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Résumé

La prolifération de bactéries résistantes est devenue une préoccupation majeure dans le
domaine de la santé, d’ou I’'importance d’orienter les recherches vers des nouvelles molécules.
La science moderne et les progres technologiques accélérent la découverte et le développement
des substances naturelles a base des plantes avec une activité thérapeutique améliorée et des
effets secondaires réduits.

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a 1’étude de I’activité antibactérienne des
huiles essentielles d’Ammi visnaga sur quelques espéces bactériennes «Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosax, mais a cause la situation exceptionnelle de
cette année (la pandémie de Corona Virus (Covid 19), ce travail ne pote que la partie

bibliographique.

On a commencé par la présentation des principales bactéries responsables des infections
nosocomiales et leurs mécanismes de résistance aux antibiotiques. Puis on a fait une recherche
sur la plante Ammi visnaga, dont on a cité des travaux sur ’activité antibactérienne de cette
plante ou plusieurs études montrent leur propriété antibactérienne. Ensuite on a ajouté une étude
sur les huiles essentielles et on a déterminé par les méthodes d’évaluation de I’activité
antibactérienne pour prendre quelque connaissance sur les différentes techniques d’extraction
et les techniques qu’on peut utiliser pour 1’étude de 1’effet antibactérien d’un composé ou d’un

extrait biologique.

Mots clés : Ammi visnaga, Huiles essentielles, activité antibactérienne, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa.



Abstract

The proliferation of resistant bacteria has become a major concern in the health field,
hence the importance of directing research to wards new molecules. Modern science and
technological advancements are accelerating the discovery and development of natural herbal

substances with improved therapeutic activity and reduced side effects.

In this study we were interested of the antibacterial activity of essential oils of Ammi
visnaga on some bacterial species "Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa", but because of the exceptional situation of this year (the pandemic of Corona Virus

(Covid 19), this work only reviews the bibliographic part.

We started with a presentation of the main bacteria responsible for nosocomial
infections and their mechanisms of resistance to antibiotics. Then we did a research on the plant
Ammi visnaga, where we cited works on the antibacterial activity of this plant where several
studies show their antibacterial property. Then we added a study on essential oils and we
determined by the evaluation methods of antibacterial activity to gain some knowledge of the
different extraction techniques and techniques that can be used for the study of the antibacterial

effect of a compound or a biological extract.

Key words : Ammi visnaga, Essential oils, antibacterial activity, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa.
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Introduction

Introduction

L’efficacité de I’antibiothérapie dans le contrdle et la limitation de la dissémination des
agents pathogénes a ainsi fait naitre 1’espoir de pouvoir éradiquer 1’ensemble des maladies
infectieuses. Malheureusement, 1’émergence des bactéries résistantes aux antibiotiques a mis

un terme a cette vague d’optimisme.

La montée des résistances est due a la prescription immodérée et souvent inappropriée
des antibiotiques. Administrés a titre curatif ou préventif, les antibiotiques favorisent
I’élimination des bactéries sensibles et la sélection des plus résistantes. Ce phénomeéne de

résistance aux antibiotiques est général et concerne toutes les especes bactériennes.

La prolifération de bactéries résistantes est devenue une préoccupation majeure dans le
domaine de la santé. En devenant insensibles a tout traitement, ces bactéries limitent la gamme
d’antibiotiques disponibles en thérapeutique médicale. La situation est d’autant plus alarmante
que les infections causées par les bactéries résistantes entrainent souvent une prolongation de
I’état pathologique et un accroissement du taux de mortalité. L’acquisition de ces multiples
résistances a engendré une perte d’efficacité de I’antibiothérapie pour, finalement, conduire a

une impasse thérapeutique.

Le développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avere indispensable pour lutter
contre les phénomenes de la résistance bactérienne. Dans ce but, I’investigation des plantes
représente un potentiel inestimable pour la découverte de nouvelles substances a pouvoir
antimicrobien et antioxydant. Ainsi les huiles essentielles commencent a avoir beaucoup
d’intérét comme source potenticlle de molécules naturelles bioactives (Bruneton, 1999 ;
Teuscher et al., 2005). Elles font I’objet d’étude pour leur éventuelle utilisation comme
alternative pour le traitement des maladies infectieuses (Chalchat et al., 1997; Baser et al.,
2001).

Selon l'organisation mondiale de la santé (OMS), pres de 80% des populations
dépendent de la médecine traditionnelle pour des soins de santé primaire (O.M.S, 2002). Des
avantages economiques considérables dans le développement de cette medecine et dans
I'utilisation des plantes meédicinales pour le traitement des diverses maladies ont été constatés
(Muthu et al., 2006). Par conséquent, la recherche des principes actifs potentiels de la plante

est plus que jamais d’actualité.



Introduction

Les huiles essentielles ont, & toutes époques, occupé une place importante dans la vie
quotidienne des hommes qui les utilisaient autant pour se parfumer, aromatiser la nourriture ou
méme se soigner. La connaissance des huiles essentielles remonte a fort longtemps puisque
I'hnomme préhistorique pratiquait déja, & sa maniére, I'extraction des principes odorants des
plantes. 1l plongeait, dans un méme récipient rempli d'eau, des plantes odorantes et des pierres
brllantes. La vapeur dégagée entrainait les molécules volatiles, puis le tout était recueilli a
s’aide d'une peau d'animal dont I'essorage donnait quelques gouttes d'huile essentielle (Robert,
2000).

Ammi visnaga (L.) Lam. (khella) est une plante médicinale commerciale d'origine
méditerranéenne. Les extraits des semences de cette plante sont employés dans la médecine
pour le traitement des maladies coronariennes et de l'asthme bronchiale. La khelline, la
visnagine et la visnadine sont des principes actifs des fruits d’/Ammi visnaga qui sont tres utilises

dans l'industrie pharmaceutique (Sittig, 1988 ; Grayna et al., 1998 ; Kleeman et al., 1999).

Ce travail a pour objectif, I’extraction et 1’étude de I'activité antibactérienne des huiles

essentielles d’Ammi visnaga.

Mais a cause la situation exceptionnelle de cette année (la pandémie de Corona Virus

(Covid 19), ce mémoire ne porte que la partie bibliographique qui englobe quatre chapitres.

Dans le premier chapitre, nous aborderons la présentation des infections nosocomiales

et I’antibiorésistance.

Le deuxiéme chapitre présente une connaissance des différentes caractéristiques de la
plante choisi (Ammi visnaga), leur description, classification, composition chimique, utilisation

et leurs propriétés antibactériennes.

Pour le troisieme chapitre, on a présenté les huiles essentielles (origine, rdle,

localisation), composition chimique et les différentes techniques d’extraction.

Alors que le quatrieme chapitre (Méthodes d’évaluation de 1’activité antibactérienne des
huiles essentielles) développe les déférentes techniques qu’on peut utiliser pour 1I’é¢tude de

I’effet antibactérien d’un composé ou d’un extrait biologique.
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CHAPITRE I Infections nosocomiales et antibiorésistance

l. Infections nosocomiales

1.1. Présentation des infections nosocomiales
1.1.1. Définition

On appelle infection nosocomiale une malade infectieuse (bactérienne, fongique,
parasitaire, virale) identifiable par la clinique ou le laboratoire et acquise dans une structure de
soins. Elle peut concerner soit un patient qui a été hospitalisé ou qui a subi des soins en ambulatoire
dans la structure de soins, soit un personnel soignant dans le cadre de son activé professionnelle.
Le délai d’acquisition est variable selon le type d’infection mais il est habituellement admis qu'un
minimum de 48h entre 1’admission et les premiers symptOomes est nécessaire pour parler
d’infection nosocomial (Eric, 2002). Une infection est dite nosocomiale dans les sites d’une
opération si elle survient dans les 30 jours apres 1’acte opératoire (ou 1 an en cas prothése ou

d’implant), méme si le patient n’est plus hospitalisé (Francois et al., 2007).

1.1.2. Historique

Les infections dites nosocomiales (du grec nosos, maladie, et komein, soigner, et par
extension, du latin nosocomial, hdpital). Dés le milieu du 19°™ siécle, des progrés majeurs ont été
réalisés pour limiter le développement d’infections hospitaliéres. En 1846, le Docteur Ignaz
Semmelweis observe que les fievres puerpérales sont quatre fois moins fréquentes si les
accouchements sont effectués par des sages-femmes que des carabines qui pratiquent également
des autopsies, en leur imposant une désinfection des mains avant I’accouchement, la mortalité par

fievre puerpérale est passée de 11,4 a 1% (Astragneau, 1998).

Les travaux de Louis Pasteur et de Robert Koch ont permis de comprendre la nature et les
modes de transmission des maladies infectieuses, ceci aura pour conséquence le développement
des techniques d’isolement visant a interférer avec les divers modes de Transmission des agents
infectieux. En 1942, Alexander Fleming découvrait la pénicilline, depuis cette date, les
antibiotiques ont amené un vent d’optimisme et d’euphorie qui laissa croire que la pathologie

infectieuse, hospitaliere ou non, pourra aisément étre maitrisée (Jean paul, 2002).

Dés la fin des années cinquante, on a vu I’apparition des épidémies dévastatrices d’infections
hospitaliéres a Staphylocoques dorés resistants a la pénicilline. Ceci va susciter un regain d’intérét
pour les infections hospitaliéres. En effet, si le renforcement des mesures d’hygi¢nes et la
découverte de la pénicilline résistante aux pénicillinases vont permettre de mieux contréler les

infections & Staphylocoques dorés, d’autres agents, avant tous les bacilles Gram négatif (BGN)
3



CHAPITRE I Infections nosocomiales et antibiorésistance

mais aussi toutes sortes de bactéries ou de champignons jugés jusqu’alors non pathogénes vont
prendre le relais et étre a 1’origine des infections hospitaliéres observées aujourd’hui. Ces
infections sont difficiles a contrdler car ces agents appartiennent le plus souvent a la flore normale
du patient et leur résistance ne fait que s’élargir parallelement au développement des nouveaux
antibiotiques (Paul et Robert, 1998).

1.1.3. Epidémiologie

» Les infections nosocomiales sont un probléeme de santé publique préoccupant. Leur
prévalence en France est estimée a 6-7% atteignant 20% dans les services de réanimation.
Les services les plus touchés sont ceux de réanimation, d’hématologie, de chirurgie et

brilés.

» Les principaux micro-organismes responsables sont les bacilles gram négatif (53%) et les
Cocci gram positif (33%) : Escherichia coli (21%), Staphylococcus aureus (16%),
Pseudomonas aeruginosa (11%), Enterococcus spp (8%). Ces quatre especes représentent
56% des microorganismes retrouvés dans les infections nosocomiales (Francois et al.,
2007).

» La mortalité due aux infections nosocomiales est mal documentée, mais représente
certainement plusieurs milliers de déces par an, notamment par pneumonie nosocomiale
(Francois et al., 2007).

» Les 5 principaux sites des infections nosocomiales représentent 70% de 1’ensemble des
infections nosocomiales avec par ordre d’importance : les infections urinaires (35%), les
infections respiratoires basses (12%), les infections du site opératoire (11%), les

bactériémies (6%) et les infections par cathéter (4%) (Francois et al., 2007).
1.1.4. L’origine des germes
e La flore saprophyte du malade lui-méme

Elle subit au cours des premiers jours de I’hospitalisation des modifications qualitatives. Les
bacilles a coloration de Gram négative et plus accessoirement les levures (Candida) remplacent
les Cocci a coloration de Gram positive ou les anaérobies. Ces flores saprophytes modifiees
colonisent les sites préférentiels chez le malade entrainant une infection de ’appareil urinaire, des

plaies opératoires, ou du parenchyme pulmonaire (Bouvet et Crimont, 1989).
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e Le personnel soignant (médical et paramédical)

La contamination peut se faire par le biais du personnel soignant qui transmet les germes

d’un patient a I’autre avec ses instruments ou ses mains souillées (Fagon, 1998).

e L’environnement

Il est moins déterminant dans le cadre de programme de prophylaxie que les deux
précédentes origines. Il peut étre contaminé par le personnel ou par le patient. Il comprend les
divers appareillages d’assistance respiratoire et de monitorage par voie intra vasculaire, les
lavabos, les instruments (stéthoscope, tensiometre ...), les liquides et les tubulures, la nourriture

et I’air ambiant (Tasseau et Baron, 1989).
1.1.5. Mode de transmission
a) Auto-infection

C’est lorsque le malade s’infecte soit par ses propres germes in situ soit a partir de
I’environnement immédiat (surface de la peau, vétement, lit). Ces infections sont dues
généralement aux germes saprophytes qui deviennent pathogénes a la suite d’une antibiothérapie
itérative ou d’un traitement immunosuppresseur. Les complications infectieuses respiratoires liées
au décubitus et ses conséquences sur le drainage des voies aériennes peuvent étre des auto-
infections. Enfin certains malades immunodéprimés (aplasie médullaire, SIDA) peuvent avoir des
bactériémies dues aux germes intestinaux qu’ils hébergent. Ces infections rigoureusement

endogenes sont aussi des auto-infections (Berche et al., 1991).

b) Hétéro infection

On parle d’hétéro-infection lorsqu’un agent infectieux est transporté d’un malade a un autre

provoquant une infection dite croisée ou hétéro-infection.

