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Résumé :

Notre travail consiste & déterminer I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de
I’éspéce R. officinalis L, appatenant 3 la famille des Labiées (Lamiaceae). Cette derniére
compte prés de 4000 et 350 genres de plantes distribuées a travers le monde et plus
particuli¢rement dans la région méditerranéenne.

L’étude de Pactivité antibactérienne de I’huile essentielle du Rosmarinus officinalis L
a montré une bonne activité vis-a-vis des souches testées et surtout les cocci a Gram (+) :
Staphylococcus aureus et les bacilles & Gram (-) :Enterobacter cloacae .

Mots clés: Labiées (Lamiaceae); R. officinalis L; Huile essentielle; Activité antibactérienne.
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Introduction:

Le régne végétal comprend des substances organiques de structure et d'utilisation
variées. En effet, les plantes renferment des composants chimiques qui se répartissent en deux
grands groupes : les protides, les glucides, les lipides et les acides nucléiques d’une part, les
pigments, les polyméres, les tanins, les saponosides, les flavonoides, les vitamines, les
hormones. ..et les essences végétales dites huiles essentielles d’autre parts. Les premiers sont
les constituants du métabolisme primaire, ils existent en permanence au sein de la plante. Les
autres proviennent du métabolisme secondaire et ne sont pas toujours présents chez les
végétaux [19].

Au cours des siécles, I’information sur les maniéres dont les huiles essentielies ont été
utilisées s’est transmise de génération en génération. Les scientifiques ont commencé a
étudier les différents constituants des huiles et de développer des contreparties synthétiques,
c’est ainsi que I’'industrie moderne des médicaments est née.

Parmi les plantes médicinales les plus connues, la famille des Lamiacées (ou labiées),
est une importante famille de plante dicotylédones qui comprend 4000 espéces et prés de 350
genres. Ce sont le plus souvent des plantes herbacées, des arbustes et rarement des arbres ou
des lianes, producteurs d’huiles essentielles.

Cette famille est une importante source d’huiles essentielles et d’antibiotiques pour
I’aromathérapie, la parfumerie et I'industrie des cosmétiques. On y rencontre beaucoup
d’espéces cultivées comme plantes condimentaires (romarin, sauge, thym, menthe, etc....)

Notre choix s’est porté sur 1’espéce Rosmarinus officinalis 1. qui est un arbrisseau
toujours vert des terrains calcaires des régions méditerranéennes [40] et connu en médecine

traditionnelle par son nom « Klil ».
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I- Historique :

La nature, dans sa grande générosité, nous propose une riche palette de plante pour
aider a la guérison. Oubliées pendant de nombreuses années, les huiles essentielles sont
redevenues des vedettes en matiére thérapeutique.

Les traces d'utilisation de I'aromathérapie remontent a plus de 7000 ans, preuve en est
un alambic en terre cuite retrouvé au Pakistan datant de cette époque. On trouve des
inscriptions datant de 4000 auns en Mésopotamie et des écrits égyptiens datant de 3500 ans.
Les Romains utilisés également les huiles essentielles. Mais la grande épopée des huiles
essentielles débute au 15éme siécle jusqu'en 1935, date a laquelle elles furent reléguées en
arriére plan avec la découverte de la pénicilline... A noter qu'aucun parfumeur n'a jamais été

soumis a une quelconque contamination.

Au début du XVII siécle, Paracelse (médecin suisse pére de la pharmacologie) étudia
I’ame des végétaux sous forme de quintessence a laquelle le nom d’esprit a été donné.

Puis, on lui attribua le nom d’essence et finalement d’huile essentielle [27].

C'est Valnet qui en 1970 va relancer l'utilisation thérapeutique des huiles essentielles
avec ses débats et son livre qui est maintenant dépassé vu les expérimentations et recherches

effectuées depuis, avec les moyens modernes a notre disposition.

En 1990 la médecine aromatique qui sera renommée ainsi par l'auteur D. Penoel
hérite d'un livre complet et toujours référence "L'aromathérapie exactement” comprenant les

chémotypes et indications thérapeutiques se référant 4 des bases scientifiques [55].
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Elles sont souvent plus concentrées dans les brindilles, les fleurs et les graines. Dans
une méme plante, ces huiles peuvent exister a la fois dans différents organes.-La composition

chimique pouvant varier d’un organe a un autre et d’une saison a I’autre {27].

V- Formation :

Les huiles essentielles, produites par les végétaux supérieurs, sont élaborées par des
glandes sécrétrices qui se trouvent sur presque toutes les parties de la plante( tiges feuilles,
fleurs, etc ).

Elles sont sécrétées au sein du cytoplasme de certaines cellules ou’ elles se rassemblent
sous forme de petites gouttelettes comme la plupart des substances lipophiles. En suite elles

sont stockées dans des cavités résultant de la fusion de plusieurs cellules [27].

II-I-5-Roles et intérét thérapeutiques des huiles essentielles:
VI-1- Role biologique :

La fonction biologique des terpénoides des huiles essentielles demeure la plus souvent
obscure. 11 est toutefois vraisemblable qu’elles ont un réle écologique qui a été établi dans le
domaine des interactions végétales (agent allopathique, notamment inhibiteurs de
germination) que dans celui des interactions végétal-animal : protection contre les prédateurs

insectes- champignons et attraction des pollinisateurs [54].

VI-2- Réle physiologique :
Le role physiologique des huiles essentielles est aujourd’hui mis en lumiére par le

progres scientifique [9, 13} :

VI-2-A- Propriété antiseptique :
C’est-a-dire microbicide (tue microbes et virus pathogénes).
Elles s’affirment par endroit supérieur aux antibiotiques classiques parce qu’elles ont une

action bactériolytique [14].

VI-2-B- Propriété de défloculation :
Les huiles essentielles sont défloculations (solvants). C'est a dire qu’elles « lysent » collent
aux mucosités visqueuses en cristallisant (noyaux durs issus des métabolismes et engendrés

par les excés des viandes et d’amidons, causes profondes de la plupart des maladies) [12].
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VI-2-C- Propriété de diurése [14]:
L’huile essentielle fait fonctionner les 4 grands émonctoires {(peau — avec ses 3
glandes-, reins, poumons et intestins), facilitant le drainage des déchets et résidus humoraux

solubles et insolubles vers leurs émonctoires spécialises.

VI-2-D- Pouvoir osmotique :

Les huiles essentielles sont employées en cosmétique, en Kinésithérapie et en
balnéothérapie. Les huiles essentielles utilisées contre les affections de la peau ont des
propriétés cicatrisantes dues a leurs activités physico-chimiques et a leur action vasomotrice.
Ce pouvoir osmotique s’exerce pleinement sur le systéme respiratoire, par la pénétration dans
la voie pulmonaire au moyen de brouillard micronisé {14).

Il apporte ainsi une voie originale de désinfection.

Ainsi, dans cette méme utilisation pulmonaire, la recherche fondamentale aux USA

met en évidence I’intérét de certaines chaines aromatiques agissent sur le mental (relaxation,

excitation...) et sur I’organisme en général [37).

VI-2-E- Le pouvoir bioélectronique :

1l a été mis en avant par L.C Vincent [22] avec ses 3 mesures fondamentales qui sont
recherchées dans les 3 liquides: Sang, salive, urine.
- Le pH ou mesure acido-basique pour les huiles essentielles est presque toujours acide, ce qui
contrarie le développement pathogéne évaluant toujours dans des valeurs basiques (7 a 14).
- L’oxydoréduction : ce paramétre indique la tendance ou non des cellules a s’oxyder et donc
a former des radicaux libres. Or, les huiles essentielles sont presque toujours dans des valeurs
réductrices s’opposant a I’oxydation (0 a 28).
- La résistivité ou résistance ionique, les huiles essentielles ont des taux trés élevés de ce

facteur (résistance) [22].

VI-3-- Réle thérapeutique :
Les huiles essentielles, reconnues pour leurs propriétés thérapeutiques, agissent sur la
personne dans sa globalité.
Les huiles essentielles possédent des propriétés thérapeutiques variées.
Elles : - Remédient aux problémes respiratoires.
- Diminuent la tenston nerveuse.

- Améliorent la circulation sanguine.
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- Aident le corps a traiter les impuretés.

- Soulagent la nervosité et les douleurs rhumatismales.

Il semble que les huiles essentielles extraites de certaines plantes aromatiques ont un
role important dans notre vie soit physiologique ou bien thérapeutique, sans oublier le role
biologique de ces huiles (inhibiteurs des germinations et protecteurs des plantes des

prédateurs —insectes, champignons) [3, 53].

VI -4- Role cosmétique:

Les huiles essentielles produisent un effet incontesté sur 'humeur et 'état d'esprit.
Leurs vapeurs peuvent étre relaxantes, toniques ou stimulantes.

A la limite de la pharmacie et des produits d'hygiéne, on notera la présence d'huiles

essentielles dans les préparations pour bains [29].

VL -5- Réle culinaire [27] :
Les huiles essentielles sont des produits d'origines végétales utilisées dans notre
alimentation comme des épices pour assaisonner les plats. Elles apportent une flaveur

originale a la préparation culinaire, et sont pour une bonne part, responsables des plaisirs.

Le tableau (1) représente les teneurs en huiles essentielles de diverses épices et herbes

aromatiques:
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Tableau-1: Teneurs en huiles essentielles de diverses épices et herbes aromatiques.

<!

F T ETRT TR T FETETFIFETFFTFFF.

