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L’antibiorésistance et I’émergence récente des bactéries multirésistantes (PDR, MDR
et XDR) représentent un danger permanant pour la santé publique, de par leur diffusion rapide
et la difficulté que rencontrent les médecins pour le traitement des infections provoquées par
ces bactéries. L’objectif de cette étude était 1’évaluation de 1’action des huiles essentielles de
trois plantes médicinales connues pour leur activité antibactérienne (Thymus serpyllum,
Eucalyptus globulus, Syzygium aromaticum) vis-a-vis des souches de Klebsiella pneumoniae

BLSE ainsi que I’effet de la combinaison de ces huiles avec les antibiotiques.

Quatre souches cliniques multirésistantes de Klebsiella pneumoniae BLSE (3511,
3520, 1216 et 5111) et trois souches de références (Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,
Escherichia coli ATCC 25922et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) ont été soumises a
I’effet des trois huiles essentielles sur boite pétri gélosée et par la méthode de disques ; les
résultats d’activité ont montré une forte activité pour ’huile du thym et une activité plus
modérée pour les huiles d’Eucalyptus et clou de girofle. Quant aux tests d’interaction entre les
huiles et les antibiotiques, une importante synergie est apparue entre I’huile essentielle du
thym sauvage et I’amoxicilline + acide clavulanique avec une moyenne de zones d’inhibition
de 36.66mm pour la souche 3511 et 38mm pour la souche 1216 ce qui correspond a une
augmentation de 2 a 4 mm en comparaison avec les diameétres des disques d’antibiotiques et
des huiles seuls. Tandis que les résultats des combinaisons entre les huiles de clou de girofle

et d’Eucalyptus avec les autres antibiotiques ont montré pour la plupart un effet antagoniste.

En conclusion, il a été constaté un effet antibactérien des trois huiles essentielles
étudiées ainsi que des interactions différentes avec les antibiotiques & savoir une synergie
concernant deux souches de Klebsiella pneumoniae MDR. L’utilisation des huiles essentielles
en combinaison avec les antibiotiques pourrait étre de ce faite une alternative a 1’utilisation

excessive des antibiotiques en thérapeutique pour traiter les infections a germes MDR.

Mots clés : Multirésistance, Klebsiella pneumoniae, Huiles essentielles, Thymus serpyllum,
antibiotique, antibiorésistance.



Antibiotic resistance and the recent emergence of multidrug-resistant bacteria (PDR,
MDR and XDR) represent a permanent danger to public health because of their rapid spread
and the difficulty that doctors have in the treatment of the infection caused by these bacteria.
The goal of this study was the evaluation of the action of essential oils of medicinal plants
known for their antibacterial activity (Thymus serpyllum, Eucalyptus globulus, Syzygium
aromaticum) towards Klebsiella pneumoniae ESBL’s strains as well as the effect of the

combination of these oils and antibiotics.

Four multi resistant clinical strains of Klebsiella pneumoniae ESBL (3511, 3520, 1216
and 5111) and three reference strains (Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Escherichia coli
ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) were subjected to the effect of the
three essential oils on agar petri dish and by the method of discs; the EO activity results
showed a strong activity for thyme oil and moderate activity of the EO of Eucalyptus and
Clove. Meanwhile the interaction tests between oils and antibiotics shown an important
synergy between the essential oil of the wild thyme and amoxicillin + clavulanic acid with an
average of inhibition zones of 36.66mm for the strain 3511 and 38mm for the strain
1216which corresponds to an increase of 2 to 4 mm by comparison with the diameters of the
essential oils and the antibiotic alone. In the other hand the results of the combinations
between the oils of the clove and Eucalyptus with the other antibiotics showed for the most of

them an antagonist effect.

In conclusion, an antibacterial effect was found for the three essential oils studied as
well as different interactions with antibiotics namely a synergy concerning two strains of
Klebsiella pneumoniae MDR. The use of essential oils in combination with antibiotics could
therefore be an alternative to the excessive use of antibiotics in therapy to treat MDR germ

infections.

Keywords: Multiresistance, Klebsiella pneumoniae, Essential oils, Thymus serpyllum,
antibiotic, antibiotic resistance
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ADN : Acide désoxyribonucléique.

ARN : Acide ribonucléique.

ATB : Antibiotique.

ATCC : American Type Culture Collection.
BLSE : Béta-lactamases a spectre étendu.
BMR : Bactéries Multirésistantes.

CAP : peptides antimicrobiens cationiques.
CG : Clou de girofle.

Cm : Centimétre

CMI : Concentration minimale inhibitrice.
COV : Composé Organique volatile.

E. coli : Escherichia coli

EGM : Eléments génétiques mobiles

FICI : Indice de concentration inhibitrice fractionnelle
G: Gramme

HE /HEs: Huiles essentielle(s).

HGI: Human Genetic Information.

K. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae.
KPC: Klebsiella pneumoniae Carbapénémase
LPS : Lipopolysaccharide.

MBL : Métallo-B-lactamases.

MDR : Multi-Drug Resistance (multirésistance aux médicaments).
Mg: Milligramme

MH: Mueller Hinton.



MLST: MultiLocus Sequencing Typing.

Mm: Millimétre

NDM: New Delhi metallo-p-lactamase.

Nm : Nanomeétre

OMS : Organisation Mondiale de la Sante.

P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa

PLP ou PBP : Protéine liant la pénicilline ou Penicillin-binding proteine
PDR : Pan-Drug Resistance

PMQR : La résistance aux quinolones a médiation plasmidique.

RAM : Résistance aux antimicrobiens.

SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méticilline.

SEF : Extraction par fluide supercritique.

SFME : Solvant Free Microwave Extraction (extraction par micro-ondes sans solvants).
TRI : TEM résistantes aux inhibiteurs

XDR : Extensively drug-resistance (bactéries extrémement résistantes).
°C : degre Celsius

ul : Microlitre
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INTRODUCTION



Depuis la moitié du 20°™ siécle les bactéries multirésistantes représentent un véritable
danger pour la santé publique. Selon I’OMS la résistance aux antibiotiques représentent 1’une
des dix plus grandes menaces pour la santé publique auxquelles était confrontée 1’humanit¢ ;
Le colt de la résistance aux antimicrobiens pour 1’économie est également considérable a
cause des durées plus longue de la maladie qui se traduisent pas des séjours prolongés a
I’hopital, le besoin de recourir a des médicaments plus onéreux et des difficultés financiéres
pour les personnes touchées, sans oublier le nombre de personnes dont le traitement échoue
ou décédées qui augmente chaque année rendant ainsi certains actes médicaux comme les
interventions chirurgicales, la chimiothérapie anticancéreuse ou la transplantation d’organes

plus risqués. (OMS, 2020)

Cette multirésistance est due a des mutations du matériel génétique bactérien ou/et
acquise par une autre bactéries a partir des divers voies de transfert génétique, elle touche
tous les types de bactéries et particulierement les gram négatif chez qui ce phénomene est le
plus transmissible, cette émergence rapide est initialement limitée a quelques souches
cliniques ; cependant depuis les années 1980 le nombre de souches multirésistantes a connu
une augmentation exponentielle et avec elle la nécessité de trouver des moyens pour contrer

ce phénomene. (Philippon, 2008).

Klebsiella pneumoniae est un bacille gram négatif responsable des infections
nosocomiales et urinaires chez I’Homme qui sont pour la plus part mortelle, celle-Ci est
grandement concernée par la multirésistance aux antibiotiques, en effet depuis les années
1980 avec I’introduction des céphalosporines 3°™ génération des genre de Klebsiella
résistances aux B-lactamines virent le jour, on les appelle les BLSE pour «B-lactamase a
spectre élargi » (Philippon, 2008), cette résistance pose un gros probléme quant aux soins
des infections a Klebsiella car elle touche tous les antibiotiques appartenant a la famille des f3-

lactamines. (Nordman, 2010)

Autre fois il était possible de soigner les infections a Klebsiella pneumoniae avec les
nouvelles générations de céphalosporines utilisées généralement comme antibiotique de
dernier recours, mais depuis 1I’émergence des BLSE, ce n’est plus possible a cause de la

résistance.

Actuellement, la recherche s’oriente vers des alternatives moins couteuse et moins
dangereuse pour la lutte des bactéries multirésistantes, pour la plupart le choix s’est porté sur

I’utilisation des huiles essentielles ; celles-ci, sont des molécules naturellement présentes dans



différentes parties des plantes et obtenues par divers méthodes d’extraction, elles possédent un
nombre de molécules naturelles complexes dont le pouvoir biologique est puissant contre la
propagation de différents agents microbiens notamment les bactéries, virus et mycétes.
(Bouyahya et al., 2017)

Les HEs contiennent pour la plus part des composés terpénoiques et
phénylpropanoiques qui détruisent I’intégrité des cellules bactériennes puisqu’elles agissent
majoritairement sur la paroi ainsi que les membranes et permettent la destruction de celles-ci,
il est donc tout a fait normal qu’elles soient utilisées pour la lutte contre 1’antibiorésistance
(Bouyahya et al.,2017) ; cependant, malgré ces importants effets, 1’action des HEs est
souvent restreinte et ne permet pas une destruction totale des bactéries multirésistantes, c¢’est
pourquoi des travaux visant & combiner I’effet antimicrobien des HEs et des antibiotiques ont
récemment vu le jour, la plus part dans un but d’étudier les potentiels synergiques entre les

molécules d’antibiotiques et des huiles.

Dans le cadre de notre étude, nous sommes amenés a utiliser trois HEs extraites de trois

plantes différentes dans 1’objectif de :

- Déterminer I’activité antimicrobienne des HEs sur des souches cliniques et
multirésistantes de Klebsiella pneumoniae ainsi que des souches de référence (K.
pneumoniae ATCC700603, E. coli ATCC25922 et P. aeruginosa ATCC27853).

- Identifier le type d’interaction observé lors de la combinaison entre 1I’HEs et

I’antibiotique.



PARTIE 1

SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE



CHAPITRE |

KLEBSIELLA
PNEUMONIAE ET LA
RESISTANCE AUX
ANTIBIOTIQUES



Les entérobactéries sont des bacilles Gram négatif facultatifs, retrouvés partout : dans
le sol, eau et surtout dans I’intestin des animaux a sang chaud et I’homme. Elles comprennent
un nombre tres élevé de genres et d’especes. Leur abondance dans I’intestin, leur mobilité, la
rapidit¢ de leur multiplication, 1’acquisition fréquente de mécanismes de résistance aux
antibiotiques expliquent qu’elles soient les bactéries les plus souvent impliquées en pathologie

infectieuse humaine surtout en milieu hospitalier. (Verheagen, 2017)

Klebsiella pneumoniae 1’espéce type du genre Klebsiella, appartenant a la famille des
entérobactéries, est caractérise par sa multirésistance a plusieurs familles d’antibiotiques et sa
virulence. D’ou sa classification dans la liste OMS des agents pathogenes prioritaires pour la

recherche-développement de nouveaux ATB en 2017.
I. Klebsiella pneumoniae :

1. Dénomination :

En 1882 Carl Friedlander a décrit la premiére fois Klebsiella pneumoniae comme un
bacille encapsulé aprés 1’avoir isolé des personnes mortes de pneumonie ; la bactérie fit
nommée originalement « Bacille de Friedlander » ou pneumobacilles, le genre Klebsiella fit
nomme en 1886 par Trevisan pour honorer le microbiologiste allemand Edwin Klebs (1834-

1913), I’espéce type Klebsiella pneumoniae.

2. Classification :

Phylum : Proteobacteria
Classe : Gamma proteobacteria
Ordre : Enterobacterales
Famille : Enterobacteriaceae
Genre : Klebsiella

Espéce : Klebsiella pneumoniae

Suite au séquengage de I’ARN 16S, I’espéce Klebsiella pneumoniae est subdivisé en 3 sous
especes : K. pneumoniae subsp pneumoniae, K. pneumoniae subsp ozaenae, K. pneumoniae

subsp rhinoscleromatis. (NCBI)
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3. caractéres biologiques :
3.1. Morphologie :

K. pneumoniae sont des bacilles & Gram négatif aéro-anaérobie facultatif, de 0,3 4 0.1
pum de diametre et 0,6 & 6um de longueur avec extrémités arrondies (Abbot, 2007). Elles se
présentent sous forme isolées, groupées, en diplobacilles ou en courtes chainettes. Elles sont

caractérisees par leur immobilité et elles sont non sporulées et capsulées.

Les colonies de Klebsiella sont de 3 & 4mm de diametre. Elles sont grandes, rondes,
lisses, bombées, brillantes et visqueuse et a aspect muqueux et parfois filante a ’anse de

platine, et sont lactose positive (Le Minor and Véron, 1989).

Figure 01 : Colonies de Klebsiella pneumoniae sur MacConkey
3.2. Caractéres Culturaux :
Elle se cultive a la fois sur gélose et bouillon liquide.

Sur gélose elle se développe en aéro-anaérobiose, sur milieux classiques utilisés pour
entérobactéries (gélose nutritive, gélose Hektoen, gélose Mac conkey, ...etc.), apres
incubation & 37°c pendant 18 & 24h on observe un virement de couleur du milieu dd a la
fermentation du lactose.

Sur milieu liquide (bouillon nutritif) la culture est généralement rapide environ
quelques heures a 30-37°c avec un dépdt muqueux et un halo visqueux en surface ; sur
bouillon lactose bilié vert brillant ad44°c il y a fermentation du lactose avec production de gaz
(Le Minor and Véron, 1989)



3.3. Caractéres biochimique et enzymatique :

Klebsiella pneumoniae est du genre fermentatif, elle fermente de nombreux sucres
comme le glucose par la voie du butane-2,3-diol avec production de gaz et le lactose. Elle est
oxydase négatif, catalase positif, et elles sont productrices de Lysine décarboxylase donnant
un résultat positif au test Voges-Proskauer (VP) qui est un caractére clé dans I’identification
de cette bactérie (Grimont et Grimont, 2005).

3.4. Génétique :

Il a été démontré que le matériel génétique de K. pneumoniae conduit a une grande

diversification du genre ainsi que ces mécanismes de défenses.

En effet le génome a une taille de 6mdp et code pour prés de 6000 genes dont 1700

présent dans tous les espéces de Klebsiella pneumoniae (Henson et al, 2017)
Ces genes peuvent codés pour 100.000 protéines (Holt, 2015)

Suite a cela, de nombreux clones de Klebsiella pneumoniae furent identifiés, un clone
cellulaire est définit comme étant un ensemble de cellules d’un méme patrimoine génétique

obtenu in vitro par mitose successive a partir d’une cellule somatique.

Ces groupes de clones sont définit par le cgMLST (Core genom MLST) qui représente
la partie invariable de génome présente chez une population bactérienne, elle contient
généralement une centaine de millier de genes et permet dans le cas de K. pneumoniae de

comparer un grand nombre de genre au sein d’un groupe de souches (Dekker, 2016).

Les clones de K. pneumoniae peuvent étre distingués entre eux par leur patrimoine
génetique (Holt, 2015), ceci s’explique par adaptation de niche spécifique au clone par
transmission horizontale de génes (HGI) (Mclnerney, 2020), I’adaptation de ces clones sont

¢galement un probléme quant a I’émergence de clones multirésistants.

K. pneumoniae a été divisé en 3 phylogroupes distincts : KPI, KPIIl, KPIIl; ces

groupes sont basés sur le séquengage d’un nombre réduit du géne (Brisse, 2001) (Fevre et al,
2005).



3.5. Structure antigénique :

Klebsiella pneumoniae posséde des antigénes communs avec ceux portés par les autres

entérobactéries excepté antigene flagellaire (H) du fait de son immobilité.
On distingue :

-Antigéne O= antigene somatique : représente 1’antigéne de la paroi des entérobactéries
caractérisé par leur: thermostabilité, deux fractions: protéinique et polyosidique qui
déterminent la spécificité de I’antigéne ainsi qu’une fraction lipidique qui, liée au polyoside
responsable de la toxicité de la bactérie. L’étude de ces antigénes permet de classer en

sérotype ou serovar les bactéries appartenant a une espece.

