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INTRODUCTION
Les maladies infecticuses causées par les bactéries, les moisissures et d’autres organismes
parasites affectent quelques 582 millions de personnes a travers le monde et entrainent des
milliers de déces. Les agents pathogeénes responsables de la plupart d’entre eux sont: /les
norovirus (35.000 déces), Salmonella Typhi (52.000 déces) et Escherichia coli (37.000 déces)
(Anonyme 1).
Escherichia coli abrégé E. coli est un microorganisme modele largement utilisé pour les
recherches en génétique, biologie moléculaire et biotechnologie. Il est subdivisé en de
nombreuses souches dont la majorité sont commensales et ne présentent aucun danger pour
I'humain, mais quelques-unes sont pathogenes car porteuses de genes leur permettant de
provoquer certaines pathologies. Les E. coli qui sont résistantes a certains antibiotiques,
peuvent étre parfois inhibées par des composés extraits de plantes en raison de leurs
propriétés biologiques. Parmi ces molécules bioactives, les flavonoides et les terpenes des
huiles essentielles ont été particulierement €tudiés en raison de leurs effets bénéfiques en tant
qu’antibactériens. En effet, plusieurs équipes de chercheurs ont démontré que certains
flavonoides et extraits de plantes présentent une activité antibactérienne vis-a-vis d’E. coli.
(Cushine T.T.P. & Lamb A.J. 2005), (Martini A. 2004) et (Ergun F. 2008).
L’objectif de notre travail consiste a réaliser une étude sur I’inhibition d’Escherichia coli par
des composés naturels in vitro. De ce fait, dans ce volet seront testés les solutions d’huiles
essentielles distillées a la maniére traditionnelle (ET) et les extraits méthanoliques (EM) de
deux plantes (origan, romarin) récoltées dans la région de Tidis (Constantine, Algérie), afin
d’évaluer leur activité antibactérienne. Ce travail comporte trois chapitres répartis en deux
parties :
Premiére partie : étude bibliographique
e Le premier chapitre est consacré a une présentation d’Escherichia coli, ses
souches types et ses inhibiteurs.
e Le second chapitre porte sur la description des flavonoides, des huiles essentielles
(HE) et leur activité antibactérienne.
Deuxiéme partie : Expérimentation
e Dans ce troisieme chapitre qui porte sur I’inhibition in vitro de I’E.coli, sont
exposés le matériel et les étapes employés dans les différentes manipulations ainsi
que les résultats obtenus a partir des tests de sensibilité effectués sur E.coli avec

les divers extraits de I’origan et du romarin, en utilisant la méthode des puits.




Chapitre I: Présentation de I’Escherichia coli

I.1. Généralités sur les Entérobactéries
Etymologiquement, le terme Entérobacteriaceae vient de deux mots grecs: enetron
« intestin » et bactérion « petit baton ». Il signifie bacilles intestinaux. Les entérobactéries
sont des bactéries trés hétérogenes pour ce qui est de leur pathogénie et de leur écologie. Le
nom d’entérobactéries a été donné parce que ces bactéries sont généralement des hotes
commensaux du tube digestif de ’homme et des animaux.
Ils peuvent cependant devenir pathogénes et sont alors responsables d’infections humaines
parfois graves, telle que la fievre typhoide par exemple. Les espéces les plus communément
¢tudiées en bactériologie clinique appartiennent aux genres : Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Serratia, Shigella, Yesinia.
(Ben Abdalah H. 2008). La famille des entérobactéries se définit par les caracteres suivants :

e Bacilles a Gram négatif (-) (2 a 4 microns de long sur 0,4 a 0,6 microns de large).

e Mobiles avec ciliature péritriche.

e Poussant sur milieux de cultures ordinaires.

e Aérobies-anaérobies facultatifs.

e Fermentant le glucose avec ou sans production de gaz.

e Réduisant les nitrates en nitrites.

e Dépourvus d’oxydase.

e Possédant une catalase. (Jaureguy F. 2009).

I.2. Caractéres généraux de la bactérie Escherichia
Le genre Escherichia regroupe cinq especes : E. blattae, E. coli, E. fergusonii, E. hermanii et
E. vulneris. Chaque espeéce d’Escherichia possede des caractéristiques biochimiques

spécifiques, permettant de les différencier. (Mainil J. 2003).

1.2.1. Description de I’Escherichia coli

Escherichia Coli abrégé E. Coli a été¢ dénommée par le médecin allemand Theodor Escherich
(1857-1911). En 1885, il publia ses travaux sur un court batonnet a Gram (-) aux extrémités
arrondies, présent dans les maticres fécales et ’intestin d’enfant et qui vivent normalement

dans I’intestin des humains et des animaux (organisme commensal. Cette espece bactérienne




fut baptisée Bacillus (ou bactérium) coli commune, puis renommeée en 1958 officiellement
Escherichia coli.

Certaines souches d’Escherichia coli sont susceptibles de provoquer des maladies lorsque le
systéme immunitaire est défaillant, il y a une maladie pouvant résulter de I’exposition

environnementale (Sojkaw J. 1965). Sa classification est :

e Regne : Procaryotae

e Domain: Bacteria

e Phylum: Proteobacteria

o Class: Gammaproteobacteria
e Ordre : Enterobacteriales

o Famille . Enterobacteriaceae
e Genre : Escherichia

o Espéce : Escherichia coli. (Anonyme 2).