EPICES HUIES ESSENTIELLES s
MIN-MAX(%) é
Ail 0,1-0.25 -t
Aneth (graines) 2,5-4 ;
Anis 1-4 ’
Badiane 2-3
Basilic doux 0,1 ""”‘é
Cardamones 4-10 ;
Carotte 0508 T
Carvi 3-6 o
Cassis 1-3,8 -3
Cenelles 1,6-3,5
Clou de girofle 14-21
Cumin 2.5-5 'E
Estragon 0.3-1.5 "?
Geniévre (bais) | 6,5-2,5 ""%
Laurier 0,5-1 |
Livéche T 0,1-1 -'_ """"’
Macis 813 E
Marjolaine 0,2-0,3 - E
Menthe poivrée 0,2-0,3 /
Noix de muscade 2,6-12

T At

Origan 1.0 approximatif

Poivre ~ 1035
Romarin 0,5

Safran 0,5-1
Sarriette 0,1-0,2
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VII- Propriétés fondamentales des huiles essentielles :
VII-1- Propriétés physico-chimiques :

Les huiles essenticlles différent des huiles grasses, par leurs propriétés physiques et
leurs compositions, du fait qu’elles se volatilisent & la chaleur et que leurs taches sur le papier
sont passageres. Autrefois, les essences étaient appréciées pour leurs propriétés
organoleptiques (odeur, goiit, couleur et aspect) vu I'usage qui en était fait comme matiére
aromatisantes et parfumantes.

Aujourd’hui, les propriétés phsyco-chimiques (densité, indice de réfraction, pouvoir
rotatoire, solubilité dans I’alcool, indice d’acide, d’ester ...) sont exigées pour leurs
évaluations commerciales.

Les huiles essentielles sont des substances caractérisées par une forte odeur
aromatique liée a leur volatilité et sont généralement incolores ou faiblement colorées (jaune
pale).

Cependant, on rencontre quelques-unes d’entre elles qui sont colorées comme
’essence de cannelle, d’absinthe et de camomille qui sont respectivement colorées en rouge,
vert et bleu.

La plupart d’entre elles sont plus légeéres que I’eau. 1l existe toutefois des huiles plus
lourdes comme par exemple les essences de cannelle, girofle et de sassafras.

Leurs densité varie de 0,8 a 1,08, leurs température d’ébullition de 160°C a 240°C
[12, 29].

Elles ont des indices de réfraction élevés et elles sont le plus souvent optiquement
actives car elles contiennent des molécules asymétriques.

Ces substances sont solubles dans les solvants organiques usuels et les huiles grasses.
Elles sont liposolubles et trés peu solubles dans I’eau a laquelle toutefois elles communiquent
leur odeur. On parle alors d’eau aromatique.

Elles se caractérisent par des indices chimiques qui permettent d’évaluer
approximativement la quantité de fonctions chimiques (acides, ester, alcool...) présente dans
les composants de I’essence.

De plus, elles sont sensibles a 1’oxydation et ont tendance & se polymériser pour

former des produits résineux [27].
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VII-2- Composition chimique :

La composition chimique des huiles essentielles est généralement trés complexe d’un
double point de vue, a la fois par le nombre élevé de constituants présents et surtout par la
diversité considérable de leurs structures.

Il n’est pas possible dans le cadre de cette étude de présenter d’une maniére exhaustive
tous les constituants des huiles essentielles. On se limitera aux plus caractéristiques par leur
fréquence et abondance.

En effet, elles comprennent deux classes de composés caractérisés par des origines
biogénétiques bien distinctes.

Le groupe des terpénoides, d’une part et le groupe des composés aromatiques dérivés
du phénylpropane d’autre part. Il existe également d’autres corps qui entrent en faible
proportion dans la constitution de certains huiles essentielles (acides, orga— -~

autres ...) [27].

" VI-2-A- Composés d’origines variées :

A Pintérieur de ce groupe on distingue divers hydrocarbures aliphatiqu

VII-2-B- Composés aromatiques :

Les composés « phénylpropanoide». Ce sont trés souvent des allyl et
propénylphénols.

On trouve parfois des aldéhydes, le cinnamaldéhyde les acides benzoiques,

cinnamique et des aldéhydes phénols.

VII-2-C- les terpénes ou terpénoides :
Ce sont des hydrocarbures de structure trés diverses : acycliques, monocycliques,

bicycliques ...portant parfois différents fonctions.

VIII- Principaux domaines d’application :
Par leurs nombreuses et diverses propriétés, les plantes aromatiques et leurs essences
trouvent leur emploi dans de multiples domaines telles que : I’alimentation, la pharmacie, la

parfumerie, ’aromathérapie et autres ... [27].
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VIII-1-Alimentation [27] :
Les vertus antiseptiques, et en méme temps les propriétés aromatisantes des essences
s utilisent quotidiennement dans les préparations culinaires (thym, ail, laurier,...).

Les essences aromatiques donnent aux condiments (poivre, gingembre,...) et aux
aromates (menthe, anis, laurier,...) leurs saveurs.

Les ardmes sont a base d’huiles essentielles (citron, anis, vanille,...). Ainsi les
essences d’anis et de badiane sont les principales sources d’anéthol naturel, composé utilisé
en liquoristerie (fabrication des boissons anisées) et en confiserie (bonbons, chocolats,...) de
méme la vanille sert a aromatiser les biscuits, les chocolats, les glaces, ...

Par ailleurs, le pouvoir anti-oxydant de certaines essences permet la conservation des
aliments en évitant les moisissures. C’est ainsi que le thym et le romarin servent a conserver
le smen.

Actuellement, V’industrie agroalimentaire utilise des essences dans les préparations
surgelées non seulement pour rechausser le goiit mais aussi pour empécher les contaminants

alimentaires de se développer (effet antimicrobien).

VIII-2-Pharmacie [27] :

Les huiles volatiles ont un grand intérét en pharmacie. Elles s’utilisent sous la forme de
préparations galéniques et dans la préparation d’infusion (verveine, thym, menthe,...).

Aussi, elles s’emploient pour leurs propriétés aromatisantes pour masquer I’odeur
désagréable des médicaments destinés a la voie orale.

Plus de 40% des médicaments sont & base de composants actifs issus de plantes. de
nombreuses huiles essentielles se trouvent dans la formule d’un trés grand nombre
spécialités pharmaceutiques : sirop, gouttes, gélules, etc.

A titre indicatif le « Pérubore » sous forme de tablette, s’utilise pour la préparati
d’inhalation rapide et se compose d’un mélange d’essences de thym, de romarin, de lavanc

de bergamote, du thymol et de baume de Pérou.

VIII-3- Parfumerie et cosmétique [27] :

Les propriétés odoriférantes des huiles essentielles conférant & ces derniers u
consommation importante en parfumerie et en cosmétique. Elles présent  t environ 60% d
matiéres premiéres de I’industrie des parfums synthétiques, du parfumage des savons et d

cosmétiques.
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La cosmétologie et le secteur des produits d’hygiénes emploient des essences dans les

rouges 4 lévres, les shampoings, les dentifrices, ...

VIII-4- Aromathérapie [27] :

Les huiles essentielles constituent le support du traitement des maladies par les
essences des plantes ou aromathérapie.

La masso-kinésithérapie, I’ostéopathie, la podologie, I’acupuncture, la rhumatologie,
’esthétique, etc. Sont autant de formes thérapeutiques médicales qui utilisent les huiles

essentielles en baume, en huile de corps et en huile de bain.

IX-Procédés d’extraction [27]:

Les huiles essentielles sont extraites de la matiére végétale par différents procédés. Le
choix de la technique dépend de la localisation histologique de I’essence dans le végétal et de
son utilisation dans les diverses industries.

Les principales méthodes d’extraction peuvent étre représentées comme suit :

La distillation (racines, feuilles, etc.)
Matiére —
végétale - I’enfleurage (fleurs)

I’expression (fruits)

IX-1 — La distillation :

C’est la méthode la plus connue. Elle consiste & vaporiser partiellement un liquide
(eau, solvant organi|que) qui entrainera avec lui substances volatiles. les *~~eurs ainsi formées
sont condensées par un systéme de réfrigération par courant d’ean fivwe et seront ensuite

récupérées.

IX-1-A- Extraction par entrainement i la vapeur d’eau :
IX-1-A-1- L’hydrodistillation :

C’est la technique la plus simple et la plus répandue, consiste a immergé directement
Le matériel végétal a traiter (broy€ ou pas) dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite porté
a D’ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées sur une surface froide et I’huile

essentielle se sépare par différence de densité.

11
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I- Aspect botanique :

I-1-Taxonomie :

Embranchement ......ccccceeeeeenen. Spermaphytes (phanérogames)
Sous embranchement................ Angiospermes
Classe...ccveeieeniinierenionissssncesonn Dicotylédones

Sous classe.....ccvveeiieiinniiociinninn Gamopétales
Ordre...cccoiieniineieiininiiinnnnnn Lamiales
Famille....ccuvverienaiiiiniiininnneen Lamiaceae
Genre.....cceveeiiiiiiiiininincecnnenn. Rosmarinus
ESpeéce...cccciieieenincnninirencnnn Rosmarinus officinalis L

Classification du Rosmarinus officinalis 1L

I-2- Caracteéres généraux de la famille des labiées :

Selon Quezel {55], la famille des labiées est une arbustes, sous-arbrisseaux ou plantes
herbacées en général odorants, a tiges quadrangulaires. Feuilles en général opposées sans
stipules. Inflorescences en cymes axillaires = contractées simulant souvent des verticilles
(verticillastres), ou encore condensées au sommet des tiges, et simulant des épis (spicastres).
Fleurs 5 méres en général hermaphrodites. Calice a S divisions + bilabié, persistant. Corolle
en général bilabié, longuement tubuleux, parfois a 4-5 lobes sub-égaux ou & une seule lévre
inférieure trilobée, la supérieure bilobée. Etamines 4, la cinquiéme nulle ou trés réduite;
parfois, 2 étamines et 2 staminodes. Anthéres a loges parfois dissociées et a connectif trés
différencié. Ovaire supére a 2 carpelles originellement bi-ovulés, ensuite uniovulés par la
constitution d’une fausse cloison style bifide, en général gymnobasique. Fruits constitués par
4 akénes + soudés par leur face interne et diversement ornés.