-Antigéne K= antigéne capsulaire ou d’enveloppe au moins 77 antigénes K ont été décrit chez
K. pneumoniae de K1 a K72, K74, K79 a K82. Les souches les plus souvent pathogéne pour

I’homme et les animaux appartiennent aux types capsulaires 1 et 2. (Freney et al, 2000).
4. Habitat :

Ce sont des bactéries ubiquitaires présentes dans I’environnement : Elles sont
abondantes dans le sol, les eaux et sont des fixateurs d’azote atmosphérique ; elles sont

fréquentes dans les selles et peuvent étre un indicateur d’une contamination fécale

Elle est a la fois commensale de 1’organisme, présente naturellement dans le tube
digestif et les voies aériennes de ’homme et des animaux. Et pathogéne responsable
d’infections variées pouvant étre trés critiques chez des personnes Aagées, fragilises,
alcooliques, hospitalisés : infections des voies respiratoires (pneumonies), septicémies,

infections nosocomiales...etc. (Baerwolf et al, 2002)
5. Pouvoir pathogene :

Pathogene opportuniste important, elle cible les personnes alcooliques,
immunodéprimés, malades hospitalisés sous perfusion (cathéter) et le plus souvent en soins

intensifs.

K. pneumoniae est un pathogéne commun a I’origine de pneumonies nosocomiales et
plus particulierement les abces pulmonaires, les maladies hépatiques, septicémies, les
infections urinaires et intestinales dans une moyenne allant de 4 a 20% ; mais elles peuvent
aussi causer des infections plus inhabituelles tel que des endocardites, nécrose faciales et

d’autres infections similaires. (Janda, 2006).



La transmission se fait par voie manuportée, par contact cutané par des objets ou des

surfaces contaminées.
Son pouvoir pathogéne et sa virulence sont liés a plusieurs facteurs :

-Sa capsule de polysaccharide ; elle confére a K. pneumoniae un fort pouvoir invasif en

protégeant les bactéries de la phagocytose et dans une certaine mesure de certains désinfectant

-La production de sidérophores qui consiste en la capture du fer ferrique (Fe®*) et le réduise
en fer ferreux (Fe?*). (Podschun, 1998)

-Production de Lipopolysaccharide (LPS)

-une production d’un complexe extracellulaire toxique pour les tissus pulmonaires, cette effet

est lié a la capsule. (Podschun, 1992). (Williams, 1990)

-une production d’adhésine lui permettant de produire des biofilms. (Sebghati et al. 1998).

I1. Résistance de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques :

La résistance bactérienne ou antibiorésistance n’a ni frontiéres nationales, ni domaine
professionnel réservé, ni barriéres d’especes. Partout dans le monde, la sant¢ des hommes
comme celle des animaux est menacée par ce phénomene ; apparue rapidement apres
I’introduction des antibiotiques dans le traitement des maladies infectieuses. Cette résistance,
caractérisée par son mécanisme et son support génétique, est un facteur majeur compliguant le

traitement des infections bactériennes et la dissémination des souches multirésistantes.
1. Historique :

Depuis les années 1950, I’utilisation des antibiotiques devint de plus en plus récurrente
créant une situation nommee « le confort antibiotique » (Andremont, 2016) qui désigne
I’utilisation abusive d’antibiotiques pour soigner les plus petites infections (ex:
furoncles...etc). Celui-ci devenu fréquent, a créé un dangereux nombre de résistance

bactérienne vis-a-vis de certaines substances.

-La premiére trace connue de bactérie résistante ft en 1942 en Angleterre par une épidémie
de Staphylococcus aureus resistante a la peénicilline ; pour contrer cela les scientifiques
synthétiserent des molécules de pénicillines résistantes a la pénicillinase (Rammrelkamp &
Maxon, 1942).



-En 1948, la premiere revue sur la résistance des antibiotiques fat publiée (Bailey et al.,1948).

-En 1950, Joshua Lederberg travaille sur la caractérisation des nouveaux modes de
transmissions génetiques entre les bactéries et étudie la biologie des plasmides et la
transduction. (Brock, 1990).

-En 1959 D’atteinte d’un patient japonais par une infection a Shigella multirésistante donne du
crédit aux travaux de Lederberg sur la transmission de la résistance par les chemins

plasmidiques, par le facteur de résistance nommeé Facteur « R ».

-Durant les années 1970, les premiéres SARM furent signalées aux USA (Chambers et al.,
2007).

-Entre les années 1980 et 1990, des souches résistantes aux p-lactamines furent signalées en
Australie et en Europe avec comme chef de fil Streptococcus pneumoniae ainsi que Klebsiella
pneumoniae (Appelbaum, 1992)

-En fin des années 1990, la résistance aux sulfamides émerge dans les cliniques et les milieux

hospitaliers.

-Pendant les années 2000, c’est Salmonelle qui devient résistante aux antibiotiques auxquels
elle était sensible par le passé dont les B-lactamines, et les macrolides en 2010(Karkey et al,
2018).

-En 2015 L’OMS lance un plan global de lutte contre I’antibiorésistance et 1’utilisation
anarchique des ATB, en effet la fréquence et la distribution de la résistance bactérienne est en
constante augmentation donnant naissance & des souches multirésistantes et difficile a
combattre. (Ebongue et al, 2015).

2. Définition :

La résistance aux antibiotiques ou antibiorésistance est définie par I’inefficacité du
traitement antibiotique sur I’infection bactérienne ciblé, les bactéries peuvent €tre résistantes a
un ou plusieurs antibiotiques, on parle alors de bactéries multirésistantes (BMR) qui
provoquent chez I’homme et I’animal des infections difficiles a traiter. Les BMR les plus
inquiétantes sont les entérobactéries multirésistantes tel que E. coli et K. pneumoniae. Mais
I’antibiorésistance n’est pas spécifique aux bactéries pathogenes uniquement, elle touche

également les bactéries bénéefiques et commensales qui constituent le microbiome.
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3. La résistance de Klebsiella pneumoniae :

3.1. Types de résistances de Klebsiella pneumoniae :

Afin de survivre contre les antibiotiques, Klebsiella pneumoniae posséde une
résistance, celle-ci peut étre définie comme la capacité d’une bactérie a résister a I’action d’un
ou plusieurs antibiotiques, 1’action de cet antibiotique pouvant &tre bactéricide ou

bactériostatique.

Dans le cas de Klebsiella pneumoniae, on distingue deux types de résistance : une

résistance naturelle ainsi qu’une résistance acquise.
3.1.1. La resistance naturelle :

Les Klebsielles présentent une résistance naturelle aux aminopénicillines (Ampicilline
- Amoxicilline) et aux carboxypénicillines (Ticarcilline). Cette résistance est représentée par
la production d’une pénicillinase chromosomique constitutive de bas niveau. (Yala et al,
2001). Celle-ci se caractérise par la persistance d’un diamétre d’inhibition autour des disques
d’aminopénicillines.

Egalement, Klebsiella pneumoniae possede une imperméabilité grace a la présence de
la membrane externe de nature hydrophobe repoussant ainsi les molécules hydrophiles des

antibiotiques.
3.1.2 La résistance acquise :

Cette derniére concerne 1’apparition d’une résistance a —le plus souvent- un seul
antibiotique chez une bactérie auparavant sensible a ce méme antibiotique, cette résistance

peut survenir via différents mécanismes :

-Par diverses mutations génétiques affectant le chromosome de la bactérie, ces mutations

peuvent étre di a la surconsommation et [’usage abusif d’antibiotiques.

-Par I’acquisition d’un plasmide de résistance ou d’un fragment de géne par les divers
mécanismes de transfert de génes, c'est-a-dire la conjugaison, transformation, transduction

donnant ainsi une résistance plasmidique ou extra chromosomique
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3.2. Mécanismes de résistance Klebsiella pneumoniae :

Au fil des années, le spectre de résistance de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques s’est
étendu atteignant des chiffres considérablement dangereux, ces résistances acquises sont

répertoriées dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 01 : Mécanismes de résistance de Klebsiella pneumoniae vis-a-vis de différents antibiotiques

de ’ATB

-Nucléotidyalation

spectinomycine

Mécanisme Mode d’action ATB ciblé Reférences
Diminution de la Perte de la structure des cefépime (Yvon, 2006)
perméabilité porines
Production d’un systéme | Présence d’un systéme C2G (Yvon, 2006)
d’efflux d’efflux AcrAB rejetant
les antibiotiques
Modification des PLP Mutation du géne codant | Imipenéme (Georgopapadakou,
1993)
3 Carbapénémases : B-lactamines a ’exception (Reyes et al.,2019)
= -Hydrolyse des des ceftazidimes et
% céphalosporines par la céphamycines
3] présence du géne Cr-KPN
ﬁ -Production des b-
Ao lactamases
Inactivation enzymatique | Céphalosporinases : C1G, C2G, C3G (Reyes et al.,2019)
-Céphalosporinases de bas
niveau
-Aminopénicillinases de
haut niveau (type AmpC)
BLSE Toutes les B-lactamines Cattoir, 2008
sauf les carbapénémes
® Diminution de la Perte des porines Tous les aminosides Wang et al., 2020)
= perméabilité
§ Altération de la cible Codage d’une enzyme Gentamycine, Wang et al., 2020)
>, bloguant les interactions tobramycine, nétilmicine
o entre ’ATB et ’ARNr16s
c
E Modification enzymatique | -Phosphorylation Tobramycine, Wang et al., 2020)
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-acétylation

Diminution de 1’affinité de

Mutation du gene cible

Fluoroquinolone

Wang et al., 2020)

- la cible (PMQR) (gyrA, gyrB)
e Production de pompe a Mutation des genes Norfloxacine et Wang et al., 2020)
% efflux MDR régulateurs (QnrS1...) ciprofloxacine
= Modification enzymatique | Acétyltransférases Fluoroquinolone et Wang et al., 2020)
8 aminosides
Protéines de protection de | Résistance plasmidique Acide nalidixique et Wang et al., 2020)
la cible fluoroquinolone
-Modification du LPS par | colistine Wang et al., 2020)
. des mutations du gene
L e - . IpxXM.
E Modification de la cible “Mutation de génes
E‘ régulateurs (inactivation
> mgrB)
5 Production de pompe a Surexposition des pompes | Polymyxine B et colistine | Wang et al., 2020)

efflux

a efflux AcrAB-TolC et
KpnEF
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Figure 02 : Histogramme comparatif du taux de résistance des souches K. Pneumoniae et E.

coli aux Antibiotiques

4. Les béta-lactamases :
4.1. Définition :

Les B-lactamases sont des enzymes d’inactivation hydrolysant le pont amide du cycle
béta-lactame (correspondant a la structure de base des B-lactamines) pour donner un acyl-
enzyme qui sera ensuite dégradé en acide inactif. (Elhani, 2012)

Cependant, ces B-lactamases sont inhibées par les inhibiteurs de béta-lactamases (acide
clavulanique, sulbactam, tazobactam) qui restaurent en grande partie

L’activité des pénicillines auxquelles ils sont associés. Il s’agit d’un phénomene
d’inhibition irréversible avec destruction de I’inhibiteur (action suicide) : I’inhibiteur sert de
leurre a ’enzyme et est détruit a la place de la molécule d’antibiotique. En cas de forte
production de béta-lactamases, celles-ci peuvent ne pas étre toutes détruites par 1’inhibiteur,
ce qui conduit a un échec thérapeutique.

La prolifération de ces résistances a souvent lieu dans les unités de soins intensifs ;

cette résistance est portée dans la majorité de ces cas par des plasmides de multirésistance
4.2. Classification des p-lactamases :

Les B-lactamases forment une classe treés diverse et hétérogéne d’enzymes, elles sont

classées selon deux méthodes :



- Une méthode structurelle qui correspond a la classification d’Ambler et qui reste la plus
utilisée.
- Une méthode fonctionnelle correspondant a la classification de Bush. (Dr. Hamzaoui)

4.2.1. La classification des béta-lactamases selon Ambler :

Cette classification est fondée sur la séquence primaire en acides aminés d’éléments
conservés du site actif. Elle divise ces enzymes d’inactivation en 4 groupes allant de A a D

(Dr Hamzaoui)

Tableau 02 : Classification des p-lactamases selon Ambler et leurs mode d’action.

Classes Types d’enzymes Mode d’action

Classe A | Possede les pénicillinases a étroit et | S’attaque aux f-lactamines
large spectre TEM et BLSE sauf carbapénémes et

n ’ .
% cephamycines
% Classe B Meétallo-B-lactamases et Hydrolysent les
g oxacillonases BLSE carbapénémes
A Classe C Céphalosporinases AmpC (CMY, Hydrolysent les
a DHA, KPC) céphalosporines
-
Classe D | Possedent les carbapénémases et Hydrolysent les oxacillines,
céphalosporinases a large spectre Cloxacilline et les
carbapénémases

Les BLSE de classe A sont inhibées par les inhibiteurs de -lactamases (IBL), comme
I'acide clavulanique. Au laboratoire, la détection des BLSE de classe A est classiqguement
basée sur 1’observation d’une synergie entre 1’acide clavulanique et les C3G, C4G ou

I’aztréonam, et une sensibilité conservée a la céfoxitine et a I’imipenéme. (Cattoir, 2008)

4.2.2. La classification des béta-lactamases selon Bush :

La classification de Bush Jacoby-Medeiros se repose sur 1’activité hydrolytique et la
sensibilité des B-lactamases aux inhibiteurs, ils sont classés en groupes fonctionnels. (Dr

Hamzaoui)
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Tableau 03 : Classification des P-lactamases selon Bush-Jacoby (2009) et leurs

enzymes représentatives

Classification | Bush Substrat visé Caractéristiques Enzymes
d’Ambler Jacoby représentatives
groupe
2009
2a Pénicilline Hydrolysent les benzylpénicillines | PC1
et céphalosporines
2b Pénicillines, Hydrolysent les benzylpénicillines | TEM-1, TEM-
ClGet C2G et céphalosporines 2, SHV-1
2be Céphalosporines | Augmente 1’hydrolyse des TEM-3, SHV-
a spectre large, | oxyimino-f-lactames. 2, CTX-M-15,
monobactames PER-1, VEB-1
2br Pénicillines Résistance a I’acide clavulanique, | TEM-30, SHV-
< sulbactam et tazobactam 10
(ab) 2ber Céphalosporines | Augmente I’hydrolyse des
) a spectre large, | oxyimino-B-lactames, Résistance
c(@ monobactames | aux inhibiteurs
— 2c Carbénicilline Augmente 1’hydrolyse des PSE-1, CARB-
(@) Carbénicilline 3
2ce Carbénicilline, | Augmente I’hydrolyse des RTG-4
céfépime Carbénicilline.
2° Céphalosporines | Hydrolyse les céphalosporines CepA
a spectre large
2f carbapénémes Hydrolyse des carbapénemes, KPC-2, IMI-1,
oxyimino-B-lactames, SME-1
céphamycines
Classe B (B1) | 3a carbapénemes Hydrolyse a large spectre incluant | IMP-1, VIM-1,
les carbapénémes mais pas CcrA, IND-1
monobactames
Classe B (B2) | 3b carbapénémes Hydrolyse les carbapénémes CphA, Sfh-1
1 Céphalosporines | Hydrolyse les céphalosporines E. coli AmpC,
S ainsi que les Céphamycines ACT-1, CMY-
@ 2, FOX-1,
(72]
2 1° Céphalosporines | Augmente 1’hydrolyse des GC1, CMY-37
O Ceftazidime ainsi que d’autres B-
lactames
2de Céphalosporines | Hydrolyse Cloxacilline ou OXA-11, OXA-
O a spectre élargi | oxacilline ainsi oxyimino-f- 15
@ lactames.
n
% 2df Carbapénemes | Hydrolyse Cloxacilline ou OXA-23, OXA-
L_) oxacilline ainsi que les 48

carbapénémes
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5. Les BLSE :

Dans les milieux hospitaliers les isolats de K. pneumoniae possédant des genes de -
lactamase se sont révélés les plus virulent parmi les isolats d’autres bactéries ; les béta
lactamases a spectre élargie (BLSE) , ont émergé peu de temps apreés ’introduction des
céphalosporines 3°™ génération durant les années 80 et ont modifié leurs affinité pour les B-
lactamines par des mutations diverses, cette résistance constitue une véritable pandémie
mondiale et diffuse dans différentes souches d’entérobactéries, principalement par 1’utilisation
inappropriée des ATB pour la prophylaxie et la traitement humain et agricole. (Philippon,
2013)

5.1. Généralités :

Les BLSE sont caractérisées par une résistance a haut niveau aux amino-
carboxyacyluréidopénicillines ainsi qu’aux céphalosporines de premiere et deuxiéme
génération, et par une diminution plus ou moins franche de I’activité des C3G, C4G et de
I’aztréonam, elles ont été nommées ainsi afin de les différencier de leurs enzymes parentales «
les B-lactamases a large spectre » qui n’hydrolysent pas les C3G. (Dr.Hamzaoui)

La résistance BLSE des entérobactéries peut étre portée de 3 maniéres, par :

-Présence dans la bactérie ou apportée récemment inactivant les ATB
-Une mutation de la béta-lactamase les rendant ainsi plus efficace
-Des protéines de régulation de ’activité des porines. (Briand, 2006).

