| Ayl k) jiasal) Ay i 3l Ay ) sgean I
I République Algérienne Démocratique et Populaire i

I Al Gl g Mad) alail) 3515 g |

Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

| s 190 dgs¥| Aol H
&, Fréres Mentouri Constantine | University H
4 Université Fréres Mentouri Constantine | H

L:% Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie Bliall g dagadal) o gle 4418 :‘
l Département de biologie appliquée Aatl) L ol gl anid ]

I Mémoire présenté en vue de I’obtention du diplome de Master Professionnel I

H Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie H
| Filiere : Sciences Biologiques Jl
l Spécialité : Microbiologie et hygiéne hospitaliere (MHH) ]
L N° d’ordre : ]
N° de série :

Uao Intitulé : ”

I Application et évaluation de quelques stratégies de lutte contre la ]
résistance bactérienne ; activités antibactérienne et antibiofilm de -
I’extrait et de I’huile essentielle de Laurus nobilis ]

Présente par : MAHIMOUD Manel Le 21/06/2023 A
KEMMOUCHE Nour Djihane )

Jury d’évaluation : 1

Président:  Dr. ZITOUNI Hind MCB - Université Freres Mentouri, Constantine 1. i
Encadreur :  Dr. CHERFIA Radia MCB - Université Freres Mentouri, Constantine 1. 1

|
Examinateur : Dr. YOUCEF ALI Mounia MCB - Université Fréres Mentouri, Constantine 1.

Année universitaire J
2022 — 2023 o



| Ayl k) jiasal) Ay i 3l Ay ) sgean I
I République Algérienne Démocratique et Populaire i

I Al Gl g Mad) alail) 3515 g |

Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

| s 190 dgs¥| Aol H
&, Fréres Mentouri Constantine | University H
4 Université Fréres Mentouri Constantine | H

L:% Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie Bliall g dagadal) o gle 4418 :‘
l Département de biologie appliquée Aatl) L ol gl anid ]

I Mémoire présenté en vue de I’obtention du diplome de Master Professionnel I

H Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie H
| Filiere : Sciences Biologiques Jl
l Spécialité : Microbiologie et hygiéne hospitaliere (MHH) ]
L N° d’ordre : ]
N° de série :

Uao Intitulé : ”

I Application et évaluation de quelques stratégies de lutte contre la ]
résistance bactérienne ; activités antibactérienne et antibiofilm de -
I’extrait et de I’huile essentielle de Laurus nobilis ]

Présente par : MAHIMOUD Manel Le 21/06/2023 A
KEMMOUCHE Nour Djihane )

Jury d’évaluation : 1

Président:  Dr. ZITOUNI Hind MCB - Université Freres Mentouri, Constantine 1. i
Encadreur :  Dr. CHERFIA Radia MCB - Université Freres Mentouri, Constantine 1. 1

|
Examinateur : Dr. YOUCEF ALI Mounia MCB - Université Fréres Mentouri, Constantine 1.

Année universitaire J
2022 — 2023 o



Remerciements

La réalisation de ce mémoire a été possible grace au concours de plusieurs personnes a qui
nous voudrions témoigner toute nos gratitudes.

Nous voudrions tout d’abord adresser toutes nos reconnaissances a la directrice de ce
mémoire, Dr. CHERFIA Radia, pour sa patience, sa disponibilité et surtout ses judicieux
conseils, qui ont contribué a alimenter nos réflexions.

On tient & remercier les membres du jury :
Dr. ZITOUNI Hind pour I'honneur qu'elle nous a fait en acceptant de présider le jury.

Dr. YOUCEF ALI Mounia gui a accepté d’évaluer ce travail et qui nous honorent de leur
présence.

Nous tenons a témoigner toute nos gratitudes a /’ingénieur de laboratoire de biologie
végeétale SARA pour sa confiance et son soutien inestimable

A tous les enseignants du département de biologie appliquée.

A tous les étudiants de Graduation « Master 2 LMD » Spécialité microbiologie et hygiéne
hospitaliére 2022/ 2023.

Nos parents, pour leur soutien constant et leurs encouragements.



