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Resume

Le but assigné a cette étude était I’évaluation de I’effet inhibiteur des extraits d’Acinos alpinus
et Micromeria debilis récoltées dans la région de Béni-snous sur quatre bactéries BLSE d’origine
hospitaliére. L’analyse des extraits alcoolique, hydroalcoolique et aqueux des parties aériennes
des deux plantes a montré que I’espéce 4. alpinus est plus riche en huile essentielle (0,16%), en
flavonoides et en tanins que M. debilis. Le dosage des polyphénols et des flavonoides ont révélé
la richesse de I’extrait hydro-alcoolique de A. alpinus en extractibles polyphénoliques (46 mg
EAG/g MS) et en flavonoides (0,12%) que les extraits alcooliques et aqueux de la méme plante
et ceux de M. debilis.

Les tests de Pactivité antibactérienne des extraits flavonoidiques et des huiles essentielles des
deux plantes sur les quatre bactéries BLSE (E.coli, K.oxytoca, K. pneumoniea 1, K. pneumoniea 2)
ont montré que seules les souches E.coli et K.oxytoca sont sensibles a I’huile essentielle

d’A. alpinus a une CMI de 2%.

Mots-clés : Acinos alpinus, Micromeria debilis, BLSE, huile essentielle, Lamiaceae, activité

antibactérienne, résistance.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the inhibitory effect of extracts of Acinos alpinus and
Micromeria debilis collected in the Beni-snous region on four ESBL bacteria of hospital origin.
Analysis of alcoholic, hydroalcoholic and aqueous extracts from the aerial parts of the two plants
showed that the species 4. alpinus is richer on essential oil (0.16%), flavonoids and tannins than
M. debilis. The determination of polyphenols (46 mg EAG/g MS) and flavonoids (0,12%)
revealed the richness of the hydro-alcoholic extract of 4. alpinus on polyphenolic extracts and
flavonoids than the alcoholic and aqueous extracts of the same plant and those of M. debilis.

The antibacterial activity of the flavonoid extracts and essential oils of the two plants on the four
ESBL bacteria (E.coli, K. oxytoca, K. pneumoniea 1, K. pneumoniea 2) showed that only E.coli and

K. oxytoca strains are sensitive to the essential oil of A. alpinus at a MIC of 2%.

Key words: Acinos alpinus, Micromeria debilis, ESBL, essential oil, Lamiaceae, antibacterial

activity, resistance.
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Introduction

es maladies infectieuses d’origine bactériennes constituent un probléme de santé
publique a cause de leur fréquence, leur gravité et leur colt socioéconomique [1] .
En effet, les antibiotiques occupent une place éminente dans le traitement de ces
maladies mais 1’émergence des bactéries résistantes pose un probléme d’inefficacité de ces
agents anti-infectieux. Cette résistance acquise est attribuée a 1’usage excessif et souvent

inappropriée des antibiotiques bien en médecine humaine qu'on médecine vétérinaire [2].

L’acquisition des phénomenes de résistance chez les bactéries en particulier chez les
entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre ¢tendu (BLSE) a atteint des niveaux
dangereusement ¢levés en Algérie et a travers le monde. Ces enzymes -catalysent
spécifiquement la liaison amide du cycle B-lactame des B-lactamines rendant ’antibiotique
inactif avant qu’il n’atteigne sa cible. Si beaucoup d’inhibiteurs de BLSE ont été développés
comme les dérivés de I’acide boronique, acyl phosphanates, acide picolinique, acide
clavulanique, acide mercaptocarboxylique...... , ces inhibiteurs sont non stables et ont une

faible pénétration de la cellule bactérienne [2].

La découverte de nouveaux agents anti-infectieux est devenue plus qu’indispensable vu
I’impasse thérapeutique causé par les bactéries multi-résistance. L’exploration des ressources
naturelles précisément les plantes aromatiques et médicinales apparait comme la piste de

recherche la plus prometteuse grace a la biodiversité de leur réserve de substances actives.

Les plantes aromatiques médicinales pourraient €tre le traitement alternatif des maladies
chroniques ou graves, et méme résoudre le probléme de la résistance bactérienne vis-a-vis des
agents antibactériens actuels. Des travaux récents ont montré I’importance des métabolites
secondaires d’origine végétale comme les huiles essentielles et leurs dérivées en tant
qu’agents antimicrobiens [3]. C’est pourquoi nous nous sommes intéressés a 1’axe de
recherche des substances naturelles antibactériennes de la flore de I'ouest Algérien a savoir

Acinos alpinus et Micromeria debilis contre des bactéries BLSE isolées a 1’hopital.



Le choix de ces deux plantes a été justifié par les indications d’usages traditionnels et par le

peu de travaux sur ces plantes.

Pour cela, notre travail est structuré comme suit :

e Une premicre partie est une synthése bibliographie sur la résistance bactérienne, les
métabolites secondaires et les plantes Acinos alpinus et Micromeria debilis
e Une deuxiéme partie présente le matériel et les méthodes utilisés dans notre travail.

e Et enfin, la troisieme partie présente les résultats obtenus et leurs discussions.



Chapitre I : La résistance bactérienne aux antibiotiques

Les antibiotiques, sont des substances chimiques naturelles, de synthése ou d’hémi-synthese
capables d’arréter la croissance des bactéries (effet bactériostatique) ou d’entrainer leurs
destructions (effet bactéricide). Cependant, ’augmentation des résistances bactériennes est
aujourd’hui un probléme majeur de santé publique. Depuis 'utilisation des antibiotiques, la
résistance n’a jamais cessé d’augmenter et les bactéries ont toujours réussi a contourner

I’action des antibiotiques [4].

1.Les p-lactamines

Les f-lactamines constituent une famille d'antibiotiques largement prescrite en clinique, qui
inhibent la biosynthése du peptidoglycane, qui est le composant principal de la paroi
bactérienne, par fixation préférentielle a diverses protéines particulierement les enzymes
impliquées dans cette synthése désignées sous le nom des protéines liant la pénicilline (PLPS)
[5]. L'importance de leur utilisation et leur popularité s'expliquent par la diversité¢ de leurs
modes d'administration, une activité antibactérienne a large spectre liée a des effets
bactéricides, une bonne diffusion tissulaire, une bonne tolérance et une faible interaction.

Ce succes, associ¢ a une surutilisation fréquente, a conduit a I'émergence d'une résistance

acquise chez les principales espéces bactériennes [4].

1.1. Classification des -Lactamines
Les B-lactamines sont divisées en quatre catégories selon leur structures chimiques et leur
activités antibactériennes : pénicillines (pénames), céphalosporines (céphemes),

monobactames et carbapénemes [4] (figure 1).

Q W R.\ ?
R C\NH s H-C-Ntl S A . H-C-N{
2 | o d N CHzR; o g | A Nl
o N CHg 06 =F ?_0 o* \SOQH
COOH COOH OH
Pénicillines Céphalosporines Carbapénémes Monobactames

Figure 1 : Principales classes des f-Lactamines [4].



1.2. Résistance chez les entérobactéries

La plupart des espéces d'entérobactéries ont une résistance naturelle aux f-lactames. Cette
résistance est liée a la production d'une enzyme appelée [-lactamase. Ces bactéries peuvent
¢galement acquérir une résistance a de nombreux antibiotiques, résultant d'une modification
génétique par mutation ou acquisition du matériel génétique étranger [4].