Famille trés importante dans la flore de I’Algérie. Certains genres sont de

déterminations délicates en raison de la variabilité extréme des especes [59].

I-3- Caractéres généraux du genre :

Selon Quezel [55], le genre Rosmarinus est décrit comme une arbustes ou sous-

arbrisseaux ligneux trés odorants. Feuilles linéaires a marge révolutée, gaufrées, verdatres en

13
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dessus plus ou moins hispides ou blanchitres en 02 lévres, la supérieure entiére ou a peine

marginée pas plus longue que I'inférieure, cette derniére trilobée [59].

I-4- Caracteéres généraux de I’espéce :

Inflorescences et calice a pilosité pruineuse trés courte constituée par des poils
étroitement appliqués. Inflorescences en épis tres courts, a bractées squamiformes de 1-2 mm,

rapidement caduques pousse dans les garrigues et les foréts claires [24, 59].

I-5- Localisation :

Le romarin, répandu dans tout le bassin méditerranéen, a 1’état sauvage sur les sols
calcaires dans les maquis, garrigues et sur les collines arides.
Il est fréquemment cultivé dans les jardins comme plante d’ormnement et comme

condiment [2, 27].

I-6- Utilisation traditionnelle [56] :

Bien connu des anciens, le romarin a été célébre au 17"™ siécle, son alcoolat, connu
alors sous le nom d’eau de la reine de Hongrie étant tres renommé pour guérir particulier la
paralysie et la goutte.

Depuis toujours, le romarin jouit d’une glorieuse réputation. Ainsi le poete latin

Horace le désigne comme étant une plante sacrée douée de vertus quasi magiques.
Dioscoride I’indique en cas d’affections du foie et de I’estomac, ainsi que Galien qui en fait le
meilleur reméde contre la jaunisse. Les médecins arabes qui savaient en extraire 1’huile
essentielle en faisaient grand usage contre les maux les spagiries et les apothicaires de la
renaissance le tenant également en haute estime.

C’est la reine de Hongrie Elisabeth qui immortalisa a jamais le romarin en 1378, agée
de 72 ans, souffrant atrocement de la goutte et paralysée, elle recut d’'un monastére la formule
d’un élixir de jouvence qui était en fait une macération de fleurs de romarin dans I’alcool cette
préparation désormais célébre dans le nom d’eau de la reine de Hongrie permit a celle-ci de
retrouver miraculeusement sa vigueur et sa fraicheur.

Celui dont on tire I’huile essentielle pousse spontanément dans les garrigues
sauvages. Stimulantes, les fleurs de romarin sont généralement recommandées en cas de

fatigues physique ou intellectuelle, pour protéger et stimuler le foie et la visecule biliaire.
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II- Aspect chimique :

II-1- La compeosition chimique :

En dehors de I’huile essentielle, le romarin, ferme plusieurs composés intéressants
pouvant intérieur dans son action, en particulier des dérivés polyphénoliques :

**Pigment flavoniques : mis en évidence par Bezanger et Guilbert (1965), étudies par les
mémes auteurs (1970) et par Brieskorn et Doenung (1968) : il s’agit de glucosides de flavones
(apigenine et luteolined et de genkroanol (methyl-7 apigenine).

**Acide rosmarinique : ’ancien « tanin des labiées », qui est un depside de I’acide
caféique (Scarpati et Oriebte, 1959 a: il en existe 2 4 3 p 100.

**Un principe amer: la picrosalvine ou camosol. C’est une lactone diterpinique
comportant 2 fonctions hydroxyles en ortho (Brieskorn et Fuchs, 1962).

De petites quantités d’un alcaloide, la rosmaricine, ont €té caractérisées par Yakhontova et
Anisimova, 1962, mais d’aprés Wenkert et coll. (1965), 1l s’agit d’un artefact du a ’action de
I’ammoniaque employée pour I’extraction sur I’acide carmosique (correspondant au carnosol)
d’autre part, les dérives triterpibiques sont abondants : 2 3 4 p100 d’acide ursolique (Pourrat
et le Men, 1953) a. et § amyrine, etc.

L’huile essentielle (1a 2 p100) est constituée par des dérives terpéniques : carbures, pinéne,
campheéne, cinéol, bornéol et acétate de bornyle, Det DL camphre (Graf et Hoppe, 1964) [56].

II-2- L’activité de I’huile essentielle de différentes espeéces de Rosmarinus officinalis 1.:
Les différentes activités thérapeutiques des espeéces du genre Rosmarinus sont dues a
leurs meétabolites variés. Ces huiles essentielles de ces espéces possédent également des
activités variées (anti-microbienne...). Nous avons résumé les composants d’huiles
essentielles d’espéces du Rosmarinus (seulement les composants majoritaires sont dressés)

et leurs activités dans les Tableau -2 -, -3 -.

Tableau -2- : Activités de différentes espéces du genre Rosmarinus.

Espece Activité Reéférences
Rosmarinus Fongicide 6
Rosmarinus Antioxidante 25
Rosmarinus officinalis L Antioxidante 50
Rosmarinus Antibactérienne 57,42
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Le tableau -3- montre que les composants majoritaires de différents espéces du genre
Rosmarinus se différent d’un espéces a un autre (méme dans la méme espéce) selon la région,
ce qui nous exprime que les condition du climat jouent un role important dans la diversité du

genre Rosmarinus.
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Chapitre TIT Apercue sur les bactéries

Introduction ;

Une définition précise des bactéries permet actuellement d’établir les limites du mode
bactérien, elle fait intervenir tous les caractéres structuraux et métaboliques qui leur donnent
une individualité parmi les microorganismes et permettent de les distinguer d’une part des
champignons inférieures et des protozoaires, d’autre part {45].

Les bactéries sont connues depuis 1676 (Leeuwenhoek) [31], il s’agit des
microorganismes unicellulaires classés parmi les procaryotes, car ils ne possédent pas de
membrane nucléaire.

De fagon résumée, la cellule bactérienne se distingue de la cellule animale par sa petite
taille, par la présence d’une paroi rigide contenant un polymere particulier, le peptidoglucane,
par le caractére haploide de son génome et par ’absence des mitochondries.

La coloration de Gram permet de séparer les bactéries en deux catégories dont la paroi est de

structure différente. Certaines espéces bactériennes peuvent posséder des capsules [38].

1- Les principaux germes étudiés :
Au cours de notre étude consacrée a I’évaluation de ’activité antibactérienne de
I’huile essentielle du Rosmarinus officinalis L, nous avons utilisé :
> Des souches de références provenant de I’instituer Pasteur a Alger, qui sont :
e Fscherichia coli ATCC 25922.
e Pseudomonos aeruginosa ATCC 27853.
o Staphylococcus aureus ATCC 29213.
o Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.
> Deux souches qui sont isolées de différents prélévements de malade du CHU (Centre
Hospitalo- Universitaire) : pus, ponction plurales, ponction d’ascites.
Ces souches ont été récupérées auprés du laboratoire de microbiologie du CHU
Benbadis de Constantine :
o Salmonella Typhimurium.

e Enterobacter cloacae.

Certaines de ces bactéries posent avant tout le probléeme des multirésistances aux

antibiotiques, en particulier le S. aureus résistant a la méticilline (SARM).
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II- Caractéres généraux sur les souches étudiées :
II-1-Généralité sur La famille des Enterobacteriaceae :

La famille des Enterobacteriaceae est la plus grande famille de la section 5 du
Bergey’s manuel [36].
Elle contient des bacilles ou coccobacilles, asporulés Gram négatif [38] ayant en commun les
caractéres suivants :
Aérobies anaérobies facultatifs, mobiles par cils péritriches (E .colii P. mirabilis) ou
immobiles (K. preumoniae), utilisent le glucose par métabolisme fermentatif, avec ou sans
production de gaz, réduisent les nitrates en nitrites, oxydase (-), cultivent sur milieu ordinaires
[38].

La famille des Enterobacteriaceae regroupe plusieurs espéces dont la plus part sont des
commennsaux de tube digestif de I’homme et des animaux (I’intestin). Mais ce caractére

écologique n ‘est pas exclusif (peuvent étre isolées a partie du sol et des végétaux) [32].

II-2- Caractéres culturaux :

Les Enterobacteriaceae se développent bien sur bouillon ou sur gélose ordinaire
incubés pendant 18h a 37C°.
Sur milieu gélosés, les colonies d’Entérobactéries sont habituellement lisses, brillantes, de
structure homogéne de 23 3 mm de diamétre (type « Smooth » ou S), cet aspect peut évoluer
aprés cultures successives pour donner des colonies a surface séche et rugueuse ( type «
Rough » ou R) [32].
-Les colonies muqueuses sont habituelles avec les klebsiella. Leur diamétre peut dépasser
10mm; elles ont une tendance a la confluence.
-Les colonies naines s’observent avec des souches déficientes dans certaines de leur chaine
métabolique. Elles ne sont pas exceptionnelles chez les E. coli isolées d’infection urinaires

[4,31].