Dédicace

Je dédie cet humble et modeste travail avec grand amour et sincérité et fierté a ma famille qui
ma doté d’une éducation digne son amour a fait & moi ce que je suis aujourd’hui

Particulierement a mes chers parents,

Mon bonheur dans cette vie, Source de tendresse de noblesse et d’affectation qui n’ont jamais
cessé de formuler des prieres a mon €gard de me soutenir et de m’épauler pour que je puisse
atteindre mes objectifs

A mes frére, Walid et islam

Pour étre la a mes cotés dans les bons moments comme dans les mauvais. Pour ses soutiens
moraux et leurs conseils précieux tout au long de mes études

A ma jolie sceur Omayma

Qui sait toujours comment procurer la joie et le bonheur pour toute la famille
A mon cher bindme Manel

Pour sa sympathie et sa patience et sa compréhension tout au long de ce projet

Et a tout ma famille et mes amis adorés

Djihene



Dédicace

C'est un grand honneur pour moi de dédier ce petit ouvrage aux plus Cher
monde, ce sont eux qui m'ont permis de poursuivre mes études dans les

meilleures conditions qui m'a appris a ne jamais abandonner.
Mes chers parents ;
A mon cher pere Hassen ;

C'est avec une profonde tristesse que je dédie ce mémoire a votre mémoire.
\otre départ a laissé un vide immense dans nos vies. Malgré votre absence
physique, votre esprit m'accompagne dans chaque étape de ma vie. Je sais que
vous étes fiere de moi ou que vous soyez. Je continuerai a poursuivre mes réves
avec la méme détermination et le méme amour que vous m'avez enseigné. Pour

toujours dans mon cceur.
A ma chere mére Fatiha ;

\Vous étes un modele de générosité et vous ne cessez jamais de m'encourager et
prier pour moi. Que Dieu Tout Puissant vous bénisse et vous accorde Santg,
longévité et bonheur. Il n'y a rien au monde qui vaille mon travail acharné jour et
nuit pour mes études et mon bonheur. Ce travail est le résultat de vos sacrifices

Pour mon éducation et ma formation.

A mes sceurs : Amel ; Amina ; a mes freres : Ramzi, Khaled, Cette dédicace
est un témoignage de mon amour inconditionnel envers vous, dans les moments
difficiles, vous m'avez encouragee a persevérer, a croire en moi et a surmonter
les obstacles. Vous avez été mes plus grands défenseurs, m'encourageant a
poursuivre mes réves et a viser I'excellence. Vos succes sont les miens, et vos
joies sont les miennes. Je vous aime de tout mon cceur et je suis honorée de faire

partie de cette belle famille que nous formons



A mon fiancé : Haider, depuis que tu es entré dans ma vie, tout a changé. Tu
m'as apporté une joie incommensurable, une profonde compréhension et un
amour qui dépasse toutes les frontiéres. Tu es mon roc, ma source d'inspiration

et mon plus grand soutien.

A tous mes Amies : Djihene, Kounouz, Malak, Aya, Aya Rihene, Wissem,
Abir, ce message est une dédicace spéciale a vous, mes complices de vie. Nous
avons partagé tant de moments inoubliables, des rires aux éclats aux larmes de

joie. Vous avez éeté présentes a chaque étape de ma vie, m'encourageant, me
soutenant et m'aimant sans condition. Votre amitié est un trésor inestimable que

je cherirai toujours.

MANEL



Table des matieres
Remerciements
Table des matieres
Liste des figures
Liste des tableaux

Liste des abréviations
INErOAUCHION oo

1- Revue bibliographique..................co
1.1- RESIStANCe DACLETIENNE .. . ..v ettt e
1.2- Types de réesistance bactérienne ...........ccooiiiiii i
1.2 0- NAtUrEllE ..o e
1.2.25 ACUISE .. .veneeneeeee et e e e e e
1.2.3- RESIStANCE CTOISER. ... utt ettt et ettt et et et et e et e et et e et et e teaneeeeaenes
A O T (1] ] 721 Lo
1.3- Origine de ’antibioréSiStance. ........c.vviuiieit et eee e e eeaes
1.4- Bactéries résistantes et multirésistantes (BMR)................coiiiiiiiiiiiin,
1.4.1- Entérobactéries BLSE...... ..ot
1.4.2- Entérocoque resistant aux glycopeptides (ERG)............c.ooivviiiiiiiiininnn...
1.4.3- Acinetobacter baumannii multirésistant................ccovviiiiiiiiiiiiiiniennen.
1.4.4- ESCherichia Coli. ... ..o
1.4.5- Pseudomonas ABIUGINOSA .........uineiriirie it et
14.6-BaCillUS ...
1.4.7- StaphylOCOCCUS QUIBUS ... ..ueee ettt et et et e e e e
1.4.7.1- Historique de staphylOCOCCUS QUIEUS ...........cviiirinieiriieieeieeeeeeenen,
Ol I (0] 0033
LLA.7.3- Habitat. .. ..ottt e e
1.4.7.4- Caracteres bacteriologiques. .. .. ...oueuiuieiiii e
1.4.7.5- FaCteurs de VIrUIenCe .........ouiuieininiiii i

