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Glossaire 

Arôme: s'emploie pour caractériser: 

-L'odeur des corps volatils issus des aliments ou boissons et perçue au cours de leur dégustation : 

-La propriété odorante des aliments et boissons responsable de la flaveur. 

Anti-inflammatoire: qui fait dégonfler et diminuer l'irritation .La plupart des anti-inflammatoire 

sont aussi antidouleurs. 

Antiseptique : se dit d'un agent,d'un médicament propre à prévenir les infections. 

Aromathérapie : thérapeutique basée sur l'utilisation des H.E., et reposant sur des principes 

proches de l'allopathie en utilisant les propriétés des molécules aromatiques. L'aromathérapie de 

terrain se rapproche de la naturopathie en corrigeant certaines causes organiques de maladies. 

Biothérapies : soins préventifs et curatifs naturels qui comprennent une association de méthodes 

synergiques telles que : homéopathie, phytothérapie (plantes médicinales), phyto-gemmothérapie 

(emploi de bourgeons de plantes), oligothérapie, organothérapie, vitaminothérapie, neuralthérapie ... 

Cellules sécrétrices : les cellules sécrétrices se rencontrent dans l'épiderme et dans les tissus plus 

profonds des végétaux .Ce sont centaines cellules épidermiques de tiges, de feuilles, de pétales et 

d'écailles, Elles différant des autres cellules épidermiques par leur taille plus petite et par l'absence 

fréquente de cutine dans leurs parois. 

Fongicide : se dit d'un médicament qui agit contre les infections provoquée par les champignons ou 

les levures parasites. 

Insecticides: se dit d'un agent, d'un médicament propre à prévenir les infections. 

Odeur : émission de molécules volatiles perçues par le système olfactif. S'applique plus 

particulièrement aux matières premières simples par opposition à« fragrance». 

Odoriférant : qui diffuse une odeur agréable. 

Plantes aromatiques: végétaux dont on peut extraire des éléments naturels volatils et odoriférants. 

Phytothérapie: Est l'art de soigner par les plantes médicinales. 

Terpène : Molécule souvent présente dans la composition des huiles essentielles. 

Relaxant : action calment qui diminue l'excitabilité du système nerveux. 

Agent antimicrobien : agent qui tue les microorganismes ou inhibe leur développement. 

Stimulant : qui excite le système nerveux sympathique. 

Synergie: association de plusieurs facteurs ou de plusieurs méthodes vers la même action 

physiologique. 

Terpénoïde : Le terme de Terpénoïde est attribué à tous les composés possédant une structure 

moléculaire construite d'un monomère à 5 carbones appelé isoprène, ces composés sont 

majoritairement d'origine végétale. Les terpénoïdes sont considérés en tant que métabolites 

secondaires qui jouent des rôles écologiques. 



Tonifiant : qui recharge le système nerveux sympathique. 

Trichome glandulaire : Projections microscopiques spécialisées se retrouvant sur plusieurs 

surfaces des plantes, leur fonction primaire est d'augmenter les chances de survie de la plante. Elles 

contiennent les huiles volatiles et d'autres sécrétions recouvrant la surface des feuilles et des 

pétales. 

Volatil : désigne une molécule légère pouvant s'évaporer et permettant ainsi d'être perçue comme 

odeur. 
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Introduction 

Introduction 

Le phénomène de résistance bactérienne aux antibiotiques augmente régulièrement 

que ce soit en milieu communautaire ou hospitalier et constitue un véritable problème de 

santé publique. Les bactéries développent, de plus en plus, de la résistance en s'adaptant aux 

thérapeutiques antibactériennes et de ce fait l 'échecs de traitement (Philippon, 2008 ; Kempf 

et al., 2011). Environ 90-95% de souches de Staphylococcus aureus dans le monde sont 

résistantes à la pénicilline et dans la plupart de pays asiatiques 70-80% des mêmes souches 

sont résistantes à la méthicilline (Hemaiswarya et al., 2008). 

Il est donc important d'orienter les recherches vers de nouvelles voies et de revenir à 

des solutions alternatives, notamment des médecines dites douces, basées sur les propriétés 

des plantes médicinales notamment des huiles essentielles (Ousson et al., 2010). 

Des études montrent que les huiles essentielles et leurs constituants présentent un 

important potentiel en tant qu'agents antimicrobiens et dans plusieurs domaines industriels et 

médicaux. La diversité moléculaire des métabolites qu'elles contiennent, leur confère des 

rôles et des propriétés biologiques très variés, ainsi qu'une utilisation moins dommageable, 

car ils n'ont pas d'effets secondaires (Amarti et al., 2008; Mazari et al., 2010; Goetz et 

Ghedira, 2012). Pour la même raison, aucune résistance particulière vis-à-vis des huiles 

essentielles n'a été décrite et il est important de souligner que certains d'entre elles constituent 

des alternatives efficaces ou des compléments aux antibiotiques sans montrer le même effet 

secondaire (Amarti et al., 2010; Rosato et al., 2010). 

De nombreuses études le plus souvent in vitro se sont intéressées également à l'étude 

de l'association antibiotiques et huiles essentielles pour surmonter les problèmes de résistance 

et les effets secondaires associés aux médicaments. Ces recherches révèlent une synergie 

intéressante entre les antibiotiques et les huiles essentielles étudiées (Rosato et al., 2010 ; 

Zafar et al., 2010; Milenkovié et al., 2015). 

Il est noté que la plupart des espèces de la famille de Lamiaceae sont des sources 

riches en terpénoïde et contiennent des quantités considérables de divers constituants tels 

glycosides, flavonoïdes et acides phénoliques (acide rosmarinique) (Sytar et al., 2015). 

L'objectif de notre étude est de ce fait de mettre en évidence l'activité antibactérienne 

des huiles essentielles de cinq espèces de la famille de Lamiaceae qui sont : Lavendula 

stoechas L., Mentha pulegium L., Origanum glandulosum Desf., Thymus fontanesii Boiss. et 

Reut. et Thymus numidicus Poiret, contre deux souches bactériennes multirésistantes : 

Staphylococcus aureus résistant à la méticilline (SARM) et Escherichia coti productrice de P-

1 



Introduction 

Lactamases à Spectre Elagri (BLSE) et leurs associations avec les antibiotiques auxquels 

résistes. 

De ce fait nous avons commencé par une étude bibliographique qui consiste à donner un 

aperçu général sur les huiles essentielles et la résistance bactérienne. 

Pour la partie expérimentale nous avons essayé de traiter les étapes suivantes : 

o Antibiogramme de vérification pour les souches d 'Escherichia coli et Staphylococcus 

aureus résistant aux antibiotiques; 

o Etude de la cinétique de croissance des souches en milieu liquide (courbe d'étalonnage 

et courbe de croissance); 

o Recherche de 1' activité antibactérienne des huiles essentielles par la méthode des 

disques (aromatogramme sur milieu solide) ; 

o Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMls) par la méthode en 

microdilution (aromatogramme en milieu liquide); 

o Etude de l'association des huiles essentielles avec les antibiotiques auxquels résistes 

les souches ; 

o Etude de l'effet des huiles essentielles actives sur la cinétique de croissance 

bactérienne. 

2 
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Chapitre I Les huiles essentielles 

1. 1.Généralités sur les huiles essentielles 

L'aromathérapie vient du latin aroma, arôme, et du grec thérapia, traitement qui signifie le 

traitement des maladies par les arômes, l'aromathérapie et qui se définit littéralement comme une 

partie de la phytothérapie qui utilise les huiles essentielles. Dans le domaine médical, 

l'aromathérapie se définit comme une thérapeutique utilisant les huiles essentielles végétales par 

voie interne ou externe pour soigner ou prévenir les maladies (Lardry et Heberkorn, 2007). 

1.1.1. Définition 

Les huiles essentielles (HE) sont des huiles tirées à base des plantes, avec un arôme propre à 

chacune d'elles. Ce sont des métabolites secondaires, des mélanges de substances aromatiques 

volatiles et odoriférantes qui sont présentes en faible quantité dans le végétal (Santoro et al., 2007 ; 

Hajlaoui et al., 2009; Abough- Angone et al., 2015). 

Les huiles essentielles ne contiennent pas des corps gras comme les huiles végétales. Le terme 

"huile" vient de leur caractère hydrophobe et de leur propriété de se solubiliser dans les graisses, 

alors que le terme "essentielle" fait référence à l'odeur dégagée par la plante productrice (Bouhdid 

et al., 2012). 

La norme AFNOR NF T 75-006 a donné la définition suivante d'une huile essentielle : « Pro

duit obtenu à partir d'une matière première végétale, soit par entraînement à la vapeur, soit par des 

procédés mécaniques à partir de l'épicarpe des Citrus, soit par distillation sèche. L'huile essentielle 

est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques pour les deux premiers modes 

d'obtention ». 

1.1.2. Localisation et rôle des huiles essentielles 

Les HE sont formées dans des cellules spécialisées et sont stockées dans les cellules 

sécrétrices, des cavités, des canaux, des cellules épidermiques ou trichomes glandulaires. Elles sont 

synthétisées par tous les organes de la plante, à savoir les bourgeons, les fleurs, les feuilles, les 

tiges, les brindilles, les graines, les fruits, les racines, le bois ou l'écorce (Bohme et al., 2014 ; 

Akthar et al., 2014). 

Elles jouent un rôle important dans la défense des plantes et des forêts contre les agressions 

naturelles, mais aussi pour lutter contre la sécheresse en contribuant à la pluviosité. Leur 

composition varie souvent selon les conditions climatiques et l'environnement (Soualeh et 

Soulimani, 2016). 

3 



Chapitre 1 Les huiles essentielles 

1.1.3. Les propriétés physico-chimique des huiles essentielles 

Selon (Bardeau, 1976 ; Legrand, 1978 ; lemberg, 1982 ; Bruneton, 1999), les HEs 

possèdent en commun un certain nombre de propriétés physique : 

elles sont solubles dans l'alcool, l'éther, le chloroforme, les huiles fixes, les émulsifiants et 

dans la plupart des solvants organiques, et peu solubles dans l'eau à laquelle, toutefois, elles 

communiquent leur odeur ; 

leur point d'ébullition varie de 160° à 240°C; 

leur densité est en général inférieure à celle de l'eau, elle varie de 0.75 à 0.99 (les huiles 

essentielles sassafras, de girofle ou de cannelle constituent des exceptions); 

elles ont un indice de réfraction élevé ; 

elles sont dextrogyres ou lévogyres, rarement inactives sur la lumière polarisée ; 

elles dissolvent les graisses, l'iode, le soufre, le phosphore et réduisent certains sels ; 

ce sont des parfums, et sont de conservation limitée ; 

sont très altérables et sensibles à l'oxydation (mais ne rancissent pas); 

ce sont des substances de consistance huileuse, plus ou moins fluides, voire résinoïdes très 

odorantes et volatiles. 

à température ambiante, elles sont généralement liquides, incolores ou jaunes pâles, il existe 

cependant quelque exceptions, exemple : huile essentielle à azulène de coloration bleue (Bekhechi 

et Abdelouabid, 2014). 