I1-3- Caractéres antigéniques [32] :

Les Enterobacteriaceae possédent un antigéne commun (CA) encore appelé antigéne
de kunin. Son existence chez certains groupes de germes comme Yersinia, les Envinia ont
permis de confirmer leur appartenance a la famille des Enterobacteriaceae.

On peut distinguer en outre :
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- des antigénes de paroi ou antigéne O, toujours présent; thermostable (résistants 2h a un
chauffage 4100C°), alcoostables et trés toxiques.
- des antigenes de capsule ou d’enveloppe appelés antigéne K.

- des antigenes flagellaires ou antigénes H.

I1-4- Le pouvoir pathogéne des Entérobactéries :

Le pouvoir pathogene des Entérobactéries concerne les syndromes digestifs, les
infections viscérales, les infections du tractus urinaire la peste, la dysenterie bacillaire, la
fievre typhoide et diverses septicémies N’oublions pas que les Entérobactéries sont aussi des
phytopathogénes [32].

Les principaux genres appartenant a la famille des Enterobacteriaceae sont :

Escherichia, Citrobacte, Klebsiella, Seratia, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Proteus.

I1-5- Les bacilles a Gram négatif :
11-5-A- Escherichia coli (E.coli):

Les colibacilles ou Escherichia coli ont été¢ découverts par Escherich en 1885 [32].
E.coli est un bacille a Gram négatif, cette bactérie est connue depuis longtemps comme banale
du tube digestif et pathogéne pour I’appareil urinaire [48].
Escherichia coli est une espece commensale de tube digestif de I'homme et des animaux (dans
I’intestin). La présence d’E. coli dans [’eau est le témoin d’une contamination fécale récente
[4].
I1-5-A-1- caractéres biochimiques :

Les caractéres biochimiques d’E.coli sont représentés dans le tableau-4.

Tableau-4: caractéres biochimiques d’E. coli [38]

Caractéres | mob |uréase|indol| Lac | Sac | H,S | Gaz | Citrat| B.gal| Gélatin| VP | RM | LDC| ODC
biochimique:

E coli + - + + VvV - + - + - - + + \%

V : variable, irrégulier ou lente ; (-) ou (+) : majorité des biotypes — ou +.

(+): réaction positive, (-):réaction négative.
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II-5-A-2-Pouvoir pathogéne [32] :
E. coli peut provoquer plusieurs types d’infections avec de syndromes polymorphes :
e Les infections abdominales; suppurations péritaneales.
e Les infections bactériennes (bactérimies): elle sont dues au pouvoir invasif et leur
resistance a la phagocytose et a I’action du complément.

e Méningites des nouveaux nées ou nourrissons et les syndromes diarrhéigues.

I1-5-A-3- Propriétés antigéniques [40] :
1l existe plus de 170 antigénes somatiques, 52 antigénes flagellaires et 70 antigénes

capsulaires permettant de les classer en sérotypes.

II-5-A-4- Facteurs de virulence [40] :
o Présence d’endotoxine, liée au LPS (lypopolysaccharide).
o Adhésines : trés nombreuses, responsables d’attachement aux cellules uroépithéliales
et aux entérocytes.
o Hémolysines et facteurs cytotoxiques (CNF cytotoxic necrotizing factor).

o Résistance 3 I’activité bactéricide du sérum.

1-5-B- Salmonella typhimurium:
Jusqu’a ce jour, prés de 1900 types de salmonella ont été identifiés. Elles se
distinguent les unes des autres par les formules antigéniques [11], la maladie causée par S.

typhimurium appelée fievre typhoide.

I1-5-B-1-Caractére bactériologiques :
Morphologie :

C’est un bacille a Gram négatif, de 2 4 3 pm de long et 0,6 a 0,8 um de large, trés
mobile par une ciliature péritriches, non capsulé, asporulé [11].
Habitat :

Les salmonella sont essentiellement des parasites du tube digestif de I’homme et des
animaux. Elle peuvent étre disséminées dans le milieu extérieur par les excréta, mais ne s’y

multiplient pas [32].
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Culture :

La culture est facile dans les milieux usuels en aérobiose, et facultativement en
anaerobiose. La T° optimale est de 37C°, le pH optimum est de 7,6.

En bouillon, le milieu se trouble donnant d’abord P’aspect d’ondes soyeuses, puis
uniforme.

Sur gélose, les colonies sont petites, arrondies, claires a surface, blanchitres, bombées
et brillantes [11].
Transmission :

La transmission de la fiévre typhoide d’homme a homme se fait par I’intermédiaire de
I’eau ou de l'aliment souillé (coquillages), par des selles de malades ou convalescent ;
porteurs sains.

La contamination de I’homme par S. fyphi se fait par voie buccale, la fréquence
d’infection a salmouella est en augmentation, clle est favorisée par le développement des
repas pris en collectivité ou les aliments sont préparés bien avant d’étre consommés et dans

les quels les bactéries se multiplier [33].

II-5-B-2-Caracteres phénotypiques :
Les caracteéres phénotypiques (biochimiques) de salmonella tphimurinm sont représentés
dans le tableau-5.

Tableau -5 caracteres phénotypiques de S.Aphinniri [4,38].

C te :

aracieres mob | Gaz | Lac | B.gal | Uréase | Indol | VP | RM | HS | Citrate | Mannitol | Gélatin | LDC | TDA
Phénotypiques
S.yyphimurium| + | - | - | - - | - -+ + + + - +

II-5-B-3-Pouvoir pathogéne [4]:
Les salmonelloses peuvent revétir trois aspects :

v" Les formes septicémiques: ce sont les fiévres typhoides et paratyphoides dues 2 S.
typhi, S. paratyphi A, B et rarement C. Ce sont des septicémies a point de départ
lymphatique.

v" Les salmonellose purement digestives : les toxi-infections alimentaires a Salmonelia
se manifestent par diarrhées, de la fiévre, et des vomissement.

v’ Les formes extra digestives: Elles sont plus rares: infections urinaires, méningites,
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cholécystistes, infections pulmonaires ..., ces formes surviennent plus volontiers chez

les malades immuno—déprimes.

II-5-B-4- Toxines:

Vincent a décrit une neurotoxine thermolabile qu’il obtenait par culture du germe en
sac de collodion, dans la cavité péritonéale du cobaye, elle détermine la mort du cobaye par
Voie péritonéale.

En realité la véritable toxine du germe parait étre ’endotoxine, obtenue par broyage
du germe et qui s’identifie a I’antigéne O thermostable de Boivin. Par voie intraveineuse, elle
détermine chez les animaux la congestion de I’intestin gréle, des fusions hémorragiques de la

muqueuse et une tuméfaction des plaques de Peyer.

II-5-C-Klebsiella, Enterobacter :
Dans cette rubrique, figurent les entérobactéries qui sont capable de produire de
’acetoine : réaction de voges proskauer positive.
Ce caractére biochimique commun permet le regroupement de bactéries autrefois étudiées
dans des genres distincts : Klebsiella, Enterobacter, Serratia (groupe K E.S). Al'interieur de
chaque genre des especes peuvent étre différenciées en fonction de modalités de la réaction de
VP ou d’autres caractéres biochimiques [32].
On peut leur attribuer un certain nombre de caractéres communs :
+» biochimiques: a cote des caractéres communs a toutes les Entérobactéries, les tests:
indole, rouge de méthyle, réaction de voges prokauer, Citrate de Simmons sont
identiques pour les deux genres sans oublier le genre Serratia.
+» Relatifs au pouvoir pathogéne: I’importances en cliniques de ces entérobactéries
s’accroit en fonction de I’extension de I’antibiothérapie responsable du déséquilibre de
la flore normale et de I’ exaltation du pouvoir pathogéne des souches résistantes.
Les infections dues 4 ces germes se retrouvent principalement en milieu hospitalier et chez les
sujets débilités. Elle réaliseront: des septicémies d’évolution souvent mortelles, des infections
brancha-pulmonaires secondaires a grippe, rougeole, ou apparaissant chez les sujets en

réanimation respiratoire {31].
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0-5-C-1-Klebsiella Pneumoniae (bacille de friedlander) :
Entrevu par kiebs en 188G, décrit en 1882 par Friedlander dans les crachats de sujets

atteints de pneumonie, le pneumobacille a été considéré comme I’agent de pneumonie [33].

[I-5-C-1-a-caracteres bactériologiques :
Habitait <

Répondues dans la nature, elle sont des hotes normaux du tube digestif [32], il peut
étre trouvé dans le rhinopharynx, la salive des sujets sains, sur les muqueuses normales de
I’cesophage et des bronches, sur les téguments, dans la terre, les poussiéres, les eaux ; il parait

capable d’y mener une vie saprophytique [33].

Morphologie et caractéres culturaux :

Dans les produits pathologiques : gros bacille, Gram négatif, coloration souvent
bipolaire, entouré d’une capsule souvent volumineuse.

En milieu liquide : dépot glaireux et collorette; sur gélose: grosse colonies bombées,

opaques, visqueuses en goutte de miel" [15].

II-5-C-1-b- Caractére biochimiques :
Les caracteres biochimiques de K. preumoriiae sont représentés dans le tableau-6.