L’agent infectieux est rarement transmis par contact direct ou par voie aérienne. Le plus
souvent le vecteur est le personnel soignant par ses mains, et ou ses instruments de travail. On
parle d’infection manu portée ou d’infection transmise par le matériel d’exploration ou de soin.
C’est le mode de contamination majeure lors de nombreuses épidémies et probablement le plus

sensible aux mesures prophylactiques (Tasseau et Baron, 1989).
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c) Xéno-infection

Ce sont des infections qui sévissent sous forme endémique ou épidémique dans la
population extrahospitaliére. Les agents infectieux sont importés a I’hopital par les malades, le
personnel soignant, ou les visiteurs qui en sont atteints ou qui sont en phase d’incubation. IIs se
transmettent par voie aérienne, par contact direct ou indirect et trouvent a I’hopital des victimes
particulierement réceptives et des conditions de transmission facilitées. Lorsque la maladie
infecticuse est le seul motif d’hospitalisation, les mesures immédiates d’isolement peuvent étre
prises. Mais dans certains cas 1’infection est indépendante du motif d’hospitalisation (Tasseau et

Baron, 1989).

d) Exo-infection

Cette infection est liée a des avaries techniques (stérilisation inefficace, filtre a air non
stérile, eau polluée). Les matériaux a usage paramédical ou domestique sont utilisés aupres des
malades ; ils sont susceptibles d’étre contaminés et peuvent ainsi provoquer des infections

nosocomiales souvent épidémiques (Ouhibi, 2015).

Personnel . . Patient infecte
Environnement Hétéro infection ou
(Médical, hotelier) infection croisée

PATIENT

RECEPTIF
\

Auto-infection
Visiteur infecté . .
Infection directe ou

Xéno-infection

indirecte

Matérielle particulier
Exo-infection
Extérieur au service ou a

I"hopital (air 1’eau aliment)

Figure 01 : Transmission de I’infection hospitaliére (APPIT,1999).
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1.2. Les principales bactéries responsables des infections nosocomiales

1.2.1. Escherichia coli

1.2.1.1. Historique

En 1885, Theodor Echerich (1857-1911) découvre un bacille qu’il dénomma
Bactérium coli commun dans des selles de nourrissons (Leminor et al., 1954). Médecin allemand,
il fit une partie de ses études de medecine a Strasbourg These de doctorat en pédiatrie en 1881 a
Munich « A propos des bactéries intestinales des nourrissons et de leur rapport avec la physiologie
de la digestion ». En 1904, cette méme bactérie a été isolée dans un cas d’infection urinaire et en

1919, Castellani et Challmers donnent le nom d’Escherichia a cette bactérie (Buttiaux et al., 1956).
1.2.1.2. Description

Escherichia coli est un bacille a coloration de Gram négative (Figure 2) de la famille des
Enterobacteriacea, de 2-3 microns de long et de 0,6 micron de large, et aux extrémités arrondies.
L’organisme peut étre variable en taille et en forme. Les souches sont en général mobiles et
possédent une couronne flagellaire. Certaines souches sont capsulées et donnent des cultures
mucoides sur milieu solide. Les E. coli forment des amas entourés de longs cils péritriches (Payne,
1988).

E. coli possede une catalase mais elle est dépourvue d’oxydase. L’étude d’activités
enzymatiques et de la fermentation des sucres est réalisée a 1’aide de micro-méthodes validées
disponibles dans le commerce sous forme de galeries. Ces dernicres permettent I’identification de
cette bactérie ainsi que le diagnostic différentiel avec les autres bactéries de la méme famille.
(Avril et al., 2000).

E. coli est un type de coliforme fécal faisant partie des bactéries trouvées dans les intestins
d’humains et d’animaux a sang chaud. La plupart des E. coli sont inoffensifs et ont une fonction
utile dans le corps en arrétant la croissance des espéces bactériennes nuisibles et en synthétisant
des vitamines nécessaires (vitamines K), qui aide a la coagulation sanguine (Aril et al., 1988).
Cependant, elles peuvent étre des pathogenes opportunistes, tandis que d’autres peuvent causer
des maladies gastro-intestinales chez des individus sains quand elles sont ingérées. E. coli est
présent dans le gros intestin, donc elle est aussi présente dans la matiére fécale des humains et des
animaux. Si la contamination récente de sources d’eau avec des vidanges ou des déchets animaux

a lieu, E. coli sera présente (Chalmers, 2000).
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Figure 02 : Observation microscopique d’Escherichia coli dans le microscope électronique
(Thorene, 1994).

1.2.1.3. Classification
La classification de la souche Escherichia coli figuré dans le tableau suivant :

Tableau 01 : La classification d'Escherichia coli selon le Bergey's manual (2012).

Régne Bacteria
Embranchement Proteobacteria
Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriacea
Genre Escherichia
Espeéece Escherichia coli (E. coli)

1.2.1.4. Les pathologies de la bactérie Escherichia coli

E. coli peut devenir pathogéne lors de I’affaiblissement des défenses de 1’hote et/ou suite a
I’acquisition d’attributs de virulence. Les souches d’E. coli pathogenes sont responsables
d’atteintes et d’infections intestinales ou extra-intestinales et sont classées en pathotypes selon les
manifestations cliniques engendrées, les facteurs de virulence hébergés et les interactions
cellulaires. 1l existe deux catégories de pathovars, en se basant sur leur pathogénicité :

v" Les Escherichia coli a I’origine de pathologies extra- intestinales
v Les Escherichia coli a I’origine de pathologies intestinales (Molbak et Scheutz, 2006).
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1. Escherichia coli a I’origine des infections extra-intestinales (EXPEC)

Ils peuvent impliquer chez leurs hétes, lors d’infections du tractus urinaire (ITU) des
méningites néonatales (NMEC) ; ou des septicémies. llIs posent probléme autant en médecine
humaine, notamment a cause des multiples résistances acquises portées le plus souvent par des
plasmides. Les EXPEC forment un groupe hétérogeéne d’Escherichia coli, pouvant se disséminer
partout dans I’organisme. Parmi ces facteurs de virulence comme les adhésines jouent un réle
central, permettant la colonisation de milieux extra-digestifs, 1’internalisation des souches et

I’échappement aux réactions immunitaires de leurs hotes (Mokady, 2005).

2. Les Escherichia coli a ’origine des infections intestinales :

Les souches pathogénes d’Escherichia coli sont reconnues comme des agents responsables
de syndromes diarrhéiques d’origine alimentaire ou hydrique. Six principaux pathotypes ou

pathovar intestinaux sont décrits en fonction des signes cliniques (Anderade et al., 1989).
A. Les Escherichia coli Entérotoxinogenes (ETEC)

Les ETEC sont a I’origine d’épisodes de diarrhée aqueuse, modérée a sévere, peu fébriles,
associés a des nausées et a des crampes abdominales. Dans les pays en voie de développement, les
ETEC sont la cause majeure de cas de diarrhée aqueuse aigué chez les enfants de moins de 5 ans

et de « diarrhée du voyageur » ou « turista » (Gillespie et Hawkey 2006).
B. Les Escherichia coli Entéroinvasives (EIEC)

Les EIEC sont responsables de syndrome dysentérique caracterisé par une forte fiévre, des
crampes abdominales et des nausées, accompagnées d’une diarrhée aqueuse évoluant rapidement

vers une dysenterie (diarrhée contenant du sang et du mucus) (Saidi, 2018).
C. Les Escherichia coli a adhésion diffuse (DAEC)

Les DAEC sont un groupe hétérogéne qui produit une adhérence diffuse sur les cellules HeLa

et Hep-2. Ils peuvent coloniser le tractus urinaire et étre a I’origine d’infection urinaire récurrente

chez I’adulte (Gillespie et Hawkey, 2006).
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D. Les Escherichia coli Entéroaggrégatives (EaggEC, ou EAEC)

Considérées comme des pathogenes émergents, les EAEC sont la deuxieme cause de
diarrhée des voyageurs aprés ETEC dans les pays développés et les pays en voie de
développement. Les EAEC sont également reconnues comme une cause de diarrhée endémique et
épidémique dans le monde entier. La diarrhée provoquée par les EAEC est souvent aqueuse, mais

elle peut étre accompagnée de mucus ou de sang (Gillespie et Hawkey, 2006).
E. Les Escherichia coli entéropathogenes (EPEC)

Les EPEC sont responsables de cas de diarrhée séveére chez les enfants dans les pays en voie

de développement. Par contre, dans les pays industrialisés, 1’incidence des infections dues aux

EPEC a fortement diminue (Gillespie et Hawkey, 2006).
F. Les Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC)

Les E. coli entérohémorragiques (EHEC) sont des bactéries pathogenes et zoonotiques qui se
retrouvent dans 1’eau et parfois dans les aliments. Elles sont responsables de diarrhée, de colite
hémorragique et de syndrome urémique hémolytique chez 1’lhomme mais peu ou pas de maladie

perceptible chez les animaux considérés comme des réservoirs (Gillespie et Hawkey, 2006).

1.2.2. Staphylococcus aureus

1.2.2.1. Historique

Staphylococcus aureus fut découverte dans les années 1870 lors de 1’étude microscopique
d’échantillons de pus (Orenstein, 2011). Ces bactéries de forme sphérique furent initialement
nommeées « micrococci » du grec kokkos pour grain. En 1880, Alexander Ogston, chirurgien
écossais disciple de Lister, fut le premier a identifier formellement les micrococci comme la cause
des abcés suppurés. La poursuite de ses travaux aboutit, en 1882, a la description des
Staphylocoques (du grec « staphyle » pour grappe de raisin), par opposition aux Streptocoques
(coques en chaine) précédemment décrits par Billroth en 1874. En 1884, Anton J. Rosenbach,
chirurgien allemand, isola deux souches différentes de Staphylocoques qu’il baptisa en fonction

de la couleur des colonies obtenues : S. aureus (dorées) et S. albus (blanches).

10



CHAPITRE | Infections nosocomiales et antibiorésistance

1.2.2.2. Description

Initialement, les Staphylocoques furent classes au sein du genre Micrococcus. Dans les
années 1900, les premiéres classifications bactériennes officielles distinguérent les genres
Staphylococcus et Micrococcus tout en les regroupant au sein de la famille des Micrococcaceae
(Hill, 1959). Récemment, les données de phylogénie moléculaire associées a des analyses
chimiques de ces deux genres ont conduit a la création de la famille des Staphylococcaceae a

laquelle appartient S. aureus (Whitman, 2009).

S. aureus est de forme sphérique (coque) et se regroupe généralement en amas, souvent
qualifiés de grappes de raisin (Figure 03). D'un point de vue macroscopique, cette bactérie se
caractérise par la pigmentation dorée de ses colonies, justifiant le nom vernaculaire de
«Staphylocoque doré». Ces cocci mesurent de 0,5 a 1,5um de diametre, sont immobiles, non
sporulés et a la coloration de Gram positive (Tille, 2014). Comme chez la majorité des bactéries a
coloration de Gram positive, 1’enveloppe de S. aureus est composée d’une seule membrane
plasmique recouverte d’une paroi €paisse riche en peptidoglycane et en acides téichoiques. La
plupart des isolats infectieux possédent également une capsule polysaccharidique externe
contenant divers facteurs de virulence et permettant le sérotypage des souches.

S. aureus a un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif. Bactéries
possédent une activité catalase, coagulase, phosphatase, ainsi que des nucléases thermostables
mais pas d’oxydase (Behem, 1996). Elles sont hémolytiques, ont la capacité de liquéfier la gélatine
et de fermenter de nombreux sucres comme le glucose, le saccharose, le lactose et le mannitol. Le
diagnostic permettant de distinguer S. aureus des autres especes est base sur des tests réalisés sur
colonies tels que I’identification du facteur agglomérant, de la coagulase, des hémolysines et de la

désoxiribonucléase thermostable ou thermonucléase (Brown, 2005).

-

Figure 03 : Micrographie électronique a balayage colorisée de Staphylococcus aureus
Grossissement x 18,501. (Diab Bruxelles, 2012)
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1.2.2.3. Classification

Tableau 02 : classification de Sataphylococcus aureus selon le Bergey's manual (2012).

Régne Bactéria

Phylum Firmicute

Classe Bacilli

L’ordre Bacillale

Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espéce Staphylococcus aureus

1.2.2.4. Les infections et la pathogénicité a Staphylococcus aureus

Les infections a Staphylocoque se présentent souvent sous la forme des infections
suppuratives superficielles cutanéo-muqueuses pouvant se compliquer par diffusion a distance du
foyer infectieux initial. Il peut parfois s’agir d’infections non suppuratives via un phénomene

toxinique.