1.1.4. Utilisation des huiles essentielles 

Les huiles essentielles sont largement utilisées pour leur effet bactéricide, virucide, fongicide, 

antiparasitaire, insecticides, médicaments et dans les applications cosmétiques, surtout de nos jours 

dans les industries pharmaceutiques, sanitaires, cosmétiques, agricoles et alimentaires (Aridogan, 

2002). Beaucoup d'herbes aromatiques sont utilisées dans la cuisine, comme le basilic, le thym, la 

coriandre, le romarin, l'aneth, l'origan et la baie. Certains sont ivres dans les tisanes, y compris 

menthe, fleur de chaux et de camomille. (Moro-buronzo, 2008). 

1.2. Compositions des huiles essentielles 

Certaines huiles essentielles sont presque exclusivement constituées d'une seule molécule 

(Lamendin et al, 2004), de deux ou trois molécules (Sa/via sclarea rosaedora, Citrus reticu/ata, 

Eugenia caryophyllus), mais la plupart sont polymoléculaires (molécules de même famille 

chimique ou non) (Lamendin et al., 2004) et peuvent contenir approximativement 20 à 60 
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composants à des concentrations complètement différentes. Elles sont caractérisées par deux ou 

trois composants majeurs à des concentrations moyennement élevées (20-70%) par rapport aux 

autres composants qui sont présents en faible quantité (Bakkali et al., 2008). 

Ces constituants appartiennent à deux groupes distincts : 

• le groupe des terpénoïdes 

• le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane (phénylpropanoïdes). 

1.2.1. Terpénoïdes 

Les mélanges des terpènes (ou terpénoïdes) et leurs dérivés sont généralement responsables de 

la caractéristique aromatique de la matière végétale (Lamarti et al., 1994; Reverchon et al., 1995). 

Ils constituent un vaste groupe de métabolites secondaires avec plus de 30000 structures diverses 

(Judd, et al., 2002 ; Julsing et al., 2006). 

Les terpènes peuvent être considérés comme des dérivés de l'isoprène (figure 01) : ce sont des 

isoprénoiâes (Guignard, 2000) 

Selon le nombre d'unités isopréniques qui les constituent, on distingue : les terpènes 

proprement dits ou monoterpènes en C1o, les sesquiterpènes en C15, les diterpènes en C20, les 

triterpènes (C30) (ex. stéroiâes), les tetraterpènes (C40) (ex. caroténoiâes), et les polyterpènes 

(Guignard, 2000 ; Liao et al., 2006). 

Les constituants d'huile essentielle sont principalement les mono- et sesquiterpènes ; les 

terpènes les plus volatils, c'est-à-dire ceux dont la masse moléculaire est faible (Bruneton, 1999 ; 

Julsing et al., 2006). 

1.2.1.1. Monoterpènes 

Les monoterpènes sont constitués par 10 atomes de carbone ou deux unités isopréniques. Ils 

sont volatils, entraînables à la vapeur d'eau, d'odeur souvent agréable et représentent la majorité des 

constituants des huiles essentielles (Lamarti et al., 1994). Ils se composent de plusieurs fonctions. 

1.2.1.2. Sesquiterpènes 

Les variations structurales dans cette série sont de même nature que dans le cas précédent, 

carbures, alcools, cétones étant les plus fréquents (Bruneton, 1999). Ces constituants importants 

des huiles essentielles, trouvent beaucoup d'applications dans le domaine médical, mais également 

rentrent dans les formulations de savon et de parfum (Merfort, 2002).quelques exemples de 

sesquiterpènes caractéristiques des huiles essentielles : carbures mono- ou polycycliques CP

bisabolène, P-caryophylène, longifolène). Alcools (farnésol, carotol, P-santalol, patchoulol), cétones 
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(nootkatone, cis-longipinane-2,7-dione, ~-vétivone), aldéhydes (sinensals), esters (acétate de 

cédryle) (Bruneton, 1999). 

Un autre type de terpénoïdes, ou le groupement méthyle d'isopropyle est oxydé en 

groupement lactone (Merfort, 2002), les lactones sesquiterpèniques (figure 03), est surtout connu 

chez les Asteraceae (où ces lactones sont diversifiés et utiles pour la taxonomie), mais on le trouve 

dans quelques autres familles, comme les Apiaceae, les Mognoliaceae et les Lauraceae (Judd et 

al, 2002). Ces composés sont intéressants non seulement en point de vue chimique et 

chimiotaxonomique, mais également parce qu'un nombre important d'entre eux possède des 

activités biologiques et thérapeutiques (propriétés anti inflammatoires ,antitumorales 

,antimicrobiennes, etc.) (Merfort, 2002). 

1.3. Activité des huiles essentielles 

Ce sont des produits stimulants, employés à l'intérieur, comme à l'extérieur du corps, quelque 

fois purs, généralement en dissolution dans l'alcool ou un solvant adapté (Goetz et Ghedira, 2012). 

Ces huiles possèdent plusieurs propriétés telles que : les propriétés relaxantes, tonifiantes, 

énergisantes, régénérantes, assainissantes, désodorisantes, antiinflammatoires, antioxyd-antes.Ces 

propriétés s'expliquent par la composition biochimique de ces huiles. Elles sont très souvent 

composées d'alcools, cétones, sesquiterpènes, monoterpènes, diones, aldéhydes terpéniques, esters, 

azulènes, et d'oxydes (Abough-Angone et al., 2015). 

1.3.1. Activité biologique des huiles essentielles 

1.3.1.1.Les ester 

Ils agissent directement sur le système nerveux central. Ils ont une action équilibrante et 

apaisante, des propriétés anti-inflammatoires et de régénération des cellules. Parmi les huiles 

essentielles riches en asters y a les lavandes, la sauge, le camomille et le romaine (Moro Buronzo, 

2008). 

1.3.1.2.Les phénols 

Ils ont une action stimulante. Ils sont antiseptiques et bactéricides et protégeant ams1 

l'organisme des contaminations. Ces composants sont très irritants pour la peau et les muqueuses, 

aussi faut-il utiliser les huiles essentielles qui en sont riches en basse concentration et pour de 

courtes périodes. Parmi les huiles essentielles riches en phénols, on trouve celles de thym, d'origan, 

de cannelle, de clou de girofle et de sarriette (MoroBuronzo, 2008). 
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1.3.1.3.Les aldéhydes 

Ils ont une action relaxante et calmante, et sont aussi anti-inflammatoire. Ils donnent un 

parfum d'agrume à certaines huiles. Parmi les huiles essentielles riches en aldéhydes, citons celles 

d'orange, de clou de girofle, de mélis de citronnelle et de cannelle (MoroBuronzo, 2008). 

1.3.1.4.Les cétones 

Ils ont une action relaxante et sédative. Ils possèdent des propriétés cicatrisantes et aident à 

éliminer le mucus. Parmi les huiles essentielles à cétone, nous trouvons celles d'eucalyptus, de 

romarin, de sauge et de niaouli (Moro Buronzo, 2008). 

1.3.1.5.Les alcools 

Ils comptent parmi les molécules les plus bénéfiques dans les huiles essentielles en raison de 

leurs propriétés antiseptiques, antiviral, analgésique et immunostimulants. Parmi les huiles 

essentielles riches en alcools, y a la menthe, la lavande et l'arbre à thé (MoroBuronzo, 2008). 

1.3.1.6.Les terpènes 

Très répandus dans l'ensemble des huiles essentielles, ils ont une action stimulante et tonique. 

Certains ont des propriétés antivirales, même à très basse concentration. Parmi les huiles 

essentielles riches en terpènes, nous comptons celles de pin, de menthe, de citron, de cyprès, de 

genièvre et de romarin (Moro Buronzo, 2008). 

1.3.1.7. Les acides 

Ils sont présents en petites quantités, mais ils ont une action puissante, anti-inflammatoire et 

sédative. Parmi l'huile essentielle riche en acides, citons le géranium, le néroli et le genièvre (Moro 

Buronzo, 2008). 

1.3.1.8. Les sesquiterpènes 

Ils ont une action équilibrante pour le système immunitaire. Ils possèdent aussi des propriétés 

antivirales. Parmi les huiles essentielles riches en sesquiterpènes, on compte notamment celles de 

clou de girofle, de genièvre et de camomille (Moro Buronzo, 2008). 

1.3.2. Activité antimicrobienne des huiles essentielles 

Une très grande variété des huiles essentielles est connue pour exercer des propriétés 

antimicrobiennes. L'activité antibactérienne de ces HEs est due à la présence de substances telles 

que le thymol, le carvacrol, l'eugenol, le cinnamaldehyde. Plusieurs études ont ainsi montré 

l'apparition de fuites d'ions potassium dans des cellules microbiennes (Escherichia coli et 

Staphylococcus aureus) en contact avec de l'huile essentielle d'arbre à thé (tea tree). Cette fuite de 

potassium est la première épreuve de l'existence de lésions irréversibles au niveau de la membrane 
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de la bactérie, rendent perméable la membrane des bactéries ce qui conduit à mort cellulaire. Les 

huiles essentielle ont donc bien des propriétés bactéricides (Mathlouthi et al., 2009; Bassolé et 

Juliani, 2012; Zhiri, 2006). 

1.3.2.1. Sites d'action des HEs 

La structure chimique des constituants des HEs conditionne leur mode d'action 

antibactérienne. Compte tenu du nombre des différents groupes de composés chimiques présents 

dans les HEs, il est probable que leur activité antibactérienne ne soit pas attribuée à un mécanisme 

spécifique mais qu'il y ait plusieurs cibles dans la cellule. Les principales localisations des sites 

d'action des constituants des huiles essentielles sont indiquées dans la figure 4 : 

