'atomes de Carbone constitutifs et la streicdu squelette de base (Robardlet
1999 ; Michalak, 2006).

Tableau | : Structure de quelques composés phénoligs

Classes Structures Références
Quinones Quinone (Bruneton, 20()9)
Acides

C
phénoliques | Acide gallique (Bruneton, 1999)

les coumarinesCoumarine (Cowan, 1999)
les flavonoidesFlavonoide (Ghedira, 2005)

Tannin condensé
Les Tannins (Cowan, 1999)
Tannin hydrolysable

[1.2.2. Les alcaloides
[1.2.2.1. Généralités

Parmi les premiers produits naturels isalésplantes médicinales sont les alcaloides.
Quand ils ont d'abord été obtenus a partir de leneavégétale durant les premieres années
du 19éme siecle, il a été constaté qu'ils contiendes bases azotées qui forment des sels
avec les acides. Le nom d'alcaloide date du phaemaallemand Meissner. lls sont
chimiquement des matiéres organiques composés dmnea d’hydrogene, d'azote et
d’oxygéne [Schauenberg et Paris, 2005].

Un alcaloide est un composé organique natlicglgine végétale, hétérocyclique avec
l'azote comme hétéroatome, de structure moléculaimnplexe (Bruneton, 1999),
eventuellement reproductibles par synthese renfartoeljours du carbone, de I'hydrogene
et le plus souvent de I'oxygene (exceptionnellemgmelques alcaloides contiennent du
soufre) (Yongyu eal, 2011).
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[1.2.2.2. Application des alcaloides

En raison de leur puissante activité biologiquellgpart des alcaloides connus, environ
12.000, ont été exploités en tant que médicamdatsstimulants, des narcotiques, des agents
de traitement de la maladie d’Alzheimer et des gus(Ziegler et Facchini, 2008) .En tant
gue composés du métabolisme secondaire, ils jauerdle écologique de défense contre des
herbivore. Les pyrrolizidiniques représentent ucedient systeme pour étudier non seulement
'aspect phytochimique et biochimique des métabmlisecondaires des plantes mais
egalement leur évolution moléculaire. (McCalley02).

[1.3. Mécanisme d’action

[1.3.1. Mécanisme d’action des huiles essentielles.

Le mode d'action des HEs différe selon la stmectude la membrane des
microorganismes, généralement les bactéries a @oaitive sont les plus sensibles que les
Gram négatives qui présentent des lipopolysacaobsmrglr leur membrane extérieure la
rendant hydrophile et ca empéche les terpénes plydbes d'y adhérer (Cristiani et.,
2007).

Au niveau cellulaire, leur activité antibactérienn’est pas attribuée a un mécanisme
unique mais, a plusieurs actions (Droman et De2BR0)) liées aux composants hydrophobes
ce qui permet aux HEs de traverser la membraneala@ied (la bicouche phospholipidique)
ainsi, altérer sa perméabilité en entrainant liz fdés ions et des macromolécules cela conduit
a 'endommagement des structures cellulaires (B2004).

Rayour (2003) a examiné le mécanisme d’'actionHl&sdes clous de girofle et d’origan
(Origanum vulgarg simultanément avec deux de leurs composantiyladl et I'eugénol,
sur des bactérieg:coli et Bacillus subtiliset qui ont été utilisées respectivement comme
modeles de bactéries Gram- et Grdres deux HEs tout comme leurs deux composants ont
été capables d’'induire une lyse cellulaire. Cettiion a été démontrée par la libération de
substances absorbantes a 260 nm. Cette libéragisnlibtances associée a la rapide mortalité
bactérienne pourrait étre la conséquence de Iésiankes enveloppes induites par les agents
antibactériens. L'utilisation d'un microscope élatigue a permis de montrer que les HEs
attaquaient en méme temps les membranes et las pallalaires.

Les travaux de Burt (2004) ont montré qu'une HEivactexercera son pouvoir
antimicrobien par son interférence avec la bicoughidique de la cellule cible grace a sa
propriété hydrophobe, ce qui entraine une pertiofbatie la perméabilité et perte des
constituants de la cellule. En plus, cette réactame en fonction de la nature de la bicouche
lipidique, ce qui explique la résistance des ba$éBram (Mahmoudet al.,2004). En outre,
Dabbah et ses collaborateurs (1970) ont mis enciu@lla grande sensibilité des bactéries
Gramt+ par rapport aux Gramet aux champignons. Dans la méme démarche d'étude
Mahmoud et ses collaborateurs (2004) ont suggéeél'gfiet antimicrobien qu'exercent les
HEs pourrait étre expliqué par la destruction déades systemes enzymatiques incluant ceux
qui participent dans la production d'énergie calhel et la production des composés
structuraux. Enfin Caillet et ses collaborateuB0{@ ont signalé que les HEs empéchent la
multiplication des bactéries, leur sporulationaesynthese de leurs toxines.




Chapitre | Les métabolites d'origine végéta

Coagulation

Force proton motrice

H+

" Fuite des métabolites
et des ions

Cytoplasme

Membrane
cytoplasme

Paroi

(T

Protéines membranaires

Figure 06: Sites et mécanismes dans la cellule bactérienne considérés comme sites d'action
pour les composés naturels (Silva NCC et al., 2010).

[.3.2.Mécanisme d’action des composés phénoliq

De nombreuses étudesvitro menées sur les composés phénoliques les ont cés
comme agents antimicrobie contre un grand nombre de microorganismes pathsganec
des spectres d'activités variab(Scalbert, 1999)En effet certains quinones présentent
effet bactéiostatique sur les bactéries a Gram positif massyis a vis des bactéries a Gr
négatif (Riffel etal, 2002). Les acidegphénols ont des propriétés antiseptiques urine
antifongiques et antibactérienr(Bruneton, 1999).

De récentes études ont montré que les coumarines emtenglusieurs activité
antimicrobiennesBenidicte et Hooper, 19¢ : inhibitions de la croissance Saccaromyces
cerevisiaeet de la germination des spoid’Aspergillus nige Pour l'activité antibaérienne
on note qu'ils sont plus efficaces contre les Gpasitifs (Benkiki, 2006).

Les flavonoides avec leurs différen classesont un grand potentiel antibactéri(Alan
et Miller, 1996) :

- En se complexant avec des composants des parois iakdgtion de la croissanc
microbienne (Rojastal,1992 ; Perret €al,1995) ;

- En perturbant leurs métabolismes énergétiques (Jxial, 1994).

D'autre part, les tanins sont largement conpar leurs propriétés inhibitrices ¢
microorganismes et des enzymes grace a leur poayoimer des complexes stables aver
protéines et en les précipitant (Nguzal, 1996). Ils exercent une activité antibactériepae
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interaction avec la membrane cellulaire qui induit changement morphologique de la
bactérie, en inhibant l'activité des protéases, mles€éines de transport et des adhésines
(Cowan, 1999).

[.3.3.Mécanisme d’action des alcaloides

bY

Les alcaloides sont destinés a agir sur les omiganismes a des concentrations
compatibles avec la nature de la paroi. Des qéantiariables d’'ions de potassium ainsi que
les nucléotides ont été divulgués dans les celldéeStaphylococcus.aureygkinpelu et al,
2016). Leur mode d’action est associé a l'altératde la perméabilité des membranes
bactériennes, ce qui est suffisant pour perturegrmétabolismes des pathogénes, voir les
détruire (Arunachalam etl, 2016).
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Les métabolites d’origine microbienne
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[1.1. Les bactériocines
[1.1.1.Généralités

Différentes définitions des bactériocines @étdonnées au cours du temps.
La définition qui est largement connue est celle @Heng 2007) qui définit les
bactériocines comme des protéines, ou complex@sadéines, souvent cationiques avec une
activité bactéricide contre des especes prochda deuche productrice. Elles représentent
une large classe de substances antagonistes dgmtveonsidérablement du point de vue de
leur poids moléculaire, de leurs propriétés biodtyires, de leur spectre d'action et de leur
mode d'action (Hammami, 2007).Les bactériocineslyites par les bactéries lactiques sont
réparties en quatre classes,comme proposé parhéasner (1993). Ces quatre classes sont :
-Classe | :Les lantibiotiques : peptides de taille inférieard kDa, stables a la chaleair
qui contiennent des acides aminés inhabituels éstdifirmés post-traditionnellement (c’est-a-
dire la lanthionine, la méthyl lanthionine déhydrobutyrine et la déhydroalanine) .
-Classe Il : Peptides de taille inférieure a 10 kDa, stableschbleur, ne contenant
pas d’acides aminés modifiés. Leur point isolélgae varie entre 8 et 10.
- Classe Il : Protéines de taille supérieure a 30 kDa et serssibla chaleur.
Classe IV : Peptides requérant une partie carbohydratée odidiye pour avoir une
activite.
Bactérienne. Aucune bactériocine de cetteselas été décrite.
L'effet d’'une bactériocine est soit bactériciggpvoquant la mort de la bactérie cible,
soit bactériostatique inhibant la croissance.

11.1.2. Application des bactériocines

Les bactériocines sont habituellement reconmoesme étant des substances sensibles
aux protéases digestives et ne sont pas toxiquasles cellules eucaryotes (Guiraud, 2003).
Elles ont une grande tolérance aux variations ldeep aux traitements thermiques. Leur
spectre antimicrobien peut étre large ou étrolesepeuvent donc cibler sélectivement des
bactéries pathogenes ou altérantes sans inhibdyalggries indispensables et ont un mode
d'action bactéricide. Elles présentent ainsi, uarét potentiel d'application en conservation
alimentaire (Deegan et al., 2006).

La seule utilisée actuellement dans la consemwatiimentaire est la nisine que I'on trouve
dans les fromages fondus qui est tres efficace poyécher la germination des spores de
clostridies, germe responsable du gonflement tardif, odeuagiéable et liquéfaction de ces
produits (Gouget,2013).

D'une facon générale, ces meétabolites miersbi présentent des caractéristiques
compatibles avec la fabrication, le traitemerifa@tonsommation des produits alimentaires.
En ajout a leur utilité dans le domaine agroalitaie, les bactériocines ont aussi un immense
potentiel dans le domaine médical. D’ordre géndeal, bactériocines peuvent étre utilisées
contre n'importe quel infection ou malaise caysa@sdes bactéries pathogénes comme l'acné,
des cas de fibrose kystique, la tuberculose, igssotes infections mammaires, les vaginites,
etc. Plusieurs essais cliniques sont en coursneoaire ces produits disponibles (Tagg, 2004).