Tableau-6- Caractéeres biochimiques de K. pneumoniae [38].

Caractéres Mob | uréa | indol | Lac | sac | H,S | Gaz | citra | B.gal | Géla | VP | RM | LDC
biochimiques

ObC

K. -+ - P+ e s s+ iy -t

[ pneumonie L

HI-5-C-1-c- Pouvoir pathogéne :

La souris est Panimal de choix pour ’étude de pouvoir pathogéne de K. preumoniae,
la virulence pour les souris paraissant le fait de Klebsielles responsables d’infections
pulmonaires.

Par voie sous cutanée, on détermine un abcés, puis une septicémie avec
splénomégalie. Dans le Sang du cceur et les frottis de visceres, Klebsiella pneumoniae

apparait muni d’une fort belle capsule. La voie intrachéale détermine une série de foyer
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d’alvéolite oedémateuse, compliqués ultérienrement de septicémie; la voie péritonéal: une

péritonite suivie de septicémie {33].

-5-C-1-d-Toxines:

Dans le cadre des toxines élaborés par klebsiella, il semble qu’on puisse faire entrer
Peffet inhibiteur, signalé par les anciens auteur, cet effet observé imvitro, et retrouvé innvivo
chez le lapin qui survit plus longtemps s’il recoit, en injection, un mélange de bactérie et de

pneumobacilles qu'une culture de seules bactéridies [33].

-5-C-2-Enterobacter :
Les Enterobacter sont des Enterobacteriaceae VP (+), voisines des Afebsiella dont elles
se distinguent par leur mobilité, par la présence d’'un ODC, parfois ADH et par ’absence

d’uréase. La TDA, la DNase, la production d’indole et H,S sont négatif [4].

1-5-C-2-a-Habitat et Epidimologie :
Les Enterobacter sont des commensaux du tube digestif de 'homme et des animaux.
On les trouve dans les eaux, sur le sol, sur la peau et les muqueuses, ce sont des bactéries de

’hospitalisme (Enterobacter cloacae) [4].

II-5-C-2-b-Caractéres biochimiques :
Les caractéres biochimiques qui permettent de distinguer I’espéce £. cloacae sont
indiqués dans le tableau-7.

Tableau-7: Caractéres biochimiques d’E. cloacae [38].

Caractéres | mob| uréas| indol| Lac| Sac| H,S| Gaz| citrat B.gal{ G#éatin| VP| RM| LDC| ODC

biochimiques

E. cloacae| + \'% - + |+ - + + + - + | - - +

I-5-C-2-c-Pouvoir pathogénie :
Comme Klebsiella pnenmoniae les domaines pathologiques par £. cloacae sont les

méme [33].
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II-5-D-Paseudomanas aeruginosa :
C’est le bacille du pus bleu de I’ancienne pourriture d’hopital, isolé en 1882 par
Gessard [32].

II-5-D-1-Caracteres bactériologiques :
Habitat :

Psenudomonas aeruginosa ou bacille pyocyanique est un bacille a Gram (-), aérobie
strict, trés mobile par ciliatures monotriche, ubiquitaire, présent dans les sites naturels
humides : eau, sol, végétaux, dans la partie initiale du tube digestif et dans la peau et les

muqueuses de I'homme et des animaux [26].

Transmission :
Les infections & bacilles pyocyaniques surviennent surtout en milieu hospitalier, les
germes sont apportés aux malades soit par I’environnement (fleurs), soit par I’alimentation

(1égumes) soit par les soin médicaux (antiseptiques et les matériels souillés)[32].

II-5-D-2-Caractéres Biochimiques :

Les caractéres Biochimiques de Psendomonas aeruginosa sont représentés dans le

tableau-8.

Tableau-8 : Caractéres biochimiques de P. aeruginosa [4.38].

Caractéres mob | uréa | indol | Lac | glu | citra | oxy | Géla| LDC | ODC| ADH | nitra
biochimiques

P.aeruginosa | + - - - + |+ + |+ - - + +

II-5-D-3-Caractéres culturaux et pigments :

Sa culture est facile a des T° comprises entre 10et 42C°. Les colonies sont
transparentes, a bords circulaires. Le bacille pyocyanique élabore deux pigments
hydrosolubles; la pyocyanique (pigment bleu soluble dans le chloroforme), et la pyoverdine
(pigment jaune —vert fluoresent, non soluble dans le chloroforme). Avec certaines souches peu
ou pas pigmentées {(en particulier certaines souches résistantes aux antibiotiques), on devra
rechercher les pigments caractéristiques sur des milieux d’épreuve sensibles (milieu A et B de

King par exemple). La culture a une odeur particuliére et caractéristique [32].
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11-5-D-4-Pouvoir pathogeue :

Psendomonas aeruginosa est I’exemple type de la bactérie pathogéne, il est impliqué
dans diverses infections parmi lesquelles : les infections cutanées, broncho-pneumopathies,
oculaires, digestives, infections méningée et dans des septicémie, sans oublier les infections
urinaires [4].

Les malades particuliérement sensibles sont les nourrissons, les diabétiques et surtout les
cancéreux [4]. Toutefois, P. aeruginosa dispose d’un nombre important de facteurs de
virulence liés soit a sa structure(LPS), soit a I’élaboration d’exoproduits: Enzymes (protéase,

phospholipase C... ), exotoxine [26].

II-6-Les cocci a Gram positif : Les staphylocoques

Découverts par pasteur en 1880, Ces germes ont été dénommés staphylocoques par
QOgston en1881 en raison de la morphologie particuliére de leur groupement [32].
11-6-A-Staphylococcus aureus :

II-6-A-1-Caractéres bactériologiques :
Habitat :

Le S. aureus est trés répondu dans la nature (eau, air, sol,...) et vivent souvent a |’état
commensal sur la peau et les muqueuses des organismes humains et animaux (nez, main,
gorge, selle ...)[32].

Mophologie et caractéres culturaux :

Dans le pus S. gureus se présente sous ’aspect de cocci en diplocoques en petits amas

et en courtes chalnettes mesurant 0,8 & 1 um. Sur milieu solide, il se dispose en « grappes de
raisin ». Il est immobile, non sporulé et habituellement ne posséde pas de capsule [4, 31,44].
S, aureus est une bactérie aérobie-anaérobie facultative. Il cultive facilement sur milieux
ordinaires et pousse en présence de forte concentration saline (milieu sélectif de Chapman &
7,5% de Nacl). Il s’accommode de grande variations de T° de 10 a 45C°¢t de pH. Avec une T°
optimale a 37C° et un pH optimal a 7,5 [4,31].

En bouillon la culture déja visible au bout de 5-6 heures, est trés abondante aprés
24 h [44]. Sur milieu gélos€, les colonies bien développées au bout de 24 h sont lisse,
bombeées et habituellement pigmentées en jaune doré, la production de ce pigment est souvent

associée avec d’autre caracteres de pathogénicité [4,31,44].
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Transmission :
La transmission interhumaine s’opére généralement par contact direct {(manuportage).

Elle peut aussi étre indirect par les v€tements, la literie ou les aliments [38].

I1-6-A-2-Caractéres biochimiques :

S. aurens posséde un équipement enzymatique treés complet qui le rend capable d’agir
sur de nombreux hydrates de carbone, lipides, protéine. Les caractéres biochimiques qui
permetient le diagnostic rapide de genre sont: la présence d’une catalase, 1'utilisation du
glucose en anaérobiose. Le diagnostic d’espéce fait intervenir la fermentation du mannito! et

la recherche de certaines enzymes essentiellement coagulas {32].

I1-6-A-3-Substances élaborées :
Elles sont particuliérement nombreuses chez les §. aureus, on a les toxines et les
enzymes :
+¢ Les toxines :
e Staphylolysine : la principale est la Staphylolysine a (pouvoir nécrotique).
¢ Leucocidine : pouvoir toxique vis-a-vis des leucocytes.
e Exfoliatine : toxine épidermolytique [4].
e Entérotoxines: responsable de manifestation pathologique digestives; intoxications
alimentaires et entérocolites aigués [32].
% Les enzyme [32]:
e La coagulas (staphylocoagulase): exoenzyme capable de coaguler le plasma
d’homme ou de lapin.
e la fibrinolysine.
e Les hyaluronidase.
e Lipases et estérases, capable de métaboliser les graisses cutanées.

e béta - lactamases.

I1-6-A-4- Pouvoir pathogéne [4] :
Les §. aureus sont responsable des :
e Infection cutanéo—muqueuses (abces).
e Agent de septicémies.
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e Agent d’intoxication alimentaire et entérocolites aigués.

e syndrome de choc toxique.

III- Sensibilité des souches bactériennes étudiées aux agents antimicrobiens:

I existe deux types d’agents antimicrobiens :

0 Les agents physiques :

Ils assurent la destruction des germes en modifiant leur environnement physico-

chimique ainsi leur multiplication est arrétée et leur survie compromise.
o Les agents chimiques :

Ce sont des substances dont le contact avec les bactéries entraine soit I’arrét de leur
multiplication bactériostase, soit leur destruction (bactéricide) [44].