po~t:ion du cymplasn>e 1 

1 :.:~e 1 11iW~_Xrnx'IIili. 
~~~~~~~~~ 

1 
Protl!lines 
m.e1nbranaires 

IMen>brane 1 
Cytoplasn>JQ.ue 

Figure 1 : Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la 

cellule bactérienne (Silva et Fernandes, 2010). 

Les principaux mécanismes et sites d'action des différents constituants des huiles essentielles 

sont: 

o l'altération de la paroi cellulaire; 

o la dégradation de la membrane cytoplasmique ; 

o l'altération des protéines membranaires ; 

o la fuite du contenu cellulaire ; 

o la coagulation du cytoplasme ; 

o l'épuisement de la force de mouvement des protons; 

Une caractéristique importante des huiles essentielles et de leurs constituants est leur caractère 

hydrophobe, ce qui leur permet de s'insérer dans les couches lipidiques de la membrane cellulaire 

bactérienne et des mitochondries, perturbant ainsi les structures et les rendant plus perméables. La 

fuite des ions et autres constituants de la cellule peut alors se produire. 
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Bien qu'une certaine proportion de fuite de cellules bactériennes puisse être tolèrée sans perte 

de viabilité, une perte importante du contenu de la cellule ou la sortie de molécules HE et d' ions 

peut amener la mort bactérienne (Goetz et Ghedira, 2012). 

1.3.2.2. Mode d'action antifongique des huiles essentielles 

L'action antifongique des huiles essentielles est due à une augmentation de la perméabilité de 

la membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci, entrainant une fuite du contenu 

cytoplasmique et donc la mort de la levure. En effet, les composés terpéniques des huiles 

essentielles et plus précisément leurs groupements fonctionnels tels que les phénols et les aldéhydes 

réagissent avec les enzymes membranaires et dégradent la membrane plasmique des levures, 

exemples des huiles essentielles qui inhibe la croissance des levures : Melaleuca alternifia (arbre à 

thé), nombreuses espèce de Thymus (thym) (Giordani et Kaloustian, 2006). 

1.4. Phototoxicité des huiles essentielles 

Certaines huiles essentielles contiennent des molécules photoactives telles que 

furocoumarines. Des réactions radicalaires par excitation de certaines molécules et le transfert 

d'énergie avec production d'oxygène singlet se produisent lorsque les cellules sont exposées à la 

lumière d'activation. Cela peut provoquer des dommages des macromolécules cellulaires et, dans 

certains cas, la formation des molécules covalents à l'ADN, aux protéines et aux membranes lipides 

(Bakkali et al., 2008). 

1.5. Cancérogénicité des huiles essentielles 

Les huiles essentielles ou plutôt certains de leurs constituants peuvent être considérés comme 

cancérogènes secondaires après activation métabolique. Par exemple, les huiles essentielles de 

Sa/via sclarea et Niaouli provoquent des sécrétions d'œstrogènes ce qui peut induire des cancers 

dépendant des oestrogènes. Certaines d'autres contiennent des molécules photo sensibilisantes 

comme flavines, cyanine, porphyrines, hydrocarbures qui peuvent causer des cancers. Psoralène, 

une molécule photosensibilisant trouvé dans quelques huiles essentielles, par exemple de Citrus 

bergamia (= Citrus aurantium ssp. bergamia), peut induire le cancer de la peau après formation 

d'adduits d'ADN covalent sous ultraviolet A ou de la lumière solaire (Bakkali et al., 2008). 

1.6. Association huiles essentielles antibiotiques 

Effet synergique de l'association d'antibiotiques avec des extraits de plantes contre les 

bactéries résistantes conduit à un nouveau choix pour le traitement des maladies infectieuses. Cet 

effet permet l'utilisation de l'antibiotique respectif quand il n'y a pas de plus efficace par lui-même 
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au cours du traitement thérapeutique. Différentes combinaisons des HEs et des antibiotiques ont 

démontré un effet de renforcement, qui est importante pour la restauration de l'activité des 

antibiotiques inactifs et de prolonger leur activité. La combinaison des huiles essentielles avec les 

antibiotiques conventionnels pourrait être une alternative efficace dans le traitement des infections 

causées par le SARM (Staphylococcus aureus résistant à la methicilline). Les huiles essentielles de 

multiflora Zataria ont démontré une activité élevée contre les isolats cliniques de SARM et de S. 

aureus sensible à la méthicilline (MSSA) ( Nascimento et al, 2000 ; Milenkovié et al., 2015). 
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Chapitre Il La résistance aux antibiotiques 

11.1. Généralités sur les antibiotiques 

Après un demi-siècle de l'utilisation des antibiotiques, l'émergence et la dissémination 

de la résistance bactérienne à cette classe thérapeutique posent un problème de santé publique 

important dont la maîtrise constitue un défi pour les cliniciens, les microbiologistes, les 

hygiénistes et les autorités. Les progrès de la recherche ont permis, jusqu'aux années 1990, le 

développement incessant de nouvelles molécules de mécanismes d'action variés et 

complémentaires, permettant de répondre de façon adaptée à l'évolution de la résistance 

(Bertrand et al., 2005 ; Kipnis 2012). 

L'utilisation massive et non contrôlée des antibiotiques a favorisé l'accumulation de 

mécanismes de résistance et fait apparaître des souches dites multi-résistantes au sein de 

certaines espèces bactériennes (Doit, 2015). 

11.1.1. Définition 

Le terme antibiotique (du grec anti : contre, bioti-kos : concernant la vie) est utilisé pour 

la première fois en 1889. Un antibiotique est une molécule naturelle, synthétique ou semi

synthétique dont le rôle est de détruire les micro-organismes et les bactéries (effet bactéricide) 

ou d'en bloquer la croissance (effet bactériostatique) (Muylaert et Mainil, 2012; Aouni et 

al., 2013). 

11.1.2. Site et mode d'action des antibiotiques 

Il existe deux grands lieux d'action: La paroi et le cytoplasme (figure 5): 

Joblbitlo1 de la ~11tbèse de la paroi cellutalre 

~·lactame> 
Glvcopeptides 
Daptomycine ---. 

Jabiblflou de la syotbèse de prottllles 
Amtnool\-cosides ).1acrobdes 
Tetrac\7clines Oxazohdtnones 

Tunicamvtlllè __ ..;..-----._./.._ 
Bac1tracine 

Strep!otnmint>S 
L lllCOsamides 

Tnmethropine 

lablbitlOI du mtrabollsme 
Quinolones 
NO\'Obioc:iae 

lnbibitlon de la s~·ntbèse d'AD:S 

Rif~icine 
llabfbltloo de la syotbèse d'AR:S 

Figure 2 : Les différents modes d'action des antibiotiques (Singh et 
Barrett, 2006). 
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11.1.3. Classification des antibiotiques 

La classification des antibiotiques peut se faire selon : 

a) l'origine: élaboré par un organisme (nature) ou produit par synthèse (synthétique ou semi 

synthétique). 

b) le mode d'action : inhibition de la synthèse de la paroi, de la membrane cytoplasmique, 

des protéines ou des acides nucléiques. 

c) le spectre d'activité : liste des espèces sur lesquelles les antibiotiques sont actifs (spectre 

étroit ou large). 

d) la nature chimique : très variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex: 

cycle B-lactame) sur laquelle il y a hémi-synthèse (Rahal, 2013). 

11.2. Résistance des bactéries aux antibiotiques 

La résistance aux antibiotiques est un phénomène biologique que la médecine aura du 

mal à faire disparaître. Un micro-organisme est considéré «résistant» lorsque sa Concentration 

Minimale Inhibitrice (CMI) est plus élevée que celle qui inhibe le développement de la 

majorité des autres souches de la même espèce (Carle, 2009 ; Barchan et Bakkali, 2015). 

~ Résistance naturelle (ou intrinsèque) 

La résistance naturelle ou intrinsèque est un caractère de l'espèce qui touche toutes les 

bactéries de l'espèce considérée. Elle est stable, transmise à la descendance (elle a pour 

support génétique le chromosome bactérien) mais elle n'est pas ou peu transmissible sur un 

mode horizontal (d'une bactérie à l'autre au sein d'une même espèce ou entre espèces 

différentes) (Lozniewski et al., 2010). 

~ Résistance acquise 

Les bactéries peuvent développer la résistance à un antibiotique préalablement sensible, 

ce qui implique des changements génétiques. Cette résistance est souvent instable. Ces 

changements peuvent être de deux types : soit une mutation spontanée, soit l'acquisition de 

gènes par un autre micro-organisme) (exemple : production de pénicillinase chez le 

staphylocoque qui intéresse plus de 90 % des souches) (Carle, 2009 ; Courvalin, 2007). 

Une fois une résistance acquise, elle peut diffuser dans la population bactérienne. La 

transformation permet le passage d' ADN nu du donneur au receveur. Dans la transduction, le 

transfert est assuré par un virus bactériophage qui utilise son équipement moléculaire 

spécialisé pour insérer l' ADN bactérien dans les bactéries receveuses. La conjugaison est la 

méthode de transmission la plus fréquente. Ce transfert nécessite un contact physique entre 
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deux bactéries, un pont cytoplasmique se met alors en place et les bactéries peuvent échanger 

leur plasmide porteur de résistance (Bennett, 2008 ; Martinez, 2009). 

11.3. Mécanismes de résistances 

11.3.1.Altération (ou modification) des sites de liaison 

Phénomène engendré par des chromosomes ou des plasmides, ce mécanisme de 

résistance produit une baisse d'affinité à l'antibiotique pour son site d'action. 

~ Altération des protéines de liaison aux pénicillines (PLP) aussi connues 

sous PBP (Penicillin Binding Protein) 

Ce phénomène réduit l'affinité de la cible (PLP) pour les B-lactamines soit par une 

mutation des gènes chromosomiques, soit par l'acquisition de gènes supplémentaires 

exprimant de nouvelles PLP. Ce mécanisme de résistance est important chez les cocci à Gram 

positif, comme le Staphylococcus aureus et le Streptococcus pneumoniae, alors qu'il est 

beaucoup plus rare chez les bactéries à Gram négatif. Parmi les bactéries à Gram négatif, la 

résistance par altération des PLP observées chez les espèces du genre Neisseria et, plus 

rarement, chez l' Haemophilus influenzae (Carle, 2009). 

~ Altération des sites de liaison ribosomaux 

Cette altération provoque l'incapacité d'inhiber la synthèse protéique et la croissance 

bactérienne pour les antibiotiques qui ne peuvent plus se lier au site ribosomal (Carle, 2009). 

~ Altération de I' ADN-gyrase et de la topoisomérase 

Des mutations spontanées d'un seul acide aminé de l' ADN gyrase engendre de la 

résistance. Il en est de même pour les mutations de la topoisomérase IV (Carle, 2009). 

~ Altération des précurseurs cibles de la paroi cellulaire bactérienne 

Ce phénomène peut être induit par l'utilisation de la vancomycine, comme pour 

l'entérocoque résistant à lavancomycine (Carle, 2009). 

~ Altération des enzymes cibles 

Une modification de la dihydroptéroate synthétase résistant à la liaison avec les 

sulfamidés et de la dihydroptéroate réductase insensible au triméthoprim entraîne également 

une résistance. La résistance des bactéries à Gram négatif envers les sulfamidés est attribuée 