Chapitre 1l Lesatabolites d’origine microbienne

[1.2. L’acide lactique
11.2.1. Généralités

L’acide lactigue ou I'additif E270 est un ime&diaire métabolique retrouvé dans de
nombreux organismes vivants allant des procaryategrobies a 'homme, et représente I'un
des acides organiques les plus importants (GiVdQ6, il est incolore ou Iégérement jaunatre,
peu volatil et sirupeux de saveur nettement acidegout |légérement lacté. Il se présente sous
forme liquide soluble dans 'eau, l'alcool, I'éther insoluble dans le chloroforme. Ses sels de
sodium (E325), de potassium(E326) et de calcium{E32 présentent quant a eux sous forme
de poudre et sont également solubles dans I'eadgDR007).

Il agit comme agent bactériostatigue notammsantes bactéries pathogenes (Salmonelles,
Listeria, etc.), et a de plus, un effet dépress#yy, intéressant.(Chene,2002).

[1.1.2. Application de I'acide lactique

L’acide lactique étant un acide naturel et teique, trouve diverses applications dans les
industries chimiques, alimentaires et pharmaceeasigll est également utilisé notamment dans
la production de polyméres biodégradables (Bowjetial., 2001 ; Djidel,2007).

0 En industrie alimentaire

De nombreux produits alimentaires se conservertdegéaun pH faible ; soit parce qu’ils
contiennent naturellement une teneur élevée erscrganiques (produits fermentés comme
les yaourts), soit parce que des acides leursveboitairement ajoutés (confiseries, boissons,
etc.).Dans ces produits I'acidité participe a laggrvation, mais elle est également recherchée
pour la saveur qu’elle apporte (Chene, 2002).

Le secteur alimentaire est le plus grand consommale lactate, ce dernier est utilisé
comme :

* Agent antimicrobien conservateur pour les saumuessproduits laitiers, les viandes
et le pain.

» Acidulant pour les biéres, les vins et les sucserie

« Stabilisant et épaississant (lactate de calcium)

* Source de fer pour supplémenter des laits mater(lasétate ferreux)

* Exhausteur de gout et émulsifiant (lactate de paias et d’aluminium) (Dijidel,
2007).

o Enindustrie pharmaceutique

* Solution de dialyse rénale (lactate de sodium)

» Traitement des déficiences en minéraux de magnésiume calcium (lactate de
magnésium et de calcium).

* Synthese des molécules chirales (Djidel, 2007).
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o Enindustrie cosmétique
* Il est utilisé dans les produits capillaires pomeétiorer la texture des cheveux.
» Dans les dentifrices comme agent détartrant et idaristions contre I'acné.
* Agent d’éclaircissant et de rajeunissement de da §Bjidel, 2007).

11.3. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont substances naag@laborée par des microorganismes agissant
de facon trés spécifique sur une cible moléculaiéeise, ils se caractérisent par leur synthése
enzymatique, utilisés dans le traitement des iidastbactériennes. Parmi les antibiotiques
les plus connus, citons la streptomycine, emplggte traiter la tuberculose, et la pénicilline
(extraite du champignoRenicillium notatum) (Hanock etl, 1999)

Ces métabolites ont la propriété d’intenféligectement avec la prolifération des micro-
organismes a des concentrations tolérées par I'thtel et al., 2002).

[1.4. Mécanisme d’action

[1.4.1. Mécanisme d’action des bactériocines

[1.4.1.1. Action des bactériocines de la classe Les lantibiotiques

Cette classe a principalement la membran®ptasmique pour cible. Pour les
lantibiotiques, I'effet antimicrobien est le résilta la fois de la perméabilisation de la
membrane cytoplasmique et de l'inhibition de lashitthése de la paroi bactérienne ou de
I'inactivation d’'une enzyme essentielle a la bidbyse de la paroi bactérienne (Chattegee
al., 2005a, Twomewt al., 2002).

[1.4.1.2. Action des bactériocines de classe Il

Le mécanisme d'action supposé des bacteesadile classe lla est l'interaction de la
bactériocine avec la membrane ou un récepteur fapéxi la « mannose perméase », pour
ensuite former un pore dans la membrane de laleetla qui induit la perméabilisation de la
membrane, la dissipation des deux composantes figcla proton motrice et la mort de la
cellule (Dalet et al., 2000 ; Héchard et al., 20@ravesen et al., 2002 ; Arous et al., 2004 ;
Vadyvaloo et al., 2004 ; Bauer et al., 2005).

Les bactériocines de classe llb ont en géndém spectre d'action inhibant une large
gamme de bactéries GranElles forment des pores et rendent la membran@éable a
différentes petites molécules, des cations monat&ieu des anions, ce qui dissipe une ou les
deux composantes de la force proton motrice (Oppegiaal., 2007).

11.4.1.3. Action des bactériocines de classe IlI

Le mode d'action de ces bactériocines mift@mplétement des bactériocines des autres
classes. En effet, I'enterolysin A, la zoocin Aleemillericin B agissent par I'hydrolyse des
liens peptidiques des peptidoglycanes des celkildes. La zoocin A a un spectre d'action
étroit alors que I'enterolysin A et la millericindht un spectre d'action large.L'helveticin J a
un mode d'action bactéricide (Nilsetral., 2003).
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I1.4.2. Mécanisme d’action des acides organigae

Le mode d’action antimicrobienne des acides orgssgest actuellement présenté
comme le résultat de trois effets differents. D'yt I'acidité des acides organiques abaisse
le pH de I'environnement de nombreux microorganspathogenes ou indésirables de telle
sorte que la croissance et la prolifération de adesiers sont impossibles ou fortement
limitées (Gouget, 2013). D’autre part, les moléswdeides non dissociées sont lipophiles et
peuvent pénétrer dans la membrane plasmique derepathogenes, comme les salmonelles
par exemple. A lintérieur de la cellule, les asideéduisent le pH, ce qui incite le
microorganisme a des mécanismes de régulation igaesrg qui I'affaiblissent. Par ailleurs,
les acides inhibent I'activité de certains systesregymatiques, dont ceux nécessaires pour la
multiplication du génome ADN. Le microorganismep®aut donc plus se multiplier (Chene,
2002 ; Servin, 2004).Et troisiemement, les molexwaeides dissociées, qui ne peuvent pas
pénétrer dans la membrane plasmique, endommagestruature des protéines de la
membrane. Sa perméabilité aux minéraux comme le sodium ou le potassium sIvé ainsi
modifiée. La modification de la pression osmotigpue en découle entraine la mort de la
cellule (Papagianni,2007).

Bactérie

ADN ==sxd Prolifération
Glucose ==t Energie

Figure 07: Mode d’action antimicrobienne des acides orgarsque

11.4.3. Mécanisme d’action des antibiotiques

L’'action antimicrobienne des antibiotigues compodes effets antifongiques et
antibactériens. lls agissent sur les acides nuasign ciblant la transcription bactérienne, des
concentrations élevées inhibent les interactiomgépues et I'ARN polymérase (Ma at,
2016). En outre elles inhibent la synthése de taigzctérienne, cette derniere possede des
molécules associées a sa structure qui fixent débia@iques ce qui conduit a une lyse
cellulaire (Chan 2016).
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[1I.1. les complexes chimiques

I11.2.1 Généralités

La chimie et la biologie font aujourd’hui partle notre environnement quotidien, ces
deux disciplines étant a la croisée de nombreusdssiries et de nombreux secteurs. La
chimie organique d'hier s'étend aujourd’hui aux énaes biologiques, aux molécules
inorganiques et aux macromolécules. Elle crée dégEe&s plus ou moins complexes jusqu'a
I'élaboration d'une chimie supramoléculaire fondge des interactions diverses entre
molécules et explique leurs propriétes.

De nos jours, les complexes de métaux de transitmnnaissent un développement
spectaculaire. Ce développement est observé dagsand nombre de domaines : biologie,
médecine, catalyse, I'industrie pharmaceutiqueathggie et I'environnement.

Un complexe chimique est constitué d’'un ion niéia¢ central sur lequel viennent se
fixer un certain nombre de molécules neutres oond appelés ligands. Les propriétés
chimiques de I'assemblage qui en résulte dépenderitt nature de la liaison entre I'ion
métallique et les ligands (ion-dip6le, ionique)det 'arrangement géométrique de ceux-Ci
autour de l'ion central, lui-méme contrdlé par [@®priétés électroniques de l'ion et des
ligands (Kettle, 1999 ; Shriver et Atkins, 2001).

Lorsqu’un ion s’entoure de ligands pour former aomplexe, on parle de réaction de
complexation. Ces réactions provoquent souventkasgements de couleur, démontrant que
les propriétés électroniques des complexes sdéreiiftes de celles des réactifs de départ.

La classification des complexes se base sur ldbreriions (ou d’atomes) centraux qu’ils
comportent. Les complexes dont les formules sayarisées autour d’un seul ion central sont
des complexes monométalliques (mononucléairesfeiité complexe comporte deux ou
plusieurs ions métalliques on la désigne par lesnds : bimétallique (binucléaire),
trimétallique (trinucléaire), polymétallique (polyciéaire) (Fay et al., 2005).

Les complexes des métaux de transition avec idesa@aminés ont constitué la base de
nombreuses études en raison de leur activité bapleg Aussi, les acides aminés participent
souvent a la formation de liaisons hydrogéne danfermation de leurs complexes ils sont
considérés comme des agents complexants impo(&imsma et al ., 2005).

Les composés comportant la purine et la pyridimsiague leurs dérivés (Adénine,
Guanine, Cytosine, Thymine et Uracile) sont dess phtéressants du fait de leur large
domaine d’application. Ils jouent particulieremaim rble significatif dans beaucoup de
systemes biologiques. (Olmezet al., 2001).




Chapitre IlI Les agentst@microbiens d’origine synthétique

Certains auteurs ont tenté de corréler I¢isis biologiques et pharmaceutiques a des
propriétés physicochimiques de certaines structuliss ont constaté que les liaisons
hydrogéne intramoléculaires ou intermoléculairefecaéhient de facon remarquable les
activités biologiques de ces composés. Dans cexientEndo et coll, 1982, ont observé que
La liaison hydrogéne H....O=C est responsable de gitentation de [l'activité
antibactérienne.

Noyce et al ., (2006) ont mené une étude dansttibdes chercheurs est d'évaluer sept
alliages de cuivre pour déterminer leur capacitéduire la viabilité dE.coli 0157, Leurs
résultats démontrent clairement les propriétésraotobiennes des alliages de cuivre vis a vis
d’E.coli 0157, et par conséquent, ces alliages ont le feltade contribuer a la sécurité
alimentaire.

Grobe et al., (2014) ont étudié le role dsuavie des cellules H:.coli sur des surfaces
solides en cuivre. Leurs résultats montrent quimtant dE.coli a été plus rapidement
inactivé et son ADN a également été moins stabdd. éffet peut expliquer certaines des
différences dans les modes de destruction desrlesct@am- et Gram+ sur ce matériel.

