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I ntroduction

La résistance aux antibiotiques est devenue un probléme majeur de santé publique en
Algérie. En effet, ces dernieres années ont été marquées par I’ émergence et la dissémination
de nouveaux génes de résistance en particulier chez les bacilles a Gram négatif (TANI et
ARLET, 2014).

En effet, I'utilisation excessive des antibiotiques en médecine humaine ains qu'en
médecine vétérinaire et comme promoteurs de croissance dans les élevages industriels ont
entrainé une résistance des bactéries pathogenes, rendant ainsi les traitements inefficaces
(ELHANI, 2011). Larecherche de nouveaux agents antibactériens est devenue une nécessité

absolue.

A cet égard, les huiles essentielles (HE) obtenues a partir des plantes aromatiques
pourraient remplacer ou renforcer les antibiotiques synthétiques usuels. En effet, ces huiles
sont douées de nombreuses propriétés biologiques dont notamment antibactériennes et
immunostimulantes (BURT, 2004, BOUHDID et al., 2012).

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressé a évaluer |’ activité antibactérienne de
I”huile essentielle d’Origanum glandulosum sur des souches d’ Escherichia coli d'origine
aviaire résistantes aux antibiotiques usuels. Le choix de cette plante, poussant a I’ état
spontané dans les monts de la région de Kadiria (Wilaya de Bouira) est basé sur son

utilisation fréguente dans nos traditions locales culinaires et médicinal es.

L e présent mémoire est structuré en deux parties:
Lapremiére partie de notre travail est consacrée al’ étude bibliographique qui comprend trois
chapitres traitant de:

e |’antibiorésistance des bactéries dans les élevages aviaires

e Laphytothérapie

e L ’activité antibactérienne

Laseconde partie expérimentale est axée sur :
e L’extraction del huile essentielle par le procédé d’ hydrodistillation
e Desanalyses physico-chimiques de |” huile essentielle extraite.

1



e Une étude biologique in vitro visant a évaluer le pouvoir antimicrobien de I'huile
essentielle extraite. Les tests antibactériens sont réalisés sur 10 souches bactériennes
d Escherichia coli isolées des élevages avicoles.

L es résultats obtenus sont ensuite discutés. Le manuscrit est achevé par une conclusion suivie

des perspectives.



Chapitre
AVIAIRES

Partie bibliographique

|. ANTIBIORESISTANCE DES BACTERIES DANS LES ELEVAGES

[.1.Introduction

Comme dans tous types d’' élevage, |’ utilisation des antibiotiques est primordiale dans

les élevages avicoles :

» soit pour un objectif thérapeutiqgue qui vise a I'éradication d'une infection

présente (but curatif) ou la prévention d’'une infection possible, a I’occasion
d'un transport, d’'une vaccination ou autre stress (but prophylactique)
(CHASLUS-DANCLA, 2001).

soit pour un objectif zootechnique; les antibiotiques peuvent étre utilisés
comme facteurs de croissance, I’ gout de faibles doses de ces molécules dans
I”aliment permet d augmenter le gain moyen quotidien de poids (GMQ) des
animaux ;ce qui contribue a diminuer le temps d élevage. Cette pratique
améliore également la valorisation de I'aliment en diminuant I'indice de
consommation de quelques pourcents : il est alors possible de produire une plus
grande quantité de viande avec la méme quantité d aliment. Enfin, Une plus

grande homogénéite de poids est observée au sein deslots (MATEO ,2016)

|.2. Lesantibiotiques utilisés en élevage aviaire

Les antibiotiques quelque soit leur origine naturelle, synthétigue ou semi-synthétique

peuvent étre classés en fonction de leur spectre d' activité, mécanisme d’action, la voie de
biosynthése ou leur structure chimique (PERRY et al., 2002).

Leur usage en élevage aviaire présente deux types de risques :

Présence de résidus dans |a viande.

Acquisition de résistances aux antibiotiques par les bactéries.

L es principaux antibiotiques utilisés ainsi que leurs spectres d’ activités sont rapportés dans les
tableaux 1 et 2



Tableau 1: Principaux antibiotiques utilisés en élevage aviaire (MOGENET et FEDIDA,

1998) in (DOSSO,2014)

Familles Antibiotiques
d’antibiotiques

Bétalactamines Aminopenicillines : Ampicilline et Amoxilline
Cephal osporines 3eme generation : Ceftiofur

Aminosides et Dihydrostreptomycines(DHS), Gentamicine, Néomycine, Streptomycine,

apparentés Spectinomycine, Framycetine

Quinolones Acide oxolonique, Flumequine, Enrofloxacine, Difloxacine...etc

Tétracyclines Chlorotetracycline, Oxytetracycline, Doxycycline

Polypeptides Colistine (Polymixine E)

Macrolides Erythromycine,Josamycine,Lincomycine, Tylosine, Tilmicosine,Spiramyci
ne, Tiamuline, Tilmicosine

Sulfamides Sulfadiazine, Sulfadimidine, Sulfadiméthoxine, Sulfaguinoxaline

Diaminopyrymidines | Triméthoprime

Tableau 2: Spectres des différentes molécules antibiotiques utilisées en filiere avicole.
(MOGENET et FEDIDA, 1998) in (DOSSO, 2014)

Tréslarge Tétracyclines Sulfamides + Triméthoprime
- Staphylococcus - Streptococcus - Staphylococcus
- Entérobactéries - Pasteurelles - Streptococcus
- Mycoplasmes - Clostridium - Entérobactéries
-Chlamydiaceae -Pasteurelles

Large Pénicillines A Fluoroquinolones
- Staphylococcus - Streptococcus - Staphylococcus - Mycoplasmes
- Enterococcusfaecalis - Pseudomonas aeruginosa
-Clostridium - Entérobactéries - Entérobactéries
- Pasteurelles -Pasteurelles

Plut6t large Aminoglycosides
- Staphylococcus - Entérobactéries — Pasteurelles

Etroit Macrolides Lincosamides | Quinolones Pénicilline
-Staphylococcus | - -Entérobactéries | -Staphylococcus
- Streptococcus | Staphylococcus | -Pasteurelles - Streptococcus
- Clostridium - Streptococcus - Clostridium
- Mycoplasmes | - Clostridium - Pasteurella
- - Mycoplasmes multocida
Chlamydophila

Restreint Colistine Tiamuline
- Entérobactéries - Pasteurelles - Staphylococcus aureus
- Samonellaenterica - - Streptococcus
Pseudomonas aeruginosa - Mycoplasmes




|.3. Principales maladies bactériennes chezla volaille

Plusieurs maladies d’ origine bactérienne peuvent affecter les élevages aviaires et causer des

pertes économiques ; les plus courantes sont :
X La pasteurellose ou cholera aviaire, infections a Pasteurella multocida. C' est
une maladie infectieuse affectant plusieurs especes d oiseaux rencontré dans le
monde entier, sous forme sporadique ou enzootique, aigué ou chronique (VILLATE,
2001)
X Les salmonelloses sont causées par les entérobactéries du genre Salmonella, I
existe des sérotypes motiles entrainant des paratyphoides, et des sérotypes non motiles
pouvant entrainer la pullorose ou la fievre typhoide.
X Les mycoplasmoses aviaires sont causees principalement par les bactéries du
genre Mycoplasma. Ce sont des infections respiratoires, génitales ou articulaires. Ce
sont des maladies insidieuses, courantes, qui ont néanmoins régressé ces derniéeres
années, suite aux efforts d éradication dans les troupeaux reproducteurs. Elles
entrainent de lourdes pertes économiques
X Les infections a Saphylococcus aureus sont des infections qui se manifestent
surtout au niveau locomoteur. Elles sont responsables de baisses des performances
zootechniques, de saisies a |’ abattoir et de toxi-infections alimentaires (VILATTE,
2001)
X Les colibacilloses sont causées par Escherichia coli . Elles sont sans doute les
infections bactériennes les plus fréguentes et les plus importantes en pathologie
aviaire. Elles peuvent entrainer de la mortalité, des baisses de performances et des
saisies a |’abattoir. Contrairement aux infections des mammiféres, les colibacilloses
aviaires prennent des formes générales, avec une voie d’ entrée respiratoire ou génitale.
La plupart des colibacilloses sont des surinfections, a la suite d’infections virales ou

bactériennes (mycoplasmes respiratoires notamment).