aux plasmides générant des enzymes résistantes (Carle, 2009). 
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Il.3.2. Inactivation enzymatique de l'antibiotique 

L'enzyme en modifiant le noyau actif de l'antibiotique par clivage ou par addition d'un 

groupement chimique, empêche la fixation de l'antimicrobien sur la cible et provoque une 

perte d'activité. 

Les réactions biochimiques catalysées par ces enzymes bactériennes, sont de type 

hydrolyses, acétylations, phosphorylations, nucléotidylations, estérifications, réductions et 

réactions d'addition d'un glutathion. Ces enzymes sont généralement associées à des éléments 

génétiques mobiles (Hemaiswaryaa et al, 2008 ; Muylaert et Mainil, 2012). 

Il.3.3. Imperméabilité membranaire 

Diminution quantitative ou modification des porines en provoquant la résistance par 

défaut de pénétration passive de l'antibiotique (canaux de pénétration des antibiotiques à 

travers la membrane externe de la bactérie) (Rahal, 2013). 

11.3.4. Pompes à efflux 

Les pompes à efflux présentes dans les parois bactériennes représentent un mode de 

résistance de bas niveau (présent à la fois chez les bactéries à Gram positif et à Gram négatif). 

Ce sont des transporteurs membranaires qui expulsent l'antibiotique de la cellule et 

l'empêchent d'atteindre des concentrations adéquates. Ces pompes sont spécifiques à une ou 

plusieurs classes d'antibiotiques (Ex : Staphylococcus aureus et Streptococcus pneumoniae) 

(Doléans-Jordheim et al., 2008). 

Il.4. Méthodes microbiologiques de détection de la résistance aux antibiotiques 

L'activité antibactérienne d'un antibiotique est caractérisée en pratique par la CMI 

(Concentration Minimale Inhibitrice) et par la CMB (Concentration Minimale Bactéricide 

(Cornut et Chiquet, 2008). 

• Antibiogramme 

L'antibiogramme est un test particulier en biologie clinique car il s'adresse à des êtres 

vivants infectieux et non au corps humains. Il constitue l'outil de mesure de la résistance 

bactérienne (Marcel, 2005). 

• Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) 

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) d'un antibiotique, correspond à la plus 

faible concentration capable d'inhiber toute croissance visible des bactéries d'un inoculum 

dont la taille est prédéfinie ( 104 à 105 bactéries), dans un milieu de croissance spécifique et en 

conditions de culture standardisées (18 à 24 heures d'incubation, à pression atmosphérique et 
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à une température comprise entre 35 et 37°C pour les bactéries aérobies et aéro-anaérobies 

(Schelz,2006 ;Muylaert et Manil, 2012). 

• Concentration Minimale Bactéricide (CMB) 

La CMB est la concentration minimale d'antibiotique qui laisse au sein de l'inoculum 

initial 1 survivant sur 10 000 après 18 heures de culture à 37 C, soit 0,01 % de l'inoculum de 

départ (Cornot et Chiquet., 2008). 

11.5.Quelques exemples des espèces résistant aux antibiotiques 

11.5.1. Résistance de S. aureus à la méthicilline (SARM) 

S. aureus possède quatre isoformes natives de protéines liant les pénicillines (PBP pour 

Penicillin Binding Protein), une famille de protéases à sérine intervenant dans la synthèse du 

peptidoglycane. Elles sont la cible des bêtalactamines qui empêchent ainsi la constitution de 

la paroi bactérienne, conduisant à la mort de la bactérie. 

La résistance à la méticilline est attribuée à la modification d'une des protéines liant la 

pénicilline (PLP) au niveau de la paroi bactérienne. Cette résistance est due à la présence du 

gène mecA présent dans la cassette SCCmec, élément génétique mobile intégré dans le 

chromosome. Ce gène code pour une transpeptidase appelée PLP2a, qui a une affinité réduite 

pour toutes les bêtalactamines. Il ne se retrouve donc pas dans le S. aureus sensible à la 

méticilline ou S. aureus présentant une résistance limite ou de bas niveau à la méticilline 

(Hamze et al., 2003 ; Forestier et al.,2007). 

11.5.2. E. coli résistant aux B-Lactamines à Spectre Elargi (BLSE) 

La première BLSE de type CTX-M (FEC-1) (Cefotaximase-Munich) a été décrite chez 

une souche d' E.coli au Japon en 1986. La première description des bêta-lactamases à spectre 

élargi (BLSE) en tant que mécanisme de résistance transférable remonte à 1983 par Knothe et 

al. (Elhani, 2012; Legeay et al., 2016). 

Les gènes CTX-M, naturellement à médiation chromosomique chez les espèces 

d'entérobactéries du genre Kluyvera (K. ascorbata, K. cryocrescens, K. georgiana), transmis 

aux entérobactéries par un plasmide, s'expriment alors fortement chez ces dernières. Le 

plasmide, facilement transmissible par conjugaison in vitro entre entérobactéries, est 

l'élément incontournable à l'émergence des BLSE de type CTX-M. Cette propriété explique 

la dissémination facile des enzymes de type CTX-M dont l'importance augmente par rapport 

aux autres types de BLSE, notamment TEM et SHV (Adjidé et al., 2006; Anastay et al., 

2013 ; Bréchet et al., 2015 ). 
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Chapitre JI La résistance aux antibiotiques 

Les P-lactamases à spectre elargi (BLSE), sont des enzymes acquises par les 

entérobactéries leur permettant d'hydrolyser le noyau P-lactame (figure 6), et leur conférant 

une résistance aux ~-lactamines à l'exception des carbapénèmes et céphamycines qui sont la 

cible des inhibiteurs des P-lactamases comme l'acide clavulanique (fouquet et al., 2012; 

Ndoutamia et al., 2015 ). 
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Figure 3: Mécanisme d'hydrolyse d'une P-Lactamine par une P-lactamase (Ruppé, 2010) 
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Chapitre Ill Matériel et Méthodes 

111.1. Matériel utilisé 

111.1.1. Matériel végétal et antibiotiques 

Notre étude a porté sur cinq huiles essentielles extraites à partir de plantes médicinales 

aromatiques de la région de Bejaia qui sont : Origanum glandulosum Desf. (OG) Thymus 

fontanesii Boiss. et Reut. (TYS), Thymus numidicus Poiret.(TYTO), Lavandula stoechas (LS) 

et Mentha pulegium (MP) (Annex I) 

L'identification des plantes a été faite en se référant à la Flore d'Algérie (Quezel et 

Santal963) au Laboratoire de Physiologie Végétale et d'Ecologie à l'Université de Bejaia par 

Mr Bekkdouche F. 

Les huiles essentielles ont été extraites par hydrodistillation, par Mme BEK.KA Fahima. 

La conservation de ces dernières s'est faite à 4°C dans de petits flacons en verre opaque ou 

entourés du papier aluminium et fermé hermétiquement, pour une utilisation ultérieure 

Huit disques d'antibiotique sont utilisés pour réaliser l'antibiogramme, il s'agit de: 

• Ceftazidime (CAZ30); 

• Cefotaxime (cephotaxime) (CTX30). 

• Oxacillin (OXs) ; 

• Cefoxitin 30 meg (FOX30) ; 

• Amoxyclav (AMC30) ; 

• Ciprofloxacin (CIPs); 

• Aztreonam (AT 30). 

111.1.2. Matériel biologique 

Notre étude a portée sur deux souches bactériennes multirésistantes, qui sont: 

Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline SARM (code 019) et Escherichia coli 

résistant aux P-Lactamines à Spectre Elargi BLSE (CTX-15) (code 87). Les caractéristiques 

de ces souches sont reportées dans le tableau ci-dessous. 

Tableau 1 : Caractéristiques des souches testées 

Souches testées La résistance Caractère bactériologique 

S.aureus résistant à la méthicilline Résistance à la Gram+, Mec A, PVL +, SCC 

(SARM) (code 019) Méticilline mec IVe 

Escherichia coli résistant à P-Lactamine à Résistance aux 

Spectre Elargi (CTX-15) BLSE CTX-15 

(code 87) 

17 



Chapitre Ill 

111.1.3. Matériel du laboratoire 

• Appareillage 

Le matériel utilisé tout au long du travail est le suivant : 

- Etuve (37°C et 30°C) 

- Autoclave 

- Plaque chauffante agitatrice 

- Incubateur agitateur 

- Microcentrifugeuse 

- Spectrophotomètre 

- Microscope à caméra 

- Bain marie 

- Balance 

- Bec Bunsen 

- Vortex 

- pH métre 

- Microscope optique 

• Les milieux de culture (composition chimique, Annexe II) 

Les milieux de culture utilisés sont : 

- Gélose Mueller Hinton ; 

- Bouillon Mueller Hinton additioné de tween 80 ; 

- Gélose nutritive ; 

- Bouillon nutritive. 

• Produits chimiques, réactifs et tampons 

Au cours de notre travail, nous avons utilisé : 

Matériel et Méthodes 

- Violet de Gentiane, lugol, alcool, fuschine et l'huile à émersion pour la coloration de 

Gram; 

- Eau physiologique stérile ; 

- Eau distillée stérile ; 

-Tween 80; 

-DMSO; 

- NaOH (0, 1 N) et HCl (0, 1 N) auster le pH ; 

- Tampon 4 et tampon 7 pour calibrer du pH mètre ; 
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111.2. Méthodes 

111.2.1. Cinétique de croissance bactérienne 

111.2.1.1. La courbe d'étalonnage 

Une longueur d'onde maximale de 580 nm (Rasooli et Mirmostafa, 2003) pour la 

souche à tester est introduite dans le spectrophotomètre et une suspension bactérienne initiale 

correspondant à une absorbance de 0,65 pour E. coli et 0,604 pour le SARM est préparée. 

A partir de cette suspension d'autre suspension diluées sont préparées et qui sont de 

dilutions 0,36; 0,13 et 0,065 pour E. coli et 0,34; 0,158 et 0,08 pour le SARM. 

A partir de ces suspensions bactériennes une série de dilutions décimales est effectuée 

(10-1
, 10-2, 10-3, 104

, 10-5
, 10-6, 10-7). 0,1 ml de chaque dilution servent ensuite pour 

l'ensemencement de deux boites de la gélose Nutritive à l'aide d'un râteau étaleur. Un 

dénombrement est alors effectué après incubation à 37°C pendant 24 heures. 

111.2.1.2. La courbe de croissance 

EnsemencerlOO ml du bouillon Mueller Hinton par 9 ml de la culture bactériennes 

fraiche. Incuber à 37°C avec agitation modérée. 

Dans des conditions aseptiques, prélever 2ml du milieu de culture avant incubation (TO) 

puis après chaque 15 min du temps d'inoculation (Tl, T2, T3, ... ), sur une durée d'environ 24 

heures pour E. coli et 48 heures pour SARM 

Mesurer la densité optique des échantillons à 580 nm, après avoir mesuré la valeur du 

blanc dans le spectromètre (bouillon Mueller Hinton). Représenter les courbes de la DO en 

fonction du temps. 

111.3. Activité antibactérienne 

111.3.1. Antibiogramme des souches testées 

La sensibilité de la souche testée vis-à-vis des antibiotiques de différentes familles, a été 

déterminée par la méthode de diffusion suivant les recommandations du Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). 

Des disques d'antibiotiques sont déposés sur des boites contenant de la gélose Mueller 

Hinton ensemencées préalablement par écouvillonnage par une suspension bactérienne 

adéquate (108UFC/ml pour le SARM et 107UFC/ml pour E. coli). 

Pour le SARM l' antibiogramme est réalisé avec OX et FOX et pour E. co/i, nous avons 

fait le DD-îest (.\\ll consiste à -p\acet des disques de céftazidime, céfotaxime, aztréonam et 
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ciprofloxacine à une distance de 20 mm (centre à centre) d'un disque d'augmentin 

(amoxicilline-clavulanate). Et dans le but de rechercher des inhibiteurs de P-lactamases, nous 