1.2.2. Morphologie de I’E. coli

E. coli est un bacille de forme cylindrique (batonnets) ou coccobacillaire, uniformément
coloré, non sporulé, de 2 um a 3 pm de long sur 0.7 um de large. Il se présente soit seul ou
groupé le plus souvent par deux (diplobacilles), trés rarement ils sont rencontrés en amas. Ils
sont mobiles grace a une ciliature péri-triche.

Les bactéries contiennent une grande concentration de solutés dissous. Ceci cause une
pression considérable, prés de deux atmosphéres chez E. coli, ce qui correspond a la pression
des pneus d’une automobile. Pour contenir cette pression, la bactérie posseéde une paroi de

peptidoglycanes. (Madigan M. 2007).

1.2.2.1. Structure extracellulaire de I’E.coli

Elle se compose de flagelles, fins filaments, qui lui permettent de se déplacer et de pilis,
petits « poils » fins qui couvrent la bactérie. Ces derniers ne jouent aucun rdle dans la
locomotion, mais interviennent dans les processus d’adhésion ou dans le phénomene de

conjugaison (reproduction sexuée). (Bousseboua. H. 2005).

1.2.2.2. Structure intracellulaire de I’E.coli

Elle est constituée des éléments suivants (Bousseboua. H. 2005):




La paroi cellulaire : elle a environ 2 nm d’épaisseur et ne contient qu’une ou deux
couches de peptidoglycane Elle est située immédiatement a ’extérieur de la membrane
cytoplasmique.

La membrane cytoplasmique : c’est elle qui entoure le cytoplasme, elle agit comme un
filtre sélectif qui laisse passer les nutriments, la lumicre, la chaleur, etc.

Le cytoplasme : Il est composé d’un gel aqueux appelé cytosol, dans lequel se
trouvent les molécules de réserve (protéines, glucides, lipides), le matériel génétique et
les autres composants cellulaires qui flottent librement a I’intérieur. Son pH est compris
entre 7 et 7.2.

Le chromosome bactérien : L’E. coli contient un chromosome bactérien qui est le
support de I’hérédité. I est composé d’ADN (80%) associ¢ a de I’ARN et a des

protéines.

Cell membrane
Membrane celulaire -

Flagelium
Flagelle| >

1

Figure 1 : Structure d’Escherichia coli (Anonyme 3).

1.2.3. Caracteéres bactériologiques

1.2.3.1. Caractéres culturaux

E. Coli pousse sur milieu ordinaire a une température optimale de 37°C. Incubées 24 heures

sur gélose agar a 37°C, les colonies sont convexes, lisses et incolores. Elles ont en général un

diametre compris entre 1 et 3 mm avec une structure granulaire et une marge intacte. La

surface est brillante et la consistance gluante (Anonyme 4).




1.2.3.2. Caractéres biochimiques

E. coli est réagit aux rouge de méthyle (+), lactose (+), ONPG (+) est un composé chimique
qui est le « Ortho-nitrophényle-B-galactoiside », mannitol(+) et Indole (+++) et elle ne réagit
pas aux uréase (-), acétone (-), citrate (-) et H2S(-), désaminase(-) et VP « Vosges-Proskauer »

(Anonyme 5).

1.2.4. Subdivisions de I’espéce E. coli
Les microbiologistes identifient les souches grace aux antigénes de surface de I’E.coli
(structures biochimiques complexes) qui sont facilement reconnaissables par des anticorps
spécifiques (Diallo. A.A. (2013). L’espece E. coli est constituée d’une multitude de souches
de différents parametres parmi lesquels :
1.2.4.1. Le biotype : est le profil biochimique des souches. A c6té des caracteres
d’especes, les souches d’E. coli varient, en effet, par différents autres caractéres
biochimiques (Bergan T. 1984), (Brenner D. 1984) et (Bettelheim K. 1994).
1.2.4.2. Le sérotype : est défini par la combinaison de certains antigénes de surface
que I’on peut mettre en évidence :
v' Les antigénes somatiques O (de I’Allemand "O#hneKapsel") de nature
lipopolysaccharidique (LPS).
v' Les antigénes capsulaires K (ou antigénes de Kauffmann) de nature
polysaccharidique.
v' Les antigénes flagellaire (ciliaires) H (de I’Allemand "Hauch") de nature
protéique.
Les bases du schéma d’identification par sérotypie ont été définies par Kauffmann
(Orskov F. 1984), (Lior H. 1994) et (Kaeckenbeeck A. 1993).
1.2.4.3. Le lysotype : est le spectre de sensibilité d’une souche a une collection de
bactériophages. Cependant, contrairement au sérotypage, il n’existe pas de collection
internationale de référence de bactériophages a utiliser. (Lior H. 1994).
Aussi, la lysotypie est-elle relativement peu appliquée, sauf pour certaines souches
particulierement importantes en pathologie.
Actuellement, environ 180 groupes O, 80 groupes K et 70 groupes H ont été reconnus.
L’espece E. coli peut étre subdivisée en sérotype par la combinaison des deux antigenes
somatique O et flagellaire H (ex : O157: H7 ou O111: HS), ou sérogroupes si I’antigeéne

somatique O seul a été déterminé (ex : O157, O111). Les souches d’E.coli sont si nombreuses




qu’il est difficile de connaitre exactement leur nombre. Il est probable que des milliers de

souches de d’E.coli aient été identifiées a ce jour. (Orskov F. 1992).

