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Résumé

Les biofilms sont des communautés structurées de micro-organismes fixées a une surface
biotique ou abiotique grace a la sécrétion d’une matiére exo-polysaccharidique. Ces derniers
semblent étre 1’élément clé¢ de nombreuses infections. Malgré la mise en ceuvre de mesures
préventives, les biofilms sont difficiles a éradiquer en raison de leur tolérancecaractéristique
a des doses ¢levées d’antibiotiques.

L’objectif de notre travail vise a étudier par différentes méthodes qualitatives et
quantitatives 1’évaluation de la formation de biofilm par les bactéries des Klebsiella
Pneumoniaisolées au niveau de CHU de tizi ouzou, et en deuxiéme lieu on va s’intéresser a
tester 1’effet anti biofilm des huiles essentielles de quelques plantes médicinales eucalyptus
globulus, clou de girofle et le thymus algériensis sur les souches isolées formatrices du
biofilm.

Compte tenu en manque de matériels, la deuxieme partie n’a pas été réalisé, donc les
résultats des travaux antécédents montrent d’une part que la capacité de souches a former
des biofilms est diversifiée en fonction des méthodes utilisés (Technique de microplaque 96
puits (TCP), méthode de rouge Congo agar (CRA).

D’une autre part les travaux réalisés sur le potentiel antibiofilm des huiles essentielles (HE)
de clou de girofle, d’Eucalyptus globulus et de thymus sur les souches formatrices de
biofilms ont montré une meilleure activité antibactérienne et antibiofilm. Les dernieres
avancées montrent que les HE possédent un intérét sans équivoque dans la lutte future
contre les biofilms.

Mots clés : activitéantibiofilm, Klebsiella Pneumonia (KP), Rouge Congo(CRA), plaque
de culture tissulaire96 puits (TCP), huilles essentiels (HE) : eucalyptus globulus, clou de
girofle et le thymus algériensis

Abstract

Biofilms are structured communities of microorganisms attached to a biotic or abiotic
surface thanks to the secretion of an exo-polysaccharide material. These appear to be the key
element in many infections. Despite the implementation of preventive measures, biofilms
are difficult to eradicate due to their tolerance characteristic at high doses of antibiotics.

The objective of our work aims to study by different qualitative and quantitative methods
the evaluation of biofilm formation by Klebsiella Pneumoniabacteria isolated at TiziOuzou
University Hospital, and secondly we will be interested in testing the The anti-biofilm effect
of the essential oils of some medicinal plants eucalyptus globulus, clove and Algerian
thymus on isolated biofilm-forming strains.

Given the lack of materials, the second part was not carried out, therefore the results
previous work shows on the one hand that the capacity of strains to form biofilms is
diversified depending on the methods used (96-well microplate technique (TCP), Congo red
agar method (CRA).

On the other hand, the work carried out on the potential antibiofilm essential oils (EO) of
clove, Eucalyptus globulus and thymus on biofilm-forming strains showed better
antibacterial and antibiofilm activity. The latest advances show that EOs have an
unequivocal interest in the future fight against biofilms.

Key words: antibiofilm activity, Klebsiella Pneumonia(KP), Congo Red (CRA), tissue
culture plate(TCP), essential oils (EO): eucalyptus globulus, clove and thymus algeriensis.
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Introduction

Introduction
Au cours des derriéres décennies, les microbiologistes ont réalisé que le mode de croissance

bactérien utilisé en laboratoire ne reflétait pas fidelement la maniére dont les micro-
organismes se développent dans leur environnement naturel (Maria Eduarda Souza
Guerraet al ; 2022)

IIs se développent selon deux modes : la forme planctonique (libre) et la forme sessile

représentée par les biofilms (Bellifa, 2014).

80 % des bactéries sont organisées a coloniser des surfaces. Apres attachement a un support,
les bactéries vont mettre en place et développer une communauté organisée a laquelle

Costerton a donné le nom « biofilm » (Fillox et vallet, 2003).

Les biofilms bactériens sont des amas structurés de cellules bactériennes enrobés d’une
matrice polymérique et attachés a une surface. Ces derniers protége les bactéries et leur
permet de survivre dans des conditions environnementales hostiles, ils son particulierement
connus par leurs effets néfastes dans les domaines tel que l’industrie alimentaire, les
systemes de distribution et le traitement des eaux, les equipements de refroidissements
,notamment le domaine médical qui provoque des infections touchent majoritairement les
personnes légerement ou fortement immunodéprimés et impliquent souvent des bactéries tel
que Les klebsiella (COSTERTON, STEWART et GREENBERG, 1999).

Les klebsiella sont les souches les plus fréquemment isolées des infections urinaires. Parmi
elles, Klebsiella pneumoniae, naturellement présentent & faible concentration dans
I’environnement, peut favoriser la formation de biofilm. Ce type de bactérie se diffuse dans
I’environnement hospitalier via des objectifs souillés comme : sondes urinaires, cathéters

veineux, tubes de ventilation artificielle, prothéses orthopédiques etc...

On estime que 65 a 80 % des infections bactériennes sont liées au biofilm (Maria Eduarda
Souza Guerraet al ; 2022)

L’éradication des biofilms pose de réels problémes dans le domaine médical. En effet, les
recherches s’orientent aujourd’hui vers des nouvelles alternatives thérapeutiques entrainant
moins d’effets secondaires et de résistance bactériennes, et présentant moins de danger pour
la santé. Des produits d’origine naturelle, issus des plantes médicinales, tel que les huiles
essentielles et les composés phénoliques, utilisées en médecine traditionnelle, peuvent étre
considérées comme une bonne alternative thérapeutique.

1
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Introduction

Notre travail va s’intéresser principalement a I’effet des huiles essentielle et des composés
phénoliques de - Eucalyptus globulus, Thymus algeriensis et Syzygium aromaticum - en
raison de leur importance économique et alimentaire, ainsi que de leur impact positif sur la
santé. L'objectif de notre recherche est de démontrer la richesse en composés actifs de ces
plantes, ainsi que leurs capacités antibiofilm, en utilisant des données générées a partir
d'études scientifiques antérieures. Pour ce faire, nous allons extraire les huiles essentielles de
ces plantes par entrainement a la vapeur d'eau, afin d'identifier les composants actifs qui

peuvent inhiber la formation de biofilms bactériens causé par Klebsiella pneumoniae.
Cette synthése bibliographique est subdivisée en trois parties

Le premier Chapitre parle des Generalités des biofilms et sa formation par les
klebseillapenomonie, anssi le deuxieme chapitre représente leshuilles essentiels et les

plantes médicinales et le dérnier chapitre sur I’activité anti-biofilms des huils essentielles.
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Chapitre | Généralités sur les biofilms et sa Formation par les klebsiellapneumoniae

I- Généralités sur les biofilms

Chaque organisme vivant sur Terre a des besoins physiologiques indispensables pour sa
survie et sa reproduction, les microorganismes sont également conditionnés par leur instinct
de survie qui les pousse a réagir en situation de stress pour éviter les dommages cellulaires
et ’altération de leur croissance. A cet effet, les microorganismes adoptent différents
mécanismes de réponse aux stress, y compris la formation de biofilms qui est en est un

exemple.
. Définition

Etymologiquement, le mot vient du grec « bios », la vie, et de I’anglais « film » qui signifie
pellicule. Un biofilm est donc, étymologiquement parlant, « une pellicule de vie » (Jouenne,
2008).

Un biofilm est une population de micro-organismes homogenes ou hétérogenes qui, en
réponse a des conditions environnementales défavorables, peuvent coloniser des supports
biotiques ou abiotiques pour s’adapter & un environnement stressant. Une fois fixées, ces
populations sont assimilées dans la matrice extracellulaire dit exo-polysaccharide « EPS »
qui forme un réseau dense et protecteur contre les agressions extérieures. (Ruhal et
Kataria, 2021)

Figure 01 : Biofilms bactériens et santé (AUMERAN Claire et al ; 2020)

3



Chapitre | Généralités sur les biofilms et sa Formation par les klebsiellapneumoniae

2. Historique
D’aprés les récentes investigations scientifiques, les bactéries auraient pu émerger sur notre
planete il y a environ 3,6 milliards d'années, bien avant la naissance de I'hnomme, dont
I’apparition remonte a plus de 100 000 ans. Cependant I'hnomme n'a commencé a prendre
pleinement conscience des microorganismes jusqu'au 17eme siécle, lorsque le biologiste
néerlandais Antoni van Leeuwenhoek (1632-1723) a développé le premier microscope
fonctionnel, les microorganismes (animalcules) issus d’un échantillon de grattage de sa
propre surface dentaire avant et méme apres nettoyage de ceux-ci, ces dépbts opaques sont

connus aujourd’hui sous le nom de la plaque dentaire (Donlan 2002).

Vers les années 1800, Louis Pasteur a observé des amas microbiens qui acidifiaient le vin. A
Cette époque-la, les biofilms ne suscitaient pas I’intérét qu’ils représentent aujourd’hui. Le
terme « film » a été utilisé pour la premiére fois dans le domaine de la microbiologie marine
etce n’est qu'en 1922 qu’Angst a déclaré dans son rapport que les bactéries étaient
responsablesdes couches visqueuses se formant sur les navires.

Par la suite, en 1940, des études ont mis en évidence que les microorganismes marins
connaissent une croissance stimulée lorsgu'ils sont fixés a une surface, un phénomene qui a
été baptise "l'effet de bouteille™ (Heukelekian et Heller, 1940).

En 1943, Zobell observa que la quantité relative de biomasse bactérienne présente
sous forme planctonique était moindre que celle des bactéries attachées aux surfaces. Cette
observation a révélé deux étapes distinctes dans le processus d'adhésion bactérienne :
I'adhésion réversible et I'adhésion irréversible (Zobell, 1943).

Cependant, il faut attendre jusqu’a 1969 pour démontrer aprés 1’examen des filtres
bactériens d’une usine de traitement des eaux usées par le microscope électronique a
balayage, que les biofilms sont constitués de microorganismes hétérogénes et que la matrice

dont ils sont enrobés est composee principalement de polysaccharides (Jones et al, 1969)

Pour ceci, une étude microscopique a été menée par Henrici sur les biofilms, mettant en
évidence leur adhérences aux surfaces, la découverte des biofilms en médecine remonte a
1977, lorsque des biopsies de patients atteints de fibrose kystique ont été analysées par
microscopie, des biofilms de Pseudomonas aeuriginosaont été formeés au niveau des

poumons de ces patients (Hoiby, 2017).
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Costerton (1978), sur la base de I’observation de 1’ultrastructure de la plaque dentaire et de
communautés microbiennes sessiles dans les torrents de montage, propose la théorie des

biofilms (costeron et coll. 1973).

Characklis (1973) démontre que des dépots microbiens au sein de conduits d’eau de systéme

industriels apparaissent tenaces et résistants aux désinfectants (charachlis WG.1973).

Enfin en 1995, le concept « modele biofilm » était congue, ce dernier est basé sur le
fait qu’il est composé de microorganisme sous forme de microcolonies entourées des
exopolysaccharides, entre celles-ci, se localisent des canaux d’eaux dont 1’intérét c’est la

favorisation de I’afflux de nutriment et I’efflux de déchet (Costerton et al, 1995).

3. Composition du biofilm

ADN et acides nucléiques
Substances humiques
Polysaccharides et glucides

Protéines

% Microalgues
Bactéries
L2 Champignons
10 Virus
E Substrat e "‘“‘! 6 Protozoaires

Figure 02 : Représentation graphique de la composition du biofilm
(Betty Chaumet ,2018)

3.1. Les microorganismes
La couche la plus profonde du biofilm est constituée par les cellules pionniéres qui se sont
initialement fixées. Ces cellules présentent des caractéristiques de petite taille, un

métabolisme anaérobie et une croissance lente.

En revanche, la couche superficielle du biofilm est composée de cellules plus grandes qui

sont en aérobiose et qui affichent une croissance rapide. Entre ces deux couches cellulaires,
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on observe la présence de cellules en microaérobiose (Chalvet de Rochermonteix A,
2009).

3.2. La matrice

Le rapport carbone/azote d'un biofilm est cing fois supérieur a celui d'une suspension
bactérienne planctonique en raison de la prédominance de la matrice. Les bactéries qui se
fixent a la surface s'agglomérent dans une matrice polymere hydratée produite par elles-
mémes, formant ainsi des biofilms (Sutherland 1.W. 2001).

La matrice d'exopolysaccharides joue un réle structural essentiel, et ses propriétés physico-
chimiques varient d'un biofilm a l'autre. Sa forte teneur en eau, attribuable a sa capacité de
former des liaisons hydrogene avec de nombreuses molécules d'eau, permet a certains
biofilms de résister a la dessiccation dans leur environnement naturel, aux substances
bactéricides ainsi qu'aux bactériophages. De plus, la matrice joue un rdle crucial dans les
propriétés de résistance des biofilms aux agents biocides, car elle se lie directement aux
agents antimicrobiens, les empéchant ainsi de pénétrer dans le biofilm (Dolan, R.M. et J.W.
Costerton, 2002).

Tableau 01 : Constituants de la matrice du biofilms (Sutherland 1.W. 2001).

Polysaccharides 1-2%

ADN et ARN >1-2% (cellules lysées)
lons Liés et libre

Cellules microbiennes 2-5%

Protéines <1-2% (compter les enzymes)

4. Organisation

Le biofilm est constitué d'agrégats de microorganismes separés par des canaux aqueux qui
facilitent la circulation des fluides, assurant ainsi I'apport de nutriments aux bactéries et
I'tlimination de leurs produits de dégradation. Le biofilm n'est pas un environnement
homogene, car il présente des zones présentant des teneurs variables en oxygene et en
nutriments, ce qui se traduit par des valeurs de pH différentes. Les régions situées au centre

des agrégats bactériens sont généralement anaérobies et pauvres en nutriments, tandis que
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celles situées prés des canaux ou de l'interface entre le biofilm et le liquide sont mieux
oxygenées et plus riches en nutriments (Roux et Ghigo, 2006).

5. Etape de formation de Biofilm

Les bactéries peuvent adopter deux modes de vie distincts dans leur environnement : le
mode planctonique, ou elles se trouvent en suspension individuelle, ou le mode de biofilm.
Cependant, le passage d'un mode a l'autre est une décision délibérée pour les bactéries,
principalement en réponse a la présence d'un support solide propice a leur fixation ou a un
changement de leur environnement. L'agglutination des cellules microbiennes est a l'origine
de la formation des biofilms, et le détachement de certaines parties du biofilm peut donner
naissance a de nouvelles communautés bactériennes fixées.

Le développement du biofilm se fait en quatre étapes : Adhésion réversible, Adhésion
irréversible, formation de colonies et maturation, détachement des bactéries (Albrecht,
2015).

5.1. Adhésion réversible

L'adhés2ion des cellules peuvent se produire sur différentes surfaces, qu'elles soient
biotiques ou abiotiques. Cependant, les surfaces hydrophobes favorisent une meilleure
adhésion des cellules en raison de leur degré dhydrophobicité. Des modifications
physiologiques pres de la surface, telles que des changements de pH, de pression osmotique
ou la présence de charges électriques, peuvent rendre la surface plus propice a la
décantation, attirant ainsi les bactéries pour se regrouper et former un biofilm. Cependant, a

ce stade, I'adhésion reste réversible et instable (Saur, 2014).