Plusieurs facteurs expliquent la fréquence et la gravité des infections a S. aureus, le caractére
ubiquitaire de la bactérie, la multi résistance de certaines souches aux antibiotiques, les facteurs
de virulence ou S. aureus a en effet des capacités de sécrétion de facteurs d’adhésion, d’enzymes

de résistance ou encore de toxines.

S. aureus est une bactérie pyogéne pouvant étre responsables de différents types

d’infections, selon la nature de la souche et la qualité de la réponse immunitaire de I’hote.

Les toxémies : la sécrétion de toxines in vivo lors d’une infection par S. aureus peut
entrainer des pathologies severes telles que le syndrome du choc toxique, rare mais fatal (Del Solar
etal., 1987). La sécrétion d’entérotoxines, quant a elle, peut entrainer une intoxination alimentaire

suite a I’ingestion d’aliments contaminés (Soares et al., 1997).

Les infections suppuratives : S. aureus est responsable d’infections cutanéo-muqueuses

suite a sa pénétration au travers de I’épithélium, notamment a la faveur d’une bréche. Ces

infections peuvent rester locales, mais peuvent aussi étre le point de départ de suppurations

12
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profondes ou d’infections généralisées et conduire a une septicémie éventuellement accompagnée

d’un purpura fulminans (Soares et al., 1997).

Les infections communautaires : Au sein d’une communauté (e.g internats, maisons de

retraite, casernes militaires) la majorité des infections a S. aureus sont des infections de la peau ou
des tissus mous. Néanmoins des cas mortels ont aussi été rapportés, comme des pneumonies
nécrosantes ou des septicémies (Maltezou et al., 2005). Les infections communautaires sont plus

fréquentes chez les enfants en bonne santé que chez les adultes (Herold et al., 1998).

Les infections nosocomiales : Le Staphylocoque doré est la bactérie responsable du plus

grand nombre d’infections nosocomiales. Environ 16 % des infections nosocomiales sont causées

par Staphylococcus aureus.

Ces infections nosocomiales sont a I’origine de nombreuses idées regues : le Staphylocoque
que I’on pense "attraper" a I’hopital par défaut d’hygiéne est en général celui que I’on porte soi-
méme. Le mécanisme est le suivant : la personne est porteuse de la bactérie au niveau de la
muqueuse nasale par exemple. Suite a une intervention chirurgicale, la bactérie va pénétrer la
barriere cutanée a I’endroit ou il y a eu une rupture (zone de 1’intervention, endroit ou a été posé
un cathéter, etc.). Lorsqu’on est hospitalisé et alit¢ toute la journée, les défenses immunitaires

s affaiblissent. La combinaison de ces deux facteurs favorise les infections nosocomiales.
1.2.3. Pseudomonas aeruginosa
1.2.3.1. Historique

Pseudomonas aeruginosa a éte découverte pour la premiére fois en 1872 par le chercheur
allemand Schroeter sous I’appellation Bacterium aeruginosum, aprés une observation d’un aspect
bleuté du pus en présence de la bactérie. Cette coloration est a I’origine de son nom, aerugo
signifiant vert-de-gris en latin. En 1882, le pharmacien militaire Charles Gessard isola le bacille
et en fit la premiére description dans sa these de doctorat et lui donna le nom de bacille

pyocyanique (Pitt, 1998).
1.2.3.2. Description

P. aeruginosa est un pathogéne opportuniste responsable d’infections nosocomiales graves,
d’infections potentiellement mortelles chez les personnes immunodéprimées et d’infections

chroniques chez les patients atteints de mucoviscidose.
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P. aeruginosa (ou bacille pyocyanique) est une bactérie a coloration de Gram négative,
dépourvue de capsule, batonnets (0,5-1x1,5-5um), aérobie stricte. Habituellement
chimioorganohétérotrophes, trés variés dans leur nutrition. Croissent souvent sur sels
inorganiques, additionnés d’une source de carbone organique, certaines souches sont chimio litho

autotrophes. Catalase-positifs. Habituellement oxydase-positifs.

Comme la plupart des espéces appartenant au genre Pseudomonas, I’espéce P. aeruginosa

n’exige aucun facteur de croissance. C’est une bactérie hautement versatile dotée d’une grande

adaptabilité nutritionnelle et métabolique. Par conséquent, elle peut étre isolée en culture sur des

milieux ordinaires ou sur des milieux rendus sélectifs par addition d’inhibiteur, tel que le cétrimide. Sa

température optimale de croissance est comprise entre 30 et 37°C. Les cultures de P. aeruginosa

dégagent une odeur caractéristique, et produisent le plus souvent des pigments de pyocyanine et de

pyoverdine (Christiane, 2013).

Figure 04 : Observation au microscope électronique une souche de Pseudomonas aeruginosa
(Campanac et al., 2002)

1.2.3.3. Pathogénicité de Pseudomonas aeruginosa

La virulence de P. aeruginosa dépend des facteurs dits cellulaires, c¢’est-a-dire associés a
la bactérie et principalement impliqués dans I’adhérence et la motilite et ceux dits extracellulaires,

correspondant aux toxines et protéases sécrétées.

P. aeruginosa utilise ainsi plusieurs systemes de sécrétion pour mettre en contact les
toxines produites et les cellules. Les quatre systemes de sécrétion, ubiquitaires chez les bactéries
a Gram négatif, ont été décrits chez P. aeruginosa. Deux de ces systemes sont particuliérement

impliqués dans la pathogénicité de la bactérie.
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Le systeme de sécrétion de type Il secréte des exo-produits (toxines et enzymes) dans
I’environnement proche des cellules. Les protéines concernées sont des ATPases, des protéines
chaperones et des peptidases. Parmi celles-ci, 1’¢élastase, la phosphatase alcaline, I’exotoxine A et
la phospholipase C participent a la cytotoxicité et a 1’invasion tissulaire par destruction du mucus

protecteur recouvrant I’épithélium bronchique.

Le systéeme de sécrétion de type 111, activé lors du contact cellulaire, permet une injection
des toxines directement dans le cytoplasme de la cellule hote (Kipnis et al., 2006). La translocation
des toxines depuis la bactérie s’effectue par le biais d’un appendice traversant la membrane

bactérienne et capable de percer la membrane de la cellule eucaryote.

1.2.3.4. Infections a Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa est I’un des agents pathogénes humains les plus difficiles a traiter qui pose
un grave probléme clinique en raison de la prévalence étendue d’isolats cliniques multi résistants.
Armé de mécanismes de virulence abondante et de résistance aux antibiotiques, il constitue un
agent étiologique majeur dans de nombreuses infections aigués et chroniques (Deepak et al.,
2015).

P. aeruginosa ne provoque une maladie chez ’homme que lorsqu’il existe une
défaillance locale ou systémique du systeme immunitaire. Le type de I’infection dépend aussi
de T’efficacité du systéme immunitaire de I’hote (Hichem, 2006). P. aeruginosa peut étre
responsable de nombreux processus néfastes liés a sa capacité a coloniser les surfaces sous
forme de biofilm (Khalilzadeh, 2009).

A. Infections aigtie

P. aeruginosa est capable de provoquer des infections aigués des poumons, du systéme

digestif, des voies urinaires et de la cornée (Lyczak et al., 2002 ; Berthelot et al., 2005).

Des facteurs de virulence sont impliqués dans les différentes étapes du processus
d’infection et permettent ainsi a P. aeruginosa de coloniser son héte. Dans les infections aigués,
I’invasion, la dissémination et les 1ésions tissulaires vastes prédominent (Ben Haj Khalifa et al.,
2011). P. aeruginosa passe d'un agent pathogene virulent aigu d'infection précoce a un agent
pathogéne virulent chronique adapté a I'h6te de I'infection en phase terminale comme dans le cas

de la Fibrose kystique (FK) du poumon (Hogardt et Heesemann, 2013).
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B. Infections chronique

P. aeruginosa est le principal agent pathogéne causant une infection chronique chez les
personnes atteint de FK (Tim et al., 2003) a I'dge adulte, 80% des patients sont infectés et
I'infection chronique & P. aeruginosa est la principale cause d'augmentation de la morbidité et de
la mortalité des patients FK (Pressler et al., 2011). Infections chroniques a P. aeruginosa ont
particulierement fréquentes, et constituent la premiere des pneumonies communautaires dues a P.
aeruginosa. Elles font suite a une colonisation précoce qui survient dés 1’enfance et sont émaillées
de poussées d’infections aigues respiratoires. Une fois que les voies respiratoires du patient sont
colonisées, P. aeruginosa met en jeu plusieurs mécanismes adaptatifs : formation du biofilm,

échappement au systéme immunitaire de 1’hote puis production d’alginate (Nyaledome, 2016).

1.3. Antibiorésistance
1.3.1. Les antibiotiques
Il existe des antibiotiques d’origine naturelle ou synthétique.
1.3.1.1. Les antibiotiques naturels

Parmi les 10000 antibiotique d’origine naturelle recensés dans le monde, 20% proviennent
de champignons : Penicillium, Cephalosprium, Aspergillus, 70% proviennent d’actinomycétes
microfilaments dont le genre Streptomyces est un producteur majeur d’antibiotique : tétracyclines,
aminoglycosides et 10% proviennent des bactéries (non actinomyceétes), en particulier des genres
Bacillus et Pseudomonas. La bacitracine utilisée pour certains traitements locaux en est un
exemple (Mehdi, 2008).

1.3.1.2. Les antibiotiques synthétiques

Les antibiotiques synthétiques sont obtenus soit a partir de dérives artificiels, soit en
recréant des substances primitivement extraites de micro-organismes. Parmi les antibiotiques
d’origine synthétique on distingue : sulfamides, métronidazole, isoniazide, acide nalidixique et les
fluoroquinolones, pénémes. On distingue aussi des antibiotiques d’origine semi- synthétique, sont
obtenus en modifiant en laboratoire une substance produite par un micro-organisme (Mehdi,
2008).
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1.3.2. Mécanisme d’action des antibiotiques :

La plupart des antibiotiques inhibent des voies métaboliques de la bactérie. Chaque famille

d’antibiotique posséde son mode et son site d’action propre (Tableau 03, Figure 04).

Tableau 03 : le mécanisme d’action des antibiotiques sur les cellules bactériennes

Le mécanisme d’action

La famille des ATB

-Action Sur la paroi
bactérienne

Inhibition de la synthése de la paroi
cellulair

-B-lactamines
-Glycopeptides

-Fosfomycine

-Action Sur la
membrane

cytoplasmique

Ils agissent sur les membranes lipidiques
la membrane externe d’abord, puis la
membrane cytoplasmique

-Polymyxines

-Lipopeptides

-Action Sur I'ARN

des ribosomes

Inhibition de la synthése des protéines

-Aminosides
-Macrolides

- Ketolides

- Lincosamides
- Synergistines
-Tétracyclines

- Acide fusidique

-Action Sur I'ADN
bactérien

Inhibition de la synthése de I’ADN

-Quinolones
-Rifamycines
-Nitroimidazolés

- Sulfamides
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Enzyme produisant
de I'acide folique

Paroi
bactérienne

Membrane
cytoplasmigue

Figure 05 : Mécanisme d’action des antibiotiques sur les cellules bactériennes
(Mainardi, 2013).

1.3.3. Types de résistance aux antibiotiques
1.3.3.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle, ou résistance intrinséque, est celle que développe un agent
infectieux contre un médicament donné sans jamais avoir €té en contact avec celui-ci. Elle
concerne toutes les souches d'une méme espéce et constitue une caractéristique génétique de cette
espece (Wainsten, 2012).

1.3.3.2. Résistance acquise

La résistance acquise résulte d’une modification du capital génétique de la bactérie, lui
permettant de tolérer une concentration d’antibiotique plus élevée que celle qui inhibe les souches
sensibles de la méme espéce (Lozniewski et al., 2010). C'est l'acquisition de nouveaux genes
capables de rendre la bactérie insensible a un antibiotique ou a un groupe d'antibiotiques. Ce
nouveau gene peut étre obtenu soit par mutation au niveau du chromosome qui est un phénomene
rare soit par transfert d'ADN de plasmides conjugatifs ou de transposons (mécanisme le plus
fréquent) (Yala et al., 2001).
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1. Larésistance chromosomique

L’acquisition de la résistance peut survenir par mutation spontanée sur des genes
chromosomiques (Boerlin et Reid-Smith, 2008). Elle résulte d’une mutation, ¢’est un phénoméne
rare, due au hasard. Il n’est pas provoqué par la présence de 1’antibiotique. Mais 1’antibiotique
révele la mutation de résistance en sélectionnant les bactéries mutantes résistante (en détruisant les
autres bactéries de 1’espéce, celles restées résistantes a 1’action de 1’antibiotique) (Lozniewski et

al., 2010).
2. La résistance extra-chromosomique

A. Plasmides

Cette forme de résistance est transférable d’une bactérie a I’autre et méme a des bactéries
d’espéces différentes. Le transfert d’un seul plasmide augmente aussi le risque d’une résistance a

plusieurs médicaments (Sylvie, 2009).
B. Les transposons

Ce sont des fragments d’ADN, capable de changer leur localisation dans le génome sans
jamais apparaitre a 1’état libre. Ils codent pour les déterminants de la transposition et ceux d’autres
fonctions telles que la résistance aux antibiotiques en s’intégrant soit dans le chromosome soit

dans le plasmide, en allant de 1’un a 1’autre (Saadaoui, 2008).