Les BLSE dérivent des enzymes de type SHV et TEM qui sont les premieres b-
lactamases a avoir été décrite, bien qu’actuellement il existe plus de 300 BLSE identifiées, par

exemple OXA, VIM.. etc.

Bien qu’il existe d’autre type de BLSE notamment de classe A, ces derniers restent
plus rares comparés aux types TEM, SHV et CTX-M, c’est pourquoi ils sont les plus étudiés
(Elhani, 2012)

Elles dérivent par mutation ponctuelle des génes de b-lactamases de type TEM-1,
TEM-2 et SHV-1 entrainant la substitution de 1 a 4 acides aminés, Ces substitutions touchant
moins de 2 % de la séquence protéique, sont suffisantes pour remodeler le site actif de
I’enzyme et lui permettre d’étre actif sur la plupart des céphalosporines aminothiazoliques en

augmentant
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L’affinit¢ (Km faible) et les vitesses d’hydrolyse vis-a-vis de ces nouvelles B-
lactamines « réputées stables » (C3G), d’ou un élargissement du spectre d’inactivation.
(Elhani, 2012)

5.2. Définition :

Les béta lactamases a spectre élargi (BLSE) sont une grande famille tres hétérogéne
d’enzymes bactériennes découverte dans les années 80 en France, puis en Allemagne. Elles
sont induites soit par des plasmides soit par la mutation du génome naturel chez Klebsiella
spp, codant pour une béta lactamase SHV. Les deux mécanismes conferent aux bactéries
touchées la capacité d’hydrolyser une grande variété de pénicillines et de céphalosporines. La
majorité des BLSE sont le résultat de mutations génétiques de béta lactamases naturelles, en
particulier de TEM-1, TEM-2 et SHV-1. Elles sont tres actives contre les pénicillines et

moyennement actives contre les céphalosporines de premiére génération.

Les mutations génétiques a 1’origine des BLSE ¢largissent le spectre de ces enzymes
et touchent également les céphalosporines de troisieme génération (ceftazidime et céfotaxime)
et les monobactames (aztréonam). Les bactéries produisant une BLSE n’hydrolysent pas les
cephamycines (céfoxitine) ni les carbapénémes (imipeneme) et elles sont inhibées par 1’acide
clavulanique, le tazobactam et le sulbactam, les inhibiteurs classiques de béta lactamases. La
présence de BLSE est fréqguemment associée a la résistance aux fluoroguinolones.3
Pratiqguement tous les germes Gram négatif possédent un gene chromosomique qui code pour
une céphalosporinase, en général de faible expression et sans hydrolyser efficacement les

céphalosporines.

5.3. Classes des BLSE :
5.3.1. Les premiéres BLSE :
5.3.1.1. Les BLSE de type TEM :

L’enzyme parentale TEM-1 est la premiere b-lactamase plasmidique décrite chez les
bactéries a Gram négatif en 1965. Elle était produite par une souche d’E. coli isolé chez une
patiente nommée Temoneira en Gréce, d’ou la nomination. Les substitutions d’acides aminés
qui ont eu lieu au niveau de I’enzyme TEM sont localisées a des positions limitées au niveau
de 4 «hot spots » de la protéine (104, 164, 238 ou 240), ces mutations produisent un
phénotype BLSE ; les phénotypes BLSE de type TEM possedent plus d’une substitution leur

conférant un plus large spectre d’action
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Beaucoup d’enzymes de type TEM induisent une résistance plus importante a la
ceftazidime et a I’aztréonam qu’au céfotaxime, cependant ceux qui possédent une substitution
d’une sérine a la position 238 induisent aussi une résistance au céfotaxime. Actuellement, plus
de 160 enzymes de type TEM ont été décrites en se basant sur les différentes combinaisons de
changement d’acides aminés. Il est important de noter que tous les mutants des enzymes
TEM-1 et TEM-2 ne sont pas des BLSE, comme les enzymes TEM résistantes aux inhibiteurs
TRI ou encore les enzymes CMT. (Elhani, 2012).
5.3.1.2 Les BLSE de type SHV :

Les BLSE de type SHV dérivent toutes de SHV-1 qui est une béta-lactamase codée
par le gene bleSHV chromosomique naturellement présente chez les souches appartenant au
phylogroupe Kpl de I’espéce Klebsiella pneumoniae, I’enzyme est responsable de plus de

20% de la résistance plasmidique liée a ’ampicilline.

La désignation SHV est liée au sulfhydryle variable, en effet, les BLSE de type SHV
sont caractérisées par la substitution d’acide aminé Gly238Ser, ou de Gly238Ser et
Glu40Lys ; le résidu sérine a la position 238 est indispensable a I’hydrolyse de la céfotaxime

et le résidu lysine est quant a lui crucial pour I’hydrolyse de la ceftazidime.

Plus de 100 variant SHV BLSE ont été détectés chez K. pneumoniae, cependant ces enzymes
se sont disséminées chez d’autres entérobactéries tels que Pseudomonas aeruginosa et
Acinetobacter spp. (Cattoir, 2008)

5.3.2. Les nouvelles BLSE :

Depuis les années 90 de nouveaux types de béta-lactamases virent le jour et avec elles,
I’augmentation de la résistance a d’autres molécules d’antibiotiques, parmi ces nombreuses

nouvelles béta-lactamases on distingue :

5.3.2.1. BLSE de type CTX-M (Cefotaximase -Munich) :

Au niveau structural, les CTX-M ne sont pas proches des TEM et SHV (<40%
d’identité), au niveau de leur spectre d’activité elles hydrolysent préférentiellement la
céfotaxime, d’ou leur nom de Céfotaximases.

A ce jour, de nombreux variant de CTX-M ont été décrits (>50), et sont classés en 6
groupes phylogénetiques distincts : CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25
et CTX-M-45. Bien que certains variant (ex. CTX-M-15, CTX-M-32) avec une activité de
ceftazidimase élevée ont été décrit.

19



En 15 ans, la diffusion mondiale des BLSE de type CTX-M chez les entérobactéries a

explosé de fagon extrémement rapide, d’ou le terme de « pandémie CTX-M ». Les études
épidémiologiques récentes rapportent que la situation est endémique dans la plupart des pays
d’Europe, d’Asie et d’Amérique du Sud avec de forts taux de prévalence de CTX-M parmi les
souches productrices de BLSE : E. coli (de 30 a 90%) et de K. pneumoniae (de 10 a 60 %).
5.3.2.2. BLSE de type GES (Guyana Extended-Spec trum B-lactamase) :
Les BLSE de type GES sont de plus en plus rapportées chez les BGN, notamment P.
aeruginosa, E. coli et K. pneumoniae. GES-1 a été initialement décrite chez une souche de K.
pneumoniae isolée en 1998 en France puis en Argentine, au Brésil, au Portugal et aux Pays-
Bas.

Contrairement & la plupart des BLSE, GES-1 n’hydrolyse pas ’aztréonam et GES-2
hydrolyse les carbapénémes en étant moins sensible aux IBL, par une unique mutation GES-2
est le premier exemple de BLSE avec un élargissement du spectre d’activité aux
carbapénemes.
5.3.2.3. BLSE de type OXA (Oxacillinase) :

Bien que les BLSE appartiennent souvent a la classe A, plusieurs oxacillinases (classe
D et classe 2d) ont des propriétés de BLSE. Les b-lactamases de type OXA conferent la
résistance a 1’ampicilline et a la céfalotine, et sont caractérisées par une forte activité
hydrolytique des pénicillines M (oxacilline, Cloxacilline) mais elles n'hydrolysent pas de
fagon significative les C3G/C4G, de plus elles sont faiblement inhibées par I’acide
clavulanique.

Les B-lactamases de type OXA représentent une famille phylogénétiquement tres
hétérogene et dérivent de OXA-10, de OXA-13, de OXA-2, la plupart des BLSE dérivées de
OXA-10 conferent une résistance plus élevée au céfotaxime

Elles sont principalement retrouvées chez P. aeruginosa, mais ont aussi été détectées chez
d’autres BGN dont les entérobactéries. (Cattoir, 2008)

Actuellement, le risque couru par 1’émergence des BLSE dans le traitement des pathologies
bactériennes réside dans le transport du géne de mutation entre les souches bactériennes
multirésistantes, le risque de transmission étant estimé a 28% pour les souches de BLSE
contre 1.7% pour les souches non BLSE, et la transmission de souches de BLSE s’est avérée
responsable du doublement de la prévalence de K. pneumoniae BLSE, qui s’est passée de

15% a >30% en moins d’un an.
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6. La multirésistance de Klebsiella pneumoniae :

Le terme résistance aux antimicrobiens (RAM) est devenu un mot pour résumer 1’une
des questions les plus urgentes a la santé humaine mondiale ; 1’émergence de pathogenes
résistants a la majorité ou a la totalité¢ des antibiotiques de premiére ligne prescrits.
Cependant, ’antibiorésistance est une zone presque infiniment complexe, Les fonctions qui

sont a I’origine de diverses résistances antimicrobiennes observées dans la nature sont vastes.

En tant que tel, nous avons choisi de nous concentrer sur ce que nous considérons
comme ['un des plus grand probléme d’antibiorésistance pertinents pour la santé publique
mondiale, 1’évolution et 1’émergence d’agents pathogénes gram négatifs qui sont
multirésistants aux antibiotiques (MDR).
La RAM dans les bactéries gram-négatives n’est pas un nouvel événement, en effet
L’émergence de clones bactériens a permis 1’acquisition de béta-lactamase a spectre étendu
(BLSE) conférant une résistance aux céphalosporines de troisiéme génération telles que la
ceftazidime et la ceftriaxone. Ces genes se trouvent sur les plasmides qui portent également
des geénes de résistance a d’autres antibiotiques cliniquement importants n’appartenant pas a

la famille des B-lactamines.

L’augmentation de souches MDR K. pneumoniae hyper virulentes ainsi que d’autres
espéces sont un probléme préoccupant pour la santé publique ; ’agent commun a 1I’émergence
de tous ces clones dominants de MDR E. coli et K. pneumoniae sont les plasmides. En effet,
la diffusion des BLSE tels que blaCTX-M et carbapénémases blaNDM et blakPC sont
dominés par les plasmides de la famille IncF, qui sont presque exclusivement responsable de
la diffusion globale de blaCTX-M.

Il est commun pour les plasmides MDR d’avoir plusieurs copies du méme geéne de
résistance, Ces multiplications de genes résultent de la division indépendante de ces derniers.
(Dunn et al, 2022)

Le nombre croissant d’infections a Klebsiella pneumoniae résistantes aux
antimicrobiens, particulierement par les BLSE et la carbapénémases produites par les KPC, a
désigné K. pneumoniae comme étant une «menace urgente » et un «agent pathogéne
prioritaire » par les organismes de santé publique. Les analyses moléculaires des isolats de K.
pneumoniae ont mis en évidence 1’émergence rapide de souches multirésistantes (MDR)
attribuée a la propagation géographique de groupes clonaux (GC ; p. ex., CG15, CG101,
CG147, CG258, CG307), dont certains sont porteurs de plasmides de résistance épidémique.
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Pour traiter les infections a K. pneumoniae multirésistante, on utilise des médicaments de

dernier recours comme les polymyxines (surtout la colistine) et la tigécycline.
6.1. Les Pan Drug Resistant (PDR) :

Une résistance est actuellement observée aux ATB de dernier recours, en particulier a
la colistine, et risque d’aboutir a I’émergence et a la propagation de souches résistantes. Les
souches de K. pneumoniae PDR (Pan Drug Resistant) laissent peu d’options thérapeutiques et

sont associées a des taux de mortalité éleves. (Rodriguez et al, 2022)

La crise mondiale de résistance aux antimicrobiens (RAM) est I’une des trois plus
grandes menaces pour la santé humaine, comme I’a souligné I’OMS. La fréquence des
infections causées par ces bactéries a augmenté chaque année au cours des vingt derniéres
années, et on estime qu’elle est responsable d’au moins de 35000 déces chaque année aux
Etats-Unis. Malgré les profondes conséquences cliniques et économiques causées par
I’antibiorésistance, seules quelques nouvelles classes d’antibiotiques ont été approuvées pour
utilisation clinique au cours des quatre derniéres décennies. La diminution du nombre
d’antibiotiques, conjuguée a I’augmentation de la résistance, menace le systéme de santé
moderne. Ce qui implique la nécessité de nouvelles thérapies pour lutter contre les infections
causées par ces «super bactéries » en cette ére post-antibiotique. Les pathogenes a Gram
négatif comme Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa
sont responsables du nombre croissant d’infections nosocomiales difficiles a traiter, car ils ont

accumulé une résistance a plusieurs classes d’antibiotiques. (Hussein et al, 2022)
6.2. Les Multi Drug Resistant (MDR) :

Klebsiella pneumoniae MDR est devenu une menace pour la santé publique ; en soi,
elle a des facteurs de virulence liés a une mortalité¢ élevée ainsi qu’une faible réponse au
traitement. Klebsiella pneumoniae MDR a été étudiée pendant un certain temps en Amérique
latine et en particulier au Pérou en 2016, ou une proportion accrue d’entérobactéries portait le
géne NDM (67,5%) par rapport aux bactéries productrices de carbapénémases (KPC)
(31,3 %) et aux bactéries NDM de type actif-sur-imipeneme (1,2 %). Sacsaquispe et al ont
déterminé que le principal mécanisme de résistance aux carbapénemes est I’expression de la

carbapénémase blaNDM. (Arteaga- Livias et al, 2021)

Un autre mécanisme facilitant la propagation des MDR est I’utilisation irrationnelle

d’antibiotiques, qui ont été prescrit en raison de la suspicion par rapport aux infections
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superposées. Des rapports internationaux indiquent que jusqu’a 70 % des patients hospitalisés
pour la COVID-19 recoivent des antibiotiques souvent a large spectre, malgré des résultats
qui indiquent une faible proportion d’infections bactériennes. Pour cette raison, les
recommandations thérapeutiques ne recommandent pas 1’utilisation d’antibiotiques dans les
patients atteints d’une maladie Iégere ou modérée, sauf si la suspicion a une infection

bactérienne est importante. (Arteaga- Livias et al, 2021)
6.3. Les souches XDR :

Les bactéries XDR sont différentes des MDR et PDR, Le terme a d’abord été inventé
en réponse a Mycobacterium tuberculosis qui était résistant aux agents de premiére génération
(isoniazide et rifampicine), a une fluoroquinolone et a un ou plusieurs médicaments
parentéraux de deuxiéme génération. (Amikacine, kanamycine et capréomycine). Elle a
ensuite été étendue a d’autres bactéries qui étaient résistantes a la plupart des traitements

antimicrobiens standards.

La prévalence exacte des bactéries XDR peut étre difficile & estimer. Des études
menées dans des hopitaux du centre de I’Inde ont révélé que 13,8 % des souches bactériennes
étaient des bactéries XDR et que 37,1 % étaient des bactéries multirésistantes. Parmi les
patients, 1,6 % avaient des infections bactériennes par XDR et 4,2 % avaient des bactéries
multirésistantes. Cependant, étant donné que 1’étude a été réalisée dans un centre de soins

tertiaire, les niveaux peuvent étre plus élevés que la moyenne.

Ces études ont révélé qu’il y avait plus de souches bactériennes Gram-positives que
Gram-négatives. La majorité des souches XDR trouvées dans la section chirurgicale de
I’hdpital, sont pour la plupart des staphylocoques coagulés positifs ou des especes de
Pseudomonas aeruginosa. Une tendance similaire a été observée dans des études menées a
Riyad, en Arabie saoudite. (Ryding, 2021).
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CHAPITRE I

LES HUILES
ESSENTIELLES ET LEURS
ACTIVITES



I. Généralités sur les huiles essentielles :

Les végétaux produisent des composes organiques volatiles (COV) qui peuvent étre
hydrophobes (I’huile essentielle), et hydrophiles qu’on récupere dans 1’hydrolat. Les végétaux
les produisent pour se protéger du soleil, du froid, des maladies et aussi pour permettre une
communication entre eux et entre les animaux dans le but d’attirer les insectes pollinisateurs
ou de répulser les nuisibles. (Bakkali et al, 2008). Ces COV comportent des substances
odoriferantes sous forme de microgouttelettes renfermées dans des glandes de la plante a des
températures plus basses que leur propre point d’ébullition. (GARNEAU, 2004) et sont
stockées dans différentes parties de la plante : fleurs, tiges, graines, bois, bourgeons, écorces,
racines et fruits. Elles seront soustraites par divers procédés afin de les rendre accessible a
I’homme. (SHIRNER, 2004).