[11.2.2. Applications

Les complexes de métaux de transition caseat un développement remarquable dans
un grand nombre de domaines : biologie, médeciawlyse, l'industrie pharmaceutique,
métallurgie et I'environnement. En chimie des dohg ont des utilités multiples comme :

- Solubiliser un métal contenu dans un minerairfgXe : I'or solubilisé comme un complexe
cyanuré) ;

- Caractériser la présence d'une espéce chimiquefgpanation d'un complexe coloré
(Jacobsen, 1993).

-Ceux de platine sont utilisés en médecine datraikement de certains cancers (cisplatine,
carbo-platine, oxali-platine...).

-La capacité complexant de I'EDTA est mise a pudits le traitement d'intoxication par des
métaux, en particulier le plomb (Losada, 2001)

II.2. Mécanismes d’action des complexes chimiques

De nombreuses études ont porté sur le méunard&action des complexes métalliques
notamment le cis-platine (Rosemberg, 1978; Jamiesbippard, 1999). Il a été montré que
le complexe reste dans son état neutre, il enseitendans la cellule vivante par diffusion
passive a travers la membrane. La diminution a@®teentration en ions chlorure facilite son
hydrolyse en complexes trés réactifs.
Les complexes tres électrophiles obtenus par ltlyde peuvent réagir avec divers
nucléophiles cellulaires, comme I'ARN, 'ADN, lesgt€ines, le glutathion ou la méthionine.
Parmi ces composants cellulaires, les cibles grates sont les atomes d’'azote des bases
purines et pyrimidines de I’ADN.
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Il a été démontré que I'ADN est la cible g préférée pour la plupart des activités
biologiques anti-cancer et des thérapies antivdrédeott et Bradbury ,1994).En patrticulier, le
cuivre et ses ligands ont été largement étudiésamon de leurs fortes interactions avec
I’ADN via des associations de surface ou interéaiest puis de clivage de I'ADN a travers des
mécanismes d'hydrolyse ou d'oxydation (Che2611).

Selon I'étude de Santoya al., (2005), un large éventail d'activités biologig@eété attribué
au complexe de cuivre,en I'occurrence les actiat@shactérienne, antifongique,antioxydante
et anticancéreuse.
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IV.1.Action combinée des agents antimicrobiens

Plusieurs travaux ont montré I'utilité des congisons des agents antimicrobiens du fait
gu’elles offrent de nombreux avantages commedaation du colt et les concentrations des
substances utilisées ainsi éviter l'altération dequalité organoleptique et leurs effets
indésirables.

Evandro et al. (2009) ont pu déterminer l'efitd de la combinaison de I'huile
essentielle de thym et l'acide lactique sur leplsglbocoques et son intérét qui pourrait
apparaitre comme une alternative intéressanteljoduistrie alimentaire.

D’aprés Carrion-Granda et al. (2016), il egbssible d'améliorer la qualité
microbiologique des crevettes décortiquées et otartta croissance de la détérioration par
les microorganismes pathogenes pendant I'entrepofagprifique par I'application d’'un
revétement de chitosane incorporé d’'une petite tijéade I'huile essentielle de thym.

Cox et al., (2000), ont proposé de combires dgents bactéricides et bactériostatiques
qui contiennent des composeés agissant sur la no#iohe et présentant des interactions
chimiques.

Fei et al.,(2011) ont expliqué I'effet synigige entre certaines huiles essentielles (origan,
basilic et bergamote) contEecoli et S.aureus qui se porte sur la perturbation de I'intégrité
membranaire des cellules.

Selon Horvath et al. (2016), la combinaison dedebuessentielles de : cannelle, clou de
girofle, thym et menthe verte peut conduire a uetesynergique contre les levures et les
moisissures du genr€ondida albicans, Aspergillus fumigatugt Fusarium solani..Par
ailleurs la meilleure combinaison a été clou deftgf cannelle conduisant a un effet additif
dans tous les cas. L’huile de graines de cumin atmddes deux interactions synergique et
antioxydante.

Une étude a été realisée afin d'évaluer lessiples interactions synergiques et leur
efficacité antibactérienne et antioxydante desesudssentielles de graines de cumen et de
coriandre par rapport a six bactéries d'originenalitaire importantesB@cillus cereus,
Listeria monocytogenes, , Staphylococcus aureuschdfghia coli et Salmonella
typhimuriun). Les résultats démontrent que la combinaisonild'lie pépins de coriandre /
cumin pourrait en effet étre utilisé comme une seyotentielle antimicrobienne naturelle et
comme agents antioxydants dans les industries @tautiques et alimentaires (BAGadt,
2015).

IV.2. Comparaison entre les agents antimicrobiens

IV.2.1.Huiles essentielles versus antibiotiques

Historiguement, au regard des centaines dleens d'années qui les ont précédés,
I'apparition des antibiotiques dans I'évolutionbglle de I'hnumanité ne représente qu'un "clin
d'ceil".

Les plantes aromatiques, elles, ont toujoursdartie de I'environnement naturel et leur
usage culinaire, pharmaceutique, esthétique e€ &8t une constante retrouvée dans toutes
les ethnies ( Franchomme et Pénoél,2001).




Chapitre IV | nteractions entre les agents antimicrobiens

Chimiquement, les antibiotiques sont conésitd'une unique molécule, a présent

produite en masse par l'industrie pharmaceutique.

Les essences sont, elles, produites par le morgigaléet sont (pour la plupart) constituées
de multiples molécules leur conférant des propsiété variées.

Dans la mesure ou il est constitué d'unéesawlécule, il est aisé pour une bactérie de
synthétiser une enzyme ou une molécule rendant tibfatique inactif.
Dans certains cas, le processus se développepaitglque certaines bactéries deviennent
capables de se nourrir de cette substance serssééttaire. Cela ne se produit jamais avec
les traitements aromatiques et méme si des résestase manifestent, le plus souvent elles
diminuent avec l'amélioration du terrain et n'apgment pas chez d'autres patients.
(Franchomme, 2001).

La molécule synthétique permet seulementagt®n plus souvent bactériostatique. Il
suffit alors qu'une des bactéries développe paatiout une enzyme permettant d'inactiver
cette molécule, ou d'en inverser l'action, pourtrae¢n péril toute l'action thérapeutique
(Poole, 2002). Aucun antibiotique n’inhibe I'ensdenllles microorganismes et quelques
microorganismes sont naturellement résistantstainsrantibiotiques (Meyaat al, 2004).

Il'y a plusieurs raisons pour lesquelles unratgganisme peut avoir une résistance
naturelle & un antibiotique (Madigan et Martink602) :

- Il peut ne pas posseéder la structure ciblée’aatibiotique. Par exemple, certaines bactéries
ne possédent pas de paroi bactérienne typiquenetisoc résistantes aux pénicillines.

- Le microorganisme peut étre impermeéable a I'aotlifue. Ainsi, la plupart des bactéries a
GRAM négatif sont imperméables a la pénicilline G.

- Il peut modifier la structure chimique de l'antibque en une forme inactive. Beaucoup de
staphylocoques contiennent deédactamases qui peuvent couper le cyglactame de la
plupart des pénicillines.

-Il peut modifier la cible de I'antibiotique.

-Le microorganisme peut développer une voie bioajm résistante. Par exemple, de
nombreux microbes pathogénes développent la rasestaux molécules de sulfamides,
empéchant la production d’acide folique chez lesérées. Les souches résistantes modifient
leur métabolisme pour assimiler I'acide folique genét dans I'environnement, eévitant
I'utilisation de la voie métabolique bloquée pas sailfamides.

-Le microorganisme peut étre capable de relarguemntibiotique entré dans la cellule
(mécanisme d’efflux), comme décrit dans la réstade Pseudomonaseruginosaa de
nombreux antibiotiques.

L'huile essentielle va au-dela, et outre latrdéturation de I'enveloppe bactérienne et
l'attaque des organites cytoplasmiques, ellepagillelement sur lI'organisme en son entier. I
est, dans ces conditions, bien improbable qu'ur¢éba parvienne a muter suffisamment
dans la durée de vie dont elle dispose afin deugéjmutes ces différentes activités (Rasooli
et al, 2006).

L'apparition de phénomenes d'antibiorésistaratela création de souches bactériennes
mutantes redoutables (ainsi le banal staphylocasudransformant en germe quasiment
invincible a I'népital), certaines molécules ardtltjues présentent une toxicité sévere (foie,
rein, etc.).Plus grave encore, les effets secoeslaioccultes entrainant ['inhibition
progressive des systémes de défense du corpsié&deguilibre de la flore intestinale ouvrent
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la porte aux candidoses et aux viroses et auxolmgies qui y sont directement et
indirectement liées.

Les huiles essentielles, utilisées selon des morprécises, donnent lieu a des "effets
secondaires bénéfiqgues" a lI'ensemble de I'organétra flore symbiotique, habituée depuis
des milliers dannées a vivre avec les moléculeematiques, est respectée.
Enfin, le systeme immunitaire voit son activité mtgk dans le sens le plus favorable a la
défense et a I'épanouissement de 'organisme ¢liroamme et Pénoél,2001).

IV.2.2. Bactériocines versus antibiotiques

L'effet miracle des antibiotiques n'aura pasré a cause de leur sur-utilisation qui a
engendré I'’émergence de souche de bactéries rdestaomme les redoutables MRSA
(Methicillin-Resistant Staphylococcus aureas)RE fancomicine resistant enterobaccijus
Ainsi, plusieurs restrictions gouvernementales &étmises en place pour essayer de freiner
la résistance bactérienne incluant celle de la Faudi Drug Association (FDA) aux Etats-
Unis qui a banni l'utilisation d’antibiotiques dalessdomaine agro-alimentaire vers la fin des
années 60. De ce fait, plusieurs compagnies deupfiodis se sont tournées vers les
bactériocines pour assurer la qualité de leursy®guisque les bactériocines sont, pour la
plupart, inodores, sans gout, mais surtout, norgtms.

Elles sont donc parfaites pour étre utilisées corbinepréservatifs et prennent maintenant
une importante partie du marché multimilliardaies duppléments alimentaire
( Lussier-Price,2008)

L’aspect qui retient le plus I'attention ayet des bactériocines est qu’elles possedent un
mécanisme d’action différent par rapport aux aotigues. Ces derniers peuvent inhiber la
synthése de la membrane cellulaire et des élénemsentiels pour la survie des bactéries
tandis que les bactériocines elles forment desstdans la membrane bactérienne. Ainsi,
théoriquement, les bactéries résistantes aux atitjhes ne devraient pas étre résistantes aux
bactériocines puisqu’elles ne font pas appel au endécanisme. En effet, en 2008, une étude
in vivo portée chez les souris a montrée que la Mersac{taaériocine produit par I'espece
Bacillug) était capable d’inhiber la croissance d’'une dmrgckes bactériennes résistantes aux
antibiotiques (Sasal, 2008).