5.2. Adhésion irréversible

Au cours de cette phase, les interactions entre les cellules et la surface deviennent
permanentes. Les genes responsables de la production de protéines d'adhésion, appelées
"adhésines", sont exprimés, tandis que ceux qui codent pour les flagellines, impliquées dans
la mobilité cellulaire, sont réprimés. Ainsi, les cellules deviennent immobiles et
commencent a se multiplier, formant de petits agrégats (Goel et al ; 2021). La présence
d'une matrice d'exopolysaccharides (EPS) accompagne ces agrégats, et lorsque cette matrice
atteint une certaine épaisseur, elle se solidifie, rendant le biofilm résistant et nécessitant un
lavage vigoureux (brossage, raclage) pour sa destruction (Srey et al ; 2012). La transition du
biofilm de I'état réversible a I'état irréversible est un processus crucial qui se produit en

quelques minutes seulement (Zhao et al ; 2017).
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5.3. Formation de colonies et maturation

Apres l'adhésion initiale, les cellules pionnieres se multiplient et sécretent des molécules
constituant la matrice extracellulaire, ce qui favorise la formation de la base du biofilm. Par
la suite, d'autres cellules microbiennes, appartenant a différentes especes, sadherent aux
cellules pionnieres par le biais d'interactions spécifiques de type récepteur/ligand ou non
spécifiques. A ce stade, le développement du biofilm se déroule en deux étapes distinctes : la
formation et la maturation des micro-colonies. La premiere étape implique la multiplication
cellulaire et la croissance de la colonie microbienne, accompagnée de la sécrétion de la
matrice extracellulaire (EPS). Ces structures se développent et forment un biofilm complexe,
présentant diverses morphologies et propriétés microbiennes. C'est lors de I'étape de
maturation que le biofilm mature se constitue en un systéme dynamique, présentant un
certain degré de stabilité macroscopique (Saur, 2014).

5.4. Détachement des bactéries

Le détachement des cellules a partir du biofilm facilite leur dispersion et la colonisation
d'autres zones de l'environnement. Ce processus peut étre déclenché par des signaux
cellulaires en réponse a une surpopulation au sein du biofilm ou a une limitation des
nutriments disponibles (Albrecht, 2015).
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Figure 03 : Etapes de la formation et de la dispersion d'un biofilm bactérie. (Yannick DN
Tremblay Et al ; 2014).
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6. Facteurs influencés sur la formation du biofilm
La formation d'un biofilm par des micro-organismes sur une surface est un processus
complexe influencé par de nombreux facteurs internes et externes, dont voici quelques

exemples (De Rochemonteix, 2009).

6.1. Caractéristiques de la surface

La texture, la rugosité, la présence d'aspérités, I'hydrophobicité et la préexistence d'un film
protéique recouvrant la surface sont des facteurs qui affectent I'adhésion des bactéries a cette
surface et, par conséquent, la formation d'un biofilm. Ces caractéristiques physico-chimiques
et la présence d'un film protéique préexistant jouent un role clé dans le processus
d'attachement des bactéries a la surface et dans le développement ultérieur du biofilm
(Klein, 2011 ; Bellifa, 2014).

6.2. Caractéristiques du milieu aqueux environnant

Ces conditions environnementales comprennent des facteurs tels que la vitesse du flux, la
présence d'un flux laminaire ou non, le pH, la température, la présence de cations tels que
Ca2+, Na2+ et Fe3+, la disponibilité de sources de carbone, ainsi que la disponibilité en
oxygene. Ces conditions influencent la disponibilité des nutriments (en exces ou en déficit)
et exposent les micro-organismes a différents stress physico-chimiques tels que le pH, la
température et la présence de composés bactéricides (Marchal, 2010).

6.3. Caractéristiques des microorganis

La surface des cellules bactériennes présente une hydrophobicité, des fimbriae et des
flagelles, ainsi que des structures polymériques extracellulaires telles que les
exopolysaccharides (EPS). La charge négative des bactéries et la présence de zones
hydrophobes a leur surface influencent leur adhérence a une surface. Plus la surface est peu
polarisée, plus les interactions hydrophobes deviennent importantes. Ces facteurs sont
responsables de l'attachement stable des bactéries a la surface. Les structures adhésives,
telles que les fimbriae, les pili, les EPS et les capsules, jouent un réle essentiel dans cette
association avec la surface (Perrin, 2009 ; Alyajouri, 2012 ; Liesse lyamba, 2012 ;
Bellifa, 2014).

Il existe des variations significatives dans la capacité de colonisation des surfaces entre
différentes souches bactériennes, et méme au sein dune méme espece bactérienne
(Kukavica-lbrulj, 2007).
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7. Impacte des biofilms

Les biofilms sont des agrégats microbiens formés sur des surfaces et entourés d'une matrice

protectrice. Leur impact sur lI'environnement et la santé est a la fois bénéfique et néfaste.

Dans certains contextes, la formation de biofilms hautement résistants présente un avantage,
notamment dans les environnements industriels. Par exemple, ils sont utilisés dans la
production d'acide acétique pour la fabrication du vinaigre, dans le maintien de
I'noméostasie intestinale, la digestion des aliments, la biorestauration environnementale et

les applications biotechnologiques (Anderson et Toole, 2008 ; Nadji et Mizou, 2015).

Cependant, les biofilms peuvent également provoquer des infections. La bactérie Klebsiella
pneumoniae est connue pour former des biofilms et engendrer des problemes de santé. Par
conséquent, la présence de biofilms nécessite de nouvelles approches pour prévenir,
diagnostiquer et traiter ces infections.

La littérature scientifique a identifié différentes infections associées aux biofilms. Celles-ci
peuvent inclure des infections des voies urinaires, des infections pulmonaires, des infections
de plaies, des infections liees aux surfaces d'implants médicaux tels que les cathéters, les
valves cardiaques, les protheses articulaires, ainsi que des infections pulmonaires chez les
patients atteints de mucoviscidose (Lebeaux et al ; 2016).
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Figure 04 : Les diferentes infections causé par les biofilms.
(Lebeaux et al ; 2014)
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8. Les domaines ou les biofilms posent probléme
8.1. Dans I’environnement et le domaine industriel

o Les biofilms peuvent avoir des effets positifs ou négatifs sur I’homme ou ses
activités

o Les biofilms sont utilisés dans la production du vinaigre (acide acétique).

o Les réacteurs a biofilm ont également été utilisés dans la production

d’antibiotiques

Un exemple significatif est l'utilisation d'un réacteur a biofilm a lit fluidisé qui a

montré de meilleurs résultats dans la production de pénicilline.

o Les biofilms sont également utilisés pour le traitement biologique des eaux
Résiduaires.
o La formation de biofilms dans les réseaux de distribution d'eau constitue

également un probléeme majeur en ce qui concerne le maintien de la qualité des
aliments et la contamination des équipements de l'industrie agroalimentaire
(Alnnasouri, 2010).

8.2. Dans le domaine médical

Tableau 02 : Liste d’infections humaines impliquant des biofilm (Costerton et al ; 1999).

Infections Especes bactériennes communément impliquées
Caries dentaires Cocci a Gram positif acidogénes (Streptococcus
spp.)
Périodonties Bactéries anaérobies orales, & Gram négatif
Otites moyennes Souches d’Haemophilusinfuenzae
Mucoviscidose pulmonaire P. aeruginosa et Burkholderiacepacia
Endocardites Streptococcus sp. Et Staphylococcus spp.
Plusieur8s espéces bactériennes et fongiques
Ostéomyélites o
souvent mixés
Infections de tractus biliaire Bactéries Entériques (Escherichia coli)

11
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Les biofilms jouent un réle crucial dans un large éventail d'infections humaines, représentant
environ 65 % de toutes les infections. Plus de 80 % des infections bactériennes chroniques
sont associées a la présence de biofilms (Chalvet de Rochemonteix, 2009). La formation de
communautés bactériennes sessiles et leur capacité inhérente a résister aux agents
antimicrobiens sont a la base de nombreuses infections bactériennes persistantes et
chroniques. Ces infections peuvent étre causées par une seule espéce bactérienne ou par des

especes mixtes de bactéries ou de champignons (Costerton et al ; 1999).
8.2.1. Les biofilms sur les dispositifs médicaux

Dans le régne microbien, les microorganismes ont une propension intrinseque a l'adhésion
aux surfaces, et cela s'applique également au domaine médical, notamment aux prothéses et
aux implants (Herard, 1998). Parmi les dispositifs médicaux sur lesquels les biofilms

peuvent se former, on retrouve :

e Les cathéters centraux veineux
e Les lentilles de contact

e Les tubes endotrachéaux

e Lesstérilets

e Lesarticulations prothétiques

e Lessondes urinaires (Donlan, 2001)
8.2.2. Résistance aux antibiotiques

Les microorganismes présents dans les biofilms présentent une résistance accrue aux agents
antimicrobiens par rapport a leur état planctonique. Ils sont moins sensibles aux
antibiotiques (ATB) et aux désinfectants (Haras, 2005). Les concentrations d'ATB
nécessaires pour inhiber les bactéries au sein d'un biofilm peuvent étre 10 a 100 fois plus
élevées que celles requises pour inhiber les mémes bactéries a I'état planctonique, et méme a
ces doses élevées, I'elimination compléte n'est pas toujours possible, ce qui engendre de

nombreux problémes dans le domaine médical (Anger, 2013).

12
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Cette résistance accrue est multifactorielle et est influencée par les conditions
environnementales au sein du biofilm, telles que son hétérogenéité et I'acceés aux nutriments
et a l'oxygene. Ces conditions altérent les propriétés physiologiques des microorganismes et
induisent des mécanismes de résistance connus. La structure du biofilm facilite le transfert
horizontal de genes entreles bactéries, favorisant ainsi I'acquisition de genes de résistance
aux antibiotiques (Roux et Ghigo, 2006 ; Soussereau, 2012).
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Figure05 : Les biofilms dans les environnements naturels et artificiels.
(Imlengan ; 2016)
9. Régulation de la formation de biofilm : LeQuorum sensing

La communication entre les bactéries, appelée "quorum sensing", repose sur la sécrétion et
la perception de petites molécules appelées autoinducteurs, leur permettant d'adapter leur
comportement en fonction de la densité de population. Cela permet aux bactéries de
mutualiser leurs efforts de survie en synchronisant la régulation des génes impliqués dans
des processus tels que la virulence, la résistance aux antimicrobiens et la formation de
biofilms. Le quorum sensing est une forme d'interaction chimique entre les organismes au
sein d'une communauté microbienne, permettant la communication et la coordination du

comportement multicellulaire. (Olivia P et al ; 2021).
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Les interactions chimiques liées au quorum sensing ne se limitent pas aux signaux de
coopération, mais englobent également dautres types de communication, tels que les
signaux de manipulation chimique. Ces signaux jouent un role crucial dans les conflits qui
surviennent a la fois au sein d'une méme espece bactérienne et entre différentes espéces.
Lors de I'étude des réponses des bactéries aux produits chimiques émis par leurs semblables,
il est essentiel de prendre en compte la complexité de ces interactions chimiques. (Olivia P
et al ; 2021).

9.1. Définition du qurumsensing

Le quorum sensing (QS) est un mecanisme de communication et de perception utilisé par les
bactéries. Il repose sur la production de petites molécules appelées autoinducteurs (Al), qui
peuvent se diffuser a travers la membrane cellulaire ou étre transportées a l'extérieur de la
cellule. Les Al, dont la concentration est proportionnelle au nombre de bactéries, agissent
comme des marqueurs moléculaires de la densité bactérienne. Lorsque la concentration de
ces molécules atteint un certain seuil, une réponse cellulaire est déclenchée, activant ou
réprimant spécifiqguement les genes impliqués dans des phénotypes particuliers, tels que la
formation de biofilms, la virulence, la production d'exopolysaccharides, d'exoprotéases et de
sidérophores. (Abisado et al ; 2018).

Plusieurs composants régulés par le quorum sensing sont libérés dans le milieu
extracellulaire, ce qui engendre un vif intérét au sein de la communauté bactérienne. En
effet, ces éléments peuvent faire office de ressources nutritives pour la population ou
favoriser la transition d'un mode de vie planctonique (en suspension) a un mode de vie
sessile, comme la formation fréquemment constatée de biofilms dans les environnements
naturels. (Abisado et al ; 2018).

9.2. Molécules du qurumsensing

Une fois qu'une concentration seuil est atteinte, le signal interagit avec une protéine
réceptrice, ce qui entraine une coordination de l'expression génetique au sein de la

population bactérienne.

Différentes molécules sont utilisées pour la communication entre bactéries. Les bactéries
Gram-positives telles que Staphylococcus spp. Clostridium spp. Et Enterococcus spp.

Utilisent souvent des peptides cycliques d'environ 7 a 11 acides aminés. Ces peptides sont

14
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sécrétés a l'extérieur de la cellule bactérienne et sont détectés par les récepteurs a histidine

kinase des autres bactéries.

Lorsque le peptide se lie au récepteur, cela active un régulateur de réponse, par exemple par
phosphorylation, ce qui active I'expression des genes impliqués dans le quorum sensing
(QS) (Federle MJ et al ; 2013). Dans les bactéries Gram-négatives, différentes molécules
sont utilisées, les plus courantes étant les acyl homoserine lactones (AHL), dont la taille (de
4 & 18 atomes de carbone) et les modifications de la chaine acyl varient selon les bactéries.

Des genes impliqués dans la formation de biofilms par Klebsiella pneumoniae, un pathogéne
opportuniste principalement associé aux infections nosocomiales, ont été récemment
identifiés (Balestrino et al ; 2008). De plus, il a été demontré que la régulation dépendante
de la densité cellulaire, via un processus appelé quorum sensing (QS), contribue a la
formation du biofilm chez K. pneumoniae, par le biais de la libération de molécules
régulatrices de type 2 (autoinducteurs, Al-2) dans I'environnement extracellulaire
(Balestrino et al ; 2005). K. pneumoniae posséde un géne orthologue de luxS et est capable
de produire des molécules fonctionnelles de type Al-2. En créant un mutant déficient en
luxS chez K. pneumoniae, il a été possible de déterminer le role du QS de type Il dans la

formation des biofilms.
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9.3. Qurum sensing chez Klebsiella pneumonia

Le systeme de communication bactérien Autoinducer-2 (Al-2) détecte la densité cellulaire et
joue un role dans la régulation de I'expression des genes et des processus tels que la
formation de biofilm. Nous avons étudié le réle de luxS dans la formation de biofilm et

I'expression des genes chez le pathogene nosocomial Klebsiella pneumoniae.

lIs ont réalisé une délétion du géne AluxS chez K. pneumoniae KP563, un isolat
extrémement résistant aux médicaments (XDR). La production d'Al-2 a été évaluée dans des
souches de type sauvage et luxS cultivées dans des milieux contenant différents glucides.
Nous avons étudié les roles potentiels de luxS dans la formation de biofilm en utilisant un
essai de biofilm sur plaque de microtitration et une microscopie électronique & balayage.
Nous avons également évalué I'expression des genes de synthése des lipopolysaccharides
(wzm et wbbM), des polysaccharides (pgaA) et des fimbriae de type 3 (mrkA) dans des
extraits de biofilm de type sauvage et du mutant AluxS a l'aide de la RT-PCR quantitative
(Kiana Karimi et al ; 2021).