Durant ces derniéres années, ces infections ont été reconnues comme principale cause
de morbidité, de mortalité et de condamnations chez les poulets et les dindes.
L'incidence et la gravité des infections dues aux coliformes ont augmenté rapidement
causant ainsi des pertes économiques importantes dans les élevages (ZANELLA et
al., 2000).
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Chapitrell. PHYTOTHERAPIE

L’ utilisation des plantes a été pendant plusieurs siecles la seule méthode pour se soigner.
Aujourd'hui encore, de trés nombreux médicaments sont fabriqués a base de plantes dans le
but de réduire les effets secondaires des médicaments chimiques et les temps d’ attentes
nécessaires apres |I’administration des différents médicaments a usage vétérinaire ains que

|” accoutumance.
[1.1.Définition

On appelle « phytothérapie » la thérapeutique par les plantes (du grec phyto : plante, et
therapeia : soin). C'est I’emploi de médicaments végétaux pour soigner les différents maux
dont nous pouvons étre victime. On utilise ainsi fleurs, feuilles, racines voire plantes entieres,
mises en cauvre sous forme de tisanes, de gélules et d’ extraits (SCIMECA et TETAU, 2005;
MATHIEU et FONTENEAU, 2008).

I1.2. Phytothérapiestraditionnelleet moderne

La phytothérapie traditionnelle se base sur I’ expérience sans aucune base scientifique
«|'approche traditionnelle revét un caractére « intégral », « globa » qui I'éloigne de
I'approche médi co-scientifique occidentale actuelle qui, elle, tend davantage a la purification,
a l'isolement des substances et a lidentification précise des mécanismes daction
pharmacologique sur des récepteurs, des cellules ou des organes. Il n'en demeure pas moins
gue cette approche offre une échelle d'observation inégalée, tant sur la durée que pour le
nombre de sujets » (CARILLON, 2009).

Au cours des années, le développement de la chimie a donné naissance a la
phytothérapie moderne qui se repose sur I'étude des plantes médicinales dans le but de
déterminer les mécanismes d'action conduisant les propriétés thérapeutiques concédées par
I'usage traditionnel, et dutiliser des produits d'extraction ou de synthese pour une activité
plus importante et reproductible. L’acquisition de ces informations a permis d avoir une
meilleure efficacité et moins de facteurs de risque.

« Une phytothérapie « moderne ». Celle-ci integre les données ancestrales et au niveau
scientifique, elle tient compte des mécanismes de synergie des différents constituants d'une
méme plante et des plantes entre elles, ains que des réactions physiologiques cliniques

gu'elles provoquent sur unindividu donné»  ( CARILLON, 2009).



[1.3. Phytothérapie en médecine vétérinaire

Des remedes a base de plantes ont été utilises par les propriétaires d'animaux et les
vétérinaires, cependant, la phytothérapie vétérinaire a base scientifique et axée sur les espéces
est encore au stade de développement. Cest pour ca qu'il est nécessaire d'adapter les
connaissances approfondies de la recherche en phytothérapie médicale humaine pour la

pratique vétérinaire.

Les médicaments a base de plantes sont rarement utilisés dans les infections des yeux et
des oreilles ainsi que dans les endo-parasitoses et |es ecto-parasitoses, mais plus souvent dans
les maladies du foie, des articulations, des reins, du coaur et de la peau. Généralement, les
phyto-drogues sont plus fréguemment appliquées dans les maladies chroniques ainsi comme
des médicaments secondaires, dans des cas ou le temps de traitement dépasse généralement

un mois.

Les indications approuvées pour la phytothérapie sont les maladies respiratoires
(secrétolytiques, sécrétomoteurs), les troubles gastro-intestinaux (spasmolytiques, carminatifs,
laxatifs, anti-diarrhéques, thérapeutiques des ulceres), les eczémas, les dermatoses, les plaies
(nettoyage des plaies, granulation stimulante), l'insuffisance hépatobiliaire (cholérétique,
cholagogues), troubles du systeme cardiovasculaire, surmenage du systéme locomoteur,
convalescence , inflammations des muqueuses, inflammations du tractus urogénital ainsi que
des conditions d'excitation (sedatifs). Dans la pratique des équidés et des petits animaux, la
phytothérapie répond a la demande croissante des propriétaires d'animaux pour des méthodes
de traitement douces «naturelles». L’'absence du temps d attente est importante dans le
traitement des grands animaux. (SCHUL Z et HANSEL , 2008)

[1.4.Présentation dela plante étudiée :Origanum glandulosum

Le nom «Origanum » vient du grec « Oros »= montagne, et « Ganos »= joie, |’ origan est

donc considéré comme lajoie ou I’ ornement des montagnes.
[1.4.1.Airederépartition

Origanum glandulosum, est une plante spontanée endémique qui pousse au nord de I’ Afrique
(Algérie et Tunisie) (IETSWAART, 1980); Tres commune dans les endroits secs et



ensolellés tel que le Tédll, elle pousse depuis le niveau de la mer jusqu’'a 4000 m d’ altitude,
principalement sur les substrats calcaires (BABA Al SSA, 1990).

I1.4.2.Description botanique

L’ origan est une herbacée vivace de 30 & 60 cm de hauteur, au feuillage et aux fleurs tres
odorants quand on les froisse. Elle est ains reconnaissable a son odeur et a sa saveur
phénol ée, épicée et chaude (ARVY et GALLOUIN, 2003 ; TEUSCHER et al., 2004).

Lestiges dressées, souvent rougedtres et velues, portent les feuilles oval es opposées et
espacées. Celles-ci possédent des glandes sécrétrices sessiles non apparentes. Les fleurs
blanches ou rose sont groupées en inflorescences. Chaque fleur est située al'aisselle d'une
bractée ovale, et dépassant le calice. Ce calice est lui-méme en tube gamosépale et persistant.
Lacorolle, plus grande que le calice, est quant a elle bilabiée a tube saillant ala base et
gamopétale. Le fruit est constitué d’ akenes. La floraison se prolonge de mai a octobre (BABA
AISSA, 1990 ; TEUSCHER et al., 2004 ; FIGUEREDO, 2007).

Selon QUEZEL et SANTA (1963), I’ origan est une plante herbacée, ou sous ligneuse &
la base, a tige toutes dressée épis denses ; a fleurs restant contigués aprés la floraison. La
corolle de couleur blanchétre alévre inférieure bien plus longue que la lévre supérieure calice

non bilabié a5 dents subégales, avec un épi linéaire glabre ou faiblement pubescent (figure 1).

Figurel. lllustration Origanum Vulgare (wikipedia)  Figure2. Photo d’une plante d’ Origanum

vulgare
(aromatic  studies.com)



D’ aprés Quezel et Santa (1963), seulement trois espéces du genre Origanum, sont répertoriées
au niveau du territoire Algérien a savoir: Origanum majorana L, Origanum glandulosum Desf

et Origanum floribundum Mundy.

I1.4.3.Classification botanique
La classification botanique de |a plante étudiée est rapportée dans le tableau 3.

Tableau3. Classification botanique d’ Origanum glandulosum Desf. (GUIGNARD, 2001) :

Regne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotyledone
Sous classe Astéridae
Ordre Lamiales
Famille Labiées
Genre Origanum
Espece Origanum glandulosum

[1.4.4.Composition chimique
I1.4.4.1.L eshuiles essentielles

L’ éude phytochimique d’Origanum glandulosum de la région de Sétif en Algérie
montre que les huiles essentielles de cette plante présentent de fortes teneurs en carvacrol (47
%), suivi de g-terpinéne (13,4 %), de p-cyméne (11,2 %) et de thymol (6,6 %)
(BELHATTAB R,, et al., 2005) Par ailleurs, les analyses chromatographiques effectués par
RUBERTO et al., 2002. sur les huiles essentielles d’ Origanum glandulosum, récolté dans
guatre stations différentes dans la région de Sétif (Algérie), signaent la présence de deux
chimiotypes : chimiotype athymol et chimiotype a carvacrol, suivi de p-cyméne (3,6-25,8 %)

et de g-terpinéne (4,8-13,2 %). L’importante activité de |'huile essentiale d’'Origanum



glandulosum Desf est due a sarichesse en phénols (carvacrol et thymol.....) (BENDAHOU et
al., 2008).