Généralement, on distingue quatre principaux mécanismes de résistance [4] :

e La diminution de la perméabilité : Empéchant 1’antibiotique d’atteindre sa cible ou
limiter sa concentration dans I’espace péri-plasmique.

e La modification de la cible : un mécanisme qui permet de modifier la cible par des
mutations affectant la porine, conduisant a des niveaux de résistance ¢levés.

o Systéme d’efflux : Ce systéme est basé sur I'excrétion de I'ATB de la cellule par
transport actif, rendant le site d'action inaccessible.

e Production de f-lactamases: C’est le principal mécanisme de résistance aux
f —lactamines. Enzyme qui inactive ou détruit I’antibiotique [4]. Il s’agit de la
production d’une enzyme [-lactamase qui agit sur I’ouverture du cycle f-lactame au
niveau de la liaison amide selon la réaction d'hydrolyse aprés inactivation d’une

molécule d'eau [6].

2.Les BLSE

Les [-lactamases a large spectre (BLSE) sont des enzymes produits par des bactéries de la
famille des Entérobactéries, capables de dégrader I'ATB, y compris les pénicillines, les
céphalosporines et les monobactames, a l'exception des carbapénémes et les céphamycines
[6]. La premicre BLSE a été décrite chez une souche de Klebsiella pneumoniae en Allemagne

en 1985 [7].

3. Inhibitions des p-lactamases et résistances aux inhibiteurs

Les inhibiteurs [-lactamases sont des molécules ayant une activité bactérienne intrinseque,
leur association avec les -lactamines confére une augmentation de 1’activité. Cette nouvelle
approche a permet de rende I’activité a quelques B-lactamines inefficaces sur les bactéries

productrices de B-lactamases. Actuellement trois inhibiteurs sont utilisés en thérapeutiques :

4



I’acide clavulanique, le sulbactam et le tazobactam. L’association la plus utilisée est connu

sous le nom d’Augmentin : amoxicilline+acide clavulanique [8].

Chapitre II : Plantes aromatiques-médicinales anti-infectieuses

Les métabolites secondaires des plantes sont des composés qui n'ont pas de role fondamental
dans le maintien de la vie végétale, mais ils sont importants pour que les plantes interagissent
avec leur environnement pour l'adaptation et la défense et ils contribuent également a l'odeur,

au gott et a la couleur des plantes [9].

1.Les huiles essentielles

1.1. Définition
Selon AFNOR NT 75-006 : « une huile essentielle est un produit obtenu a partir d’une
matiere premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés
mécaniques a partir de I’épicarpe des Citrus, soit par distillation séche» [10].

1.2. Composition chimique
Une huile essentielle est un mélange complexe constitué de nombreux composants
appartenant a deux grandes familles chimiques : les composés terpéniques et les dérivés du
phénylpropane [11]. Les composés terpéniques sont caractérisés par la présence de 1’unité de
base isopréne (CsHg) [12]. Ces composés sont classés selon leur nombre d’unités isopréne et
peuvent étre cycliques ou acycliques ,plusieurs familles peuvent étre distinguées [11]

(tableau 1).

Tableau 1: Nomenclature des terpénes [12]

Nombre d’atomes  Unité d'isopréne Nomenclature
10 2 Monoterpenes (C10)
15 3 Sesquiterpenes (C15)
20 4 Ditérpenes (C20)
25 5 Sesterterpeénes (C25))
30 6 Triterpenes (C30)
40 8 Tétraterpenes (C40)



Les phénylpropanoides, ou les composés phénoliques, sont des métabolites volatiles
biosynthétisés a partir des acides aminés aromatiques, telles que la phénylalanine et la
tyrosine. Ses composés se caractérise par la présence d’un groupement hydroxyle fixé a un

cycle phényle [13].

1.3. Domaines d’utilisation
Les huiles essentielles sont utilisées dans plusieurs domaines, grace a leur effet antioxydant,
antimicrobienne et antibactérienne, elles sont utilisées dans la médecine pour traiter diverses
maladies inflammatoires comme les rhumatismes, la fiévre et le diabéte. En industrie elles
sont utilisées comme des ardmes pour I’amélioration de la saveur, pour la conservation des

aliment et pour empécher I’oxydation [14].

2. Les polyphénols

2.1. Définition
Les polyphénols sont 1'un des produits naturels les plus abondants et les plus répandus dans le
régne végétal. Il existe actuellement plus de 8 000 structures phénoliques connues, dont plus
de 4 000 flavonoides ont été identifiés. Les polyphénols ont été classés selon leur origine, leur
fonction biologique et leur structure chimique, ils se caractérisent par la présence d’un cycle
aromatique a 6 atomes de carbone, qui porte lui-méme un nombre variable de fonctions

hydroxyles (OH) [15].

2.2. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés polyphénoliques. Ils se divisent en deux catégories
: les dérivés de l'acide benzoique (acide hydroxycinnamique) et les dérivés de l'acide

cinnamique (acide hydroxybenzoique) [15].

2.3. Les flavonoides
v' Définition

Les flavonoide sont des métabolites secondaires de la plante qui représentent 1'un des groupes
les plus divers et les plus vastes de produits naturels végétaux, ces composés jouent également
un role important dans les plantes elles-mémes, notamment en tant que pigments et composés

de défense [16].



v Structure et classification
Les flavonoides sont une classe de composés naturels caractérisés par une squelette contenant
15 atomes de carbone, base formés par 3 cycles, dont il y a deux cycles C6 (cycle A et B)
relié entre eux par une chaine en C3 souvent fermées en un hétérocycle oxygéné [17]

(figure 2a).

o)

Figure 2a : Structure des flavonoides

Les flavonoides sont divisés en six sous-classes : les flavanones, les flavones, les flavonols,

flavan-3-ols, les anthocyanes et les isoflavones [17] (figure 2b).
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Figure 2b : Structure des classes des flavonoides



v Propriétés biologiques des polyphénols

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particulicrement deux domaines : la
phytothérapie et I’hygiéne alimentaire. De nombreuses études ont montré que les polyphénols
ont un effet positif sur la santé et la prévention des pathologies liées au vieillissement et aux
dommages oxydatifs (cancer, maladies cardiovasculaires ou neurodégénératives). De plus,
leur activité antioxydante assure une meilleure conservation des aliments en empéchant la
peroxydation des lipides [18]. Les flavonoides possédent un large éventail d’activités
biologiques, telles que, anti-inflammatoire, antibactérien, anticancéreux, antiviral et

antioxydante qui est liée a la capacité de neutraliser les radicaux libres [17].

3. Acinos alpinus
3.1. Généralité

Acinos est un genre de la famille des Lamiacées, originaire d'Europe, de la Méditerranée,
d'Asie centrale, d'Afrique du Nord et des Amériques [19]. Ce genre se trouve couramment
dans les endroits froids et les montagnes [20]. Le nom Acinos vient du grec Akinos, qui
signifie petite plante aromatique. Selon 1'Organisation internationale pour I'information sur les
plantes (IOPI), le genre Acinos Miller comprend 11 espéces [21]. En Algérie, seuls deux
taxons sont représentés par A. alpinus Moench subsp. Meridionalis (Nyman) P.W. Balle

et A. rotundifolius Pers [22].