IIs ont constaté que la production d'Al-2 dépendait de la présence de luxS. L'accumulation
d'Al-2 était la plus élevée au début de la phase stationnaire dans les milieux contenant du
glucose, du saccharose ou du glycérol. Des modifications de l'architecture du biofilm ont été
observées dans le mutant luxS, avec une couverture de surface réduite et une formation de
macrocolonies diminuée. Cependant, aucune différence dans la formation de biofilm n'a été
observée entre le mutant de type sauvage et le mutant AluxS dans I'essai sur plaque de
microtitration. Dans les extraits de biofilm du mutant AluxS, nous avons observé une
régulation a la baisse de I'expression de wzm et une régulation a la hausse de I'expression de
pgaA, qui code pour une porine impliquée dans la sécrétion du polysaccharide poly-p-1,6-N-
acetyl-D-glucosamine (PNAG). (Kiana Karimi et al ; 2021)

IIs ont identifié des relations entre la détection du quorum médiée par Al-2, la formation de
biofilm et I'expression génique des composants de la membrane externe chez K. pneumoniae.
Ces processus interconnectés pourraient jouer un réle important dans le comportement et la

persistance des populations bactériennes (KianaKarimi et al ; 2021)
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9.4. Roles du quorum sensing

Le quorum sensing est un processus crucial qui régule la dynamique des populations de
bactéries au sein des biofilms en réponse aux conditions environnementales. 1l déclenche la
dispersion des bactéries planctoniques a partir du biofilm, influence I'épaisseur du biofilm et
modifie I'expression de caractéristiques telles que les facteurs de virulence, notamment les
protéases. (Clutterbuck et al ; 2007 ; Irie et Parsek, 2008).

Les molécules du quorum sensing ont également été impliquées dans la défense contre les
attaques d'autres organismes vivants, tels que les protozoaires (comme observé chez Serratia

marcescens) (Queck et al ; 2006).

Les interactions synergiques observées au sein des biofilms composeés de différentes especes
de microorganismes sont rendues possibles grace aux molécules impliquées dans le quorum

sensing (Bjarnsholt et al ; 2005).

Les biofilms contenant plusieurs communautés bactériennes de différentes especes
présentent des concentrations levées de molécules du quorum sensing, en raison de la

densité cellulaire élevée.
10. Les méthodes de détection de biofilm

Diverses approches sont disponibles pour identifier la formation d'un biofilm, parmi
lesquelles figurent la technique de culture en plaque de tissus (TCP), la méthode de culture
en tube (TM), la culture sur milieu contenant du rouge Congo (RCA) et le test du biofilm
par anneau (BFRT).

10.1. Méthode de plaque de culture de tissus (TCP)

La méthode de plague de culture de tissus (TCP), décrite par O'Toole et al. (2000), permet
une évaluation quantitative de la formation de biofilms (Bellifa, 2014). Dans cette approche,
des biofilms mono-espéces peuvent se former sur des supports en polystyréne a l'aide de
microplaques a 96 puits. Aprés une cul8ture de 18 heures dans un milieu de bouillon
infusion cceur cervelle (BHIB), les bactéries sont inoculées dans les puits de la microplaque.
Les microplaques sont ensuite incubées pendant 24 heures a une température de 37°C. Les
puits sont ensuite lavés trois fois avec un tampon de solution saline phosphate (PBS).
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Les biofilms résultants, formés par I'adhésion des bactéries sessiles, sont ensuite colorés
avec du cristal violet (CV) a une concentration de 0,1%. En fonction des densités optiques
(DO) mesurées dans la phase biofilm, les bactéries sont classées en différentes catégories :
non-formatrices de biofilm, formation modérée de biofilm, ou formation intense de biofilm
(Mathur et al ; 2006, Afreenich et al ; 2011, Bellifa, 2014).

10.2. La méthode en tube (TM)

C’est une technique qui permet une évaluation qualitative de la formation du biofilm
décrite par Christensen et al ;1982). (Nagaveni et al ;2010 ; Rewatkar et Wadher, 2013,
Kara Terki, 2014). A partir d’une culture de 18-24 heures, une colonie est ensemencee dans
de BHIB supplémenté de saccharose puis incubé a 37°C pendant 24 h. Les tubes sont lavés
avec du PBS puis séchés. Chaque tube est ensuite coloré par le CV.

La formation du biofilm est considérée comme positive lorsqu’un film visible recouvre le
mur et le bas du tube (Mathur et al ; 2006 ; Alnnasouri, 2010, DjelloulDaouadji, 2010 ;
Taj, 2012 ; Bellifa, 2014).

10.3. La culture sur Rouge Congo Agar (RCA)

D'apres Freeman et al. (1989), la gélose Rouge Congo est un milieu particuliérement
adapté pour la détection des souches produisant du slime (Nagaveni et al ; 2010 ; Kara
Terki, 2014). Sur ce milieu, les souches qui expriment le Polysaccharide d'Adhésion
Intercellulaire (PIA) forment des colonies noires, tandis que les souches dépourvues de PIA
forment des colonies de couleur rouge.

Les souches présentant un phénotype variable donnent des colonies avec un centre noir et
un contour rouge, ou un centre rouge et un contour noir (Mathur et al ; 2006 ; Afreenich et
al ; 2011 ; Rewatkar et Wadher, 2013 ; Bellifa, 2014).

10.4. Le Biofilm Ring Test (BFRT)

Une nouvelle technique de détection et d'évaluation quantitative des biofilms, appelée
Biofilm Ring Test (BFRT), a été décrite par Chavant et al ; (2007) et développée par la
Société Biofilm Control (Liesse lyamba, 2012 ; Nagant, 2013). Cette méthode vise a
surveiller la formation de biofilms de maniére simple et rapide, sans nécessiter d'étapes de

lavage ou de coloration (Perrin, 2009).
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Le BFRT permet de suivre facilement et rapidement I'immobilisation de billes magnétiques
par les cellules bactériennes qui adhérent au fond du puits. Plus les billes sont capturées,
moins elles se déplaceront dans le champ magnétique et moins elles se regrouperont au
centre du puits. L'immobilisation des billes peut étre due a leur capture par les bactéries
adhérant au fond du puits ou a des modifications des propriétés rhéologiques du milieu

environnant (Liesse lyamba, 2012 ; Nagant, 2013).
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I1. Formation de biofilm parKlebsiella pneumoniae

1. Généralités sur Klebsiella pneumoniae

Les infections nosocomiales sont largement reconnues comme un probléme de santé
publiqgue majeur a I'échelle mondiale. Parmi les exemples les plus marquants figurent
Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae). En 1882, Carl Friedldnder a été le premier a
décrire Klebsiella pneumoniae comme un bacille encapsulé, l'isolant des poumons de
personnes décédées de pneumonie. Initialement, la bactérie a été nommée bacille de
Friedlander. Cependant, en 1886, le microbiologiste allemand Friedrich Loeffler a renommé
la bactérie Klebsiella pneumoniae en I'nonneur d'Edwin Klebs, qui avait précédemment

travaillé sur la pneumonie.

De nos jours, Klebsiella pneumoniae est considérée comme la principale cause de
pneumonie nosocomiale aux Etats-Unis, représentant entre 3 et 8 % de toutes les infections
bactériennes nosocomiales (John V. Ashurst ; Adam Dawson, 2023). Depuis sa
découverte, Klebsiella pneumoniae est devenue une bactérie d'une grande importance
médicale en raison de sa capacité a provoquer diverses infections, notamment des infections
des voies respiratoires, des infections urinaires, des infections sanguines et des infections

des plaies, entre autres.

Les souches de ce genre ont été isolées pour la premiére fois a la fin du 19 © siécle et
nommees par Trevisan (1885) en I'honneur du microbiologiste allemand Edwin Klebs
(1834-1913).

2. Habitat

Klebsiella pneumoniae est une bactérie ubiquitaire présente dans divers environnements
tels que le sol et I'eau. Elle est capable de fixer l'azote atmosphérique. On la retrouve
également fréquemment dans les selles, ce qui peut servir d'indicateur de contamination

fécale.

Cette bactérie a un statut a la fois commensal et pathogene. Elle se trouve naturellement
dans le tube digestif et les voies respiratoires de I'nomme et des animaux, sans causer de
maladie. Cependant, elle peuve également devenir pathogéne et provoquer diverses
infections, notamment chez les personnes agees, affaiblies, alcooliques ou hospitalisées. Ces

infections peuvent affecter les voies respiratoires (pneumonies), entrainer des septicémies ou
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étre associées aux infections nosocomiales, et peuvent étre extrémement graves (Baerwolf
et al ; 2002).

3. Systhématique et Taxonomie

Tableau 03 : La classification scientifique de Klebsiella pneumoniae.

Phylum Proteobacteria

Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Klebsiella

Espéce Pneumoniae. (Brenner et al., 2005).

> Les especes importantes actuellement sous le genre Klebsiella sont :
K. pneumoniae, K. oxytoca, K. granulomatis, K. terrigena, K. planticola (K. trevisanii) et K.
ornithinolytica. K. pneumoniae est a l'origine de 75 a 86 % des infections cliniques chez
I'homme, suivi de K. oxytocaa lorigine de 13 a 25 % des infections.
(Indranil Samanta, Samiran Bandyopadhyay ,2020)

> K. pneumoniae a plusieurs sous-especes telles que :

Pneumoniae, ozaenae et rhinoscleromatis.

» Parmi eux : K. pneumoniae ssp. Pneumoniae et K. oxytoca sont des pathogénes animaux
documentés. (Indranil Samanta, Samiran Bandyopadhyay ,2020)

4. Caractéres des Klebsiella pneumoniae
4.1. Caracteres biologiques
4.1.1. Morphologie

Les bactéries du genre Klebsiella sont des bacilles a Gram négatif de taille comprise entre
1 et 3 um de longueur et 0,5 & 1 um de largeur. Elles peuvent étre présentes sous forme
isolée, en paires, en chaines ou parfois en groupes. Les Klebsiella possédent une capsule de
polysaccharides qui est observée a la fois in vivo (dans l'organisme) et in vitro (en culture).

Elles ne produisent pas de spores et ne sont pas mobiles, c'est-a-dire qu'elles ne possédent
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pas de flagelle. Certaines souches de Klebsiella sont pourvues de fimbriae, également
appelées pili, qui sont des appendices filamenteux (Indranil Samanta, Samiran
Bandyopadhyay, 2020).

4.1.2. Culturaux
Elle est cultivée a la fois sur gélose et dans un milieu liquide.

Sur gélose, elle se développe en aéro-anaérobiose, en utilisant des milieux classiques
couramment utilisés pour les entérobactéries tels que la gélose nutritive, la gélose Hektoen,
la gélose MacConkey, etc. Apres une incubation & 37°C pendant 18 & 24 heures, on observe

un changement de couleur du milieu en raison de la fermentation du lactose.

Dans un milieu liquide (bouillon nutritif), la culture se développe généralement rapidement,
en quelques heures, a une température de 30 a 37°C. On observe la formation d'un déepét
muqueux et d'un halo visqueux a la surface. Dans un bouillon de lactose bilié brillant a

44°C, il y a fermentation du lactose avec production de gaz (Le Minor and Véron, 1989).
4.2. Caracteres biochimiques et enzymatique

Klebsiella pneumoniae est une bactérie appartenant a la famille des Entérobactéries. Elle se
caractérise par son immobilité et sa capacité a fermenter de nombreux substrats glucidiques
avec production de gaz. Elle est positive au test de Voges-Proskauer (VP+) et a l'uréase,
bien que cette derniére soit moins active que celle des bactéries du genre Proteus. Klebsiella
pneumoniae est également positive aux tests de B-xylosidase et d'ONPG. Elle ne produit pas
de sulfure d'hydrogene (H2S-), d'indole, de désaminase oxydative, de lipase, de DNase ni de
gélatinase. En revanche, elle est positive au test de KCN. Elle utilise le citrate de Simmons

et le malonate comme sources de carbone.

Tableau 04 : Principaux caractéres biochimique de K. pneumoniae.

(Joly et Reynaud, 2003)
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4.3. 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
présents dans toutes les espéces de Klebsiella pneumoniae (Henson et al ; 2017). Ces génes

peuvent codés pour 100.000 protéines (Holt, 2015)

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

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

Ces ensembles de clones sont identifiés grace a la méthode du cgMLST (CoreGenome
MLST), qui cible la partie stable du génome présente dans une population bactérienne.
Typiquement, cette partie invariable du génome contient environ plusieurs dizaines de
milliers de génes. Dans le contexte de K. pneumoniae, le cgMLST permet de comparer de

nombreux génotypes au sein d'un groupe de souches. (Dekker, 2016).

Les différentes souches de K. pneumoniae peuvent étre différenciées les unes des autres en
fonction de leur profil génétique distinct. (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 également un probléme quant a I’émergence de clones

multirésistants.

K. pneumoniae a été classifie en trois phylogroupes distincts : KPI, KPII et KPIII. Cette
classification repose sur la séquence d'un nombre restreint de génes. (Brisse, 2001) (Fevre
et al ; 2005).

4.4. Caracteres antigéniques

Klebsiella pneumoniae présente des antigénes communs a ceux des autres entérobactéries, a

I'exception de I'antigéne flagellaire (H) en raison de son immobilité.
On distingue deux types d'antigenes :

L'antigene O, également appelé antigéne somatique, qui représente I'antigéne de la paroi des
entérobactéries. 1l est caractériseé par sa thermostabilité et se compose de deux fractions : une

fraction protéinique et une fraction polyosidique. Cette combinaison détermine la spécificité
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de l'antigéne, tandis qu'une fraction lipidique liée au polyoside est responsable de la toxicité
de la bactérie. L'étude de ces antigénes permet de classer les bactéries appartenant a une

méme espece en Ssérotypes ou serovars.

L'antigene K, également connu sous le nom d'antigéne capsulaire ou d'enveloppe, présente
au moins 77 antigenes K différents qui ont été décrits chez Klebsiella pneumoniae, allant de
K1 a K72, K74 et de K79 a K82. Les souches les plus fréquemment pathogénes pour
I'nomme et les animaux appartiennent aux types capsulaires 1 et 2 (Freney et al ; 2000).

5. Pouvoir pathogéne

Klebsiella pneumoniae est un pathogene opportuniste d'importance clinique, ciblant
principalement les personnes alcooliques, immunodéprimées et les patients hospitalisés,

notamment en unité de soins intensifs.

Cette bactérie est couramment responsable de pneumonies nosocomiales, en particulier
d'abces pulmonaires, ainsi que de maladies hépatiques, de septicémies, d'infections urinaires
et intestinales, avec une prévalence variant de 4 a 20%. Elle peut également causer des
infections plus rares, telles que des endocardites, des nécroses faciales et d'autres infections
similaires (Janda, 2006).

La transmission de Klebsiella pneumoniae se fait principalement par contact direct ou
indirect avec des objets ou des surfaces contaminées, par voie manuportée ou par contact

cutané.
Le pouvoir pathogene et la virulence de cette bactérie sont associés 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

désinfectants.

