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Introduction

Introduction

Les cellules bactériennes construisent des communautés appelées biofilms, dans
lesquelles des cellules individuelles et des groupes de cellules interagissent, ainsi une
infrastructure globale est mise en place (Yan et al., 2019), par une matrice polymere
autoproduite attachée a une surface, ce qui protégent les bactéries et leur permettent de survivre
et de se développer dans des environnements extrémes (Jacques et al., 2010). Un biofilm est
composé d'un seul ou de plusieurs microorganismes. Il posséde une structure de canaux qui
contr6le la libération de gaz, de nutriments et d'antimicrobiens. Il se caractérise par des
changements dans I'adhésion irréversible des cellules microbiennes aux surfaces, aux substrats
ou entre elles (Zhao et al., 2023).

Les biofilms sont couramment présents dans l'industrie, dans les environnements
naturels, a la surface des instruments hospitaliers et des tissus corporels (Hacioglu et al., 2021).
Ces biofilms peuvent étre associés a des dispositifs medicaux ou se former indépendamment
d'un corps étranger via la colonisation des tissus de I'h6te, ce qui est principalement la cause de
plusieurs infections chroniques (Lagha et al., 2019). Grace aux médicaments antibactériens, de
nombreuses infections peuvent étre éradiquéees. Cependant, les souches qui ont développé des
mécanismes de résistance aux antibiotiques représentent toujours un probléme important. Par
conséquent, des agents antimicrobiens efficaces sont nécessaires de toute urgence pour lutter
contre les microorganismes multirésistants (Kwiatkowski et al., 2022). A cet égard, de
nombreuses herbes et plantes ou leurs composants représentent une source prometteuse de
composés biologiquement actifs dotés de propriétés antimicrobiennes (anti-biofilm) et dont les
effets secondaires néfastes sur la santé humaine sont limités (Abdullah et al., 2021). Parmi ces
composeés bioactifs on retrouve les HEs, qui se presentent comme des mélanges de plusieurs
composés aromatiques (Nazzaro et al., 2017). L’idée d’utiliser les huiles essentielles et leurs
composés pour lutter contre les bactéries connait un succés croissant, et les travaux sur leur
mise en ceuvre dans le traitement se sont considérablement accélérés au cours de la dernicre

décennie (Schulze et al., 2021).

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude dont 1’objectif est d’évaluer ’effet de
I’inhibition de la formation de biofilms par 1’huile essentielle de 1’origan (Origanum vulgare),
une plante trés répandue et trés utilisée dans notre région (Bejaia, Algérie). Notre travail est

subdivisé en trois parties :



Introduction

Dans la premiere partie se trouve la synthése bibliographique, le premier chapitre donne
un apercu général sur les biofilms et le deuxiéme aborde les huiles essentielles. La seconde
partie est consacrée a la partie expérimentale basée sur les différentes méthodes utilisées et la
mise en evidence de la capacité de I’huile essentielle, de la plante aromatique étudiée, a inhiber
la formation de biofilms par quelques bactéries pathogenes utilisées comme souches cibles. En

fin, la troisiéme partie présente les résultats obtenus ainsi que leur discussion.



Synthése
bibliographique



Chapitre I : Biofilms Synthese bibliographique

l. Biofilms

I.1. Historique

Au 17e siecle, Antonie Von Leeuwenhoek a observé pour la premiére fois un type de
créature sur ses propres dents, une découverte considérée comme un biofilm (Muhsin et al.,
2015). Ce sont les formes planctoniques des microorganismes, qui ont été les plus étudiées. En
1933, Arthur Henrici plonge des lames de microscopie en verre dans son aquarium et observe
un dépot de microorganismes qui s’épaissit progressivement. En 1943, Claude Zobell montre
que, dans un récipient rempli de liquide, les bactéries colonisant les parois sont plus nombreuses

que celles en suspension (Roux et Ghigo, 2006).

Dans les années 1980, John William Costerton a popularisé le terme de « film bactérien
» puis « biofilm ». Il a montré que, contrairement aux données établies, le mode de vie dominant
des bactéries était sous forme de communautés complexes apparentées a un étre pluricellulaire

qu’il a dénommées biofilms (Aumeran et al., 2020).

I.2. Définition des biofilms

Les biofilms sont des communautés microbiennes associées a une surface qui jouent un
réle a la fois bénéfique et néfaste dans la nature, en médecine et dans l'industrie (Yan et al.,
2019). Ce complexe est encapsulé dans un réseau d’exopolysaccharides (EPSs), des protéines
et de ’ADN (Venkatesan et al., 2015). Ce sont I'un des modes de vie les plus répandus et les
plus résistants dans le monde des microorganismes. Ils déterminent les processus de cycle
biogéochimique de la plupart des éléments dans 1’eau, le sol, les sédiments et les
environnements souterrains (Flemming et al., 2016). Par exemple, les plantes ne sont pas
capables de fixer leur propre azote, mais certaines d'entre elles (principalement les
Iégumineuses) fixent lI'azote par l'intermédiaire de micro-organismes symbiotiques anaérobies
(Martinez-Espinosa, 2020).

1.3. Rodles des biofilms

Les biofilms peuvent étre bénéfiques pour la santé, par exemple en tant que composants
normaux des microbiomes végétaux, animaux et humains, et ils peuvent étre cruciaux pour des
processus industriels efficaces tels que le traitement des eaux usées. Cependant, les biofilms
sont souvent a l'origine de probléemes majeurs : en médecine, les biofilms sont a l'origine

d'infections chroniques, et dans I'industrie, les biofilms encrassent les surfaces des canalisations
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et obstruent les dispositifs de filtration. L'éradication des biofilms nuisibles, que ce soit en

médecine ou dans I'industrie, est trés difficile (Yan et al., 2019).

|.4. Compositions d’un biofilm
Les biofilms se forment a partir de diverses substances extracellulaires secrétées par les

microorganismes qui les forment (tableau I) (Nazir et al., 2019).

Tableau I : Composants de biofilm (Srinivasan et al., 2021).

Composant Pourcentage (%)
Protéines <1-2
Polysaccharides 1-2
ADN <1
ARN <1
Eau 97

Les biofilms se composent de deux éléments majeurs les cellules microbiennes
représentent moins de 10 % de la masse seche, alors que la matrice peut en représenter plus de
90 % (Flemming et al., 2010). lls sont composés de protéines agissant comme source de
carbone et d'énergie, d'ADN extracellulaire (ADNe), et des EPSs qui jouent un rdle crucial dans
I'établissement global de la structure du biofilm, principalement ceux qui fournissent des sites
pour les interactions de cohésion et d'adhésion (Saxena et al., 2019). Ces derniers, en tant que
barriere physique, ont la capacité de retenir diverses substances, et créant un gradient
nutritionnel et chimique qui favorise la diffusion d'oxygéne, de molécules de signalisation,
d'ions inorganiques, de métabolites et d'autres substances a travers l'architecture

tridimensionnelle du biofilm (Karygianni et al., 2020).

1.5. Formation d’un biofilm

Le processus de formation d'un biofilm est défini comme étant complexe et dynamique,
ou les microorganismes sont enfermés dans une matrice d'EPS (Renner et al., 2011).
Cependant, de nombreux facteurs peuvent influencer la formation d’un biofilm, on cite : les
microorganismes, la rugosité et [I'hydrophobicité de la surface, les conditions
environnementales telles que la disponibilité de nutriments et de I'humidité et les différents

stress physicochimiques (pH, température, présence de composés bactéricides, etc) (Alain et
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al., 2007 ; Nazir et al., 2019 ). Ce processus de formation est un cycle sans fin (figure 1), peut

étre classée en cing étapes distinctes, qui comprennent :

e l'adhésion réversible des bactéries sur une surface ;
e |'attachement irréversible des bactéries ;
e La formation de micro colonies ;

e La maturation de biofilm ;

e Ladispersion des cellules du biofilm (Rasamiravaka et al., 2015).