[1.4.4.2.L es polyphénolstotaux

Mol écules organiques caractérisés par la présence d’ au moins deux groupes phénoliques,

ce sont les produits de métabolisme secondaire des plantes.

L’ origan est une herbe aromatique importante, riche en composés phénoliques avec une forte
activité antioxydante et antibactérienne (SAGDICET., 2003 ; CAPECKA et al .2005).

11.4.4.3.Lesflavonoides

Ils forment une sous classe des polyphénols responsables de la couleur des fleurs et des
fruits, ils sont des métabolites secondaire caractérises par la méme structure de base : deux
cycles aromatiques reliés par trois carbones. Les flavonoides représentent une source
importante d’ antioxydant dans notre alimentation.

Selon SKERGET et al., (2005), le genre Origanum possede des flavonoides avec teneurs
variables a savoir la quercetine, I’ apigenine et lamyricetine.

I1.4.4.4.Lestanins

Substances végétales de la famille des polyphénals, ils sont des métabolites secondaires
utilisés par les plantes supérieures comme un antibactérien a cause de leur capacité de

précipiter des protéines, des polysaccharides et alcaloides a partir de leur solution agqueuse.

L’ Origanum vulgare L contient des tanins dont la teneur est estimée a 2,53 mg / g de
pro- anthocyanidines (HADI, 2004).

I1.4.5.Utilisation del’origan

L’ origan ou « zadter » ; comme il est appelé en Algérie; est utilisé dans les préparations
culinaire et médicinale, il est considéré comme remede pour les maladies sévéres tels que la
toux et les affections respiratoires. En effet, cette plante expectorante, stomachique,
stimulante, tonique possede des propriétés antiseptiques, antispasmodiques et antitussives
(BABA AISSA ,1999; SIJELMASSI, 1991). Les especes d Origanum sont utilisées
également comme des désinfectants puissants et comme des agents odoriférants dans les
parfums (CHIEJ, 1984).
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Chapitre |1l : ACTIVITE ANTIBACTERIENNE
[11.1. Introduction

L‘activité antimicrobienne des huiles essentielles est liée principdement a leurs
compositions chimiques et particuliérement a la nature de leurs composés majoritaires.
Plusieurs travaux ont montré que les huiles essentielles (CARSON et RILEY, 1995) ont un
effet antimicrobien vis-avis des bactéries a Gram négatif et a Gram positif (PEREZ et al.,
1999 ; LIS-BALCHIN et al., 2001).

En effet, le pouvoir microbicide in vitro de certaines huiles essentielles a méme été
prouvé supérieur a celui de certains antibiotiques (VALNET et al., 1978). Par ailleurs, bien
gu'il soit admis que I*activité antimicrobienne des huiles essentielles se classe dans | ordre
décroissant suivant la nature des composés majoritaires (Phénol >alcool >aldéhyde
>cétone>oxyde>hydrocarbures>esters (LEE et al., 1971), |'effet des composés minoritaires
n‘est parfois pas négligeable (TANTAOQUI et al. 1993).

Parmi les travaux de recherche qui ont mis en valeur cet effet antimicrobien des huiles
essentielles se trouvent:

e DIDRY et al.,, (1993) a mis en évidence |'effet antimicrobien du thymol et du
carvacrol, utilisé individuellement ou en combinaison sur des germes d‘infection
respiratoire.

e JUVEN et al., (1994)ont montré que |‘huile de thym et ses congtituants actifs
détruisent les cellules vivantes de Salmonella thyphimirum.

e Selon VRINDA MENON et GARG, (2001),les huiles essentielles du clou de girofle,
d'origan et du thym sont efficaces contre Listeria monocytogenes a une dose de 5-
10ul/g dans des produits a base de viande.

e PEREZ et al., (1999) ont reporté |* action inhibitrice des huiles essentielles de Senecio
graveolens et de ses constituants sur des isolats cliniques de Candida albicans.

e ARRAS et USAI, (2001), ont prouve |‘effet fongitoxique du carvacrol, composé
majoritaire de Thymus capitatus sur le champignon Penicillium digitatum.

o L'effet antiviral des huiles essentielles d' origan et du girofle sur le virus Typel' herpes
simplex ainsi que sur le virus de la maladie de Newcastle a été démontré (SIDDIQUI
et al., 1996).
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[11.2. Moded'action des huiles essentielles

Vu la variabilité chimique (quantitative et qualitative) des huiles essentielles, leur
mécanisme d‘action sur les microorganismes reste encore peu intelligible. Du fait de cette
variahilité, il est fort probable que chacun des constituants ait son propre mecanisme d action
(RHAYOUR, 2002) et que leur activité antimicrobienne soit attribuable a plusieurs sites
d‘action au niveau cellulaire (BAJPAI et KANG, 2010).

Toutefois, la plupart des travaux réalisés montrent que | action des huiles essentielles se
déroule d'une maniére générale en trois phases:

% Attaque de la paroi bactérienne : ceci provogue une augmentation de la perméabilité
puis la perte des constituants cellulaires. Le caractére lipophile des huiles essentielles
leur permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane
cellulaire. Cela induit une fuite d‘ions (K+) suite a une perturbation chemo-osmotique
(COX et al., 2000; SOUZA et al.,2006).

% Acidification de I'intérieur de la cellule : Une fois pénétrée dans la cellule, I*huile
essentielle acidifie le milieu (baisse du pH) bloquant ainsi la production de I*énergie
cellulaire et la synthese des composants de structure. ULTEE et al.,(1999) ont montré
gue le carvacrol provoque chez bacillus cereus une diminution de I ATP intracellulaire,
ains qu'une réduction du potentiel membranaire et du pH intracellulaire. Certains
composés phénoliques des huiles essentielles interferent avec les protéines de la
membrane des micro-organismes comme |‘enzyme ATP ase, 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). En sus, une inhibition de la décarboxylation des acides aminés
chez Enterobacter aerogenes a auss été rapportée (WENDAKOON et SAKAGUCHI,
1995).

% Destruction du matériel génétique : les huiles essentielles peuvent aussi inhiber la
synthése de I'ADN, de I'ARN, des protéines et des polysaccharides. Les huiles
essentielles hydroxylées pourraient créer des perturbations enzymatiques au niveau du
mésosome qui participe a la séparation du matériel nucléaire au cours de la division
cellulare (MALECKY, 2007).

% L'activité inhibitrice des huiles essentielles serait due a leur affinité avec les

groupements SH impliqués dans la division cellulaire (MALECKY, 2007).
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[11.3. Apercu destechniques d’étude du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles

L‘activité antimicrobienne in vitro, peut étre déterminée par plusieurs méthodes soit en
milieu liquide ou solide. La mise en évidence de cette activité est conditionnée par le
caractere hydrophobe des huiles essentielles, leur volatilité ains que la nécessité de les tester
a de faibles dosages. De ce fait, certaines de ces méthodes recourent a I* utilisation de divers
dissolvants tels que I'acétone, I'éthyléne-glycol (SU et al., 2006), I'éthanol (CHANG et
al.,2008), le méthanol (ARMANDO et RAHMA, 2009), le DMSO (AHMED et
ABDELGALEIL, 2005), ou |I‘emploi d'un émulsifiant comme le Tween 20 ou le Tween 80
(FU et al.,2007; CAPLIN et al.,2009).

Ceci afin de solubiliser I*huile essentielle et de lui permettre une dispersion homogene
dans le milieu de culture: diffusion sur disque, dilution d'agar et dilution de bouillon (BURT,
2004).