-La production de sidérophores qui consiste en la capture du fer ferrique (Fe3+) et le
réduise en fer ferreux (Fe2+). (Podschun, 1998)

-Production de Lipopolysaccharide (LPS)

-une production d’un complexe extracellulaire toxique pour les tissus pulmonaires, cet effet
est lié a la capsule. (Podschun, 1992). (Williams, 1990)
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-La capacité a produire des biofilms est soutenue par la production d'une adhésine par la
bactérie, favorisant ainsi la formation de ces structures multicellulaires. (Sebghati et al ;
1998) (Grimont et Grimont, 2005).

6.Structure de la surface de Klebsiella pneumoniae

Serum resistance Adhesins
Type 1 pili (MSHA)
. Type 3 pili (MR/K-HA)
o KPF-28 fimbriae
. ( QY / CF29K (nonfimbrial)
..Ao » e \\ \ !/ \, Aggregatlve adhesin

LPS

Enterochelin

/ Aerobactin
mgel rotyplees) Siderophores

Figure 07 : Représentation schématique des facteurs de pathogeénicité de klebsiellasp.
(Podschun et ullmann ,1998).
6.1. La capsule

La majorité des souches de Kilebsiella pneumoniae sécretent une capsule
polysaccharidique qui présente une structure fibrillaire et recouvre l'intégralité de la paroi
bactérienne. A la coloration de Gram, cette capsule se manifeste sous la forme d'un halo
clair. Les sous-unités constituant cette capsule sont composees de quatre ou Six sucres, avec

une prévalence d'acide glucuronique qui confére a la capsule une charge négative.
6.2. Les fimbriae (pili)

Dans les premiéres étapes critiques du processus infectieux, les microorganismes doivent
s'approcher au plus prés des surfaces muqueuses et maintenir cette proximité en se fixant a

la cellule héte par adhésion.

Les entérobactéries utilisent généralement différents types de pili, également appelés

fimbriae, po8ur leurs propriétés adhésives. Les pili sont des projections filamenteuses non
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flagellaires présentes a la surface des bactéries. lls mesurent environ 10 um de long pour un
diamétre de 1 a 11 nm (Ofek et Doyle, 1994) et sont constitués de sous-unités protéiques
globulaires formant des polymeéres appelés pilines (Jones et Isaacson, 1983). Les deux
types de fimbriae les plus couramment rencontrés chez K. pneumoniae sont les pili de type 1
et de type 3.

6.2.1. Pili de type |

Les pili de type 1 sont les mieux caractérisés et se retrouvent chez la majorité des
entérobactéries. Ce sont des structures fimbriales rigides, avec un diametre de 5 a 7 nm et
une longueur variable de 0,2 a 2 um. lls sont disposés de maniére péritriche a la surface des
bactéries. La base du pilus est ancrée dans la membrane externe de la bactérie et se prolonge
par une section hélicoidale flexible, qui porte I'adhésine FimH a son extrémité (Ofek et al ;
1978).

Les pili de type 1 sont indispensables pour l'attachement initial stable de nombreuses
souches de Klebsiella pneumoniae a des surfaces inertes, que ce soit dans un milieu riche en
conditions statiqgues ou dans un milieu minimal en conditions dynamiques. Dans K.
pneumoniae, ces fimbriae jouent également un réle dans la formation de biofilms
(Podshun.R et U. Ullmann, 1998).

6.2.2. Pili de type 111

Les pili de type 3 sont largement présents parmi les différentes souches de Klebsiella,
qu'elles proviennent de I'environnement ou de sources cliniques. Leur role dans I'adhésion
des bactéries aux cellules endothéliales et épithéliales des voies respiratoires a été démontré
(Wurker et al ; 1990).

Bien que Klebsiella pneumoniae ne soit pas fréquemment associée aux infections
urinaires chez les personnes sans cathéter a court terme, elle présente une prévalence plus

élevée dans l'urine des patients cathétérisés a long terme.

7. Virulence et résistance aux antibiotiques chez Klebsiella Pneumoniae

Selon le centre de contrdle et de prévention des maladies aux Etats-Unis, plus de deux
millions de personnes contractent chaque année des infections causées par des

microorganismes résistants aux antibiotiques, entrainant en moyenne 23 000 déces.
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Klebsiella pneumoniae est I'une des bactéries ayant connu une émergence importante de
résistance aux antibiotiques et un taux élevé d'infections. L'utilisation de la génomique
comparative et des analyses in silico a permis d'identifier plus de 6000 génes impliqués dans
la virulence, la résistance aux antibiotiques, l'infection et la colonisation chez Klebsiella

pneumoniae (Martin et Bachman, 2018).

Les plasmides jouent un réle clé dans I'apparition de la résistance aux antimicrobiens grace
aux transfe8rts horizontaux de génes. Des études sur Klebsiella pneumoniae ont révelé une
plus grande diversité plasmidique dans les clones multi-résistants aux médicaments que dans
les clones hyper-virulents (Wyres et al ; 2020).

Klebsiella pneumoniae est considérée comme l'espece la plus résistante aux carbapénemes
parmi les entérobactéries, une classe dantibiotiques de la famille des béta-lactamines.
L'émergence des carbapénemases de Klebsiella pneumoniae (KPC-1, KPC-2 et KPC-3) pose
des problémes cliniques sérieux et complique le traitement des infections (Chung, 2016).

La résistance aux carbapénemes chez Klebsiella pneumoniae est causée par plusieurs
facteurs, tels que des mutations génétiques, la régulation par les pompes a efflux, une
diminution de la perméabilité de la membrane externe et une hyperproduction d'enzymes de

type AmpC et carbapéneme (Martin et Bachman, 2018).

Differents types de carbapénémases ont été identifiés, tels que IMP-1 (découvert au Japon
en 1991), GES-4, VIM-1, OXA-48 et NDM-1. Les souches porteuses du gene blakPC, qui
confere la résistance aux carbapénemes, ont été détectées dans le monde entier, avec une
prévalence plus élevée des genes blakPC-2 et blaKPC-3 dans les infections nosocomiales.
Les genes blaKPC peuvent se propager par transposition, transfert génétique horizontal
(HGT) et propagation de souches de Klebsiella pneumoniae résistantes aux carbapénémes
(CRKP). Le plasmide pKpQIL a été le premier plasmide portant le géne blakPC a étre
découvert en 2006, suivi dautres plasmides tels que pBK15692, pBK30683, pKP13d et
pKP1034, qui sont des hybrides de pKPCLK30 de Taiwan et de pHN7A8 de Chine. La
plupart des genes blaKPC sont portes par des éléments mobiles qui facilitent leur transfert

vers d'autres plasmides (Yang et al ; 2020).

L’image suivante représente la répartition géographique des souches résistantes

auxcarbap8énemes chez Klebsiella pneumoniae :
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Figure 8 : Répartition géographique des souches résistantes aux carbapénémes chez

Klebsiella pneumoniae (Wyreset al ; 2020).

La colistine, un antibiotique de la classe des polymixines, était couramment utilisée dans
les années 1960 et 1970 pour traiter les infections causées par des bactéries a Gram négatif.
La résistance de Klebsiella pneumoniae a la colistine est provoquée par des mutations au
niveau des génes de régulation, tels que le gene mgrB qui régule la modification des lipides
A.

La premiére découverte d'un plasmide de résistance a la colistine remonte a 2015, chez
Escherichia coli en Chine, ou le géne mcr-1 était impliqué. Par la suite, en septembre 2016,
un organisme résistant a la colistine a été isolé chez Klebsiella pneumoniae, avec un géne
différent du mcr-1 (Martin et Bachman, 2018).

En plus de la résistance de Klebsiella pneumoniae aux carbapénemes et a la colistine, elle
présente également une résistance a de nombreuses autres classes dantibiotiques,

notamment les aminoglycosides, les quinolones, les tigécyclines, etc. (Wang et al ; 2020).

La figure suivante représente quelques genes de résistance chez Klebsiella pneumoniae :
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Figure 09 : Acquisition des génes de résistance contre quelques antibiotiques chez

Klebsiellapneumoniaea travers le temps (Wyres et Holt, 2018).

Lors de l'infection, Klebsiella pneumoniae déploie plusieurs mécanismes de virulence
pour échapper a la reconnaissance par le systeme immunitaire de I'h6te. Elle utilise
notamment quatre facteurs de virulence : les pilis, la capsule, les lipopolysaccharides (LPS)
et les transporteurs de fer :

Les pilisde type 1 et de type 3 : permettent a la bactérie de s‘attacher aux cellules et aux
surfaces non vivantes. Le plasmide RmpA régule la synthése de la capsule
polysaccharidique, qui est un important facteur de virulence généralement présent chez les

souches hypervirulentes de Klebsiella pneumoniae (Wang et al ; 2020).

La capsule : joue un role crucial dans la protection contre la phagocytose et permet a la
bactérie d'échapper a la réponse immunitaire de I'hdte. Elle est composée de sous-unités
répétées de sucres, portées par le géne cps, et plus de 77 types de capsules ont été identifiés

par des tests sérologiques.

Les lipopolysaccharides (LPS) : qui recouvrent la membrane des bactéries a Gram négatif,
sont des mediateurs majeurs de virulence. Pour échapper a la détection, le LPS modifie sa
structure et évite ainsi la reconnaissance par les récepteurs toll-like 4 (TLR4), ce qui entraine
I'inhibition de la réponse inflammatoire. Le LPS est composé de trois parties : un lipide A,
un core et un antigéne O. Chez Klebsiella pneumoniae, il existe neuf sérotypes d'antigéne O,
dont O1, O2 et O3, responsables de 80 % des infections (Martin et Bachman, 2018).
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Etant donné que le fer est essentiel pour la croissance et la reproduction des bactéries,
Klebsiella pneumoniae produit quatre types de sidérophores (transporteurs de fer) :

enterobactin, yersiniabactin, salmochelin et aerobactin (Wang et al ; 2020).

La figure suivante représente les différents facteurs de virulence et le maintiens de

I’homéostasie dans un biofilm :
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Figure 10 : Présentation schématique des facteurs de virulence chez Klebsiella pneumoniae
(Wang et al., 2020).
8. Biofilm chez Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae démontre sa capacité a former des biofilms et a établir des
communications intercellulaires grace au systeme de quorum sensing (QS) en utilisant
diverses molécules dacyl-homosérine lactone (AHL) telles que la Noctanoylhomoseérine
lactone, la N-3-dodécanoyl-L-homosérine lactone et la N-hexanoylhomosérine lactone (C6-
AHL). Ces AHL sont responsables de la synthese d'enzymes lytiques, de toxines et
d'exopolysaccharides impliqués dans la pathogénicité, la virulence et la formation de
biofilms (Cadavid et Echeverri, 2019). Des études ont également démontré que des
mutations dans les genes fabZ et IpxC inhibent le développement de Klebsiella pneumoniae

et perturbent I'homéostasie du biofilm. La lipoprotéine YfgL joue un réle dans la formation

30



Chapitre | Généralités sur les biofilms et sa Formation par les klebsiellapneumoniae

du biofilm et la transcription de I'expression des pili de type 1, tandis que la protéine
membranaire A, appelée "KpOmpA", est responsable de la reconnaissance des cellules et de
leur adhésion (Wang et al ; 2020).

Parmi les facteurs contribuant a la formation de biofilms chez Klebsiella pneumoniae, les
fimbriae de type 3 jouent un réle clé. La synthese de ces fimbriae est régulée par un
comple8xe de protéines comprenant mrk A, mrk B, mrk C, mrk D et mrk F (Willsey et al ;
2018).

L’image suivante représente les sous unités impliquées dans la production du fimbriae 3 :

Membrane
externe

Figure 11 : Représentation des sous unités protéiques impliquées dans 1’assemblage du

fimbriae de type 3 (Murphy et Clegg, 2012).

Les protéines mrk J, mrk I et mrk H sont également impliqués dans la synthése du messager
cyclic-di-GMP « c-di-GMP » dont les concentrations intracellulaires affecte la production
du fimbriae 3 accompagné de synthese de PilZ liant le c-di-GMP et le fimbriae 3 (Johnson
etal ; 2011).

L’image suivante représente le mécanisme d’action des sous unités mrkA, mrkH et mrkI a

différentes concentrations de c-di-GMP :
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Figure 12 : Interactions entre les sous unités mrkA, mrkH et mrkl a des concentrations
basseset élevées de c-di-GMP (Murphy et Clegg, 2012)

La formation du biofilm est aussi dépendante de la diguanylatecyclaseYfiN et de I’'YfiRNB
qui contribuent dans la coordination cellulaire entre les sous unitésmrkH, mrkJ et le c-di-
GMP (Wilkschet al ; 2011).

La figure ci-dessous démontre les facteurs impliqués dans la formation d’un biofilm :

Signaux extraceflulaires )

—+ Fimbnrae de type 3
~—» Formation du biofiim

Figure 13 : Facteurs impliqués dans la formation d’un biofilm chez Klebsiella pneumoniae
(Wilkschet al ; 2011).
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Klebsiella pneumoniaeforme de maniére plus efficace des biofilms en présence d’autres
especes microbiennes que lorsqu’elle se trouve sous forme isolée ; il s’aveére qu’en présence
de multiples especes, les cellules travaillent en synergie et s’organisent de trois manieres
différe8ntes : séparées en micro-colonies, en agrégation ou arrangées en couches.

Klebsiella pneumoniaetravaille généralement en synergie avec Pseudomonas aeruginosace
qui améliore le développement, la structure et les fonctions du biofilm le rendant ainsi
performant et plus résistant aux traitements.

Il existe également d’autres espéces collaborant avec Klebsiella pneumoniaetelles que
Proteus mirabilis, Escherichia coli, Morganellamorganii, Enterobacter cloacae, Candida
albicans, etc. Les interactions entre especes dans un biofilm doivent étre prises en

considération lors des traitements d’infections chroniques (Chung, 2016).
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. Géneralités sur les huiles essentielles

L'étre humain exploite diverses plantes médicinales présentes dans son environnement pour
le tra8itement et la guérison de nombreuses maladies humaines et animales (Moreau, 2003).
Ces substances veégétales médicamenteuses sont largement utilisées en médecine
traditionnelle, car elles renferment une vaste gamme de composés chimiques de structures

divers (métabolites primaires ou secondaires) (Gazengel et Orecchioni, 2013).

Ces plantes présentent un large éventail d'activités thérapeutiques préventives ou curatives,
et I'évaluation de ces activités constitue une tache trés intéressante qui suscite l'intérét de
nombreuses études axées sur la découverte de médicaments (Sanogo, 2006 ; Newman et
Cragg, 2007 ; Belkhodja, 2016).

On estime qu'il existe environ 3000 especes de plantes contenant des huiles essentielles,
dont 10% ont une importance commerciale et sont utilisées dans l'industrie des parfums, des
cosmétiques, des médicaments, en tant que conservateurs alimentaires et médicamenteux,
ainsi que comme agents aromatisants (Baudoux D, 2017).