1. Historique :
L’utilisation des huiles essentielles remonte bien avant notre ére :

4500 avant JC, les égyptiens obtenaient I’HEs par macération et essorage et les utilisaient

dans divers domaines : la médecine, parfumerie, cosmétique, embaument.

En 4000 avant JC au Moyen Orient les huiles étaient essentiellement utilisées dans le domaine
de la parfumerie, I’influence égyptienne dans le domaine médical les atteignit et les huiles

devinrent de plus en plus communes pour soigner les problemes cutanés ainsi que « 1’esprit ».

1000 avant JC sur le nouveau continent, les différentes tribus indiennes utilisaient les plantes
médicinales pour divers choses: soulagement corporel, purification, développement de

’esprit, nettoyage de maison...etc.

300 avant JC : C’est Alexandre le Grand qui importa les HEs en Gréce aprés sa conquéte de

I’Egypte et la découverte des bienfaits des plantes.

150 avant JC: la Gréce influence I’empire romains et s’intéresse rapidement a la

consommation des épices pour leurs godt et parfum.

Lors de la renaissance du Moyen-Orient, Avicenne, médecin et philosophe perse a fait

avancer la méthode de distillation par I’invention du serpentin.

La renaissance européenne fiit I’époque créatrice des premiers diffuseurs d’huile essentielles

appelés « pomanders » et sont nécessaires en période de peste pour stopper 1’épidémie.
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Durant les guerres, les blessures des soldats étaient pansées avec des bandes trempées dans les
huiles essenticlles. Ces pratiques ont démontré la faiblesse de I’antibiothérapie, les HEs sont
donc également un moyen de se soigner efficacement contre les maladies. (Théophane et al,
2019)

L’aromathérapie est donc réapparue durant les années 60 partout dans le monde.
Jean Valnet développe la méthode d’évaluation d’activité antimicrobienne des HEs.

Aujourd’hui, I’aromathérapie est répandue partout dans le monde. Elle est surement ['une des
techniques les plus naturelles possibles contre les infections microbiennes, et aussi efficace en

prévention qu’en guérison.
2. Définitions :
» Les huiles essentielles :
Les huiles essentielles ou essence aromatiques distillés sont des métabolites secondaires.

La dénomination « essentielle » reflete le caractére principal des plantes qui dégagent des

odeurs agréables.

Elles sont des produits de composition généralement assez complexe renfermant les principes
volatils contenue dans les végétaux plus ou moins modifiés au cours de la préparation. Elles
sont obtenues a partir de différentes parties de la plante, suite a I’extraction de la matiére

végétale a la vapeur d’eau ou par d’autres procédés.
» L’aromathérapie :

L’aromathérapie est I'utilisation des huiles essentielles a des fins thérapeutiques, préventives

ou curatives. Celles-ci sont utilisées soit par voie interne ou cutanée, soit par inhalation.
3. Caractéristiques des huiles essentielles :

Les huiles essentielles ont un certain nombre de propriétés physiques communes,

celles-ci peuvent varier en fonction de leur composition chimique.

Sont volatiles, odorantes, inflammables, leur densité est <1 sauf pour les huiles
officinales qui ont une densité >1, ce sont les huiles de clou de girofle (Syzygium aromatium),
cannelle (Cinnamomum zeylanium) et Sassafras (Sassafras aldidum).Les HEs forment un

groupe tres homogene (BRUMETON, 1993). Leurs principales caractéristiques sont :
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-Liquide a températures ambiantes (30 a 40°c) et certaines d’entre elles se cristallisent a

basses températures.
-Elles se caractérisent aussi par un pouvoir rotatoire et une viscosité.

-Facilement altérables, sensibles a I’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant lieu a
la formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a 1’abri de la lumiére et de
I’air. Elles se caractérisent aussi par leur solubilité dans alcools et la plupart des solvants

organiques, cependant elles sont peu solubles dans 1’eau.

-Incolores ou peuvent avoir des couleurs différentes allant du jaune péle au vert émeraude,

bleu au rouge brunétre foncé selon I’huile.
4. Composition chimique des huiles essentielles :

Ce sont des mélanges tres complexes et variables de différent composés chimique, qui

sont dissous les uns dans les autres pour former des solutions homogenes.

Il existe environ plus de 3000 constituants qui ont été isolés a partir des huiles
essentielles, appartenant de facon quasi exclusives a deux groupes caractérisés par des
origines biogénétiques distinctes a deux groupes : le groupe de terpénoides et le groupe de

composés aromatiques dérivés du phénylpropane. (Kaloustian et al, 2012).
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Tableau 04 : Les différents composés chimiques des huiles essentielles

Composés terpénoides Composés Autres
aromatiques COMPOSes
Constitue une famille de composés structurellement Beaucoup moins Sont des
variée. fréquents que les COmMpOsés
o . . terpénoides, aliphatiques de
Hydrocarbures volatiles a la faible masse moléculaire. responsables des faible poids
caracteres moléculaires

Constitu¢ d’une unité de 5 carbones, la formule générale
est appelée « Isopréne » (C5H8).

1Is sont subdivisés selon le nombre d’entité

isoprene.

(CROUTEAU et al., 2000)
(Kaloustian et al.,2012)

P

Monoterpen | Sesquiterpénes Diterpenes
es
Hydrocarbu | Constitués de 15 composeé de
res atomes de carbones quatre groupes
aliphatiques | souvent présentés sous | isopréne, sont
volatiles forme de lactones. des métabolites v
entrainables Il se divise en égétaux tres
a la vapeur Ise_ IVISE i, . importants
d’eau, ptrUSIfurrSI Ica egor.les dérivés du
peuvent étre S UCI Uretles (ex: géranyle.
saturés ou acyctique, .
instaurés monocyclique...etc) et | 1ls sont classés
Peuvent atre | CONstitue Ia_ c_I,asse la en plus[eurs
. plus diversifiée catégories tel que
acyclique, I'abiétane, le
cyclique, ou | (Bretmaier,2006) uanacasténe A
aromatique. 9
etc...
(Kaloustian H
3
et al, 2012) HaC CHa
|
CH, Hs
|
H;C CH,

organoleptiques des
HE.

IIs sont fréquemment
rencontrés dans les
plantes odorantes.

Les composeés se
distinguent entre eux
par le nombre et la
position des
groupements
hydroxyles et
méthoxyles

(Kaloustian et al,
2012)

Eugeénol

Vanilline

entrainés lors de
I’extraction des
huiles, ils
peuvent étre
azotés ou
soufrés

(INOVYE et
al., 2003)
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5. Techniques d’extraction des huiles essentielles :

L'obtention des huiles essentielles fait appel a de multiples techniques d'extraction.
Certain sont plus anciennes et simples d'opération et d'autres plus récentes et performantes
mais plus complexe. Ces dernieres visent a optimiser la qualité de I'huile tout en maintenant
un rendement intéressant. Les techniques d'extraction les plus employée sont : la distillation et
I'extraction par les solvants organiques :

5.1. Distillation :

Le principe de la distillation se base sur la propriété qu'ont les huiles essentielles a étre
volatiles sous l'effet de la chaleur, I'huile est alors entrainée par la vapeur d'eau. Apres
condensation, I'huile se seéparer du distillat par décantation. (Boukhatem et al, 2019)

Il existe deux principaux modes de distillation : L'hydrodistillation et la distillation a la vapeur
d'eau.
5.1.1. Par hydrodistillation :

L'hydrodistillation consiste a immerger directement la matiére végétale a traiter dans
un bain d'eau distillée qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont
condensees sur une surface froide et I'nuile essentielle se sépare par différence de densité.
Cette méthode présente par contre des inconvénients liés a ’action de la vapeur d’eau, en
effet certain organes végetaux tel que les fleurs sont trop fragiles et ne supportent pas ce genre
de traitement d’entrainement a la vapeur et peuvent se calciner ; aussi, le contact direct de
I’eau et des composés de 1’huile provoque des réactions chimiques conduisant a des
changements dans la composition finale de I’extrait.

A noter que la durée de la distillation influence sur le rendement de 1’huile
C’est une technique limitée car le chauffage intense et long provoque la dégradation du
matériel vegétal ainsi que des composés aromatiques. (Boukhatem et al, 2019)

5.1.2 Distillation a la vapeur d'eau :

C'est le procédé qui est le mieux adapté a I'extraction des essences, surtout si elles sont
destinées a des usages thérapeutiques. Dans ce cas, la matiere végeétale n'est pas en contact
direct avec I'eau, mais est traversé par un courant de vapeur d'eau. La distillation a la vapeur
s'effectue en plagant les plantes aromatiques sur une grille perforée en dessus de la base de
I'alambic. Sous l'action de la chaleur, I'eau se transforme en vapeur et passe a travers les
plantes en entrainant les molécules aromatiques vers un systeme de refroidissement. La

vapeur d'eau chargée ainsi d'essence retourne a 1’état liquide par condensation. Le produit de
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la distillation se separe donc en deux phases distinctes ; I'huile essentielle, de faible densité et

I'eau condensée que I'on appelle eau florale ou hydrolat.

Le parfum obtenu est plus délicat, et cette méthode, réguliére et plus rapide fait que les
notes de téte, fragrances trés volatiles sont riches en ester ; ces derniéres sont dues a des
molécules légéres qui apparaissent en premier.

Le plus souvent une demi-heure suffit a recueillir 95% des molécules volatiles ce qui
suffit aux besoins de I’industrie de la parfumerie comme pour la lavande ; ’emploi en
aromatherapie nécessite un prolongement de 1’opération afin de récupérer la totalité des

composants aromatiques volatiles. (Boukhatem et al, 2019)

Il existe une variante de I'entrainement a la vapeur d'eau qui est I'hydro diffusion. Elle
consiste a pulser de la vapeur d'eau a trés faible pression (0,02-0,15 bar). A travers la masse
vegétale du haut vers le bas. La composition des produits obtenu est qualitativement
différente de celle des produits obtenus par les méthodes classique le procédé permet un gain
de temps et d'énergie. (Boukhatem et al, 2019)

5.2. Par solvant organique :

Certaines huiles essentielles ont une densité proche a celle de I'eau et le procédé de
distillation ne peut étre utilisé, il est donc nécessaire de recourir a une extraction par solvants
organiques malgré leur faible pourcentage d'utilisation (3%).

La technique de I’extraction par solvants remplace aujourd’hui celle de I’enfleurage. Elle
aboutit a I’obtention d’absolus treés recherchés par les parfumeurs pour la pureté de leur
puissante odeur. (Boukhatem et al, 2019)

5.2.1. Par solvant volatil :

L'extraction par solvant volatil consiste a la mise en contact de la matiére végétale avec un
solvant qui dissout et extrait les constituants soluble contenus dans la plante, ces mémes
composés se retrouvent a la fin du procédé dans le solvant évacué, I'opération peut étre
renouvelée plusieurs fois sur la méme charge de matiére végétal.

Actuellement les solvants les plus utilisés dans l'industrie sont : I'nexane, I'alcool éthylique et

I’eau.

5.3. Enfleurage :
L'enfleurage, ou macération a saturation est un procédé d'extraction trés ancien,
utilise surtouts pour des fleurs délicates comme les roses et le jasmin, l'artisan dépose les

pétales de la fleur sur un corps gras purifié qui s'imbibe peu a peu des parfums, lorsque le
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corps gras atteint son poids de saturation et qu'il ne peut absorber davantage de parfum,
I'artisan nettoie la pommade obtenue.

Puis, il ajoute de I'alcool, il laissera en suite le tout se mélanger pendant environ 24
heures, cette étape sert a séparer le corps gras et les huiles essentielles. En dépit de grande
qualité des huiles essentielles obtenues par enfleurage. Cette méthode n'est plus trés courante,
I'enfleurage est en effet un procédé tres laborieux et il nécessite beaucoup de temps, les huiles

essentielles ainsi obtenues coditent donc trés cher.

5.4. Macération :

Dans cette méthode, les fleurs sont immergées dans des graisses fluides de nature
animale ou végetale. Cette immersion est réalisée dans des fioles en cuivre tapissées a
I'intérieur d'une couche de Zinc.

Ces fioles sont mises sur un bain marie a température d'ébullition pour I'obtention d'un
mélange lipidique, ce mélange est ensuite centrifugé pour récupérer I'huile essentielle, alors
que la couche restante est traitée a I'alcool 90%.

Apreés le refroidissement, le mélange est agité jusqu'a ce que 1'alcool se sature d*‘huile
essentielle ; la phase alcoolique est alors récupérée puis épuisée a une température de 30°C, et

le résidu obtenu est appelé I'huile absolue.

5.5. Expression a froid :

La technique est réservée a ’extraction des essences volatiles contenues dans les
péricarpes d'agrumes en déchirant ces dernieres par un traitement mécanique. Elle consiste a
rompre ou dilacérer les parois des sacs oléiféres contenus dans le mésocarpe situé juste sous
I’écorce du fruit, I’épicarpe, pour en recueillir le contenu qui n’a subi aucune modification.
Les systemes récents, comme la « Food Machinery Corporation-in-line » (FMC), permettent
d’extraire le jus de fruit et ’essence de maniere quasi-simultanée sans contact des deux. C’est
pourquoi I’expression a froid est la méthode de choix pour extraire ces essences, d’autant que
la distillation n’est plus une technique trés appropri¢e. En effet, la distillation produit des
huiles aromatiques de moindre qualité principalement due a une présence importante

d’aldéhydes, composés sensibles a I’oxydation et a la chaleur. (Boukhatem et al, 2019)

5.6. Extraction assistée par micro-ondes :

L’avantage de ce procédé est de réduire considérablement la durée de distillation et

incrémenter le rendement. Toutefois, aucun développement industriel n’a été réalisé a ce jour.
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La distillation assistée par micro-ondes fait aujourd'hui I'objet de beaucoup d'études et ne
cesse d'étre améliorée parce qu’elle présente beaucoup d'avantages : technologie verte,
économie d'énergie et de temps, investissement initial réduit et dégradations thermiques et
hydrolytiques minimisees.

L’emploi des micro-ondes constitue, par ailleurs, une méthode d’extraction a part
entiére en plein développement. A titre d’exemple, La SFME (Solvent Free Microwave
Exatrction) est une combinaison originale des techniques de chauffage par micro-ondes et de
distillation seéche. Elle consiste a placer le matériel végétal dans un réacteur au sein d’un four
micro-ondes sans ajout d’eau ou de solvant. Le chauffage interne de 1’eau contenue dans la
plante permet d’en dilater ses cellules et conduit a la rupture des glandes et des récipients
ol¢iferes. L’HE ainsi libérée est évaporée avec l’eau de la plante. Comparée a
I’hydrodistillation traditionnelle, la SFME se caractérise par une diminution de la

consommation energétique et des rejets en CO,mais, surtout, par un temps d’extraction de

I’ordre de 9 fois plus rapide. Les HE issues de ce procédé sont composées d’un taux plus
important en composés oxygénés, de valeurs odorantes plus significatives, alors que les

monoterpenes sont présents en moindre quantité (Boukhatem et al, 2019).

5.7. Extraction par fluide a I’état supercritique :

L’originalité de la technique d’extraction par fluide supercritique, dite SFE, provient
de l'utilisation de solvants dans leur état supercritique, c'est-a-dire dans des conditions de
températures et de pressions ou le solvant se trouve dans un état intermédiaire aux phases
liquide et gazeuse et présente des propriétés physico-chimiques différentes, notamment un
pouvoir de solvatation accru. Si, en pratique, de nombreux solvants peuvent étre employés,

90% des SFE sont réalisées avec le dioxyde de carbone (CO,), principalement pour des

raisons pratiques. En plus de sa facilité d’obtention due a ses pression et température critiques

relativement basses, le CO, est relativement non toxique, disponible a haute pureté et a faible

prix, et il posséde I’avantage d’étre éliminé aisément de 1’extrait. (Boukhatem et al, 2019)

6. Conservation des huiles essentielles :

La durée de conservation des HEs varie entre 12 a 18 mois selon I’HE, a cause de la
présence de leurs fonctions chimiques réactives ; les terpénes peuvent s’oxyder rapidement

lorsqu’ils sont abandonnés a la lumiére, a I’air et & la température ambiante et/ou élevée. Pour
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éviter 1’oxydation, il est primordial de conserver les HEs : a ’abri de la lumiére, dans des
flacons propres et secs, metalliques (aluminium ou acier inoxydable) ou en verre teinté. A
froid, a +4°C. (Kaloustian et al, 2012)

7. Activité biologique et mode d’action des HEs :

Les HEs sont connues dotées de nombreuses propriétés biologiques : elles sont
connues pour leurs activités antimicrobienne et possedent un spectre plus ou moins large une
action sur les G+ et les G- ainsi que les entérocoques. Dans le domaine phytosanitaire et agro-
alimentaire, elles sont utilisées comme agent de protection contre les champignons, les
levures et les microorganismes qui envahissent les denrées alimentaires. Elles sont tres
intéressantes pour traiter les troubles d’origine virale, des infections respiratoires ; les HES ont
également une activité antioxydante, antiparasitaire, antiseptique et sont utilisées dans des
cliniques pour leur pouvoir antiinflammatoire et antihistaminique. Plus récemment, on leur

reconnait également des propriétés anticancéreuses. (Valnet, 2005).