[11.3.1.Méthode deI’aromatogramme

C'est une méthode dont le principe est équivalent a celui d'un antibiogramme ou les
antibiotiques sont remplacés par les huiles essentielles. Elle consiste a faire couler dans des
boites de pétri le milieu de culture gélosé (10 a 25ml), inoculé de la souche microbienne a
tester (ensemencement en surface). Une fois solidifié, des disques en papier filtre, ou papier
buvard dont le diametre peut aler de 6 a 10 mm, imprégnés de I'huile essentielle
préalablement sélectionnée sont soigneusement déposés sur la gélose dé§ja ensemencée
(TRAORE, 2006).

Apres incubation, les colonies se dével oppent sur toute la gélose sauf autour des disgques
ou des zones vierges se contrastent (pas de développement de colonies), appelées zones
d‘inhibition (figure 3) et qui sont dues a I*effet antimicrobien exercé par |'HE sur la souche
ensemencee. Le diamétre de la zone d' inhibition est proportionnel al*activité antimicrobienne
de I'huile sur le germe testé. Enfin, pour exprimer cette activité il suffit de mesurer le
diameétre de la zone d'inhibition en mm (pied a coulisse) (GUERIN et CARRET, 1999).
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Figure 3: lllustration de la méthode de | aromatogramme sur boite de pétri (ZAIKA, 1988)
[11.3.2. Méthode de diffusion en puits

Cette méthode est similaire a |I'aromatogramme ou | on procede de la méme maniere
pour |‘ensemencement de la souche microbienne. Mais au lieu de déposer les disques en
papier, des petits trous circulaires sont effectués directement au niveau de la gélose puis

remplis d‘un volume donné d' huile essentielle.

Aprés incubation, des zones d‘inhibition circulaire apparaissent suite a la diffusion
radiale de | huile essentielle dans la gélose. La mesure des zones s effectue comme déja cité
dans la premiére méthode (EYMARD, 2003;WILKINSON, 2006).

[11.3.3.M éthode de micro-atmospheére

Dans cette méthode, seule I'activité antimicrobienne des constituants volatils (faible
poids moléculaire) de |'HE est mesurée. Elle a un protocole techniquement presque analogue
a celui de |I'aromatogramme. La différence réside seulement dans la position du disgue en
papier. Dans cette méthode, les disgues imprégneés de | huile essentielle ne sont pas au contact
de lagélose. Ils sont placés au centre du couvercle de la boite de pétri renversée durant toute

ladurée de I' expérimentation (figure 4).

Les substances volatiles de |'huile essentielle se propagent dans le milieu gélosé et
exercent leur activité antimicrobienne sur le germe ensemencé. Apreés incubation, on procede
alamesure des zones d'inhibition (LAHLOU, 2004 ; BASER et BUCHBAUER, 2010).
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Figure 4: Illustration de la méthode des micro-atmospheres (ZAIK A, 1988)

[11.3.4.4.Grandeursdemesures desCM| et CMB

La détermination de ces deux concentrations est indispensable pour la précision de
I étude de I’ activité antimicrobienne.
La CMI de fagon générale est la plus faible concentration d’ antimicrobien capable d’inhiber
toute croissance visible aprés un temps d’ incubation de 18 a 48 heures (HILAN et al., 2009).
La CMI n'est pas totalement bactéricide et une partie de I'inoculum est capable de se
développer apres disparition du compose inhibiteur. Ceci a amené a définir un autre parametre
la concentration minimale bactéricide (CMB) parfois appelé aussi |étale (CML) (DAVIDSON
et PARISH., 1989).
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Partie expérimentale

L’ objectif de ce travail est une contribution a I’ é&tude de I’ activité antimicrobienne des
souches d’Escherichia coli d’ origine aviaire et d’autres bactéries de référence vis a vis de

I” huile essentielle de I’ Origanum glandul osum.

Plusieurs tests ont éte réalises, nous les résumons dans la figure suivante (figure 5).

Récolte de la plante
(Origanum glandul osum)

v

Extraction de I’ HE par
hydrodistillation

'

[ Huile essentielle ]

[ Analyses physico-chimiques } [ Tests antimicrobiens (in vitro) }
} | |
*  Rendement Analyses qualitatives [ Analyses quantitatives ]

e Densité optique L )
e Indice de réfraction

Y Y
Aromatogramme e CMI
e CMB

Figure5 : Protocole expérimental

|. Matériels
|.1. Critéreet choix dela plante étudiée

Pour la valorisation de la médecine traditionnelle et vu I’importance de la biodiversité
de notre patrimoine floral, nous nous sommes intéressé a la plante : Origanum glandulosum
de la famille des Lamiacées. Le choix de cette plante est basé sur une étude bibliographique

ayant révélé une utilisation fréquente de la plante en médecine traditionnelle.
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Aing, les critéres de sélection de la plante qui constitue I’ objet de notre étude sont les suivants

- Abondance de la plante dans notre région d’ étude.

- Utilisation traditionnelle dans e traitement des maladies d’ origine microbienne.

- Lanon toxicité de la plante, vu qu’elle est utilisée dans les préparations culinaires et
dans lestisanes.

- Sa richesse en substances aromatiques (huiles essentielles) et polyphénols.

|.2.Récolte, situation géographique, identification et conservation

Les échantillons de la partie aérienne (tiges, feuilles et fleurs) d Origanum
glandulosumont été récoltés au mois de février 2018, au stade de floraison, ou il y'a
accumulation importante des substances bioactives, ont été récoltées tot le matin (8h) dans la
localité de Beni — Maénad ; la daira de Kadiria, Wilaya de Bouira (Est d' Alger) a 600m
d‘altitude (Figure6). Le climat est de type méditerranéen avec un sol sec et rocailleux.

Figure6: Lesitederécolte d’ Origanum glandulosum (photo originale)

L’ identification botanique a été réalisée selon laclassification de QUEZEL et SANTA
(1963), et par les botanistes de I’ENSA conformément a |’ herbier mis en place au laboratoire
de Botanique. La plante a été débarrassée des impuretés, ensuite elle a été mise a sécher a
I’ombre & une T° ambiante de 20-25°C.
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|.3. Réactifs et appareils

Lesréactifset lesappareils utilisés durant la partie expérimentale sont consignés dans le

tableau 4.

Tableau 4 : Réactifs et appareils

Activité
antimicrobienne

*Mueller-Hinton

(MH)

Bouillons nutritifs: TSA
(trypticase soja agar),

TSB (trypticase soja

bouillon),

Activité Réactifs Appareils
_ o Balance de précision (KERN)
Extraction del’'HE | L’eau distillée Mixeur
Hydrodistillateur type Clevenger,
Densitérelative Ethanol Un pycnomeétre
20°C Eau distillée Une éuve
Une balance de précision
. Ethanol Un réfractometre (ABBEE)
Indice de Eau distillée Un thermometre
réfraction 20°C '
Milieux de cultures | Bain marie
(Composition  détaillée | Etuve
en annexe) : chambre a UV

flacon (200 ml),
boites de pétri (9 cm) disques en papier
absorbant (9 mm) pipettes pasteurs,

[l1. Méthodes

[1.1.Extraction del’HE d’Origanum glandulosum

L’ huile essentielle d’'O. glandulosum est obtenue par la méthode d’ hydrodistillation,

dans un appareil de type Clevenger.

L’ extraction de I'huile essentielle a été réalisée au niveau du laboratoire d’ Agronomie de

I’ENS «Koubax». L’ opération consiste a introduire 100g de masse végétale séchée dans un

grand ballon. Les vapeurs chargées d huile essentielle passent a travers le tube vertical puis
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dans le serpentin de refroidissement ou aura lieu la condensation. Les gouttelettes ainsi
produites s accumulent dans le tube rempli auparavant d’' eau distillée (Figure 7). L’ opération
d’ extraction dure deux heures a partir du début d’ ébullition (BOUHADDOUDA, 2016).

Figure 7 : Dispositif d’ hydrodistillation type Clevenger

La décantation du digtillat se fait a I’aide d’une ampoule a décanter, laisser le distillat

décanter jusqu’ al’ observation de deux phases (figure 8) :

v Laphase supérieure (huile essentielle).

v' Laphaseinférieure (I’ hydrolat).