1. Définition

Selon la pharmacopée européenne, une huile essentielle est un produit complexe composé
de principes volatils présents dans les végétaux. Elle est obtenue a partir d'une matiere
premiéere d'origine végétale, apres séparation de la phase aqueuse a l'aide de procédés
physiques tels que I'entrainement a la vapeur d'eau ou des procédés meécaniques a partir de
I'épicarpe des plantes contenant des citrals, ou encore par distillation séche. Les huiles
essentielles sont des liquides huileux volatils, concentrés, aromatiques et hydrophobes qui

sont extraits de différentes parties des plantes (Bouzid, 2018 ; Mayer, 2012).
2. Historique

L'utilisation des huiles essentielles remonte & I'Antiquité, o les Egyptiens, dés 4500 avant
JC, les employaient déja. Ces huiles étaient obtenues par macération et essorage, et leur
utilisation était répandue dans divers domaines tels que la médecine, la parfumerie, la
cosmétique et I'embaumement. Au Moyen-Orient, elles étaient principalement utilisées dans

I'industrie de la parfumerie. (Theophane, 2019).

Au fil du temps, les huiles essentielles ont gagné en popularité dans le domaine médical et
ont été utilisées pour traiter les affections cutanées et favoriser le bien-étre mental. Les tribus

indiennes avaient également recours aux plantes médicinales, y compris aux huiles
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essentielles, pour diverses applications thérapeutiques. Aprés la conquéte de I'Egypte,
Alexandre le Grand a importé les huiles essentielles en Grece, ou elles ont été appréciées
pour leur godt et leur parfum, se diffusant ensuite dans tout 'Empire romain. Au cours de la
Renaissance du Moyen-Orient, la méthode de distillation des huiles essentielles a été
améliorée, et la Renaissance européenne a été marquée par la création des premiers

dispositifs de diffusion des huiles essentielles (Theophane, 2019).

En 1928, le chimiste francais René-Maurice Gattefossé a introduit le terme "aromathérapie”
pour décrire les propriétés curatives des huiles essentielles, suite a sa découverte fortuite de
la capacité de la lavande a guérir une bralure a sa main (BENABDELKADER, 2012).

Actuellement, l'aromathérapie est largement répandue et considérée comme une approche

naturelle efficace pour combattre les infections microbiennes (Theophane, 2019).
3. Répartition et Localisation

Les huiles essentielles sont présentes de maniere ubiquitaire dans le regne végétal.
Cependant, ces substances volatiles sont particulierement abondantes au sein de certaines
familles de plantes telles que les Rutacees, Ombelliferes, Myrtacées, Lamiacées (comme le
thym, la sauge, la lavande, les graminées, les coniféres, les agrumes) (Marouf et Tremblin,
2015).

Les huiles essentielles peuvent étre synthétisées et stockées dans divers organes végétaux,
notamment les fleurs (rose, lavande, boutons floraux du girofle), les feuilles (eucalyptus,
menthe, thym, laurier, sarriette, sauge, pin et sapin), les racines (vétiver, carotte, gingembre),
les rhizomes, les fruits (orange, citron, badiane), le bois et les écorces (cannelle, santal, bois

de rose), ainsi que les graines (noix de muscade, coriandre) (Lamamra, 2018).

4. Composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique des huiles essentielles est complexe et peut varier en fonction
de plusieurs facteurs, tels que l'espéce botanique, les organes utilisés, les conditions

environnementales et le mode d'extraction. Les huiles essentielles sont des mélanges de
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constituants appartenant a trois catégories principales : les terpenes, les composés

aromatiques et les composés d'origine variée (Naouel, 2015).

e Les terpénes : sont des molécules formées par l'assemblage de deux ou plusieurs
unités isopréniques. Les HEs sont principalement constituées de monoterpénes et de
sesquiterpénes, mais rarement de diterpenes.

e Les composés aromatiques: tels que les phénylpropanoides, dérivent du
phénylpropane. Ces molécules sont moins fréquentes dans les HEs que les terpenes.
Ils comprennent plusieurs composés odorants tels que l'estragol, I'anéthol, la
vanilline, etc.

e Les composés d'origine variée : correspondent a des hydrocarbures aliphatiques a

chaine linéaire ou ramifiée, porteurs de différentes fonctions.

Il est important de noter que la composition specifique des HESs peut varier
considérablement en fonction des plantes et des conditions dans lesquelles elles sont

produites.
5.8 Activité antimicrobienne des huiles essentielles

Plusieurs études publiées ont démontré, a travers des recherches en ligne, que certaines
huiles essentiellesprésentent de multiples activités biologiques telles que des activités
antimicrobiennes, antioxydantes, anti-inflammatoires, antibiofilm, anticancéreuses,

insecticides, et bien d'autres encore.

Le spectre d'action antimicrobienne deshuiles essentielles s'est révélé tres large, car il a
été observé que ces huiles agissent sur de nombreuses especes bactériennes, y compris celles
qui ont développé des mécanismes de résistance aux antibiotiques. De plus, les huiles
essentielles possedent des effets toxiques envers d'autres microorganismes tels que les

champignons, les virus et les parasites pathogenes (Naouel, 2015 ; Bouchekrit, 2018).
6. Mode d’action antimicrobien des huiles essentielles

Effectivement, les huiles essentielles sont composées de différentes molécules ayant des
fonctions variées, telles que les phénols, les aldéhydes, les cetones et les alcools. Il a été
constaté que l'activité antimicrobienne deshuiles essentielles est étroitement liée a ces
composés oxygenes. L'action de ses dérniersse déroule en trois étapes distinctes (Naouel,
2015) :
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Altération de la membrane plasmique : cela entraine une augmentation de la perméabilité de
la membrane, conduisant ainsi a la fuite des constituants cellulaires.

Acidification de l'intérieur de la cellule : cela blogue la synthése des molécules de structure
et la production d'énergie au sein de la cellule.

Destruction du matériel génétique : cela entraine la mort de la cellule en endommageant son
ADN.

Ces différentes étapes contribuent a I'effet antimicrobien des huiles essentielles en perturbant

les fonctions vitales des microorganismes ciblés.
7. Activité antibiofilm

Les biofilms microbiens présentent un état extrémement difficile a éliminer en utilisant les
agents antimicrobiens classiques. Cependant, des recherches ont démontré que les huiles
essentielles, méme a des concentrations trés faibles, sont capables d'inhiber la formation de
biofilms par le biais de plusieurs mécanismes (Niu et Gilbert, 2004).

Ces mécanismes comprennent notamment l'activation des génes de réponse au stress, ce
qui entraine une diminution des polysaccharides extracellulaires, ainsi que l'interaction des
huiles essentielles avec les protéines présentes a la surface des microorganismes, ce qui
inhibe leur fixation (Benbelaid, 2015).

De plus, des études ont montré que l'activité antibiofilm des huiles essentielles dépend de
plusieurs facteurs tels que la nature et la concentration des huiles essentielles utilisées, la

souche microbienne traitée et I'age du biofilm (Barchan et al ; 2014).
8. Domaines d’utilisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont actuellement employées dans diverses applications
i8ndustrielles et pharmaceutiques en raison de leurs propriétés médicinales. Dans le domaine
de la parfumerie et de la cosmétique, leshuiles essentielles sont couramment utilisées non
seulement pour leur parfum, mais aussi pour préserver les produits pendant leur stockage,
grace a leurs activités antiseptiques et antioxydantes. De plus, les huiles essentielles trouvent

leur utilisation dans l'industrie agro-alimentaire.

38



Chapitre 11 Les huiles essentielles et les plantes médicinales

9. Extraction des huiles essentielles

Il existe différentes méthodes d'extraction des huiles essentielles, basées principalement
sur l'entrainement a la vapeur, l'expression, la solubilité et la volatilité. Le choix de la
méthode appropriée dépend de plusieurs parametres, tels que la nature de la plante a traiter,
les caractéristiques physico-chimiques de I'huile essentielle a extraire, ainsi que l'utilisation
finale de I'extrait et I'aréme souhaité pendant le processus d'extraction. Parmi les méthodes
d'extraction, la distillation est I'une des plus couramment utilisées pour ses propriétés
alimentaires (Naouel, 2015 ; Bouchekrit, 2018).

9.1. Distillation

Le procédé de distillation repose sur la propriété des huiles essentielles d'étre volatiles
lorsqu'elles sont exposées a la chaleur, ce qui permet a I'huile d'étre entrainée par la vapeur
d'eau. Une fois que la vapeur d'eau contenant I'nuile essentielle se refroidit et se condense,
I'huile essentielle se sépare du distillat par décantation (Boukhatem et al ; 2019). Il existe
deux principaux modes de distillation utilisés : I'nydrodistillation et la distillation a la vapeur

d'eau.
9.1.1. Par hydrodistillation

La méthode de I'hydrodistillation implique I'immersion directe de la matiére végétale dans
un bain d'eau distillée qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs résultantes sont ensuite
condensées sur une surface froide, ce qui permet la séparation de I'huile essentielle en raison
de la différence de densité. Cependant, cette méthode présente certains inconvénients liés a
I'effet de la vapeur d'eau. Certains organes végétaux fragiles tels que les fleurs ne supportent
pas bien ce processus d'entrainement a la vapeur et risquent de se calciner. De plus, le
contact direct entre I'eau et les composés de I'huile peut provoquer des réactions chimiques
entrainant des changements dans la composition finale de I'extrait. 1l convient également de
noter que la durée de la distillation a un impact sur le rendement de I'huile, mais cette
technique est limitée car un chauffage intense et prolongé peut entrainer la dégradation des

matériaux végétaux ainsi que des composes aromatiques (Boukhatem et al ; 2019).
9.1.2. Distillation a la vapeur d'eau

La distillation a la vapeur d'eau est le procédé le mieux adapté pour extraire les essences,

notamment lorsqu'elles sont destinées a des applications thérapeutiques. Dans ce procédé, la
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matiére végétale n'est pas directement en contact avec l'eau, mais est traversée par un
8courant de vapeur d'eau. Les plantes aromatiques sont placées sur une grille perforée au-
dessus de la base de I'alambic. Sous I'effet de la chaleur, I'eau se transforme en vapeur et
passe a travers les plantes, entrainant les molécules aromatiques vers un systeme de
refroidissement. La vapeur d'eau chargée d'essence se condense ensuite pour revenir a I'état
liquide. Ce procedé permet de séparer le produit de distillation en deux phases distinctes :
I'nuile essentielle, de faible densité, et I'eau condensée, connue sous le nom d'eau florale ou

hydrolat.

Ce procédé de distillation a la vapeur d'eau permet d'obtenir un parfum plus délicat. Sa
régularité et sa rapidité favorisent I'apparition de notes de téte, qui sont des fragrances tres
volatiles riches en esters. Ces molécules légeres se manifestent en premier lieu. En général,
une demi-heure suffit pour recueillir 95% des molécules volatiles, ce qui satisfait les besoins
de l'industrie de la parfumerie. Cependant, en aromathérapie, il est nécessaire de prolonger
I'opération afin de récupérer la totalité des composants aromatiques volatils (Boukhatem et
al ; 2019).

Une variante de l'entrainement a la vapeur d'eau est I'hydrodiffusion, qui implique
I'utilisation de vapeur d'eau a trés faible pression (0,02-0,15 bar). Cette méthode consiste a
pulser la vapeur d'eau a travers la masse végétale, de haut en bas. La composition des
produits obtenus par cette méthode differe qualitativement de celle des produits obtenus par
les méthodes classiques. De plus, ce procedé permet de gagner du temps et de I'énergie
(Boukhatem et al ; 2019).

9.2. Expression a froid

La technique d'expression a froid est utilisée spécifiquement pour I'extraction des essences
volatiles présentes dans les péricarpes d'agrumes. Elle implique le traitement mécanique des
fruits afin de rompre ou de dilacérer les parois des sacs oléiféres situés dans le mésocarpe,
juste sous I'écorce du fruit. Cette méthode permet de recueillir le contenu des sacs ol€éiféres
sans qu'il subisse de modifications. Des systéemes récents, tels que le systeme « Food
Machinery Corporation-in-line » (FMC), permettent d'extraire le jus de fruit et I'essence de
maniére quasi-simultanée sans qu'ils entrent en contact. C'est pourquoi l'expression a froid
est la méthode préférée pour extraire ces essences, d'autant plus que la distillation n'est plus

considérée comme une technique appropriée.
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En effet, la distillation produit des huiles aromatiques de moindre qualité, principalement en
raison de la présence importante d'aldéhydes, des composés sensibles a I'oxydation et a la
chaleur. Ainsi, afin de preserver la qualité des huiles essentielles extraites des agrumes,

I'expression a froid est préférée a la distillation (Boukhatem et al ; 2019).
9.3. Extraction assistée par micro-ondes

Ce procédé présente I'avantage notable de réduire considérablement la durée de distillation
et d'augmenter le rendement. Cependant, jusqu'a présent, aucun développement industriel n'a

été réalisé dans ce domaine.

La distillation assistée par micro-ondes suscite actuellement un grand intérét et fait lI'objet
de nombreuses recherches visant a son amélioration continue, en raison de ses nombreux
avantages. Cette technologie est considérée comme écologique, permettant des économies
d'énergie et de temps, tout en réduisant les dégradations thermiques et hydrolytiques. De
plus, l'utilisation des micro-ondes constitue une méthode d'extraction a part entiére en plein

€ssor.

Par exemple, la méthode SFME (Solvent Free Microwave Extraction) est une
combinaison innovante de chauffage par micro-ondes et de distillation séche. Elle consiste a
placer le matériau végétal dans un réacteur a l'intérieur d'un four a micro-ondes, sans ajout
d'eau ni de solvant. Le chauffage interne de I'eau présente dans la plante permet de dilater
ses cellules, entrainant la rupture des glandes et des réservoirs oléiferes. Ainsi, I'huile
essentielle est libérée et évaporée avec I'eau végétale. Comparée a la méthode
d'hydrodistillation traditionnelle, la SFME se caractérise par une réduction de la
consommation d'énergie et des eémissions de CO2, mais surtout par un temps d'extraction
environ 9 fois plus rapide. Les huiles essentielles obtenues par ce procédé présentent une
plus grande quantité de composés oxygénés et des valeurs odorantes plus significatives,
tandis que les monoterpénes sont présents en moindre quantité (Boukhatem et al ; 2019).

9.4. Extraction par fluide a I’état supercritique

La technique d'extraction par fluide supercritique, connue sous le nom de SFE, se distingue

par l'utilisation de solvants a leur état supercritique. Cela signifie que les solvants se trouvent
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dans des conditions de température et de pression ou ils se situent dans un état intermédiaire
entre liquide et gazeux, présentant ainsi des propriétés physico-chimiques différentes,
notamment une capacité de solvatation accrue. Bien que de nombreux solvants puissent étre
utilisés en pratique, environ 90% des SFE sont réalisées avec du dioxyde de carbone (CO2),

principalement pour des raisons pratiques.

En plus de sa facilité d'obtention grace a ses basses pressions et températures critiques, le
CO2 est relativement non toxique, disponible en haute pureté et a faible colt. De plus, il

présente l'avantage d'étre facilement éliminé de I'extrait obtenu (Boukhatem et al ; 2019).
9.5. L hydrodistillation assistée par ultrasons

Lorsque des ondes ultrasonores se propagent a travers un liquide, les oscillations
moléculaires entrainent la formation de zones de raréfaction. Lorsque ces cycles de
raréfaction augmentent, les forces de cohésion du liquide sont surmontées, ce qui conduit a
la forBmation de bulles de cavitation. Ces bulles implosent ensuite a la surface de la matiére
végétale, provoquant la rupture des membranes cellulaires et la libération de leur contenu a
l'extérieur (DOLATOWSKI et al ; 2007). Etant donné que les glandes contenant les huiles
essentielles sont généralement situées a la surface des plantes aromatiques, lI'implosion
détruit ces glandes, permettant ainsi la libération de I'nuile dans I'environnement (VEILLE
et al ; 2010).