avons réaliser le DD-test en remplaçant le disque d'augmentin avec les huiles essentielles. 

Après incubation à 3 7° C pendant 24 h, les diamètres des zones d'inhibition sont 

déterminés et l'interprétation des résultats s'est faite selon le CLSI (2015). 

111.3.2. Aromatogramme sur milieu solide (méthode des disques) 

Des disques de papier Wattman (06 mm) sont disposés à égale distance les uns des 

autres Gusqu' à 6 disques par boite) et de telle façon à éviter le chevauchement des zones 

d' inhibition sur la gélose Mueller Hinton préalablement ensemencée par écouvillonnage avec 

la souche teste. Une légère pression sera exercée sur chaque disque afin d'obtenir une bonne 

adhérence. 

Avec une micropipette réglable de 2 à 1 OO µl, nous déposons aseptiquement sur chaque 

disque 10 µl des huiles essentielles. 

Les boites laissées à 4 °C pendant 2h sont incubées à 3 7°C pendant 24 heures. Les 

diamètres des zones d'inhibition entourant le disque sont mesurés en millimètre. Les essais 

sont fait en doubles, le résultat étant la moyenne des deux (Rasooli et Mirmostafa, 2003 ; 

Gachkar et al., 2006). 

111.3.3.Etude de l'association huiles essentielles/ antibiotique par la méthode des disques 

La méthode utilisée pour évaluer l'activité antibactérienne de l'association huiles 

essentielles/ ATBs est celle de diffusion sur milieu solide préconisée par Halawani (2009) ; 

Mandai et al. (2010); Toroglu, (2011). 

Un disque d'antibiotique de 6 mm de diamètre est déposé au centre de chaque boîte 

MH préalablement ensemencée (un disque par boîte ou plus selon le besoin). A l'aide d'une 

micropipette, 10 µl d'huile essentielle sont déposés sur chaque disque d'ATB. 

Les boîtes sont laissées diffuser à 4°C pendant 2 h puis incubées à 37°C pendant 24 

heures. Après incubation, le diamètre des zones d'inhibition est mesuré en mm. Le résultat 

étant la moyenne de deux essais. 

Les données sont analysées comme suit : 

• Indifférence: lorsque les deux zones d'inhibition restent inchangées. 

• Antagonisme: lorsque les zone d'inhibition diminuent. 

• Synergie : lorsque les zones d'inhibition s'élargissent. 
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111.3.4. Détermination des Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) des huiles 

essentielles par la méthode de microdilution en milieu liquide 

Les CMis sont déterminées en milieu liquide dans un bouillon MH dans un volume final 

de 200 µl , en utilisant des micro-plaques de 96 puits. Des dilutions des huiles essentielles sont 

effectuées en raison de 1/2, de telle façon à obtenir une gamme de concentrations finales 

comprises entre 300 et 0,3 mg/mL. À la fin, la microplaque sera inoculée avec de la suspension 

bactérienne (la charge finale dans la micro-plaque est de 5 x 105 UFC/mL ). Un contrôle positif 

de croissance contenant seulement le milieu MH et la souche teste, est utilisé. 

Après 24 h d'incubation à 37°C, la lecture se fait par observation de la microplaque à l'œil 

nu. La CMI de composé testé est déduite à partir du premier puits de la gamme ne présentant 

pas de dépôt ou trouble (Vardar-Ünlü et al., 2003; Mahboubi et Ghazian Bidgoli, 2010; 

Mulyaningsih et al., 2010; Rosato et al., 2010; Pavlovié et a/.,2012). 

111.3.5. Cinétique de croissance de SARM en présence des huiles essentielles 

Une quantité de CMis déterminées au paravent des huiles essentielles (OG, TYS, 

TYTO) sont ajoutées à 10 ml du bouillon MH et qui est inoculé avec une suspension 

bactérienne de 0,6 (5.105UFC/ml finale dans le bouillon) pour le SARM. L'ensemble est 

incubé à 3 7°C sous agitation modérée pendant 4 h. 

Des échantillons de lml sont prélevés après chaque lh d'incubation puis centrifugés a 

14000 rpm/5min, le surnagent est rejeté et le culot est récupéré dans un lml de l' eau 

physiologique par agitation à l'aide d'un vortex. Une aliquote de 500 µlest diluée dans 2.5 ml 

de l'eau physiologique pour la mesure de la DO, une aliquote de 1 OO µl est ensemencée sur la 

gélose nutritive et une goutte sert pour la réalisation de la coloration de Gram (Gachkar et al. 

2007). 

111.4. Etude statistique 

Les méthodes classiques de statistiques ont été utilisées pour calculer les moyennes et 

les écarts-types. Toutes les mesures ont été reproduites deux fois et les données sont 

présentées sous forme de moyenne ± écart-type. 

La différence entre l'activité des huiles essentielles seules et en combinaison avec les 

ATBs et la détermination des taux de signification sont effectués par le test ANOV A pour les 

comparaisons multiples. Une probabilité de p inférieur à 0.05 a été adoptée comme critère de 

différences significatives. 
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êhapitre/V 

IV.1. Cinétique de croissance 
Résultats et discusst... 

IV,J,J, OUfbB d'étalonnage 

. Lorsque des cellules sont en suspension dans un milieu liquide traversé par un faisceau 

lummeux monochromatique, la quantité de lumière absorbée et dispersée par Ja suspension dépend 
de la concentration des cell 1 t d 1 . 

ceIJul@ Un il! , 
u es e e eur tatlle. La relation entre absorbance et concentration en 

Pour déterminer la concentration en cellules d'une suspension de concentration inconnue, 

nous mesurons l'absorbance d'un échantillon, après dilution si nécessaire, et nous reportons la 

valeur obtenue sur la droite d'étalonnage pour en déduire sa concentration. 

IV.1.1.1. Courbe d'étalonnage d' Escherichia coli (CTX-M 15) (code 87) 

La courbe d'étalonnage de log UFC/ml en fonction de l'absorbance est présentée dans la 

figure 4. 
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Figure 4: Courbe d'étalonnage d 'Escherichia coli 87 

IV.1.1.2.Courbe d'étalonnage de Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline (SARM) 

(code 019) 

La courbe d'étalonnage de log UFC/ml en fonction de l'absorbance est présentée dans la 

figure 5. 
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Figure 5: Courbe d'étalonnage de SARM 

IV.1.2. Courbe de croissance 

IV.1.2.1.Courbe de croissance d' Escherichia coli 

La cinétique de croissance d 'Escherichia coli 87 en milieu liquide est présentée dans la figure 

6. 
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Figure 6: Courbe de croissance d 'Escherichia coli 87 

D'après cette courbe, Il existe 3 phases dont l'ensemble constitue la courbe de la cinétique de 

croissance. 
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Phase de latence (TO-T2) : c'est une phase très courte, le taux de croissance nul(µ= 0). La durée 

de cette phase dépend de l'âge des bactéries et de la composition du milieu. C'est le temps 

nécessaire à d'Escherichia coli pour synthétiser les enzymes pour s'adaptées au nouveau substrat. 

Phase d'accélération (T2-T12): il se produit une augmentation de la vitesse de croissance. 

Phase exponentielle (Tl2-T49) : Escherichia coli se multiplie jusqu'à atteindre Vmax. Le taux de 

croissance atteint un maximum (µ=max). Cette phase dure tant que la vitesse de croissance est 

constante. La bactérie se multiplié et voit leur nombre doublé à un intervalle de temps régulier 

(temps de génération= 22 min) (Le temps de doublement des bactéries est le plus court). La masse 

cellulaire est représentée par des cellules viables (mortalité nulle). 

IV.1.2.2. Courbe de croissance de SARM 

La cinétique de croissance de SARM en milieu liquide est présentée dans la figure 07. 
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Figure 7 : Courbe de croissance de SARM 

D'après cette courbe, Il existe 3 phases dont l'ensemble constitue la courbe de la cinétique de 

cr01ssance. 

Phase de latence (TO-T8) : c'est une phase très courte, le taux de croissance nul (µ = 0). La durée 

de cette phase dépend de l'âge des bactéries et de la composition du milieu. C'est le temps 

nécessaire à Staphylocoque aureus pour synthétiser les enzymes pour s'adaptées au nouveau 

substrat. 

Phase d'accélération (T8-Tl4): il se produit une augmentation de la vitesse de croissance. 

Phase exponentielle (T14-T57) : Staphylocoque aureus se multiplie jusqu'à atteindre Vmax. Le 

taux de croissance atteint un maximum (µ=max). Cette phase dure tant que la vitesse de croissance 
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est constante. La bactérie se multiplié et voit leur nombre doublé à un intervalle de temps régulier 

(temps de génération= 30 min) (Le temps de doublement des bactéries est le plus court). La masse 

cellulaire est représentée par des cellules viables (mortalité nulle). 

IV.2. Activité antibactérienne 

IV.2.1. Antibiogramme de vérification des souches testes 

IV.2.1.1. Antibiogramme d' Escherichia coli 87 

Les résultats de }'antibiogramme (DD-test) de la souche d 'Escherichia coli 87 sont présentés 

dans le tableau et la figure suivants. 

Tableau II: Résultats de l'antibiogramme de vérification de la souche d'E.coli (Annexe Ill). 

Antibiotiques Diamètre d'inhibition (mm) Résistance/Sensible 

AMC30 20 s 
CIPs 23 1 

CTX30 14 R 

CAZJ@ 6 R 

AT30 6 R 

S : sensible. R : résistance. 1 : intermédiaire. 

Figure 8 : Photos présentant }'antibiogramme de vérification de la souche 

d' E.coli 87. 

En présence des antibiotiques (AMC3o, CIPos), nous observons des zones d'inhibition avec 

des diamètres différents : 20 mm, 23 mm (tableau Il) ce qui signifie que la souche est sensible ou 

bien présent une sensibilité intermédiaire vis-à-vis à ces antibiotiques. 
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Tandis qu'en présence des antibiotiques (AT30, CAZ3o, CTX3o) appartenant à la famille des P

lactamines, la souche se montre résistante (tableau II). 

D'après l'antibiogramme obtenu, nous notons bien l'apparition d'une image de synergie ce 

qui indique que la souche est résistante par production de P-lactamases. 

Selon Grall et al., (2011) cette résistance est due à la production des enzymes P-lactamases 

produites par la souche d' Escherichia coli 87et qui est responsable de l'hydrolyse des P-lactamines. 

IV.2.1.2. Antibiogramme de SARM 

En présence des antibiotiques (AMC30, CIPos, CTX30), nous observons des zones d'inhibition 

avec des diamètres de 26 mm, 37 mm, 45 mm respectivement (Annexe III) ce qui explique que 

cette souche est sensible vis-à-vis à ces derniers. 

Pour la FOX30 la zone obtenue est de 19,5 ce qui confirme que la souche est un SARM 

(tableau III). 

Selon Carle. (2009) cette résistance est due à l'altération des protéines de liaison aux 

pénicillines (PLP) aussi connues sous PBP (Penicillin Binding Protein)et qui est responsable à la 

réduction de l'affinité de la cible (PLP) pour les B-lactamines soit par une mutation des gènes 

chromosomiques, soit par l'acquisition de gènes supplémentaires exprimant de nouvelles PLP. 

Tableau III: Résultats de }'antibiogramme de vérification de la souche de Staphylocoque aureus 

Antibiotiques Diamètre d'inhibition (mm) Résistance/sensible 

AMC30 26 s 
CIP5 37 s 

CTX30 45 s 
OX5 19 -

FOX30 19.5 R 

CAZ30 6 R 

AT30 6 R 

S : sensible. R : résistance. - : non déterminé 

IV.2.2. Aromatogramme sur milieu solide (méthode des disques) 