I.2.5. Les souches pathogeénes de I’E. Coli

Dés la fin du 19e siécle, il est apparu qu’E.coli est associée a diverses pathologies. Cette
observation était trés perturbante a une époque ou I’on pensait qu’une espéce bactérienne était
soit pathogene, soit commensale. La grande majorité des souches sont dites commensales ou
non-pathogenes comme E. coli K12. Malheureusement, certaines souches E. coli peuvent étre
responsables d’infections plus ou moins graves (on parle de souches pathogenes), E. coli peut
devenir pathogéne acquiert des facteurs de virulence particuliers. (Lior H. 1994), (Anonyme
6), (Cooke E. 1985) et (Sussman M. 1997). Les souches E.coli pathogenes sont responsables
de divers infections intestinales ou extra-intestinales (urinaires, septicémiques, méningées,
cutanées et méme pulmonaires. (Kaper J.B et al ., 2004). Ces souches sont classées suivant les
infections qu’elles sont capables d’entrainer. On dit qu’elles appartiennent a

des pathotypes (ou pathovars) différents:

1.2.5.1. Les E. coli pathogénes extra-intestinaux (ExPEC)
Ces bactéries représentent un risque sanitaire plus élevé que celui des E. coli pathogenes
intestinaux. On parle souvent de (Kaper J.B., et al ., 2004) :

e Escherichia coli uropathogenes (UPEC)

e Escherichia coli neonatal meningitis (NMEC)

e FEscherichia coli Avian Pathogenic (APEC).

1.2.5.2. Les E. coli pathogénes intestinaux
Elles sont reconnues comme des agents responsables du syndrome diarrhéique d'origine
alimentaire ou hydrique. Il existe six principaux pathovars dans ce groupe (Kaper J.B., et al.,
2004) :

e FEscherichia coli entéro-toxinogénes (ETEC). (Stenutz A., 2006).

e FEscherichia coli entéro-invasives (EIEC). (Servin A. 2005).

e FEscherichia coli a adhésion diffuse (DAEC). (Strockbine N. 1988).

e FEscherichia coli entéro-agrégatives (EaggEC, ou EAEC). (Croxen M. 2010).

e FEscherichia coli entéro-pathogenes (EPEC). (Campos L., 2004).

e FEscherichia coli entéro-hémorragiques (EHEC). (Riley L. 1983).




Certaines d'entrent elles, les plus fréquemment rencontrées, les Escherichia coli entéro-
hémorragiques (EHEC), se trouvent chez I’homme et ¢également chez beaucoup de
mammiferes. (Anonyme 6).

Elles sont des agents pathogénes et zoonotiques importants en santé publique qui se
retrouvent dans 1’eau et parfois dans les aliments. En effet, ces bactéries sont responsables
d’infections humaines graves, de diarrhées, de colite hémorragique et de syndrome urémique
et hémolytique grave, parfois mortel surtout chez les jeunes enfants. Cinq sérotypes
dominants ’EHEC (O157:H7, O26:H11, O103:H2, O111:H8 et O145:H28) ont été recensés
jusqu’a présent [23, 33, 34]. Ils constituent un sous-groupe dont les souches sont productrices
de shiga-toxine(STEC), toxines codées par le géne Stx. (Caprioli A. and Morabito S. 2005).
Le sérotype O157 : H7 est le plus fréquent et le plus virulent pour les souches EHEC
(Anonyme 6), (Anonyme 7) et (Tarr P.I. and Gordon C.A. 2005).

1.2.6. Génome de I’E.coli

Parmi les 1000 souches identifiées et caractérisées chez E.coli, une soixantaine ont été
enticrement séquencées (on trouve entre 4300 et 5300 geénes dans un génome de E. coli). Dans
notre travail nous nous intéressons a E. coli k12 et E. coli O157:H7. E. coli O157:H7 et E.
coli K12 sont les souches types de I’espéce E. coli, I'une est pathogene et 1'autre commensale.
E. coli O157:H7 est identifiée comme agent responsable des maladies gastro-intestinales
inhabituelles et graves infectant chaque année plus de 75.000 personnes et causant la mort.
Actuellement, E. coli k12 est utilisée dans un grand nombre d'applications industrielles, y
compris la production de composés telles que le L-aspartite ou l'insuline. Elle est le mode¢le
d’étude en génie génétique. (Bao-Linh L.E. 2000).

Le directeur du Génome Center de l'université du Wisconsin, Frederick R. Blattner a
supervisé en 1997, le séquencage du génome de la forme commensale E. coli K12. Il est
compos¢ de 4,6 millions de paires de bases codant environ 4200 protéines. (Blattner FR.
2001), (Fredirik R, 1997) et (Kying Ah. L. 2010).