IV.2.3. Combinaison des bactériocines avec d'awds agents

La combinaison des bactériocines avec d'atitaitements de conservation chimique ou
physique donne des résultats prometteurs poumiseceation des aliments.
Les molécules chimiques peuvent étre des acidesiopges, le nitrite, le chlorure de sodium,
I'éthanol, des huiles essentielles (lI'impact s peopriétés organoleptiques doit étre
soigneusement évalué) ou des agents chélatangsiedelEDTA, le phosphate trisodique, le
citrate.
Ces agents chélatants permettent de séquestientesagnésium des lipopolysaccharides de
la membrane externe des bactéries Gram- permettaxt bactériocines d'atteindre la
membrane interne, siége de leur activité. Les ema@ints physiques peuvent étre des
traitements thermiques, le stockage sous atmospban&6lé, l'application de champs
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électrigues ou l'application des hautes pressi@ndgders2004 ; Deegan &ll., 2006 ; Galvez
etal., 2007). D'autre part, I'utilisatioiinhibiteurs de protéases ou de protéines desséjg

suggérée afin de prévenir dggradation des bactériocines par les protéasesmnies dans le
produit a conservgiKouakou etl., 2008)..
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Matériels et meétles

Ce travail expérimental a été réalisé pendant unéedde trois mois au sein du
laboratoire de microbiologie la faculté des sciangielogiques et des sciences agronomiques,
Université Mouloud Mammeri, Tizi-Ouzou.
Il a pour objectif :
- Evaluation du pouvoir inhibiteur de la croissabeetérienne de six agents antimicrobiens
naturels a savoir : I'huile essentielle de thyngild’de clou de girofle ; d’eucalyptus, de la
sauge ainsi que acide lactique.
- Détermination des concentrations minimales irthdas (CMI), ainsi que les concentrations
minimales bactéricides (CMB).
- Etude des interactions entre les agents antilmieng actifs par combinaison deux a deux

et détermination des concentrations sub-inhibigtice

l. Matériel biologique
[.1. Les souches bactériennes testées

Le choix des souches bactériennes testées dapsctatie a été basé sur I'implication
dans la pathologie humaine, l'altération des atit®eainsi que leurs résistances aux
antibiotiques .Pour cela nous avons sélectionm@ix dhactéries a Gram+, quatre bactéries a
Gram- qui sont représentées dans le Tableau II.
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Tableau II: Etat descriptif des différentesbactéries utilisées dans cette étude.
Souches Morphologie et| Habitat et origine| Pouvoir Provenance
bactériennes | type de Gram pathogene

Coccobacilles | Commensale du | Diarrhées, Laboratoire de
Eschérichia. | a Gram négatif| tube digestif de | gastro-entérites| microbiologie du
coli ATCC ’lhomme et des | Infections centre hospitalier
25923 animaux urinaires universitaire
(CHU) Mustapha
Bacha d’Alger
Bacilles a Germe Infections Laboratoire de
Pseudomonas.| Gram négatif | ubiquitaire, vivant| pulmonaires, microbiologie du
aeruginosa en milieu humide | Infections centre hospitalier
ATCC 27853 et fréquent en urinaires, universitaire
milieu hospitalier | Méningites, (CHU) de Tizi-
septicémies Ouzou Nedir
Mohamed
Bacilles a Commensale du | Infections Laboratoire de
Gram négatif | tube digestif et de| respiratoires, microbiologie du
Kliebsiella. 'appareil Infections centre hospitalier
pneumoniae respiratoire de urinaires, universitaire
’lhomme et des | septicémies (CHU) de Tizi-
animaux Ouzou Nedir
Mohamed
Bacilles a Commensale de | Infections Laboratoire de
Gram négatif | l'intestin de localisées microbiologie du
Proteus. I'hnomme et des | surtout cutanée| centre hospitalier
mirabilis animaux Infections des | universitaire
voies (CHU) de Tizi-
respiratoires Ouzou Nedir
Septicémies Mohamed
Staphylocoque} Cocci en Ubiquitaire dont | Intoxication Laboratoire de
aureus grappes de le réservoir est | alimentaire microbiologie du
ATCC 43300 | raisin a Gram | localisé au sein de Infections centre hospitalier
positif la peau et des cutanées et des| universitaire
muqueuses muqueuses, (CHU) Mustapha
Septicémies, Bacha d’Alger
pneumonies
Bacilles a Germe ubiquitairg Intoxications laboratoire de
Bacillus. Gram positif | dans le sol,dans | alimentaires microbiologie de
cereus I'eau de mer, dans Infections des | la société
I'eau douce et sur| plaies, s, pharmaceutique
les plantes. méningites, (Aldaph-
infections du Novonordisk) sise
systeme ala zone
nerveux central, industrielle Oued-
infections Aissi de Tizi -
respiratoires . | Ouzou.
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l.2. Les agents antibactériens testés :
[.2.1  L’huile essentielle de thym

L’huile essentielle de thym (commercialetée durant notre étude est issue d’une plante
appartenant a la famille des lamiacées ; il s'dgithymus vulgaris.

Elle est 100% pure et naturelle issue deritatjure biologique, achetée a la société
francaise FLORAME, de couleur jaune claire, nonaibie avec I'eau .Elle a été conservée
en position verticale, a I'obscurité et au fraisfiigération), elle est certifiée par Ecocert SAS
F 32600 (ISO).

[.2.2. L’huile essentielle de I'ail

L’huile essentielle testée durant notre étestassue d’une plante appartenant a la famille
des Liliacées

Cette huile est de couleur transparenteueigge, non miscible avec I'eau. Elle a été
conservée en position verticale a I'obscurité efrais (réfrigération).

1.2.3.  L’huile essentielle de clou de girofle

L’huile essentielle testée durant notre étest issue d’une plante appartenant a la famille
des Myrtacées.

Cette huile est de couleur transparentguésse, non miscible avec I'eau. Elle a été
conserveée en position verticale a I'obscurité efrais (réfrigération).

1.2.4. L’huile essentielle d’eucalyptus

L’huile essentielle testée durant notre étudesssta d’'une plante appartenant a la famille
des Myrtacées.

Cette huile est de couleur jaune péle, faviecune odeur fraiche et trés caractéristique,
non miscible avec I'eau. Elle a été conservée aitipn verticale a I'obscurité et au frais
(réfrigération).

[.2.5. L’huile essentielle de la sauge

L’huile essentielle testée durant notre étast issue d’une plante appartenant a la famille
des Lamiacées ; il s'agit &alvia officinalis.

Cette huile est de couleur jaunatre, visgagnon miscible avec I'eau. Elle a été
conservée en position verticale a I'obscurité efrais (réfrigération).

Toutes les huiles essentielles testées pexdduile de thym, nous ont été aimablement
fournies par monsieur Libdiri Farid, chargé de scauf’université de Bouira.
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1.2.6. L’acide lactique

L’acide lactique utilisé est commercialisé par isété de chimie cosmétique et de
pharmacie, ses caractéristiques ; présentées Bcindatechnique sont comme suit

» Aspect : liquide visqueux miscible avec I'eau dvants organiques.
* Couleur : transparent a jaune.

* Essaie: 79.5-80.5%

» Gravité spécifique : 1.13-1.20g/ml

e Total de métaux lourds<10ppm

e Ph:44

1.2.7. Le complexe chimique a base d’uracile.

Le complexe chimique testé nous a été aimadahé fourni par, Dr Adkis, professeur au
département de chimie, faculté des sciences, Wsifeédviouloud Mammeri, Tizi-Ouzou

Cet échantillon est de couleur brune, il est a basacile.
[I. Vérification des souches microbiennes
[1.1. Purification des souches bactériennes

Les souches bactériennes testées sont delsesopures conservees dans le milieu TSA a
4°C.

Chacune des quatre souches a été repidusieyss fois sur le milieu MH et incubée a
37°C afin d’obtenir des cellules jeunes de 15 &h&8res. Une coloration différentielle de
Gram a été réalisée suivie d’'une observation ma@pique dans le but de déterminer : la
forme, la taille, le mode d’agencement des cellalasi que le type de Gram.

La coloration de Gram (voir annexe?2).
II.2.  Préparation d e I'inoculum
11.2.1. Préparation de la pré-culture

Les tests antibactériens sont réalisés a partiutteres jeunes en phase exponentielle
de croissance (culture de 15 a 18 heures).

Les souches bactériennes sont repiquées sur keunMiH gélosé, puis les boites sont
incubées a 37°C pendant 16 heures.

[1.2.2. Préparation de la suspension bactérienne

Dans la zone septique du bec bunsen et a partcutleres pures de 16 heures,
prélever a I'aide d’'une pipette Pasteur quelquésnoes bien isolées de chacune des souches
a tester. Décharger la pipette dans 10 ml d'eausiplogique stérile a 0,9%, puis
homogénéiser. Les suspensions bactériennes samteenstandardisées a ®LOFC/ml en
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effectuant des dénombrements sur la cellule de 9daim et des dilutions décimales, si
nécessaire.

lll. Evaluation qualitative et quantitative de l'activité antibactérienne.
l1l.1. Test in vitro

L’évaluation de I'activité antimicrobienneété réalisée par la méthode des puits décrite
par Ismailet al. (2008). Cette méthode consiste a estimer litibilb de la croissance des
germes testés au contact des difféerents échastill@yents antimicrobiens étudiés.

l1l.2. Protocole expérimental

Couler aseptiguement le milieu de culturtvg® Mueller-Hinton en surfusion dans des
boites de Pétri en raison de 20ml par boite. Laisfeoidir et solidifier.

A partir d’'une suspension bactérienne stafisée a 16UFC/ml, nous avons prélevé
100 ul de la suspension bactérienne que nous avongeé&adhide d’'un rateau sur la surface
du milieu gélosé. Et on laisse sécher.

Des puits d’environ 6mm de diamétre ontoétéfectionnés a l'aide d’une pipette Pasteur
retournée et flambée a son extrémité large. Adtieur de ces puits on déposede
chaque échantillon a tester. Les boites sont, endarmées et laissées diffuser pendant 30
minutes.

De méme, des antibiogrammes avec des andjbest de réféerence : Amoxicilline
Amoxicilline-acide clavulanique,Ciprofloxacine,Samhéthoxazole+Triméthopri et
Chloromphenicobnt été réalisés afin de servir de témoins positifs pour comparer les
résultats. Aussi, des puits ne contenant que du OMi® I'eau distillée stérile ainsi qu'avec
les différents échantillons ont été réalisés aéirservir de témoins négatifs.

La lecture est réalisée apres 24 heuresubigition a 37°C. Les diameétres des zones
d’inhibition sont mesurés a I'aide d’une regle gmimés en millimétre (mm) (le diamétre du
puits (6mm) est inclus).