Les HE et leurs constituants possédent des mécanismes d’action variés et trés ciblés,
touchant en particulier la membrane cellulaire et le cytoplasme, et, dans certains cas,

changeant completement la morphologie cellulaire, voire I’expression des genes.

Selon KALAMOUNI (2010) I’action des HEs sur la cellule bactérienne se déroule

en trois phases :

Attaque la paroi bactérienne par I’huile essentielle provoquant une augmentation de la

perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.

Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de 1’énergie cellulaire et la

synthese des composants de structure.

Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie. (Bouyahya et al,
2017)
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Chapitre Il : Les huiles essentielles et leurs activités

I1. Huiles essentielles :

1. Huile essentielle d’Eucalyptus globulus :

1.1. Généralités sur la plante
Eucalyptus :

Eucalyptus dérive du grec
«eu» qui signifie «bien» et
« calyptus » qui signifie
« couvert/recouvert », le nom fait
référence au bouchon "opercule™
qui recouvre les étamines dans le

bourgeon avant 1’éclosion.

Figure 03 : Eucalyptus globulus

L’Eucalyptus est un arbre originaire d’Australie, le continent le plus aride bien que ce
dernier contienne également un nombre de foréts humides notamment au Nord-Est du pays.
Les temperatures élevees conferent a la plante une grande capacité de survie et d’adaptation,
le changement le plus remarquable réside dans 1’adaptation des feuilles ; en effet, dans les
foréts fermées et humides, la concurrence pour la lumiere du soleil est beaucoup plus présente
ce qui rend les feuilles plus ou moins horizontales, les tissus photosynthétiques orientés vers

le haut et les stomates vers le sol. (Coppen, 2002)
1.2. Description physionomique :

L’arbre peut atteindre une hauteur de 80 m avec un tronc droit et large, ses branches
mesurent environs la moitié de la hauteur totale de I’arbre. L’écorce inférieure, c'est-a-dire a
la base, est rugueuse, grisatre ou brunatre ; I’écorce supérieure est lisse et pale, souvent avec

une teinte bleuatre ou jaunatre formant de longues bandes.

Les feuilles de semis possedent une symétrie bilatérale, elles sont sessiles, la base
fermant la tige (amplexicaule), ovoide, 6 a 12 cm de long sur 2,5 a 7 cm de large, de couleur
vert bleuatre fortement décolorées. Les feuilles juvéniles en revanche sont sessiles avec une
base embrasseicaul, elliptiques-ovoides, de 11 & 15 cm de long sur 6 a 11 cm de large, de
couleur bleu-vert, décolorées. Les tiges des semis et des feuilles juvéniles sont carrées et
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flanquées. Les feuilles adultes sont pétiolées, falciformes, lancéolées ou étroites-lancéolées,
de 12 a 25 cm de long sur 1,7 a 3 cm de large elles sont d’un vert semblable sur les surfaces

supérieure et inférieure.

L’inflorescence est simple, habituellement a une seule fleur (parfois 3), et axillaire.
Les étamines sont généralement blanches ou creme. Le pédicelle est parfois absent ou tres
court et robuste, jusqu’a 4 mm de long. Les bourgeons vont de 1 a 2,3 cm de long sur 1,4 a
2,8 cm de large en forme de haut (turbiné) avec 4 cotes distinctes (parfois plus). Le capuchon
ou opercule est aplati, trés verrugueux avec un bouton central tres distinct. Les capsules
nervurées sont sessiles, sous-globulaires a hémisphériques avec 4 c6tes distinctes (parfois

plus). Les capsules ont un anneau de calycine concave distinct. (Praciak, 2019)
1.3. Habitat :

L’E. globulus a une distribution discontinue principalement le long de la cote Est de la
Tasmanie, certaines populations se trouvant jusqu’a 70 km a I’intérieur des terres. On le
trouve également sur les Tles du détroit de Bass, y compris Flinders et King, et a I’extréme sud

de Victoria, autour du cap Otway, des chaines Strzelecki et sur le promontoire Wilsons.

E. globulus pousse particulierement bien dans les régions au climat méditerranéen
caractérisées par des hivers frais et humides et des étés secs et chauds, comme certaines
parties de la Californie, du Chili, du Portugal, de 1’Espagne et de 1’ Afrique du Sud. (Praciak,
2019)

1.4. Rang taxonomique :

Régne : Plantae

Division : Tracheophyta

Sous-division : Spermatophytina

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Eucalyptus

Espeéce : Eucalyptus globulus

Sous-especes : Eucalyptus globulus ssp. bicostata. Eucalyptus globulus spp. globulus.

Eucalyptus globulus spp. maidenii.[ En ligne
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https://www.itis.qov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search topic=TSN&search value=524065#
null)]

1.5. L’huile essentielle :

1.5.1. Description de I’huile :

L’huile essentielle d 'Eucalyptus globulus est d’un aspect liquide, graisseux, mobile et
limpide, de couleur jaune péle ou incolore ; sa densité & 20°C est de 0.905 & 0.925 g/ml,
inflammable a 44°C et possede un point de rotation optique entre 0° et +10° a une

température de 20°C, son indice de réfraction a 20°C varie de 1.460 a 1.466. [En ligne]
1.5.2. Composition chimique :

Dans I’huile essenticlle extraite des feuilles d’E. globulus, 25 composés ont été
identifiés, correspondant a 98,7 % de I’huile essentielle totale ; ’analyse de la composition
chimique a montré que 1’huile essentielle contenait un mélange complexe, principalement des
monoterpenes oxygénés (55,4 %), monoterpenes hydrocarbonés (35,4 %), sesquiterpénes

hydrocarbonés (3,1 %) et sesquiterpénes oxygénés (4,8 %).

Le 1,8- cinéole, présent avec un pourcentage de 48,2 % fait partie des composés les
plus abondants chez les monoterpénes oxygénés. a-pinéne, y-terpineéne et p-cymene avec un
pourcentage respectif de 16,1%, 8,9% et 8,8%, sont les monoterpénes hydrocarbonés
principaux. (Jerbi et al, 2017)

1.5.3. Activité biologique :

L’eucalyptus étant une plante médicinale, il n’est pas inconnu que son huile essentielle

possede de nombreuses propriétés permettant la lutte contre les agents externes.
1.5.3.1. Activité antibactérienne :

L’huile essentielle d’eucalyptus a des effets antimicrobiens contre de nombreuses
bactéries, dont Mycobacterium tuberculosis et Staphylococcus aureus resistant a la
méticilline, ainsi que des virus. De nombreuses études ont rapporté que I’huile essentielle
d’eucalyptus peut jouer un réle d’appoint efficace dans le traitement des problémes
respiratoires, tels que la tuberculose, la pneumonie, la bronchite, 1’asthme. (El Omari et al,
2019)

Certains auteurs ont signalé que les micro-organismes gram-négatifs sont légerement

plus sensibles aux huiles essentielles que les micro-organismes gram-positifs. L’activité
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antibactérienne des extraits d’eucalyptus est due a des composants tels que 1,8-cinéole,
citronnelle, citronellol, acétate de citronnelle, p-cyméne, eucamalol, limonéne, linalool, [-

pinéne, y-terpinéne, a-terpinol, alloocimene et aromadendrene.

L’efficacité de I’huile essentielle d’E. globulus contre ces micro-organismes peut
constituer un fondement scientifique pour 1’application de la plante dans la prévention et le
traitement des infections bactériennes causées par diverses bactéries pathogenes telles que
Staphylococcus aureus et Escherichia coli, qui ont développé une résistance aux antibiotiques.
L’incorporation de cette huile dans les préparations médicamenteuses est également
recommandée. Les résultats de cette étude présentent la plante comme un bon candidat pour
explorer de nouveaux agents antibactériens alternatifs pour combattre les micro-organismes

pathogenes. (Bachir et al, 2012)

1.5.3.2. Propriétées antioxydantes :

Les huiles essentielles ont été qualifiées d’antioxydants naturels en raison de leur

capacite a reduire la formation de radicaux libres et a les récupérer.
Essentiellement, les antioxydants réagissent avec les radicaux libres stables
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl et les convertissent a 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine il se passe
alors une décoloration qui indique le radical libre.
Ces propriétés antioxydantes sont liées a leur profil phytochimique, en particulier avec les
polyphénols.

I a été rapporté jadis que I’activité antioxydante de 1’huile est diie principalement a la
présence du 1,8-cinéole et montre différents degrés de puissance réductrice. (Luis et al, 2015)
1.5.3.3. Activité antifongique :

I1 existe peu de recherches concernant I’activité antifongique de 1’huile bien que son
effet fOt déja rapporté par Damjanovi c-Vratnica et al ; ils ont démontré 1’effet important et
significatif de 1’eucalyptol dans [I’inhibition de différentes levures et champignons.
(Boukhatem et al, 2020)

2. Huile essentielle de Syzygium aromaticum :
2.1. Caractéristique de la plante :

Le giroflier est un arbre a feuilles persistantes de couleur vert foncé originaire des Tles

Moluque il peut atteindre 15 a 20m de hauteur, il appartient a la famille des Myrtacées.
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Chapitre Il : Les huiles essentielles et leurs activités

Les clous de girofle sont en réalit¢ des boutons floraux de I’arbre avant leur éclosion,
ces fleurs sont blanches légérement rosées, groupées en petites cymes compactes et ramifiées.

Le calice rouge et long contient un bouton de fleur qui s’ouvre en révélant quatre pétales.

La récolte des boutons se fait avant qu’ils n’éclosent afin de garder leur arébme, apres
la récolte les boutons sont séchés au soleil et régulierement retournés afin d’éviter qu’ils ne
pourrissent. Une fois devenus secs ils
prennent une couleur brun foncé et seront
débarrassés de leur tiges, c’est ainsi que
I’épice est produit et sera utilis¢ dans
différents domaines : alimentaire,
aromathérapie, phytothérapie. . .etc.

(GAMBRELLA, 2021)

Figure 04 : Clou de girofle séchés
2.2. Classification systématique :

La plante appartient a la famille Myrtaceae qui compte +de 3000 especes dans 130 a 150

genres

Reégne : Plantae

Sous-regne : viridaeplantae

Division : Tracheophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Syzygium

Espéce : Syzygium aromaticum.

2.3. Composition chimique de I’huile :

La composition biochimique de I’HE de clou de girofle est susceptible de varier selon

les méthodes de culture et de production adoptée.
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L’Eugénol est le composé majoritaire représentant 75 a 80%, on le retrouve dans des
concentrations allant de 9381.70 a 14650 mg pour 100 g de matic¢re fraiche. L’acétate
d’eugényle (dérivé phenylpropanoide de 1’eugénol), le B-caryophylléne et I’a-humuléne qui
sont des sesquiterpenes représentent 10 a 40% des constituants de 1’huile. 10% correspondent
a des composants ou des traces tels que le phtalate de diéthyle, I’oxyde de caryophyllene, le
cadinéne, L’a-copaéne, le 4-(2-propényl) -phénol, le chavicol et 1’a-cubebéne. L’huile
possede également des composants allergénes: Eugénol, Benzoate, linalol, isogenol,
salicylate. (Haro-Gonzalez et al, 2021) Le clou de girofle représente 1’une des principales
sources Vvégetales de composés phénoligue comme les flavonoides, les acides

hydroxibenzoiques et hydroxicinamique et les propenes hydroxyphényles.
2.4. Activité biologique :

Le S. aromaticum est une plante médicinale connue pour ses propriétés antiseptiques
et anesthésiques, les boutons floraux du giroflier sont reconnus depuis fort longtemps et
indiquées pour les douleurs dentaires. Parmi les activités rapportées de 1’eugénol figurent les
activités  insecticides, antimicrobienne, anti-inflammatoire, cicatrisante, antivirale,

antioxydante et anticancéreuse

L’eugénol montre aussi une activité anticancéreuse potentielle contre le cancer du
colon, de I’estomac, du sein, de la prostate et de la peau, ainsi que le mélanome et la leucémie.
Il inhibe la prolifération et la formation de tumeurs, génere 1’apoptose et a un effet
génotoxique sur différentes cellules cancéreuses. Il montre une efficacité allergique lorsqu’il

est utilisé en dentisterie.

L’acétate d’eugénol présente des activités antimicrobiennes, anticancereuses,
antimutagenes, antioxydantes et antivirulente, il montre aussi une inhibition de 94,5%, 92,1%
et 100% a 200pg/ml respectivement contre Fusarium moniliforme, Harpophora pryzae et
Rhizoctonia solani. Il est un puissant agent antifongique potentiellement contre Candida spp

et empéche la formation de biofilm.

B-caryophylléne est insoluble dans 1’eau mais soluble dans I’éthanol. 11 démontre
quasiment les mémes effets que ceux de 1’eugénol et de 1’acétate d’eugénol, ce composé
diminue la croissance et la prolifération cellulaires des cellules tumorales et réduit I’activité
des metalloprotéinases de la matrice extracellulaire, il est utilisé par les médecins comme

chimiosensibilisant.

39



Chapitre Il : Les huiles essentielles et leurs activités

A-humulene : montre des activités anti-inflammatoires et anti-tumorales dans le cancer
du poumon, du cblon, de la prostate et du sein, mais aussi une activité antiproliférative et une
altération de la membrane cellulaire mitochondriale dans les cellules cancéreuses du colon. I
peut également augmenter 1’effet antiprolifératif des médicaments cytostatiques et d’autres

bioactivités anticancéreuses. (Haro-Gonzalez et al, 2021)

3. Huile essentielle de Thymus serpyllum :
3.1. Description morphologique :

Le serpolet, ou Thymus serpyllum, est une
plante vivace et comestible potagére ornementale
odorante et médicinale, il est trouvable sous forme de
sous arbrisseau aux nombreuses branches ramifiées
horizontalement d’environs 10 a 20 cm de hauteur, la
tige est ligneuse et appuyée au sol ; certaines espéces
peuvent étre rampantes et atteindre 50 cm de large.

Les feuilles sont petites, opposées, oblongues

allongées et ovales, elles sont de couleur verte aux

reflets pourpres et dépourvus de pétioles, arrondies ou

linéaires avant la période de floraison.

Figure 05 : Thymus serpyllum

Les fleurs sont mauves, petites et irréguliéres, regroupées en capitules terminaux des le
mois de juin, le calise est poilu polymorphe. (Tamert et al, 2017). La floraison a lieu de juin
a octobre et donne des fruits formés de 4 petites akénes. (Madi, 2010).

La plante est friande des sols maigres, secs et pauvres en nutriments, elle est souvent
retrouvée dans les vallées et les montagnes a 2500 m d’altitude ainsi que dans les clairiéres de
foréts, on le retrouve également au bord des routes de campagnes ; c¢’est une plante odorante
qui attire les insectes polinisateurs.

3.2. Habitat :

Le serpolet est Tres répondu en Europe, notamment dans le nord ainsi qu’au long de la
méditerranée et en Asie.

Il pousse dans des sols maigres, pauvres en nutriments, bien drainés, sableux, secs,
calcaires, sur les pentes ensoleillées, mais aussi dans les vallées et les montagnes allant

jusqu’a 2600 metre d’altitude.
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3.3. Classification taxonomique :

La situation botanique de I’espéce Thymus serpyllum est donnée dans

Reégne : Plantae

Sous regne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Thymus

Espece : Thymus serpyllum L.,1753

Sous-espece : Thymus serpyllum L., 1753subsp. serpyllum
3.4. Utilisation thérapeutique :

Le serpolet est I’'une des plantes sauvages les plus connues, tant il est utilis¢ depuis des
générations. Cette lamiacée de petite taille est une bonne plante médicinale, condiment et une
excellente plante d’agrément.

Thymus serpyllum est reconnu pour son usage dans divers remedes traditionnels
antiseptique, antispasmodique, carminatif, digestif, diurétique, expectorant, vermifuge.

Il est utilisé dans la dentisterie et dans le traitement des maladies du systeme digestif
et du systéeme respiratoire (Tamert et al, 2017).