La découverte des antibiotiques a marqué une étape capitale de lutte contre les
maladies infectieuse. Ces molécules ont permis d’épargner un grand nombre de vie. Ainsi,
pour chaque souche isolée, la recherche de la résistance doit étre effectuée. La résistance aux
antibiotiques est un phénoméne rencontré chez ’homme et chez I’animal. Cette résistance
constitue une caractéristique propre a P'espéce et délimite le spectre d’activité des
antibiotiques. L.e Tableau —9- représente la sensibilité de certaines souches bactériennes aux

antibiotiques:
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Tableau -9 : sensibilité des souches bactériennes aux antibiotiques

Souches bactériennes

Antibiotique auxquels les souches sont sensibles

Escherichia coli

Amino-Pénicilline, Céphalosporines, quinolones, aminosides
Triméthoprime-sulphaméthoxazole [4,15]. L’ampicilline, Colistine

Les tétracyclines [15].

salmonella typhimurium

L’ampicilline, céphalosporines, tétracyclines [46].

Klebsiella pneumoniae

Céphalosporine [4, 32], aminosides, la costine, I’acide nalidixique,

I’association thriméthoprime-sulfaméthoxazole [4].

Enterobacter

aminosides, la colistine, I’acide nalidixique, I’association

triméthoprime- sulfaméthoxazole.

Psendomonas aeruginosa

Carbénicilline, ticarcilline, (gentamicine, tobramycine) Costistine
[32,46], céphalosporine de la 3éme génération (cefsulodine,

céftazidime).

Staphylococcus aureus

Aminosides (Gentamicine et tobramycine), Macrolides
(érythromycine et spiromycine), Les lincosamines (la lincomycine

et la clyndamycine). vancomycine, pristinamycine [4].
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I- Matériel et méthodes :

Dans notre travail P'étude de V'activité antibactérienne de Ihuile essentielle du
Rosmarinus officinalis L a été effectuée au laboratoire de microbiologie du université, Abd
Elhak ben Hamouda de Jijel, sur les souches bactériennes suivantes : Esherichia coli ATCC,
Klebsiella pneumoniae ATCC, Enterobacter cloacae, Salmonella typhimurium, Pseudomonas

aeruginosa ATCC, Staphylococcus aureus ATCC.

I-1- Matériel :
I-1-A- Matériel bactériologique :

Comme on a déja dit les souches utilisées proviennent de I’instituer Pasteur & Alger, et
a partir de différents prélévements de malade de CHU.

I-1-B- Matériel végétal :

Le type de ’'HE utilisée ont été préparé par hydrodistillation, au niveau de 'université
de Constantine, & partir de Ia plante du Rosmarinus officinalis L (feuilles et fleurs).

La plante ont pour origine la région de Constantine et elle étant récolté le moi Avril
2005 (Université Mantouri).

I-1-C- Les milieux de culture :
Les milieux de culture utilisés (Leur composition: voir annexe) sont les suivants :
» Gélose Héktoen et BN ou coeur cervelle :pour faire des repiquages des souches : E.
coli, S. typhimurium, K .pneumoniae et E. Cloacae.
» Gélose Chapman et BN ou coeur cervelle : pour S. gqureus (mé€me but).
Gélose M-H (Mueller-Hinton) : pour tester ’effet de 'HE du R.. officinalis L sur les
souches étudier.
Eau distillé : pour la préparation de I'inoculum.
Milieu TSI.
Mitieu Clark et Lubs.

Milieu Citrate de Simmons.

\4

Milieu Urée-indole. > Pour I'identification biochimique

Gélose mannitol- mobilité. d’Enterobacter.

V V V V V V V

L’eau peptonée.
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I-1-D- Les réactifs

< VPI Pour mettre en évidence ’acétoine.

(P
0’0

)
0.0

(/)
0.0

VPl

Kovacs: Pour mettre en évidence la présence d’indole.

Disque ONPG: Pour mettre en évidence la présence du B-galactosidase.

1-1-E- Autre matériels :

DN N N N . Y N NN

AN

Parmi le matériel utilisé on note :

L’appareille Clevenger : pour 1’extraction de I'HE du R. officinalis L.

I’étuve: pour I'incubation des culture.

Pipettes Pasteur.

Pipettes graduer.

Disques stériles de papier Wattman N°3.

Pince stérile.

Ecouvillons.

Boites de Pétri.

Anse de platine.

Micro pipettes (1ml, Smi, 10ml) pour I’application des dilutions d’HE dans les disques
de papier Wattman N°3..

L’éthanol diluée : pour faire les dilutions de I’huile essentielle.

Série de tubes contenant 18ml de M-H ( Milieu Miiller- Hinton) fondu et ramené a
50°C.

Bouillon de cuiture de 18h de bactéric a8 étudier ou une suspension en densité

équivalente.

II- Méthodes:

I-1- Méthode d’extraction de Phuile essentielle du R. officinalis L :

II-1-A- Etudes antérieures sur Panalyse des huiles essentielles du genre Rosmarinus :
I-1-A-1- Matériel végétal et extraction de Phuile essentielle de Rosmarinus officinalis L :

La plante a été récoltée a I'Université de Constantine au mois d’avril 2005, elle a été

séchée a l’ombre.

I1-1-A-2- Parties utilisées :

Les parties utilisées de la plante sont les parties aériennes: feuilles et fleurs.
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I1-1-A-3- La méthode d’extraction de Phuile essentielle de Rosmarinus officinalis L :

L'extraction de l'huile essenticlle de notre plante a été réalisée au niveau du
"Laboratoire d 'Obtention de Substances Thérapeutiques"(LOST), Faculté des sciences,
Université Mentouri- Constantine.

Notre échantillon a subi une hydrodistillation dans un appareil: Clevenger; selon la
pharmacopée anglaise en respectant les étapes suivantes:
a- 100 g du matériel végétal (feuilles et fleurs) sont immergés dans l'appareil
Clevenger a moitié rempli d'eau.
b- On chauffe le mélange jusqu'a I'ébullition.
c- Les vapeurs hétérogénes sont condensées sur la surface du serpentin formant deux
phases :
* La phase inférieure; celle de l'eau.

* La phase supérieure; celle de Thuile essentielle, elle a une densité plus faible que celle de
l'eau.
d- L'huile essentielle obtenue (1,2¢g), de couleur jaune péle, est mise dans un flacon

et conservée 3 une température de + 4°C.
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1I-2- Méthode d’étude de Pactivité antibactérienne du R. officinalis L :
II-2-1- Méthode de I’étude bactériologique :
II-2-I-A- Revivification des souches :

Dans cet opération on réalise des repiquages sur milieux liquides (BN ou Cceur-
Cervelle), milieux solides sélectifs (Chapman pour S.aureus, Héktoen pour Iles
Entérobactéries étudiés dans le but a 'obtention des souches pures et jaunes.

NB : Le repiquage des souches se fait aprés chaque semaine.

11-2-1-B- Identification biochimique :

La plupart des souches testés (4 souches) sont des souches connues (ATCC), sauf les
S .typhimirium et I’ Enterobacter.

L’espeéce du Salmonella. typhimirium a ét€ diagnostiquée au CHU/ Constantine.
Dans ce travail on effectue une galerie biochimique pour confirmer ’espéce d° Enterobacter.

Parmi les tests d’identification d’ Enterobacter, nous avons réalis€ les tests suivants :

II-2-I-B-1- Métabolisme glucidique [38] :

a-Attagque du mannitol:

» Principe:

Le mannitol est un produit de la réduction du D-mannose.

La dégradation du D-mannose conduit & la production des acides & chaine trés courtes,
comme acide acétique et acide formique.

- Le milieu mannitol mobilité permet de rechercher simultanément la fermentation du

mannitol, et la mobilité bactérienne.

» Technique:
Le milieu est ensemencé par pigilire centrale avec une anse de platine a partir d’une culture

pure dgée de 24h puis incubé & 37°C pendant 24 heures.

> Lecture:
La dégradation du mannitol se traduit par virage du rouge phénol au jaune (milieu acide ).
La mobilité bactérienne se traduit dans ce milieu par Papparition d’un développement

bactérien sous forme de nuage de la pigfire centrale.
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b- La fermentation des sucres en milieu TSI (Lactose, H,S ) [38]:
> Principe:
Le milieu TSI est un milieu complexe qui permet la mise en évidence des enzymes qui
sont responsables de la dégradation du glucose, du lactose et des acides aminées soufiés.

» Technique:
La pente du milieu est ensemencé par des stries et le culot par pigfire centrale puis incubé
a 37°C pendant 24h.

> Lecture:

-L’utilisation des sucres fait virer le milieu du rouge au jaune.

-Le sulfure d’hydrogéne (H,S) est formé & partir des acides aminés souftés.

-La présence d’hyposulfite de sodium et du sulfate ferreux ammoniacal entraine la
formation de sulfure de fer, qui est un composé de couleur noir.

-Le lactose est fermenté, la pente est jaune, s’il ne P’est pas la pente est rouge.

-S’il y a formation de bulles de gaz le ghucose est fermenté avec production de gaz.

-S’il y a production de H,S, la pente et le culot sont noires.

11-2-1-B-2- Recherche des produits résultant de la fermentation du glucose[38]:
a-Réaction du rouge de méthyle (RM):

> Principe:

La réaction au rouge de méthyle permet de caractériser la fermentation de ’acide mixte.
Que ce soit en aérobiose ou anaérobiose, on obtient & partir de I’acide pyruvique des
acides organiques a courtes chaines.

Ces acides organiques maintiennent la pH de la culture & degré suffisamment bas pour que

le rouge de méthyle garde sa coloration rouge.

» Technique:
Prélever 1ml d’une culture pure agée de 24h sur milieu Clark et Lubs puis ajouter 2 4 3

gouttes de rouge de méthyle.
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» Lecture:
La couleur reste rouge: pH <4,5 — RM (+).