_— &
&

S
V. Active dispersal

- .

| Attachmment

N\

Biofilm formation

lll. Development

o e
I

I
[
.:Eh'\
- -
.t% /
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)
)

|

& protein = lipid = nucleicacid :ipnly"samharide

5% microorganism

Figure 1 : Modeéle de formation d'un biofilm microbien (Yin et al., 2019).

1.5.1. Adhésion réversible des bactéries sur une surface

La premiére étape de la formation du biofilm implique la création d'un film de

conditionnement qui modifie les propriétés physicochimiques de la surface (Amankwah et al.,

2021). Cette couche est composée de matiére organique ou inorganique, elle favorise la

colonisation de la surface par des microorganismes, I’attachement initial des cellules

bactériennes sur une surface abiotique ou biotique est réversible se fait via des liaisons

d'interactions faibles telles que les forces de van der Waals (Sadekuzzaman et al., 2015).



Chapitre I : Biofilms Synthese bibliographique

1.5.2. Attachement irréversible des bactéries

Dans ce stade d'attachement les cellules se posent a plat contre la surface et résistent aux
tentatives de délogement physique (Armbruster et al., 2018). L’attachement irréversible a la
surface se fait par des interactions hydrophiles/hydrophobes, sont plus fortes, telles que

flagelles, fimbriae, lipopolysaccharides ou protéines adhésives (Srinivasan et al., 2021).

1.5.3. Formation de microcolonies

Apres la fixation des microorganismes a une surface, cet attachement devient stable, un
processus de multiplication et de division des cellules microbiennes commence par une
signalisation chimique particuli¢re au sein de I’EPS. Ce processus conduit alors a la formation

de micro-colonies (Muhsin et al., 2015).

1.5.4. Maturation de biofilm

Pendant cette étape, certains génes liés a la formation du biofilm sont exprimés, ainsi
les canaux hydriques se forment, pour faciliter le transport des nutriments et I'élimination des
déchets au sein des communautés bactériennes du biofilm (Nazir et al., 2019). Cette étape de
maturation permet le développement de la structure tridimensionnelle avec mise en place d’un
environnement hétérogéne dans lequel les bactéries évoluent et interagissent, sous la forme de

compétition ou de synergie (Aumeran et al., 2020).

1.5.5. Dispersion des cellules du biofilm

Au fur et @ mesure que le biofilm mdrit, les ressources nutritives sont consommees en
grandes quantités et les substances toxiques continuent de s'accumuler. Ainsi, pour obtenir plus
de nutriments, les cellules bactériennes du biofilm se dispersent de la surface et migrent vers
d'autres zones (Li et al., 2023). Les bactéries se retrouvent dans leur état planctonique, et

colonisant d'autres surfaces pour former un nouveau biofilm (Rasamiravaka et al., 2015).

La formation de biofilm est donc un processus de développement qui augmente la
résistance aux stress exogenes (De la Fuente-Nufiez et al., 2013). Comme la résistance aux
antibiotiques, aux produits chimiques désinfectants et méme la résistance a la phagocytose et a
d'autres éléments du systeme immunitaire (Hgiby et al., 2010). Cette résistance aux
environnements extrémes (figure 2) semble étre capable de créer un habitat convenable pour
les populations microbiennes, faciliter I'échange de substances et d'informations entre les
micro-organismes, et constituer ainsi un mécanisme d'autoprotection pour la croissance de ces
derniers (Yin et al., 2019).
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Figure 2 : Représentation schématique de la fonction du biofilm (Yin et al., 2019).

1.6. Résistance des biofilms aux antibiotiques

Les microorganismes enfermés dans un biofilm tolérent les antibiotiques & des
concentrations allant de 10 & 1000 fois plus importantes que les bactéries planctoniques (Roux
et Ghigo, 2006). Cette résistance est due a plusieurs facteurs tels que les EPSs, qui peuvent
servir de barriéres physiques, leur épaisseur et leur composition chimigque peuvent empécher la
pénétration des antibiotiques, de plus les molécules anioniques et cationiques dans ces EPSs
(les acides uroniques, les protéines, les glycoprotéines, les glycolipides, I'ADNe) peuvent se
lier a des antibiotiques chargés et former un abri pour les microorganismes (Yin et al., 2019).
Les microorganismes présents dans le biofilm bénéficient de facteurs tels qu'une activité
métabolique réduite et une croissance lente, ce qui contribue a renforcer leur résistance aux
antibiotiques qui ciblent la division cellulaire. De plus, lorsque le traitement est interrompu,
certaines bactéries dormantes peuvent reprendre leur prolifération cellulaire (Rather et al.,
2021 ; Sionov et al., 2022).

Aussi, certaines bactéries peuvent développer une résistance aux antibiotiques via des
mutations aléatoires sur les génes et d’autres portent les génes de résistance sur des plasmides,
ces plasmides peuvent étre facilement transmis a d'autres cellules par transfert horizontal. La
fréquence de transfert horizontal de plasmides dans les biofilms est beaucoup plus élevee
qu'entre cellules planctoniques (Rabin et al., 2015). Les génes de résistances codes pour la
synthése de plusieurs molécules comme des enzymes tels que les f-lactamases, qui une fois
secrétées par une bactérie dans la matrice peut empécher les antibiotiques p-lactamines d'agir

sur une cellule voisine, méme si cette derniere ne produit pas I'enzyme (Sionov et al., 2022).

7
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Les antibiotiques sont actuellement la principale stratégie thérapeutique pour traiter a la
fois les infections planctoniques et les infections a biofilm (Makabenta et al., 2021). L’usage
abusif de ces antibiotiques a engendré un probleme de santé publique qui est la résistance des
microorganismes aux antibiotiques, provoquant ainsi un probléme croissant dans la
pharmacothérapie (Kowalczyk et al., 2020). L’émergence de cette résistance a poussé les
chercheurs a explorer les composés naturels en tant qu'antimicrobiens alternatifs sirs, comme
les huiles essentielles, qui pourraient étre des produits antimicrobiens naturels présentant un
meilleur profil de sécurité (Abdullah et al., 2021 ; Mansuri et al., 2022).
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I1. Huiles essentielles

I1.1. Définition

Les huiles essentielles (HEs) sont des liquides huileux naturellement aromatiques
produits par les plantes. Elles peuvent étre extraites de différentes parties des plantes, y compris
les feuilles, les écorces, les fleurs, les bourgeons et les graines (Sattayakhom et al., 2023). La
pharmacopée européenne définit ’huile essentielle comme : « produit odorant, généralement
de composition complexe, obtenu & partir d’une matiére premicre végétale botaniquement
définie, soit par entrainement a la vapeur d’cau, soit par distillation séche, soit par un procédé
mécanique approprié sans chauffage » (Pharmacopée européenne, 2016). Ces métabolites
secondaires volatils sont produits par plus de 17 500 especes de plantes appartenant a de
nombreuses familles d'angiospermes, mais seulement 300 d'entre elles sont commercialisées
(Winska et al., 2019).

11.2. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont tres sensibles a la chaleur, alors, ils se trouvent en partie a
I'état de vapeur. Elles sont constituées de composés organiques volatils, généralement de faible
poids moléculaire (Dhifi et al., 2016). Elles sont généralement de couleur jaune presque
imperceptible, elles prennent une couleur plus foncée au cours de leur oxydation. Leur densité

est trés souvent inférieure a celle de I’eau (Kakouri et al., 2022).

11.3. Composition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes (Dhifi et al., 2016), pouvant
contenir deux ou trois composants en proportions allant de 20 a 70 %. Elles sont principalement
composées de terpenes et de terpénoides, avec plus de 300 composes différents (Winska et al.,
2019).