1.3.4. Mécanismes de résistance

La résistance aux antibiotiques peut résulter de plusieurs mécanismes : production d’un enzyme
modifiant ou détruisant 1’antibiotique, modification de la cible de I’antibiotique, imperméabilisation

de la membrane bactérie.... Tous ces mécanismes peuvent étre isolés ou associés.
1.3.4.1. Modification de la perméabilité membranaire

La bactérie empéche la pénétration de I’antibiotique dans la cellule dans laquelle celui-ci
doit entrer pour atteindre sa cible. La « porte d’entrée » est représentée par des pores sont
normalement constitués de protéines qui forment des canaux et que 1’on appelle des porines. Les

bactéries resistantes réduisent leur nombre de porines et déstabilisent ainsi ces canaux.
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1.3.4.2. Les Systémes d’efflux bactériens

Les premiers cas de résistance par efflux ont été mis en évidence pour des agents
chimiothérapeutiques, efflués par la glycoprotéine P des cellules cancéreuses de mammiféres
(Juliano et Ling, 1976). L’efflux des antibiotiques a été observé pour la premiére fois avec la
tétracycline a la fin des années 1970 (Levy et Mc Murry, 1978). Les pompes d’efflux sont des
transporteurs membranaires, impliqués dans la résistance aux antibiotiques par exportation active
des drogues dans le milieu extracellulaire. Ces pompes peuvent étre des transporteurs « drogues
specifiques » et conférer une résistance vis-a-vis d’une seule classe d’antibiotiques. Tel est le cas
des pompes Tet, qui effluent exclusivement les tétracyclines ou des pompes Mef, qui sont
spécifiques des macrolides (Markham et Neyfakh, 2001). Cependant, la plupart de ces
transporteurs peut prendre en charge des composés de structures tres différente et contribuer ainsi,
de maniére significative, a la multi-résistance (MDR : multi-résistance aux drogues) des bactéries
vis-a-vis des antibiotiques (Poole, 2004). Les genes, codant pour les pompes «drogue-
spécifiques», sont souvent situés sur des éléments génétiques mobiles (plasmides ou transposons)
alors que ceux qui codent pour les pompes MDR sont, pour la plupart, chromosomiques (Butaye
et al., 2003).

Chez les bactéries Gram négatif, les systémes d’efflux sont des complexes protéiques tripartites
constitués d’une pompe transmembranaire, d’une protéine périplasmique de jonction (MFP :
Membrane Fusion Protein) et d’une porine, enchassée dans la membrane externe (OMP : Outer
Membrane Protein). Les pompes les plus fréguemment rencontrées sont les pompes AcrB chez
Escherichia coli ou MexB chez P. aeruginosa. Chez les bactéries Gram positif, les systémes d’efflux
ne sont constitués que de la pompe. Les plus étudiés sont les pompes NorA ou QacA, chez S. aureus,

et PmrA chez Streptococcus pneumoniae.

Pour fonctionner, les pompes d’efflux utilisent I’énergie fournie par la dissipation d’un
gradient de protons (familles MFS, SMR et RND) ou d’ions sodium (famille MATE) ou encore
par ’hydrolyse de I’ATP (famille ABC).

1.3.4.3. Dégradation et modification enzymatique des antibiotiques

La bactérie va synthétiser une enzyme qui va modifier I’antibiotique et le rendant
inefficace. Souvent il s’agit de modification entrainant un changement de conformation du

médicament qui ne reconnait plus ou ne peut alors plus se fixer sur son site d’action.
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Parmi les exemples de littérateur, 1I’exemple le plus connu est celui du couple b- lactamase
et pénicilline. D’ailleurs, il existe plus de 350 b-lactamases recensées dans la littérature, celle-ci
peut étre inclue dans un plasmide ou directement sur le chromosome bactérien selon les espéces

On retrouve ce phénoméne pour une autre famille, les céphalosporines cousines des

pénicillines (Butaye et al., 2003).

1.3.4.4. Altération des cibles cellulaires des antibiotiques

Comme I’interaction entre 1’antibiotique et la molécule cible est assez spécifique, de
faibles altérations de la cible peuvent avoir des effets importants sur la liaison de I’antibiotique.
Un exemple de ce mode de résistance est la modification des PBPs qui peut affecter I’affinité de
ces molécules pour les -lactames. Alors que la modification des PBPs semble étre le mécanisme
principal de résistance aux -lactames chez les bactéries Gram positif, la production de lactamases

est surtout impliquée chez les Gram négatif (Walsh, 2003).

D’autres exemples de modification de cibles concernent 1’altération des précurseurs de
la paroi cellulaire conférant la résistance aux glycopeptides, la mutation de I’ADN gyrase et de la
topoisomérase 1V conférant la résistance aux fluorogquinolones, les mécanismes de protection
ribosomale conférant la résistance aux tétracyclines, les mutations de I’ ARN polymérase conférant
la résistance a la rifampicine. Le degré de résistance conférée par les modifications de cible est
variable et dépend de la capacité de la cible mutée a accomplir ses fonctions (Rice et al., 2003;
Murray et al., 2009).
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Chapitre 11 : Ammi visnaga

1. Ammi vishaga

11.1. Phytothérapie

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de I’homme et des différents
écosystémes, car elles renferment une part importante des composeés utilisés pour prévenir,
soigner ou soulager divers maux (par la consommation ou I’utilisation en voie externe de

produits a base de plante) s'appelle phytothérapie.

Le recours a la phytothérapie s’est répandu partout dans le monde et a gagné en popularité,
non seulement les populations des pays en développement y ont accés mais aussi ceux des pays
développés ou la biomédecine occupe une grande place dans le systéme de santé. L’organisation
mondiale de la santé (OMS) estime qu’environ 80% de la population mondiale compte toujours

sur I’utilisation des plantes médicinales comme un premier traitement (Khalil et al., 2007).

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve
dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés en
thérapeutique. C’est pour cela que I'industrie pharmaceutique se tourne vers la nature et a
entrepris une vaste étude sur le terrain pour répertorier les plantes les plus prometteuses parce
qu’il est nécessaire aujourd’hui, de valider ’'usage traditionnel de ces plantes et d’évaluer

scientifiquement leurs activités pharmacologiques retenues (Bahorun, 1997).
11.2. Propriétés des Apiacees

La famille des Apiacées (Apiaceae) est constituée de plantes dicotylédones caractérisées
notamment par leur inflorescence typique, l'ombelle, d'ou leur appellation d’Ombelliferes
(Umbelliferae, nom alternatif). Cette famille comprend environ 300 — 455 genres et 3000 —
3750 espéces (Tabanca et al., 2006).

En Algérie, selon Quezel et Santa (1962), elle est représentée par 55 genres et 130
especes. Les especes présentent une distribution bipolaire (dans toutes les régions tempérées),
mais la majorit¢ habitant 1’hémisphére Nord tempéré, d’autres comme la carotte sont

cosmopolites.

La majorité des Apiacees sont des plantes aromatiques grace a leurs sécrétions d’huile
essentielle (Paloma, 2012). Le genre Ammi comprend 3 especes parmi la flore Algérienne.
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I1.3. L’espéce Ammi visnaga

Ammi visnaga L. est connu sous plusieurs noms communs, y compris bisnaga, curedents
et khella. C'est un membre de la famille des Apiaceae (Ombelliferae), largement distribués en
Europe, en Asie et en Afrique du Nord et également dans le monde entier (Hashim et al., 2014).
Khella ou bien « Noukha » en Algérie (Belkacem et al., 2016).A. visnaga est une plante

herbacée bisannuelle ou annuelle, qui pousse généralement au printemps (Jaradat et al., 2015).

Ammi visnaga (L.) Lam. (khella) est une plante médicinale aromatique et commerciale au
go(t amer principalement connue au Maghreb alors qu'elle pousse spontanément dans tout le
bassin méditerranéen. C’est une plante spontanée trés abondante, principalement dans la région

du nord. Elle est utilisée dans la médecine traditionnelle (Badr et al., 2004).
11.4. Description botanique d’Ammi visnaga

L’Ammi visnaga est une plante ombellifére annuelle robuste de 30 a 90 cm de haut,
selon la fraicheur du terrain, entierement glabre et verte, a odeur aromatique généralisée dans

tous les tissus rappelant nettement celle de la Carotte cultivée.

L'inflorescence est une ombelle composée des fleurs blanches trés gonflées a la base,
qui se combinent pour former un large parapluie (Keddad et al., 2016). Ces fleurs ont aussi leur
propres parfum différent de la partie feuillu (Bishr et al., 2014). En outre, Ammi visnaga porte
des fruits ovoides, contracté par deux méricarpes (d'environ 3 mm de longueur), ces dernier
privilégies par une couleur brun-vert avec une nuance violette et portent des graines ovales
(Bishr et al., 2014 ; Hashim et al., 2014; Meepagala et al., 2016).

Cette plante possede des feuilles alternes et basales, sessiles (dans les pousses
supérieures) et courtes en pétioles (vers le bas) (Bishr et al., 2014). Elles sont variables,
fréquentes géneralement en forme ovale a triangulaire, a une teinte vert grisatre (Bishr et al.,
2014 ; Hashim et al., 2014). Ses tiges sont rameuses, robustes, au sommet, entiérement

couvertes d'un feuillage (Bishr et al., 2014).
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Figure 06 : Ammi visnaga L

11.5. Position taxonomique d’Ammi visnaga

Tableau 04 : La classification d’Ammi visnaga selon Bokbenit (2011)

Régne : Plantae
Embronchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Apiales
Famille : Apiaceae
Genre : Ammi

espéece Visnaga

11.6.Distribution Géographique

Ammi visnaga est une plante native du bassin Méditerranéen (Ullah et al., 2012)
indigene du Nord I'Afrique, I'Asie occidentale, qui pousse généralement dans les climats chauds
(Hashim et al., 2014).
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Cette plante est également acclimatée en Australie et en Chili, Argentine, Mexique, Etats
Unis, Russie, et en Atlantique (Kenner et Requena, 2001 ; Al —Sanfi, 2013 ; Bishr et al., 2014).
En outre, elle est fréquente aussi en République islamique d'Iran (Iserin, 2001). Par ailleurs,
cette espece est distribués abondamment en Pakistan comme plante médicinale sauvage (Ullah
et al., 2012). De méme Ammi visnaga constitue des peuplements denses plus isolés dans les
cultures et les landes incultes sur argile de Nord d'Afrique ou elle occupe surtout les jachéres
en terrain argileux (Gattefossé, 2016).

11.7. Principaux constituants phytochimique

Les études phytochimiques d’Ammi visnaga ont révélé sa richesse en différentes
composants comme les flavonoides, les anthocyanes, les terpenoides, les coumarines et les
huiles essentielles (Ghareeb et al., 2011). Les différences dans les constituants chimiques
essentiels d’Ammi visnaga et leurs quantités respectives en pourcentage peuvent étre expliquée

par les différences de biotypes et des origines géographiques (Hashim et al., 2014).
Parmi les composés phytochimiques qui ont été isolé, on peut citer :

La Khelline, la Visnagine (Vanachayangkul et al., 2007), et la visnadine sont les
principaux composés actifs des fruits d’Ammi visnaga, elles sont utilisées dans
I'industrie pharmaceutique. La teneur en composés dans les fruits secs varie
considérablement en fonction des facteurs génétiques et des conditions

environnementales (Ammor et al., 2017).
La cimifugine et la B-sitostérol (Ashour et al., 2013).

Le 2-methyl-5: 8-diméthoxy-6-7-furano-chromone, la Khellinine, le glucoside et le
Khellol (Gattefossé, 1952).

Les coumarines qui présentent un groupe important de constituants majeurs (0,2-0,5%)
comme la visnadine pyranocoumarine (0,3%), I'ammaoidine, les visnagans, la samidine,
la dihydrosamidine et la xanthotoxine (Al-Snafi, 2013 ; Jaradat et al., 2015).