La couleur devienne jaune: pH > 6— RM (-).

b- Réaction de Voges- Pnikauer:
> Principe:
Elle permet la mise en évidence de la production d’acétyle méthyle carbinol ou acétoine a

partir de la décarboxylation du pyruvate.

» Technique:

Prélever Iml de culture sur milieu Clark et Lubs, le mettre dans un tube, ajouter 0,5ml de
solution d’a. naphtol & 6% dans I’alcool (VPI), 0,Smi d’une solution de potasse a 15%
d’eau distillée (VPII), on agite et on laisse agir 10 a15 minutes.

» Lecture:

La production de I’acétoine se traduit par ’apparition d’une coloration rouge.

I1-2-1-B-3- Utilisation de Pion citrique comme unigue source de carbone [38]:

s Utilisation du Citrate de Simmons:

> Principe:

Certaines bactéries sont capables d’utiliser Iion citrique comme unique source de
carbone. De telles bactéries sont aptes a cultiver sur des milieux synthétiques dont la seule
source de carbone est conmstituée par le citrate de sodium. Cette croissance peut
s’accompagner d’une libération d’ammoniaque d’ou, le plus souvent, alcalinisation du
milieu et entraine ainsi le virage I’indicateur coloré (bleu de bromothymol ). L'un des

milieux utilisées pour cette étude est celui au Citrate de Simmons.

> Technique:
Le milieu de Simmons au Citrate est ensemencé, a partir de la culture pure 4gée de 24h, en
surface par stries longitudinales et incubé a 37°C pendant 24heures.
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» Lecture:
L’utilisation du citrate se traduit par un développement bactérien accompagné d’un virage

de P’indicateur coloré du vert au bleu.

II-2-1-B-4- Métabolisme protéique [38]:

< Recherche d’indole:

» Principe:
Certaines bactéries dégradent le tryptophane en indole acétique, seules les bactéries

indologénes permettent cette dégradation jusqu’a la formation d’indole.

» Technique:
Un tube de 1ml d’urée est ensemencé par le germe étudie et incubé a37°C pendant

24heures.

» Lecture:
La présence de I'indole se traduit par la formation d’un anneau rouge, en présence de
réactif de Kovacs-Ehrliche, a la surface de milieu.

I1-2-1-B-5- Recherche de Ia fi-galactosidase (réaction O.N.P.G) [38]:

» Principe:

L’objet du teste est d’étudier I’existence d’une f-galactosidase, donc la possibilité de
fermentation effective du lactose, indépendamment de la présence ou de I’absence de la §-
galactosidase perméase. La lecture est alors trés rapide et on dispose ainsi d’une réaction
complémentaire d’étude pour les germes lactose négatif.

La B-galactosidase est libérée du corps bactérien grice a une lyse par le toluéne. On fait
alors agir I’'enzyme sur un galactose substitué: i’orthonitrophényl p-galacto pyranoside
(ONPQG) qui sera hydrolysé en galactose et en orthonitrophénol qui présente une

coloration jaune tres stable.

» Technique:
-Réaliser une suspension épaisse des bactéries & étudier (Enterobacter) dans 0,5ml d’eau
distillée.
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-Ajouter une goutte de toluéne (pour la lyse de la paroi cellulaire).
-Introduire dans le tube un disque imprégné du réactif ( disque ONPG).
Incuber a37°C.

-Observer toutes les 15 ' pendant une heure.

> Lecture:

Apparition d’une coloration jaune: §-galactosidase (+).

Couleur inchangée: B-galactosidase (-).

Dans ce travail I’étude de I’activité antibactérinne a été réalisée en deux étapes:
» Aromatogramme par diffusion sur milieu gélos¢ (Méthode des disques ).
» Détermination de la CMI.
I1-2-2- Aromatogramme par diffusion sur milieu gélosé¢ (Méthode des disques) :
La technique utilisée dans notre travail est la technique NCCLS (National Commite
for Clinical Laboratory Standard){23, 49].
Cette méthode différe selon que la bactérie soit exigeante ou non.
Dans notre étude les souches bactériennes utilisées sont des bactéries non exigeantes.

Les conditions techniques suivantes doivent étre respectées :

¥ Milieu [28, 46] :
e La gélose Mueller-Hinton est Coulée en boite de pétri sur une épaisseur de 4mm.

e Les géloses sont pré-séchées avant I’emploi.

¥ Préparation des disques [46] :
On a utilisé le papier Wattman N°3 coupés en disque de 6 mm. Ce dernier doit avoir un
contour régulier pour donner une zone d’inhibition facile & mesurer.

Les disques, une fois préparés, sont placés dans une tube a assai et auto claver 20min a 120C°.

+ Inoculum :

e A partir d’une culture de 18heurs sur milieu d’isolement. Racler cinq colonies bien
isolées et parfaitement identiques.

e Décharger 'anse dans 10ml d’eau distillé stérile a 0,9%.

e bien homogénéiser la suspension bactérienne. Son opacité doit étre équivalente 4 0,5

Mc Ferland oua des DO de 0,08 40, 1 lue & 625nm.
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L’moculum peut étre ajusté en ajoutant de la culture s’il est trop faible, ou bien de
I’eau physiologique s’il est trop forte.
L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de

Pinoculum .

v Ensemencement :

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

L’essorer en le pressant fermement sur la paroi interne du tube, afin de décharger au
maximum.

Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface glosé, séche, de haut en bas, en stries
serrées. Répéter "opération, deux fois, en tournant la boite de 60° 4 chaque fois.

Dans le cas ou on ensemence plusieurs boites de pétri. Il faut recharger I’écouvillon a
chaque fois.

Préparation des dilutions utilisés pour ’aromatogramme(méme dilutions utilisés pour
la CMI)

Application immédiate des disques imprégnés de 10pl de chaque dilution de I'HE
utilisée.

¥ Pré incubation :

Les boites sont laissés pendant 15 min & température ambiante (sur la paillasse).

¥ Incubation :

Incuber 18 heurs a 37°C.

¥ La lecture :

On mesure avec précision les diamétres des zones d’inhibition avec un pied 2 coulisse
ou une régle.
Comparer les résultats aux valeurs critiques.

Classer les bactéries dans 'une des catégories : sensible, intermédiaire ou résistante.

Une fois Paromatogramme réalisé et les diamétres des zones d’inhibition mesurés avec

précision, on passe a la deuxiéme étape de 1’étude de I’activité antibactérienne ; il s’agit de la
détermination de la CMI.
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I1-2-3- Détermination de la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice):
> Définition :
On peut définir la CMI par la concentration minimale inhibitrice ou bien la plus faible
Concentration d’un antibiotique capable d’inhiber dans un milieu (soit milien liquide soit
milieu solide), tout culture visible de la souche étudiée [32].

> Réalisation :
La solution a ¢té préparée en solubilisant 20mg de lhuile essentielle de la plante du
Romarinus officinalis 1. dans une solution de10ml d’éthanol et on appelle cette solution, la
solution mere.
A partir de la solution mére on réalise une série des dilutions .
Tableau -10 - : Les différentes dilutions de la solution mere[20, 21] :

Concentration initiale en Volume en ml Volume d’éthanol Z Concentration
pg /ml en ml finale en pg/ml
2000 6,4 3,6 128
1280 2 2 64
1 3 32
0,5 3,5 16
0,5 7,5 8
80 2 2 4
1 3 2
0,5 3,5 1
0,5 7,5 0,5
5 2 2 0,25
1 3 0,125
0,5 3,5 0,063
0,5 7.5 0,032

Pour avoir la concentration de 128ug/ml a partir de la solution de 2000pg /ml on
prend 6,4 ml de cette derniére a la quelle on ajoute 3,6 ml d’éthanol .
Cette gamme de concentrations qui a été utilisée pour déterminer la CMI de I'huile essentielle

de la plante Rosmarinus officinalis L, a été réalisée de maniére classique.
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L’ ethanol €tant un aicool possédant donc une activité antiseptique. la question qui se
pose : est ce aue la zone d’inhibition de la croissance des germes est due 4 P'huile essenti=t=
au solvant ou aux deux 3 la fnic ?

Pour répondre & cette question, il faut préparer une boite témoin pour chaque souche

dont laquelle, le disque est chargé de I’éthanol seulement.

> Procédé :

- Préparer une culture en phase exponentielle en milieu liquide de la bactérie 4 étudier.

- Repiquer 0,1ml ( bacille & Gram négatif), 0,3 ml ( S. aureus, p. aeruginosa) de la culture
de 18 heurs dans 10ml de bouillon M-H. (ou autre bouillon adéquat pour la bactérie a
étudier).

- Mettre a I’ étuve & 37°C pendant 3 & 5 heurs, jusqu’a Vapparition d’une Iégére
opalescence.

- Ajouter 1 ml de ce bouillon 2 10 ml de bouillon M-H. préalablement chauffé a 37°C.

- Metire 2ml de chaque dilution de la gamme de V’extrait déja préparé dans une boite de
pétri, en allant de la concentration la plus forte vers la concentration la plus faible.

- Ajouter 18ml de la gélose M-H chauffé a 45°C, bien mélangée aux boites de pétri.

- Laisser les boites de pétris quelque minutes sur la paillasse pour que la gélose se
solidifie.

- Sécher Les boites pendant 30 minutes a )’étuve a 37 C°.

- Ensemencer en strie. 4 1’aide d’une anse de platine ou a la pipette rodée, sur toutes les
boites contenant Phuile essentielle sans oublier la boite témoin.