11.3.1. Terpénes

Les terpenes sont des hydrocarbures constitués de combinaisons de plusieurs unités a
base de 5 carbones (C5) appelées isoprénes. Les principaux terpénes hydrocarbonés peuvent
constituer plus de 80 % des HEs végétales, comme les monoterpénes (C10) et les sesquiterpenes
(C15), présentant des structures acycliques mono-, bi- ou tri-cycliques (figure 3).Ces
composants aromatiques possédent diverses activités biologiques, notamment des propriétés

anti-inflammatoires,  antispasmodiques,  antioxydants, antivirales,  antidiabétiques,
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anticancéreuses et antibactériennes (Turek et al., 2013 ; Reyes-Jurado et al., 2019 ; Kim et
al., 2022).

11.3.2. Terpénoides

Les terpénoides (hydrocarbures contenant de I'oxygene) sont définis comme une classe
modifiée de terpénes avec différents groupes fonctionnels et des groupes
méthyles oxydés déplaces ou éliminés a divers moments. Leur biosynthéese est localisée a la
fois dans le cytoplasme et les plastes des cellules végétales via la voie du méthyl-d-érythritol-
4-phosphate (MEP) (Masyita et al., 2022).

11.3.3. Phénylpropanoides

Les phénylpropanoides sont synthétisés par la voie de I'acide shikimique. Leur structure
de base repose sur le groupe phénol aromatique a six carbones lié généralement a la queue
propene a trois carbones de l'acide cinnamique, oxygénée en troisieme/quatrieme/cinquiéme
position et possédant fréquemment une double liaison carbone-carbone. Parmi ces
phénylpropanoide, on cite : l'anéthole, le cinnamaldéhyde, Il'eugénol, l'isoeugénol, la

myristicine, le safrole et la vanilline (Dajic Stevanovic et al., 2020).
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Figure 3 : Structure chimique de quelques composants des huiles essentielles (Baptista-Silva
et al., 2020).
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11.4. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

11.4.1. Hydrodistillation

C’est la méthode la plus ancienne et la plus simple pour extraire des huiles essentielles,
cette méthode se caractérise par un contact direct entre le solvant et le matériel végétal, la
matiere premiére étant immergée dans de I'eau bouillante. Au cours de cette procédure, les
parois cellulaires sont brisées et I'huile s‘évapore avec I'eau, puis se condense en un mélange de
vapeur d'eau et de composes volatils de la matiére premiére végétale. Cependant, ces deux
phases ne sont toutefois pas miscibles, ce qui rend possible une séparation supplémentaire en

fonction de la différence de densité (Sousa et al., 2022).

11.4.2. Distillation a la vapeur

Cette méthodes utilise la vapeur pour libérer les composés aromatiques des plantes et
les transporter pour les refroidir avec la vapeur d'eau (Zhang et al., 2012). La vapeur traverse
le flacon contenant des plantes, ce qui entraine I'évaporation de I'huile, le mélange d'eau et
d’huile vaporisée qui émerge passe a travers un serpentin généralement refroidi a I'eau courante,
ou la vapeur est condensée. Ce mélange est recueilli et séparé par décantation (Fitriady et al.,
2017).

11.4.3. Pressage a froid
Le principe de cette méthode consiste a briser les glandes a huile et de libérer les huiles
volatiles dans un état aqueux, ensuite 1’huile peut étre obtenue par centrifugation, décantation

ou distillation fractionnée (Dima et al., 2015).

11.4.4. Extraction par solvant

Cette méthode d’extraction est utilisée dans le cas des huiles avec une faible stabilité
thermique et incapables de supporter des températures élevées, I'échantillon est mis en contact
avec le solvant organique pendant une période qui permet le transfert du contenu soluble de
I'échantillon. La matrice extraite est concentrée par eévaporation du solvant présent dans la phase
liquide. Cette méthode permet a I'échantillon d'étre en contact permanant avec une quantité de
solvant frais, il n'est pas nécessaire de procéder a une filtration, tant que les rendements sont
éleves (De Castro et al., 1998).

11.4.5. Extraction assisté par micro-ondes
Cette méthode est basée sur l'utilisation d'un réacteur a micro-ondes sans solvant.

L'énergie électromagnétique produite a l'intérieur du réacteur se transforme en chaleur, ce qui

11
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entraine I'évaporation de I'numidité présente dans les cellules de I'échantillon. Cette évaporation
provoque une augmentation de la température interne des cellules, augmentant ainsi la pression
interne et conduisant a la rupture des glandes, libérant ainsi I'huile essentielle (Martinez-Abad
et al., 2020).

Les méthodes d'extraction des HEs présentent des différences notables dans le
rendement et ont un impact significatif sur les composants chimiques extraits (Zhang et al.,
2022). Le tableau Il résume quelques avantages et inconvenants de quelques méthodes

d’extraction.

Tableau Il : Avantages et inconvenants de quelques méthodes d’extraction des HEs (Cal et
al., 2022 ; Sousa et al., 2022).

Methodes Avantages Inconvenants

Opération simple,
économique et respectueuse
de I'environnement.

L'efficacité d'extraction est

Hydrodistillation faible.

Distillation a la vapeur

Réduction du temps
d'extraction, pas de contacte
directe avec I’eau

température élevée entraine
la dégradation de certains
composants.

Pressage a froid

Le processus est simple et
préserve l'ardbme original de
I'huile essentielle.

La pureté de I'huile
essentielle est faible.

Extraction par solvant

Utilisation de températures
basses afin de prévenir la
détérioration des
composants sensibles a la
chaleur.

L'huile essentielle présente
une concentration élevée en
impuretés.

Extraction assisté par micro-
ondes

Rapide et efficace,
permettant une économie de
solvant.

L'huile essentielle est facile
a dégrader.

I1.5. Activités biologiques des huiles essentielles

Les HEs ont éte utilisées pendant des milliers d'années dans diverses cultures pour des
raisons médicinales et de santé, en particulier dans les anciennes civilisations de I'Egypte, de la
Grece, de I'Inde, de la Chine et du Moyen-Orient (Donato et al., 2020). De nombreuses études
ont démontré le potentiel anti-pathogene des HES des herbes et des épices (Leyva-Lopez et al.,
2017), elles possedent des activités antiseptiques, antibactériennes, antivirales, antioxydants,

antiparasitaires, antifongiques et insecticides significatives (Chouhan et al., 2017).

12
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11.5.1. Activité antibactérienne
L’activité antibactérienne des HEs n'est pas attribuable a un mécanisme unique, mais
plutbt a une cascade de réactions impliquant I'ensemble de la cellule bactérienne, ces

mécanismes d'actions dépendent de la composition chimique des HEs (Burt, 2004).

Les composants hydrophobes présents dans les HEs agissent a la fois sur la paroi
cellulaire et le cytoplasme, ils se fixent a la surface de la cellule, puis pénétrent dans la bicouche
phospholipidique de la membrane cellulaire, leur accumulation perturbe I'intégrité structurelle
de la membrane cellulaire, ce qui peut avoir un effet négatif sur le métabolisme cellulaire et

entrainer la mort de la cellule (Chouhan et al., 2017).

Les composés phénoliques, qui sont également présents dans les HEs, ont une activité
antimicrobienne dont les effets dépendent de la quantité du composé présent, cependant, a faible
concentration, ils peuvent interférer avec les enzymes impliquées dans la production d'énergie,
et a des concentrations élevées, ils peuvent dénaturer les protéines. En général, les HESs inhibent
la croissance des cellules bactériennes et la production de métabolites bactériens toxiques
(Nazzaro et al., 2013).