Figure 8 : Distillat obtenu aprés décantation (photo originale)

L huile essentielle de faible densité par rapport a |’ eau, surnage a la surface de cette
derniere.
Récupérer la couche de I'huile essentielle dans des flacons en verre, puis traitée par un
déshydratant, le sulfate de sodium, pour éliminer le peu d’ eau susceptible d’ avoir été retenue

dans |’ huile.
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Enfin I’'HE est récupérée, pesée puis conservée dans des flacons opagues bien scellésaune T°
de +4°C.

[1.2.Calcul du rendement d’extraction en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle, se définit comme étant le rapport entre la masse de
I“huile essentielle (M ug) et la masse de la matiere végétale seche dont cette huile est extraite
(Ms) (AFNOR, 2000). Il est donné par laformule suivante :

RHE@®) = MyEe/Mg x 100

RHE(9): rendement en huile essentielle exprimée en g /100g de matiere seche.
MpE: masse de I huile essentielle obtenue (g).
Mg: masse de la matiére végétale seche utilisée pour |* extraction (g).

[1.2.1. Caractéristiques del’ huile essentielle d’ O. glandulosum
La caractérisation d’ une essence consiste a déterminer la couleur, la saveur et |’ odeur.

[1.3. Analyses physico-chimiquesdel huile essentielle

Les méthodes utilisées pour déterminer les indices physico-chimiques sont celles
indiquées par le recueil de norme de I’ Association frangaise de Normalisation (AFNOR,
2000).

[1.3.1.Calcul du rendement d’extraction en huile essentielle

Afin de caractériser | huile essentielle extraite nous avons procédé a plusieurs mesures :
le rendement, la densité relative et |‘indice de réfraction au niveau du laboratoire de
Biochimie médicale de’ENSV selon lanorme AFNOR (2000).

11.3.2. Densitérelative a 20° C (D20)

M ode opératoire

-Nettoyer soigneusement le pycnometre, le rincer avec de I é&thanol et le secher al‘ éuve.
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-Aprés avoir noté le poids du pycnomeétre vide, y verser un volume précis d' eau distillée.
L‘ensemble est ensuite pesé sur une balance de précision.
-Aprés séchage et refroidissement du pycnometre, effectuer les mémes opérations en

remplagant | eau par notre huile essentielle.

I1.3.3. Indice deréfraction

Mode opératoire

L‘utilisation du réfractomeétre requiert de régler celui-ci par |'une des solutions étalon
dont I'indice de réfraction est préalablement connu telle que : eau distillée dont I‘indice de
réfraction est de 1.333 2 20°C.

Unefois |*appareil réglé, verser une goutte d' huile essentielle sur le prisme et prendre la
mesure. L' appareil affiche unindice alaT°® ambiante préalablement notée.

[1.4. Evaluation de [|'activité antimicrobienne de I'huile essentielle d’'O.
glandulosum

Cette anadyse a été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie de
I"ENSV. Cette analyse se déroule en deux étapes : analyse qualitative et analyse
quantitative.

I1.4.1. Revivification des souches

R

% Enrichissement

e L’enrichissement a été fait sur bouillon nutritif et BHIB

e Lapipette pasteur est passée rapidement dans laflamme.

e Onfaitintroduire la pipette pasteur dans le tube contenant les souches déjaisol ées
defacon asuivreletrget initial puison la plonge directement dans le bouillon
nutritif ou le BHIB.

e Incuber a 37°C pendant 24 a 48 heures.
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- Avant Apres

Figure 9 : Milieu d’ enrichissement BHIB avant et aprés incubation (photos

originales).

% Isolement

e L’isolement a étéfait sur gélose nutritive.

o Stériliser I’anse de platine en le portant au rouge dans la flamme du bec benzéne, le
laisser refroidir dansla zone stérile.

o Prélever et repiquer rapidement dans le bouillon nutritif.

e Ensemencer par stries fines et trés serrées e premier demi-cercle.

e Flamber I'anse de platine et laisser refroidir.

e Ensemencer le deuxiéme demi-cercle.

e Mettre dincuber a 37°C pendant 24h.

5 ""_
FigurelO : Boite de pétri apres incubation.

I1.4.2.Souches bactériennes testées
* 10 Souches d’ Escherichia coli d’ origine aviaire.

Les souches proviennent d'élevages aviaires (prélevements du cloaque) .Les
prélévements ains réalises sont identifiés (date et site de prélévement), puis acheminés
vers le laboratoire de microbiologie de I'lPA pour isolement sur milieux sélectifs puis
identification biochimique API 20 E. Les souches identifiées sont conservées en gélose

profonde dans des tubes de conservation a T° ambiante.
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e Les souches microbiennes de référence ATCC (American Type Culture Collection)
testées proviennent de la collection du CRD-SAIDAL, elles sont rapportées dans le

tableau 5.
Tableau 5: Souches microbiennes de référence ATCC
Saphylococcus aureus Bacillus subtilis
Gram + ATCC 6538 ATCC 9372
Bactéries
Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa
Gram - ATCC 4157 ATCC 4352

[1.4.3.Analyse qualitative

Basée sur le principe de |‘aromatogramme, elle permet la mise en évidence d'une
éventuelle activité antimicrobienne (par la mesure des zones d'inhibition) des différents

: . : . o aanl .8
extraits en contact avec le germe ciblé. La concentration de ce dernier est gjustée a 10 -10

germe/ml.

Pour notre cas, nous avons adopté une méthode modifiée et validée par le laboratoire de
microbiologie de CRD-SAIDAL. Celeci est tirée de la méthode de titrages des

antimicrobiens de la pharmacopée européenne.

Prépar ation de la premiére couche du milieu
Dans un bain marie réglé a 95°C, faire liquéfier le milieu Mueller-Hinton. Verser ensuite
dans des boites de pétri (9cmd) la premiére couche de chague milieu a raison de 15ml par

boite et les laisser refroidir. L‘ opération a été répétée deux fois pour chague souche.

|
Préparation de I'inoculum: A partir d'une jeune culture (16 a 18h), prélever

aseptiquement a I'aide d‘une pipette pasteur quelques colonies isolées et les introduire
dans un tube a essai contenant de I eau physiologique stérile. Le tube est porté au vortex
pour une meilleure répartition de la souche dans | eau physiologique.

La concentration de la suspension microbienne prévue pour |‘ensemencement doit

étre fixée au préalable a 107-108 germe /ml en utilisant un spectrophotometre réglé a une
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longueur d' onde de 620nm. La densité optique (DO) qui correspond a cette concentration
est de 0,2 a 0,3 pour les bactéries sauf pour Staphylococcus aureus (qui est de 0,03 a
0,04).

Préparation de la deuxieme couche du milieu

Verser le milieu de culture (Mudller-Hinton) dans un flacon a raison de 50ml
additionné de 200ul de la suspension microbienne et | agiter énergiquement pour que les
germes soient bien répartis dans le milieu. Verser ensuite aseptiquement la deuxieme couche

du milieu dans les boites de pétri sur la surface de la premiére couche dé§ja solidifiée.

Dépbt de disques

Les disgues en papier absorbant (9mm) stérilisés dans la chambre a UV pendant 30 mn
sont imbibés de I'HE. A |*aide d'une pince stérile, le bout du disque est imprégné avec |I' HE
jusgu'a sa totalité, puis, déposé soigneusement sur la gélose (Ia deuxiéme couche). Les boites

de pétri sont laissees sur la paillasse pendant 30 mn puis elles sont incubées a 37°C/24h.

= Lectureet interprétation desrésultats

Apres |'incubation, nous avons remarqué la formation de zones claires autour des
disques (zones d‘inhibition) témoignant du pouvoir antimicrobien qu‘avait exercé I'huile
essentielle testée sur la souche microbienne.

Pour estimer le degré d' efficacité de notre huile essentielle contre le germe ciblé, nous
avons recouru a la méthode décrite par ELA et al. (1996). Celle-ci définit, selon le diametre
(D) des zones d‘inhibition, quatre degrés d' efficacité :

-Fortement inhibitrice : @ zones d' inhibition>28mm.
-Modérément inhibitrice : 16mm<@ zones d' inhibition<28mm.
-L égérement inhibitrice : 10mm<@ zones d‘ inhibition<16mm.