1.4.7.6- Mécanismes de résistance de Staphylococcus aureus aux antibiotiques...



1.4.7.7- Staphylococcus aureus résistante a méticilline (SARM)........................ 13

1.4.7.8- AULIE MESISLANCE ... ...ttt e e 14
1.5- Biofilm Dacterien .. ..o 15
1.5.1- Cycle de vie d’un biofilm..........oooiiiiiiii 16
1.5.2- QUOTUM SENSING (QS) . .utiit it 17
1.5.3- Composition de 1a MatriCe ..........oeiiiiiniiii i 18
1.5.4- ROlES de DIofilm. .....ouei e 18
1.5.5- Résistance des bactéries au sein des biofilms...............cooiiiiiiiiiiiiin, 19
1.5.6- Conséquences médicales du développement des biofilms........................... 19
1.5.6.1- Tolérance auxX antibiotiques ..........coouiirieiniiii i, 19
1.5.7- Exemple de pathologie associé aux biofilms.....................c, 20
1.5.8- Lutte contre 1es biofilms. .........ooiiiiiii i 22
1.6- Laurus nobilis (L. nODIlIS) ... 23
1.6.0- DESCIIPLION . ..vt ittt e 23
1.6.2- Etymologie et SYStEMAtIQUE . ..........eweneeeeee e 24
1.6.3- Composition ChIMIQUE ... ..ot e 24
1.6.4- Huile essentielle de Laurier noble ..............coooiuiiiiiiiiiiiie, 24
1.6.4.1- Propriétés principales et usage thérapeutique.............ooovvviiiiiniininnennn.. 25
1.6.4.2- Activités d’huile essentiel de Laurie noble................coooiiiiiiiiiiiiiinnn, 26
2- Matériel et MEthOdeS. ...........oooiiiiiiei e 27
2.1- Matlriel VEQELale .........ovieii e 27
2.2- Analyses phytoChImiqueEs .........ouiiirii e 27
2.2.1- Criblage phytoChImique. ..........ouiniitii e 27
2.3-Préparation de I’extrait méthanolique ... 29

2.4-Préparation de I'huile essentielle.............ooiiiiiiiiiiiiii e 30



2.5 -Détermination de reNEmMENt .........eeennee e e e 30

2.6- Dosage colorimétrique des composés phénoliques..........o.ovevvvviriiniinininannn.n. 31
2.6.1- Dosage des polyphénols totaux utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu............ 31
2.6.2- Dosage des flavonoides totauxX..........o.ouiiriiiiiiiiiii i e 31
2.7- ACLIVItES DIOIOGIGUES. . ... v 32
2.7.1- ACLIVItE antiOXYdANtE. ... ....ovie it e 32
2.7.1.1- Activité antiradicalaire du DPPH(2,2-Diphényl-1-PicrylHydrazil)............... 32
2.7.1.2- Pouvoir réducteur du fer (FRAP) .....oooiiiii e, 33
2.7. 2-Activité antiDaCterienne ..............ouieiuiuinitii i 34
2.7. 3-Activité antibiofillm ... 35
3- Résultat et diSCUSSION.........cooiiiiiii i 37
3.1- Rendement d’eXtraCtion .........o.eienuiiinieete ettt e e e eee e eeie e 37
3.2-Analyse phytoChimique. .........ooiiii e 38
3.2.1- Criblage phytochimique..............coiiiiiii e 38
3.3- Dosage colorimétrique des composés phénoliques.............oooeevviiiiiniin... 40
3.3.1- Dosage des polyphénols totauX. ... .....ovivriiriitie i 40
3.3.2-Dosage des flavonoTdes totauX ..........oviuiiiniit i 41
3.4- ACIVItES DIOIOQIQUES ... .ot 42
3.4.1-ACtiVItE antiOXYdante ...........ooiuiitiit i e 42
3.4.1.1-Activité antiradicalaire du DPPH(2,2-Diphényl-1-PicrylHydrazil)............... 42
3.4.1.2-Pouvoir réducteur du fer (FRAP) ..ot 44
3.4.2-Activité antibacterieNNe. . ... ..ottt e 45
3.4.3-Activité antibiofilm........ ..o 48
4-Conclusion et PersPeCtiVES. .........couviieiii e 51