Selon Ponce et al. (2003), la sensibilitédi#érentes souches vis-a-vis des H.E. étudiées
est classée selon le diamétre d'inhibition selsrcigéres suivants

Non sensible ou résistante, £:<8 mm ;
Sensiblesi: 9 mm O <14 mm ;
Trés sensible si : 15 mmO <19 mm ;

Extrémement sensible s > 20 mm.
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V. Détermination des CMI et CMB
IV.1. Détermination des CMI

La méthode par dilution a pour but d’évaluer descentrations minimales inhibitrice. Celle-
ci consiste a déterminer la plus faible conceimmat’'un agent antimicrobien, nécessaire
pour inhiber la croissance d’'un microorganisme ust al.,2008; Derwichet al.,2010).
IV.1.1. Préparation des dilutions

L'HET a été dilué au Y2 dans le DMSO sigma (C2H60&)nt sa concentration est de
4.4mol/l.

La dilution de I'HET a été réalisée au ¥2 dans dud®M celle de I'acide lactique au % dans
de l'eau distillée stérile.

IV.1.2. Méthode des spots
Principe de la méthode

Ce test a pour objectif d’estimer la concentratimimimale inhibitrice des souches
testées au contact de différentes concentrationgglents antimicrobiens étudiés (Sokraen
al., 2004).

Cette technigue est réalisée en trois étapes :

- Dans des boites de Pétri stériles, couler 15ml dieurMH qui va servir d’apport en
nutriments pour les souches bactériennes ;

— Réaliser une dilution volume a volume : dans 3mintdlieu de culture, mélanger
des volumes variables de I'agent antimicrobienséete Puis, la dilution obtenue est
versée et étalée d’'une facon homogéne dans lesshd# Pétri préalablement
coulées ;

- Aprés solidification, déposer 3 spots del Ble la suspension bactérienne & 10
UFC/ml en forme de triangle.

Nous avons aussi réalisé un témoin positihtenant uniquement la suspension
microbienne, et un témoin négatif ne contenantusmuent I'agent antimicrobien

Les boites sont, ensuite, incubées a 37°C peradidmt

La plus petite concentration pour laquéliey’a aucun développement visible de la
souche est considérée comme étant la CMI.

IV.2.Détermination des CMB

La détermination des concentrations mingsdlactéricides (CMB) est réalisée par un
prélevement, a l'aide d’'une pipette Pasteur, daszbnes d’inhibition (ne présentant aucune
culture visible). Chaque prélévement est, ensuépiqué en stries sur le milieu MH ne
contenant aucun agent susceptible d’étre inhibileula croissance de la souche en question.
Les boites ensemencées sont incubées a 37°C p&ddant
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V. Les combinaisons
Dans ce travail, nous avons effectué dedamisons a deux sur la soudbeoli.

Ce test consiste a combiner deux substanu@zaetériennes par la méthode des spots
selon les CMI obtenues par celle-ci afin d’obted@s concentrations minimales sub-

inhibitrices.Pour cela, nous avons réalisé diffees dilutions volume a volume de nos
échantillons dans 3ml de MH.

La lecture des résultats est réalisée apres 2¢$elincubation a 37°C.
Les combinaisons effectuées sont représentéedaltaideau suivant :

Tableau Il : Tableau représentant les différentes combinaisons effectuées dans notre
étude.

Acide HE de thym
lactique
Acide HE d’eucalyptus
lactique
Acide HE de la sauge
lactique
HE de thym HE d’eucalyptus
HE de thym HE de la sauge
HE de thym Complexe

a base d'uracile

D’aprés PIBIRI (2005), les effets des combinaisdiegyents antimicrobiens, sont
définis selon quatre interactions possibles :

> Indifférence : I'activité d’un agent antimicrobien n’est paseaftée par I'autre.
(A+B)= Effet A ou Effet B

Addition : I'effet de I'association est égal a la somme elifsts de chaque agent étudiée
isolément, a la méme concentration que dans | éssmT.

(A+B)= Effet A +Effet B

Synergie : l'effet est significativement supérieur a la soegle chaque agent étudiée
isolément, a la méme concentration.
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(A+B) > Effet A +Effet B

» Antagonisme I'association diminue I'activité de I'un des age@antimicrobiens ou de
l'autre. Elle est inférieure a la somme des effiet€hacun pris séparément.

(A+B) < Effet A +Effet B
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I. Criblage des substances antimicrobiennes (screenil

l.1.Activité antibactérienne

L’étudein vitro du pouvoir antmicrobien des agents naturelr la méthode des puits
utilisant le milieu MH pour les bactéries nous @ndauits a I'obtention des résult:
illustrés dans des tableaux ou figures. L'actiantibactériennest estimée en termes
diametre des zones d’inhibition autour des pcontenant les agents antimicrobien
tester. Les souches sont classées en : sensiktigsnement sensibles ou résistar

Les souches utilisées ont été confirmées par urserehtion microscopique et
coloration de Gram réalisée sur des celluleses de cultures jeunes obtenues sur g
Mueller-Hinton.

Les résultats de la coloration de Gram sont ilassgpar les photos présentées da

figure8.

Klebsiella.peneumoniae Eschérichia.coli Staphylocoque.auret
ATCC 25923 ATCC 43300

Psaidomonas.aeruginosa Bacillus.cereus Proteus.mirabil
ATCC 27853

Figure 8. Résultatgle la coloration de Gram observée au Gx1000 a lénsior.
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Les cellules ¢.coli, observées sous forme de coccobacitiees e
K.peneumoniae en bacillescellules isolées, se somvélées Gram négatif (colorati
rose), alors que les cellules Saureus se présentaient en forrde cocci , avec let
agencement particulier en grappes de r¢coloration bleugd Gram positif et cels de
B.cereus en bacilles colorées en violet a Grpositif. Les cellules d@.mirabilis sont
observées sous forme de coccobac(coloration rose).

l.1.2.Résultats du témoin négati

Si nos échantillondoivent étresoumisaux essais biologiques, la toxicité du sol\
peut égalemergétre critique car méme en traces, le solvant neatguasinterférer dans
le processubiologique. Pour cela, le DMS ainsi que I'eau physiologique stérile ¢été
testés commaliluants. Les résultats (Figure 9 et Figure 10nontrent qu’ils soni
appropriés et ne présenteaucun effet sur la croissance des souches micnods

Proteus.mirabiis Eschérichia.coli

Figure 9: Effet du DMSO € de lI'eau physiologique stérile sur quelqu bactéries
étudiées.

Figure 10 Résultat du témoin négatif pour la méthode des p
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1.1.3.Résultats du témoin positif

Dans la pratique clinique quotidienne, I'effid@cantibactérienne est évaluée in vitro
par la mesure de la réaction des a un agent antibien dans le milieu de culture,
antibiotique par exemple.

Le but de cette étape est de déterminegriaikilité des souches testées vis-a -vis de
cing antibiotiques synthétiques, choisis par rappdeur large spectres d’action. Cette
sensibilité est exprimée par I'apparition de zodaéshibition autour des disques. Les

résultats sont représentés dans la figurel0.

~—~

e

£

Q

N

c

(@]

= B Amx25
Q

< mAmc30
=

po] C30

3

c m CIP5

(@]

N m SXT25

Souches bactériennes

Figure 11: Représentation graphique des résultats de biamgtiamme effectué sur les

souches bactériennes choisies.

Amx25 : Amoxicilline Amc : Amoxicilline-acide
clavulanique
C30 : Chloromphenicol CIP : Ciprofiacine

SXT25 : Sulfaméthoxazole + Triméthoprime

En comparant les valeurs (diametre des zondsltion) de cette figure, nous
remarquons gue toutes les souches testées présgmesensibilité extréme vis-a-vis
de Ciprofloxacine et développent une résistancgre I'Amoxicilline et
I’Amoxicilline-acide clavulanique. En outre la Saithéthoxazole manifeste une
activité antimicrobienne contre la majorité descims.
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|.1.4.Effet antibactérien des six substances teste
Dans cette partie, nous avons testé a [gtatl'activité antibactérienne de nos cing
huiles ainsi que de l'acide lactique.

Les résultats de ce test sont représentés dasmofindmme indiqué dans la Figure 11
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Figurel2: Représentation graphique des résultats de la ehetihes puits sur les
souches choisies.

Il ressort de I'histogramme présenté dan&idare 12 que les agents antimicrobiens
étudiés sont dotés d’une activité inhibitrice vialgaselon la bactérie testée.

Cette observation a été également rapportée pale¢kig2006) soulignant que, les
différents microorganismes n’ont pas une sensbiBimilaire vis-a-vis des huiles
essentielles.

Cependant, nous constatons que les souches a Goaiplus au moins résistantes aux
HEs que les souches a Gram+.ll a été frequemmepor dans la littérature (EL
Kalamone et al., 2009 ; Ghilles et al ., 2009 Satet al., 2012 ;Fadli et al ., 2012) que
les bactéries a Gram- résistent a l'effet inhibitdas HEs et leurs composants. Selon
Lecrerc et al., (1995), cette résistance peut figxer par le fait que les bactéries a
Gram- possedent une membrane externe imperméaklesubstances hydrophobes,
susceptibles d’entrer et empécher la croissanc&ilamne. Cependant, I'absence de
cette barriere chez les Gram+ permet le contaetdies constituants hydrophobes des
huiles essentielles avec la bicouche phospholipaligle la membrane cellulaire
bactérienne (Burt, 2004).

Nos résultats (Figurel2) montrent dueaeruginosa est la souche la plus résistante
vis-a-vis des HEsestées et ceci n'est pas surprenant ! Selontéaalitire et les travaux
meneés sur les souches de cette espece, plusiquuthéges ont été supposées quant a
leur résistance. Selon Pibiri,(2006), cette demiida réputation d'étre trés résistante a

e
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toutes sortes d'agents antimicrobiens et antihieigen général. Il est établi que
l'inhibition de cette bactérie par des agents dotbiens, nécessite des concentrations
considérables.

La sensibilité modérée des bactéries a Gragatif vis-a-vis des huiles essentielles
peut étre expliqguée en termes de contraintes digsdih des composeés a travers leur
membrane externe causée par la présence d'unérbahngdrophile. Bien que cette
barriere ne soit pas totalement imperméable, elidrage le transport des
macromolécules et des composants hydrophobes £Rieretal., 2009).

En effet, I'étude menée par Fodil et al. (2048)Laurier nobilis a démontrée gé.coli

est d’autant plus sensible gBaureus indiquant des zones d’inhibition de diameétre de
13mm et 18mm,respectivement.

Selon Delaquis et al. (2002), il est difficile dairé une généralisation du fait que
chaque essence est uniqgue dans sa composition ajuechbactérie differe
considérablement I'une de l'autre en structurerefomctionnalité. De méme, Farah et
al. (2001), ont rapporté que I'efficacité antimisienne d’'une huile essentielle est due a
la nature et a la teneur de ces différents costituqui peuvent agir en synergie.