Acinos alpinus (L) Moench est connu sous le nom de thym de roche avec de nombreux
synonymes Satureja alpina (L.) Scheele, Acinos baumgartenii (Simonk.) Klokov, Acinos
alpinus susp, baumgartenii(Simonk.) Pawl.l, Melissa baumgartenii (Simonk.), Clinopodium
alpinum (L.) mérinos, Calamintha alpina (L.) Lam. Calamintha alpina (L.) Lam. subsp.alpina

[20].

3.2. Taxonomie et classification

Selon Quézel et Santa [23], A.alpinus est classée comme suit (tableau 2) :



Tableau 2 : Taxonomie et classification d’A.acinos

Regne Plantea
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille lamiaceae
Genre Acinos

Espece Acinos alpinum

3.3. Description botanique

Nom scientifique : Acinos alpinus (L.) Moench

Nom vernaculaire : Zaatar sakhri

Plante vivace a tiges flexueuses, allongées. Feuilles lancéolées + crénelées hispides. Calice de
6-8 mm Corolle purpurine, grande, 12-16 mm, avec un long tube composé de pétales soudés.

La fleur a quatre étamines fertiles. Le fruit est divisé en quatre lobes ovales (figure 3) [23].

3.4. Répartition géographique
Acinos alpinus est distribué jusqu'a 1500 m d'altitude en Europe centrale et orientale et en
Afrique du Nord (Algérie, Maroc), ou elle se trouve souvent dans un large éventail d'habitats

comme les pelouses de montagne, les foréts de chénes et de cedres (figure 4) [24].
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Figure 4 : Répartition géographique d’Acinos alpinus [25]

3.5. Usage traditionnel

Les especes d'Acinos ont été utilisées comme épices et tisanes ainsi que comme remede pour
divers troubles en médecine traditionnelle [19]. En Espagne Acinos alpinus a été utilisé pour
ses effets bénéfiques sur la toux et les troubles gastro-intestinaux [26] et d’apres les fiches
Ethno-pharmaco-botanique cette espeéce a des propriétés antiseptiques, antispasmodiques,
anti-inflammatoires, hypocholestérolémiantes, et méme anti-catarrhales, ainsi que des
avantages sur les systémes gastro-intestinaux et urinaires. L’espéce de genre Acinos est
recommandée comme digestif, apéritif, anti-diarrhéique, diurétique et amincissant [20].

En Algérie nous n’avons pas trouvé de données sur 1’utilisation d’ Acinos alpinus.

3.6. Travaux antérieures

En 1993, Velasco-Negueruela et al., ont réalisé une étude sur les composés volatiles de deux
¢chantillons d’Acinos alpinus récoltés a Jatn et a Madrid (Espagne). L’analyse par CG/SM
a montré que lhuile essentielle est riche en germacréene D (53,8% ; 43,2%), trans-f-
caryophylléne (6,2% ; 15,4%) et bicyclogermecréne (5,9% ; 11,7%) respectivement [26].

Une autre étude réalis¢ par Kaya et al, (1999) en Turquie sur six échantillons d’Acinos
alpinus récolté de la région égéenne a montré que 1’huile essentielle contient 120 composés
dont le germacrene D (3,5-39,8%), acide hexadécanoique (3,7-24,3%) et le thymol (10,9-
15,3%) sont les composés majoritaire [27]. Dans la méme période Skaltsa et al., ont étudié la
composition chimique de I’huile essentielle d’Acinos alpinus récolté a Mainalo (Grece) et

d’aprés les analyses CPG/SM ils ont trouvé que I’huile se compose majoritairement de
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germacréne A (32,3%), épi-bicyclosesquiphellandréne (15,8%), [-élémene (12,5%)
et f-caryophylléne (12,2%) [28].

La premiere étude sur la composition chimique de I’extrait a été réalisé par Golubovic et al,.
L’échantillon provenant de Gornje selo (Bosnie) a montré que I’extrait méthanolique contient
le thymol (31,5%), bornéol (14,6%) et spathulénole (14,6%) comme composé€s majoritaire
avec une présence significative en germacréne D (9,6%), en oxyde de caryophylléne (9,1%) et
en acide hexadécanoique (8,4%) [29].

Les mémes chercheurs en 2020 ont fait une étude comparative sur I’extrait éthannolique
d’Acinos alpinus récolté dans la méme région. L’analyse chromatographique GC/SM
a indiqué la présence de thymol (11,01%), n-docsane (10,08%) et ’acide hexadécanoique
(9,15%) comme composé€s majoritaires [19].

Les résultats de ses deux derniers travaux ont montré que I’extrait méthanolique et I’extrait
¢thanolique ont une activité antioxydante et antimicrobienne significatives vis-a-vis les

souches de références ATCC [19, 29].

Une ¢étude réalisée par Pviru et al, sur la partie aérienne d'Acinos alpinus d’origine Roumaine
a montré que la teneur totale en flavonoides exprimée en équivalent de rutine est de 24,6 mg
(RE ; mg/g MS) et la teneur totale en phénol exprimée en équivalent d’acide gallique est de
16,5 mg (GAE ; mg/g MS). Les analyses HPTLC ont indiqué la présence des flavonoides [20]
(tableau 3)

Tableau 3: Les flavonoides présents dans 4. alpinus

Composés R; Rs R; Rj; Rg

Apigénine H OH OH H OH

Quercétne OH OH OH OH OH
Kaempférol OH OH OH H OH

L'extrait éthanolique et l'extrait standardisé au propyléne glycol ont montré une activité
antioxydante modérée et une activité antimicrobienne faible ou inexistante sur les souches

microbiennes de références ATCC [20].
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Une seul étude sur les acides gras a été réalisé par Jovanovic et al., (2008). IIs ont trouvé que
l'acide linolénique était le principal composant d’A. alpinus (35,2%) suivi par 1’acide

palmitique (23,0%) [30].

4. Micromeria debilis

4.1. Généralités

L’espece Micromeria debilis Pomel, également connue sous le nom de Satureja briguetii
Maire est une plante endémique d’Algérie et du Maroc. Dans la flore algérienne, le genre
Satureja comprend quatre sous-genres : Calamintha, Acinos, Clinopodium et Micromeria.
En effet le genre Micromeria de la famille des lamiacées contient environ soixante-dix
especes avec trente-deux sous-especes et treize variétés avec une aire de répartition s’étendant
de la région himalayenne a I’archipel micronésien et de la mer méditerranéenne a 1’ Afrique du
Sud et Madagascar [31].
4.2. Taxonomie et classification

Selon Quézel et Santa [23], Micromeria debilis appartient (tableau 4):

Tableau 4 : Taxonomie et classification de M.debilis

Reégne Plantea

Division Tracheophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille lamiaceae

Genre Micromeria Benth

Espéce Micromeria debilis Pomel

4.3. Description botanique

Nom scientifique : Micromeria debilis Pomel

Nom vernacularie : Tazrira Hmer

Plante endémique avec des tiges trés étroites et beaucoup de fleurs couvertes pourpres au

sommet. Les feuilles florales sont ovales et lancéolées 2-3 fois plus longues que larges.
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Le calice se caractérise par des dents triangulaires trés courtes, hérissées d une poilue pressée

dentelées a celle du reste de la plante (figure 5) [32].