- Incuber les boites pendant 18 a 37C°.

» Lecture :
Lire les concentrations minimaux inhibitrices (CMI) : concentration d’huile essentielle du R.

officinalis L pour laquelle il n’y a pas de culture bactérienne visible.
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III- Résultats et discussion:

IIi-1- Identification biochimique:

Les résultats de la galerie biochimiques sont représente dans le tableau-11,
Tableau —11 : Résultats de la galerie biochimique d’ Enterobacter.

Caractére Citrate H,S Lac Mobilité | indole VP | RM { ONPG
biochimique

Enterobacter + - + + - + - -

A partire de ces résultats on conclure que I’espéce d’ Enterobacter c’est E. cloacae.

II1-2- Résultats de I’aromatogramme (Diamétres des zomnes d’inhibition de Phuile

essentielle du Rosmarinus officinalis L. sur les différentes souches bactériennes utilisées):

Aprés 24h d’incubation & 37C°, on a récupéré les boites et on mesuré les zones d’inhibition de
chaque souche bactérienne testée, on obtenu les résultats dressés dans le tableau —12 :

Tableau —12- : Zones d’inhibitions en mm (Résultats de I’aromatogramme).

Souches bactériennes Diamétre des zones d’inhibitions en mm
128ug/ml 7 64pg/ml 32ug/ml 16pg/ml
Escherichia coli ATCC 25922 16 16 14 14
Salmonella typhimurium 24 20 18 18
Klebsiella pneumoniae ATCC 24 20 18 14
700603
Enterobacter cloacae 26 24 22 18

Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853 20 18 16 14
Staphylococcus aureus ATCC 32 26 24 14
29213

NB:
128pg/ml, 64pg/ml, 32pg/ml, 16pg/ml: sont des concentrations de I’huile essentielle du R.
officinalis L.
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Résultats et discussion

I1-3- Détermination de Ia CMI (Concentration minimale inhibitrice )
Les résultats de la CMI de I'huile essentielle du Rosmarinus officinalis L figurent

dans le tableau-13- ;

Tableau —13- : CMI(ug /ml) de I’huile essentielle du Rosmarinus officinalis L.

Souches bactériennes CMI (ug /ml)
Escherichia coli ATCC 25922 80
Salmonella typhimirium 20
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 20
Enterobacter cloacae. 10
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 40
Staphylococcus aureus ATCC 29213. 5

NB:

- Pour chaque souche testée la CMI est déterminée trois fois pour nous assurer que les

résultats sont reproductibles.

- La CMI peut étre déterminée soit en milieu solide soit en milieu liquide. Nous avons

choisi la premiére méthode parce qu’elle est plus facile a réaliser.

90
80
70
60
50
40
30
20
10

CMI

Souches bactériennes

E.c St Kp Entc P.a
ATCC ATCC ATCC ATCC

| CMI (ug/mi)

Sa

Histogramme 2: Activité antibactérienne des Concentrations Minimales Inhibitrice de

128 2 16 pg/ml.
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iii-4- Discussion des résultats:

Nous avons réalisé un aromatogramme et déterminé la CMI de ’huile essentielle du
Romarinus officinalis L vis-a vis de plusieurs souches (souches de références et germes isolés

a partir de prélévements pathollogiques).

Quelques soit Ia souche bactérienne et /ou la nature (origine) des germes utilisée dans
ce travail, concernant I’étude de I’effet antibactérien de I’huile essentielle du R .officcinalis
L, les présents résultats indiquent la présence d’une action antibactérienne importante. Cette
activité inhibitrice observée avec les différentes souches peut étre traduite soit par le large
spectre d’action et de Pefficacité au produit utilisé ou par I'utilisation des concentrations

expérimentales importantes.

L’étude de 1’activité antibactérienne de I'huile essentielle du R. officinalis L, sur
différents germes (Gram (+), Gram (-)) par la méthode de I’'aromatogramme donne des
diametres qui varient en fonction de la souche testée. Nous constatons des valeurs plus
importants de diamétres d’inhibition qui expriment une action inhibitrice maximale
sensiblement augmentée surtout pour les cocci Gram (+) : Staphylococcus aueus avec une
zone d’inhibition environ 32 mm, et les bacilles Gram (-) surtout : Enterobacter cloacae

avec une inhibition moyenne de 26 mm.

On constate aussi une action inhibitrice moyenne enregistrée chez quelque souches
testées dont : Klebsiella pneumoniae, Salmonella thiphymurium avec une inhibition

moyenne d’environ 24 mm.

Pour le reste des souches testées, on constate une action inhibitrice peut faible par
rapport aux autres Psedomonas aeruginosa et Escherichia coli avec des zone d’inhibitrices
respectives: 20 mm et 16mm, ceci traduit probablement une sensibilité relativement
différente des bactéries et /ou par la présence d’une activité antibactérienne €ventuellement

sélective de notre produit.

Ces résultats peuvent étre expliqués par les qualités caractéristiques de chaque souche
telles que la présence d’une résistance naturelle et/ou la capacité de certaines souches

bactériennes d’acquérir une éventuelle résistante.
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D’une maniére générale, les résultats de I’aromatogramme montrent que I’huile
essentielle du R .officinalis L 4 différentes doses, inhibe toutes les souches testées et

entraine des diamétres d’inhibition variés.

Dans la deuxiéme partie de notre travail, nous avons déterminé les concentrations
minimales inhibitrices chez les différentes souches bactériennes utilisées. Les résultats
obtenus révélent la présence de deux groupes (au deux niveaux de répense); un premier
groupe relativement sensible (S. aureus, Entrerobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella thyphimirium) aux doses relativement faibles de 'ordre de 5 420 ug /mi de huile
utilisée et un deusiéme groupe qui reste moins sensible aux doses expérimentales de notre

huile (P. aeruginosa, E. coli).

C’est résuitats indiquent qu’en plus de la concentration, d’autres facteurs peuvent
jouer un role non négligeable dans le processus inhibiteur antibactérien de notre extrait telles
que 1a souche, la nature, 'origine des germes utilisés et la nature des voies métaboliques

caractéristique du processus de développement et de la croissance bactérienne.
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pnnexg

1.Bouillon nutritive ordinaire.

Les milieux de culture

eptone 10g
Ixtrait de viande 5g
“hlorure de sodium Sg
pH=7,2. Autoclaver 20 mn a 120C°.
2 .Raonillon Ceeur-Cervelle.
rotéose-peptone 10g
nfusion de cervelle de veau 12,5¢
nfusion de cceur de beeuf 5¢
Chlorure de sodium 5g
Phosphate disodique 2,5g
Slucose 2g
pH=7,4.Autoclaver 15mn a 120C°.
3.Gélase Mueller- Hinton.
Ixtrait de viande 20
Hydrolysat acide de caséine 17,5¢
Amidon 1,5g
Sélose 10g
pH=7,4.Autoclaver 15mn 3115C°.
4.Gélase Hektoen.
>rotéose-peptone 12¢
ixtrait de levure 3g
“hlorure de sodium 5g
Chiosulfate de sodium 5g
sels biliares 9¢
“itrate de fer ammoniacal 1,5¢
salicine 2g
_actose 12¢
saccharose 12g
“uschine acide 0,1g
3leu de bromothymol 65mg
Jélose 13mg

pH=7.6. stériliser par Smn d’ébullition.



5.GéAlase Chapman.

Extait de viande lg
Peptone 10g
Chlorure de sodium 5¢g
Mannitol 10g
Rouge de phénol 25mg
Gélose 15g

pH=7,4. Autoclaver 15mn a120C°.

6.Milieu Mannitol-mobilité.

Peptone 20g
Nitrate de potassium lg
Mannitol 2g
Rouge de phénol 40mg
Gélose 4g
pH=8,1 Autoclaver 15mn a120C°.
7.Milien TSI,
2eptone 20¢g
Extrait de viande 3g
Extrait de levure 3g
Chlorure de sodium 5¢
Glucose g
Lactose 10g
Saccharose 10g
Citrate de fer 0,5g
Hyposulfite de Sodum 0,5¢
Rouge de phénol 25mg
Gélose 12g
pH=7,4.Autoclaver 15mn al115C°.
8.Citrate de Simmons.
Sulfate de magnésium 0,2¢g
Phosphate monoammonique lg
Phosphate dipotassique g
Citrate de sodium 2g
Chlorure de sodium 5g
Bleu de bromotymol 80g
Gelose 12g

pH=6,8. Autoclaver 20mn 4120C°.

9.Ranillen Urée-Indole.
Tryptophane 3g
Phosphate monopotassique g
Phosphate bipotassique Ig



Chlorure de Sodium 5g

Urée 20g
Alcool a 95° 10ml
Rouge de phénol 25mg

pH6,7. Stériliser par filtration.

10. Milieu Clark et Lubs.

Peptone 10g
Phosphate dipotassique 2g
Glucose 5g

pH=7.Autoclaver 20mn a 120C°.

11.Fan peptonée.

Peptone exempte d’indole I5g
Chlorure de Sodium 5g
pH=7,2.Autoclaver 15mn a 120C°.
réactif.
1.ONPG
Orthonitrophény! B galactopyranoside 0,6g
Tampon Phosphate 0,01M 100mi
pH=7.5
2.Kavacs.
aradiméthyl aminobenzaldehyde Ig
Alcool amilytique 15g
Acide chlorhydrique pur 25¢g

3. Réactif au Rouge de Méthyle.
Rouge de méthyle 0,5g
Alcool étylique 100g
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