3.5. L ’huile essentielle de Thymus serpyllum :
3.5.1. Propriétés organoleptiques :

L’huile extraite a partir des fleurs est liquide mobile, fluide et limpide, sa couleur est
de transparente a jaune ; son odeur est puissante, herbacée, agréable et un peu épicée. [En
ligne]

3.5.2. Composition chimique :

La teneur exacte en composant chimique chez T. serpyllum varie d’une espéce a une autre
selon différents parametres comme le lieu de cueillette, les conditions climatiques et
géographiques, les conditions d’extractions ...etc. Cependant nous pouvons identifier entre
autre 48 composés ; les monoterpenes oxygénes constituent la majeure partie de 1’huile avec
une teneur d’environ 54,4%. Vingt-neuf autres composants ont été identifiés dans 1’huile ce
qui équivalait a 99,9 % de I’huile totale ; le constituant principal était le thymol (56,02 %),

suivi du carvacrol (14,00 %) et du p-cymeéne (6,2 %). En outre, des résultats d’autres études
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stipulent que c¢’est le pinéne et le carvacrol qui sont les composés principaux, c’est le cas de
Sfaei-Ghomi et coll mais pour Thompson et al ¢’est le thymol (30 %) et le carvacrol (20 %)
qui ont été signalé comme étant les composants principaux des huiles du serpolet, pour
Rasooli et Mirmostafa

(2002) le thymol est le troisieme composant principal avec une teneur de >18 %
(Nikolic et al, 2013)

3.5.3. Activité biologique :

Le Thymus serpyllum le voisin le plus proche du Thymus vulgaris est connu pour ses
multitudes activités biologiques :

3.5.3.1. Activité antimicrobienne :

L’huile de T. serpyllum possede une forte activité contre les deux micro-organismes,
avec une CMI 2,5-5 g/ml et une CMB 5-10 g/ml pour les bactéries et une CMI 1-2 g/ml et
CMF 2-4 g/ml pour les champignons, cette activité rend ’huile bien plus efficace que certains

antibiotiques.

L’huile de T. serpyllum montre une activité antibactérienne significative contre S.

mutans, une espéce cariogéne reconnue. Elle inhibe également la croissance de Candida spp.

L’HE présente une bonne activité antibactérienne contre Escherichia coli ATTC 25922
,Bacillus cereus ATTC 10876 et Proteus mirabilis ATTC 35659. L’extrait décocté inhibe
fortement la croissance d’Escherichia coli.

3.5.3.2. Activité antioxydante :

Dans I’essai DPPH, I’huile du Thymus serpyllum a montré une activité de balayage des
radicaux de CE50 :0.96 g/ml, une valeur élevée en comparaison avec les huiles d’autres
espéces du genre ; I’huile posséde également un pouvoir de transformation de Fe3+ a Fe2+

avec une puissance réductrice de 0,66 g/ml.

Elle réduit également le blanchiment du caroténe qui provient par 1’oxydation de

I’acide linoléique, ainsi 1’huile garde sa couleur jaune.
3.5.3.3. Activité antitumorale et cytotoxique :
L’huile est puissante contre les cellules cancéreuses, cette efficacité peut étre due a la

présence du thymol en grande concentration, divers auteurs ont signalé des activités
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antitumorale des huiles et de leurs constituants. Par exemple, I’huile de thym semble étre la
plus efficace contre les lignées cellulaires tumorales PC3, A549 et MCF-7 et inhibent la

viabilité de plusieurs lignées cellulaires tumorales en fonction de la concentration de I’huile.

Si le thymol seul, ou en combinaison avec d’autres constituants de I’huile, est
responsable de la cytotoxicité observée contre les cellules tumorales, il reste a le révéler, ce

qui présente une importante limitation de 1’étude.

A des concentrations non toxiques, ’extrait de thym a également été identifi¢ comme
antimutagéne naturel avec la possibilité d’améliorer la réparation de ’ADN sans erreur.

(Nikolic et al, 2013)

I11. Association Antibiotique-huile essentielle :
1. Généralités :

L’utilisation des antibiotiques aujourd’hui doit étre mesurée et limitée car les agents
infectieux contre lesquels ils sont sensés lutter s’avérent de plus en plus résistants a leur
action, en effet I’augmentation de la résistance des bactéries aux antibiotiques est un probléme
mondial sérieux qui a orienté la recherche pour I’identification de nouvelles biomolécules
avec une large activité antibactérienne. Les plus importants sont les plantes et leurs dérivés,
tels que les HEs, ces derniéres sont souvent utilisées dans la médecine populaire, et
contiennent une grande variété de métabolites secondaires capables d’inhiber ou de ralentir la

croissance des bactéries. (Bouyahya et al, 2017)

Ces derniéres années avec l'augmentation des bactéries résistantes et I'absence de
traitement efficace une approche constituant a combiner 1’utilisation des HEs et des ATB est
la nouvelle stratégie pour surmonter les problémes d’antibiorésistance et les effets secondaires
des médicaments, cette étude met en lumiére les substances naturelles des huiles qui

améliorent la sensibilité des médicaments.

Pour pallier le manque d’efficacité des médicaments antibiotiques conventionnels, le
nombre de résistances croissants des bactéries a ces molécules et aussi par ailleurs la baisse
immunitaire générale des sujets sous traitement antibiotique, les huiles essentielles sont d’un

intérét évident. Ces informations sont a diffuser, c’est une mission de santé¢ publique, comme
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I’appel qu’a lancé I’OMS en 2014 pour encourager la recherche de nouveaux outils contre les

bactéries résistantes.

En aromathérapie, il existe deux niveaux d’efficacité de traitements antibiotiques : les
huiles essentielles fortes et les douces. Les huiles essentielles les plus forts antibiotiques ont
un inconvénient : celui d’étre a la fois dermocaustique et hépatotoxique, il faut donc des
mesures adaptées pour leur administration sans compter aussi que les synergies entre HE

existent, en effet le fait de combiner deux huiles permet d’élargir son spectre d’activité.

2. Quelques exemples d’association :

Les HEs peuvent représenter des adjuvants prometteurs pour les antibiotiques grace a

leurs mécanismes qui peuvent conduire a une synergie pharmacologique.

Tripti et al (aolGt 2011) ont étudié D’effet combiné de I’huile essentielle de
Pelargonium graveolens (le géranium) et de la Ciprofloxacine sur les uropathogénes suivants

: Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis et Staphylococcus aureus.

Ces recherches révélent une étonnante synergie entre 1’antibiotique et I’HE contre ces
pathogenes impliqués dans les infections urinaires. Ces auteurs ont déterminé les CMI de
I’HE et de ’ATB par la méthode standard de dilution ‘microbroth’ et I’interaction entre ces
deux agents par la méthode de ‘checkerboard’. La mesure de 1’effet combiné de I’HE et de
I’antibiotique a été obtenue en calculant 1’Indice de Concentration Inhibitrice Fractionnaire

(FICI).

L’étude de Tripti et al montre que le FICI pour K. pneumoniae et P. mirabilis est égal
a 0,375 et le FICI pour S. aureus est égal a 0,5. Les valeurs de cet indice ‘FICI” sont donc <
0,5 pour les 3 micro-organismes testés, ce qui indique que I’huile essentielle de Pelargonium
graveolens et I’antibiotique ciprofloxacine ont une action antibactérienne synergique.
Pour confirmer la potentialisation de 1’activité antibactérienne de la ciprofloxacine par I’'HE
de Pelargonium graveolens contre ces 3 uropathogenes, ces auteurs ont procédé a
I’élaboration d’isobologrammes (représentations graphiques des phénomeénes de synergie et
d’inhibition). Les auteurs suggerent la combinaison de I’HE de Pelargonium graveolens et la
ciprofloxacine pour traiter les infections des voies urinaires, ce qui peut réduire la dose

efficace de la ciprofloxacine et minimiser les effets secondaires de la ciprofloxacine.
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Cette recherche nécessite cependant des tests in vivo pour évaluer le potentiel de cette
combinaison a des fins thérapeutiques. Les HES agissent positivement sur le microbiote
intestinal, elles agissent sur la defense immunitaire et combattent les infections. (Maillard
Aude). Un chercheur marocain a eu l'idée d'ajouter aux antibiotiques des molécules provenant
d'huiles essentielles de plantes aromatiques réputées efficaces contre les micro-organismes.
Une idée qui permettrait de lutter contre les bactéries résistantes aux antibiotiques. Origan,
thym et romarin. Ce bouquet garni de plantes aromatiques pourrait représenter le nouvel
espoir de la lutte contre l'antibiorésistance ainsi un nouveau complexe moléculaire visant a
contourner l'antibiorésistance. Cependant, a fortes doses elles sont souvent inutilisables du
fait des effets secondaires qu’elles entrainent. Remmal a donc associé ces propriétés des
huiles essentielles a celles des antibiotiques, afin d’obtenir un effet synergique tout en évitant
les effets indésirables. L'interaction entre les molécules naturelles "dopantes" et les
antibiotiques crée des "complexes moléculaires” que les mécanismes de résistance mis en

ceuvre par les bactéries ont de la peine a reconnaitre. Les bactéries peuvent alors tres

difficilement développer des résistances efficaces contre le traitement anti-infectieux.

3. Conclusion :

Les huiles essentielles déstructurent et fragilisent les biofilms développés par les
bactéries, elles créent des breches par lesquelles les antibiotiques s’engouffrent pour exercer

leur activité microbicide, en plus de I’activité antibactérienne de I’'HE.

Il faut cependant plus de travail pour comprendre les associations HE-ATB avant de
pouvoir étre développés dans de nouvelles formulations antibactériennes. Cette interaction
positive provoque un effet inhibiteur supérieur a la somme de leurs effets individuels des
ATB ; Il a été démontré que certains composés de plantes peuvent inhiber efficacement les
pompes a efflux impliqués dans les mécanismes de résistance aux antibiotiques. Cela pourrait
conduire a la restauration de la sensibilit¢ aux antibiotiques et de réduire leurs doses
L’association des HEs aux ATB peut étre employée pour augmenter le spectre antimicrobien,
empécher I'apparition des mutants résistants, réduire au minimum la toxicité et minimiser les
effets secondaires de l'antibiotique. L’exploitation des HEs dans la prévention de la résistance
bactérienne est considérée comme plus prometteuse parce que les huiles essentielles sont
multi-composants dans la nature par rapport a de nombreux antimicrobiens conventionnels

qui n’ont qu’un seul site cible. (Yap et al, 2014).
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PARTIE 2 :

PARTIE EXPERIMENTALE



MATERIELS ET
METHODES



1. Objectif du travail :

Notre étude expérimentale a été réalisée au niveau de Laboratoire de Microbiologie
Appliquée, Laboratoire de Biochimie Analytique et Biotechnologies, de 1’université de
Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou. Cette étude concerne dans un premier temps la
détermination des effets antibactérien des huiles essentielles de trois plantes puis dans un
second temps la nature des interactions entre ces huiles et les antibiotiques vis-a-vis des

souches de Klebsiella pneumoniae BLSE pathogenes et multirésistantes aux antibiotiques.
2. Matériels :

2.1. Matériel de laboratoire :

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

Tableau0Q5 : Matériels utilisés

Equipements | Spectrophotométre, Microscope optique, distillateur d’huile essentielle,
et dispositifs | balance analytique, étuve, réfrigérateur, bain marie, autoclave, Bec bunsen,
Vortex, Agitateur magnétique.

Verreries Pipettes pasteur, spatule, micropipettes, écouvillons, boites pétri, lames,
béchers, tubes a vis, anse de platine, Eppendorf, disques en papier Wattman

Milieux de Gélose nutritive, MacConkey, Mueller-Hinton, Violet de gentiane, Lugol,
culture et Fushine diluée a 1/10, Huile a immersion, eau physiologique 9/1000.
réactifs

2.2. Matériel Biologique :
2.2.1. Souches bactériennes :

Nous avons utilisé 7 souches bactériennes: 4 souches de Klebsiella pneumoniae
pathogenes et multirésistantes (3520, 3511,1216 et 5111) issus de différents prélevements
communautaires ou hospitaliers et de différents services. Isolées en 2013 et 2014 au
laboratoire de microbiologie-parasitologie au CHU Tizi-Ouzou et 3 souches de référence
(Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853),

Les souches multirésistantes ont été identifiées au MALDI-TOF, elles sont BLSE

positives avec la présence du gene CTX-M.
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Matériels et méthodes

Tableau 06 : Origine des souches utilisées

Numéro d’identification Sexe | Service Type de Origine
prélévement
K. pneumoniae 3520 F Maladies Pus Hospitaliere
infectieuses (Interne)
K. pneumoniae3511 M Externe Urine Communautaire
(Externe)
K. pneumoniae 1216 M Urgences de | Urine Hospitaliere
pédiatrie (Interne)
K. pneumoniae 5111 M Néonatologie | Pus Hospitaliere
(Interne)
K. pneumoniae ATCC 700603 Laboratoire
Escherichia coli ATCC 25922 Laboratoire
P. aeruginosa ATCC 27853 Laboratoire

K. pneumoniae 1216 K. pneumoniae 3511 K. pneumoniae 3520

K. pneumoniae 5111 : K. pneumoniae ATCC
E. coli ATCC 25922 700603

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853
Figure 06 : Images de coloration de gram des souches utilisées

49



Matériels et méthodes

2.2.2. Plantes :

Trois huiles essentielles ont été utilisées durant étude, elles sont issues de plantes
médicinales aromatiques récoltées en juin 2021, choisies car ce sont des plantes locales et

commercialisées et aussi par rapport a leurs activité antibactérienne déja connue. Il s’agit de :

Tableau 07 : Plantes utilisées pour 1’extraction des huiles

Plante Famille Partie utilisée Région de récolte
Eucalyptus globulus Myrtaceae Feuilles YAKOUREN
Thymus serpyllum Lamiaceae Partie aérienne (tige AGHRIBS

+feuille +fleurs)

Syzygium aromaticum Myrtaceae Fruit Commerciale

Les huiles essentielles ont été extraites de parties différentes pour chaque plantes a cause de la

richesse de ces parties en huile et en composés phénolique.
» Technique d’extraction :

L’extraction des huiles essentielles se fait par diverses méthodes, certaines plus anciennes
et simple te d’autres plus récentes et performantes. Ces dernicres visent a optimiser la qualité

de I’huile, tout en maintenant un rendement intéressant.

Figure 07 : Distillateur d’huile essentielle (Photos prises au laboratoire)
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Matériels et méthodes

L’extraction des trois huiles essentielles a ¢été réalisée, par la technique de
I’entrainement a la vapeur, la seule reconnue pour I’extraction des huiles essentielles
appliquée en pharmacie. Le principe de cette méthode repose sur 1’éclatement des vacuoles
contenant 1’huile essentielle par la vapeur d’eau générée par un générateur de vapeur. Cette
derniere chargée en huile essentielle est condensée dans une colonne de réfrigération pour étre
ensuite collectée dans un bécher. L’huile se sépare de 1’eau florale par densité et se retrouve

en surface et est récupérée par une micropipette.

Le tableau ci-dessus représente les données de chaque huile essentielle :

Tableau 08 : Rendement et masse d’huile essentielle obtenue par la technique d’entrainement
a la vapeur.

Eucalyptus globulus | Thymus serpyllum Syzygium
aromaticum
Rendement 1.8% 2.5% 5.2%
Quantité plante 1000g 7009 3009
Densité 0.910 0.925 1.03
Masse de I’huile 189 17.59 15.69
obtenue

Figure 08 : Huiles essentielles extraites (Photos prises au laboratoire)
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2.3. Les antibiotiques :

Pour notre étude 4 molécules d’antibiotiques ont été utilisées a savoir: la
Chloramphénicol (CL), Amoxicilline+ Acide clavulaniqgue (AMC), Ceftazidime (CAZ) et
Levofloxacin (LEV) de la marque Liofilchem Italie sous forme de disques.