Figure 5 : Micromeria debilis Pomel [33]
4.4. Répartition géographique :

En Algérie en trouve Micromeria debilis dans les zones coticres (figure 6).

. ]
Sewlle

Al o lger AEaTR0 ol

ahlilana ;'._; ors

Gibraltar

" 0ranll ||
Oran Lo@OS1 o, e Batna RO HRH L

sche WACETC ol

' W Qe UM maory *Dielfa IR Ho walali

* Rabat 086 LY '
ol 1=} F
i’ S | *Laghoust MoKLok byl Tunisia

TATAL s Lt
r LR -FTFR E ey
oot *Touggourt +8X30+ o il

Khdadra MIHGe 8 s>

* Bouarfa B8Ae0He w iy *Chandea 4o¥E0MaT+ wli e

Figure 6 : Distribution géographique de Micromeria debilis [25]

4.5. Usage traditionnel

Les especes de genre Micromeria sont généralement consommées sous forme de tisane a des
fins médicinales contre le rhume. Elles ont de nombreuses activités pharmacologiques,
y compris I’anesthésie, antiseptique, antirhume et effets stimulants sur le systéme nerveux.
Aussi, elles sont également utilisées contre les maux de téte, douleurs abdominales, blessures,

troubles cardiaques, infections des yeux et de la peau et les troubles cardiaques [32].
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4.6. Travaux antérieures

En 2016, Ghrib et al., ont réalisé la premicre étude sur la composition chimique et 1’activité
antimicrobienne de I’huile essentielle de la partie aérienne d’un échantillon de M. debilis
récolté dans deux endroits ; Moghrar et Ain Safra de la wilaya de Naama (Algérie). Les
analyses par CPG/SM et RMN-"C ont révélés que I’HE contient quarante-deux composés
dont le B-pinéne (19,3%) est le composé majoritaire suivi du géranial (8,7%), linalol (6,5%),
germacréne D (11,4%), (E) -f-caryophylléne (8,0 %), oxide de caryophylénne (8,0 %) et le
néral (5,4%). L’activité de ’HE vis-a-vis de 10 bactéries de références ATCC et une levure a
montré une activité antimicrobienne modérée avec des valeurs de CMI 2 ul/ml et 6 ul/ml

respectivement [32].

Yakoubi et al., ont testé¢ I’effet inhibiteur de ’HE de M. debilis de la région de Naama
(Moghrar) sur la croissance d’Alternaria spp., par la méthode de contact direct et ils ont

confirmés I’efficacité de I’HE a des faibles concentrations contre les isolats d’ Alternaria [34].
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Chapitre I : Matériels et méthodes

L’étude assignée a ce travail est d’évaluer I’effet antibactérien des extraits de Acinos alpinus

et Micromeria debilis sur les bactéries BLSE d’origine hospitaliere.
1. Matériel végeétal

Les plantes A. alpinus et M. debilis ont été récoltées dans la région de Beni Snous, wilaya de

Tlemcen durant le mois de juin 2020 en période de floraison (figure 7).
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Figure 7 : Carte géographique du lieu de récolte des plantes [35]

La ville de Beni Snous se trouve au sud-ouest algérien, et entre Latitude 34.643, Longitude
-1.56145, 34° 38’ 35" Nord, 1° 33" 41" Ouest, altitude 835 m d’un climat méditerranéen avec
¢té chaud (Office national de météorologie, 2019).

Le matériel végétal a été conditionné apres séchage dans du papier kraft. L’identification

botanique a ét¢ faite au laboratoire botanique du département foresterie-université de Tlemcen

ou un spécimen est déposé (figure 8 ; 9).
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Figure 8 : Acinos alpinus Figure 9 : Micromeria debilis
(Beni-Snous - Tlemcen, juin 2020)

2. Matériel bactérien
Les quatre souches bactériennes utilisées dans ce travail (a phénotype BLSE), proviennent des
malades hospitalisés au CHUs d’Oran (3 souches) et de Tlemcen (1 souche) prélevées durant

le mois de mai 2021. L’identification des souches a été réalisé par la méthode automatisée

VITEK 2 (Biomerieux).

3.Criblage phytochimique
Le criblage phytochimique a pour but d’examiner la nature des principales familles chimiques
présentes dans les plantes. Les tests chimiques sont réalisés par des réactions de solubilité,
coloration et précipitation en utilisant des réactifs [36, 37, 38, 39,40].

3.1. Extraction par macération a froid
Le matériel végétal des deux plantes (tiges+feuillestfleurs) a été soumis a des extractions par

des solvants de polarités déférentes (eau, éthanol, éthanol/eau 7/3)

» Extrait éthanolique : 10g de matériel végétal broyé est soumis a une extraction par
macération sous agitation dans 100 ml d’éthanol pendant 5 heure a ’obscurité. Apres
filtration par papier filtre le résidu a subi une nouvelle macération pendant 5 h. Le
filtrat est évaporé a sec en utilisant un évaporateur rotatif.

» Extrait hydro-éthanolique : 10g de matériel végétal est mis en contact avec 100 ml
d’éthanol 70%, I’ensemble est laissé macéré a froid pendant 5 heures sous agitation et
a obscurité. Apres filtration, le résidu est récupéré et macéré une deuxiéme fois. Le
macéras est ensuite évaporé a sec en utilisant un évaporateur rotatif.

» Extrait aqueux : 10 g de matériel végétal sont mélangés avec 150 ml d’eau distillé, le

mélange est placé dans I’incubateur agitateur a 37°C pendant 48 heures avec
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renouvellement de solvant apres 24 heures. Les filtrats sont rassemblés et évaporés a

sec en utilisant un évaporateur puis conservé a 4°C.

3.2. Tests phytochimiques

v

Les flavonoides : la réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 5 ml
d’extrait avec 0.5g de tournures de magnésium et quelques gouttes de HCI concentré,
apres quelques minutes 1’apparition de la couleur rose indique la présence des
flavonoides [36].

Les tanins : la présence des tanins est mise en évidence par une coloration verdatre ou
bleu foncé apres I’ajout de 2-3 gouttes de solution de FeCls (10 %) a 1ml de chaque
extrait avec 2 ml d’eau distillé [37].

Saponosides : 2ml d’extrait sont ajouté a 2 ml d'eau distillée dans un tube a essai.
Apres agitation, le mélange est abandonné pendant 20 minutes et la teneur en
saponosides est estimée selon 1’échelle suivante [38].

Pas de mousse = Test négatif. Mousse moins de 1cm = test faiblement positif

Mousse de 1-2 cm = test positif. Mousse plus de 2cm = test trés positif

Les anthraquinones : 10 ml de chaque extrait a ét¢ mé¢langé avec Sml de solution
d’ammoniaque 10%, apres agitation I’apparition d’une couleur violette indique la
présence des anthraquinones [36].

Les quinones libres : leur détection consiste a traiter 10 ml de I’extrait, on le verse
dans un tube a essai et on ajoute quelques gouttes de NaOH 1%. L’apparition d’une
couleur jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones libres [39].

Les terpénoides : 5 ml de I’extrait a été introduit dans un tube avec 2 ml de
chloroforme et 3ml de H,SO4 concentré. L’apparition de 2 phases et une couleur

marron en interphase indique la présence des terpénoides [40].