11.5.2. Activité antifongique

Pendant de nombreuses années, les chercheurs ont montré un intérét soutenu pour les
activités antifongiques des HEs, comme en témoigne les études réalisées par Delespaul et al.
(2000) ; Kalemba et al. (2003) ; Hu et al. (2019) et Zimmermann et al. (2023). Ces activités
sont due aux propriétés des terpenes / terpénoides qui sont capables de perturber la membrane
cellulaire grace a leur nature hautement lipophile et leur faible poids moléculaire (Nazzaro et
al., 2017), de nombreuses HEs et leurs composants volatils ont une forte activité
antimicrobienne, qui inhibe la croissance de certaines bactéries mais aussi les champignons, et
empéchent la production ou I'accumulation des mycotoxines. Ces HEs agissent sur la membrane
interne de la mitochondrie, affectant ainsi la respiration cellulaire (Cai et al., 2022). lls
empéchent la polymérisation de la chitine, qui est un élément structural majeur affectant la
maturation de la paroi cellulaire, la formation des septa et la formation de I'anneau de
bourgeonnement, en endommageant la division cellulaire et la croissance cellulaire, de plus, ils
inhibent les ATPases, induisant ainsi une acidification intracellulaire. Toutes ces modifications

entrainent la mort cellulaire (Nazzaro et al., 2017).
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11.5.3. Activité antivirale

Les HEs, en raison de leur composition chimique variée, peuvent étre développées en
tant qu'agents antiviraux contre différentes maladies virales chez I'Homme, et pourraient
remplacer les médicaments antiviraux synthétiques. Cependant, ils possedent une forte action
antivirale contre plusieurs virus, les rhinovirus et les virus de I'nerpes, ils peuvent interférer
avec l'enveloppement du virion en modifiant la structure de I'enveloppe du virus et/ou en

masquant les protéines virales (Ma et al., 2020 ; Wani et al., 2021).
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. Matériel

1.1. Matériel végétal

Ce présent travail a été réalise au niveau du laboratoire de Microbiologie de I’université
de Béjaia. Nous avons étudié 1’activité antibactérienne de 1’huile essentielle d’une plante
locale ; il s’agit de I’Origanum vulgare (origan), achetée chez I’entreprise EAZY LIFE MED :
Fabrication du matériel et produits pharmaceutiques de Boudjellil-Bejaia). La photographie de
cette I’HE est présentée dans la figure 4. La description et la classification botanique de cette

plante étudiée est présentée dans le tableau IlI.

Figure 4 : Photographies de la plante (a) (Goetz et Ghedira, 2012) et de I’HE de 1I’Origanum

vulgare (b).
Tableau I11 : Caractéristiques botaniques de 1’Origanum vulgare.

Classification botanique Description botanique
Embranchement : Magnoliophyta L’Origanum vulgare est une plante vivace a
Classe : Magnoliopsida base ligneuse et a tiges herbacées, atteignant
Ordre : Lamiales une hauteur de 20 & 80 cm. Ses feuilles sont
Famille : Lamiaceae opposées, en forme d'ccuf, de 1 a 4 cm de
Genre : Origanum long et de 0,5 & 2,5 cm de large ; la marge de
Espéce : Origanum vulgare la feuille est lisse et la pointe varie d'arrondie
(Goetz et Ghedira, 2012). a pointue. Les fleurs sont relativement petites

de couleur rose a pourpre (Lombrea et al.,
2020).
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I.2. Souches bactériennes
Afin d’évaluer I’activité antibactérienne et inhibitrice de biofilms, de I’huile essentielle

étudiée, cing souches bactériennes formatrices de biofilms ont été testées (Tableau 1V).

Tableau 1V : Tableau représentant les différentes souches testées.

Souche Référence
Escherichia coli ATCC 29522
Klebsiella pneumoniae Souche de laboratoire
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Bacillus subtilis ATCC 6633
Staphylococcus aureus ATCC 6314

1. Méthodes

I1.1. Activité antibactérienne

Dans le but d’obtenir des cultures fraiches, les souches cibles ont été repiquées sur
gélose nutritive (annexe ) puis incubées a 37 °C pendant 24 heures. Des colonies bien isolées
de chaque culture pure sont prélevées et transférées dans 9 mL d’eau physiologique afin de
préparer une suspension bactérienne de 108 (UFC/mL) qui correspond aux normes de
McFarland équivalentes a une densité optique variant de 0,08 a 0,1 a une longueur d’onde de
630 nm.

11.1.1. Evaluation qualitative (Aromatogramme)

L’effet antibactérien de I'HE de I’origan est évalué par la réalisation des
aromatogrammes selon Sfeir et al. (2013). C’est une méthode de diffusion en milieu gélosé qui
permet d’étudier la sensibilité des microorganismes a I’HE et de mesurer leur pouvoir
antibactérien de maniére fiable.

Aprés avoir ensemencé, par écouvillonnage, les souches cibles, & raison de 10°
UFC/mL, sur des boites contenant de la gelose Muller Hinton (MH) (annexe 1), des disques de
papier Wattman (6 mm de diametre) sont placés a la surface de ces boites puis imprégnés par
10 uL de I’HE préalablement diluée dans le diméthylsulfoxyde (DMSOQ) a des concentrations
allant de 5 a 30 mg/mL. Les boites de Pétri ont été maintenues a 4 °C pendant 2 heures, pour

une prés-diffusion, puis incubées a 37 °C pendant 24 heures. L'activité antimicrobienne a été
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évaluée en mesurant, en millimétre (mm), le diametre de la zone d'inhibition entourant le

disque. Des témoins sont utilisés :

e Témoin négatif : des disques imprégnés de DMSO.
e Témoins positifs : des disques imprégnés d’antibiotique (amoxicilline) et d’un standard

des HEs (thymol), aux mémes concentrations testées.
11.1.2. Evaluation quantitative (Détermination des CMI/CMB)

11.1.2.1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices

La concentration minimale inhibitrice (CMI) correspond a la plus faible concentration
de substances bioactives capable d’inhiber toute croissance visible de la population
microbienne (Chebaibi et al., 2016). La CMI de ’HE étudiée est déterminée en utilisant la
méthode rapporté par Fontanay et al. (2015). Dans cette méthode, I’HE est incorporée dans les
géloses MH en surfusion a des concentrations finales allant de 25 pg/mL a 10 mg/mL. Les
géloses sont ensuite coulées dans une série de boites, lorsque ces derniéres sont prises en masse,
les bactéries sont ensemencées en spot (10* UFC/mL), puis incubées a 37 °C pendant 24 h. La
CMI est déterminée visuellement par 1’absence de croissance bactérienne a la surface de la boite

de Pétri.

11.1.2.2. Détermination des concentrations minimales bactéricides
La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible concentration d'un agent
antimicrobien nécessaire pour tuer 99,99 % d’une population microbienne (0,01 % de

survivants) (Meyer et al., 1994).

Des tubes de bouillon Mueller Hinton (BMH) (annexe 1) sont ensemencés par des
morceaux de gélose raclés Ia ou aucune croissance n’est observée sur la boite de Pétri (CMI).
Les tubes sont incubés a 37 °C pendant 24 h. La CMB correspond a la premiére concentration

ou aucun trouble n’est observé (Traoré et al., 2012).

I1.2. Activité antibactérienne de I’huile essentielle de I’Origanum vulgare en association
avec un antibiotique

La méthode utilisee pour évaluer les différentes associations entre les huiles essentielles
¢tudiées et I’antibiotique (amoxicilline), est la technique de microdilution en damier. Pour
déterminer la nature de l'interaction entre deux substances, la concentration fractionnelle
inhibitrice index (FICi) a été déterminée. Cette derni¢re représente la concentration d’un

composant qui inhibe la croissance bactérienne lorsqu'il est utilisé avec un autre agent, divisee
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par la concentration qui a le méme effet lorsque ce composant est utilisé seul (Rosato et al.
2018).