Le tableau 09 représente I’antibiogramme des 4 souches cliniques Klebsiella
pneumoniae multirésistantes utilisées :

Tableau 09 : antibiogramme des souches cliniques utilisées

1216 3511 3520 5111
Amp 06 R 06 R 06 R 06 R
Amox+Cla 13 R 12R 13 R 11R
Pip+Taz 22 S 201 201 21S
Temo 27 S 26S 26S 26S
Cefoxitine 28 S 25S 27S 28 S
Cefuroxime 06 R 06 R 06 R 06 R
Ceftriaxone 09 R 06 R 08 R 10R
Ceftazidime 12 R 10R 12R 17R
Cefepime 16 1 11R 16 1 16 1
Ertapenem 30 S 28 S 29 S 28 S
Meropenem 33S 30S 31S 325
Aztreonam 15R 11R 13R 16 R
Ciprofloxacine |19 I 06 R 191 15R
gentamicine 23 S 06 R 22 S 06 R
amikacine 20 S 18 S 19S 19S
trim+sulfa 06 R 06 R 07R 26S
imipenem 29 S 29 S 29 S 29 S
colistine 18 S 18 S 19S 18S
Minocycline 21 S 16 S 19S 19S
tigecycline 20 S 151 19S 18 S
chloramphenicol | 27 S 26 S 26 S 28 S
fosfomycine 21 S 21S 20 S 20 S
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3. Evaluation de D’activité antibactérienne des huiles essentielles par la méthode de
disques :
3.1. Vérification de la pureté des souches :

Les souches ont été ré isolées et repiquées sur gélose nutritive a partir de tubes stériles de
milieux inclinés et conservées a +4°C ; il est nécessaire de vérifier la pureté des souches avant
la réalisation des tests d’évaluation de 1’activité antimicrobienne et des synergies. Les étapes a

suivre sont :

e Repiquage des souches : cette étape consiste a réaliser des ré isolements des colonies
bactériennes, a 1’aide d’une pipette pasteur, €taler des stries sur gélose MacConkey
préalablement préparée et coulée, puis incuber dans une étuve a 37°c pendant 18 a
24h.,

e Examen par coloration de Gram : I’étape permet d’observer la forme des cellules
bactériennes mortes et les classer en deux groupes : les bactéries a Gram positif et a
Gram négatif.

3.2. La réalisation des tests de ’activité des huiles essentielles :
3.2.1. Préparation de I’inoculum bactérien :
e Prélevement de colonies isolées et identiques a partir d’une culture pure a 1’aide d’un
écouvillon
e Déchargement dans 10 ml d’eau physiologique stérile (0.9% NaCl).
e Homogénéisation des suspensions bactériennes
e Standardisation a 108 UFC/ml (avec une densité optique de 0.08 & 0.10 lue a une
longueur d’onde de 625nm)
3.2.2. L’ensemencement :
e Les boites de Pétri stériles sont préalablement coulées aseptiquement avec la gélose
Mueller-Hinton
e Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne, et pressé contre la
paroi interne du tube afin de décharger au maximum
e [’écouvillon est frotté sur la totalit¢ de la surface de la boite de Pétri gélosée et

séchée, de haut en bas, par des stries serrées.
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e L’opération est répétée trois fois, en tournant la boite de Pétri de 60° a chaque fois,
I’ensemencement se termine en passant 1I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

o Les disques vierges et stériles sont déposés a 1’aide d’une pince stérilisée au BecC
bunsen, sur la surface de la gélose un espace de 3 cm entre chaque disque.

e Les disques sont imprégnés de 10 pl de chacune des trois huiles (Eucalyptus, clou de
girofle et Thymus) a I’aide d’une micropipette

e Un disque d’antibiotique est laissé comme témoin positif (La chloramphénicol).

Les essais sont effectués en trois fois.

Les boites de pétries sont ensuite misent a +4°C pendant 3h pour la pré-diffusion de
I’huile, puis incubées a 37°C pendant 18 a 24 h.
La lecture se fait par la mesure de diamétre de la zone d’inhibition en mm formée autour de
chaque disque a I’aide d’une regle. Les diametres des zones reflétent I’impact de 1’huile

essentielle sur les souches testées

Doite de pém
Enscmencement de la gélose

en nappe par 1ml de Fmocuhen

Gelose Mucller Hinton

Depol aseplique d'un dhxqque
mibibe de Mwie essenticlle

Z: zone d'mhibition

Croissance microbjenne

Figure 09 : Tllustration de la technique de I’aromatogramme

Le résultat étant la moyenne de trois essais

Les résultats sont exprimeés selon quatre niveaux d’activité :
e D<8 mm : souche résistante (-)
e 8mm<D<I4mm : souche sensible (+)

e 14mm<D<20 mm : souche trés sensible (++)
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e D> 20 mm : souche extrémement sensible (+++). (El Atki et al, 2019)
4. Détermination de types d’interaction entre les huiles et les antibiotiques :

e Les boites de Pétri préalablement coulées par la gélose MH sont ensemencées par la
suspension bactérienne a I’aide d’un écouvillon.

e A T’aide d’une pince stérile on dépose :
-1 disque imprégné de 10ul de I’huile essentielle au centre de la boite, comme témoin positif

-3 disques de différents antibiotiques : Levofloxacin, Ceftazidime et amoxicilline + acide

clavulanique. Comme témoin positif
-3 autres disques de ces antibiotiques qu’on imprégne de 10ul de ’huile essentielle.

e Ladistance entre chaque disque est de 3 cm et de 1 cm de la périphérie de la boite.

e Les essais sont effectués en trois fois pour chacune des trois huiles.

Les boites de pétries sont ensuite fermees et sont laissées diffuser & 4°C pendant 3h, puis
incubées a 37°C pendant 18 a 24 h.
Apres incubation la lecture est faite par la mesure de diamétre de la zone d’inhibition en mm
formée autour de chaque disque a I’aide d’une régle. Le résultat étant la moyenne de trois

essais.

Les résultats sont analysés comme suit :
e Indifférence : les deux zones d’inhibition la combinaison ATB/HEs et addition du
diametre ATB+HE sont inchangées.
e Antagonisme : la zone d’inhibition de la combinaison ATB/HEs est moins importante
que celle de I’addition ATB+HE.
e Synergie : la zone d’inhibition de la combinaison ATB/HEs est importante que celle
de I’addition ATB+HE de 1 mm au minimum. (Kwiatkowski et al, 2018)
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Résultats et discussions

1. Activité antibactérienne des huiles :

Les tests des activités antimicrobiennes des huiles essentielles ont été faits sur 4 souches de
Klebsiella pneumoniae multirésistantes ainsi que 3 souches de références, dont Klebsiella

pneumoniae, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa

Le tableau 10 montre les moyennes des zones d’inhibitions obtenues par trois répétitions :

(Le diamétre des disques -6mm- est inclus)

Tableau 10 : Activité des huiles

Eucalyptus globulus Syzygium Thymus serpyllum
aromaticum
K. pneumoniae 3520 9,17+0,22 12,33+0,44 19,17+0,78
K. pneumoniae 3511 9,17+0,22 12,17+0,22 24+1,67
K. pneumoniae 1216 13,83+0,56 13,33+0,56 21,83+4,44
K. pneumoniae 5111 11,67+0,22 16,5+1,33 32+4,67
K. pneumoniae 7,33+0,44 11,83+0,78 13,83%0,56
ATCC 700603
Escherichia coli 18,33+0,78 17,33+0,22 25,8310,25
ATCC 25922
Pseudomonas 0 8,17+0,22 0
aeruginosa ATCC
27853

Huile essentielle de Syzygium aromaticum

Clou de girofle

Escherichia coli ATCC Pseudomonas aeruginosa

K. pneumoniae ATCC 700603
25922 ATCC 27853
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Clou de girofle Clou de girofle

K. pneumoniae3511 K. pneumoniae 3520

K. pneumoniae5111

Figurel0 : Images de I’activité de 1’huile essentielle de Syzygium aromaticum (Photos prise
au laboratoire)

Huile essentielle d” Eucalyptus globulus

Eucalyptus

K. pneumoniae ATCC Escherichia coli ATCC Pseudomonas aeruginosa
700603 25922 ATCC 27853
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Eucalyptus Eucalyptus

K. pneumoniael216 K. pneumoniae3511 K. pneumoniae 3520

K. pneumoniae5111

Figure 11 : Images de I’activité de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus (Photos prise au

laboratoire)

Huile essentielle de Thymus serpyllum

Pseudomonas aeruginosa

Thymus

K. pneumoniae ATCC Escherichia cIi ATCC
700603 25922 ATCC 27853
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K. pneumoniae1216 K. pneumoniae3511 K. pneumoniae3520
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K. pneumoniae511

Figure 12 : Tmages de I’activité de I’huile essentielle de Thymus serpyllum (Photos prise au

laboratoire)

D’aprés les résultats obtenus lors de notre étude, les tests d’activité de I’huile
d’Eucalyptus globulus montre des diamétres des zones d’inhibition pour les souches cliniques
allant de 9.13 mm a 13.83 mm tandis que les diamétres de zones d’inhibition pour les souches
de références s’étendent de 7.33 mm pour Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 et 13.83
pour Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 montre quant a

elle une résistance ¢galement face a ’'HE.

D’autre études effectuées sur I’action de I’HE d’Eucalyptus globulus menées par
Bachir et Benali (2008) ont montré une inhibition de la croissance bactérienne des souches
d’E.coli avec des diametres allant de 0 a 2 cm selon la quantité d’huile utilisée ce qui n’est pas
trés éloigné de nos diameétres obtenus pour E.coli, concernant la réaction de Klebsiella
pneumoniae vis-a-vis de 1’action de I’huile de Eucalyptus, des travaux menés par Damjanovic
et al (2011) ont prouvés la présence d’un diamétre de zone d’inhibition pouvant atteindre les 28

mm pour 10ul d’huile utilisé contre la souche clinique en incluant le diamétre des puits ; les
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mémes études ont montrés la présence d’une résistance de la souche Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853 vis-a-vis de I’HE, ce qui concorde avec les résultats de notre étude.

L’action antibactérienne de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus pourrait étre due a
la composition chimique de I’huile comme impliqué dans les travaux de Assaggaf et al (2022),
il est possible que I’activité antimicrobienne de I’HE soit attribuée aux monoterpénes
oxygénés, comme le 1,8-cinéole, le a-pinéne et le B-pinene, qui sont des constituants connus
pour leurs activités antimicrobiennes. Djennan et al (2011) a démontré que les composes
monoterpenes oxygénés, notamment les cymenes et 1’acide cinnamique étaient responsables de
la désintégration de la membrane externe des bactéries, libérant des lipopolysaccharides et
augmentant la perméabilité de la membrane cytoplasmique a I’ATP ce qui accélére ainsi la

lyse.

Les résultats de test d’activité de I’huile de Syzygium aromaticum ont montrés des
diametres allant de 12.17 mm a 16.5 mm pour les souches multirésistantes de Klebsiella
pneumoniae et des diamétres allant de 8.17 mm a 17.33 mm pour les souches de références

utilisées.

Des études menées par El-Darier et coll (2018) sur I’action de I’'HE de clou de girofle
vis-a-vis de souches de Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli ont montrés des diameétres
allant de 1.1cm jusqu’a 3.9 cm sur milieu LB solide (Lysogeny Broth) ce qui peut se
rapprocher de nos résultats sur milieu MH, d’autres études menées par Yaddes et al (2022) ont
montré une activité bactéricide considérable de I’huile de clou de girofle avec un diametre de

zone d’inhibition de 25.58 mm, 1égerement supérieur aux résultats obtenus lors de notre étude.

Cette puissante activité pourrait s’expliquer par la composition chimique de I’huile riche en
molécules volatiles actives dont I’Eugénol présent en grande quantité, sa présence pourrait
justifier cette activité, selon les travaux de Marchese et al (2017) il a été démontré que
I’Eugénol était une molécule active dotée d’une puissante activité antimicrobienne. Les travaux
de Bolla et al (2011) sur I’action de I’Eugénol sur les souches bactériennes ont montré que la
molécule agissait sur la membrane en inhibant P’activit¢ des ATPase ainsi qu’un possible
blocage des pompes a efflux réduisant ainsi la virulence bactérienne et empéchant le rejet de la

molécule hors de la cellule.

Concernant que I’huile essentielle du Thymus serpyllum on remarque qu’elle est la plus active
contre les souches cliniques avec une moyenne allant de 19 a 32mm pour les souches cliniques

et de 13.83 a 25,83 mm pour les souches de références de Klebsiella pneumoniae ATCC
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700603 et E. coli ATCC 25922 , quant a la souche Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,

celle-ci s’est montrée résistante a I’action de I’Huile essentielle

Comparativement a d’autres études menées sur 1’huile nos résultats sont similaires a
ceux des travaux de Deeksha et al (2021) menés sur différentes souches bactériennes dont des
grams négatifs par la technique des puits sur gélose d’agar, ces résultats ont été exprimés par
des diamétres de zones d’inhibition de 21.66mm pour E. coli ATCC 25922 et 13.66mm pour
les souches de K. pneumoniae MTCC39. En revanche d’autres études menés par Moussaoui et
al(2016) ont montré une résistance de la part des souches de pseudo vis-a-vis de I’huile
essentiels des plantes du genre thymus ce qui est tout a fait semblable aux résultats obtenus lors
de I’étude.

Cette activité pourrait s’expliquer par la présence du thymol en grande quantité dans
I’huile du thym ; en effet d’aprés les travaux de Deeksha et al (2021) il a été établi que le
thymol ainsi que les composé phénolique agissaient sur les bactéries gram positif et négatif,
des études similaires menées par Langeveld et coll (2013) démontrent que le thymol agis sur
les bactéries en desorganisant et perturbant la membrane bactérienne en s’attachant a des

cibles intracellulaires potentielles provoquant ainsi la destruction des cellules.
2.Etude des types d’interactions entre les huiles essentielles et les antibiotiques :

Dans le cadre de notre étude trois antibiotiques (LEV, AMC et CAZ) ont été utilisés en
combinaison avec les trois huiles essentielles étudiées (thym, clou de girofle et eucalyptus),
les résultats des tests sont présents dans les tableaux 11, 12 et 13.

Tableau 11 : résultats de I’interaction de 1’huile de Eucalyptus globulus et antibiotiques.

Eucalyptus globulus
ATB seul HE Addition Combinaison
AM | CAZ | LEV AMC | CAZ | LEV | AMC | CAZ | LEV
C

K. pneumoniae 14 0 20 0 14 0 20 135 0 20
ATCC 700603

K. pneumoniae 3520 | 12 0 23 11 23 11 34 13 9.5 22
K .pneumoniae3511 13 0 0 8 21 8 8 115 8 8
K. pneumoniae 1216 | 10 0 21 13 23 13 34 14.5 10 21
K. pneumoniae 5111 | 12 0 19 12 24 12 31 14 105 | 19
E. Coli ATCC 25922 | 19 22 32 18 37 40 50 195 | 225 | 40
P. aeruginosa ATCC | 0 20 24 0 0 20 24 0 20 25
27853
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Huile essentielle de Eucalyptus globulus

K. pneumoniae ATCC Escherichia coli ATCC Pseudomonas aeruginosa
700603 25922 ATCC 27853

K. pneumoniae3511 K. pneumoniae3520

\\\

N
K. pneumoniae5111

Figure 13 : Images des interactions entre les ATB et I’'HE de Eucalyptus globulus (Photos
prises au laboratoire)

Le tableau 11 représente les résultats obtenus avec l’utilisation de 1’huile essentielle de
I’Eucalyptus, d’apres la comparaison entre les diamétres des disques d’antibiotiques combinés

a P’huile essentielle ainsi que de 1’addition des diamétres des disques ATB+HE, nous
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constatons que le diamétre des combines est bien inférieur a ceux des additions dans le cas
des souches cliniques 3511, 3520, 1216 et 5111 pour ’antibiotique AMC avec des valeurs
allant de 13mm a 14mm diamétre du disque inclus ce qui représente une différence d’une

dizaine de millimétres.

Dans le cas de la CAZ en ce qui concerne les souches 5111, 3511 et 3520, nous
constatons également une diminution de diamétre entre les valeurs de I’addition ATB+HE et
les disques combinés avec une moyenne d’environ 10 a 20 mm de diamétre aussi ; cette
diminution représente un effet antagoniste de 1’huile sur I’antibiotique, ce phénomeéne peut
s’explique par la composition chimique de I’huile essentielle de 1’eucalyptus, en effet il a été
rapporté que certains composants de 1’huile peuvent inhiber les composants chimiques de
I’antibiotique (et inversement) réduisant la zone d’inhibition autour du disque combiné et

diminuant ’effet antibactérien des molécules.

L’interaction entre la CAZ et I’HE montre également une absence d’effet signe que les
composants de I’huile n’ont pas interagit avec ceux de I’antibiotique, les diameétres des
disques combinés sont les mémes que ceux de I’huile seule ; cette absence d’interaction peut
s’expliquer par la puissante résistance des souches cliniques a la CAZ, ce phénomeéne
empéchera donc I’entrée des composantes de 1’huile a travers la paroi bactérienne et donc
absence d’effet. Quant aux souches de références utilisées un effet antagoniste a été observeé
avec une diminution du diametre des disques combinés par rapport au diamétre de 1’addition

avec des valeurs dépassant les 2mm.

On constate également un effet antagoniste pour la Levofloxacin avec des diameétres
de disques combinés inférieurs a ceux des diametres de ’'HE+ATB, cette différence est
chiffrée a 10 mm de diametre pour les quatre souches cliniques ainsi que les souches
Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli de référence ; en ce qui concerne le cas de

Pseudomonas aeruginosa on observe une légére synergie :

Le diamétre du disque combiné d’ATB/HE est supérieur au diametre de 1’addition

avec une différence d’un mm entre les deux disques :

25mm > 24mm. C’est le premier cas de synergie dans notre étude bien qu’elle soit inférieure

a2mm.