L'HET a exhibé une activité antibactériennenagquable pour toutes les souches
bactériennes sauf polaeruginosa avec un diametre de 9mm qui se rapproche de
celui de ciprofloxacine. Cette observation est ki@ a celle de Fong et al. (2011),
estimaient que le thymol et le carvacrol sont laagpaux composants de I'HET a
présenter cette activité antimicrobienne. Ces méamdsurs ont démontré que ces
phénols augmentent la perméabilité de la membrelhdaire des bactéries et réduisent
la force protomotrice et diminuent ainsi le tauxracellulaire d’ATP qui fournit
I'énergie nécessaire aux réactions chimiques ealoétues de la cellule.

Les six souches bactériennes(Figurel2) seas@rées sensibles a 'HE de clou de
girofle avec des zones d’inhibition comprises eldtteet 16 mm. En effet, Bourit et al
.2007 ont affirmé que les HEs a I'état pur inhib&mtmoins un genre bactérien.

Bourit et al. (2007) ont étudié le pouvoir antilgamn des huiles essentielles des clous
de girofle et sarriette sialmonella.paratyphi, et leur application a la conservation de
la viande fraiche type hachée pendant une durég jdars. Ces auteurs ont constaté
qgue I'huile de clou de girofle exerce une actiaitéimicrobienne plus considérable que
celle de sarriette. Cette derniére a ralenti ldssemce deS paratyphi uniguement
durant les premieres heures d'entreposage derldevia une température de 1 °C. Une
réduction du nombre logarithmique de cette souchprésence des HEs de sarriette et
de clou de girofle est réduite d'un facteur deet, 43,19 % respectivement, jusqu'au
4°™jour ol la sarriette perd complétement son aétigittibactérienne, contrairement a
celle du clou de girofle qui la maintient partietilent jusqu'au dernier jour.

Selon Vrinda Menon et Garg. (2001), 'HE deu de girofle, est efficace a un
niveau de 5-1/g pourListeria monocytogenes dans des produits a base de viande.

Nos résultats montrent qBaureus et E.coli sont les seules sensibles a I'eucalyptus.
Ces résultats s’accordent avec ceux de la litterasicientifique démontrant que les
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bactéries a Gram négatifs peuvent étre sensiblegtion des HEs.En effet une étude
menée par

Derwich et al. (2009) sur I'effet antibactérien ldaiile d’Eucalyptus globulus,a montré
que cette huile exerce un effet plus importantssaoli que suiS.aureus.

Nos résultats concordent avec ceux de Khider ein&jz2013 ouP.aeruginosa et
K.pneumoniae n’'ont enregistré aucun diametre d’inhibitiod I'encontre de I'HE
d’Eucalyptus camaldulensis.

Pour I'HE de la sauge et de l'ail, nous ntad constaté aucune action sur les souches
bactériennes,salif.coli qui est [égerement sensible a la sauge avecame dinhibition
faible de 9mm. Ceci peut étre expliqué par le fpnie les molécules bioactives de ces
huiles ont été détruites au cours de I'extracties extraits aqueux des HEs.

Balouiri. (2011) a étudié l'activité antibactémend’'un extrait de Igauge officinalis sur
E.coli, P.aeruginosa, B.subtilis et Saureus. Les résultats obtenus sur milieu gélosé ont
permis de montrer que kauge officinalis a un effet inhibiteur sur les souches sauf pour
P.aeruginosa qui s’'est avérée totalement résistante.

Khadri.(2009) a évalué I'activité antibactériewied'huile essentielle Allium sativum vis-
a-vis différentes souches @eaeruginosa complétée par la détermination de la CMI .Les
résultats ont montré que I'huile posséde une aatioibitrice de la croissance sur plus de
50% des souches testées avec des CMI relativenwydnmes qui varient d'une méthode
a une autre dont la méthode de dilution en miliquide a donné des CMI entre 32 et
64ug/ml alors que celles de la méthode de dilutiomdieu solide sont situées entre 64 et
128ug/ml.

Cheradi et al. (2016) ont estimé l'activité antitgaienne du jus pur de Alium sativum
surE.coli ATCC 25923 ainsi qu&.aureus ATCC 43300 (les mémes souches utilisées dans
notre étude), elles ont rapporté que ces deux ssuske sont avérées extrémement
sensibles au jus pur a la concentration de 75%.

Les résultats obtenus sur l'acide lactiguaguent qu’il est tres actif sur toutes les
souches testées avec des zones d'inhibition sypés a 25 mm, cette sensibilité est
semblable a celle enregistrée par ciprofloxacielers (Jedidi, 2007 les acides
organiques ont différentes actions par exemplegelu'un excellent pouvoir bactéricide ou
un effet bactériostatique contre les micro-orgaespathogénes se trouvant dans le tube
digestif.
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B.cereus P.aeruginosa S.aureut
1:HET 3 : HE de clou de girofle 5 : HE d’eucalyptus
2 : HE de Iail 4 : HE de la sauge 6 : Acide lactique

Figure 13: Effet inhibiteur par la méthode des puits.

[I. Détermination des Concentratons Minimales Inhibitrices (CMI) et
bactéricides (CMB).

II.1.Concentrations MinimalesInhibitrices (CMI)

La détermination des CMI des différents agentsnaintobiens testés dans ce
étude a été réalisée pgarméthode des spi .Cette méthode consi: a incorporer une
dilution volume a volurr (des volumes variables de I'agemitimicrobiel a tester dans
la couche sugxficielle du milieu de cultu)) a été effectuée.

Les CMI sont calculées en pourcentage (%) du voluael’agent antimicrobie
incorporé par rapport au volume de la couche sigulé du milieu de culture (3m
Les résultats des tests sur la CMI des différegent antimicrobiens testés sur

souches bactériennessoapportés dans le Table V.
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Tableau 1V: Valeurs des CMI des souches bactériees exprimées en pourcentage.

HE de|HEdail |HE de | HE HE de la| Acide
thym clou de| d’eucalyptus lactique
; sauge
girofle
E.coli 0.16% _ 1% 5% 12.6% 1,6%
P.aeruginosa 8.3% _ 4.80 _ _ 1.6%
P.mirabilis 1.5% _ 1% _ _ 1.6%
K.pneumoniae 0.5% _ 0.6% _ _ 1.08%
S.aureus 0.5% _ 0.6% 7.3% _ 1.16%
B.cereus 0.16% _ 0.16% _ _ _

__:non testé (échantillon non actif sur la souche).

Plus les CMI sont faibles plus I'activité antiba@éne des agents testés est meilleure.

D’aprés les résultats obtenus dans le Tabldamous constatons que la plus faible
CMI a été obtenue avec I'HET vis-a-visktoli et deB. cereus, soit 0,16%. Ce qui
s’explique par lajuantité infime de I'huile incorporée dans le milie
Cette CMI de I'HET est deux fois inférieure a cedletenue par Ousslimani et al. (2015)
vis-a-vis dE.coli ATCC8739 ce qui affirme que notre souche testéelest sensible a
'HET que cette derniére.

L’'HE de clou de girofle a aussi montré unasplaible CMI vis-a-vis dd.cereus. La
CMI de I'acide lactique étant également faible dprd est testé sutP. aeruginosa.

Nous pouvons déduire que I'HE de thym et de clewgilofle ainsi que I'acide lactique
sont dotés d’une activité antimicrobienne tres irtgpde d’autant plus que ces derniers sont
efficaces sur les six souches testées.

Tandis que la CMI la plus élevée a été enregistvée la sauge vis-a WBE. coli, soit 12.6

% cette derniére reste la seule souche sensie-vis cette huile.
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Il.2. Concentrations Minimales Bactéricides (CMB)

Afin de déterminer la nature de I'activitétibactérienne de nos agents antibactériens

testés, nous avons effectué un repiquage a gagiCMI obtenues sur le milieu MH.

Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau

Tableau V: Détermination de I'effet bactéricide dedlifférents agents
antimicrobiens testés apres repiquage sur le milieMH.

Substances | HE de thym HE de clou deHE d’eucalyptusi HE de la saugs Acide lactique
girofle
Souches
E.coli Effet Effet Effet Effet Effet
bactéricide bactériostatique| bactériostatique| bactériostatique| bactériostatique
P.aeruginosa | Effet Effet _ _ Effet
bactériostatique| bactéricide bactériostatique
P.mirabilis Effet Effet _ _ Effet
bactéricide bactéricide bactéricide
K.pneumoniae | Effet Effet _ _ Effet
bactéricide bactériostatique bactériostatique
Saureus Effet Effet Effet _ Effet
bactériostatique| bactéricide bactériostatique bactéricide
B.cereus Effet Effet _ _ Effet
bactéricide bactériostatique bactériostatique

_ :non testé (échantillon non actif sur la souche)

Les résultats du Tableau V, révele la matle I'activité antibactérienne des différents

agents antimicrobiens selon les souches bactégenne
L'HE de thym, I'HE de clou de girofle ainsi quedide lactique sont dotés d’un fort pouvoir
en raison de leur effet inhibiteur sur les soudkstes.

I1l. Effets des combinaisons des substances étudge

Les HEs peuvent étre utilisées comme agents amthbiens contre des espéces
pathogenes pour ’'Homme. Afin de réduire la dosieaafe de ces agents, celles-ci peuvent
étre combinées avec d'autres agents ce qui peutedaraissance a un effet synergique ou
additif (Horvath et al., 2016).

L'objectif de cette étude est d’évaluer l'efficacides huiles essentielles végétales en
combinaison a deux avec d’autres agents microblesss mélanges obtenus sont testés par
la méthode des spots sur la souElali.
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lI.1. Acide lactique/HEs

[11.1.1. Acide lactique versus HE de thym
Les résultats du Tableau VI montrent les résultis la combinaison de deux agents

antimicrobiens : HE de thym et I'acide lactique Busouchee.coli.

Tableau VI: Résultats du test de combinaison Acide lactique veus HE de thym.

HET | 0.25% | 0.16%* 0.083% 0.05% 0.039

Al

2% InT InT Int Int Int
1.6%* InT Int Int Int Int
1.3% InT Int Int Int Int
1% InT Int Int Int Int
0.6% InT Int Int Int Int
0.3% InT Int Int Int Int
0.16% InT Int Int Int Int

Int: Inhibition totale *: CMI

D’apreés les résultats du tableau VI, onstate que les bactéries se sont montrées

sensibles a toutes les concentrations donc I'effdibactérien de la combinaison est

plus important en le comparant a I'effet de I'hugigsentielle et I'acide lactique testés

séparément.