L'activité antibactérienne des huiles essentielles d 'Origanum glandulosum Desf., Thymus 

fontanesii Boiss et Reut., Thymus numidicus Poiret., Lavandula stoechas et Mentha pulegium sur 

Escherichia coli est évaluée par la méthode des disques. 
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IV.2.2.1. Aromatogramme d' E.coli 87 

Les diamètres des zones d'inhibition de la souche E. co/i sont mesurés en mm et présentés 

dans la figure 9 et (Annexe IV). 

Les cinq huiles essentielles non diluées (TYTO, TYS, OG, MP, LS) montrent des zones 

d'inhibition de 58 mm; 49 mm; 35 mm et 17 mm, 12.5 mm respectivement. 

Plus le diamètre de la zone d'inhibition est grande, plus la souche est sensible à la substance 

testée. Plus il est faible plus la bactérie est résistante. Le diamètre de ces zones d'inhibition est 

proportionnel à l'activité bactériostatique de l 'H.E sur la souche testée. 

Les dilutions 112, 114, 118, 1116 de l'huile essentielle de TYS et OG se révèlent toujours 

actives avec des diamètres des zones d'inhibition supérieures à 15 mm. Pour les huiles essentielles 

de TYTO y a les dilutions 1/2, 114, 118 qui sont actives. Cependant, pour l'huile essentielle de MP 

uniquement l'huile non diluée qui est active. 

Selon Rossi et al (2003), une huile essentielle est considérée comme active contre un 

microorganisme, si elle produit des diamètres d'inhibition supérieurs ou égaux à 15 mm, de ce fait 

nous pouvons déduire que la souche d' Escherichia coli testée est extrêmement sensible aux huiles 

essentielles de TYS, TYTO, OG et MP, donc sa croissance est presque totalement inhibée. 

En revanche Escherichia coli manifeste une résistance relative vis -à- vis l'huile essentielle de 

Lavandula stoechas (LS), vue que la zone d'inhibition est de 12.5 mm. 

Les huiles essentielles étudiées ont fait l'objet de DO-test en remplaçant le disque 

d'augmentin par ces dernières. 

Les résultats obtenus sont négatifs, ce qui explique que ces huiles ne peuvent pas êtres des 

inhibiteurs de B-lactamases. 

11.2.2. Aromatogramme de SARM 019 

Les diamètres des zones d'inhibition du SARM sont mesurés en mm et présentés dans la 

figure 10 et (Annexe IV). 

Les cinq huiles essentielles testées (TYTO, TYS, OG, MP, LS) montrent des zones 

d'inhibition de 66mm; 42.5mm; 33mm, 16 mm et 25 mm respectivement. D'après les résultats 

obtenus nous notons bien que le SARM est sensible à tous les huiles essentielles puisque tous les 

diamètres sont supérieurs à 15 mm. 

Les dilutions 112, 114, 118, 1116 de l'huile essentielle de TYTO se révèlent toujours actives 

avec des diamètres des zones d'inhibition supérieures à 15 mm. Pour les huiles essentielles de TYS 

et OG y a les dilutions 112, 114, 1/8 qui sont actives. Cependant, pour l'huile essentielle de MP 

uniquement 112 et 1/4 qui se montre actifs et pour LS uniquement l'huile non diluée qui est active. 
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Huile essentielle de TYTO 
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Pauli (2001) montre que parmi les HEs les plus étudiées ayant des propriétés antibactériennes 

y a ceux appartenant à la famille des Lamiaceae (origan, thym) et qui sont d'autant de plantes 

aromatiques à HEs riches en composés phénoliques comme l'eugénol, le thymol et le carvacrol et 

qui possèdent une forte activité antibactérienne. Le carvacrol est le plus actif de tous, reconnu pour 

être non toxique, il est utilisé comme agent de conservation et arôme alimentaire dans les boissons 

et autres préparation. Le thymol et l'eugénol sont utilisés dans les produits cosmétiques et 

alimentaires. 

D'autre part Zhiri (2006) a rapporté que l'efficacité d'une HE dépend de sa richesse en 

composés photochimiques, plus l'HE est riche en substances actives, plus son activité est 

importante. 

IV.3. Association huiles essentielles/antibiotiques par la méthode des disques 

L'association des huiles essentielles d 'Origanum glandulosum Desf., Thymus fontanesii Boiss 

et Reut., Thymus numidicus Poiret., Lavandula stoechas et Mentha pulegium avec les antibiotiques 

sur Escherichia coli et Staphylocoque aureus est évaluée par la méthode des disques. 

IV.3.1. Effet de l'association huiles essentielles/antibiotiques sur Escherichia coti 87 

L'association des cinq HEs avec les ATBs auxquels résiste la souche présentent des effets qui 

sont statistiquement différents, les diamètres des zones d'inhibition des HEs et de leurs associations 

sont rapportés dans les figures 11, 12 et (Annexe V). 

L'analyse statistique (ANOV AIMANOVA) montre que l'association des cinq HEs avec CTX 

et la CAZ 30 donne des effets antagonistes ou indifférents avec des degrés de sensibilité différents. 
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Figure 11 : Résultats de l'association HEs/ CTX30 sur E. coli 87 
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Figure 12 : Résultats de l'association HEs/ CAZ 30 sur E. coli 87 

IV.3.1.1. Effet de l'association huiles essentielles de TYTO, TYS, OG, MP /CTX 

Escherichia coli est moins sensible à l'action des huiles essentielles de TYTO, TYS, OG, LS 

et associée à CTX ceci se montre par diminution des zones d'inhibitions de 58 ± 2.82 mm; 49 ± 

1.41 ; 35 ± 2.82 mm; 12.5 ± 2.82 mm et 17 ± 2.82mm pour les huiles seules respectivement à 23 ± 

2.82 mm, 26 ± 0 mm, 25.5 ± 2.12 mm et 13 ± 2.82 mm pour l'association respectivement. Ce qui 

révèle un effet antagoniste. 

IV.3.1.2.Effet de l'association huiles essentielles de TYTO, TYS, OG, MP /C.AZ 

Escherichia coli est moins sensible à l'action des huiles essentielles de TYTO, TYS, OG, LS 

et associée à CAZ ceci se montre par diminution des zones d'inhibitions de 58 ± 2.82 mm; 49 ± 

1.41 ; 35 ± 2.82 mm; 12.5 ± 2.82 mm et 17 ± 2.82mm pour les huiles seules respectivement à 28 

±1.41 mm, 30 ± 0 mm; 30 ± 0 mm et l l±l.41mm pour l'association respectivement. Ce qui révèle 

un effet antagoniste. 

IV.3.1.3. Effet de l'association huile essentielle de LS /CTX et CAZ 

Escherichia coli est plus sensible à l'action de l'huile essentielle de LS associée à CTX. Ceci 

se montre par une légère augmentation de zone d'inhibition de 12.5 ± 2.82 mm pour l'huile seule à 

13.5 ± 2.12 mm pour l'association par contre y a aucun zone d'inhibition avec la CAZ ce qui révèle 

un effet antagoniste. 

D'après les résultats obtenus, nous constatons que la sensibilité d'E.coli vis-à-vis les 

associations HEs/ATBs testées, diffère selon l'huile essentielle et l'antibiotique utilisés en 
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association. Les cinq huiles donnent toute un effet antagoniste en association avec l'antibiotique 

CAZ et CTX et un seul effet indifférent avec l'association de LS avec CTX. 

L'effet synergique des combinaisons HEs/ATBs contre les bactéries Gram- à été rapporté par 

Durate et al. (2012), qui ont montré que l'essence de coriandre exerce une activité synergique 

contre A.baumannii, lorsqu'elle est associée avec des antibiotiques conventionnels (gentamicine, 

ciprofloxacine et tétracycline). 

D'une autre part, D' Arrigo et al. (2010) ont montré que l'huile essentielle de Melaleuca 

alternifolia exerce une activité synergique contre E. coli lorsqu'elle est associée avec la 

tobramycine. 

Une autre étude réalisée par Halawani (2009) a montré aussi que l'utilisation de thymoquinone 

et de thymohydroquinone de Nigel/a sativa, associées à la cephalexine donne des interactions 

synergiques contre E. coli (Gram-), ces même composés ont montré des effets antagonistes et 

indifférents en association avec d'autres antibiotiques. 

La combinaison de l'huile essentielle de Rosmarinus officinalis de Turquie avec la 

cephaloxitine et le ceftriaxone étudiée par Toroglu (2011) montré également des effets antagonistes 

sur E. coli. 

Les activités variables observées avec les différentes huiles (synergie, antagonisme et 

indifférence), peuvent êtres expliquer par le mode d'action des composés des HEs, les composés 

des différentes HEs ne réagissent pas de la même manière en les combinant avec les antibiotiques 

testés. Gallucci et al. (2006) ont rapporté dans leur étude que l'utilisation des terpènes combinés 

avec la pénicilline a pu augmenter l'activité de ces dernières contre des souches bactériennes à 

Gram négatif en leur conférant une meilleure capacité de transport à l'intérieur de sa cible 

bactérienne. D'une autre part, Rosato et al. (2010) ont attribué l'activité synergique entre la 

gentamicine et les huiles essentielles de Pelargonium graveolens et d'Aniba rosaeodora contre les 

Gram négatif aux alcools terpéniques, qui sont les composants majoritaires de ces deux huiles et qui 

interagissent avec la membrane cytoplasmique bactérienne ce qui facilite la pénétration de la 

gentamicine à l'intérieur de la cellule et sa fixation à la sous unité 30 S du ribosome. 

IV.3.2. Effet de l'association huiles essentielles/antibiotiques sur le SARM 

L'association des cinq HEs /A TBs présentent des effets qui statistiquement différents, les 

diamètres des zones d'inhibition des HEs et de leurs associations sont rapportés dans la figures 13 

et (Annexe V). 

L'analyse statistique (ANOV AIMANOVA) montre que l'association des cinq HEs avec la 

FOX donne à la fois des effets synergiques et antagonistes avec des degrés de sensibilité différents. 
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Figure 13 : Résultats de l'association HEs / FOX30 sur le SARM 

IV.3.2.1. Effet de l'association des huiles essentielles de TYTO, TYS, MP / FOX30 

Le SARM moins sensible à l'action des huiles essentielles de TYTO, TYS et MP associées à 

FOX30 est ceci se montre par une diminution des zones d'inhibitions de 66 ± 5.65 mm, 42.5± 3.53 et 

25 ± 0 mm pour l'huile seule à 61.5± 2.12 mm, 33.5± 2.12 mm et 19± 1.41 pour l'association 

respectivement. Cette diminution de l'effet s'explique par l'effet antagoniste exercé par les deux 

substances sur le SARM. 

IV.3.2.2.Effet de l'association OG, LS /FOX30 

Le SARM est plus sensible à l'action des huiles essentielles d'OG et de LS associées à la 

FOX30. Ceci se montre par une augmentation des zones d'inhibitions de 33 ± 4.24 mm et 16 ± 2.82 

mm pour l'huile seule à 37± 2.82 mm et 21.5± 2.12 mm pour l'association respectivement. 

D'après les résultats obtenus, nous notons bien que la sensibilité de SARM vis-à-vis les 

associations HEs/FOX, diffère selon l'huile essentielle et l'antibiotique utilisés en association. OG 

et LS donnent des effets synergiques très remarquables. 

L'effet synergique des combinaisons HEs/ A TBs contre les bactéries Gram+ a été rapporté par 

Betoni et al. (2006) qui ont observé des interactions synergiques entre les extraits de quelques 

plantes médicinales brésiliennes et huit antibiotiques sur S. aureus. De même Darwish et al 

(2002) ont démontré que l'efficacité de la gentamycine et du chloramphénicol contre les 

Staphylocoques dorés a été considérablement améliorée en association avec des extraits de 

plantes. 