4. Extraction des flavonoides

20g de matériel végétal broyé sont mélangés avec 200 ml d’éthanol (70%) dans un ballon
monocol surmonté d’un réfrigérant (figure 10). L’ensemble est porté a reflux pendant 2
heures. Le mélange est filtré et évaporé a sec avec un évaporateur rotatif (Biichi). L extrait sec
est récupéré avec 1’eau chaude (50°C) pour une séparation successive par |’acétate

d’éthyle (30ml) et le n-butanol (30ml). L’opération est répétée trois fois pour chaque
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solvant. Les fractions obtenues ont été évaporées a sec en utilisant un évaporateur rotatif et

conservé a 4°C pour les différents tests.

]

e .

Figure 10 : Dispositif sous reflux

5. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

L’extraction des huiles essentielles (HEs) a été réalisée par hydrodistillation type Clevenger
(figure 11) selon la technique recommandée par la pharmacopée européenne (European-
Pharmacopoeia, 2005). Le principe consiste a faire immerger le matériel végétal (200 g)
dans I’eau. L’ensemble est ensuite porté a ébullition pendant 3 heures. Le mélange vapeur
d'eau et huile produits dans le ballon passe dans le condensateur. Ainsi, I’'HE est récupéré

apres décantation et conservée dans des flacons en verre ambrés a 4°C.

Figure 11 : Montage Clevenger pour I’extraction des huiles essentielles
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6. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits a été effectué selon la méthode

décrite par Singleton et al, (1965) en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu [41].

6.1. Principe
Le Réactif de Folin-Ciocalteu est un mélange d’acide phosphotungstique (H3;PW;,04¢) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMo,,04), lors d’une réaction d’oxydation en milieu alcalin
de ce réactif avec le groupement oxydable du phénol, il se forme un mélange d’oxydes bleus
de tungstene (W3g0O,3) et du molybdene (MogO»3). La coloration bleue est suivie dans le visible

a une longueur d’onde de 765 nm [42].

6.2. Mode opératoire
Un volume 200 ul de chaque solution a été mélangé avec 1ml du réactif de Folin— Ciocalteu
fraichement préparé (10 fois dilué) et 0,8ml de carbonate de sodium a 7,5% (Na,COs) a été
ajouté. Apres agitation et incubation a température ambiante pendant 2 heures la lecture des
absorbances a ¢té effectuée contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotométre UV/VIS
(OPTIZEN) a 765 nm. L’opération est répétée trois fois. En méme temps, une courbe
d’étalonnage est réalisée avec I’acide gallique a différentes concentrations dans les mémes
conditions que les échantillons. Les résultats ont été exprimés en milligrammes équivalent

d’acide gallique par gramme du poids sec de la plante en appliquant la formule suivante :

C=(cxXV)/m

C: La teneur en phénols totaux (mg d’ac. gallique / g de matiére séche).

¢: La concentration de 1’acide gallique établie a partir de la courbe d’étalonnage (mg/ml).
V: Volume de I’extrait (ml)

m: Le poids de I’extrait brut (g).

7. Dosage des flavonoides

7.1. Principe
Les flavonoides ont un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5 qui peut donner un

complexe coloré (jaunatres) avec le chlorure d’aluminium [43].
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7.2. Mode opératoire
Une quantité¢ de 1 ml de chaque extrait a était mélangée avec 1 ml de solution éthanolique de
chlorure d’aluminium a 2%, aprés une incubation a 1’obscurit¢ pendant 30 min, les
absorbances ont été mesurées en utilisant un spectrophotométre UV/VIS a 430 nm.
L’expérience a été réalisée trois fois. Une courbe d’étalonnage réalisée par la quercétine a
différentes concentrations dans les mémes conditions que les échantillons. Les résultats sont

exprimés en %.

8. Test antibactérien (anti-BLSE)

8.1. Purification des souches

Les souches conservées ont €té purifiées par repiquage successif sur gélose nutritive et sont

ensemencées sur de la gélose nutritive inclinée puis conservées a 4°C.

8.2. Détection des souches BLSE (Test de synergie)
La méthode est de chercher une image (bouchon de champagne) de synergie entre un
antibiotique inhibiteur de B-lactamases et un antibiotique de céphalosporine de 3™ génération
(CTX, CAZ) [44]. Par la technique de I’antibiogramme, la recherche de BLSE se fait en
disposant 2 disques : amoxicilline + acide clavulanique (AMC) et une céphalosporine de 3™

génération (CTX) a une distance de 20 a 30 mm sur gélose Mueller Hinton. L’incubation se

fait a 37°C pendant 18h (figure 12).
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Figure 12: Réalisation d’un test de synergie [45]
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8.3. Préparation des suspensions bactériennes

Chaque souche purifiée précédemment est ensemencée au préalable sur des boites de Pétrie
préalablement coulées par la gélose Mac Conkey, puis incubé a 37 °C pendant 24 h. Ensuite,
4 colonies bactériennes bien isolées sont mises en suspension dans I’eau physiologique a 0,9
% NaCl. Cette suspension est ajustée au standard Mc Farland 0,5 & I’aide d’un
spectrophotométre, correspondant a une densité optique DO entre 0,08 a 0,1 lue a 625 nm, ce

qui correspond & une suspension contenant environ 10° UFC/ ml [56].

8.4. Antibiogramme

» La méthode utilisée est la technique de diffusion des antibiotiques en milieu solide
(méthode des Disques), selon le CA-SFM [56]. L’ antibiogramme a ¢été réalisé sur des boites
de Pétri de 9 cm de diametre remplies par la gélose Muller—Hinton. Les boites sont
ensemencées par écouvillonnage & partir des suspensions bactériennes de 10® ufc/mL. Puis les
disques d’antibiotiques sont déposés sur la surface de la gélose et les boites sont incubées a
37 °C pendant 24h. Apres 24 heures d'incubation, on mesure les diamétres d'inhibition en se
référant aux valeurs critiques publié¢es par le CA-SFM [56].

Les antibiotiques utilisés (oxoid) sont: Amoxicilline (25ug), I'amoxicilline/acide
clavulanique (30ug), ticarcilline (75ug), acide ticarcilline/acide clavulanique (85ug),
pipéracilline (75ug), pipéracilline/tazobactam(85ug), céphalotine (30ug),céfotaxime (30ug),
la ceftazidime (30ug), céfépime (30ug), l'imipénéme (10pg), l'aztréonam (30ug), la céfoxitine
(30pg), la gentamicine (15ug), l'amikacine (30ug) l'acide nalidixique (30ug), la
ciprofloxacine (5ug), Triméthoprime/sulfaméthoxazole (75ug) , Doxycycline (30ug) ,
Colistine (10ug), Fosfomycine (30ug).

8.5. Préparation des solutions des extraits

Les différents extraits ont été dilués avec le diméthyle sulfoxyde (DMSO stérile a 5%), puis
ils ont subi une centrifugation de 3000 rpm pendant 20 minutes, ensuite filtrés en utilisant des

membranes de microfiltration stériles ayant de 0,22um de diameétre.
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8.6. Test de diffusion en milieu solide (technique des puits)

Le principe de cette technique consiste a faire couler la gélose Muller-Hinton dans des boites
de Pétri. Aprés séchage, les boites sont ensemencées par écouvillonnage en utilisant une
suspension bactérienne de 10® cellules/mL qui provient d’une culture jeune de bactéries. La
gélose est perforée aprés séchage a 1’aide de la partie supérieur d’une pipette pasteur, les
différents extraits sont incorporés dans chaque puits (20 ul pour les extraits et 10 ul pour
I’huile essentielle sans DMSO), aprés incubation dans une étuve a 37°C pendant 24 h, la
lecture des résultats s’effectue par mesure de diametres des zones d’inhibitions [46,47].