Lors d’une combinaison de substances antimicroleietrois effets sont a distinguer :

addition, antagonisme ou synergie (Fleiro, 2011ydNavions obtenu une inhibition

totale a des concentrations (sub-inhibitrices) rintées aux CMI des agents

antimicrobiens testés, ce qui indique probablertieffiét synergique.
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HE de thym+acide lactique HE de thym+acide ldmjue HE de thym+acide lactique
0.08%+0.16% 0%30.016% 0.08%+0.06%
Figure 14: Photos illustrant I'effet inhibiteur de la comhbison : Acide lactique avec
I'HE de thym.
[11.1.2.Acide lactique versus HE d’eucalyptus
Les résultats du Tableau VII révélent I'effet dectanbinaison de l'acide lactique avec

I'HE d’eucalyptus sur la souchecoli.
Tableau VII: Résultats du test de combinaison Acid lactique versus I'HE

d’Eucalyptus

Al 2% 1.6%* | 1.3% 1% 0.6% 0.3% 0.16%

HEE
6% Int Int Int Int Int Int InT
5.6%* Int Int Int Int InT Iny Iny
5.3% Int Int Int Int InT Iny InTt
5% InT Int Int Int Int Int Int
4.6% InT Int Int Int Int Int Int
4.3% InT Int Int Int Int Int Int
4% InT Int Int Int Int Int Int
3.3% Int Int Int InT Int Int Int
3% Int Int Int Int Int Int Int
2.6% Int Int InT Int Int InTt InTt
Int: Inhibition totale *: CMI
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Nous avons réalisé des associations emtced€ lactique et 'HE d’eucalyptus a de
différentes concentrations.
D’aprés les résultats diiableau VII, E.coli a montré une sensibilité a toutes les
variations de doses, et méme nous avions pu obterd inhibition totale a des
concentrations inférieures aux au de-sous de IEMss, ceci se traduit par un effet
synergique probable entre les deux substances.

Acide lactique+HE d’eucalyptus  Acide lactique+HE d’eucalyptus

0.16%+3.3% 0.16%+2.6%

Figure 15 Photos illustrant I'effet inhibiteur de la comhison Acide lactique avec I'HE
d’eucalyptus
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[11.1.3.Acide lactique versus HE de sauge

Les résultats du Tableau VIl représentent I'etfetla combinaison de I'acide lactique

avec I'HE de la sauge.

Tableau VIII: Résultats de la combinaison Acide latique versus HE de la sauge.

Al 2% 1.6%* | 1.3% 1% 0.6% 0.3% 0.16P6

HES

13.3% Int Int Int InT Int InT Int
12.8%* Int Int Int InT Int Int Int
12% Int Int Int InT Int Int Int
11.6% Int Int Int InT Int Int Int
10% Int Int Int InT Int Int Int
9.6% Int Int Int Int Int Int Int
8.33% Int Int Int Int Int Int Int
7.33% Int Int Int Int Int Int Int
6.6% Int Int Int Int Int Int Int
6% Int Int Int Int InT Int Int
5% Int Int Int Int InT Int Int

D’aprés les résultats du Tableau VHbus pouvons déduire que les souches

d’E.coli sont extrémement sensibles a la combinaison Aecidiggue/HE de sauge par

rapport a I'effet de I'huile essentielle et I'acitbetique testés séparément. L'inhibition

totale se poursuit a des doses inférieures aux €Mdu’explique I'effet synergique.
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Nous avions méme pu avoir une inhibition totalecasette combinaison et diminuer les

concentrations jusqu’a 5% pour I'HE de la sauge 6% pour 'acide lactique.

Généralement, les bactéries deviennent plusitdes aux HEs a des pH
faibles.L’hydrophobicité d’'une huile essentiellegmente avec l'augmentation de
I'acidité ce qui lui permet de se dissoudre plusiément dans les lipides de la paroi
cellulaire des microorganismes (Rasooli, 2007).

Selon Michiel et al. (2007), a pH bas les molésulle thymol et carvacrol, qui
constituent les composés majeurs de I'HE de thgomt sous forme indissociée et
hydrophobe ce qui conduit & une meilleure assaciaéivec le coté hydrophobe des
protéines donc, une bonne accumulation dans laeply@dique de la membrane des
cellules qui est le siege de beaucoup d’interastiogtaboliques.

D’apres KO et al. (2015), il est possible deuréslles contaminations Ecoli sur
une surface de viande bceuf en combinant 'HE dentby I'acide lactique. En outre
Soycan et al. (2015) ont démontré un effet synemgide la combinaison de I'huile
essentielle de cannelle, de 'origan et I'acidetigoé sur les pois en aérobie.

Moon et al. (2016) ont examiné les effets ardiniliens de sauce de soja contre
Escherichia coli O157: H7 Salmonella Typhimurium, et Listeria monocytogenes. Pour
cribler une variété d'effets combinés, la sauceaja a été mélangée avec : le thymol,
'eugénol,de I'acidp-résorcylique et la vanilline.

La sauce combinée avec carvacrol et thymol daiinla plus grande activité
antibactérienne contre toutes les bactéries tesiéms qu’aucune de ces substances n'a
montré une activité bactéricide lorsqu'elles sotiisGes séparément. Ces résultats
suggerent que le carvacrol et le thymol agissensygrergie avec d'autres facteurs
présents dans la sauce de soja ce qui augmertivitéaantimicrobienne contre les
principaux agents pathogenes d'origine alimentdiee.synergie est attribuée a la
combinaison de deux facteurs (concentration praieipent élevée en sel et un pH
faible conféré par des acides organiques) présanis la sauce.

Toute fois l'efficacité de la combinaison desdH des acides organiques pourrait
étre considérée comme une alternative intéresgamitel'industrie alimentaire du fait
gue les concentrations inhibitrices sont réduitesjai évitera I'altération de la qualité

organoleptique des aliments.

[ll.2. HE /HE
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Nous avons examiné 'activité antimicrolmerdes combinaisons HE/HE avec la

méthode des spots en variant les doses de chade@ssentielle pour déterminer la

nature de I'effet.

e |I.2.1. HE de thym versus HE d’eucalyptus
Les résultats du tableau IX montrent I'effet inkélir de la combinaison de

I'HE de thym avec I'HE d’eucalyptus.
Tableau IX: Résultats de la combinaison du §m versus HE d’eucalyptus.

ET 0.25% | 0.16%% 0.083% 0.05¢9 0.03%

HEE

6% InTt InT Int Int Int
5.6%* InTt Int Int Int Int
5.3% InTt Int Int Int Int
5% InTt Int Int Int Int
4.6% Int Int Int Int Int
4.3% InTt Int Int Int Int
4% InT Int Int Int Int
3.3% InTt Int Int Int Int
3% InTt InTt InT Int Int
2.6% InTt InTt InT Int Int

Il ressort du Tableau IX que la combinaison HEhden/ HE d’eucalyptus a exercé
un effet inhibiteur contreE.coli a tous les stades de concentration et nous avions
diminué ces dernieres jusqu'a 0.03% pour I'HE dgmthet a 2.6% pour I'HE
d’eucalyptus au dessous de CMI. Ceci a conduit efien synergique di probablement

aux interactions chimiques entre les composanteurajde ces deux HEs.Ces résultats

sont similaires a ceux publiés par Moon et al.1@0qui expliquaient ['effet

antibactérien du mélange thymol avec le carva@otre Escherichia coli O157 qui agit

sur la paroi bactérienne des Gram-. De méme Hormatl. (2016) ont étudié I'effet

synergique de la combinaison des HEs de : thyroataelle, clou de girofle et menthe

e
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verte contre les levures et les moisissures ebntspu diminuer leurs doses par ces
associations. En outre I'effet synergique appaaagsi entre les huiles essentielles de
l'origan mexicain, moutarde (Brassicanigra), ethigm (Thymus vulgaris) qui ont été
évalués en combinaisons binaires conlisteria monocytogenes, Saphylococcus

aureus, ou Salmonella enteritidis (Reyes-Jurado. 2016).

HE de thym+HE d’eucalyptus HE de thym+HE d’eucalyptus

0.16%+3.3% 0.03%+2.%

Figure 16: Photos illustrant I'effet inhibiteur de la comhison HE de thym avec I'HE

d’eucalyptus.
* HE de thym versus HE de la sauge
Les résultats du Tableau X montrent le pouvoirtattiérien qu'exerce la combinaison

de I'HE de thym avec I'HE de la sauge contre msches dE.coli.

HET | 0.25% | 0.16*% 0.083% 0.05%  0.03%
H
13.3% Int InT Int Int Int
Cr: Croissance

12.6%* | Int InT InT Int Int bactérienne
12% Cr Cr Cr Cr Cr
11.6% | Cg Cr Cr Cr Cr
10% Cr Cr Cr Cr Cr

9.6% |Cg Cr Cr Cr Cr
8.33% |Cr Cr Cr Cr Cr
7.33% |Cgr Cr Cr Cr Cr
6% Cr Cr Cr Cr Cr

]
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Les résultats du Tableau X indiquent quedabinaison HE de thym avec I'HE de
la sauge exerce un effet inhibiteur contre les kesicdE.coli a des concentrations
supérieures a celles des CMI des deux huiles eskestcela s’explique par l'effet
addititionnel. Ces résultats sont similaires a cdgenGuetierrez et al. (2008) portant sur la
rechercher de nouvelles substances actives quiepewsurmonter le probleme des
infections bactériennes d’origine alimentaire. Isestances utilisées comme modéles
étaient les HEs de thym et de sauge qui présentaien effet additif contre

L.monotocytogenese

Effet inhibiteur Croissance bactérienne
HE de thym+HE de la sauge HE de thym+HHe la sauge
0.05%+13.3% 0.03%+5%

Figure 17: Photos illustrant I'effet de la combinaison ddE de thym avec I'HE de la
sauge.

[11.3. HE versus complexe chimique

Les résultats de la combinaison de I'HE de thymcaeecomplexe chimique ont été
rapportés dans le Tableau XI.
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Tableau XI: Tableau représentant les résultats de la conganaie I'HE de thym avec
le complexe chimique.

HET 0.25% | 0.16%*| 0.083% 0.05% 0.03%

C.chimi

0.83% InT InTt Int Int Int
0.66%* InT InT Int Int Int
0.5% InT InT Int Int Int
0.33% InT InT Int Int Int
0.16% InT InT Int Int Int
0.1% InT InT InT Int Int

Nous avions réalisé un mélange contenant 'HEhgen et un complexe chimique
doté d’'une activité antimicrobienne avec la méthdeée spots. Ensuite, nous avions

testé I'activité antibactérienne du mélange.

Les résultats du Tableau XI montrent un pouwdiibiteur de la combinaison HE de
thym/ complexe chimigue méme a des concentratioiésiéures a leurs CMI qui traduit
la présence d’un effet synergique et que 'actidi#é complexes chimiques est améliorée

en présence de I'HE de thym.