Le génome d’une souche E. coli OI5 :H7, avait déja été séquencé par la méme équipe, il
comprend quant a lui 5,5 millions de paires de bases codant 5400 protéines (Blattner FR.
2001), (Fredirik R, 1997) et (Kying Ah. L. 2010).

. Le génome de 1'E.coli O15 :H7 différe de celui de K12 par suppression de certains geénes.
Les deux bactéries ont 3.500 geénes identiques, mais E. coli 0157:H7 posséde 1.387 génes
supplémentaires. (Blattner FR. 2001). Ces deux études nous permettent de comparer

facilement les deux souches.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blattner%20FR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11206551
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blattner%20FR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11206551
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blattner%20FR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11206551

1.2.6.1. Comparaison entre le génome de I’E.coli 0157 :H7 et E. Coli K12

La comparaison de souches commensales (dont le chef de file est la souche E. coli K12) et de
souches pathogénes met en évidence des différences de taille. La taille du génome des E. coli
pathogenes est plus grande que celle des E. coli commensaux (5500 kb pour les souches O157

contre 4600 pour les souches de laboratoire classique E. coli K12 du génome).

E. coli K-12

Figure 2: Le génome d’E.coli K12 (Hayashi T. and Makino. K. 2001).

Ainsi, I’évolution des différents pathovars s’est faite au gré de I’acquisition de séquences
nouvelles, insérées sur le chromosome ou sur des plasmides. Ces séquences se retrouvent en
majeure partie sur des PAI, conférant la virulence des pathovar. (Estelle M and Kern B.
20006).

Les deux génomes possedent les régions oriC et ter, celles de E. coli O157 :H7 peuvent
¢galement correspondre a des ilots de pathogénicité désignés LEE (locus d’effacement des
entérocytes) qui induisent des lésions dites « attachement-effacement (A/E) » dans le colon
(lésion caractéristiques effacant les microvillosités des entérocytes et en s’enchassant dans la
membrane cellulaire sans pénétrer dans les cellules). (Anonyme 7).

Ces lésions sont notamment provoquées par |’intimine, une protéine de membrane codée par

le géne eae qui est porté par le LEE, est responsable de l'adhérence bactérienne intime.




L’expression de I’intimine, régulée par locus per, est influencée par la phase de croissance et

par la température ambiante. (Oswald E. and Schmidt H. 2000).
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Figure 3: Le génome de I’E.coli 0157:H7 (Anonyme 8).

I. 2.7. Supports génétiques des facteurs de virulences (les éléments génétiques mobiles)

Les ¢éléments génétiques ainsi échangés peuvent se regrouper en 4 catégories :

1.2.7.1. Les plasmides : sont des ¢léments génétiques circulaires repliables et transférables
qui peuvent porter des centaines de génes. La plupart des systémes de résistance aux
antibiotiques sont portés par des plasmides. Les plasmides peuvent également porter de
nombreux genes de virulence (toxines, adhésines, capsules, systémes de secrétions...).

(Snyder L., 1997). La presque totalité des EHEC O157:H7 portent un plasmide de virulence
pO157 de 92 kb. (Diallo. A.A. (2013).

1.2.7.2. Les prophages : sont des ¢léments génétiques intégrés dans le chromosome bactérien,
Certains d’entre eux emportent dans leur génome des geénes codant pour des facteurs de
virulence bactériens (en particulier divers toxines). Ces geénes (sorte de voyageurs clandestins)
sont ainsi transférés de bactérie a bactérie lors de I’infection par le phage (phénoméne appelé

conversion lysogénique). (Snyder L., 1997) et (Toth 1. 2000).




1.2.7.3. Les transposons : sont constitué¢s d’une séquence d’insertion (appelée IS) flanquant
une région d’ADN plus ou moins grande (ces fragments d’ADN peuvent porter des génes de
résistance aux antibiotiques et/ou des facteurs de virulence). (Snyder L., 1997).

Les ilots de pathogénicité (PAI) : sont des segments d’ADN chromosomique de grande
taille, portant des génes de virulence. La virulence d’une souche peut étre associée a

I’acquisition d’un ou de plusieurs PAI. (Dozois C. 1999).

1.2.8. Les inhibiteurs de I’E.coli

Escherichia coli était initialement sensible a des huiles essentielles, a des composés
organiques comme les terpenes, les alcaloides, les flavonoides et a beaucoup d'antibiotiques a
toutes les béta-lactamines, aux aminosides, aux fluoroquinolones. Cependant, certaines des
souches types d’E.coli sont résistantes a ces antibiotiques et d’autres médicaments. Il est

devenu nécessaire de parler a L’ADN gyrase, qui est essentielle a la survie de bactérie.

1.2.8.1. L’ADN gyrase

L'ADN gyrase a ¢été d'abord découvert en 1976 par Gellert et des collaborateurs. La
découverte de gyrase avait été précédée par le travail sur deux classes d’inhibiteurs de
synthése d’ADN, les quinolones (nalidixic acide, oxolinic acide et ciprofloxacin) et le
coumarins (novobiocin, coumemycin, chlo-robiocin). (Richard J. 1991).