Les flavonoides : Le dépistage phytochimique de I'extrait aqueux d’Ammi visnaga a
révélé la présence de deux flavonoides a savoir la quercétine et le kaempférol (Dirar et
al., 2014). Ces deux produits sont connus de leurs activités antiinflammatoires et

antioxydantes élevées (Abduljalil et al., 2010), le rhamnétine-3-O-glucosides,
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rhamnazine-3-O-glucosides, isorhamnétine-7-O-glucoside, quercétine 3-O-rutinoside,
quercétine 7,3,3-Otriglucoside connus pour avoir des activités antioxydantes, et
antibacterienne (Ghareeb et al., 2011 ; Bencheraiet et al., 2011 ; Semyari et al., 2011).

Les flavonoles comme : les dérivés de I’isorhamnétine (3-glucoside ; 3 Rut, 3-
rutinoside) (Saleh et al., 1983).

Aussi I’Ammi visnaga est connue par sa propriété principale autant qu’un
antispasmodique causée par la présence du produit majoritaire (furanochromone) de
quantité maximale de 0,14 mg/g poids seche (Kursinszki et al., 1998 ; Kursinszki et al.,
2000).

Les huiles essentielles : Selon 1’étude qui réalisé par Badr et autre au Maroc (2004), Des
échantillons d'’Ammi visnaga fournissent une teneur de 0.27% en huiles essentielles.
L'isobutyrate d'amyle (environ 16%), le linalol (22,7%), le methyl-2-butyrate
d'isoamyle (environ 27,7%) et le valérate d'amyle (environ 10%), sont les constituants
majoritaires de ces huiles essentielles. Ensemble ces constituants représentent plus des
trois quarts des produits détectes dans les huiles essentielles (Badr et al., 2004). Les
huiles essentiels de /’Ammi visnaga sont reconnues pour son efficacité contre les
maladies coronariennes et asthme bronchique (Hashim et al., 2014). Une meilleure
activité antibactérienne a été montré aussi chez les huiles essentiels de /’4mmi visnaga

contre E. coli, Staphylococcus aureus et P. aeruginosa (Hashim et al., 2014).
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Tableau 05 : Composition chimique de I'Ammi visnaga

La famille Definition Type de compose
chimique (Les molecule)
Fruranochro-  Lacoumarine est une 1) Khelline
mones substance naturelle OCH,
(Coumarine) organique aromatique HaC 0 Q

connue dans la | Vi

nomenclature Io OCH,

internationale comme 2H- 2) Visnagine

1-benz pyrane-2-one

H,C o) - o
DYw
o] O\‘CH:,)
Pyranocoum IIs sont le resultat de la 3) Visnadine
arines fusion du coumarine et N R
d'un noyau de pyrane ( /“\ 1
o X ~ X0
HiC l/
HaC™ -~ T~0CcOCH;
OCOCH(CH3)CH>CH4

Furanocoum Sont desagents toxigues 4) Xanthotoxine ou ammoidine

arines photosensibles. 1ls sont
le résultat de la fusion

d'une coumarine et d'un

noyau de furane.

Flavonoides Dérivés de flavonoides 4) Quercitrine3-rutinosides
sulfates ;\rﬁf*

OH 'D
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11.8.Utilisations médicinales traditionnelles

L’Ammi visnaga a eté utilisée dans la médicine traditionnelle pour le traitement de

diverses pathologies dont on cite :

Traitement des symptdémes angineux légers, comme traitement de soutien de
I'obstruction légére des voies respiratoires dans I'asthme bronchique ou bronchite spastique.
Dans le traitement des crampes gastro-intestinales et menstruation douloureuse. En interne en
tant que emménagogue pour réguler la menstruation et pour le traitement des vertiges, du
diabete et calculs rénaux (Al-Snafi, 2013).

La décoction de graines d’Ammi visnaga est réputée avoir plusieurs propriétés curatives.
Les graines décoctées sont fréquemment prescrits par les médecins locaux comme diurétiques

et antispasmodiques aux patients atteints de pierres urétriques (Dirar et al., 2014).
11.9. Activités biologiques

Ammi visnaga possédent plusieurs propriétés biologiques (diurétique, antispasmodique,
antilithiastique, antioxydant, antibactérien et fongicide). En outre, les huiles essentielles et les
extraits d’A. visnagas ont décrits comme de puissants pesticides contre Mayetiola destructor et

Culex quinquefasciatus (Brahmi et al., 2016).

11.9.1.Intérété thérapeutique

Ammi visnaga a fait I'objet de plusieurs études grace a des principes actifs : la khelline,
la visnadine et la visnagine dont les vertus thérapeutiques ont été prouvées (Badr et al., 2004),
ces constituants ayant des activités pharmacologique connue (Akshaya et al., 2015). Ammi
visnaga est utilisé comme traitement d'appoint dans les affections respiratoires telles que la
toux, la bronchite, I'asthme et la coqueluche, et il est utilisé dans le traitement des maladies
cardiovasculaires, l'insuffisance cardiaque congestive, I'nypertension, arythmies cardiaques,
hypercholestérolémie et athérosclérose (Jaradat et al., 2015). Les graines de I’Ammi visnaga
contiennent de la khelline, le constituant chimique considéré comme un vasodilatateur
coronaire sélectif et aussi utilisé dans le traitement de I'asthme. En outre, a la fois I'extrait et les
constituants d’Ammi visnaga ont une action antispasmodique et dilate les vaisseaux
bronchiques, urinaires et sanguins sans affecter la pression artérielle (Hashim et al., 2014).

L’Ammi visnaga est utilisé sur la peau pour traiter le vitiligo, le psoriasis, la perte de cheveux
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par endroits, dans la cicatrisation des plaies, les états inflammatoires et les morsures

empoisonnées (Akshaya et al., 2015).
11.9.2. Activité antimicrobienne

Selon des études réalisees sur la plante Ammi visnaga, elle est considérée comme une

espéce ayant des activités antimicrobiennes.

L’activité antimicrobienne des extraits éthanoliques et aqueux des fruits de plantes
couramment utilisées en Irak, a été montrée contre certains microorganismes pathogenes
(Ghareeb et al., 2011).

Les travaux de Ghareeb et autres (2011) sur I’activité antibactérienne et antifongique
d’A. visnaga ont montré son efficacité contre K. pneumoniae et E. coli et S. aureus ainsi que

sur des espéces fongiques.

En outre, d’aprés Jaradat et autres (2015), des extraits de la plantes d'A. visnaga (L)

obtenus par des solvants organiques ont une forte activité antimicrobienne que I'extrait aqueux.

Généralement, ses activités ont été associées a la composition chimique de la plante,
précisément a la khelline et a la visnagine, deux constituants considérés comme des agents

antifongiques, antibactériens et antiviraux (Hashim et al., 2014).
11.9.3.Activité antibiofilm

L’extrait méthanolique d’Ammi visnaga (L) collecté au printemps dans la région de Sidi
Lakhdar (Mostaganem, Algérie), a un effet puissant contre la formation de biofilms de Bacillus

cereus en raison de leur teneur en composés phénoliques totaux (Belkacem et al., 2016) .
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I11. Les huiles essentielles

I11.1. Définition

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites secondaires
volatils, isolés par hydrodistillation ou par expression mécanique (Kalemba, 2003). Elles sont
obtenues a partir de feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs de brindilles, d’écorces, de bois,
de racines, de tiges ou de fruits (Burt, 2004), mais également a partir de gommes qui s’écoulent
du tronc des arbres. Les huiles essentielles sont obtenues par hydrodistillation, expression a froid,
comme les agrumes (Burt, 2004). De nouvelles techniques permettant d’augmenter le rendement
de production, ont été développées, comme 1’extraction au moyen de dioxyde de carbone liquide
a basse température et sous haute pression (Santoyo et al., 2005) ou I’extraction assistée par

ultrasons ou micro-ondes (Kimbaris et al., 2006).
I11.2. Localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles se rencontrent dans tout le regne végétal. Cependant elles sont
particulierement abondantes chez certaines familles (Mann, 1987) Coniféres, Rutacées,
Ombelliferes, Myrtacées, Lamiacées, Poacées. Tous les organes peuvent en renfermer, surtout les
sommités fleuries (lavande, menthe...), mais on en trouve dans les racines ou rhizomes (Vétiver,
Gingembre), dans les écorces (Cannelles), le bois (Camphrier), les fruits (Poivres), les graines

(Muscade).....etc.
111.3. Réle des huiles essentielles

Les plantes les utilisent pour se protéger contre les virus et tous pensent qu’il s’agit
d’hormones végétales. D’autres considérent que les huiles sont des messagers entre sorte de
parasites et de microbes (Willem, 2009). Des travaux ont montré que les monoterpénes et les
sesquiterpénes peuvent jouer des rdles importants dans la relation des plantes avec leur
environnement. Par exemple, le 1,8cinéole et le camphre inhibent la germination des organes
infectés ou la croissance des agents pathogenes issus de ces organes (Nicholas, 1973 ; Holley,
1999).

111.4. Composition chimique

Comme toute substance, les huiles essentielles se caractérisent par une composition

chimique analysable et trés variable. Le nombre de composants isolés est d’environ des milliers et
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il en reste beaucoup a découvrir (BACIS, 1999). Ces constituants appartiennent, de fagon quasi
exclusive, a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des
terpénoides (les composés terpéniques) (Figure 07) et le groupe des composés aromatiques dérivés
du phenylpropane (Figure 07) beaucoup moins fréquents. Elles peuvent également renfermer
divers produits issus du processus de dégradation mettant en jeu des constituants non volatils
(Bruneton, 1999).

111.4.1. Les composés terpéniques

Les terpénes constituent une famille de composés largement répandus dans le régne
végétal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’une
unité isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHs) reconnue par Lamarti et autre (1994). Cet isoprene
est a la base du concept de la «régle isoprénique» énoncée en 1953 par Ruzicka (Lamarti et al.,
1994). Cette régle considere le diphosphate d’isopentényle (IPP), désigné sous le nom d’isopréne
actif comme le véritable précurseur de la molécule terpénique. Les systémes enzymatiques
responsables de cette conversion (IPP en composés terpéniques dans les trois compartiments :
cytoplasmes, mitochondries et plastes) sont hydrosolubles ou membranaires. Ces derniers
permettent 1’¢longation de la chaine isoprénique conduisant a tout 1’éventail des composés
terpéniques a 10, 15, 20 et 30 atomes de carbones (Lamarti et al., 1994). Seuls les terpénes dont la
masse moléculaire est relativement faible (mono — et sesquiterpénes) sont rencontrés dans les
huiles essentielles (Bruneton, 1999) et leur confere un caractére volatil et est a la base de leurs

propriétés olfactives (Pibiri, 2006).

Les terpénes sont constitués d’un meélange d’hydrocarbures et de composés oxygénés
dérivés de ces hydrocarbures. Dans certaines huiles essentielles, les hydrocarbures prédominent
(ex. I’essence de Térébenthine) dans d’autres, la majeure partie de I’essence est constituée de
composés oxygénés. Il est a noter que I’odeur et le gout des huiles essentielles sont donnés par ces
composés oxygénés. Parmi ces composés oxygénés, on note d’alcools (géraniol, linalol), d’esters
(acétate de linalyle), d’aldéhydes (menthone, camphre, thuyone), les cétones, les éthers, les
phénols et les peroxydes (Paris et Hurabielle, 1981 ; Svoboda et Hampson, 1999).

A. Les monoterpénes

Les composeés monoterpeniques sont constitués de deux unités d’isoprene, leur formule
chimique brute est C1oH16 (Rahal, 2004). Ces composés peuvent étre : monoterpénes acycliques

(myrcéne, ociménes), monoterpenes monocycliques (a- et y-terpinéne, p-cymeéne) et aux
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monoterpénes bicycliques (pinénes, A3-carene, camphene, sabinéne). Selon Bruneton (1999), la
réactivité des cations intermédiaires justifie I’existence de nombreuses molécules caractérisées par

différentes fonctions : alcools, cétones, esters, aldéhydes, éthers, peroxydes, phénols.
B. Les sesquiterpénes

IIs comportent trois unités d’isopréne, leur formule est C1sH24 Soit une fois et demie (sesqui)
la molécule des terpenes (Belaiche, 1979). lls présentent une grande variété dans les structures
conduisant a un nombre élevé de possibilités, ce qui a retardé I’¢lucidation de leurs structures
(Rahal, 2004). Les sesquiterpénes peuvent étre également, comme les monoterpénes, acycliques
(farnésol), monocycliques (humuléne, a-zingibérene) ou polycycliques (matricine, artéannuine,
fB,artémisinine). Ils renferment aussi des fonctions comme alcools (farnésol, carotol, B-santalol,
patchoulol), cétones (nootkatone, cis-longipinane-2.7-dione, B-vétivone), aldéhydes (sinensals),

esters (acétate de cédryle) (Bruneton, 1999 ; Laouer, 2004).
111.4.2.Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane

Les huiles essentielles renferment aussi des composés aromatiques dérivés du
phénylpropane (Cs-Cs), mais qui sont beaucoup moins fréquents que les terpénes et dont la
biogenese est totalement différente (Paris et Hurabielle, 1981). Bruneton (1999) considére que ces
composés sont tres souvent des allyl- et propenyl phénols, parfois des aldéhydes, caractéristiques
de certaines huiles essentielles d’Apiacées (Anis, Fenouil : anéthole, anisaldehyde, méthyl-
chavicol=estragole. Persil : apiole) mais aussi de celles du Girofle (eugénol), de la Muscade
(safrol, eugénol), de I’Estragon (eugénol), du Basilic (eugénol), de I’Acore (asarones) ou des
Cannelles (cinnamaldéhyde eugénol safrol). On peut également selon le méme auteur, rencontrer
dans les huiles essentielles des composés en Ce-C1 comme la vanilline (assez fréquente) ou comme
I’anthranilate de méthyle. Les lactones dérivées des cinnamiques (par exemple les coumarines)
étant, au moins pour les plus simples d’entre elles, entrainables par la vapeur d’eau, elles seront

également présentes dans certaines huiles essentielles.
111.4.3. Des composés d’origines diverses

Ce sont des produits résultant de la transformation de molécules non volatiles entrainables
par la vapeur d’eau. Il s’agit de composés issus de la dégradation d’acides gras, de terpénes.