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Gallucci et al. (2006) ont montré également dans leur étude que l'utilisation des terpènes 

combinés avec la pénicilline à augmenter l'activité de cette dernières contre les staphylocoques 

résistants à la méticilline, l'interaction entre le carvone et la pénicilline a donné une interaction 

synergétique très intéressante. Les diterpènes et les triterpènes ont été signalés également à avoir 

des capacités de modulation de la résistance à divers antibiotiques contre les souches résistantes de 

S. aureus (Aiyegoro et Okoh, 2009). 

IV.4. Aromatogramme en milieu liquide (méthode de microdilution) 

IV.4.1.Aromatogramme en milieu liquide d'Escherichia coli 87 

Les résultats de CMis sur milieu liquide des cinq HEs sur E. coti sont représentés dans la 

figure 14 et (Annexe VI). 
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Figure 14: Résultats des CMis des HEs sur E. co/i 

Les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMis) des HEs retenues sont celles obtenues dans 

les puits de la microplaque avant la première croissance, c-à-d la ou aucune croissance n'est visible 

à l'œil nu. 

Les CMis obtenues pour la souche E. coti en présence des huiles (OG, TYTO, LS, MP) sont 

de 0.58, 2.34, 18.75, 9.37µ1/ml respectivement. Cependant, l'huile essentielle de TYS présente un 

CMI <O. 3µ1/ml 
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D'après le résultat obtenu nous constatons que la CMI la plus élevée est obtenue avec l'huile 

de LS la plus faible avec l'huile essentielle de TYS. 

IV.4.2. Aromatogramme en milieu liquide de SARM 

Les résultats de CMis sur milieu liquide des cinq HEs sur le SARM sont représentés dans la 

figure 15 et (Annexe VI). 

Les Concentrations Minimales Inhibitrices de SARM en présence des huiles (OG, TYTO, 

TYS, LS, MP) sont: 2.34 µl/ml, 2.34 µl/ml ,4.68 µl/ml, 9.37 µl/ml, 9.37 µl/ml respectivement. 

Les huiles essentielles de TYTO et OG montrent les CMis les plus faibles (2.34 µl/ml). 
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Figure 15 : Résultats des CMis des huiles essentielles sur SARM 

Les activités antibactériennes observées sont différentes suivant la méthode utilisée (disques 

ou aromatogramme). Pour les huiles essentielles testées, l'aromatogramme ne confirme pas les 

résultats obtenus avec la méthode de microdilution sur milieu liquide. L'activité des HEs sur milieu 

liquide n'est pas proportionnelle à l'activité de ces mêmes huiles essentielles sur milieu solide. 
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Les différences retrouvées pour ces deux méthodes sont dues au fait qu'un composé volatil 

donné présent dans l'huile essentielle, responsable de l'inhibition d'un microorganisme par contact 

direct, ne réagit pas de la même manière en milieu liquide (Bendjilali et al, 1984). 

Des travaux montrent que les huiles essentielles du genre Origanum présentent une activité 

antibactérienne intéressante. L'huile essentielle d 'Origanum minutiflorum (Turquie), présente une 

activité sur les 15 souches testées (Aslim et Yucel 2007). 

D'autre part, les huiles essentielles d'Origanum minutiflurum, Origanum onites, Thymbra 

spicataL.Satureja cuneifolia Ten. sont très actives, et leurs activités peuvent être attribuées, à la 

présence très probablement du carvacrol, p-cymène et y-terpinène (Haydar et al, 2004). L'activité 

antimicrobienne élevée des huiles essentielles riche en phénols comme le carvacrol et le thymol est 

souvent rapportée par plusieurs auteurs (Laouer et al, 2003 ; Haydar et al., 2004 ; Amarti et al, 

2008; Bekhechi et al., 2008; Bendahou et al., 2008). 

De même, l'activité antimicrobienne élevée de l'huile essentielle d'Origanum minutiflorum 

ainsi que celle des composés majoritaires, carvacrol et p-cymène, montrant que le carvacrol est 

responsable de l'activité antimicrobienne observée (Vardar-Ünlü et al., 2007). Ça suggère que 

l'activité antibactérienne de nos huiles essentielles (TYS, OG, TYTO) peut être attribuée 

principalement à ses constituants majoritaires : les phénols. 

IV.4.3. Effet des huiles essentielles sur la cinétique de croissance de SARM 

Les résultats obtenus dans les figures 16, 17 et 18 montrent des variations au niveau de 

l'absorbance (densité optique DO) en fonction du temps. 

Pour la courbe de croissance de SARM on absence de touts huiles nous constatons une 

augmentation de l'absorbance de 0.08 (6.44 UFC/ml)jusqu'à 1 (9.5 UFC/ml). 
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Figure 16 : La courbe de croissance de SARM en absence l'huile essentielle 
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Figure 17: Effet de l'huile essentielle d'OG sur la cinétique de croissance de SARM 
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Figure 18: Effet de l'huile essentielle de TYTO sur la cinétique de croissance de SARM 

En présence d'OG le nombre des cellules diminue de 0.037 (6.18 UFC/ml) jusqu'à 0.001 

(6.05 UFC/ml) et en présence de TYTO le nombre des cellules augmente de 0.032 (6.16 UFC/ml) à 

0.04 (6.19) puis diminue jusqu'à 0.01 (6.096 UFC/ml) pour les CMis. 

Ces résultats reflètent à la fois un effet à la fois bactéricide et bactériostatique. 

L'effet des substances bioactives sur la cinétique de croissance de Staphylococcus 

aureus dépend de la composition chimique de l'huile essentielle qui sont des phénols : Le thymol 

le carvacrol et eugénol (Boubrit et al., 2007). Les phénols sont responsables des altérations 

irréversibles au niveau de la membrane bactérienne. La molécule de thymol a un effet inhibiteur et 

létal sur la souche Staphylocoque aureus, sur laquelle elle provoque des fuites d'ions potassium 

(K + ). Plus les teneurs en phénols sont élevées, plus les HE sont efficaces. 

Le thymol, le carvacrol et l'eugénol sont des composants actifs d'HE, rendant perméable la 

membrane des bactéries ce qui provoque la mort cellulaire. Les HE ont donc bien des propriétés 

bactéricides. 

Une HE active exerce son pouvoir antimicrobien par son interférence avec la bicouche 

lipidique de la cellule cible grâce à sa propriété hydrophobe, ce qui entraîne une perturbation de la 

perméabilité et perte des constituants de la cellule. En plus, cette réaction varie en fonction de la 

nature de la bicouche lipidique, ce qui explique la résistance des bactéries Gram- (Boubrit et al, 

2007). 

D'après Oussalab et al. (2007), l'action antimicrobienne des HEs se déroule en trois phases : 
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Attaque de la paroi bactérienne par l'HE provoquant ainsi une augmentation de la 

perméabilité puis la perte des constituants cellulaire ; 

Acidification de l'intérieur de la cellule en bloquant la production de l'énergie cellulaire et la 

synthèse des composants de structure ; 

Destruction du matériel génétique ce qui conduit la mort de la bactérie (Boubrit et al., 2007). 
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Conclusion et perspectives 

Conclusion et perspectives 

La présente étude nous a permis d'évaluer l'activité antibactérienne des huiles essentielles de 

cinq plantes médicinales aromatiques locales de la région de Bejaia qui sont Origanum 

g/andulosum Desf (OG), Thymus fontanesii Boiss et Reut (TYS), Thymus numidicus Poiret 

(TYTO), Lavandula stoechas (LS) et Mentha pulegium L. (LS) sur deux souches bactériennes 

multirésistantes (Stapfiylococcus aureus résistant à la méthicilline et Escherichia coli) et l'effet de 

leur association avec les antibiotiques. 

L'étude de la cinétique de croissance par la méthode spectrophotométrique et la détermination 

de la courbe d'étalonnage par dénombrement donne un temps de génération qui est d'environ 22 

min pour E. coli et 30 min pour le SARM. 

Les cinq huiles essentielles étudiées ont montré la présence d'activité antibactérienne vis-à-vis 

les deux souches testées. Les huiles essentielles de TYTO, TYS, OG ont manifesté le plus grand 

pouvoir antibactérien avec des zones d'inhibition de 58 ± 2.82, 49 ± 1.41 et 35 ± 2.82 mm 

respectivement pour E. coli et de 66 ± 5.65, 42.5 ± 3.53 et 33 ± 4.24 mm respectivement pour le 

SARM. Ce qui peut s'expliquer par leur richesse en composés phénoliques comme l'eugénol, le 

thymol et le carvacrol et qui possèdent une forte activité antibactérienne. Le carvacrol est le plus 

actif de tous. 

Cependant, les huiles essentielles de LS et MP montrent des effets plus au moins important 

avec des zones d'inhibitions de 17 ± 2.82 et 12.5 ± 0.70 pour E. coli et de 16 ± 2,82 et 25 ± 0 mm 

pour le SARM. 

Les résultats de l'association des huiles essentielles étudiées avec les différents antibiotiques 

ont donné diverses interactions contre Escherichia co/i, les quatre huiles essentielles (TYTO, TYS, 

OG, MP) donnent des effets antagonistes en association avec la CAZ et le CTX et un seul effet 

indifférent en associant l'huile essentielle de LS avec CTX. 

Nous n'avons observé l'association de FOX30 avec LS et OG donne souvent des effets 

synergiques, alors que son association avec les huiles essentielles de TYTO, TYS et MP 

donnent des effets antagonistes. 

Les activités variables observées avec les différentes huiles (synergie, antagonisme et 

indifférence), peuvent êtres expliquées par le mode d'action des composés des HEs, les composés 

des différentes HEs ne réagissent pas de la même manière en les combinant avec les antibiotiques 

testés. 

En ce qui concerne la détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices par la 

méthode de microdilution en milieu liquide, les deux souches sont inhibées sous l'action des cinq 

huiles avec des concentrations variant de 0.58 à 18.75 µL/mL.et TYS montre une très faible CMI 
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Annexe 

Annexe 1 
Monographie des plantes 

•!• Origanum glandulosum Desf • 

./ Classification botanique 

Règne : Végétal 

Embranchement : Spermaphytes 

Sous embranchement : Angiospermes 

Classe : Dicotylédonae 

Sous classe : Astéridae 

Ordre : Lamiales 

Famille : Lamiaceae 

Genre : Origanum 

Espèce : Origanum glandulosum Desf. 

./ Description de la plante 

La Photo d'Origanum glandulosum 

Desf. 

(Quezel et Santa, 1963 ; Gaussen et al., 1982) 

Origanum glandulosum Desf. synonyme Origanum vu/gare ssp glandulosum, est une plante 

spontanée endémique se développant en Afrique du Nord (l'Algérie et la Tunisie) (Bendahou et 

al., 2008). 

C'est une plante à tiges toutes dressées, l'inflorescence est en épis dense, à fleur restant 

contigües après la floraison. La corolle a une lèvre inférieure plus longue que la lèvre supérieure 

(Quezel et Santa, 1963) . 

./ Habitat et aire de distribution 

Broussailles, garrigues. Plante commune dans tout le Tell (Quezel et Santa, 1963) . 

./ Propriétés et usage 

La plante présente plusieurs propriétés dont l'action sédative, apéritive, antispasmodique, 

expectorante et antiseptique. L'origan est recommandé en cas de manque d'appétit, d'aérophagie 

de bronchite chronique, action antalgique. Les espèces d'origanum sont très connues comme 

herbe culinaire (Dallile, 2007; Bendahou et al., 2008). 