L’ADN gyrase ou gyrase appartient a la classe d’enzymes connues comme topoisomérases
qui est impliqué dans le contréle des transitions topologiques de I’ADN. C’est une enzyme
bactérienne essentielle qui catalyse super-enroulement d’un double brin fermé ADN
circulaire. Elle posséde la capacité unique de catalyser I’introduction de tours super-
hélicoidaux négatif. Depuis lors, cette enzyme fait I’objet de nombreuses ¢études concernant
sa structure, son mécanisme d’action, son interaction avec les agents antibactériens.

Elle assure le maintien du niveau particulier de surenroulement négatif, qui active le
chromosome pour tous les processus impliquant la séparation de reliure et de faciliter aussi le

mouvement de reproduction et transcription. (Richard J. 1991) et (Karl D. and Xilin Z. 1997).




Chapitre 2: L’activité antibactérienne des huiles essentielles et des

flavonoides

I1.1. Les huiles essentielles

I1.1.1. Définition des huiles essentielles

Plusieurs définitions disponibles d’une huile essentielle convergent sur le fait que les huiles
essentielles, sont appelées aussi « essences ». Les huiles essentielles sont des mélanges
naturels complexes de métabolites secondaires volatiles, isolés des plantes par hydro

distillation ou par expression mécanique. (Delarras C. 2007).

I1.1.2. L’activité antibactérienne des huiles essentielles
La premiére mise en évidence de I’action des huiles essentielles contre les bactéries a été
réalisée en 1881 par Delacroix. (Boyle W. 1955). De nombreuses huiles ont été définies
comme antibactériennes. (Burt S. 2004). Leur spectre d’action est trés étendu, car elles
agissent contre un large éventail de bactéries, y compris celles qui développent des résistances
aux antibiotiques. Cette activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle a I’autre et
d’une souche bactérienne a I’autre. ( Kalemba D. 2003). Les huiles essentielles agissent aussi
bien sur les bactéries Gram positives que sur les bactéries Gram négatives. Toutefois, les
bactéries Gram négatives paraissent moins sensibles a leur action et ceci est directement li¢ a
la structure de leur paroi cellulaire. (Burt S. 2004). Les bactéries qui sont résistantes a certains
antibiotiques, peuvent étre parfois inhibées par les huiles essentielles.
D’apres I’équipe de May. (May J. 2000), I’huile essentielle d’origan et de romarin se révelent
particuliérement efficaces contre E. coli. Ce résultat est confirmé par Tohidpour et al.
(Tohidpour A. 2010).
L’action antibactérienne des H.E. se déroule en trois phases (Caillet S. 2007) :
e Attaque de la paroi bactérienne par 1'H.E, provoquant une augmentation de la
perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.
e Acidification de l'intérieur de la cellule, bloquant la production de I'énergie cellulaire
et la synthese des composants de structure.

e Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.

11.2. Les flavonoides




11.2.1. Définition des flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires qui englobent une trés large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des poly-phénols. Ils sont considérés comme des
pigments quasi universels des végétaux, responsables de la coloration des fleurs et des fruits.
(Ghestem A. 2001). On les trouve d’une manicre trés générale dans toutes les plantes
vasculaires ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, cuticule
foliaire et dans les cellules épidermiques des feuilles. ( Marfak A. (2003). Les flavonoides
possedent tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbones, constitu¢ de deux

unités aromatiques : deux cycles en C6 (A et B), reliés par un hétérocycle appelé C.

Figure 4 : Structure de base d’un flavonoide. (Heller W G. (1993).

I1.2.2. Structure chimique et classification

Les flavonoides possédent tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbones,
constitué de deux unités aromatiques : deux cycles en C6 (A et B), reliés par un hétérocycle
appelé C. Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules.
(Harborne J. B. 1964), dont les plus importantes sont : les flavones, les flavonols, les
flavanols, les isoflavones et les anthocyanidines (Figure 5). (Lhuillier A. 2007).

Ces diverses substances, on les retrouve dans toutes les plantes vasculaires ou elles peuvent

étre localisées dans divers organes : racines, tiges, feuilles et fruits. (Bruneton J. 1999).




Figure S : Les principales classes de flavonoides. (Lhuillier A. (2007).