5- Références bibliographiques..................ccoooii 53



Annexes
Abstract
uaila

Résumé



Liste des figures

N° Titre Page
Figure 01 | Facteurs de virulence de Staphylococcus aureus par les protéines de la surface 10
Figure 02 | Mécanisme de résistance aux antibiotiques 13
Figure 03 | Biofilm bactérien 15
Figure 04 | Etapes de formation d’un biofilm 17
Figure 05 | Endocardite infectieuse. 20
Figure 06 | Infections urinaires récidivantes. 21
Figure 07 | Plais chronique. 22
Figure 08 | Plante de Laurus nobilis 23
Figure 09 | Huile de Laurus nobilis 25
Figure 10 | Broyat des feuilles de L. nobilis. 27
Figure 11 | Extrait méthanolique de la plante de L. nobilis. 29
Figure 12 | Hydrodistillation de L. nobilis par clevenger. 30
Figure 13 | Réaction de réduction de DPPH en présence d'un antioxydant. 32
Figure 14 | Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique. 40
Figure 15 | Courbe d’étalonnage de la quercétine. 41
Figure 16 | Courbes des pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction de | 43
laconcentration d’extrait méthanolique.
Figure 17 | Courbes des pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction de la 43
concentration d’huile.
Figure 18 | Courbe d’absorbance en fonction de la concentration de I’extrait (FRAP). 44
Figure 19 | Courbe d’absorbance en fonction de la concentration d’huile (FRAP). 44
Figure 20 | Activité antibiofilm de 1’extrait méthanolique de L. nobilis. 49
Figure 21 | Activité antibiofilm d’HE de L. nobilis. 49




Liste des tableaux

N° Titre Page
Tableau 01 | Classification botanique du Laurus nobilis. 24
Tableau 02 | Composition chimique de laurus nobilis. 24
Tableau 03 | Rendement et caractéristiques des extraits de Laurus nobilis (L. |37
nobilis).
Tableau 04 | Criblage phytochimique des feuilles de L. nobilis. 38
Tableau 05 | Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides totaux dans I’extrait | 42
méthanolique des feuilles de L. nobilis.
Tableau 06 | Zones d’inhibition de la plante de L. nobilis ; extrait méthanolique et | 46
I’huile essentielle et I’antibiotique chloramphénicol et du DMSO sur
les souches bactériennes étudie.
Tableau 07 | Diametres (mm) des zones d’inhibition de la croissance de quatre | 47

souches bactériennes. Culture réalisée en présence de 1’extrait
méthanolique et 1’huile essenticlle de L. nobilis, del’antibiotique
chloramphénicol et du DMSO.




Liste des abréviations

% : Pourcent.

[C] : Concentration.

°C : Degré Celsius.

Mg :Microgramme

ul : Microlitre.

Ao . La moitie d’absorbance.

ABRI : Acinetobacter baumannii résistant a I'imipenéme
Abs : Absorbance.

ADH : arginine dihydrolase.

ADNe : I'ADN extracellulaire.

AHL : Acyl homoserine lactones.

Al : Auto-inducteurs.

ARNTY : ARN ribosomique.

B. cereus : Bacillus cereus.

BHA : Beta Hydroxy Acid.

BHT : Butyl hydroxy toluéne.

BLSE : Bactéries productrices de béta-lactamases a spectre élargi
BMR : Bactéries multirésistantes

C2HCI30; : Acide trichloracétique.