Des dilutions en série ont été préparés a partir de ’'HE de L’Origanum vulgare, du
thymol et de I’antibiotique (amoxicilline), et différentes combinaisons de ces extraits ont été
réalisées et testees, en utilisant la solution d’agar 0,2 % comme diluant (annexe II). Chaque
puits de la microplaque contient : 100 uL de BMH, 50 pL de la suspension bactérienne (108
UFC/mL), 50 pL d'une dilution de I’HE ou d’ATB s’ils sont testés seuls, et 25 pL de chaque
échantillon avec une combinaison binaire (HE plus ATB). Le volume final dans chaque puits
est égal a 200 pL. Les microplaques sont mélangées par un agitateur puis incubées a 37 °C
pendant 24 H (CLSI, 2006).

Deux témoins sont réalisés :

e Témoins positif : deux puits contenant 100 uL de BMH + 50 pL de la solution d’agar
a0,2 % + 50 uL de la suspension bactérienne.

e Témoins négatif : deux puits contenant 150 puL. de BMH + 50 pL de la solution d’agar
a0,2 %.

11.3. Test d’inhibition de la formation de biofilm

Pour évaluer la formation de biofilm des souches étudiées sur des plaques de
polystyrene, une méthode semi-quantitative a été utilisée, comme décrit par Ouali et al. (2014).
Briévement, 50 uL de chaque suspension bactérienne (10 UFC/mL) et 50 uL de différentes
concentrations, allant de 100 ug/mL jusqu’a 400 ug/mL, de HE testée, ont été ajoutées aux puits
de microplaques stériles a 96 puits déja remplis de 100 uL de BMH a 1 % de glucose (annexe
). Les microplaques ont été laissées pendant 15 minutes sous légere agitation avant d'étre
incubées a 37 °C. Apres 24 heures, les cultures ont été aspirées et les cellules non adhérentes
ont éte éliminées par deux lavages des puits avec une solution saline tamponnée au phosphate
(PBS) (annexe I1). Ensuite, 200 puL d'éthanol a 96 % ont été ajoutés a chaque puits afin de fixer
les cellules adhérentes. Apres 15 minutes de fixation, les puits ont été égouttés, séchés et colorés
avec du cristal violet a 0,1 % pendant 30 minutes. Les cellules colorées ont été lavees deux fois
avec 200 uL de PBS avant d'extraire le colorant avec 200 pL d'éthanol a 96 %. Le nombre de
cellules a été quantifié a I'aide d'un lecteur de microplaques en mesurant I'absorbance (A) a 630

nm (Stepanovi¢ et al., 2000). Deux témoins négatifs sont réalisés, a savoir :
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e Un témoin sans I’inoculum (T1) : 100 uL BMH + 50 pL d’extrait + 50 puL de la
suspension bactérienne.
e Un témoin sans extrait (T2) : 100 uL BMH + 50 L de la solution d’agar a 0,2 % +

50 pL de la suspension bactérienne.
Le pourcentage d'inhibition du biofilm a été calculé comme décrit par Merghni et al.
(2022), selon la formule ci-dessous :
[(DO (T1) - DO test)/DO (T1)] x 100.
11.4. Etude statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Les données sont analysees en
utilisant une analyse de variance (ANOVA). Des différences significatives (p < 0,05) entre les
moyennes sont déterminées par le test LSD (Low Significant Difference). Le logiciel utilisé est
STATISTICAS.5.
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Résultats et discussion

I. Activité antibactérienne de I’huile essentielle de I’Origanum vulgare

Pour évaluer l'activité antibactérienne de I’HE de I'Origanum vulgare vis-a-vis de cing
souches cibles formatrices de biofilms (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus), deux méthodes ont été utilisées. Une
évaluation qualitative, repose sur la technique de diffusion sur disque, et une autre quantitative

pour déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB).

I.1. Evaluation qualitative (Aromatogramme)
C’est une méthode qui permet d'évaluer la capacité de ’'HE a inhiber la croissance
bactérienne en mesurant le diamétre des zones d'inhibition autour des disques. L'échelle de

I'estimation de l'activité antibactérienne est donnée par Boughendjioua (2017), comme suit :

D < 10 mm : HE sans action inhibitrice (résistant) ;

16 > D > 10 mm : HE a une action inhibitrice intermédiaire ;

25>D >16 mm : HE a une action inhibitrice importante (sensible) ;

D > 25 mm : HE a une action inhibitrice trés efficace (trés sensible).

Les résultats de I’effet de I’HE de I’Origanum vulgare contre les souches bactériennes

testées sont enregistres dans le tableau V et illustrés dans la figure 5.
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Tableau V : Résultats de I'évaluation qualitative de l'activité antibactérienne de I’HE de

1I’Origanum vulgare vis-a-vis les souches testées.

Zone d'inhibition (mm)

Extrait
Souche mg/disque
0,05 0,1 0,15 0,3
Origan / 8+033° | 9+05 | 12+0,33
Escherichia coli Thymol / 9+0,66° | 10+05% | 20+0,5
ATB 7+05°% | 12+0,33" | 13+0,339 | 13 +0,66Y
Klebsiella Origan 8+0,33° | 10+0,66% | 11+0,66° | 15+05"
pneumoniae Thymol 7+033" | 8+033° | 9+066° | 11+033°
ATB 18 +0,33 | 19+0,33¢ | 22+0,66™ | 23+0,5"
Pseudomonas Origan 7+033 | 8+0,33° | 8+0,33" | 9+0,33°
aeruginosa Thymol / 7+05 | 80,33 | 10 +0,66°
ATB / / / /
Origan / / / /
Bacillus subtilis Thymol / / / /
ATB 35+0,33" | 36 +£0,33° | 37+0,33' | 37+0,33
Staphylococcus Origan / 8+033° | 8+033" | 8+0,33"
AUreLS Thymol 7+05 | 8+066° | 8+05° | 17+0,33
ATB 24+05° | 24+05° | 28+0,5° | 30+0,5

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p < 0,05).

21




Résultats et discussion Partie expérimentale

Figure 5 : Photographies des résultats de I’aromatogramme obtenues par I’HE de I’Origanum
vulgare vis-a-vis les souches testées (A : B. subtilis, B : E. coli, C : K. pneuminiae, D : P.
aeruginosa, E : S. aureus).
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D’apres le tableau V, I'HE de I'Origanum vulgare et son principal composé actif, le
thymol, présentent une activité antibactérienne variable selon les souches et les concentrations
testées, avec une différence significative (p > 0,05). En effet, des zones d'inhibition de 12 mm
pour l'origan et de 20 mm pour le thymol ont été obtenues a I’égard d’E. coli, a 0,3 mg/disque.
Une activité inhibitrice intermédiaire a été aussi enregistrée par Simirgiotis et al. (2020), la
zone d’inhibition est égale a 16 mm. Merghni et al. (2022), ont rapporté une zone d’inhibition
plus importante (28,66 mm) vis-a-vis de cette souche, a 0,015 mg/disque. Contre K.
pneumoniae, une activité inhibitrice intermédiaire a été révélée par I’HE de I'Origanum vulgare,
avec une zone de 15 mm a 0,3 mg/disque. Par contre, Sahin et al. (2004), n’ont enregistrée
aucune action inhibitrice de cette ’'HE & I’encontre de cette souche a la méme concentration
testée. Cependant, une activité inhibitrice importante a été rapportée par Busatta et al. (2008),
la zone d’inhibition est égale a 19,5 mm. Des zones d'inhibition de 9 mm et 10 mm a 0,3
mg/disque pour I'HE de I'Origanum vulgare et le thymol respectivement, ont été enregistrées
contre P. aeruginosa, elles sont supérieures a celles obtenues par I'antibiotique ou aucune zone
d’inhibition n’a été révélée, montrant ainsi une résistance de cette souche a I’HE étudiée et a

I’antibiotique testé.