L'avantage majeur de ce procédé est la réduction significative du temps d'extraction,
l'augmentation du rendement en extrait et la facilitation de I'extraction des molécules
thermosensibles (LAGUNEZ RIVERA, 2006).

10. Role des huiles essentielles

Les huiles essentielles jouent un réle biologique évident dans I'écologie. Leur odeur
participe a la pollinisation en agissant comme un attrait ou un répulsif envers les prédateurs
tels que les herbivores et les insectes. Grace aux substances toxiques qu'elles contiennent,
elles peuvent paralyser les muscles masticateurs des agresseurs, entrainant ainsi une
réduction de leur appétit. De plus, elles offrent une protection aux cultures en inhibant la
multiplication des bactéries et des champignons. Les huiles essentielles empéchent
également la déshydratation des plantes en limitant I'évaporation excessive de l'eau et
protégent la plante contre les effets nuisibles de la lumiére en régulant sa concentration ou sa

diminution.
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De plus, les composés présents dans les huiles essentielles interviennent dans les réactions
d'oxydo-réduction en tant que donneurs dhydrogene. Par exemple, l'isoprene réagit
rapidement avec l'ozone et les radicaux hydroxyles. De plus, les huiles essentielles émettent

du carbone et de I'énergie en exces (Ouis, 2015)

-Syzygium aromaticum

1. Originedu nom

Le clou de girofle est I'extrait obtenu a partir du giroflier (Syzgiumaromaticum), un arbre
de la famille des Muyrtacées. Originaire d'Indonésie orientale, des Philippines
méridionales, des Tles de Moluques, d'Afrique et d’Amérique du Sud (Penot et al ; 2014),
il se développe principalement dans des régions a climat tropical. Chaque bourgeon floral

de cette plante représente un clou de girofle (Barbelet, 2015).

Le clou de girofle a été largement utilisé dans la médecine traditionnelle indienne et
c8hinoise pour rafraichir I'naleine. Au Xllle siécle, il est devenu un composant essentiel
de la phytothérapie, en particulier pour les traitements bucco-dentaires. De nos jours,
I'Indonésie et Madagascar sont les principaux acteurs mondiaux dans la production de

clous de girofle (Jesus Cardenas, 2017).
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Fig 6. Clove from the Gribshunden shipwreck. Plant parts of clove: a-b) flower buds, ¢) stalks, d) side view of complete ovaries.

Figure 14 : Restes de clous de girofles provenant de 1’épave du Gribshunden.

» source: M. Larsson& B. Foley, 2023
» PL0S ONE 18(1): e0281010. https://doi.org/ 10.1371/journal.pone.0281010/

2. Systématique
Classe leclou de giroflecommesuit : (Ghedira et al; 2010)

Tableau 05 : La classification phylogénétique du clou de girofle.

R Plantae

Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Syzgiumaromaticum
Sous-embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Espece Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre .

Syzgium
Ordre Magnoliophyta
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Comme beaucoup d’especes, le giroflier a porté plusieurs noms scientifiques avant d’étre
nommé Syzygium aromaticum :

Caryophyllusaromaticus L. (1753)

Eugenia caryophyllataThunb. (1788)

Eu8genia caryophyllusSpreng. (1825)

Eugenia aromatica (L.) Baill. (1876)

Jambosacaryophyllus (Thunb.) Nied. (1893)

Syzygiumaromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry, (1939)

# ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

Actuellement, les noms Syzygium aromaticum et Eugenia caryophyllus sont tous les deux
employés.

/’T\\\\\\

i

Figurel5 : Allure d’un giroflier (barbelet s.2015).

3. Descriptionbotaniquesdu giroflier
Le giroflier (Syzgiumaromaticum) est un arbre de grande taille atteignant une hauteur
de 20 meétres, caractérisé par de larges feuilles mesurant jusqu'a 12 cm. Ses branches portent
des fleurs blanches ou roses qui sont disposées en grappes denses. Les boutons floraux de
couleur rose, récoltés avant leur éclosion, sont utilisés a des fins spécifiques (Jesus
Cardenas, 2017).
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Les fleurs du giroflier dégagent un parfum puissant de clou de girofle lorsqu'on les froisse.
Elles sont regroupées en grappes compactes contenant environ 25 fleurs, avec un calice
tubulaire de couleur blanc cassé qui se teinte de rouge, et une corolle d'un blanc rosé
(Ghediraet al ; 2010).

Les clous de girofle correspondent aux boutons floraux du giroflier avant leur
épanouissement. S'ils ne sont pas récoltés, ils marissent pour se transformer en drupes d'un
rouge foncé. Bien que le giroflier soit originaire d'Indonésie, il est cultivé a Madagascar. Les
boutons floraux du giroflier ont une forme quadrangulaire, avec un hypanthium mesurant
environ 10 a 12 mm de long et 2 a 3 mm de diameétre. lls sont entourés de quatre lobes
sépales divergents et composés de quatre pétales imbriqués renfermant de nombreuses

étamines recourbées (Jesus Cardenas, 2017).

Localisation

L8'utilisation du clou de girofle remonte a une période de plusieurs milliers d'années. Des
découvertes archéologiques en Syrie ont révélé la présence d'un clou de girofle datant de
1700 av. J.-C. En Chine, a partir de 200 av. J.-C., il était importé de Java et largement utilisé

dans les domaines culinaires et médicaux traditionnels.

En Europe, le clou de girofle était connu des Grecs, des Phéniciens et des Romains, bien que
sa description précise demeure incertaine. Au Moyen Age, il est devenu une épice trés prisée
parmi les élit2es européennes. Les explorateurs portugais ont découvert les Tles Moluques,
ou le clou de girofle était cultivé, au XVle siecle. Par la suite, les Néerlandais ont
monopolisé le commerce des clous de girofle au XVlle siécle. Malgré cela, Pierre Poivre, un

francais, a réussi a introduire clandestinement des plants de girofle dans d'autres régions.

Actuellement, I'lndonésie occupe la position de premier producteur mondial de clous de
girofle, suivi de pres par Madagascar. L'Inde est le plus grand importateur de cette épice
aromatique (ALAIN, 2023).
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Figurel6 : Portrait de Pierre Poivre, lithographie d’E. Conguy, XIXe.
5. Composition et propriété de clou de girofle
5.1. Composition Chimique

Le clou de girofle présente une composition chimique intéressante, comprenant une
concentration élevée en huile essentielle, représentant environ 15 a 20% voire 16%. Cette
huile contient principalement de I’eugénol, constituant majoritaire, représentant de 70 a 85%
de la composition totale de I'huile de girofle. Par ailleurs, on trouve également d'autres
composés terpéniques, tels que le caryophylléne, a une concentration denviron 10%.
D'autres composes présents comprennent des composés aliphatiques, aromatiques et
hétérocycliques. En plus de ces composés, le clou de girofle contient également des tanins,
une petite quantité d'amidon et des matiéres fibreuses cellulose.

OH

H,CF OCH;

Fugdnol

Figure 17 : Composé majeur de I'huile essentielle Des clous de girofle.
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D'apres la pharmacopée européenne 3e édition, I'nuile essentielle des clous de girofle

Contient de 75 a 88 % d'eugénol, de 5 a 14 % de p—caryophylléne, et de 4 a 15 % d'acétate

d'eugényle.

Tableau 06 : Composition chimique de I'huile essentielle des clous de girofle.

Constituants Pourcentages
Eugénol 91,2
B-caryophylléne 4,1
a-humulene 0,6
Eugényl acétate 2,9
B-caryophylléne époxyde 0,5
Total 99,3

5.2. Propriété

Les propriétés du clou de girofle sont principalement attribuables a la présence d'eugénol.
Ce composé est rapidement métabolisé et excrété par l'organisme, et il est considéré comme
non cancérigene. L'eugénol peut étre présent dans les aliments jusqu'a une concentration

maximale de 1500 ppm (parties par million)
Antalgique (eugénol)

L'huile essentielle de clou de girofle contient de I'eugénol, une molécule qui présente une
puissance supérieure a celle de la lidocaine, un anesthésique local agissant sur la
transmission des signaux nerveux. En d'autres termes, I'eugenol bloque la transmission de la
douleur. L'huile essentielle de clou de girofle est particulierement efficace dans le traitement

des douleurs dentaires.

Anti-infectiex majeure (eugénol)

L'huile essentielle de clou de girofle présente une grande efficacité dans le traitement des
infections intestinales, urinaires et respiratoires. Cette efficacité est due a lI'action bactéricide

rapide de l'eugénol, constituant principal de I'huile de clou de girofle. 1l a notamment une

activité contre plusieurs germes présents dans la flore buccale, tels que Staphylococcus
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aureus, Pyogenes aureus, Klebsiella pneumoniae, Lactobacillus acidophilusodontolyticus,

Escherichia coli et Monilia albicans2020 (Indranil Samanta, Samiran Bandyopadhyay ;
2020).

Antifongique a large spectre (eugénol)

L’huile essentielle de Clou de Girofle détruit les champignons a ’origine de certaines
mycoses. L’huile essentielle de Clou de Girofle est active contre : Cryptococcusneoformans,
Dermatophytes sp.  Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton
mantagrophytes, Trichophyton rubrum (Indranil Samant, Samiran Bandyopadhyay ; 2020).

Anti-inflammatoire et anti-oxydante (eugénol)

L'huile essentielle de clou de girofle exerce une action inhibitrice sur les molécules
impliquées dans le processus inflammatoire déclenché par l'organisme en réponse a une
agression. Cette action prévient I'apparition de rougeurs cutanées et reduit la sensation de

chaleur associée a l'inflammation.

Antispasmodique ; calmante et sédative (Indranil Samanta, Samiran Bandyopadhyay ; 2020).

-Eucalyptus globulus

Origine

L'arbre connu sous le nom d'Eucalyptus globulus, appartenant a la famille des Myrtacées, est
également appelé "gommier bleu”, "arbre au koala" et "arbre a la fievre". Le terme
"eucalyptus" dérive du grec "eu" signifiant "bon" et "kalypto" signifiant "couvrir”, en
référence a la soudure des pétales et des sépales de cette espece. Originaire d'Australie, de
Tasmanie et de Malaisie, cet arbre a été introduit en France en 1828. On le trouve
principalement dans les régions méditerranéennes, notamment en Corse, ainsi que dans
d'autres regions plus septentrionales (MICHEL CARON, 2011).

Systématique

D’aprés la classification phylogénétique APG (2009), la classification de

I’Eucalyptusglobulusestcommesuit :

49



#* ¥

#* % 8 & ¥ ¥

Chapitre 11 Les huiles essentielles et les plantes médicinales

Régne : plantes
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement :
Angiospermes

Classe : Eudicots

Sous-classe : Rosidées

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtacées

Genre : Eucalyptus

Espéce : Eucalyptusglobulus

Figure 18 : Eucalyptus globulus.

Description botanique

L'eucalyptus est un arbre remarquable
caractérisé par son tronc droit, lisse et de
couleur grisatre, orné de rameaux dressés. Il

se distingue par sa croissance rapide, son

agréable odeur aromatique qui repousse les
b Arbuste
& Jusqu'a70m insectes, ainsi que sa capacité a absorber
de haut . L, i
I'numidité environnante.

Feuilles matures, Cet arbre peut atteindre une hauteur
recherchées en . . \ 5
phytothérapie impressionnante allant de 30 a 70 métres.

Son écorce, de teinte gris-brun, présente une

tendance naturelle a se détacher par plaques.

eucalyptol

a70-85 % ) _
Ry Huile essentielle

d’Eucalyptus globulus
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Les feuilles persistantes de I'eucalyptus sont coriaces et dégagent un parfum agréable. Elles
sont initialement opposees et ovales lorsqu'elles sont jeunes, puis s'allongent en grandissant.
Les fleurs de I'eucalyptus se composent d'un grand nombre d'étamines et peuvent présenter
une palette de couleurs allant du blanc,

créme, jaune, rose au  rouge.

/«f”g'\ (MICHEL CARON, 2011). Les
( i > feuilles de 1’eucalyptus commun
j renferment 1 a 3 % d’huile

essentielle.8

Les fruits de l'eucalyptus
prennent la forme de capsules ovoides

et ligneuses, mesurant environ 1

Y4 imé
’ﬂflﬁ-:f- centimetre, contenant de nombreuses
-J'_j W\ graines minuscules (MICHEL

CARON, 2011).

Surnommé « fever tree »
{« arbre afievre »)

4. Localisation

Eucalyptus globulus est une espéce indigéne de Tasmanie et du sud-est de I'Australie,
mais elle est désormais largement cultivée et naturalisée dans les régions subtropicales du
monde entier. En Afrique tropicale, on la trouve dans les régions d'altitude a climat frais.

Cette espece a été introduite en Algérie en 1854 et implantée dans la plaine marécageuse
de la Mitidja dans le but de lutter contre la malaria. Cela s'explique par son pouvoir
dessechant et les émanations balsamiques produites par I'essence de ses feuilles. Le genre
Eucalyptus comprend plus de 700 especes, dont la plus répandue est E. globulus.

Cet usage serait, selon certains auteurs, a I’origine du surnom « fevertree » (littéralement
« arbre a fievre » en francgais). D’autres auteurs expliquent que ce surnom viendrait plutot
de I’usage des feuilles d’Eucalyptus globulus dans la médecine aborigene pour soulager

différents maux dont la fiévre.
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5. Composition chimiques

L’huile essentielle d’Eucalyptus globulus a la composition suivante :
= Eucalyptol (ou cinéol ou 1,8-cinéol) a 70-85 %
= Triterpénes
= Monoterpénes comme 1’alpha-pinene et le limonene
= Sesquiterpénes comme 1I’aromadendréne
= Cétones
= Aldéhydes

6. Propriétes :

27 BN
/

, (W, / 1720
BA=N \

Décongestionnant Antiseptique Anti-inflammatoire Antalgique

aérien

» Décongestionnant respiratoire (infusion, inhalation, diffusion, massage)
Les feuilles et I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus sont particulieérement prisées pour

leurs effets bénéfiques au niveau des voies respiratoires.

L’association du 1,8-cinéole (eucalyptol) et de I’alpha-pinéne au sein de 1’huile essentielle
permet de capitaliser sur des propriétés antitussive, expectorante et mucolytique.
Autrement dit, les principes actifs contribuent a fluidifier les sécrétions bronchiques,

soulager la congestion nasale et calmer la toux.
En diffusion, en inhalation ou en massage, I’huile essentielle d’eucalyptus commun est

idéale pour traiter toute sorte d’affections au niveau des voies respiratoires. Par exemple :

les bronchites, la grippe, les laryngites, les pharyngites, les rhinites, la toux...
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» Antiseptique aérien (diffusion)
L’huile essentielle d’eucalyptus commun a aussi une action antiseptique idéale pour

assainir 1’air intérieur.

» Activité anti-inflammatoire et antalgique (massage)
Diluée dans une huile de massage, I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus peut étre

employée localement pour soulager des douleurs rhumatismales.