I1.2.3. Propriétés biologiques des flavonoides




Les flavonoides ont suscité 1'intérét scientifique depuis plusieurs décennies. D'abord a cause
de leur importance dans la physiologie des plantes et de leurs roles dans la pigmentation, mais
aussi parce qu'ils sont impliqués dans la croissance et la reproduction des plantes. Ils ont
¢galement pour fonction de protéger ces derniéres contre les pathogeénes d'origine virale ou
bactérienne. (Galvez J., Crespo J., Jimenez, J ., Suarez, A., Zarzuelo, A., 1993a) et (Galvez,
J., Zarzuelo, A., Crespo, J., Lorente, M.D., Acete, M.A., Jimenez, J., 1993b). Les flavonoides
sont capables d'exercer en plus des propriétés :
e Antioxydant (Sokol-Letowska A., Oszmianski J., Wojdylo A., 2007)
e Inhibiteurs enzymatiques (Bruneton J. 1999)
e Anti-inflammatoire (Milane H. (2004)
e Antidiabétique (Goodarzi M.T., Zal F., Malakooti M., Safari M.R., Sadeghian S.
2006) et (Ouali K., Trea F., Toumi L., Bairi A., Maurel D., Guellati M.A. 2007)
e Anti-cardiovasculaire (Formica J.V. et Regelson W. 1995)
e Anticancéreux (Jodoin J., Demeule M., Béliveau R. 2002)
e Antibactérienne (Petit P .,Granier T., Langlois d'Estaintot B .,Manigand C., Bathany
K., Schmitter J.M. Lauvergeat V., Hamdi S., Gallois B. 2007).

I1.2.4. Activité antibactérienne des flavonoides

Différents groupes de recherche ont isolé et identifi¢ des structures flavonoides et ont mesuré
et indiqué leur importance antibactérienne. En raison de la capacité répandue, les flavonoides
inhiber la germination des spores pathogénes, on les a proposés pour l'usage contre les
microbes pathogénes de I'homme (Martini A., Katerere D.R., Eloff, J.N., 2004).
Théoriquement, les flavonoides pourraient exercer des effets antibactériens puisqu'ils sont de
puissants inhibiteurs in vitro de 'ADN gyrase. Ainsi que d’autres flavonoides, comme
I’apigénine, ont été décrits comme des composés bactéricides et bactériostatiques tres
efficaces. (Martini A., Katerere D.R., Eloff, J.N., 2004), Cushnie T.P., Hamilthoh V.E.S.,
Lamb A.J. 2003) et (Galeotti F., BarileE., Curir P., Dolci M., Lanzotti V. 2008).

Le mécanisme des effets antibactériens des flavonoides est sans doute trées complexe mais
certaines hypotheses sont avancées parmi lesquelles (Hilliard J. J., Krause H. M., Bernstein J.
L., et al. 1995), (Tsuchiya et linuma., 2000) et (Haraguchi H., Tanimoto K., Tamura Y.,
Mizutani K., Kinoshita T. 1998) :

e L’Inhibition de la synthese d'acide nucléique.




e [’Inhibition des fonctions de la membrane cytoplasmique.
e Séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne.

e [’Inhibition du métabolisme énergétique microbien.




Chapitre 3 : étude in vitro

I1I.1. Le matériel végétal
Plante seches du Rosmarinus officinalis (romarin) et de I’Origanum vulgare (origan) - Extrait

de romarin — extrait d’origan.

II1.1.1. Le Rosmarinus officinalis (le romarin/JaJ/ JIS)

II1.1.1.1. Description de I’espéce Rosmarinus officinalis

Le genre Rosmarinus appartient a la famille des Lamiacées. L’espece appelée romarin est un
arbrisseau qui peut atteindre jusqu’a 1,5 métre de hauteur. Il est facilement reconnaissable en
toute saison a ses feuilles persistantes sans pétiole, coriaces beaucoup plus longues que larges,

aux bords légerement enroulés, vert sombre luisant sur le dessus, blanchatres en dessous.

(Delbano M.J. 2004).

I11.1.1.2. La systématique de I’espéce Rosmarinus officinalis
e Régne : Plantes
e Embranchement : Spermaphytes
e Sous-embranchement : Angiospermes
e Classe : Dicotylédones
e Ordre : Lamiales
e Famille : Lamiacea
e Genre : Rosmarinu

o Espéce : Rosmarinus officinalis (Anonyme 9).

Figure 6 : photo représente la plante du Romarin




I11.1.2. Origanum vulgare (origan/ << _)
I11.1.2.1. Description de ’espéce Origanum vulgare

C’est une herbacée vivace de la famille des Lamiacées. La plante atteint généralement une
taille variant entre 30 et 80 cm. Les tiges rouges, a section carrée, sont velues avec des feuilles
arrondies, vertes, 1égérement dentées. Les fleurs sont roses ou pourpres, et sont regroupées en

petits panicules (Anonyme 10).
I11.1.2.2. La systématique de ’espéce Origanum vulgare

e Regne : Plantae

e Sous-régne : Tracheobionta
e Division : Magnoliophyta

e Classe : Magnoliopsida

e Sous-classe : Asteridae

e Ordre : Labiées

e Famille : Labiateae

e Genre : Origanum

o Espéce : Origanum vulgare (Anonyme 11).

Figure 7: photo représente I’origan (Anonyme 12)

IIL.2. Le matériel bactériologique et milieu

La souche testée est un bouillon d’E. Coli obtenu au laboratoire de microbiologie de
I’Universit¢ Mentouri Constantine 1. Le milieu de culture utilisé est une Gélose M-H
(Mueller-Hinton) qui est un milieu non sélectif pour I’étude de la sensibilité ou la résistance

des germes pathogenes.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae

II1.3. Méthode

IIL.3.1. Test de sensibilité

L'inhibition de la croissance bactérienne est étudiée par la méthode des puits, technique
utilisée en bactériologie médicale. Celle-ci consiste a découper des trous circulaires de 2 mm
de diametre d’une hauteur de la gélose uniformément ensemencée avec une suspension d’E.
coli. Les extraits a étudier sont versés dans les cavités ainsi formées.