D’autres composés azotés ou soufrés peuvent subsister maiS sont rares.
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Enfin, il n’est pas rare de trouver dans les concretes des produits de masses moléculaires
plus importantes non entrainables a la vapeur d’eau, mais extractibles par les solvants :
homologues des phénylpropanes, diterpénes, etc... (Bruneton, 1999). Abou Zeid (1988) signale
que le composé soufré le plus rencontré est 1’allylisothiocyanate issu de la dégradation d’un
glucoside sinigroside qui se trouve dans les graines de moutarde noire. Ce composé est incolore,
fluide et de saveur piquante. Certaines plantes aromatiques produisent des huiles essentielles dont
les composés terpéniques renfermant I’élément nitrogéne. Parmi ces composés on cite I’indole,

qui se trouve dans I’huile essentielle de citron et des fleurs de jasmin.
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Figure 07 : Structure chimique de quelques composés des huile essentielles (Bakkali et al.,
2008)
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I11.5. Facteurs de variabilité

Des travaux de recherche ont preuvé que la composition chimique des huiles essentielles est
trés fluctuante. En effet, elle dépend de deux grands axes : ordre naturel (génétique, localisation,
maturité, sol, climat, etc...) ou technologiques (mode de culture ou d’extraction d’huile essentielle

de la plante), dont nous citons les plus importants :
111.5.1. Origine botanique

La composition d’une H.E varie en fonction de 1’espéce productrice. En effet, I’extraction
de 'H.E d’un méme organe de deux plantes différentes ne donne pas la méme composition
chimique (Padrini, 1997 ; Martinetti, 2013), par exemple deux especes de sauge : la sauge
officinale (Salviaofficinalis) et la sauge sclarée (Salviasclarea), et cela peut étre vendu a la fois
sous le nom de I'huile de sauge. La premiére, riche en cétones neurotoxiques, peut provoquer des
crises d’épilepsie, alors que la seconde possede des esters aromatiques anti-épileptisants

(Franchomme, 2001).
111.5.2. L’organe producteur

La composition et le rendement d’une huile essentielle varient selon la partie de la plante a

partir de laquelle est extraite (Roulier, 2000).
111.5.3. Origine géographique

Cela permet de connaitre I’environnement dans lequel grandit la plante et de caractériser
ainsi I’huile essentielle obtenue. Il y a des différences de composition chimique selon le pays
d’origine. La composition chimique des huiles essentielles d’une méme plante grandissant dans
des lieux différents avec changement de situation géographique (altitude et latitude), avec variation
de la nature du sol peut étre différente (Bowes, 2003). Par exemple, le thym vulgaire a géraniol ne
produit cette molécule de géraniol qu’en hiver alors que I’acétate de géranyl la remplacera en été

(Viaed, 1993).
111.6. Les procédés d’extraction des huiles essentielles

La quantité d'huile essentielle contenue dans les plantes est toujours faible, parfois trés
faible, voire infime. Il faut parfois plusieurs tonnes de plantes pour obtenir un litre d'huile

essentielle.
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L’extraction des huiles essentielles est certainement la phase la plus délicate. Elle a pour but
de capter les produits les plus subtils et les plus fragiles élaborées par le végétal. 1l existe différents
procédés d'extraction, mais le choix de la méthode utilisée définit obligatoirement la nature de

I’essence ainsi que son éventuelle utilisation.
Il existe plusieurs méthodes d’extraction dont voici les principales :
111.6.1. L"hydrodistillation

Le principe de I'nydrodistillation (La méthode de Moritz) est celui de la distillation des
mélanges binaires non miscibles. Elle consiste a immerger la biomasse végétale dans un alambic
rempli d'eau, que I'on porte ensuite a I'ébullition. La vapeur détruit la structure des cellules
végeétales, libére les molécules contenues et entraine les plus volatiles en les séparant du substrat
cellulosique. La vapeur, chargée de I’essence de la mati¢re premiere distillée, se condense dans le
serpentin de I’alambic avant d'étre récupérée dans un essencier (vase de décantation pour les huiles
essentielles). Les parties insolubles dans 1’eau de condensation sont décantées pour donner 1’huile
essentielle surnageant. La partie contenant les composés hydrosolubles est appelée eau de

distillation (ou hydrolat).

Cependant, I’inconvénient majeur de cette méthode est la non maitrise de la température du
récipient contenant le mélange (eau + organes végétaux) et la modification de la couleur, de I’odeur

et de la composition de 1’huile essentielle au cours de la distillation (Chalchat et al., 1997).
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Figure 08 : Montage d’extraction par Hydrodistillation (Bardeau et al., 1976).
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111.6.2.Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau (Figure 09) est 1'une des méthodes officielles pour
I’obtention des huiles essentielles a partir des plantes aromatiques ou médicinales. Dans cette
méthode, la matiere végétale n'est pas en contact avec I'eau. La vapeur d'eau est injectée a travers
de la masse végétale disposée sur des plaques perforées. Durant le passage de la vapeur a travers
le matériel, les cellules éclatent et libérent I’huile essentielle qui est vaporisée sous I’action de la
chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange est ensuite véhiculé vers
le condenseur et I’essencier avant d’étre séparé¢ en une phase aqueuse et une phase organique :
I’huile essentielle. L’absence de contact direct entre 1’eau et la matiére végétale, puis entre I’cau
et les molécules aromatiques évite certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant

nuire a la qualité de I’huile (Fabrocini, 2007 ; Buronzo, 2008).
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Figure 09 : Montage d’extraction par entrainement a la vapeur d’eau (Bardeau et al., 1976).

111.6.3. L'hydrodiffusion

Elle a été développée par la firme Suisse Schmidt (Schmidt, 1981) qui consiste a pulser de la
vapeur d’eau a tres faible pression (0,02-0,15 bar) a travers la masse végétale, du haut vers le bas.
La méthode permet d'extraire des produits avec de composition sensiblement identique a celle des
produits obtenus par les méthodes classiques. Le procédé permet aussi un gain de temps et
d’énergie, et évite un grand nombre d'artéfacts liés a une température excessive. En fait, ce procédé

correspond a la percolation en phase vapeur.

37



Chapitre 111 : Les huiles essentielles

© ©0006
© 0 @ ©—

OMONCHOND)

V condenseurs

I

régulation de
la vapeur

Figure 10 : Montage d’extraction par hydrodiffusion (Ntezurubanza, 2000).
111.6.4. L’expression a froid

L'extraction par expression est souvent utilisée pour extraire les huiles essentielles des
agrumes comme le citron, l'orange, la mandarine, etc. Son principe consiste a rompre
mécaniquement les poches & essences. L'huile essentielle est séparée par décantation ou
centrifugation. D'autres machines rompent les poches par dépression et recueillent directement

I'huile essentielle, ce qui évite les dégradations liées a I'action de I'eau.
La rupture de la paroi des poches oléiféres fait intervenir trois procédes :

1. Une technique qui agit sur le fruit entier, elle utilise des machines exercant une action
abrasive.

2. Une technique qui agit sur le fruit sans endocarpe. Elle utilise des machines exergant une
pression suffisante pour libérer 1’essence.

3. Un troisiéme procédé permet d’extraire en une seule opération 1’essence et le jus sans

mélanger les deux produits (Garnero, 1991).

Le produit obtenu se nomme « essence » et non huile essentielle, car aucune modification

chimique liée a des solvants ou a la vapeur d’eau n’a lieu (Lamendin, 2004 ; Couic et al., 2013).
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Figure 11 : Montage d’extraction par I’expression a froid (Franchomme et Penoel, 1990).
111.6.5. Extraction par solvants

Cette méthode est utilisée pour les organes végétaux présentant une faible concentration en
essence ou pour les essences que I’on ne peut extraire par distillation. Les essences étant de nature
huileuse, ils sont solubles dans les solvants organiques. Un épuisement des plantes est effectué a
I’aide d’un solvant volatil dont 1’évaporation laisse un résidu cireux, treés coloré et trés aromatique
appelé «concréte» (Belaiche, 1979 ; Duraffourd et al., 1990).0n utilise comme solvant organique
volatil I’hexane, qui est le plus utilisé actuellement; le benzeéne trés utilisé dans le passé mais
interdit pour des raisons de toxicité ; le propane ; le toluéne, etc... (Peronet Richard, 1992 ;
Stagliano, 1992). L’extraction passe par plusieurs étapes, on lave la matiére avec le solvant deux
a trois fois. Il semble que la presque totalité des produits odorants passe en solution dés la premiéere
extraction. Mais, il est nécessaire de pratiquer des dilutions successives avec de nouvelles charges
de solvant (lavages) car la matiere traitée retient une forte proportion de la solution. La matiere
épuisée retient une proportion importante de solvant. Il faut donc concentrer la solution en
évaporant le solvant qui est recyclé pour d'autres lavages. La récupération du solvant atteint
couramment 94 a 96 % de la quantité retenue (Sens-Olive, 1979).De ce fait une proportion
résiduelle de solvants reste dans les concrétes d’ou un risque de toxicité non négligeable (Bruneton,

1999). Pour cette raison, cette technique est limitée a 1’industrie des parfums.
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111.6.6. Extraction par les corps gras

La méthode d'extraction par les corps gras est utilisée en fleurage dans le traitement des
parties fragiles de plantes telles que les fleurs, qui sont tres sensibles a I'action de la température.
Elle met a profit la liposolubilité des composants odorants des vegétaux dans les corps gras. Le
principe consiste a mettre les fleurs en contact d'un corps gras pour le saturer en essence végetale.
Le produit obtenu est une pommade florale qui est ensuite épuisée par un solvant qu'on élimine
sous pression réduite. Dans cette technique, on peut distinguer I'enfleurage ou la saturation se fait
par diffusion a la température ambiante des ardmes vers le corps gras et la digestion qui se pratique

a chaud, par immersion des organes vegétaux dans le corps gras (Brian, 1995).
111.6.7. Extraction par micro-ondes

Le procédé d'extraction par micro-ondes appelée Vacuum Microwave Hydrodistillation
(VMHD). Consiste a extraire I'huile essentielle a l'aide d'un rayonnement micro-ondes d'énergie
constante et d'une séquence de mise sous vide. Seule I'eau de constitution de la matiére végétale
traitée entre dans le processus d'extraction des essences. Sous l'effet conjugué du chauffage sélectif
des micro-ondes et de la pression réduite de facon séquentielle dans I'enceinte de I'extraction, I'eau
de constitution de la matiére végétale fraiche entre brutalement en ébullition. Le contenu des
cellules est donc plus aisément transféré vers l'extérieur du tissu biologique, et I'essence est alors
mise en ceuvre par la condensation, le refroidissement des vapeurs et puis la décantation des
condensats. Cette technique présente les avantages suivants : rapidité, économie du temps

d'énergie et d'eau, extrait dépourvu de solvant résiduel (Mompon, 1994 ; Brian, 1995).
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Figure 12 : Montage d’extraction par micro-ondes (Mann, 2009).
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I11.7.Activités biologiques des huiles essentielles

Le réle physiologique des huiles pour le r6le végétal est encore inconnu. Cependant, la
diversité moléculaire des métabolites qu’elles contiennent, leur confeére des roles et propriétés

biologiques.