» Autres bienfaits de I’huile essentielle
Au-dela des propriétés largement reconnues ci-dessus, d’autres effets sont également
attribués a I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus :

e Stimulante et rafraichissante

e Positivante

-Le Thym (Le thymus)

L'Algérie, en tant que pays du bassin méditerranéen, se distingue par sa biodiversité florale
exceptionnelle, notamment en ce qui concerne les plantes d'intérét aromatique et médicinal,
grace a la diversité de ses étages bioclimatiques (MOKKADEM, 1999). On recense environ
4125 espéces de plantes vasculaires réparties en 123 familles botaniques (NOUIOUA, 2011 ;
KAABECHE, 2013).

La famille des Lamiacées joue un réle majeur dans la flore algérienne. Cette famille de
plantes appartient a l'ordre des Tubiflorae des Gamopétales et compte environ 6970 espéces
réparties en 240 genres (MEYER et al ; 2004).

Le thym, également connu sous le nom de farigoule, est un arbrisseau rustique originaire du
bassin méditerranéen. Il pousse de maniére spontanée dans les régions méridionales, sur des
terrains chauds, secs et rocailleux de la garrigue, ainsi que dans les prairies et les champs
daltitude.

Définition

Le genre Thymus est largement reconnu pour ses utilisations en tant qu'épice et conservateur
alimentaire, ainsi que pour ses propriétés protectrices et curatives dans de nombreux

produits alimentaires (Hamdani et al ; 2014). Ce genre présente une variété d'activités
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biologiques, notamment des propriétés antibactériennes, antifongiques, analgésiques,

carminatives, antioxydantes, spasmolytiques et anti-mutagénes (Messaoudi et al ; 2019).

On observe différents écotypes de thym, caractérisés par des variations morphologiques et
une composition en huiles essentielles distinctes. Ces écotypes se distinguent par leur odeur
forte et pénétrante, ainsi que parfois une saveur balsamique et épicée trés prononcée. De
nombreuses especes présentent également des chémotypes spécifiques, avec une
composition chimique des huiles essentielles variable en fonction du stade de
développement de la plante, du moment de la récolte et des conditions environnementales du
champ (De Lisi et al ; 2011).

2. Origine

Thymus est un genre de plantes (d’arbrisseaux) de la famille des lamiacées et comporte
environ 300 espéces. Ce sont le plus souvent des plantes en coussinets ou rampantes avec
des petites fleurs blanches ou bien rose péle. Elles sont gorgées en huiles essentielles, ce qui

en fait des plantes aromatiques.

Le golt de la plante est différent selon le terroir et porte trés souvent le nom du lieu ou il
pousse. Le thym peut croitre sur des milieux arides et jusqu’a 1 500 voire 2000 m d’altitude.
Ce nom, « Thym » vient de Thymus qui en latin désignait plusieurs plantes aromatiques de
la famille des lamiacées, qui lui-méme vient de thumon en grec, qui signifiait « offrande a
briler » et «parfum», en raison de 1’agréable odeur que la plante dégage de manicre
naturelle. Ce nom provient lui-méme de tham en égyptien, qui était le nom d’une plante qui

servait a embaumer les corps.
3. Systématique
La classification botanique de thym est représentée si dessus : (Touhami, 2017)

# Régne : Plantea (végétal)

Embranchement : Spermatophytes (phanérogames)
Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Métachlamydées (gamopétales)
Ordre : Tubiflorales (Lamiales)

#* % % B & #

Sous ordre : Verbéninées
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# Famille : Labiacées (labiées)
# Genre: Thymus

4. Caractéristiques botaniques
4.1. Description morphologique

Le thym (genre Thymus) se caractérise par des tiges ramifiées, minces et sinueuses, qui
deviennent ligneuses a leur base. Elles sont ornées de petites feuilles étroites de couleur gris-
vert, persistantes et odorantes. Durant la période allant de mars a aodt, de petites fleurs

blanches ou rose pale s'agrégent en capitules au sommet des tiges.

Malgré leur petite taille, les feuilles persistantes du thym se distinguent par leur résistance
aux sécheresses et au froid. Elles sont étroites, linaires, vertes sur la face supérieure et
grises sur la face inférieure. Ces feuilles, associées aux fleurs hermaphrodites blanches ou
roses formant des bouquets terminaux, sont utilisées pour aromatiser les recettes culinaires.
Il convient de noter que les arbmes dégagés peuvent varier et se révéler camphrés et

puissants en fonction de I'espece de thym utilisée.
4.2. Répartition géographique
4.2.1. Dans le monde

Le Thymus sp. (Thym) est un groupe d'herbes thérapeutiques de petite taille, originaires du
bassin méditerranéen, notamment du sud de I'ltalie et de I'Asie. Il appartient a la famille des
Lamiaceae, qui est l'une des familles les plus vastes parmi les plantes a fleurs, comprenant

pres de 220 genres et 4000 especes dans le monde (Messaoudi et al ; 2019).
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Figure 19 : Distribution géographique du thym dans le monde (Morales, 2002).

Le genre Thymus L. (Lamiaceae) est considéré comme l'un des plus importants genres au
sein de la famille des Lamiacées, englobant des plantes médicinales et aromatiques (MAP)
utilisées dans divers domaines. Ce genre compte environ 220 especes (Pavela et al ; 2019)
originaires d'Europe et cultivées dans le bassin méditerranéen, le nord de I'Europe, ainsi que
dans d'autres régions du monde telles que I'Asie, I'Amérique du Sud et I'Australie (Nabavi et
al ; 2015). La région méditerranéenne est considérée comme le centre de diversité du genre
Thymus (Bartolucci et al ; 2013) Le cercle noir représente la zone de distribution du genre

Thymus dans le monde.
4.2.2. En Algérie

L'Algérie se distingue par sa biodiversité et sa vaste étendue territoriale, ce qui en fait un
réservoir important de plantes médicinales. Le genre Thymus, présent sur lI'ensemble du
littoral ainsi que dans les régions internes jusqu'aux zones arides, englobe plusieurs espéces

botaniques (Hammaz et Nafa, 2017).
Sa répartition géographique est représentée dans le tableau si dessu :
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Tableau 07 : La répartition géographyque du thymus en Algérie. (Dob et al ; 2006)

Espece

Découverte par

Localisation

Nom local

Thymus capitatus

Thymus fontanesii

Hoffman et Link

Rare dans la région de

Tlemcen.

Auteure

Boiss et Reuter

Commun dans le Tell
Endémique Est Algérie-

Tunisie

Auteure

Thymus commutatus

Battandier

Endémique Oran

Thymus numidicus

Thymus guyoni

Poiret

Assez rare dans : Le
sous-secteur de 1’atlas
tellien, La grande et la

petite Kabylie de

Skikda a la frontiére

tunisienne Tell

constantinois.

Tizaatarte

Noé

Rare dans le sous-
secteur des

Hauts plateaux algérois,

oranais et

Constantinois.

Thymus lancéolatus

Thymus pallidus

Desfontaine

Rare dans : Le secteur
de I’atlas tellien (Terni
de Médéa Benchicao) et
dans le sous-secteur des
hauts plateaux algérois,
Oranais (Tiaret) et

constantinois

Zaateur

Coss

Trés rare dans le sous-
secteur de L’ Atlas
Saharien et

constantinois

Tizerdite

Thymus hirtus

Willd

Commun sauf sur le

littoral.

DjertilHamry
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Thymus glandulosus Lag Trés rare dans le sous- -
secteur des hauts

plateaux algérois.

Thymus algériensis Boiss et Reuter Tres commun dans le DjertilZaitra
sous-secteur des hauts
plateaux algérois,

oranais.

Thymus munbyanus Boiss et Reuter Endémique dans le Djertil

secteur Nord algérois.

Pour la région algérienne, Quezel et Santa décrivent 12 espéces de Thymus dont huit sont
endémiques (Dob et al ; 2006),

4. Composition chimique

La composition chimique du thym est caractérisée par deux principales catégories de
composés secondaires, a savoir les huiles essentielles volatiles et les polyphénols non
volatils. En tant que produit naturel, les rendements en huiles essentielles et en polyphénols,
ainsi que les proportions des différents constituants, peuvent varier. Ces variations sont dues
a des facteurs intrinséques tels que les variations saisonniéres et ontogénétiques, ainsi qu'a
des facteurs extrinséques tels que le sol, le climat et la lumiére (Stahl-Biskup et
Venskutonis, 2012).

-Thymus algeriensis
1. Description botanique
Le Thymus algeriensis est une plante herbacée parfumée qui représente 1’épice aromatique

(EIHadjal et al ; 2010). 1l se reproduit par graines et peut atteindre 15 a 30 cm de haut par
40 cm de large, c'est un sous-arbuste a feuilles persistantes buissonnant a base de bois avec
de petites feuilles trés aromatiques gris-vert et des grappes de fleurs violettes ou roses au

début de I'été. La floraison eu lieu entre avril et juin (Zouari et al ; 2011).
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En Algérie et en Afrique du Nord, cette plante aromatique est bien connue sous le nom de «
Zaater » (Khadraoui et al ; 2016).

2. Systématique de Thymus algeriensis (Quezel et Santa 1963)

# Embranchement : Spermaphytes

# Sous embranchement : Angiospermes
# Classe : Eudicotes

# Sous classe : Astérides

# Ordre : Lamiales

# Famille : Lamiacées

# Genre : Thymus

# Espéce : Thymus algeriensis

3. Répartition géographique

Le Thymus algeriensis est une espece endémique de I'Algérie, de la Tunisie, de la Libye et
du Maroc. Elle est largement répandue en Afrique du Nord et est considérée comme l'espéce
la plus courante dans cette région (Sobeh et al ; 2020). En Algérie, elle est particulierement

commune dans les hauts plateaux algérois et oranais (Khlefi et Medjani, 2018).
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4. Composition chimique

En 2006, Dob et ses collaborateurs ont étudié une huile essentielle dérivée des parties
aériennes de T. algeriensis, collectée dans la région de Media pendant la période de
floraison. Cette huile essentielle contient cinquantecing composés qui représentent 94,3% de

I'huile totale.

L'huile essentielle se caractérise par un pourcentage élevé de monoterpenes (87,8%), en
particulier les monoterpénes oxygénés (79,5%). Les principaux composants de ces
monoterpenes oxygenés sont le linalol (47,3%), le thymol (29,2%) et le carvacrol (1,7%).
Les hydrocarbures monoterpéniques représentent 8,3% de I'huile, avec le p-cymeéne (6,8%)

comme composé principal.

En revanche, la fraction de sesquiterpénes est inférieure (5,2%). Les hydrocarbures (3,5%),
représentés principalement par le b-caryophylléne (2,9%), présentent une concentration plus

élevée que les sesquiterpénes oxygénés (1,7%).
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Dans cette perspective, une étude bibliographique a été réalisée afin d'explorer les
activités biologiques de trois huiles essentielles de plantes. Cette analyse s'est appuyée sur
des articles scientifiques récents, permettant ainsi de recueillir des informations pertinentes

sur ces substances.

Ce chapitre a pour bute de formé la synthése des donnés récents sur 1’utilisation des 3 huils
essentiels (Syzygiumaromaticum, Eucalyptusglobules, Thymus algeriensis) pour lutter
2contre les biofilms des klebseilla pneumonie.

En commencant par le clou de girofle Etant donné qu’a toujours été développé
pour  ses puissantes propriétés antimicrobiennes et antibiofilm, il est utilisé en toute
sécurité dans les aliments (Weidong Qian et al ; 2020).

Une étude préliminaire a révélé qu’ilya un composant dans cette plante qui est I'eugénol
exercait une activité antibiofilm contre Klebsiella pneumoniae. Cependant, le mécanisme
d'action de I'eugénol contre K. pneumoniae reste encore inexploré (Weidong Qian et al ;
2020).

L'eugénol s'est averé étre un phytochimique bioactif important dans les huiles essentielles
d2e clou de girofle, qui présentaient diverses activités pharmacologiques.

Apreés divers tests et expérience, des chercheurs ont observé que ce composant (L'eugénol)
a induit la mort bactérienne en endommageant la membrane cellulaire, la surface des
bactéries normales était lisse, intacte et présentait des caractéristiques typiques, tandis que
les bactéries traitées avec EG étaient gravement endommagées. Certaines bactéries
présentaient des fuites, des structures déformées et des membranes fragmentées. (Wei
Liu et al ; 2023).

+ AseelQassim Hussein et all en 2023 on fait une étude pour évaluer Defficacité de
combinaisons d’antibiotiques existants avec 1’acide cinnamique et 1’huile essentielle de
clou de girofle pour inhiber les biofilms de Klebsiella pneumoniae. Les résultats ont
montré que 1’huile de clou de girofle, a quatre fois la CMI, a été la plus efficace pour
empécher la formation du biofilm, suivie de pres par I’acide cinnamique a 0,25 fois la
CML. Cette huile essentielle a également réduit 1’activité métabolique des biofilms. L’ajout
simultané d’huile de clou de girofle et d’acide cinnamique a fortement réduit la quantité de
cellules de biofilm, suggérant leur perturbation (AseelQassim Hussein et al ; 2023).

+ Une autre étude a été faite en 2021 par EligioVenandaGinting et al, visait a déterminer
I’activité antimicrobienne des huiles essentielles du Clou de girofle et de la Cannelle contre
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les souches résistantes aux isolats E. Coli et K. pneumoniae producteurs deBLSE. Le
Résultat de cette étude montre qu’il y’avait des changements morphologiques dans chaque
cellule bactérienne testée avec un rétrécissement et une lyse cellulaire, et pour cella ont
conclu que ces deux huiles essentielles ont devenues des agents efficaces contre des isolats
d’E. Coli et K. pneumoniae (EligioVenandaGinting et al ; 2021).

Le composant essentiel du Thymus c’est le thymol qui est un composé aromatique
particuliérement présent dans le thym. Dés I’Egypte Ancienne, le Thymol était utilisé pour
la conservation des momies. Aujourd’hui, ¢a a bien changé heureusement et le Thymol
entredans la composition de différents médicaments grace a ses propriétés antibactérienne,
antiseptique et antifongique. On le trouve par exemple en traitement contre les aphtes, les

irritations de la gorge et les piqures d’insecte.

+ Une combinaison entre des antibiotiques de la classe des céphalosporines et des huiles
essentielles du Thymus algeriensis et Salviaofficinales ont été fait par Sabrina Zeghichi-
Hamri et al en 2022, contre les souches de Klebsiella pneumoniae et d’autre
microorganismes a fin d’inhiber leurs croissances antimicrobiens et antibiofilm. Les
résultats de cette étude démontrent que les huiles essentielles, combinées avec leurs
Composants ou des antibiotiques, peuvent agir de maniére synergique, possédant ainsi la
capacité de cibler différents mécanismes d’action. Ces combinaisons pourraient étre
utiliséespour traiter les infections causées par des micro-organismes pathogenes résistants

auxantibiotiques (Sabrina Zeghichi-Hamri et al ; 2022).