Aprés incubation, les colonies se développent a la surface de la gélose laissant des zones
vierges autour des puits appelées zones d’inhibitions. Le diametre de ces derniers est
proportionnel a ’activité bactériostatique de I’extrait sur la souche testée. Plus il est grand,
plus la souche est dite sensible. Cette activité peut s’exprimer directement en indiquant le

diamétre de la zone d’inhibition en millimétre.

I11.3.2. Les techniques d’extraction
I11.3.2.1. Extraction traditionnelle (ET)
La distillation de nos plantes a été faite & ’aide d’un alambic (Jadll).,
I11.3.2.2. Extraction méthanolique (EM)
Les extraits du romarin et de I'origan sont obtenus par macération du matériel végétal
pulvérisé dans un mélange méthanol/eau (80/ 20). Plusieurs macérations sont nécessaires pour
récupérer le maximum de composés naturels.
e Les différents extraits sont réunis et évaporés a sec a 1’aide d’un rotavapor (figure 13)

a 40°C.

Figure 8 : représente le rotavapor

Leur poids respectif est :
Origan = 0,1246¢
Romarin=0,1323¢




Pour la suite de notre travail, les extraits traditionnels sont pris tels quels, alors que les EM
seront solubilisés dans 4 ml de DMSO. Tous les échantillons seront conservés au réfrigérateur
a 4°C. Avant la réalisation des tests antibactériens, nous avons préparé des solutions a
différente dilution.

Le tableau suivant (tableaul) représente les contenus des tubes

Tableau 1 : la représentation des contenus des tubes

L’origan Le romarin

Tubes Dilutions Tubes Dilutions

1 ET brute 1 ET brute

2 50% brute + 50% eau distillée | 2 50% brute + 50% eau distillée
3 31.15 mg/ml 3 33.07 mg/ml

4 15.57 mg/ml 4 16.53 mg/ml

I11.3.3. La préparation des souches
La gélose MH est coulée dans 8 boites de pétri sur une épaisseur de 8mm. En attendant que
les souches se solidifient, nous procédons a la préparation de nos 8 solutions dans des tubes
secs : 4 pour ’origan et 4 pour le romarin (tableau 1).
- Le 1 tube pour les 2 plantes: extrait brute (extraction traditionnelle)
- Le 2°™ tube pour les 2 plantes: extrait brute dilué a > d’eau distillé
- Le 3°™ tube pour les 2 plantes: extrait méthanolique dissous dans 4ml de DMSO
(extraction méthanolique)
- Le 4°™ tube pour les 2 plantes: ' de I’extrait 3 diluée a 2 de DMSO.
Apres tous sa nous retournons a notre boites de pétri qui serve pour cultures bactériennes sur

milieux gélosés.

-Numéroter la base de chaque boite de pétri avec des numérotations convenant au nombre de

dilution (1-2) ou (3- 4).




Figure 9 : la coulée des boites de pétrie

- Nous prélevons avec une anse de platine, c’est une tige et un fil rigide quelque fois en
platine iridi¢ ou en une autre matiere telle nickel chrome (moins onéreux), se terminant par
une boucle fermée de 2 mm ou plus de diametre intérieur a ’aide de cette boucle nous avons
prélevé une colonie d’e.coli dans une boite de pétri et en déposons une goutte sur le milieu

gélosé.

Figure 10 : le prélévement d’une colonie d’E.coli




-Nous avons étalé la goutte de la suspension d’E.coli uniformément sur I’ensemble de la boite

(étape d’ensemencement).

Figure 11 : ’ensemencement de la suspension d’E.coli

-Nous avons pris une pipette pasteur cotonnée, boutonnée que nous avons stérilisé. Elle sert a
faire des puits dans la gélose, ensuite nous avons pris 1’anse de platine et nous avons enlevé

les chutes de la gélose (figure 17).

Figure 12 : L’élimination des chutes de la gélose a I’aide d’une anse de platine




Figure 13 : Le dépot des éxtraits dans les trous

Pour la fiabilité des résultats, chaque extrait est dupliqué. Les boites sont refermées pour
éviter la contamination. Elles sont laissées pendant 45 min a température ambiante sur la
paillasse, pour une pré-incubation, ensuite elles sont incubées dans une étuve a 37°C pour

une durée de 24 heures.

I11.3.3.1. Lecture et analyse

L’activité antibactérienne, quand elle existe, se manifeste par des zones d’inhibition autour
des puits, le diameétre de ces zones est proportionnel a 1’intensité de I’activité antibactérienne
La lecture s’effectue par les mesures des diameétres d'inhibition de la croissance bactérienne

autour des puits.




1I1.4. Résultats et discussions

I11.4.1. Résultats apres une incubation de 24h

Figure 14 : L’ori 1 et 2 (ET)

Figure 16 : Le rom 1 et 2 (ET) Figure 17 : Le rom 3 et 4 (EM)

» Dans le tableau ci-dessous (tableau 2) représente le diamétre d’inhibition de la

croissance d’E.coli.