La technique est répétée trois fois.

L’interprétation du résultat se fait par la mesure du @ de la zone d’inhibition a I’aide d’une

régle graduée en mm selon la fourchette proposer par Ponce et al., [48] comme suit :

6 mm < <8 mm : non sensible Imm <@ < 14 mm : sensible

15mm <0 <19 mm : trés sensible ) >20 mm : extrémement sensible

8.7. Détermination de la CMI par la méthode de microplaque

Les concentration minimales inhibitrices (CMIs) ont été déterminées par microdilution en
bouillon en utilisant la méthode modifiée des microplaques par Wiegand et al, [49].
Une microplaque a 96 puits a été utilisée pour déterminer les concentrations minimales
inhibitrices (CMI). Une série de dilution a 1/2 de I’extrait retenu (HE de A.alpinus) a été
préparée dans le bouillon BHIB en ajoutant le Tween 80 a 10 % (v/v). Une deuxi¢me solution
dite blanche a été préparée avec le bouillon BHIB et le Tween 80 avec une concentration de
10 % afin de compléter les dilutions successives de la premiere solution qui contient 1’huile
essentielle et pour que la concentration de Tween 80 est maintenue a 10 % dans les différentes
concentrations préparées (figure 13). La microplaque a été préparée en remplissant 180ul de
la suspension bactérienne (dilué a 1/100 pour avoir la concentration de 10® UFC/ml ensuite)
avec 20ul d’HE de chaque concentration. La concentration finale dans les puits variait de
4,000 a 0,007 (mg/mL) et la concentration finale du Tween 80 est a 1% dans chaque puits. On
laisse deux rangées verticales représentent les témoins (200 ul de bouillon BHIB comme
premier témoin négatif et 200 ul de la suspension microbienne standardisée a 10° UFC/ml
comme témoin positif) (figure 14).Apres incubation des plaques a 37 °C pendant 18- 24 h, la
CMI est déterminée comme la plus faible concentration pour laquelle la croissance

microbienne n’est pas observée a I’ceil nu [56].
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Dilution 1/,

20% | 10% | 5% % [1,25% [ 0,62%

HE HE HE = HE HE

w300 ul. de solution blanche (BHIB + 10% Tween 80) o

500 ul. de BHIB + 10% Tween 80 +400 ul. de I'HE

Figure 13 : Schéma de préparation des dilutions de 1’huile essentielle

» 20ul de dilution de I'H.E «

(Dilution 1/10)

4 2 1 0.5 015 0125 0,06 0,03 0,015 0,007 Ty T

O&OOO OOOOOOO

T : Témoin
Figure 14 : Schéma de la méthode de microplaque

9. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + ’erreur standard.
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Chapitre II : Résultats et discussion

1.Rendements des extractions

Les résultats des extractions de la partie aérienne (tiges+feuillestfleurs) des deux plantes
Acinos alpinus et Micromeria debilis sont renseignés dans le tableau 5 et les rendements sont

illustrés par la figure 15.

Tableau 5 : Rendements (en % MS) et caractéristiques des extraits des deux plantes

Acinos alpinus et Micromeria debilis (tiges + feuilles + fleurs)

Extrait éthanolique Extrait hydroalcoolique Extrait aqueux
Echantillons

Acinos | Micromeria | Acinos Micromeria Acinos Micromeria

Aspect pateux pateux poudre pateux pateux poudre

Couleur vert vert vert vert marron marron
foncé

Rendement | 16,66 28,57 33,33 42,85 15 20
(%)

45,00%
40,00%
35,00%
30,00%
25,00%

A.alpinus
20,00%

| M.débilis

Rendements %

15,00%
10,00%
5,00%

0,00%
Extrait éthanoliquBxtrait hydro-éthanolique extrait aqueux

Figure 15: Rendements (% MS) des extraits bruts
d’Acinos alpinus et Micromeria debilis (tiges + feuilles + fleurs)
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On constate que le rendement le plus élevé a été observé pour I’extrait hydro-éthannolique
dans les deux plantes A. alpinus et M. debilis (33,33% ; 42,85%), suivie par 1’extrait
¢thanolique (16,66% ; 28,57%), et enfin I’extrait aqueux qui posseéde le rendement le plus
faible (15% ; 20%) respectivement.

Le rendement de I’extrait éthanolique (16,66%) d’A.alpinus est important par rapport au

rendement de la méme espéce (11,40%) étudiée par Golubovic et al, [19] en Bosnie.

2.Résultats des tests phytochimiques

Les résultats des tests phytochimiques sont présentés dans le tableau 6.

Tableau 6 : Résultats des tests phytochimiques de la partie aérienne des deux plantes
A. alpinus et M. debilis

Famille Extrait éthanolique Extrait hydro-alcoolique Extrait aqueux
recherché
Acinos | Micromeria Acinos Micromeria Acinos | Micromeria
Flavonoides +++ + ++ + + -
Tanins +++ + +++ - +++ +++
Bleu Bleu clair Bleu vert vert
Saponosides - - - - + +
Quinones - - - + B -
Anthraquinones - - - - _ -
Terpénoides ++ + + + - -
- : Test négatif. ++: Test positif.  +++: test fortement positif

D’apreés le tableau ci-dessus, on remarque que les trois extraits d’Acinos sont riches en
favonoides et tanins, alors que les quinones et les anthraquinones sont absentes. En revanche
les terpénoides sont présents dans I’extrait hydro-éthanolique et étnanolique, mais les

saponosides sont uniquement présent dans I’extrait aqueux.

Le criblage phytochimique de Micromeria debilis a révélé la présence des terpénoides dans

I’extrait hydro-éthanolique, les tanins et les flavonoides sont faiblement présents dans 1’extrait
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éthanolique et fortement marqué dans I’extrait aqueux, mais les saponosides ont été mis en

évidence uniquement dans I’extrait aqueux.

On peut conclure que, 4. alpinus est une plante riche en flavonoides, terpénoides et

tanins, alors que M. debils est moins riche en terpénoides, flavonoides et tanins.

3.Rendements en HE

Les rendements en HEs obtenues par hydrodistillation sont illustrés par la figure 16.

0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06

0,04
0,02

A.alpinus M.débilis

Rendement %

Figure 16 : Rendement des huiles essentielles (en %) d’A. alpinus et M. debilis

Le rendement en huile essentielle de Micromeria débilis (couleur jaune a odeur moins
persistante) est de I’ordre de 0,035%. Ce rendement est comparable avec celui obtenu par
Gherib et al., [32] ( 0,045%), mais nettement inférieur a celui obtenu par Yakoubi et al., [34]
(10,07% et 0,12%) sur des échantillons récoltés a Naama (Algérie) .

Par contre, le rendement en HE d’Acinos alpinus (couleur jaune a odeur persistante) est
remarquable soit 0,16%. En comparant ce rendement avec ceux des échantillons de la méme
espece récoltée en Espagne (0,05%), Grece (0,3%) et la Turquie (0,01-0,08%), notre
rendement est moyen.