A I’égard des bactéries Gram positives, en prenant en considération 1’échelle de
I’estimation de I’activité antibactérienne, I’HE de 1’Origanum vulgare n’a montré aucune action
inhibitrice vis-a-vis de S. aureus et de B. subtilis mais le thymol a révélé un effet inhibiteur
notable contre S. aureus (17 mm a 0,3 mg/disque). Le méme effet a été observé dans une étude
réalisée par Rathore et al. (2023) contre S. aureus, par contre vis-a-vis de B. subtilis, un effet
intermédiaire a été obtenu (14,33 mm). Des résultats opposés aux notres sont obtenus par
Merghni et al. (2022) (27,33 mm a 0,015 mg/disque) et Busatta et al. (2008) (26,8 mm),
enregistrant ainsi une action inhibitrice trés efficace de leur I’HE de 1’Origanum vulgare contre

S. aureus.
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I.2. Evaluation quantitative
L’évaluation quantitative a été réalisée afin de déterminer les concentrations minimales

inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB).Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau
VI et la figure 6 et 7.

Tableau VI : Résultats de I'évaluation quantitative de I'activité antibactérienne de I’HE de

I’Origanum vulgare vis-a-vis les souches testées.

Souches HE CMI pg/mL CMB pg/mL
Origan 1501 250
Escherichia coli Thymol 225°
ATB 100° 250 < CMB <1000
. Origan 2501 250"
r}?elzkr)glciliz:le Thymol > 250 > 250
P ATB <150 > 250
Pseudomon Origan 250"
;erJu oingS:S Thymol 10009 > 250
g ATB 5000"
Origan 1509
Bacillus subtilis Thymol 225° > 250
ATB < 25° 25°
Origan 150¢ 250"
Stapgz:r‘;fj‘;ccus Thymol 225¢ > 250
ATB < 25° 25°

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p < 0,05).
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Figure 6 : Photographies des résultats des concentrations minimales inhibitrices d’HE de

I’Origanum vulgare.

Figure 7 : Photographies des résultats des concentrations minimales bactéricides de I’HE de
1I’Origanum vulgare (A : Origan, B : Thymol, C : ATB).
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D’apres le tableau VI, I'HE de I’Origanum vulgare vis-a-vis d'E. coli, a montré un effet
inhibiteur bactériostatique a une concentration de 150 pg/mL, elle est inférieure a celle
enregistrée par le thymol (225 pg/mL), avec une différence significative (p > 0,05). Cependant,
un effet bactéricide a été obtenu aux mémes concentrations pour I'HE de 1’Origanum vulgare
et le thymol, avec une CMB de 250 pg/mL. Une CMI inferieure est révélée par I’ATB, elle est
de 100 pg/mL. Kosakowska et al. (2021), ont indiqué des valeurs supérieures aux notre, en
¢tudiant I’activité de I’'HE de 1I’Origanum vulgare vis-a-vis de deux souches d’E. coli, leurs
CMI et CMB sont respectivement de 2 mg/mL et 4 mg/mL. L’HE de 1’Origanum vulgare, a
I’égard de K. pneumoniae, a présenté des CMI et CMB égales a 250 pg/mL. En revanche, des
concentrations inhibitrices et bactéricides supérieures a 250 pg/mL ont été enregistrées par le
thymol. Silva et al. (2023), ont étudié I'effet de I'HE de 1’Origanum vulgare contre six souches
de K. pneumoniae, les CMI obtenues sont de 128 et 256 pug/mL, et les CMB sont supérieures a
256 pg/mL. L’HE de I’Origanum vulgare est aussi actif a I’encontre de P. aeruginosa avec une
CMI de 250 pg/mL. Par contre, elle s’est révélée la plus résistante aux thymol et I’ATB. En
effet, des valeurs de CMI respectivement de 1000 pg/mL et 5000 pg/mL sont obtenues. De
plus, tous les extraits ont présenté des CMB supérieures a 250 pg/mL. Des concentrations
supérieures aux notre ont été observées dans une étude menée par De Farias Diniz et al. (2024)
sur I’HE de I’Origanum vulgare contre deux souches de P. aeruginosa, elles sont de 256 pug/mL
pour la CMI et de 512 pg/mL pour la CMB.

Une CMI de 150 pg/mL a été obtenue par I’HE de 1’Origanum vulgare contre les
bactéries Gram positives, les CMB sont inférieures ou égales & 250 pg/mL. Le thymol a donné
les mémes CMI (225 pg/mL) et CMB (> 250 pg/mL). Par contre, I'ATB a enregistré de faibles
CMI (25 pg/mL) et CMB (<25 pg/mL). Mathlouthi et al. (2012), ont évalué I’activité de I’'HE
de I’Origanum vulgare a I’égard de B. subtilis, ils ont révélé des effets inhibiteur et bactéricide
a une concentration égale a 2,25 mg/mL. Une autre etude sur cette I’HE, menée par Boskovic
et al. (2015), a réveélé des CMI (640 pug/mL) et des CMB (< 2560 pg/mL) contre S. aureus.

Dans notre étude, la plupart des CMI obtenues sont comprises entre 150 et 250 pg/mL,
suggerant ainsi que I’huile essentielle de 1’Origanum vulgare est active. En effet, selon
Sartoratto et al (2004), une HE est considérée comme ayant une forte activité lorsque sa CMI
se situe entre 50 et 500 pg/mL. L activité est modérée lorsque la CMI est comprise entre 600 et

1500 pg/mL, et elle est de faible activité lorsque la CMI est supérieure a 1500 pg/mL.
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Les travaux précédemment cités ont parfois rapporté des résultats différents de ceux
observés dans notre étude. Cette variabilité peut étre attribuée a plusieurs facteurs, notamment
les facteurs expérimentaux telle que la variation des méthodes utilisées (Mansouri et al., 2018).
De plus, la nature volatile, le caractére hydrophobe et la viscosité des huiles essentielles
entrainent une distribution irréguliére dans le milieu de culture (Faleiro, 2011), jouant un role
crucial dans cette diversité des résultats. D'autre part, la composition chimique des huiles
essentielles est trés variable, trées complexe, pouvant contenir environ 20 & 60 composants a des
concentrations tres différentes, et se distinguent par la présence de deux ou trois composants
majeurs a des concentrations relativement élevées (Bakkali et al., 2008). En effet, leurs
concentrations varient en fonction des saisons de récolte, des sources géographiques, des
conditions pédologiques et climatiques (Burt, 2004), du processus d'extraction (Lombrea et
al., 2020), ainsi que de la présence de différentes sous-espéces d'Origanum vulgare (Marotti
et al., 1994). Concernant I'huile essentielle de 1’Origanum vulgare, les principaux composants
antimicrobiens sont le thymol et le carvacrol (Chaftar et al., 2016), leur forte activité a été
démontrée par plusieurs auteurs Xu et al. (2008) ; Lee et al. (2017) ; Marchese et al. (2018)
et Asadi et al. (2023).
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I1. Activité antibactérienne de I’huile essentielle de I’Origanum vulgare en association avec

un antibiotique

Dans ce travail, I’activité antibactérienne de I’HE de 1’Origanum vulgare et le thymol

en association avec un ATB (amoxicilline) contre cing souches pathogenes a été étudiée. Les

résultats sont illustres dans la figure 8 et donnés sous forme de FICi, dans le tableau VII, qui

permet d’évaluer 1’effet de ces associations vis-a-vis les différentes souches testées.

Tableau VII : Résultats de l'association de I’HE de 1’Origanum vulgare et le thymol avec

I'ATB amoxicilline.