+ Borel BissoNdezo et al on fait une combinaison du thymol avec trois antibiotiques
Aminoglycosides contre un biofilm de Klebsiella pneumoniaeen 2021. Cette combinaison
a montrer une réduction de 16 a 64 fois de sa concentration minimale inhibitrice du biofilm
(MBIC). Le résultat de cette étude d’association de thymol avec certains antibiotiques a
révélé un effet Synergique puissant, tant dans I’inhibition de la formation de biofilm que
dans la destructiondu biofilm préexistant de K. pneumoniae. Ces résultats montrent qu’il
pourrait constituer unethérapie alternative prometteuse pour résoudre le probleme des

infections liées au biofilm de K. Pneumoniae (Borel BissoNdezo et al ; 2021).

+ D’autre part SH Mohamed en 2018 a tester les activités d’inhibition du biofilm de
chacune des huiles essentielles de menthe poivrée et du thym a fin d’inhiber/éradiquer

les biofilms chez Klebsiella pneumoniae multirésistantes. Les Résultats ont démontré
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que l’huile de menthe poivrée a montré un effet inhibiteur robuste du biofilm,
provoquant une inhibition allant de 69,2 24 98,2 % a 5 ul ml -1, par contre L’huile de
thym est avérée avoir la meilleure capacité d’éradication du biofilm, provoquant une
¢radication allant de 80,1 a 98,0 % a 10 ul ml-1 et aussi il on a constaté que le
menthol pur provoquait 75,3-97,5 % d’inhibition du biofilm a 2,5 p g ml -1 , tandis
que le thymol provoquait 85,1-97,8 % d’éradication du biofilm a 5 p g ml -1.
Onconclugueleshuiles essentielles de thym et de menthe poivrée et leurs composants
actifs sont des agents antibiofilm prometteurs seuls et/ou en association pour
inhiber/éradiquer les biofilms de K. pneumoniae (SH Mohamed ,2018).

+ A fin d’évaluer [Deffet antibactérien de quatre huiles essentielles de
Melaleucaalternifolia, Eucalyptus globulus, Menthapiperita et Thymus vulgaris, une
étude a été faite par Ramona Iseppi et al en 2020 contre des souches de bactéries a
Gram négatif produisant des p-lactamases a spectre étendu (BLSE) et des
carbapénémases impliquées dans les infections nosocomiales humaines. L’activité des
huiles essentielles a été testée contre Escherichia coli, Klebsiella pneumoniaeet
Pseudomonas aeruginosa. Leshuiles essentielles de M. alternifolia et T. vulgaris ont
montré une forte activité antibactérienne, avec des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) de 0,5 a 16 pg/mL et 1 a 16 pg/mL respectivement. Ceshuiles
essentielles ont également été efficaces contre la formation de biofilms. Les résultats
suggerent que les HE de M. alternifolia et T. vulgaris pourraient étre utilisées pour
traiter ces infections, potentiellement en combinaison avec des antibiotiques (Ramona
Iseppi et al ; 2020).

+ Zahra Obeizia et al en 20204 démontrer I’importance de I’utilisation des huiles essentielles
pour la synthése verte facile et rapide de nanoparticules de ZnO avec moins de produits
chimiques toxiques et présentant des activités biologiques intéressantes avec des
applications potentielles comme alternative efficace pour lutter contre la résistance aux
antibiotiques et éradiquer les biofilms bactériens de 1’environnement hospitalier (Zahra

Obeizia et al ; 2020).

+ L objectif de cette étude était I’évaluation de ’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
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ainsi que I’effet de la combinaison de ces huiles avec les antibiotiques. Les résultats ont
montré une forte activité de I’huile de thym et une activité plus modérée des huiles
d’eucalyptus et de clou de girofle. Une synergie importante a été¢ enregistrée entre I’huile
essentielle de thym et I’amoxicilline + acide clavulanique. Cette synergie est traduite par
une augmentation de 2 a 4 mm des zones d’inhibition par rapport aux disques
d’antibiotiques et d’huiles seuls. En revanche, les résultats des combinaisons d’huiles de
clou de girofle et d’eucalyptus avec les autres antibiotiques ont montré principalement un
effet antagoniste. L utilisation des huiles essentielles en combinaison avec les antibiotiques
pourrait donc étre une alternative a 1’utilisation excessive d’antibiotiques en thérapeutique

pour traiter les infections a germes multirésistantes (Ben Bekkou Lydiaet al ; 2020).

+ Une autre étude qui a été réaliser par Borel NdezoBisso et al en 2021 on extrait
principalement de Thymus est avéré agir en synergie avec la Streptomycine contre les
biofilms de Klebsiella pneumoniae. De plus, le thymol pourrait étre Encapsulé dans des
nanoparticules de poly (acide lactique-co-glycolique) (PLGA) pour surmonter les
problémes liés a sa faible solubilité dans 1’eau et sa forte volatilité. La présente ¢tude visait
a étudier I’activité antibiofilm des nanoparticules de PLGA chargées de thymol (Thy-NPSs)
seules et en Combinaison avec la streptomycine contre les biofilms d’isolats de K.
pneumoniae. Les résultats révelent que les Thy-NPs ont une activité antibactérienne et
antibiofilm élevée contre les isolats de K. pneumoniae et que leur association avec la
streptomycine a un effet synergique dans I’inhibition et 1’éradication des biofilms.
L’activité antibiofilm de la streptomycine en particulier considérablement les valeurs
MBIC et MBEC. Les analyses de la biomasse et de la cinétique confirment ces résultats et
montrent L’activité bactéricide de la streptomycine en combinaison avec les Thy-NPs

(Borel NdezoBissoet al ; 2021).

+ Ce travail avait pour objectif d’entraver la formation de biofilm en ciblant le quorum
sensing chez des bactéries pathogénes Gram négatives a 1’aide de plantes médicinales qui a
été faite par A. Rushdy et al en 2018, 125 isolats cliniques de bactéries Gram négatives ont
été collectés et 12 especes de plantes ont été utilisées. Les résultats indiquent que les extrait
de Syzygium aromaticum est révélé tres efficace contre la majorité des isolats bactériens
testés, inhibant le biofilm a des concentrations de 0,05 a 0,1 ml, suivi de pres par Allium
sativum avec des concentrations de 0,1 a 0,2 ml. De plus, I’extrait de Syzygium

aromaticum a réussi & désactiver la production de signaux de détection de quorum (AHL)
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dans les souches sélectionnées sans détection de signal de lactone, avec une concentration
de 20 ul/ml (A. Rushdy et al ; 2018).

+ L’objectif principal de cette étude était d’évaluer la Concentration Minimum Inhibitrice
D’Adhérence (MICA) des huiles essentielles d’Eucalyptus globulus et d’Eucalyptus
citriodora vis-a-vis de la bactérie Klebsiella pneumoniae. Les résultats ont indiqué que
I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus avait une efficacité¢ significative en termes
d’inhibition de 1’adhérence de la souche de Klebsiella pneumoniae. En revanche, 1’huile
essentielle d’Eucalyptus citriodora n’a pas démontré d’effet inhibiteur sur la formation de
biofilm, quelles que soient les concentrations testées. Les conclusions tirées de I’étude ne
soulignent que seule I’huile essentielle dérivée de I’espeéce Eucalyptus globulus présentait
une capacité notable a empécher 1’adhérence de la bactérie Klebsiella pneumoniae, offrant
ainsi une perspective prometteuse en tant qu’approche alternative pour contrer les biofilms

produits par cette bactérie (Maria Auxiliadora da Silva Ramalho et al ; 2020).

1. La lutte contre les biofilms

Dans le domaine médical, les biofilms sont responsables de nombreux dommages et il est
donc essentiel de trouver des moyens efficaces et durables pour les combats. Il y a
actuellement de nombreuses recherches en cours pour prévenir la formation de biofilms et
ainsi réduire les infections nosocomiales associées aux implants médicaux. Ces infections
sont particulierement difficiles a traiter lorsque des biofilms se forment sur les dispositifs
médicaux. Heureusement, il existe des mesures préventives pour empécher la formation de
biofilms, ainsi que des mesures curatives pour les éliminer une fois formées. Il est donc
crucial de continuer a étudier ces techniques afin de garantir la sécurité et l'efficacité des

traitements médicaux. (Dupin, 2017).

1.1. L’hygiene

La formation de biofilms sur des implants médicaux est directement liée a la durée de
leur présence dans l'organisme. En effet, plus un implant est en place depuis longtemps,
plus il présente un risque de développement de biofilms. Afin de minimiser ce risque, il est
impératif que la pose de I'implant soit réalisée dans des conditions d'hygiéne strictes, de

maniere a éviter toute contamination bactérienne. (Maki, 1994).
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1.2. L’antibiothérapie

La sélection de l'antibiotique adéquat est donc importante pour réussir a traiter une
infection associée a un biofilm. Les antibiotiques pouvant pénétrer efficacement dans les
biofilms et cibler les bactéries a l'intérieur sont préférables. Cependant, méme ces
antibiotiques peuvent étre moins efficaces aux doses habituelles, nécessitant parfois des

doses plus élevées pour obtenir un effet thérapeutique (Chalvet et Rochemonteix, 2009).

Il est également important de traiter I'infection de maniére continue. L'arrét prématuré du
traitement peut favoriser la sélection de mutants résistants au(x) antibiotique(s) utilisé(s).
Les mutations génétiques qui conferent une résistance peuvent se produire spontanément
dans8 les populations bactériennes, et un traitement interrompu peut permettre a ces
mutants résistants de se développer et de provoquer une récidive de l'infection difficile a
traiter (Romling et al ; 2014).

En conclusion, la résistance des biofilms aux antibiotiques constitue un défi pour le
traitement des infections associées a ces structures microbiennes. Une sélection adéquate
de I'antibiotique et une thérapie continue sont nécessaires pour surmonter ces difficultés et
prévenir la sélection de mutants résistants. De plus, de nouvelles approches thérapeutiques
visant a cibler spécifiquement les bactéries au sein du biofilm et & améliorer la pénétration

des antibiotiques sont en cours de développement (Bellifa, 2014).
1.3. Elimination mécanique du biofilm

Le nettoyage mécanique est 1’un des moyens efficaces pour lutter contre les biofilms. Il
permet de les éliminer en détachant les micro-organismes de leur support, grace aux forces

de cisaillement importantes créées (De Chalvet De Rochemonteix, 2009).
1.4. La désinfection

Cependant, il existe des méthodes pour détruire les bactéries du biofilm. Une approche
consiste a utiliser des agents antimicrobiens spécifiques qui ont démontré leur efficacité
contre les biofilms. Par exemple, l'utilisation du triclosan peut se révéler efficace pour

réduire le nombre d'infections dues aux bactéries Gram-négatives (Stickler, 2002).

Il est important de noter que toutes les molécules n'ont pas la méme efficacité contre les
bactéries du biofilm. Certaines ne peuvent pas étre efficaces du tout, voire sélectionner des

individus résistants a de nombreux agents antimicrobiens. C'est le cas de l'utilisation de la
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chlorexhidine comme antiseptique, qui n'est pas efficace pour réduire le nombre

d'infections dues aux bactéries Gram-négatives.

En conclusion, bien que de nombreux antiseptiques et désinfectants entrainent du mal a
pénétrer les biofilms et a agir sur les bactéries qui s'y trouvent, l'utilisation d'agents
specifiques tels que le triclosan peut étre efficace pour détruire les bactéries du biofilm.
Cependant, il est essentiel de choisir ces agents avec soin afin de réduire la sélection de

résistances et d'optimiser I'efficacité de la destruction des bactéries du biofilm.
1.5. Ultrasons et potentialisation de I’action des antibiotiques

Des études ont démontré I'action synergique des ultrasons et de la gentamicine dans la
réduction des biofilms d'Escherichia coli, sur des modeles animaux. Les résultats de ces
études ont montré de maniere significative que l'association des ultrasons et de la
gentamicine était plus efficace que Il'administration de la gentamicine seule dans le

traitement des biofilms (Carmen et al ; 2005).
1.6. Utilisation d’enzymes dégradant les exopolysaccharides de la matrice

Prenons I'exemple des biofilms de Pseudomonas aeruginosa. Ces biofilms produisent un
exopolysaccharide appelé alginate, qui présente des propriétés intéressantes. En effet, il
retarde la diffusion des aminosides a l'intérieur du biofilm et inhibe leur activité
antimicrobienne. Cependant, si l'on ajoute une enzyme appelée alginate lyase au milieu,
cette enzyme va dégrader l'alginate et augmenter la capacité de pénétration et l'activité
antimicrobienne des antibiotiques (gentamicine, tobramicine) au sein du biofilm (Donlan,
2008).

1.7. Les vaccins

La lutte contre les biofilms est donc un objectif majeur. Cependant, les désinfectants, les
antiseptiques et les antibiotiques traditionnels sont souvent inefficaces contre les biofilms
aux doses habituelles. 1l est alors nécessaire d'utiliser des concentrations d‘antibiotiques
100 a 1000 fois plus élevées (Dupin, 2017), ce qui les rend toxiques et presque
inutilisables pour les humains. La résistance des bactéries aux antibiotiques est une

augmentation croissante et concerne toutes les especes bactériennes. Ainsi, il est important
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de trouver de nouvelles stratégies pour lutter contre les biofilms et prévenir la résistance

aux antibiotiques (Toure, 2015).
2. Le mode d’actiondes huiles essentielles sur les biofilms

L’action antibactérienne de 1’huile essentielle d’Eucalyptus globulus pourrait étre due a la
composition chimique de I’huile comme impliqué dans les travaux (d’Assaggaf et al ;
2022), il est possible que I’activité antimicrobienne de 1”huiles essentielles soit attribuée aux
monoterpenes oxygénés, comme le 1,8-cinéole, le a-pinene et le B-pinéne, qui sont des
constituants connus pour leurs activités antimicrobiennes. (Djennan et al; 2011) a
démontré que les composés monoterpeénes 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

La puissante d’activité de clou de girofle 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
I’activité 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.

L’activité de thymus s’expliquer par la présence du thymol en grande quantité dans leur
I’huile en effet d’apres 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 2014) démontrent que le thymol agis sur les
bactéries en désorganisant et perturbant la membrane bactérienne en s’attachant a des cibles

intracellulaires potentielles provoquant ainsi la destruction des cellules.
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Conclusion

Conclusion

Les biofilms ont un impact écologique et économique considérable. 1ls jouent un réle
dans la survie et la sélection des bactéries dans 1’environnement, mais ont aussi de
nombreux effets indésirables, notamment en santé publique. Du fait qu’ils sont impliqués
dans tous les aspects des sciences biologiques, particulierement en microbiologie ;
commencent a étre considérés comme un domaine a part enticre. Il existe d’ailleurs de

multiples modeles, protocoles et techniques d’analyse de données de biofilms.

L’utilisation de composés naturels semble étre prometteuse dans le traitement des
biofilms surtout en applications cliniques du fait qu’ils présentent une énorme influence sur

le contréle des infections dans le monde entier.

Quoi qu’il en soit, les HE possédent un intérét sans équivoque pour la lutte future contre les
biofilms bien que les études cliniques chez ’homme nous font défaut a I’heure actuelle,
certains ont bien compris I’intérét des huiles essentielles et leur efficacité dans le secteur
médical. De méme, il serait intéressant de mener des études plus approfondie et de voir

I’effet des ces huiles sur d’autres microorganismes pathogenes.

Enfin, nous espérons par cette étude donner de I’importance aux plantes, car ces dernicres

nous réservent encore assurément beaucoup de secrets et de surprises.
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