Cette synergie, bien que 1égére démontre que les composants de 1’huile d’Eucalyptus ont

réussi a traverser le biofilm créé par la souche, ce qui peut s’expliquer par la nature
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hydrophobe des composants aromatique de I’HE, composantes responsable de la perturbation

de la paroi bactérienne ce qui facilite I’entrée de 1’antibiotique dans la bactérie, cependant, la

souche étant multirésistante et la dose d’huile administrée étant uniquement de 10ul cet effet

est trés faible.

Tableau 12 : résultats de I’interaction de I’huile de Syzygium aromaticum et des antibiotiques

Syzygium aromaticum

ATB seul HEs Addition Combinaison

AMC | CAZ | LEV AMC | CAZ | LEV | AMC | CAZ | LEV
K. pneumoniae 13 0 21 13 26 13 34 18 12 | 18,5
ATCC 700603
K.pneumoniae3520 | 10 0 245 | 12 22 12 | 36,5 13 12 21
K.pneumoniae3511 | 13 0 7 15 28 15 22 17 14 |14 5
K.pneumoniael216 | 10 0 24 14 24 14 38 16 14 20
K.pneumoniae5111 | 11 0 225 | 14 25 14 | 36,5 | 16,5 12 17
Escherichia coli 19 (18,5] 31 17 36 | 355 | 48 17 14 32
ATCC 25922
Pseudomonas 0 21 23 8 8 29 31 8 20 18
aeruginosa ATCC
27853

Huile essentielle de Syzygium aromaticum

K. pneumoniae ATCC 700603 Esche
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—

K. pneumoniae511

Figure 14 : Images des interactions entre les ATB et I’HE de Syzygium aromaticum (Photos
prises au laboratoire)

Le tableau 12 montre les résultats des tests effectués avec 1’huile essentielle du
Syzygium aromaticum, cette fois-ci 1’action de I’huile sur les souches est légérement
supérieure a celle de Eucalyptus globulus ce qui correspond aux résultats effectués lors des

tests d’activité des huiles cependant nous ne notons aucun effet additif.

Nous remarquons en premier que les souches cliniques de Klebsiella pneumoniae sont
toujours résistante a la CAZ et que ’addition des diametres ATB et HE nous procure un
diametre identique a ceux de I’huile seule. Pour ce qui est des diamétres des combinaisons
CAZ/HE, nous remarquons une diminution d’environs 1 a 2 mm de diametre comparé a ceux

de I’addition ce qui signifie probablement la présence d’un effet antagoniste.

Pour les souches E. coli ATCC et Pseudomonas aeruginosa ATCC, bien qu’elles soient
plutot sensibles a la CAZ il y’a absence d’effet additif entre I’ATB et ’huile, les diametres

des combinaisons sont inférieurs a ceux de 1’addition avec des valeurs allant jusqu’a 9 mm

Concernant les diametres calculés de ’AMC et de I’huile, comparé a ceux de la

combinaison nous distinguons un autre effet antagoniste ; les diametres de combinaison
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calculés sont largement inférieurs a ceux des diametres additionnés environs par la moitié de

leurs valeurs.

Le méme effet antagoniste a été constaté avec 1’antibiotique LEV avec des diamétres

largement inférieurs a ceux de la combinaison.

Cet effet peut s’expliquer d’une part par la faible quantité d’huile administrée (10 ul)
qui est probablement peu suffisante pour effectuer un effet plus grand sur les tapis microbiens,
d’autre part cet effet peut probablement s’expliquer par un manque d’interaction entre les
composés de I’HE et les antibiotiques ; il est possible aussi que la nature multirésistante des
souches ait joué un role quant a cet effet antagoniste, en effet, I’activité antibactérienne de
I’HE étudiée étant réduite il est probable que, malgré la désorganisation de la paroi
bactérienne et I’entrée de I’ATB dans la souche le spectre d’action n’a pas été large, ou alors,
que les molécules cibles présentes sur la paroi des souches n’ont pas été reconnus par

composantes de I’huile, c'est-a-dire que les sites de reconnaissances ont été modifiés.

Tableau 13 : résultats de I’interaction de I’huile de Thymus serpyllum et antibiotiques.

Thymus serpyllum
ATB seul HE Addition Combinaison
AMC | CAZ | LEV AMC | CAZ | LEV | AMC | CAZ | LEV

K. pneumoniae 16.5 0 22 16 | 325 16 38 17.5 10 23

ATCC 700603

K. pneumoniae 115 0 24 19 30.5 19 43 19 12 22.5
3520

K. pneumoniae 12 0 7 22 34 22 29 | 36.66 | 18 24
3511

K. pneumoniae 12 0 22 22 34 22 44 38 23 22
1216

K. pneumoniae 10.5 0 22 32 | 425 32 54 295 | 125 | 24
5111

E. Coli ATCC 20 0 34 25 45 25 59 20 12 | 295
25922

P. aeruginosa 0 21 24 0 0 21 24 0 21 24
27853
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Huile essentielle de Thymus serpyllum

O

K. pneumoniae ATCC Escherichia coli ATCC Pseudomas aruginosa
700603 25922 ATCC 27853

K. pneumoniae5111

Figure 15 : Images des interactions entre les ATB et I’'HE de Thymus serpyllum (Photos
prises au laboratoire)
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Le tableau 13 désigne les résultats obtenus avec I’huile essentielle du thym, nous
remarquons en premier lieu la présence d’un effet antagoniste chez les souches cliniques 3520
et 5111 ainsi que les souches de références KP, Pseudomonas et E. coli, ce type d’interaction
concerne les antibiotiques AMC, CAZ et LEV avec des diameétres bien inférieurs a ceux des
disques d’ATB et d’huile additionnés :

Les souches montrent toutes a I’exception de Ps une résistance a la CAZ, les diamétres
des disques combinés est largement inférieur aux diamétres des additions HE+ATB avec une
différence allant de 6mm a 10mm diameétre du disque compris. Concernant la Levofloxacin un
effet antagoniste est observé sur I’ensemble des souches tandis que pour ’AMC cet effet
concerne les souches de référence ainsi que les souches cliniques 3520 et 5111, les diamétres
de combinaison HE/ATB présente des valeurs largement inférieures a celles de 1’addition des

disques separés comme démontré ci-dessous :

Cet antagonisme est probable par la forte résistance des souches aux ATB notamment
dans le cas de CAZ qui n’a montré aucune activité, cette forte résistance aux ATB utilisés

restreint ’effet antibactérien de I’huile du thym.

On observe un important effet synergique pour les souches 1216 et 3511, cet effet
s’est produit entre 1’huile et I’amoxicilline + acide clavulanique avec des diametres de zone
d’inhibition des disques combinés bien supérieurs a ceux de I’addition avec une différence

allant de 2 a8 4 mm, ce qui est largement visible et considérable :
36.66 >34
38 > 34

Ce large effet synergique peux s’expliquer par la présence du thymol, ¢lément majeur
de I’huile essentiel du thym, combiné aux molécules inhibitrices de béta-lactamases présentes
dans I’acide clavulanique associé a 1’amoxicilline ; les souches cliniques utilisées étant
multirésistantes et productrices de béta-lactamases a spectre élargi voient leurs paroi externe
désintégrée par 1’action des composants de 1’huile essentielle du thym, notamment le thymol
mais aussi d’autres composés phénolique et aromatiques, une fois la paroi fragilisé et
possiblement perforée, ceci provoque la destruction d’une partie des souches tandis que

d’autres sont détruites par 1’entrée facilitée de 1’antibiotique a I’intérieur de la bactérie, I’acide
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clavulanique inhibe I’action des béta-lactamases et I’ampicilline se charge de détruire les

bactéries fragilisées.

Un autre effet synergique beaucoup moins important a été observe pour la souche
clinique 1216 avec I’antibiotique CAZ, le diamétre du disque combiné est supérieur par

rapport au diametre additionné du disque d’ATB et de I’huile avec une différence d’un mm :
22mm < 23mm.

Ce faible effet synergique peut s’expliquer en grande partie par 1’action de 1’huile
essentielle du thym sur les cellules bactériennes, ces derniéres étant fortement résistantes a
I’ATB.

L’étude des effets synergiques des huiles essentielles ainsi que des antibiotiques est
devenu un facteur essentielle dans la lutte contre 1’antibiorésistance ; en 2021, Bakhtia et al.,
évaluaient I’effet synergique des antibiotiques et de I’HE d’A. campestris par la méthode de
diffusion discale sur milieu gélosé, les résultats obtenus ont montré que 1’huile montrait un
important effet synergique contre cing différentes bactéries dont des gram positif et négatif,
en combinaison avec la gentamicine (CN) et la chloramphénicol (CI) tandis que la
combinaison de I’huile avec I’érythromycine (E) a conduit a une synergie sur trois des cinq
bactéries testées, toutes des gram négatives (E. coli, K. pneumoniae et P. mirabilis), d0 a ces
résultats importantes, il est possible que la présence de synergie avec I’HE de 1’ Artemisia Soit
dd a la composition de I’huile en alcools terpenes solubles en milieux aqueux ainsi qu’aux

composés phénoliques connus pour leurs forte activité antibactérienne.

Dans une étude similaire en 2018, Milenkovic¢a et coll ont démontré les huiles C.
sylvatica, C. vardarensis et C. nepeta possédaient un effet synergique en combinaison avec la

gentamicine et la ciprofloxacine.

Dans une étude menée en 2021 par Ala’a Q et Muhsin, a I'université des sciences en
Irag, la synergie a été testée entre 9 Huiles Essentielles avec 6 différents antibiotiques dans le
but de rendre les souches bactériennes sensibles aux antimicrobiens ; 1’effet synergique se
traduit par l’augmentation du diamétre de la zone d’inhibition en comparaison avec le

diametre de 1’antibiotique seul.

L’¢étude a mis en évidence la présence de synergie entre les différentes HE utilisées,
notamment celles du thym, de I’eucalyptus, la menthe et la cannelle pour les souches d’E.coli,

K. pneumoniae et P. aeruginosa qui présente 21 cas de synergie avec les huiles et les ATB
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utilisés contre une dizaine de cas pour E. coli et Klebsiella pneumoniae dont le diamétre des

disques atteint les 18mm de zone d’inhibition.

Cette synergie avec les huiles peut s’expliquer par la présence de composés alcoolique
et phénolique dans les huiles qui facilite la désintégration des membranes bactériennes et

facilite I’entrée des ATB dans la bactérie.

Bekka-Hadji et al, 2022 a étudiée la synergie entre les HE de la menthe (M. pulegium L.) et
I’Artémisia (A. herba alba Asso.) et un ensemble d’antibiotiques appartenant a différents
groupes. L’¢tude fiit menée sur deux souches multirésistantes : Acinetobacter baumannii
résistant a I’imipenéme (IMP), au céfotaxime (CTX), a la céfépime (FEP) et a d’autres

antibiotiques, ainsi que S. aureus résistant a la méticilline.

La combinaison entre 1’huile de M. pulegium et les différents antibiotiques ont montré des
interactions antagonistes avec cinq d’entre eux (NA, AT, CIP, CTX, PIP et TIC) comparés a
I’huile seul, alors qu’un effet synergique a été obtenu avec les autres (AK, CAZ, FEP, IMP,
TCC, et TOB) fat observé. Dans le cas d’A. herba alba, d’une part des interactions
antagonistes ont été observées pour les antibiotiques AK, AT, CIP, FEP, PIP, et TOB, alors
qu’un effet indifférent a été obtenu avec CAZ et TIC contrairement a I’HE seul, d’autre part

des effets synergiques ont été obtenus avec I’AN, le CTX, le PMI et la CCI

Ce qui implique que I’huile de M. pulegium posséde un meilleur effet synergique que I’OE
d’A. herba alba. L’ étude a également démontrée la présence d’une forte synergie pour 1’huile
de M. pulegium en association avec des antibiotiques appartenant aux groupes pénicilline,
céphalosporine, carbapénémes et aminoglycosides faisant augmenter le diameétre de la zone
d’inhibition de plusieurs rendant la souche Acinetobacter sensible ; cette étude est appuyée
par les resultats de Rosato et al., 2010 qui a souligné une forte synergie observée entre la

gentamicine et Anibarosae odora contre A. baumannii.
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CONCLUSION



Cette étude a été réalisée dans 1’objectif de déterminer I’étendue de I’activité antibactérienne
de trois huiles essentielles (Thymus, Clou de girofle et Eucalyptus) sur des souches cliniques
multirésistantes de Klebsiella pneumoniae ainsi que les types d’interaction de ces huiles en
combinaison avec différents antibiotiques ; le but final étant de trouver des synergies entre les
composants utilisés et permettre la recherche d’alternative aux antibiotiques pour la lutte

contre 1’antibiorésistance.

Trois huiles essentielles issues de plantes médicinales ont été utilisées, a savoir le
Thymus serpyllum, Eucalyptus globulus et Syzygium aromaticum et extraites par la technique

d’entrainement a la vapeur grace a un distillateur d’huile essentielle.

L’étude de I’activité antibactérienne des huiles utilisées nous a révélé que les souches
cliniques y étaient sensibles et plus particuliérement a ’huile du Thymus serpyllum avec des
diamétres importants d’activité qui peut s’expliquer par la forte teneur de la plante en thymol.
Les tests d’interaction ont révélé la présence d’un antagonisme entre certains antibiotiques
ainsi que les composants des huiles mais aussi une synergie entre 1’huile essentielle du thym
et I’antibiotique amoxicilline + acide clavulanique, ce dernier est caractérisé par la présence
d’un inhibiteur de B-lactamases et les composants de 1’huile qui pourrait permettre la
désintégration de la paroi bactérienne pour permettre a 1’antibiotique de pénétrer plus

facilement dans la souche.

Au vu de ces résultats, nous avons la confirmation de présence d’interactions synergiques
entre les ATB et HE du thym, ceci nous ouvre une multitude de perspectives d’utilisation ;
pour lutter contre I’antibiorésistance des souches dans les hopitaux ; il serait intéressant de
valoriser et d’utiliser des solutions a base d’HEs. Des mélanges avec des antibiotiques et les
huiles ont déja été utilisés pour doper 1’effet des ATB sans nuire a la santé du patient. Se
pencher davantage sur ce type de travail en utilisant les huiles d’autres plantes locales tel que
la menthe ou ’origan pourrait aussi s’avérer faisable en modifiant les concentration d’huile
pour minimiser les effets des antibiotiques et freiner la propagation de la résistance

notamment dans les milieux hospitaliers et dans les services des soins intensifs.
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ANNEXES



1.Composition des milieux :

e Milieu Muller-Hinton Agar

Hydrolysat acide de caséine (peptone) 179
Extrait de viande 20 g
Amidon 15¢
Calcium 20a25mg
Magnésium 10a12.5 mg
Agar 1509
Eau distillé 1L
Ph 7.4+0.2
e Milieu Gélose nutritive :
Peptone 509
Extrait de viande de beeuf 10g
Extrait de levure 209
Chlorure de sodium 500
Agar 1209
Eau distillée 1L
Ph 7.3+0.2

e Milieu MacConkey Agar :

Peptone 2009
Sel Billiaire N°3 109
Cristal Violet 0.001 g
Lactose 10.0g
Rouge neutre 0.05¢
Chlorure de Sodium 5090
Agar 1509
Eau distillée 1L

Ph 7.1




2.Technique de la coloration de Gram :

La coloration de Gram est la coloration différentielle microbiologique la plus importante et la
plus largement utilisée, elle permet de différencier les bactéries selon 2 criteres principaux :

leur forme et leur affinité pour les colorants, les étapes sont décrites comme suit :

1- Préparer un frottis bactérien sur une lame et le sécher au-dessus du bec bunsen.

2- Fixation du frottis en passant la lame a travers la flamme trois fois.

3- Inonder le frottis pendant une minute de violet de gentiane

4- Jeter ’exces

5- Recouvrir la lame de Lugol pendant 45 secondes

6- Jeter 'exces.

7- Rincer la lame a I’eau claire, I’eau ne doit pas tomber directement sur le frottis mais
passer sur la pince.

8- Recouvrir d’alcool pendant 10-15 secondes

9- Jeter et rincer abondamment a I’eau.

10- Recouvrir de Fushine pendant 1 minute, ¢’est un colorant de contraste

11- Rincer la lame a I’eau.

12- Sécher la lame avec du papier absorbant

13- Observer au microscope optique a 1’huile a immersion, objectif x100