Concentration des

Concentration

Souche asgociations . FICi des associations FICi
Origan /ATB Origan/ATB Thymol/ATB Thymol/ATB
pg/mL pg/mL

5/10 0,106 5/5 0,073

10/5 0,113 10/10 0,146

20/5 0,193 20/5 0,193

Escherichia coli 40/10 0,386 40/5 0,353
80/10 0,706 80/5 0,673

100/125 1,83 100/100 1,54

125/100 1,91 125/100 1,83

150/100 2,33 150/100 1,86

1/100 0,674 1/100 0,674

Klebsiella 5/100 0,706 5/100 0,706
pneumoniae 50/100 1,066 50/100 1,066
100/100 1,466 100/100 1,466

1/10 0,074 1/10 0,014

Pseudomonas 5/10 0,1 5/20 0,17
aeruginosa 10/20 0,21 10/5 0,113
20/20 0,29 20/5 0,193

1/50 0,341 1/50 0,341

Bacillus subtilis 5/100 0,706 5/100 0,706
50/100 1,06 50/50 0,733

100/50 1,133 100/50 1,133

1/10 0,074 1/10 0,074

5/10 0,106 5/10 0,106

10/20 0,213 10/20 0,213

Staphylococcus 20/20 0,293 20/20 0,293
AUreUs 40/5 0,353 40/5 0,353
80/5 0,67 80/5 0,673

100/100 1,74 100/125 1,71

125/125 2,18 125/100 1,66

150/150 2,33 150/100 2,03
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Figure 8 : Photographies de quelques microplaques des associations de I’HE de 1’Origan et

du thymol avec I’amoxicilline.

A : association ATB/origan, E. coli, B : association ATB/thymol, E. coli, C : association
ATBJorigan, S. aureus, D : association ATB/thymol, S. aureus, E : association ATB/origan,
B. subtilis, F : association ATB/thymol, B. subtilis.
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Des travaux sur la combinaison des huiles essentielles avec les antibiotiques sont de plus
en plus décrits dans la littérature (Langeveld et al., 2013 ; Rosato et al, 2020). Cette stratégie
est en effet d’un grand intérét en vue de potentielles applications clinique, car permettant de
réduire les éventuels effets secondaires des traitements actuels en diminuant la dose de composé
utilisé (Rosato et al., 2007), limitant ainsi également de développement des phénomenes de
résistances. C’est dans cette optique que I’HE de 1I’Origanum vulgare et le thymol ont été testés
en combinaison avec I’amoxicilline vis-a-vis de cing souches cibles. L’effet de la combinaison
(tableau V111) été détermine selon Rosato et al. (2010).

Tableau VIII : Effet de la combinaison d'une HE avec une autre huile essentielle, un

antibiotique ou un composant majeur (Rosato et al., 2010).

Effet obtenu FICi
Synergique <0,5
Additif 05<FICi<1
Indifférent =1
Antagoniste >1

D’apres le tableau VII, aux concentrations élevées, des effets antagonistes, ont été
observés pour I’HE de I’Origanum vulgare et du thymol en combinaison avec I’antibiotique vis
a vis de toutes les souches testées. A 1’égard d’E. coli, des effet synergiques, & des faibles
concentrations (5/10, 10/5, 40/10, 20/5 pg/mL), et un effet additif (80/10 ug/mL) ont été
enregistrés. Si et al. (2008) ont observé un effet additif sur E. coli dans 1’association
Origan/ATB a la concentration 250/320 (ug/mL). Cela pourrait indiquer que, dans notre étude,
les associations Origan/ATB et Thymol/ATB sont plus efficaces et a des concentrations plus
faibles. En ce qui concerne K. pneumoniae, les associations Origan/ATB et Thymol/ATB ont
démontré un effet additif a des concentrations de 1/100 et 5/100 (pug/mL). Des effets
synergiques ont été observés dans toutes les associations Origan/ATB (FICi de 0,074) et
Thymol/ATB (FICi de 0,014) contre P. aeruginosa, avec une synergie plus importante a la
concentration 1/10 (ug/mL). De Farias Diniz et al. (2024) ont étudié lI'association de I'HE de
I'Origanum vulgare avec I'ATB (ampicilline) vis-a-vis de K. pneumoniae et de P. aeruginosa
en utilisant la technique de diffusion sur milieu solide. Ils ont enregistré un effet synergique et

un effet Indifférent pour chaque souche.
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Un effet synergique a été enregistré pour I'association Origan/ATB ainsi que pour le
thymol/ATB contre B. subtilis & une concentration de 1/50 (ug/mL), tandis qu'un effet additif a
été observé a 5/100 (ug/mL) pour Origan/ATB et a 5/100, 50/50 (ug/mL) pour le thymol/ATB.
Ces résultats montrent que dans notre étude, les associations origan/ATB et thymol/ATB
présentent une synergie a des concentrations beaucoup plus faibles (1/50 pg/mL) en
comparaison aux résultats obtenus dans une étude menée par Rosato et al. (2010), ou une
synergie est observée a 70/50 ug/mL. Concernant S. aureus, des effets synergiques ont éte
révelés a des concentrations allant de 1/10 a 40/5 ug/mL. Un effet additif a été obtenu a la
concentration 80/5 pg/mL. Les mémes effets ont été observés pour les associations
thymol/ATB. Nos résultats montrent encore une fois que des synergies efficaces sont obtenues
a de faibles concentrations, contrairement aux résultats observés dans 1’étude de Rosato et al.
(2010) ou I’effet synergique est révélé a 150/30 pg/mL, cela suggere que nos combinaisons sont
potentiellement plus efficaces a des doses plus faibles.

Ces différences peuvent étre dues a des variations dans les conditions expérimentales,
les méthodes de préparation des antibiotiques, ou celles d’extraction des HEs (Romo-Castillo
et al., 2023).
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L’effet inhibiteur de I'HE de I'Origanum vulgare sur la formation de biofilms des

souches cibles a été évalué par la méthode des microdilutions sur microplaques de 96 puits

(figure 9). Le tableau 1X présente les taux d’inhibition (%) calculés aprés avoir mesuré les

absorbances a 630 nm.

Tableau IX : Résultats des Taux d’inhibition en % de I’HE de 1I’Origanum vulgare vis-a-vis de

quatre souches cibles.

Concentration Taux Concentration Taux
Souche d’inhibition Souche d’inhibition
pg/mL % pg/mL %
100 57 100 73
Klebsiella 125 71 Bacill 125 74
pneumoniae 150 74 ssgltilliJsS 150 79
300 75 300 81
400 76 400 81
100 14 100 14
125 18 125 20
Prtonorss [ iso a0 | S Ty o
300 20 300 25
400 21 400 25
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S. aureus biofilm de S .aureus

Figure 9 : Photographies de la microplaque de biofilms, aprés coloration avec le cristal violet
(T1:témoin, a : K. pneumoniae, b : P. aeruginosa, ¢ : B. subtilis, d : S. aureus).

D’apreés le tableau 1X, les résultats montrent que I’HE de 1’Origanum vulgare, a toutes
les concentrations testées, inhibe efficacement la formation de biofilms de B. subtilis et de K.
pneumoniae (figure 9), avec des taux d'inhibition allant de 57 a 81 %. En revanche, I'HE de
I’Origanum vulgare est moins efficace contre P. aeruginosa et S. aureus, avec des taux
d'inhibition qui varient entre 14 et 25 %. Silva et al. (2023) ont étudié I'inhibition de la
formation de biofilm de K. pneumoniae par I'huile essentielle de I’Origanum vulgare par la
méthode des tubes avec I'ajout de 5 % de saccharose, ils n‘ont enregistré aucune inhibition a
toutes les concentrations testées. Des taux d'inhibition de biofilm de P. aeruginosa, allant de
40,0 a 59,8 % par I'huile essentielle d'Origanum vulgare subsp hirtum ont donné par Schillaci
et al. (2013). Kryvtsova et al. (2020), ont étudié I’effet inhibiteur de I’'HE de I’Origanum
vulgare a I’égard de S. aureus, le taux d’inhibition enregistré est de 78 % a une concentration

de 0,1 %. Rossi et al. (2022), ont expliqué que la variabilité entre les résultats pourrait étre due
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a la sensibilité des bactéries aux huiles essentielles, qui dépend de I'espéce et de la souche
bactérienne. Ces auteurs ont expliqué le mécanisme d’inhibition de la formation de biofilms ;
les HEs ont principalement une action sur les différentes étapes de la formation du biofilm
(adhésion, formation de microcolonies et maturation). L’inhibition de la formation de biofilms
pourrait aussi étre due a l'inhibition de la matrice d’EPS et a l'altération du systeme de QS

(Quorum Sensing).