-Non inhibitrice : @ zones d' inhibition<10mm.

[1.4.4.Analyse quantitative

Cette analyse a été réalisée selon le principe de |la méthode de dilution en milieu solide nous

renseigne sur les mesures suivantes :
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CM I : laconcentration minimale inhibitrice

CMB : laconcentration minimale bactéricide pour les souches bactériennes

[1.4.4.1.Déter mination desCM |

Elle consiste a préparer des dilutions graduelles de |'HE dans de la gélose liquéfiée,
puis a réaliser un ensemencement des différents germes en surface de la gélose apres
solidification.

La concentration de |*huile essentielle a partir de laguelle on n‘observe plus de croissance
microbienne est appelée CMI.

= Protocole expérimental

Préparer des suspensions microbiennes des germes sélectionnés. Dans des tubes a essai
remplis de 5ml d'eau physiologique, réaliser des suspensions de 107-108 germes/ml a partir

de jeunes cultures (18 a 24h). Puis a |'aide d'un spectrophotometre, nous avons gjuste la
transmittance a 22 % - 32 %.

A la suite de cela, préparer une gamme de dilution de I'HE d'O. glandulosum (2 %
jusgu‘a 0,03 %) dans le milieu de culture MH et avons rajouté du TWEEN 80 (tensio-actif)

pour une meilleure homogeénéisation de I HE.

Pour la premiere dilution (2% d' HE), verser dans un flacon 50 ml du milieu de culture
MH liquéfié MH  additionné de 0,5 % de TWEEN 80 et gouter 1ml de I'HE. Aprés
homogénéisation du mélange, verser dans un deuxieme flacon la moitié du premier flacon et y
avons rgjouté 25ml du milieu pour obtenir la dilution1% de I'HE. Refaire | opération jusqu‘ a
| obtention de laderniere dilution (0,03% d'HE).

Préparer des boites de pétri (2 boites pour chague dilution) et inscrire dessus les valeurs
respectives de chacune des dilutions. Puis, verser 20 ml de chaque dilution préparée dans la

boite de pétri correspondante et laisser se solidifier sur paillasse.

Apres la solidification des milieux dans les boites, tracer sur chacune des boites un
guadrillage de deux larges colonnes traversées de lignes au nombre des germes a ensemencer
(quatre lignes correspondant aux bactéries : Saphylococcus aureus, E.coli, bacillussubtilis,

Pseudomonas aer oginosa.
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Sur |*'une des colonnes, nous avons procédé a | ensemencement, a |*aide d' une micropipette
(5ul) et dans leurs lignes respectives, chacune des suspensions microbiennes sous forme de

spots de 2pl.

Sur les lignes de | autre colonne, nous avons soigneusement placé en face de chague spot (de
la premiére colonne) des disgues en papier absorbant et nous les avons imbibé de chacune des
dilutions microbiennes correspondantes. Une fois | opération acheveée, incuber les boites de
pétri a37°C/24h.

Apres incubation, vérifier les différentes boites en cherchant la plus faible concentration de
|* huile essentielle dont aucune croissance microbienne n‘ est observée. Cette concentration est

appel ée concentration minimale inhibitrice CMI.

|.4.4 .2.Détermination desCMB
= Protocole expérimental

Aprés avoir déterminé la CMI pour chacun des germes ciblés, déplacer avec une pince
stérile, a partir des boites de pétri utilisées dans |* expérimentation précédente, tous les disques
en papier situés au-dessus de la CMI et les réintroduire dans de nouvelles boites de pétri
coulées de milieu de culture MH sans HE. Le tout est porté a incubation 37°C/24h. Apres
incubation, retirer les boites et noter la plus petite concentration en HE ou aucune croissance

microbienne n‘ est constatée.
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Résultats et discussion

L es résultats des différentes expérimentations que nous avons réalisés sont répartis et exposés
de lamaniére suivante :
> Résultats des analyses physicochimiques de I huile essentielle d’ O. glandulosum

» Résultats des tests antimicrobien del*huile essentielle d’ O.glandulosum «in vitro »

| . Résultats des analyses physicochimiques del'HE d’ O. glandulosum

|.1.Extraction del’ huile essentielle de |’ O. glandulosum
L huile essentielle d’ O. glandulosum est obtenue par 1a méthode d’ hydrodistillation.
|.2.Rendement d’extraction
Le rendement, qui est déterminé par rapport a 100 g de matériel végétal sec et broyé, est

exprimeé en pourcentage. Lesrésultats des 03 essais effectués sont illustrés dans le tableau 6.

Tableau 6.Rendement d’ extraction de |” huile essentielle

Matériel végétal Essai Rendement (%)
1 2,37
Origanum glandulosum 2 2,40 2,38+0,01
3 2,38

Le rendement d extraction de I’ huile essentielle d’ O.glandulosum est estimé a 2.38%.
Ce rendement est important comparé a celui rapporté par BERREHAL et al. (2010)
indiquant que les parties aériennes d’ O.glandulosum récolté en période de floraison dans la

région de Jijel et de Constantine, ont une teneur en huiles essentielles de 2.0%.

Méme constatation quant aux résultats de SEMRA et al. (2013) avec un rendement en
huile essentielle de 2.2% de la méme espéce récoltée dans la région de Zighoud Y oucef
(wilaya de Constantine) en période de floraison. Cependant les résultats de SAHRAOQOUI et
al. (2007) ont révélé un rendement estimé a 2.5% pour la région de Sétif. Alors gu’un
rendement plus élevé de I’ ordre de 4.8%.a été rapporté par BENDAHOU et al. (2008) sur
cette méme espece récoltée dans larégion de Tlemcen.
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Ces variations de teneurs en huiles essentielles d’ O.glandul osum peuvent étre attribuées

a différents facteurs environnementaux prenant en compte que |’ huile essentielle est un

produit métabolique des cellules végétales et sa composition quantitative et qualitative peut

étre influencée par les conditions climatiques (notamment le type de climat, |’ altitude, le taux

d’ exposition au soleil) le type de sol, le stade de croissance de la plante en question, le
moment de la récolte et la méthode d’ extraction (BESOMBES, 2008 ; BEJAOUI et al.,

2013).

|.3. Caractéristiques organoleptiques del’HE de I’Origanum glandulosum

Pour apprécier la qualité organoleptique et physicochimique de notre huile essentielle,

nous avons effectué des tests suivant les normes AFNOR assignées pour les huiles

essentielles. Le tableau 7 ci-dessous regroupe les différentes comparaisons des propriétés

organol eptiques, entre nos résultats et les normes décrites par I' AFNOR (AFNOR, 2000).

Tableau 7: Caractéristiques organoleptiques de | huile essentielle de I’Origanum

glandulosum

Car acteres organoleptiques

(AFNOR ,1999)

HE Couleur Aspect Odeur
Fortement
Jaune clair Liquide visgueux| aromatique et amére
H.E d’O.glandulosum
(Notre échantillon)
H.E d’O. glandulosum Jaune pale Liquide limpide Camphreée

|.4. Indices physicochimiques de’HE de I’O.glandulosum

|.4.1. Densitérelative 20°C

L’un des parametres essentiels concernant la qualité des huiles essentielles est bien

évidemment les caractéres physico-chimiques. Ceux-ci nous permettent de confirmer la
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qualité del’HE d'O.glandulosum par |’ analyse de leur densité relative et indice de réfraction
a 20 °C. Les valeurs obtenues sont représentées dans | e tableau 08.

La densité relative est la fraction de 1g d'HE sur 1g d'eau. Elle nous renseigne si |I'HE
est plus lourde ou plus légére que |‘eau. La bibliographie nous renvoie que la plupart des
huiles essentielles ont une densité inferieure a celle de | eau sauf pour quelque unes d‘entre
elles, telles que celle du clou de girofle et de cannelle (RHAY OUR, 2002).