Tableau 2 : Diamétre d'inhibition de la croissance d’E. coli.

Extraits Romarin | Origan
Extraitl (ET) |0 mm 0 mm
Extrait 2 (ET) | O mm 0 mm

Extrait 3 (EM) | 11,43 mm | 9,64 mm
Extrait 4 (EM) | 10,40 mm | 7,36 mm

I11.4.2. La discussion

Nous avons étudi€¢ le pouvoir antibactérien des extraits qui ont été obtenus a partir du
Rosmarinus officinalis et d’Origanum vulgare par la méthode des puits sur un milieu gélosé
solide (Muller Hinton).

L’activité antibactérienne de nos extraits est estimée en termes de diametre de la zone
d'inhibition autour des puits qui contient ces extraits a tester vis-a-vis a Escherichia coli

Les résultats des diamétres des zones d’inhibition révelent qu’Escherichia coli apparait

sensible vis-a-vis des extraits testés

Les résultats du test de I’activité antibactérienne sont présentés dans le tableau 2. Il apparait
que chacune des deux plantes a une activité assez bien définie sur la croissance d’E. coli. Les
diametres d'inhibition varient de 7,36 mm a 11,43 mm, pour les extraits méthanoliques (3 et
4) des 2 plantes. Par contre, les extraits traditionnels (1 et 2) n’ont aucun effet sur E. coli, ceci
peut s’expliquer par le fait que L’EM contient plus de molécules. En effet, I’extraction au
méthanol entraine plus de composés appartenant a de nombreuses familles chimiques. La
différence de sensibilité entre les extraits 3 et 4 est due a la concentration. En effet, I’extrait 3

est plus concentré que le 4. Pour conclure

En comparant notre travail avec les travaux de (Baratta. M.T et al.,) qui ont testé l'effet
d'huiles essentielles de romarin, de Laurier, de coriandre et d'origan contre 25 bactéries. Ils
ont observé que l'huile essentielle d'origan manifestait 'activité la plus large et la plus élevée
contre presque toutes les bactéries testées. En fait, elle inhibait 19 des 25 souches bactériennes
¢tudiées et montrait une bonne activité contre quatre d'entre elles et était inefficace a stopper
la croissance de deux d'entre elles. Ils ont aussi constaté que les huiles essentielles de
coriandre et d'origan avaient l'activité la plus élevée contre le champignon Aspergillus niger.

Les zones d'inhibition étaient généralement beaucoup plus grandes pour l'huile essentielle




d'origan que pour les autres huiles. Ainsi, la zone d'inhibition de l'huile d'origan contre la
bactérie salmonelle atteignait 46,8 mm contre 7,6 a 12,6 pour les quatre autres huiles
essentielles ; 29,8 contre Yersinia versus 6,7 a 12,3 pour les autres ; 31,1 mm contre
Citrobacter versus 9,7 a 13 mm pour les autres. Seules, les huiles essentielles d'origan et de

romarin détruisaient Pseudomonas aeruginosa (Baratta M. T. et al.,1998).

IIL.5. Conclusion

De nos jours, I'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a eu un grand intérét dans
la recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie. Ce regain
d’intérét vient d’une part, du fait que les plantes médicinales représentent une source
inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs et d’autre part, du besoin de la
recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce sans effets secondaires.

La plupart de ces composés ont été mis en évidence dans les extraits, ce qui permet

d'expliquer son importante activité aussi bien sur E. coli.
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Résume

Depuis des millénaires, 1’utilisation des plantes médicinales a été une source importante
d’agents thérapeutiques pour guérir les pathologies humaines.

Notre travail a porté sur des extraits des deux plantes médicinale, le romarin (Rosmarinus
officinalis) et I’origan (Origanum vulgare), utilisée en thérapie et cuisine.

Nous avons complété notre étude par une évaluation du pouvoir antibactérien de I’extrait
méthanolique de notre plante contre la bactérie de I’E.coli.

L'inhibition de la croissance bactérienne est €tudiée par la méthode des puits.

L’activité antibactérienne, quand elle existe, se manifeste par des zones d’inhibition autour

des ces puits. Les résultats montrent une inhibition importante de 1’activité de la bactérie.

Mots clés : Escherichia coli- huiles essentiels- romarin (Rosmarinus officinalis)- origan

(Origanum vulgare)- Activité antibactérienne




Summary

For millennia, the use of medicinal plants has been an important source of therapeutic agents
for curing human pathologies.

Our work focused on extracts of the two medicinal plants, Rosemary (Rosmarinus officinalis)
and Oregano (Origanum vulgare), used in therapy and cooking.

We completed our study with an evaluation of the antibacterial power of the methanol extract
of our plant against E. coli bacteria.

Inhibition of bacterial growth is studied by the well method. The antibacterial activity, when it
exists, is manifested by zones of inhibition around these wells. The results show a significant

inhibition of the activity of the bacterium

Key words: Escherichia coli-essential oils-rosemary (Rosmarinus officinalis) - oregano

(Origanum vulgare) -Antibacterial Activity
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