Un effet anti-inflammatoire a été décrit pour les huiles essentielles de Protium strumosum,
Protium lewellyni, Protium grandifolium (Siani et al., 1999). Des études ont montré que les huiles
essentielles de Chromolea naodorata et de Mikania cordata, donnaient des tests d'inhibition
positifs sur la lipoxygénase L-1 de soja, modéle de la lipoxygénase humaine (5-LO) impliquée
dans les processus de I'inflammation (Bedi et al., 2004). Ensuite, dans une autre étude, il a été
montré que celles de Chromolea naodorata présentaient des actions positives sur la fonction
Cyclooxygeénase de la Prostaglandine H-synthétase (Bedi et al., 2010). Les mémes auteurs ont
montré que les huiles essentielles de Cymbopogon giganteus, Ocimum gratissimum, Eucalyptus

citriodora avaient des activités inhibitrices sur la cyclooxygénase (Bedi et al., 2003).

Certaines huiles essentielles présentent des activités anti-tumorales et sont utilisées dans le
traitement préventif de certains types de cancers. L’huile essentielle isolée des graines de Nigella
sativa L., démontre une activité cytotoxique in vitro contre différents lignées tumorales. In vivo,
elle limite la prolifération des métastases hépatiques et retarde la mort des souris ayant développé
la tumeur P815 (Mbarek et al., 2007). L’huile essentielle de Melissa officinalis s’est, quant a elle,
révélée efficace contre des cellules de lignées cancéreuses humaines, incluant des cellules
leucémiques HL-60 et K562 (De Sousa et al., 2004).

Un antioxydant est toute substance capable de retarder ou d’inhiber 1’oxydation des substrats
biologiques (Boyd et al., 2003 ; Karou et al., 2005). Ce sont des composés qui réagissent avec les
radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs (Vansant, 2004). De nombreuses molécules
d’origine naturelle dont les huiles essentielles sont étudiées pour leurs propriétés antioxydantes et

leur contribution dans la lutte contre les especes oxydantes de I’organisme (Benalia, 2008).

Les activités antifongiques de nombreuses huiles essentielles incluant les huiles de thym,
de citronnelle, de cannelle et de Melaleuca alternifolia (Burt, 2004) ont été décrites. L’efficacité
des huiles extraites des achillées, Achillea fragrantissima (Barel et al., 1991), A. terefolia (Unlu et
al., 2002) et A. milefolium (Candan et al., 2003), contre la levure pathogene Candida albicans, a

également été mis en évidence.
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Outre I’activité antibactérienne des huiles essentielles a été étudiée. On distingue deux sortes

d’effets des huiles essentielles sur les microorganismes :

= Effet bactéricide (bactéricidie) : exercant une activité létale.

= Effet bactériostatique (bactériostase) : entrainant une inhibition de la croissance.

L’activité bactériostatique est souvent plus assimilable aux huiles essentielles que 1’activité
bactéricide. Cependant il a été démontré que certains constituants chimiques des huiles essentielles
ont des propriétés bactéricides (Kunle et al., 2003 ;Walsh et al., 2003). En effet, des dommages au
niveau des cellules de différents microorganismes ont été rapportés, illustrés par microscopie
¢lectronique. Citons ’effet bactéricide des huiles essentielles riches en monoterpénols et en
phénols sur Staphylococcus aureus (Desjobert et al., 1997), ou encore celui de I’Origanum

compactum sur Escherichia coli (Burt et Reinders, 2003).
111.8. Toxicité des huiles essentielles

Bien que les huiles essentielles sont des substances naturelles, mais cela ne signifie pas qu'il
est sans danger pour la santé humaine. Il est ainsi important de connaitre le produit, le choisir selon
des critéres qualificatifs rigoureux, de respecter avec précision les doses et de choisir le mode
d’administration adéquat, et pour éviter la survenue d’effets indésirables, et les interactions avec
d’autres médicaments. Ainsi, les huiles essentielles peuvent s’avérer allergisants,
photosensibilisants, cytotoxiques, irritants, néphrotoxiques, hépatotoxiques, neurotoxiques... On

distingue les toxicités suivantes :
111.8.1. Toxicité par voie orale

La majorité des huiles essentielles couramment utilisées présentent une toxicité par voie
orale faible avec des doses létales a 50% (DL50) supérieures a 5 g/kg. Cependant, la Sarriette et
I’Origan présentent une toxicité élevée autour des 1.4 g/kg (données observées chez 1’animal),
tandis que les plus toxiques sont les huiles essentielles de Boldo (0,13 g/kg), de Chénopode
(0,25g/kg), de Thuya (0,83 g/kg), ainsi que 1’essence de moutarde (0,34 g/kg) (Bruneton, 1999).
L’eugénol, I'un des constituants du Thym, peut s’avérer hépatotoxique et méme entrainer une

insuffisance rénale chez I’enfant a doses élevées (10 ml) (Eisenhut, 2007).
111.8.2. Toxicité dermique

L usage des huiles essentielles en parfumerie ou en cosmétique, Elle nous oblige a utiliser

en application locale sur la peau, peut générer des irritations, allergies voire photosensibilisation.
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C’est le cas de I’huile essentielle de Thym, d’Origan, de la Sarriette qui sont connues pour leur
pouvoir irritant et agressif, les essences d’agrumes (pamplemousse, citron...) qui sont

photosensibilisantes par des réactions épidermiques apres exposition au soleil (Couic et al., 2013).
111.8.3. Cytotoxicité

Quelques huiles essentielles peuvent étre cytotoxiques sur les cellules animales et humaines.
En effet, il a ét¢ démontré que les huiles essentielles d’Origan, de différentes variétés, présentent
une forte cytotoxicité sur des cellules humaines cancereuses (Sivropoulou et al., 1996 ; Chaouki
etal., 2010). Egalement, il a été démontré que les huiles essentielles de Thym et de Lavande, selon
la phase dans laquelle elles sont mises en contact (phase liquide ou gazeuse), sont cytotoxiques

sur des cellules animales (hamster) (Inouye, 2003).
111.8.4. Neurotoxicité

Certaines huiles essentielles peuvent étre convulsivantes et abortives suite a une utilisation
prolongée. C’est le cas des huiles essentielles a thuyones (Thuya, Absinthe, Sauge officinale) qui

sont neurotoxiques (Franchomme et Penoel, 1990 ; Couic et al., 1996).
111.9. La conservation des huiles essentielles

A cause de leur évaporation rapide, leur sensibilité a 1’air et a la lumieére, les huiles
essentielles doivent étre conservées dans des flacons opaques et fermés hermétiquement (Valnet,
1984 ; Salle et Pelletier, 1991).
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Chapitre 1V : Méthodes d’évaluation de I’activité antibactérienne des HES

IV. Méthodes d’évaluation de D’activité antibactérienne des huiles

essentielles
IV.1. Activité antibactérienne

1V.1.1. Généralités

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des HEs, il est
probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique,

mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire.

De facon générale, il a été observé une diversité d’action toxique des HES sur les
bactéries comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la force
motrice de proton, fuite d’électron et la coagulation du contenu protéique des cellules
(Davidson, 1997).

Le mode d’action des HEs dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des
composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans
la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne cela peut
induire un changement de conformation de la membrane (Cox et al., 2000, Carson et al.,
2002).

Une inhibition de la décarboxylation des acides aminés chez Enterobacter aerogenes a
aussi été rapportée (Wendackoon et Sakaguchi 1995). Les HEs peuvent aussi inhiber la

synthése de I’ADN, ARN, des proteines et des polysaccharides.

IV.1.2. Agents antimicrobiens

Les termes « antimicrobiens » ou « agents antimicrobiens » désigne toutes substances
naturelles et/ou synthétiques susceptibles de diminuer la multiplication des microorganismes

ou de les détruire sans endommager les tissus de 1’organisme.

Les moyens de lutte sont variés. L’utilisation de tel ou tel moyen dépend des
microorganismes visés, de son environnement et de 1’intensité de 1’action souhaitée. Parmi
eux, on retrouve notamment les agents physiques comme : la température, les radiations, la
filtration et la centrifugation, les agents chimiques comme : les antibiotiques, les
antiseptiques et les sulfamides, et aussi les agents biologique tel que les agents

antimicrobiens d’origine végétale comme les composés phénoliques, les alcaloides ainsi que
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les huiles essentielles font partie du groupe de métabolites secondaires des végétaux
(Haddouchi et Benmansour, 2008).

Les agents antimicrobiens sont couramment utilisés pour le traitement et la
prévention des maladies chez I’humain et les animaux ainsi que dans 1’industrie agricole

pour stimuler la croissance.

IV.2. Facteurs déterminants le degré d’activité des huiles essentielles

Plusieurs facteurs influencent la détermination de I’activité antimicrobienne des huiles
essentielles ou de leurs composants actifs, tels que la méthode d’évaluation antimicrobienne,
le type et la structure moléculaire des composants actifs, la dose ajoutée, le type de

microorganisme ciblés et leur éventuelle adaptation aux huiles essentielles.
IV.2. 1. Activité liee a la composition chimique

L’activité biologique d’une huile essentielle est a mettre en relation avec sa
composition chimique, les groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools,
phénols, composeés terpéniques et cétoniques) et les possibles effets synergiques entre les
composants. Ainsi, la nature des structures chimiques qui la constituent, mais aussi leurs

proportions jouent un role déterminant.

L’activité d’une huile essentielle est souvent réduite a I’activité de ses composés
majoritaires, ou ceux susceptibles d’€tre actifs. Evalués séparément sous la forme de
composes synthétiques, ils confirment ou infirment I’activit¢é de I’huile essentielle de
composition semblable. Il est cependant probable que les composés minoritaires agissent de
maniere synergique. De cette maniére, la valeur d’une huile essentielle tient a son «totumy,
c’est a dire dans I’intégralité de ses composants et non seulement a ses composés majoritaires
(Lahlou, 2004).

Il est connu que ce sont les terpénoides et les phénylpropanoides qui conferent aux
huiles essentielles leurs propriétés antibactériennes. L’activité de ces molécules dépend, a la
fois, du caractere lipophile de leur squelette hydrocarbonée et du caractére hydrophile de
leurs groupements fonctionnels. Les molécules oxygénées sont généralement plus actives

que les hydrocarbonées.
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IV.2. 2. Le type des microorganismes cible

Un autre parametre important déterminant 1’activité antimicrobienne des huiles
essentielles est le type des microorganismes ciblés. En général, les différents
microorganismes n’ont pas une sensibilité similaire vis a vis des huiles essentielles. Parmi
les microorganismes, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus (Gram positif), Escherichia
coli et Pseudomonas aeruginosa (Gram négatif), Candida albicans (Levures) et Aspergillus
niger (Champignons) ont été les plus étudiés. Les champignons montrent généralement une
sensibilité supérieure par rapport aux bactéries et parmi les bactéries, les Gram négatif
apparaissent plus résistants que les Gram positif vis-a-vis des huiles essentielles (Amaral et
al., 1998 ; Cox et al., 2000). Inversement, Escherichia coli est plus sensible vis a vis de
I’huile de Melaleuca alternifolia que Staphylococcus aureus (Hayes et al., 1997). De méme,
certains champignons sont plus résistants vis-a-vis de I’huile de genévrier que les bactéries
(Chao et al., 2000). Enfin, une sensibilité supérieure des bactéries anaérobies a été observée
quel gue soit les huiles essentielles par rapport a celles vivant en aérobiose (Juven et al.,
1994 ; Amaral et al., 1998).

1VV.2.3. Mode d’action des huiles essentielles

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur
permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule
bactérienne. Cela peut induire un changement de conformation de la membrane, une
perturbation chémo-osmotique et une fuite d’ions (K*) : ce mécanisme a été observé avec
I’huile de Melaleuca alternifolia sur les bactéries a coloration de Gram positive
(Staphylococcus aureus) et les bactéries a coloration de Gram a négative (Escherichia coli)

et levure (Candida albicans) in vitro (Cox et al., 2000 ; Carson et al., 2002).

Certains composés phenoliques des huiles essentielles interférent avec les protéines de
la membrane des micro-organismes comme 1’enzyme ATPase, soit par action directe sur la
partie hydrophobe de la protéine, soit en interférant dans la translocation des protons dans la
membrane prévenant la phosphorylation de I’ADP (Knobloch et al., 1989; Sikkema et al.,
1995). Une inhibition de la décarboxylation des acides aminés chez Enterobacter aerogenes
a aussi été rapportée (Wendakoon et Sakaguchi, 1995). Les huiles essentielles peuvent aussi
inhiber la synthése de I’ADN, I’ARN, des protéines et des polysaccharides (Zani et al.,

1991). Le mode d’action des huiles essentielles dépend aussi du type de microorganismes :
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en général, les bactéries a coloration de Gram négative sont plus résistantes que les Gram
positifs grace a la structure de leur membrane externe. Ou, la membrane extérieure des Gram
négatifs est plus riche en lipo-polysaccharides et en protéines que ceux des Gram négatifs
qui la rendent plus hydrophile, ce qui empéche les terpénes hydrophobes d’y adhérer.
Néanmoins, certains composés phénoliques de bas poids moléculaires comme le thymol et
le carvacrol peuvent adhérer a ces bactéries par fixation aux protéines et aux
lipopolysaccharides membranaires grace a leurs groupements fonctionnels et atteindre ainsi

la membrane intérieure plus vulnérable (Dorman, 2000).