CEso : Concentration efficace a absorbance 0,5
DMSO : Diméthylsulfoxyde.

DO : Densités optiques.

DPPH : 2,2-Diphényl-1-PicrylHydrazil.



E. coli : Escherichia coli.

EBLSE : Entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre élargi
ED : Eau distillé.

EGA : Equivalent acide gallique.

EPS : Matrice extracellulaire protectrice appelée.
EQ : Equivalent quercétine.

ERG : Entérocoque résistant aux glycopeptides
Fe," : Fer ferreux.

Fes* : Fer ferrique.

FeCls: Chlorure ferrique.

FRAP: Ferric Reducing Antioxidant.

g : Gramme.

h : Heure.

H.SO, : Acide sulfurique.

HE : Huile essentielle.

Hla : L’hémolysine alpha.

ICso : Concentration inhibitrice a 50 %.

KsFe (CNe) : Ferricyanure de potassium.

Kg : Kilogramme.

L. nobilis : Laurus nobilis.

M : Molarité.

MEC : Matrice extracellulaire.

mg : milligramme.

MIC : Minimum inhibitory concentration.



min : minute.

ml : millilitre.

MS : Matiére séche.

MSCRAMM : Microbial Surface component Recognizing Adhesive Matrix Molecule.
NaOH : Hydroxyde de sodium.

nm : Nanometre.

P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa.

PH : Potentiel hydrogéne.

PIA : Adhésines intercellulaires de polysaccharides extracellulaires.
PLP : Protéines liant la pénicilline.

PMQR : gene de résistance aux quinolones a médiation plasmidique.
PVL : Leucocidine de Panton et Valentine.

QS: Quorum sensing.

R% : Rendement.

S. aureus : Staphylococcus aureus.

SARM : Staphylococcus aureus résistante a méticilline.

SCN : Staphylocoques a coagulase négatives.

SCP : Staphylocoques a coagulase positive.

SNV : Science de la nature et de la vie.

TSS : Toxic shock syndrome, syndrome de choc toxique.

TSST-1: Toxic shock syndrome toxin.

UV : Ultraviolet.



Introduction



Introduction

Introduction

La résistance accrue des bactéries aux antibiotiques est un grave probléme mondial qui a
poussé la recherche vers la découverte de nouvelles biomolécules a activité antibactérienne
(Bouyahya et al., 2019). L’utilisation généralisée de ces antibiotiques, ainsi que la
prescription a grande échelle, souvent inappropriée de ces médicaments qui ont entrainé la
forte adaptabilité des souches bactériennes et la sélection des souches multi-résistantes.
L'utilisation des plantes et de leurs dérivés, comme les huiles essentielles (HES), est
courante en médecine conventionnelle ainsi que les HEs jouent un réle important dans la
protection des plantes. Elles contiennent une grande variété de métabolites secondaires
capables d’inhiber ou de ralentir la croissance des bactéries (Hamilton-Miller et al., 2004;
Boudjouref, 2011).

En effet, la résistance aux agents antimicrobiens est la caractéristique la plus importante
des infections par biofilm. En consequence, les infections causées par les biofilms
bactériens sont persistantes et trés difficiles a eradiquer. Bien que plusieurs mécanismes
aient été postulés pour expliquer la sensibilité réduite aux antimicrobiens dans les biofilms
bactériens, il devient évident que la résistance du biofilm est multifactorielle (Drenkard,
2003; Tremblay et al., 2014).

Actuellement, les infections a Staphylococcus aureus sont courantes dans les milieux
communautaires et hospitaliers. Cette bactérie produit divers facteurs de
virulence notamment des exotoxines, des enzymes, et des protéines de surface; elle a la
capacitée de formation de biofilms et de lacquisition de la résistance a plusieurs
médicaments qui causent diverses infections potentiellement mortelles chez les

mammiferes hotes (Dinges et al., 2000).