34



Conclusion



Conclusion

Conclusion

Les biofilms, constitués de communautés de microorganismes, représentent une forme
de survie et de protection accrue. Cette structure leur confére une résistance notable aux divers
traitements, y compris les antibiotiques, rendant leur élimination particuliérement difficile. En
réponse a ce défi, l'utilisation des huiles essentielles est en plein essor. Dans la présente étude,
nous nous sommes intéressées a 1’évaluation de 1’activité antibactérienne de I’HE de
1I’Origanum vulgare vis-a-vis de cing souches bactériennes a savoir E. coli, K. pneumoniae, P.

aeruginosa, B. subtilis et S. aureus.

Une évaluation qualitative de [1’activité antibactérienne est réalisée par des
aromatogrammes, les résultats obtenus ont montré que I’HE de 1’Origanum vulgare posséde un
effet inhibiteur intermédiaire a 1’égard de toutes les souches testées, a I’exception de B. subtilis
qui n’a montré aucune zone d’inhibition. K. pneumoniae s’est révélée la plus sensible avec une

zone d’inhibition de 15 mm a 0,3 mg/disque.

Les données expérimentales de 1’évaluation quantitative ont montré que I’HE de
I’Origanum vulgare a un effet bactériostatique a 150 ug/mL vis-a-vis de B. subtilis, E. coli et
S. aureus, et a 250 ug/mL a 1’égard de P. aeruginosa et K. pneumoniae. Par contre ’effet
bactéricide n’a été observé qu’a 250 pg/mL pour toutes les souches testées, a I’exception de B.

subtilis ou la CMB a été supérieure a 250 pg/mlL.

Les tests des associations de I’HE de 1’Origanum vulgare et le thymol avec un
antibiotique (amoxicilline), ont révélé des effets synergiques a des concentrations faibles.
Concernant P. aeruginosa, des effets synergiques ont été observeés a toutes les concentrations

testées. En revanche, aucun effet synergique n'a été constaté vis-a-vis de K. pneumoniae.

Les résultats des microplaques ont démontré que 1’huile essentielle de /’Origanum
vulgare posseéde une activité antibiofilm a 1’égard de toutes les souches testées. Des taux
d'inhibition élevés (57 a 81 %) ont été observés contre B. subtilis et K. pneumoniae. Par contre,

des taux d'inhibition moins significatifs ont été notés a I’encontre de S. aureus et P. aeruginosa.

Cette étude souligne que I'huile essentielle de 1’Origanum vulgare peut potentiellement
contribuer au développement de traitements phytothérapeutiques ciblant les biofilms et les
infections associées. Son utilisation pourrait également permettre de reduire les doses

d'antibiotiques nécessaires. Néanmoins, ce travail reste préliminaire et d'autres études sont
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souhaitables afin de I'approfondir, il serait donc nécessaire de : Etudier D’activité

antibactérienne vis-a-vis de la plupart des souches bactériennes formatrices de biofilms ;
o [Etablir des synergies avec d’autres huiles essentielles et aussi avec d’autres ATB ;
e Reéaliser des tests de cytotoxicité pour éviter les doses toxiques en thérapeutique ;

e Réaliser l'identification des composés bioactifs de 1’huile essentielle de 1’Origanum
vulgare.
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Annexe | : Préparation des milieux de culture utilisés pour 1 L d’cau distillée

Bouillon Muller Hinton

e 21 g bouillon Muller Hinton
e pH7,4+072
Bouillon Muller Hinton a 1 % glucose
e 21 g bouillon Muller Hinton
e 10 gglucose

e pH74+02
Gélose Muller Hinton

e 38gMH

e pH74+0,2

Gélose nutritive

° 28gGN
e PH74+0,2
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Annexe 11 : Préparation des solutions pour 1 L d’eau distillée

Eau physiologique
e 9gNaCl
e pH72+0,2

Tampon PBS (10 mM)
e 8gNaCl

0,2 g KCI

1,42 g KoHPO4

0,24 g KH2PO4

pH7,2+0,2

Solution d’agar a 0,2 %

e 2gd’agar
e pH7,2+02



Résumé

La résistance des biofilms et les infections qu'ils causent posent un probléme majeur en santé publique et
dans le domaine thérapeutique. Les traitements antibiotiques actuels perdent de leur efficacité face a cette
résistance, nécessitant I'exploration d'alternatives de soins. Cette étude visait a évaluer l'efficacité de I'huile
essentielle de I'Origanum vulgare, couramment utilisée dans notre région, comme solution alternative pour
combattre la formation de biofilms et les infections associées. Une évaluation qualitative de [l'activité
antibactérienne de I'HE de I'Origanum vulgare a été menée contre des bactéries formatrices de biofilms en utilisant
la méthode de diffusion sur disque. Par la suite, une évaluation quantitative a été réalisée pour déterminer les
concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB). Les résultats ont révélé que cette I’HE possede
une activité antibactérienne notable contre toutes les souches testées. K. pneumoniae a montré une sensibilité
particuliére avec une zone d'inhibition de 15 mm a 0,3 mg/disque. Des CMI de 150 pg/mL ont été enregistrées
contre B. subtilis, E. coli et S. aureus, et de 250 pug/mL vis-a-vis de P. aeruginosa et K. pneumoniae. Un effet
bactéricide a été observé a 250 ug/mL a I’égard de la plupart des souches cibles. L'association de I'HE de
I'Origanum vulgare avec l'antibiotique (amoxicilline) a montré des effets synergiques a de faibles concentrations
vis-a-vis de P. aeruginosa, mais pas pour K. pneumoniae. De plus, I'HE de I'Origanum vulgare a démontré une

activité antibiofilm importante, avec des taux d'inhibition élevés (57 a 81 %) contre B. subtilis et K. pneumoniae,

Mots clés : antibiotique, activité antibactérienne, associations, biofilms, huile essentielle, Origanum vulgare.

Abstract

Biofilm resistance and the infections it causes pose a major public health and therapeutic challenge.
Current antibiotic treatments are losing their effectiveness in the face of this resistance, necessitating the
exploration of alternative treatments. The aim of this study was to evaluate the efficacy of the essential oil of
Origanum vulgare, commonly used in our region, as an alternative solution to combat biofilm formation and
associated infections. A qualitative evaluation of the antibacterial activity of Origanum vulgare EO was carried
out against biofilm-forming bacteria using the disk diffusion method. Quantitative evaluation was then carried out
to determine minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC). The
results revealed that this EO possessed significant antibacterial activity against all the strains tested. K. pneumoniae
showed particular sensitivity, with a zone of inhibition of 15 mm at 0.3 mg/disc. MICs of 150 ug/mL were recorded
against B. subtilis, E. coli and S. aureus, and 250 pg/mL against P. aeruginosa and K. pneumoniae. A bactericidal
effect was observed at 250 pg/mL against most target strains. The combination of Origanum vulgare EO with the
antibiotic (amoxicillin) showed synergistic effects at low concentrations against P. aeruginosa, but not against K.
pneumoniae. In addition, Origanum vulgare EO demonstrated significant antibiofilm activity, with high inhibition

rates (57 - 81 %) against B. subtilis and K. pneumoniae,

Key words: antibiotic, antibacterial activity, associations, biofilms, essential oil, Origanum vulgare.