[.4.2. Indicederéfraction 20°C

L‘indice de réfraction est une mesure qui nous renseigne sur la dimension des
chaines hydrocarbonée présentes dans une huile donnée (O’ BRIEN, 2009). Si une huile
essentielle a un indice de réfraction élevé, ceci veut dire que les chaines moléculaires
hydrocarbonées qui la forment sont d'autant plus courtes et donc plus nombreuses

gu‘ elles réfractent lalumiere qui passe a travers.

Pour notre huile essentielle, son indice de réfraction (1,499) reste conforme a la norme
AFNOR (1,4900-1,5040).

Tableau8 : Indices physicochimiques de I’ HE de I’ O.glandulosum

IndPhys-ch/HE Densitérelative Indice deréfraction a 20°C

HE O. glandulosum
_ 0,9617 1,499
(notre échantillon)

En résumé, nous constatons que les caractéristiques organoleptiques et les parametres
physico-chimiques de notre huile essentielle se retrouvent dans les fourchettes des normes
établies par ' AFNOR (2000).

[I. Evaluation de [I'activité antimicrobienne de [|'huile essentidle
d’ O.glandulosum

L’utilisation d'un solvant approprié est primordiae. Effectivement, la toxicité du
solvant vis-a-vis des souches bactériennes et fongiques peut étre critique. Méme a I’ éat de
trace le solvant ne devrait pas entraver la procédure du test biologique. Une attention
particuliére devrait également étre accordée aux interactions possibles entre le solvant et les

solutés, car e solvant peut réagir avec certains composés de I’ huile essentielle ou de I’ extrait
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et causer la décomposition, la déshydratation ou l'isomérisation de ces composés
(YRIONEN, 2004).

Notre choix s est porté sur le TWEEN 80 (tensio-actif), fréguemment utilisé dans les
études en microbiologie. Ce solvant a subi des tests préliminaires dans le but de connaitre son
effet vis-a-vis de notre huile essentielle et des souches microbiennes. Il s est sont avéré sans
danger pour les microorganismes et n'interferera donc pas dans la lecture des résultats.

L’ activité antibactérienne de I'HE d ’O.glandulosum contre les bactéries testées est
réalisee par la méthode des disques. Leur potentiel antibactérien est qualitativement et
guantitativement évalué par la mesure du diametre des zones d'inhibition et la détermination
desvaleursdes CMI et CMB.

I1.1. Evaluation qualitative de |’ activité antimicrobienne

Le pouvoir antimicrobien est obtenu par la mesure des diametres des zones d' inhibition
(mm) selon | échelle cité par MUTAL et al. (2009).

Afin de pouvoir comparer nos résultats, nous avons opté de tester deux antibiotiques de
synthése (Pénicilline, Amoxicilline), largement utilisés en pharmacologie contre les espéces
microbiennes de référence. La référence dinterprétation adoptée au cours de cette étude
gualitative est I'échelle de I'estimation de I'activité antimicrobienne donnée par ELA et al,
(1996).

Les diametres moyens des zones d‘inhibition observées autour des disgques imprégnés d'HE

des souches de référence et des deux antibiotiques testées sont résumés dans le tableau 9.
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Tableau 9: Diamétres des zones d'inhibition de I’ HE d’ O.glandulosum
vis-aVis des antibiotiques testés

aromatogramme antibiogramme
@ des zones d‘inhibition @ des zones d‘inhibition
Souches (mm) (mm)
Microbiennes
H.E O.glandulosum Pénicilline | Amoxilline
B.subtilis 9372 19 Absence Absence
Bactéries
Gram+ S.aureus 6538 43 50 40
P.aeroginosa 4352 12 Absence Absence
Bactéries
Gram- E.coli 4157 14 11 14

L’ analyse globale des résultats consignés dans le tableau 09 révéle que I'H.E étudiée
présente un potentiel antimicrobien qui varie entre une action Iégérement inhibitrice et
modérément inhibitrice en fonction de sa concentration et de la nature des souches testées.

Par ailleurs les souches bactériennes Bacillus subtillus et Pseudomonas aeruginosa
manifestent une sensibilité modérée (19 mm) et Iégerement (12 mm) inhibitrice vis-a-vis de
notre HE, a I’inverse de I’amoxicilline et la pénicilline dont I’inhibition est quasiment nulle
Vis-&Vis ces deux especes bactériennes.

Selon LAMBERT et al,. (2001), la résistance de Pseudomonas aeruginosa aux huiles
essentielles étudiées n’ est pas surprenante. En effet il a éé prouvé que cette bactérie possede
une résistance intrinségue aux agents biocides qui en relation avec la nature de sa paroi qui est
doté comme toute bactérie gram- , d'une couche de peptidoglycane coincée entre la

membrane plasmique et une assise externe constitué de lipopolysacharides et de protéines.

31



Toutefois, CHAO et al., (2000), DE FEO et al., (2003) ont rapporté que la faible
sensibilité Pseudomonas aeruginosa a I'action des huiles essentielles peut étre due a sa
membrane externe particuliere et a sa capacité de métaboliser un large éventail de composés
organiques. Ceci peut expliquer son niveau élevé de résistance. Sapylococcus aureus s est
avérée la plus sensible al’action de I'H.E parmi les germes testés, cette sensibilité accrue est

confirmée par les résultats de plusieurs auteurs (FRIEDM AN et al., 2002 ).

Selon DORMAN (2000), la sensibilité est indépendante du gram, ou dépend des HE
utilisées. Cependant, le méme auteur précise que I’ activité anti microbienne d’une HE est a
mettre en relation avec sa composition chimique.

En résumé, on peut dire que toutes les souches bactériennes testées ont montrées un
certain degré de sensbilité a I'HE testée. Ainsi, on peut classer les microorganismes en

fonction de leur degré de sensibilité par le classement décroissant suivant :

S.aureus > B.subtilis > E.coli > P.aeroginosa

L’ effet de I'HE extraite sur les souches E. coli d'origine aviaire était important, les

résultats obtenus sont consignés dans le tableau 10.
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Tableau 10 : Sensibilité des souchesd’E. coli aviaires vis-a-visde|’HE d’O. glandulosum
et des antibiotiquestestés

Souches bactériennes Diameétres des zones d’inhibition (mm)
HE O.glandulosum Pénicilline Amoxicilline
1 20 0 0
2 24 0 5
3 29 0 5
4 25 0 5
5 22 0 5
6 31 0 5
7 25 0 5
8 23 0 5
9 26 0 5
10 > 5 -
Moyenne 24,7 0 0

A travers|’évaluation in vitro du pouvoir antibactérien de I’HE d' O. glandulosum vis-&
vis des souches d’ E.coli aviaires, il parait évident que les souches bactériennes testées ont

présenté une sensibilité modérée.

Les dix souches E. coli testées par I'HE sont résistantes a la Penicilline et
I”amoxicilline.
Nos résultats sont en accords avec plusieurs travaux. Selon une étude menée par
YAMAZAKI et al., (2004), le carvacrol avait le plus puissant effet contre Listeria
monocytogenes, suivi par le thymol, I’ eugénol, le cinnamal déhyde et I’ isoeugénol.
Le carvacrol et le thymol ont un effet inhibiteur, ils constituent les composés phénoliques
majoritaires de I’ huile essentielle d origan (SKOULA et al., 1999). L’ activité antibactérienne
de cette huile essentielle est en grande partie attribuée a ces deux composants (ALIGIANNIS
et al., 2001).
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|.2. Evaluation quantitative de |’ activité antimicrobienne

Pour définir la nature exacte de cette activité, c'est-a-dire, savoir s notre huile

essentielle est bactéricide ou bactériostatique contre les germes testés, nous avons calculé les

rapports CMB/CMI.

LesCMI et CMB mesurées sont rapportées dans les tableaux 11 et 12.