Les variations des rendements observés sont liés a 1’origine géographique, aux parameétres
d’extraction (températures, solvants, méthodes), aux conditions de stockage de la

récolte....... ) [50].
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4. Dosage des polyphenols totaux

Le dosage de la teneur en polyphénols totaux des extraits a été réalisé par la méthode
spectrophotométrique de Folin— Ciocalteu en utilisant comme standard 1’acide gallique. Les
teneurs en polyphénols de chaque extrait sont exprimées en mg-équivalent d’acide gallique

par gramme de matiére seche (mg EAG/g Ms) (figure 17).

1,4
1,2 y = 32,644x °
R?=0,9943
1 °
3
80,8 °
=
o
© 06 5}
O
=
@ 0,4 )
(0]
Qo2
00
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04

concentration d'acide gallique mg/ml

Figure 17 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

Les résultats des analyses quantitatives des extraits par spectrophotometre UV - visible sont

représentés dans le tableau 7 et illustrés par la figure 18.

Tableau 7 : Teneurs en polyphénols totaux de Acinos alpinus et Micromeria debilis

(en mg EAG/g Ms)
Extrait éthanolique Extrait hydroalcoolique Extrait aqueux
Echantillons
Acinos Micromeria Acinos Micromeria Acinos Micromeria
Teneurs 3,7 1,35 46,1 8,01 10,66 6,81
mg EAG/g
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Figure 18: Teneurs en polyphénols totaux des extraits d’A.alpinus et M.debilis
(Exprimée en mg EAG/g MS)

Nous constatons, que I’extrait hydroalcoolique des deux plantes est plus riche en extractibles
phénoliques que les deux autres extraits (46 mg EAG/g ; 8,01 mg EAG/g) respectivement. Par
contre les teneurs en polyphénols des extraits aqueux et éthanolique étaient faibles pour
Acinos alpinus (10,66 mg EAG/g ; 3,7 mg EAG/g) et pour M. debilis (6,81 mg EAG/g ; 1,35
mg EAG/g) respectivement.

Les teneurs en polyphénols de I’extrait éthanolique d’Acinos alpinus enregistrés par Pivru et
al., [20] (16,5 mg GAE /g Romanie) et Golubovic et al., [19] (140,12 mg EAG/mg Bosnie)
sont nettement supérieurs a nos rendements.

La variation de teneur en polyphénols dans les différents solvants s’explique par la différence
en solubilit¢ de ces composés dans les solvants d'extraction [S1]. Gironi et al, [52]
confirment dans leur étude que la quantité¢ des polyphénols augmente dans le mélange eau-

¢thanol plutdt que dans 1'eau libre.

5. Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a été déterminé par la méthode au trichlorure d’aluminium (AICls)
en utilisant la quercétine comme un étalon (figure 19). Les taux des teneurs en flavonoides

des extraits (figure 20) ont été obtenus a partir de la courbe d’étalonnage exprimée en %.
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Figure 19 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux

0,14
0,12

0,1
0,08
0,06

0,04
0,02

E-Ethanolique E-hydro-éthanolique E-aqueux

taux des flavonoides %

A.alpinus B M.débilis

Figure 20 : Teneur en flavonoides des parties aériennes d’Acinos alpinus
et Micromeria debilis exprimé en %

On remarque que l’extrait hydro-alcoolique d’A4. alpinus est plus riche en extractibles
flavonoidiques (0,12%), suivie par I’extrait éthanolique 0,08%, puis I’extrait aqueux 0,04%.
Nos résultats ne concordent pas avec ceux Golubovic et al, [19] qui ont obtenus un
rendement de 0,8% sur un extrait d’origine Bosniaque.

Par contre, M. debilis est moins riche en flavonoides avec des taux trés faibles dans les trois
extraits. Nos résultats concorde avec ceux obtenus par Vladimir-knezevic et al., [53] qui ont
trouvé des pourcentages treés faibles (0.01-0.09%) dans les trois espéces de Micromeria

étudies (M. croatica , M. juliana et M. thymifolia ).
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6. Test antibactérien (anti-BLSE)

Les quatre souches BLSE utilisées pour le test antibactérien ont fait 1’objet d’une

confirmation vis-a-vis des antibiotiques (antibiogramme) et de production de B-lactamases.
6.1. Antibiogramme

Le but de I’antibiogramme est de déterminé le degré de sensibilit¢ des souches aux

antibiotiques et de prédire le profil phénotypique des souches. Les résultats sont représentés

par la figure 21.
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A B Kp.pneumoniae 1 B Kp.pneumoniae 2 Kp.oxytoca M E.coli

Figure 21 : Antibiogramme des entérobactéries BLSE retenues
(K. pneimoneae 1 ; K. pneumoneae 2 ; K. oxycopa ; E.coli)

PIP: pipéracilline ; TIC: ticarcilline ; AMX: amoxicilline ; CTX: céfotaxine ; AMC: amoxicillinet+acide
clavulanique; CAZ: ceftazidine; FEP: Pefloxacine; ATM: aztréonam; IMP: imipénéme ;
GN: Gentamicine ; TOB: Tobramycine ; AK: Amikacine ; AN: Acide nalidixique ; CIP: Ciprofloxacine ;
COL: Colistine; SXT: Triméthoprime/sulfaméthoxazole; DOX: Doxycycline , CF: Céfalotine ; AMP:
Ampicilline ; TCC: Ticarcilline + acide clavulanique; PRL: Pipéracilline ; FOS: Fosfomycine ;

TZP:Pipéracilline + Tazobactam.

D’apres la figures 21, on constate que les taux de résistances les plus élevées sont observés
avec ’amoxicilline, pipéraciline, titracilline, céfalotine, céfotaxine et colistine. L’association
d’acide clavulanique avec I’amoxicilline diminue la résistance de 100% jusqu’a un taux de
67%. Les résultats obtenus montrent que I’imipenéme, aztréonam, pefloxacine, tobramycine
et 'amikacine pouvant étre utilisée comme un traitement alternatif pour ces souches

résistantes.
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Plusieurs travaux ont rapporté 1’efficacité de I’imipenéme sur les souches d’entérobactéries
productrices de BLSE [54]. Goossens et al., [55] dans leur étude ont trouvé une sensibilité de

100% qui est en accord avec nos résultats.
6.2. Détection des souches BLSE

La méthode de détection des BLSE est de chercher une image (bouchon de champagne) de
synergie entre un antibiotique inhibiteur de B-lactamases et un antibiotique de céphalosporine
de 3°™ génération (CTX, CAZ) [44]. Les résultats sont présentés dans le tableau 8 et illustrés

par la figure 22.

Tableau 8 : Caractéristiques et résultats des tests de sensibilité des quatre souches BLSE

K. pneumoniae 1 | K. pneumoniae?2 | K. oxycota E. coli

Prélévement urine Urine urine urine
Sexe femme Femme femme femme
Phénotype BLSE BLSE BLSE BLSE
ATBiogramme

O Cefotaxime 22-25 mm 22-25 mm 22-25 mm | 22-25 mm

O Ceftazidine
Test de synergie Positif Positif Positif Positif

E. coli BLSE |

o

ot

Figure 22 : Photos du test de synergie (BLSE)

Au regard des résultats ci-dessus et selon les recommandations de la CA-SFM [56], on

confirme que les quatre souches ont exprimé un phénotype de [-lactamase a spectre étendu

(BLSE).
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6.3. Test des puits de diffusion

Le test de pouvoir antibactérien par la méthode des puits de diffusion sur gélose a été estimé
par D’apparition d’une zone d’inhibition autour des puits contenant I’extrait vis-a-vis des
souches bactériennes utilisées. Les résultats de 1’activité des extraits (flavonoides et HEs) sont

représentés par le tableau 9 et illustrés par la figure 23.