•:• Thymus /ontanesii Boiss. et Reut • 

./ Classification botanigue 

Règne : Végétal 

Embranchement : Spermaphytes 

Sous embranchement : Angiospermes 

Classe : Dicotylédonae 

Sous classe : Astéridae 

Ordre : Lamiales 

Famille : Lamiaceae 

Genre : Thymus 

Espèce : Thymus fontanesii Boiss. et Reut. 

Annexe 

La Photo de Thymus fontanesii 
Boiss. et Reut. 

(Quezel et Santa, 1963 ; Gaussen et al., 1982) . 

./ Description de la plante 

Plante spontanée à tiges dressées robustes. Elle présente des inflorescences plus au moins 

interrompues vers le bas. Ces fleurs sont blanches à peine plus longue que le calice (Quezel et 

Santa, 1963) . 

./ Habitat et aire de distribution 

Commune dans les pelouses et les garrigues. On la retrouve dans le Tell (Quezel et Santa, 

1963). 

./ Propriétés et usage 

La plante entière est très utilisée en médecine traditionnelle comme antispasmodique, 

carminatif, antitussif, antiseptique. Ses huiles essentielles sont utilisées en particulier comme 

antiseptique (Ghannadi et al., 2004 ; Haddouchi et al., 2009). 



•!• Thymus numidicus Poiret. 

v' Classification botanique 

Règne : Végétal 

Embranchement : Spermaphytes 

Sous embranchement : Angiospermes 

Classe : Dicotylédonae 

Sous classe : Astéridae 

Ordre : Lamiales 

Famille : Lamiaceae 

Genre : Thymus 

Espèce : Thymus numidicus Poiret. 

v' Description de la plante 

Annexe 

La Photo de Thymus numidicus Poiret. 

(Quezel et Santa, 1963 ; Gaussen et al., 1982). 

Thymus numidicus Poiret. est une plante endémique, buissonnante avec des tiges érigées. 

Ses feuilles sont en général lancéolées, feuilles florales nettement plus larges. Les fleurs sont 

roses et sessiles (Quezel et Santa, 1963; Kabouche et al., 2005). 

v' Habitat et aire de distribution 

Plante retrouvée au Nord del' Algérie et de la Tunisie (Quezel et Santa, 1963; Kabouche 

et al., 2005). 

v' Propriétés et usage 

Plante possède des actions antispasmodiques, expectorantes et antiseptiques ainsi que des 

propriétés vermifuges. Très utilisée en cas de toux ou d'irritation de la gorge (Kabouche et al., 

2005). 



•!• Lavendula stoechas L 

./ Classification botanique 

Règne: Plantes 

Sous règne: Plantes vasculaires 

Embranchement: Spermaphytes 

Sous Embranchement: Angiospermes 

Classe : Dicotyledones 

Sous classe: Dialypétales 

Ordre: Lamiales (labiales) 

Famille : Lamiaceae 

Genre : Lavandula 

Espèce: Lavendula stoechas L. 

./ Description de la plante 

Annexe 

La Photo de Lavendula stoechas L 

(Quezel et Santa, 1963 ; Gaussen et al, 1982 ) 

Sous-arbrisseau à tige et feuilles persistantes, il peut atteindre une longueur de 1 mètre, 

étroit vert pâle, s'étend du gris bleuâtre profond au vert à brun pâle, fleurs de couleur bleu -

violet. D'autres variétés sont à fleurs blanches et roses. L. stoechas est une plante tendre, qui 

préfère les endroits ensoleillés et les sols riches, les tiges étroites sont quadrangulaires à feuilles 

opposées, à son extrémité une inflorescence terminée par un toupet de longues bractées 

violettes (Mohammedi et Atik, 2012). 
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./ Habitat et aire de distribution 

Largement distribuée dans les îles canari, Islande et à travers tout le tell méditerranéen, 

l'Afrique du Nord, Sud ouest de l'Asie, Afrique tropicale avec une disjonction vers l'Inde 

(Mohammedi et Atik, 2011) • 

./ Utilisation thérapeutique 

La Lavande a une longue histoire en usage médicinal, elle est employée comme 

expectorant, antispasmodique, carminative, désinfection des plaies, contre les problèmes 

dermiques, psoriasis. Elle possède également des propriétés antimicrobiennes et anti

carcinogènes, sédatif, antidépresseur, antioxydant, anti-inflammatoire et insecticide 

(Mohammedi et Atik, 2011). 

•!• Mentha pulegium L 

./ Classification botanique 

Régne : Plantae 

Sous règne: Plantes vasculaires 

Embranchement: Spermaphytes 

Sous Embranchement: Magrzoliophyta 

Classe : Magnoliopsida 

Ordre: Lamiales 

Famille : Lamiaceae 

Genre : Mentha 

Espèce: Mentha pulegium L. 

La photo de Mentha pulegium L 

(Quezel et Santa, 1963 ; Gaussen et al, 1982 ) 
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./ Description de la plante 

Plante vivace à feuilles, opposées, petites, sont ovales presque entières (légèrement 

dentelées) et munies d'un court pétiole. Les fleurs, qui apparaissent à l'été, de juillet à fin 

septembre, sont rose lilas, parfois blanches échelonnées le long de la tige (Gamisans et 

Jeanmonod, 1993) . 

./ Habitat et aire de distribution 

Elle pousse dans l'ensemble du bassin méditerranéen, la majorité de l'Europe et certaines 

régions d'Asie (Beghidja et al., 2007) . 

./ Utilisation thérapeutique 

Elle possède des effets analgésique, antibactérien et antifongique dus à son huile 

essentielle (Lahlou et al., 2005). M pulegium est aussi utilisée en médecine traditionnelle comme 

antiseptique pulmonaire et pour traiter les affections gastriques (Hmamouchi, 2001). 

Annex Il: composition des milieux de culture (pour 1 litre d'eau distillée) 

1. Mueller -Binton (M B), BIMEDIA 

Constituant g/l 

Infusion de viande de bœuf 

1 Bydrolysat acide de caséine 

Amidon 

agar 

Préparation 

Ingrédients g/l 

300.00 

17.50 

1.50 

17.00 

7.6 

Dissoudre 38.00 g de poudre Meuler-Hinton dans un litre d'eau distillée. Autoclavage à 
120°C pendant 20 min. 
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2. Bouillon Mueller Hinton, FLUKA 

Constituant g/l 1 Ingrédients g/l 
1 

Peptone acide caséine 17.50 

Infusion de viande de bœuf J 2.00 

amidon 1.50 

Pb ; 7.6 

" 

Préparation 
Dissoudre 21g de milieu dans un litre d'eau distillée, additionner tween 80, autoclavage à 

120°C pendant 20min. 

3. Diluant (Eau physiologique stérile) 

Chlorure de sodium 9g 

Eau distillée IL 

pH 7,3 ± 0, 2 

Autoclavage à 120°C pendant 20 min. 

4. Les composants du bouillon et de gélose nutritive 

Constituant g/l Milieu de culture 

Bouillon nutritif gélose nutritif 

Extrait de viande 3 9 

Peptone trypsique 5 5 

Chlorure de sodium 5 5 

Agar-agar 15 
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Annexe ID 

Marque, concentration, diamètre critique et lecture interprétative des antibiotiques utilisés 
(CLSI, 2010) 

Agent antimicrobienne Charge de disque (µg) Diamètres critiques (mm) 

CTX 

CAZ 

AMC 

CIP 

AT 

FOX 

ox 
- /Non déterminé 

30 

30 

30 

5 

30 

s 1 

2:26 23-25 

2:21 18-20 

1 ~18 14-17 

2:31 21-30 
~ 
l 2:21 18-20 

2:22 

Annexe IV. Résultats de l'aromatogramme des huiles essentielles sur milieu solide. 

Escherichia coli 87 

Photos des résultats de l'activité antimicrobienne des HEs sur E.coli 

R 

:'.S22 

:'.Sl7 

:'.Sl3 

:'.S20 

:'.Sl7 

:'.S21 
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SARM 

Photos des résultats de l'activité antimicrobienne des HEs sur SARM 
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SARM 

Photos des Résultats de l'association des HEs/ABTs sur SARM 



Annexe VI : Résultats des CMls des HHs en milieu liquide 

Escherichia coli 87 

1 Concentration des huiles essentielles 111/ml 

300 150 75 37.5 18.75 9.37 4.68 2.34 1.17 

- - - - -

TYTO -
1 

- - 1 - - - - + + 
1 

1 

TYS - - - - - - - - -
1 1 

OG - - - - - - - - -
~ - ~ -

LS ! + + + + - - - - -
1 

~ 

MP - - 1 - - - - + + + 
1 

SARM 

Concentration des huiles essentielles µl/ml 

-
300 150 75 37.5 18.75 9.37 4.68 2.34 1.17 

rJ -

1 

TYTO - l - - l = - -
L -

+ 
1 1 -- -TYS - - - - - - - + + 

' J _[ J OG 

1 

-
1 

-
1 

-
1 

-
1 

- I_ - - - + 
~ -1 LS - - - - - - + + + 

• -
MP - - - - - - + + + 

Annexe 

0.58 0.3 témoin 

+ + ! + 
-

- - + 
-- + + 

+ + + 
- -

+ + + 

0.58 0.3 témoin 

+ + + 

+ + + 
-

+ + + 
1 

1 -- + + 
-

+ + + 
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Résumé 

L'objectif de cette étude est d'évaluer l'activité antibactérienne des huiles essentielles issues de cinq plantes aromatiques locales 
( Origanum glandulosum Desf. Thymus fontanesii Boiss et Reut, Thymus numidicus Poiret, Lavandula stoechas et Mentha pulegium) et 
leur associations avec les antibiotiques sur des souches multirésistantes (Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline et Escherichia 
coli productrice de P· Lactamase à Spectre Elargi). L'étude de la cinétique de croissance par la méthode spectrophotométrie et la 
détermination de la courbe d'étalonnage par dénombrement donne un temps de génération qui est d'environ 22 min pour E. coli et 30 
min pour le SARM. L'aromatogramme en milieu solide (méthodes des disques) a été utilisé pour évaluer l'activité de ces huiles 
essentielles ainsi que les associations huiles essentielles /antibiotiques. Toutes les huiles essentielles testées ont montré des effets plus ou 
moins importants sur les deux souches, l'huile essentielle de Thymus numidicus s'avère la plus efficace avec une activité plus 
prononcée. Trois types d'interactions sont observés lors de l'association HEs/ATBs(antagonistes, et synergiques et indifférents),lcs 
interactions synergiques concernent beaucoup plus le SARM. La détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices à été effectuée 
par la méthode de microdilution en milieu liquide, les résultats obtenus allant jusqu'à 18.75 µV ml pour E. coli et 9.37 µVml pour le 1 

SARM. L'effet des huiles essentielles testées sur la cinétique de croissance de SARM est plus au moins bactériostatique. 

Mots clés: Activité antibactérienne, huile essentielle ,l'aromatogramme, association HEs/ATBs, bactérie. 

Abstract 

The aim of this study is to evaluate the antibacterial activity of essential oils from five local aromatic plants ( Origanum glandulosum 

Desf: Thymus fontanesii Boiss and Reut, Thymus numidicus Poiret, Lavandula stoechas and Mentha pulegium L.) and their associations 

with different farnilies of antibiotics on multi-resistant strains (methicillin-resistant Staphylococcus aureus and Extended Spectrum p. 
Lactamse-resistant Escherichia coli ). The study of the kinetics of growth by the spectrophotometric method and the determination of the 

numbers cells gives a generation time which are approximately 22 min for E. coli and 30 min for the SARM. The aromatogram was uscd 

to evaluate the activity ofthese essential oils and their associations' essential oils/ antibiotics. Ali essential oils tested showed effects 

more or less important against both strains, essential oil of Thymus numidicus were provided the strongest effect. Two types of 

interactions are observed ( antagonists and synergistic) while the association EOs/ A TBs, conceming the synergetic effects, they were 

observed mainly against SARM. Determination of Minimum Inhibitory Concentrations was performed by micro-dilution broth methods, 

the results obtained up to 18.75 .mu.l /ml for E. coli and 9.37 mu.Vml for MRSA. Effect essential oils tested against the growth of 

MRSA kinetic is more or less bacteriostatic. 

Key words: Antibacterial activity, Essentiel oil, the arornatogram, association EOs/ A TBs, bacteria. 
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