Selon OUSSOU et al.,(2008), si le rapport:

CMB/CMI <4 |'HE est bactéricide

CMB/CMI >4

|'HE est bactériostatique

Tableau 11 : CMI et CMB del’HE d’O.glandulosum vis-a-vis des souches der éférence

Gram Souche | % CMI %CMB CMB/CMI I nterprétation

Gram + B.subtilis | 155 0,125 1 Bactéricide
9372

Gram+ S.aureus L
6538 0,06 0,125 2 Bactéricide

Gram- P.

aeruginosa] 0,25 0,25 1 Bactéricide

4352

Gram- E.coli 4157| 0,125 0,125 1 Bactéricide

Le tableau 11 révele que I’ HE testée possede une action inhibitrice de la croissance a divers
degrésvis avis detous les germes testés.
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Tableau 12 : CMI| et CMB del’HE d’O.glandulosum vis-a-vis des souches aviaires

Souche % CMI %CMB CMB/CMI Interprétation
1 0,25 0,25 1 Bactéricide
2 0,125 0,125 1 Bactéricide
3 0,125 0,125 1 Bactéricide
4 0,06 0,06 1 Bactéricide
5 0,25 0,25 1 Bactéricide
6 0,25 0,25 1 Bactéricide
7 0,25 0,125 0,5 Bactéricide
8 0,125 0,25 2 Bactéricide
9 0,125 0,125 1 Bactéricide
10 0,125 0,125 1 Bactéricide

Le tableau 12 rapporte les valeurs des CMI et CMB de I'HE d' O.glandulosum vis-&

vis des souches aviaires. Celles-ci ont pris des vaeurs variables allant de 0,06 % jusqu’a 0,25

% avec prés delamoitié des bactéries inhibées ayant une CMI de 0,125%.

A partir de tous ces résultats, on constate que I’'HE d’ origan est tres efficace contre les

souches testées. L’efficacité de cette substance naturelle contre les souches d’'E. coli a été

également citée par de nombreux travaux, notamment ceux réalisés sur cing HE et qui ont

montré des propriétés bactéricides intéressantes de I'HE d'origan et de Thym sur E. coli

(BURT, 2004).

Dans cette derniére étude, I'HE d'origan et de girofle ont provogqué une lyse cellulaire des

bactéries associée a une mortalité rapide sur Escherichia coli et Bacillus subtilis (RHAYOUR

et al., 2001).
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CONCLUSION

L’émergence d'une résistance bactérienne aux agents antimicrobiens habituels
est aujourd'hui un défi majeur en thérapeutique humaine et animale. En conséquence, la
recherche de nouveauix agents antimicrobiens st devenu une nécessité.

Dans ce  contexte, un grand int&két a é&é porté  sur
les substances naturelles ayant une activité antibactérienne. Les huiles essentielles se
présentent comme les meilleurs candidats pour participer alarecherche des alternatives.

Les résultats obtenus dans cette étude confirment la grande activité antibactérienne de
I"huile essentielle d Origanum glandulosum sur des souches d'E. coli d origine aviaire
résistantes ala pénicilline et a I’ampicilline. Le potentiel antimicrobien de |’ huile essentielle
extraite vis-a-vis des souches E.coli aviaires s est révélé intéressant avec des diametres des
zones d'inhibition de I’ ordre de 24mm et des concentrations minimales inhibitrices de I’ ordre
de 0,125%. De méme, les résultats des indices physico-chimiques de I' HE étaient conformes
aux normes AFNOR.

Cette bioactivité de !’ huile essentielle extraite est en relation avec sa composition chimique,

riche en substances phénoliques.

Cependant, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour évaluer l'efficacité de
I” huile essentielle éudiée :
- Fractionnement et isolement des différents constituants de I’ huile essentielle afin de
connaitre laou les molécules al’ origine des effets antibactériens et I’ éventuelle synergie
entre elles.
- Evaluation de I’ activité anti-inflammatoire, antimicrobienne et antioxydante in vivo
sur un model e biologique.
- Etude de I’ efficacité de ces extraits dans le domaine alimentaire afin d'établir leur
utilité comme agents antimicrobiens ou antioxydants naturels dans la sécurité
aimentaire.
- Etude des moyens d’incorporation de I huile essentielle et de son utilisation dansles

élevages aviaires.
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Annexe

Composition des principaux milieux de cultures utilisés

Milieu deMUELLER-HINTON gélose (M-H) : (g/l)

Infusion deviandedeboauf................coooiiin . 02g

Hydrolysat acidedecaséine.............coeevvnevnnenen. 17,5¢
AN, e e e —— 01,59
Al e 10g
pH: 7.4

Autoclaver pendant 15 min a115°C

Tryptone-soja-agar (TSA): (g/l)

TIYPLONE. ..o 15¢g
Peptonedesoja..........cccovvevviiiiii i 5,00
Chloruredesodium..........cccoeii i 59
T 159

Autoclaver pendant 15 min a 121°C.

Eau physiologique 9% (NaCl)

Sodium Chloride (FIUKa)..........c.ocoieiiie i 9
H,O déminéralisée............ccoove i 1000 M

Bouillon BRAIN HEART INFUSION (BHIB) CM 225: (g/l)

Protéase-peptone .........covviriie i 10g
Infusiondecervelledeveau...........oovvvvie i 12,59
Infusion de Coaur debaoauf.........ccoooi i, 59
Chlorurede sodium..........cooii i e 59
Phosphate disodique Chloramphénicol.......................... 2,50
GlUCOSE. .. .t e 29

Bau distilléegsp. .. ..covieie v 1000ml
PH=74

Autoclaver pendant 15 min a121°C.

Gélose Chapman: (g/l)

Extraitdeviande ...........cccoo i, 1g
Extraitdelevure...........c.ooviiiiii i 3g
TIYPLONE. .. e e 59
Peptone bactériologique. ...........covveviviiiiieeinnnn. 10g
Chloruredesodium.............ccoocviiiiiii i 709
Manintol.........oiei e 10g
Rougedephénol..............cooiiiii i 0,025¢g
Al 15¢g

PH = 7,4 ;Autoclaver pendant 15 min a121°C



Résumé

La résistance bactérienne aux antibiotiques et la recherche de nouvelles alternatives a ces derniers revétent
une grande importance en santé humaine et animale. L’ objectif principa de cette étude a é&té d’ évaluer les
propriétés antibactériennes de I’ huile essentielle d’ Origanum glandulosum sur des souches d'Escherichia
coli d’ origine aviaire résistantes aux antibiotiques d' utilisation courante en aviculture. Ces propriétés ont été
évaluées e n utilisant la technique usuelle de diffusion sur gélose pour la détermination de la concentration
minimale inhibitrice (CMI). Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence une activité
antibactérienne modérée avec vis-avis de I’ huile essentielle et des antibiotiques testés, en donnant les plus
grands diamétres d'inhibition qui ont respectivement varié de 20 & 31mm. Les concentrations minimales
inhibitrices ont pris des valeurs variables allant de 0,06 % jusgu’ 20,25 %

L' effet antibactérien a été aussi testé contre dautres bactéries de référence (B.subtilis, Saureus,
P.aeruginosa ) avec des résultats intéressants.

Ces résultats permettent de conclure que I'utilisation de I'huile essentielle d’origan pourrait ére une
alternative efficace pour pallier aux résistances bactériennes sans cesse en évolution.

Mots-clés: Huile essentielle d Origanum glandulosum, Escherichia coli, antibiorésistance, activité
antibactérienne, CMI, poulet de chair.

Summary

Bacterial resistance to antibiotics and the search for new alternatives to antibiotics are of great importancein
human and animal health. The main objective of this study was to evaluate the antibacteria properties of
Origanum glandulosum essentia oil on avian resistant Escherichia coli strains resistant to antibiotics
commonly used in poultry farming. These properties were evaluated using the usual agar diffusion technique
for the determination of the minimum inhibitory concentration (MIC). The results obtained made it possible
to demonstrate a moderate antibacterial activity with respect to the essential oil and antibiotics tested, giving
the largest inhibition diameters which respectively varied from 20 to 31 mm. Minimum inhibitory
concentrations ranged from 0.06% to 0.25%

The antibacterial effect was also tested against other reference bacteria (B.subtilis, S.aureus, P.aeruginosa)
with interesting results.

These results lead to the conclusion that the use of Oregano essential oil could be an effective alternative to
overcome the constantly evolving bacterial resistance.

Key words: Origanum glandulosum essential oil, Escherichia coli, antimicrobial resistance, antibacterial
activity, MIC, broiler.
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