Tableau 9 : Diamétres des zones d’inhibitions (en mm) des différents extraits flavonoidiques
et huiles essentielles d’A4.alpinus et M.debilis

Souches BLSE
Plante Extrait K.oxytoca E.coli K.pneumoniae 1 | K.pneumoniae 2

F. AcOET 6mm 6mm 6mm 6mm

M.debilis | g 3-BuOH 6mm 6mm 6mm 6mm
HE 6mm 6mm 6mm 6mm

F. AcOET 6mm 6mm 6mm 6mm

A.alpinus | F 3 BuOH 6mm 6mm 6mm 6mm
HE 19,6 +1,78 mm | 21,34+0,5 mm 6mm 6mm

F. AcOET : fraction acétate d’éthyle ; F. n-BuOH : fraction n-butanol ; HE : huile essentielle

1:F. AcOET d’4.alpinus ;2 : F. n-BuOH d’A.alpinus ;3 : F. AcOET de M.debilis ;
4 : F. n-BuOH de M.debilis ; S : huile essentielle A.alpinus ; 6 : huile essentielle M.debilis

Figure 23: Photos des tests de puits de diffusion des extraits flavnoidiques
et HE d’A.alpinus et M.debilis sur E. coli et K. oxytoca (BLSE)
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D’aprés les résultats ci-dessus, nous remarquons que ’huile essentielle d’Acinos alpinus
présente un effet inhibiteur important avec des zones d’inhibitions de 21,3 mm pour E. coli et
de 19,6 mm pour K.oxytoca. De point de vue sensibilité des souches a I’'HE et au regard de
I’échelle proposé par Ponce et al, [48], la souche Escherichia coli est extrémement sensible
tandis que la souche klebsiella oxytoca est trés sensible. En revanche les quatre souches
¢taient résistantes vis-a-vis des extraits flavonoidiques.

Cette activité de I’'HE d’A4. alpinus peut étre liée a la composition chimique de 1’huile. D’aprés
la littérature, ’'HE d’A. alpinus d’origine Espagnol est riche en germacréne D et trans-f-
caryophylléne [26], celle de Turquie est riche en germacréne D et thymol [27] et celle
d’origine Grecque contient le germacréne A, épi-bicyclosesquiphellandréne, [-élémene

et f-caryophylléne comme composés majoritaires [28].

L’HE de M.debilis n’a montrée aucune activit¢ vis-a-vis des quatre souches testées.
Ce résultat est confirmé par I’étude réalis¢ par Ghrib et al., [32] qui a montré que 'HE de
M.deébilis récoltée de la région de Naama posseéde une faible activité antimicrobienne vis-a-

vis des souches de références ATCC.

Golubovic et al, [S7] ont trouvé une activité modéré de ’extrait éthanolique d’Acinos alpinus
d’origine Bosniaque contre des souches de références ATCC tandis que dans I’étude réalisé
par Pivru et al, [20] D’activité sur D’extrait éthanolique ( 70%) de la plante d’origine

Roumaine ne présente aucune activité.

L’activité antibactérienne dépend de plusieurs facteurs tels que le type de microorganismes, le
type d’extrait, sa composition et sa concentration. En général les micro-organismes a Gram-
sont plus résistants que les micro-organismes a Gram +, et cela s'explique par la barriére de
perméabilité de la membrane externe, qui limite l'acces des agents antimicrobiens [58].
De plus les souches sur lesquelles nous avons testés les extraits sont des souches BLSE donc
trés résistantes aux antibiotiques. C’est pourquoi les extraits n’ont pas montrés d’activités sur
les souches, par contre I’HE d’Acinos alpinus s’est montré trés active sur Escherichia coli et
K.oxytoca. Ceci suppose que ’'HE d’A4. alpinus agit bien sur le systéme enzymatique des deux

souches sensibles.
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6.4. Détermination de la CMI par la méthode de microplaque

Les concentrations minimales inhibitrices ont été déterminées par microdilution en bouillon
en utilisant la méthode modifiée des microplaques des deux HEs. Les résultats sont présentés

dans le tableau 10 et illustrés par la figure 24.

Tableau 10: Résultat de la CMI (en %) des HEs d’A. alpinus et M. debilis

Souches BLSE Acinos alpinus M. debilis
E.coli 2 nd
K.oxytoca 2 nd
K. pneumoniae 1 nd nd
K. pneumoniae 2 nd nd

nd : non déterminée

1 :K.oxytoca ; 2 : E.coli 23(1) ; 3 :K.pneumoniae 1 ; 4 : K. pneumoniae 2

Figure 24 : Photos de la CMI sur plaque de ’'HE d’A4. alpinus
(A) : avant incubation ; (B) : apres incubation

D’apres les résultats du tableau 10, on remarque que I’HE d’A. alpinus est active sur les
souches BLSE E. coli et K. oxycota ave une CMI de 2%. Par contre la CMI de I’'HE de
M. debilis n’a pas pu étre déterminée méme a des CMI > 4%. Aussi, on remarque que les
souches de K. pneumoniae 1 et 2 sont résistantes. Ces résultats confirment le test de diffusion

en milieu solide.
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Conclusion générale

L’utilisation des antibiotiques reste le moyen de choix pour traiter et prévenir les infections
bactériennes, mais 1’émergence des bactéries résistantes BLSE pose un probléme

d’inefficacité de ces molécules anti-infectieuses.

L’objectif de ce travail est d’évaluer ’effet des extraits d’Acinos alpinus et Micromeria

debilis sur des bactéries BLSE d'origine hospitalier.

Le criblage phytochimique des parties aériennes des deux plantes en utilisant des solvants
de différentes polarités a permis (i) de révélé la présence de différentes familles chimiques en
particulier les terpenes, les flavonoides et les tanins chez A4. alpinus, (ii) de montré que
I’extrait hydro-éthanolique est plus riche en extractibles que les extraits alcoolique et aqueux
et (iii) de révélé que I’extrait hydro-alcoolique d’A4. alpinus est aussi plus riche en extractibles

polyphénoliques (46 mg EAG/g MS) et en flavonoides (0,12%) que les autres extraits.

L’extraction d’huile essentielle d’A. alpinus et M. debilis par hydrodistillation a donner des

rendements d’environ 0,16 % et 0,035 % respectivement.

Les résultats du test antibactérien ont montré une activité significative de 1’huile essentielle
d’A. alpinus sur les souches cliniques (E.coli et K.oxytoca BLSE) avec des zones d’inhibitions

de 22,1mm et 19,6mm respectivement et une CMI=2%.

En perspective, il serait intéressant de réaliser des études approfondies sur les deux plantes en
particulier :

- Analyse des HE par CPG/SM et les extraits favonoidiques par HPLC/SM

- Tester d’autres activités biologiques (pouvoir antioxydant, anti-moisissures.....) dans

le but de déterminer de nouveaux agents naturels antimicrobiens.
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