1VV.3. Méthodes d’évaluation de ’activité antibactérienne

1VV.3.1. Evaluation de ’activité antibactérienne

L’examen des données bibliographiques fait apparaitre d’emblée la diversité des
méthodologies utilisées pour mettre en évidence 1’activité antimicrobienne des huiles
essentielles. Les techniques utilisées ont une grande influence sur les résultats. Ces méthodes
utilisées donnent parfois des reésultats différents selon les conditions opératoires
expérimentales pour chaque manipulateur. L’insolubilité des huiles essentielles dans 1’eau
et d’'une maniére générale dans les milieux aqueux largement utilisés en microbiologie, est
une des explications de la variété des techniques d’évaluation. Selon la souche microbienne,
I’huile essentielle et I’application choisie, divers milieux de culture peuvent étre mis en

acuvre.
1VV.3.1.1.Méthode de diffusion en milieu solide

Cette méthode est aussi appelée méthode de 1’aromatogramme, ou technique de
I’antibioaromatogramme ou encore méthode de Vincent (Pibri, 2006). La diffusion de
I’agent antimicrobien dans le milieu ensemencé résulte d’un gradient de I’antimicrobien.
Quand la concentration de 1’antimicrobien devient trés diluée, il ne peut plus inhiber la
croissance de la bactérie testée, la zone d’inhibition est démarquée. Le diamétre de cette
zone d’inhibition est corrélée avec la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) pour la
combinaison particuliére bactérie/antimicrobien, la zone d’inhibition correspond
inversement a la CMI de I’essai. Généralement, plus la zone d’inhibition est grande, plus la
concentration d’antimicrobien nécessaire pour inhiber la croissance des microorganismes est
faible.
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A. Par la méthode de diffusion en disque (aromatogrammes)

C’est une méthode ancienne mais toujours d’actualité. Elle permet 1’estimation
qualitative de 1’effet des huiles essentielles (ou d’un agent antimicrobien). Ce test est réalisé
par dépdt de I’huile essentielle, a 1’aide des disques de cellulose imprégnés d’une quantité
connue de I’huile essentielle (aromatogramme) sur la gélose ensemencé préalablement par
la souche testée. Aprés 1’incubation, la lecture des résultats se fait par mesure des diametres
des zones d’inhibition obtenues sur gélose ensemencée. Cette méthode sert en général a la

présélection de 1’activité antimicrobienne des HES car :

» Le diamétre d’inhibition n’est pas une mesure directe de I’activité antimicrobienne
des HEs, les différents constituants ne diffusent pas tous de la méme maniere dans le
milieu gélosé.

» Le diamétre d’inhibition varie en fonction de la densité de I’inoculum et de
I’épaisseur du milieu de culture. Il est donc nécessaire de standardiser ces conditions

pour pouvoir comparer les résultats (Belaiche, 1979 ; Hulin et al., 1998).

Boite de Pétri

Souches test

Milieu de culture gélosé
(Agar)

Disque imbibé
d'huile
essentielle

. Croissance
microbienne

Figure 13 : Principe de la méthode de diffusion par disque.
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B. Par la méthode de diffusion en puits

Des puits (d’environ 6 mm) sont creusés a la gélose ensemencée préalablement par la
souche testée dans lequel sera coulée une quantité d’huile essentielle pure ou diluée. Apres
incubation, des zones d’inhibition de croissance bactérienne sont obtenues (pour les huiles

actives) et mesurées (Dorman et al., 2000).

Pour ces 2 techniques, la sensibilité du germe testé peut étre évaluée selon le diameétre
d’inhibition obtenu. En effet, la sensibilité d’un germe est nulle pour un diamétre inférieur
ou égal a 8 mm. Elle est limitée pour un diametre compris entre 8 et 14 mm, et moyenne
pour un diametre entre 14 et 20 mm. Pour un diametre supérieur ou égale a 20 mm le germe
est tres sensible (Duraffourd et al., 1990).

empUﬂE-piéCE pp'F'E"E
i asteur
du'td " -) le liquide descend 7ones d’ inhibitions
puits ) n
trous équidistants par gravite

Figure 14 : Principe de la méthode de diffusion en puits.
1V.3.1.2. Méthode en phase vapeur (ou Micro-atmosphere)

Cette méthode consiste a déposer un disque de papier filtre imprégné de 1’huile
essentielle au centre du couvercle d’une boite de pétri, sans que 1’huile essentielle entre en
contact avec la gélose ensemencée par les micro-organismes. La boite est hermétiquement

fermée et le couvercle placé en bas a I’étuve a 37°C (Bactéries).

I1 se produit une évaporation des substances volatiles dans 1’enceinte de la boite et

les cellules sensibles de I’inoculum sont inhibées, donc 1’essence n’agit qu’a I’état des
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vapeurs qu’elle développe a 37°C. La lecture du test porte donc sur la croissance ou non de

I’inoculum (Benjilali et al., 1986).

Cette méthode ne quantifie pas 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles, elle
montre seulement I’activité des constituants volatils a température d’incubation (Hulin et al.,

1998).

inoculum

bo:te pétri
=1 Milieu de croissance

d'agar
- couvercle

/ 3
disque huile essentielle

zone d'inhibition
[zt

RN \\\\\\\\ \\\\\\\\\\\ ”

croissance microblenne

Figure 15 : Principe de la méthode de micro-atmospheére.
1V.3.2. Méthode de dilution (Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI))

La CMI est définie comme la plus faible concentration d’un antibiotique (ou d’un agent
antimicrobien) donné qui inhibe toute croissance visible d’une souche bactérienne donnée,
aprés 18 heures d’incubation a 37°C (Kahlmer et Turnidge, 2012). C’est un paramétre
essentiel en clinique, puisque relié a la pharmacocinétique de I’antibiotique (concentration
au niveau du foyer infectieux demi-vie et donc temps de contact avec la bactérie), il permet
de prédire I’efficacité ou non du traitement, ainsi il sera possible de classer chaque souche
bactérienne entre trois catégories pour chaque antibiotique : sensible, intermédiaire et

résistante.
1V.3.2.1. Technique de micro-dilution en milieu liquide

L’incorporation de I’huile essentielle dans le milieu de culture liquide se fait en utilisant un
émulsifiant (Tween 80, DMSO.....) pour préparer les solutions de I’huile essentielle a la

concentration désirée. La détermination de 1’activité antimicrobienne de I’huile essentielle se fait au
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moyen d’une microplaque de 96 puits. Parmi les techniques utilisées pour la lecture de résultat, la
détermination de la CMI est réalisée en faisant appel a un indicateur de croissance en solution
(Triphényl tétrazolium chloride) (TTC). La croissance bactérienne est indiquée par I’apparition d’une
couleur rouge de la solution témoignant de la réduction ou précipitation du TTC. La CMI est ainsi
déterminée par le dernier puits de la microplaque, par ordre décroissant de la concentration, qui ne

montre aucun changement de couleur (Carson et al., 1995).

8 mg/mi
4 mg/mi
2 mg/mi
1 mg/mi

CMI

Figure 16 : La détermination de CMI par micro-dilution en microplaque de 96 puits par

’utilisation un indicateur de croissance en solution.
1V.3.2.2. Technique de macro-dilution en milieu liquide

Le principe est le méme que celui du test de micro-dillution, sauf qu’il est effectué
dans des tubes contenant 1’huile essentielle, a différentes concentrations incorporée dans un
bouillon de culture liquide. Aprés I’incubation, 1’observation de la gamme permet d’accéder
a la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus faible concentration

en huile essentielle capable d’inhiber la croissance bactérienne (Onawunmi, 1989).
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Figure 17 : Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI).

1V.3.2.3. Technique de macro-dillution en milieu solide

La technigue de dilution en milieu solide est recommandée par le Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2007) pour évaluer la sensibilité des bactéries micro-

aerophiles aux agents antibactériens.

Une gamme de dilution de base 2 est réalisée, dans du DMSO, a partir de I’huile
essentielle a tester. Un volume de chacune des dilutions de la gamme est ajout dans des tubes
stériles contenant un milieu gélosé, maintenu en surfusion dans un bain thermostaté a 55°C.
Le contenu de chaque tube est immédiatement versé dans une boite de Pétri stérile apres une
agitation de 15 secondes. Des contrdles négatifs (témoins), ne contenant que le milieu de

culture et le DMSO ont été également prépareés.

Les boites préparées font I’objet d’un ensemencement des bactéries testées a I’aide
d’une anse calibrée de 1l (dont la densité des suspensions est ajustée de la méme manicre).
Aprés I’incubation. La concentration minimale inhibitrice (CMI) de 1’huile essentielle est

définie a partir de la premiére boite de la gamme dépourvue de croissance bactérienne.
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Figure 18 : Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) par la méthode
de macro-dilution en milieu solide (Abed, 2018)
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1V.3.2.4. La méthode de E-test (Méthode de diffusion et de dilution)

II s’agit d’une technique de diffusion en milieu gélosé permettant de donner une
mesure précise de la concentration minimale inhibitrice d’un antibiotique (CMI). Cette
technique introduite dans les années 1990 s’est révélée rapidement trés utile en pratique de
routine de laboratoire. Techniquement, I’antibiotique est contenu dans un espace limité a une
extrémité de la bandelette. Lorsque celle-ci est déposée sur une gélose Miller-Hinton (milieu
spécifique pour la mesure de 1’activité des antibiotiques), préalablement ensemencée a I’aide
d’un inoculum bactérien, 1’antibiotique se répartit selon un gradient de concentration trés
précis. Aprés I’incubation, une ellipse d’inhibition de culture se dessine autour de la
bandelette et la CMI correspond a la valeur lue a I’intersection de la culture bactérienne et
de la bandelette (Joly-Guillou, 2006).

CMI= 2mg/I

Figure 19 : La méthode E-test (Méthode de diffusion et de dilution).

1V.3.2.5. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) en milieu solide

Elle correspond a la plus faible concentration d’antibiotique qui ne laisse que 0.01%

au moins de survivants de I’inoculum initial aprés 18 heures de culture a 37°C (Li, 2000).

La CMB est une valeur indicative de 1’activité bactéricide de 1’antibiotique. Ainsi, un

antibiotique sera considéré comme bactéricide lorsque la CMB est au moins égale a 4 fois
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la CMI ; les antibiotique bactéricides seront donc préférés en cas d’infection grave,

d’inoculum important ou chez le patient immunodéprimé.

0.1 ml 1/3

18 heures a 37°C
Y,

\

Figure 20 : Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB).
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Conclusion

L’efficacit¢ de I’antibiothérapie dans le contrdle et la limitation de la dissémination des
agents pathogénes a ainsi fait naitre I’espoir de pouvoir éradiquer 1’ensemble des maladies
infectieuses. Malheureusement, 1’émergence de bactéries résistantes aux antibiotiques a mis un

terme a cette vague d’optimisme.

La montée des résistances est due a la prescription immodérée et souvent inappropriée des
antibiotiques. Administrés a titre curatif ou préventif, les antibiotiques favorisent 1’¢limination des
bactéries sensibles et la sélection des plus résistantes. Ce phénomeéne de résistance aux antibiotiques
est général et concerne toutes les especes bactériennes.

Pendant de nombreuses années, il est bien connu que les plantes ont été utilisées dans la
médicine traditionnelle pour prévenir ou guérir les maladies infectieuses. Cependant, au cours des
dernieres années, de nombreuses études de recherche ont signalé les propriétés d’utilisation des
extraits de plantes pour lutter contre les agents pathogénes en les éradiquant ou en inhibant les

mécanismes de virulence.

L’objectif de cette étude consiste a démontrer le pouvoir antibactérien des huiles
essentielles d’Ammi visnaga contre quelque souche bactérienne responsable a des infections
nosocomial (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus). Mais en
raison de la situation du pays représentée par la pandémie covid 19 on n’a pas pu faire la partie

expérimentale.

Selon la recherche bibliographique, on a conclure que les huiles essentielles d’Ammi

visnaga ont des propriétés antibactériennes contre des déférentes souches bactériennes.

On a conclure aussi que le degré d’activité des huiles essentielles influe par plusieurs
facteurs, tels que la méthode utilisée pour I’évaluation de I’activité antimicrobienne, le type et
la structure moléculaire des composants actifs, la dose ajoutée, le type de microorganisme ciblés

et leur éventuelle adaptation aux huiles essentielles.

En perspectives, les recommandations suivantes sont suggérées :

Etablir la partie pratique de cette étude pour pouvoir déterminer 1’effet antibactérien
d’Ammi visnaga et déterminer la composition chimique des huiles essentielles de la plante pour

pouvoir connaitre leur composition et comprendre leur mode d'action.
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