Cela peut étre expliqué par la formation de noegelmolécules lors de la
combinaison auxquelles les germes ne sont paseeadaptés ce qui regle le probleme
de la résistance (Musiol, et al., 2014).Ces réasikbuggérent le potentiel des mélanges
étudiés pour inhiber la croissance microbienne atcbnservation des aliments.
Cependant, leur effet sur la qualité sensoriells diéments compatibles avec leurs

besoins de saveur est a évaluer
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HE de thym +complexe chimique HE déym +complexe chimique
0.25%+0.16% 0.08%+0.16%

Figure 18: Photos illustrant I'effet inhibiteur de la comhison : HE
de thym avec le complexe chimique.
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Conclusion et perspectives

En raison du souci croissant des consommgtaux denrées contenant de tels
additifs chimiques, la recherche des additifs r$ura notamment augmenté ces
derniéres années.

La présente étude vise a évaluer de facompaative I'activité antibactérienne de
cing extraits végétaux ainsi qu'avec l'acide lqo&. Puis, réaliser des combinaisons
entre les substances bioactives ainsi qu’avec mplexe chimique a base d’'uracile afin
de renforcer leur activité animicrobienne.

Il ressort de nos résultats que les six clsesi bactériennes sont extrémement
sensibles a 'HET et I'acide lactique, moyennensmnisibles a I'égard de I'HE du clou
de girofle.

E.coli est la seule sensible a la sauge, elle présenst @me extréme sensibilité en vers
'HE d’eucalyptus suivie dé&aureus qui est légerement sensible a I'égard de cette
derniere. Toutefois, 'HE de l'ail semble étre itnae sur les six souches étudiées.

En outre, la combinaison de I'HET avec lthciactique testé si. coli a montré
un effet synergique .En effet, I'association a perfa réduction des concentrations de
'huile et de I'acide de 80% et de plus de 90%pextivement.

La combinaison de I'HET avec I'HE d’eucalyptus a ntré également un effet
synergique : la réduction de leur concentration 80 et 53% respectivement.
Egalement 'association de I'HET avec I'HE de laga a présenté un effet synergique.

A l'essor de la présente étude, il serait intémngsda mener une étude plus approfondie
en considérant les aspects suivant :

v' Tester les mémes substances sur d’autres baatériaesfiore intestinale ainsi que
sur les bactéries pathogéenes impliqguées dangdaatétion des aliments.

v' Etudier l'effet de combinaison de ces huiles aves antibiotiques afin de
renforcer leurs activités.
v' Tester ces combinaisons sur des matrices alimestair
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v Il serait, également trés intéressant d’'élargitillsation des combinaisons a
I'échelle
industrielle en les adoptants commalitdsl pour conserver les denrées
alimentaires.
v’ Utiliser ces combinaisons dans le domaine pharntigceuet cosmétique.
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Conclusion et perspectives

En raison du souci croissant des consommmtaux denrées contenant de tels
additifs chimiques, la recherche des additifs md$ura notamment augmenté ces
derniéres années.

La présente étude vise a évaluer de facampacative I'activité antibactérienne de
cing extraits végétaux ainsi qu'avec l'acide lqué. Puis, réaliser des combinaisons
entre les substances bioactives ainsi qu'avec mplexe chimique a base d’'uracile afin
de renforcer leur activité antimicrobienne.

Il ressort de nos résultats que les six clsesi bactériennes sont extrémement
sensibles a 'HET et I'acide lactigue, moyennensarisibles a I'égard de I'HE du clou
de girofle.

E.coli est la seule sensible a la sauge, elle présenst @e extréme sensibilité en vers
'HE d’eucalyptus suivie dé&aureus qui est légerement sensible a I'égard de cette
derniére. Toutefois, I'HE de l'ail semble étrectige sur les six souches étudiées.

En outre, la combinaison de 'HET avec ldeclactique testé s&. coli a montré un
effet synergique .En effet, 'association a pertaisréduction des concentrations de
I'huile et de I'acide de 80% et de plus de 90%pextivement.

La combinaison de 'HET avec I'HE d'eucalyptus antré également un effet
synergique : la réduction de leur concentration 86 et 53% respectivement.
Egalement l'association de I'HET avec le compleX@mique a montré un effet
synergige : réduction de leur concentration de 88%6 % respectivement.

A I'essor de la présente étude, il serait intémnetsda mener une étude plus approfondie
en considérant les aspects suivant :

Tester les mémes substances sur d’'autres baatériadlore intestinale ainsi que sur les
bactéries pathogenes impliquées dans la détéoardés aliments.

Etudier I'effet de combinaison de ces huiles aescdntibiotiques afin de renforcer leurs
activités.

Tester ces combinaisons sur des matrices alimestair

Il serait, également tres intéressant d’élargitiliaation des combinaisons a I'échelle
industrielle en les adoptants comme additifs pomserver les denrées alimentaires.
Utiliser ces combinaisons dans le domaine pharnti@gceuet cosmétique.
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Annexe1l Composition des milieux de culture utilisés {g /I

Le milieu TSA est utilisé pour la conservation desches bactériennes purifiées.
La Gélose Mueller Hinton (MH) est utilisg®ur la pré-culture des souches
bactériennes, la mise en évidence de l'activitébaatérienne des différents agents
antimicrobiens testés, la détermination de la GMllla CMB ainsi que pour la
réalisation des différentes combinaisons.
L’eau physiologique est utilisée pour réaliss suspensions microbiennes.

Gélose trypto caséine soja agar

Hydrolysat enzymatique de CASEINE ..o eeeeeeeriiieieeeeeaeeeeeeesaeeeeeieeess 15¢g
PEPLONE U8 SOJA .. .ceiiiiiiiieiitiit et e e e e e e e e e e e e e e eeas 5g
Chlorure de SOIUM ......coooiiii et e e e eneneneeeeeeeee 79
N0 [ PP PP TUPPTTTPPPIN 159
EAU AISLIIEE ... 1000ml

Stérilisation a 120°C pendant 15 mn.

Gélose Mueller Hinton

EXtrait de VIANAE ........ccooiiiiiieeiiiit e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eees 39
Hydrolysat acide de CaSEINe...........cooiieeeeeeeiiiieeee e 17,59
0 [ O P PP PPPTRPPR 18g
EaU AISHIIEE.... ... 1000ml
pH=7,4

Stérilisation a 120°C pendant 15 mn.

Eau physiologique stérile

Chlorure de sodium (NaCH)........oeiiiiiiiiceiee e eeeeeee e 9g
EaU AISHIIEE.......uuiiiiiiiieiiiieeeee e 1000ml
pH=7

Stérilisation : autoclavage a 120°C pendant 20 mn.
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Annexe 2 La coloration de Gram.

La coloration de Gram, réalisée selon la méthodetdépar DELARRAS (2007) :

* Préparer un frottis de la souche test ;

* Coloration primaire : Couvrir la lame de viole¢ dentiane, et laisser agir pendant 1
minute. Les cellules bactériennes se colorent eletvj

* Mordancage : Plonger la lame dans une solutiolugel pendant 1 minute pour fixer
le colorant ;

* Décoloration : Effectuer une décoloration a l@dt éthylique, laisser agir 30
secondes. Le but de cette opération est de déctdgrbactéries & GRAM- dont la paroi
est riche en lipides qui se dissolvent dans I'dl¢solvant organique)

* Rincer a I'eau distillée afin de ne pas décoldesrGRAM+

* Coloration secondaire : Effectuer une contre-cation a la fuchsine pendant 1
minute. Les GRAM- qui ont été décolorées sousdtedie I'alcool se recolorent en rose.
Ainsi, il sera possible de différencier les deuaugres bactériens ;

* Rincer la lame a 'eau distillée stérile ;

* Egoutter et sécher au dessus du bec bunsen

* Observer a l'objectif x100 a 'immersion.



Résumé

La résistance bactérienne aux agents ambbigns apparait de nos jours comme une des
préoccupations majeures de santé publique. La mduhede nouvelles substances
antimicrobiennes naturelles comme alternative rde@t un intérét tout particulier.

Cette étude a pour objectif principal d’évaluervitro et de comparer l'activité
antibactérienne de quelques composeés d’originetakegéen I'occurrence I'huile essentielle
de thym (HET), de I'ail, de clou de girofle, d’elpatus et de la sauge, versus un métabolite
d’'origine microbienne, l'acide lactigue. Afin de tdéminer d’éventuelles interactions
positives renfor¢ant le pouvoir antibactérien slélsstances testées, nous avons procédeé a des
combinaisons a deux entre les huiles essentiellesI'a&cide lactique ainsi qu’avec un
complexe chimique a base d'uracile.

Selon les résultats obtenus, les six souches Ewiés testées s’averent plus sensibles a
'HET ainsi qu’a l'acide lactique. La plus faibleMl enregistrée est de 0.16% obtenue avec
'HET inhibantE. coli etB.cereus et avec I'HE clou de girofle active sBrcereus et I'acide
lactique sur
P. aeruginosa.

Il ressort des résultats des combinaisons @mereffet inhibiteur a des concentrations sub-
inhibitrices réduites des agents combinés, cedguredalors une interaction positive entre les
agents testés. En effet, un effet inhibiteur syioely a été observé lors de I'association de
'HET avec lacide lactique, ce résultat intéressamdique la possibilité d’inhiber la
croissance microbienne par réduction de 90% laaxdnation de I'acide lactique et de 80 %
celle de I'HET.

De méme la combinaison de 'HET avec un complexenicjue a permis de réduire leurs
concentrations respectivement de 88% et 86%.

Mots clés : agents antimicrobiens, huiles essentielles, adai#ique, combinaisons,
complexe chimique.



Abstrat

Bacterial resistance to antimicrobial agentsistoday one major public health concerns. The
search for new natural antimicrobial substances such aternative is therefore of particular
interest.

The main objective of this study is to evaluate and compare in vitro antibacterial activity
of some compounds of plant origin, namely the essential oil of thyme (HET), garlic, cloves,
eucal yptus and sage, versus amicrobial metabolite, lactic acid. To determine possible positive
interactions strengthening the antibacterial substances tested, we conducted two combinations
between essential oils and lactic acid as well as uracil based chemica complex.

According to the results obtained, the six bacterial strains tested are more sensitive to
essential oils as well as lactic acid. The lowest CMI recorded is 0.16% obtained with the
thyme essential oils inhibiting E. coli and B.cereus and with active clove essential oils tested
on B. cereus and lactic acid on P. aeruginosa.

Combinations resulted in same effect at sub-inhibitory concentrations reduced by the
combined agents, indicating a positive interaction between the agents tested. In fact, a
synergistic inhibitory effect was observed with combination of thyme essential oils and lactic
acid, this interesting result indicates the possibility of microbial growth inhibition reducing
the concentration of lactic acid (90%) and thyme essentia oils (80%).

Similarly the combination of thyme essential oils with a chemical complex has reduced their
concentrations of 88% and 86% respectively.

Keywords. antimicrobial agents, essential oils, lactic acid, combination, pathogens, chemical
complex.