En outre, le développement de souches multirésistantes, telles que S. aureus résistant a la
méthicilline (SARM) etS. aureusrésistant a la vancomycine, constitue une menace
sérieuse pour la santé humaine. De plus, les biofilms de S. aureus jouent un role central
dans la tolérance aux antibiotiques (Stewart et al., 2001) et la détermination de la gravité
de la maladie et de 1’évolution postopératoire (Singhal et al., 2011). S. aureus forme
facilement des biofilms sur de nombreuses surfaces biotiques et abiotiques, y compris les
cellules hotes et les implants médicaux. Divers facteurs tels que les indices
environnementaux, la détection du quorum, le c-di-GMP, la protéase, la DNase et les

hémolysines contribuent & la formation de biofilm par S. aureus, et donc 1’identification


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tremblay%20YD%5BAuthor%5D
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d’agents antibiofilms et antivirulences capables d’inhiber la production de biofilms (Jin-
Hyung et al., 2022).

Plusieurs études ont confirmé le pouvoir anti-staphylococcique d’HE de Laurus nobilis L.
(L. nobilis) et sa capacité d’inhiber les souches buccales de S. aureus avec une activité

antibiofilm trés importante (Annelise et al., 2017; Lobstein et al., 2017).

Ce travail a donc pour but principal d’appliquer et d’évaluer I’activité inhibitrice de
I’extrait méthanolique et de ’HE de L. nobilis sur des biofilms formés par S. aureus,

comme nouvelles stratégies de lutte contre la résistance bactérienne.
Pour cela ce travail est basé sur :

e Le criblage phytochimique de la plante étudiee; L. nobilis, pour savoir sa
composition chimique en métabolites bioactifs ;

e [L’extraction des polyphénols et d’HE du L. nobilis ;

e La quantification des composés phénoliques ;

e La mise en évidence des differentes activités biologiques en I’occurrence ; anti-
oxydante et antibactérienne des extraits obtenus ; extrait méthanolique et HE ;

e [’évaluation de I’activité inhibitrice du développement du biofilm par les extraits

obtenus ; en particulier I’HE du laurier sur S. aureus.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lee%20JH%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lee%20JH%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lobstein%20A%5BAuthor%5D
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1- Revue bibliographique

1.1- Résistance bactérienne

L'augmentation de la résistance bactérienne aux antibiotiques est causée par lI'administration
répétée dantibiotiques a I'homme ou a I’animal (Sanders, 2005). En effet, la présence
d'antibiotiques dans l'organisme favorise la sélection de bactéries résistantes, soit
naturellement, soit par mutation ou échange de matériel génétique (plasmide) avec d'autres
bactéries. Les bactéries sensibles sont éliminées par les antibiotiques absorbés, laissant la
place aux bactéries résistantes. Ceux-ci peuvent se transmettre et se propager entre les
individus, en particulier dans les établissements de santé. Elles rendent le traitement
antibiotique ultérieur moins efficace pour les patients et les communautés (Frieri et al.,
2017).

1.2- Types de résistance bactérienne
On peut classer la résistance bactérienne en quatre différents types ; naturelle, acquise, croisée

et co- résistance.

1.2.1- Naturelle

Certaines especes bactériennes peuvent étre « naturellement » résistantes a un antibiotique ou
a une famille d’antibiotiques, c’est-a-dire de maniére innée (Flandrois, 2022) ; elle peut étre
due a I’inaccessibilit¢ de la cible pour I’antibiotique (faible affinité), ou a I’absence de la
cible. Cette résistance est permanente et transmissible a la descendance lors de la division

cellulaire (transmission verticale) (Habera et Bahmed, 2017).

1.2.2- Acquise

La résistance acquise concerne I’apparition d’une résistance a un ou aux plusieurs
antibiotiques chez une bactérie auparavant sensible. Ces résistances peuvent survenir via une
mutation génétique affectant le chromosome de la bactérie, ou bien étre liées a 1’acquisition
de matériel génétique étranger (plasmide, transposon) porteur d’un ou plusieurs génes de

résistance en provenance d’une autre bactérie (Hajjej et Kamoun, 2016).

1.2.3- Résistance croisée

La résistance croisée, est lorsqu’une résistance a un antibiotique engendre une résistance a un
autre composé par un seul et méme mécanisme biochimique. Le phénoméne de résistance
croisée peut survenir parmi tous les membres d’une classe d’antibiotique (ex : les sulfamides

et les aminoglycosides. Elle est aussi observée, lorsque plusieurs antibiotiques utilisent la
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méme cible, comme par exemple, les macrolides, les lincosamides et les streptogramines B

qui agissent tous sur le ribosome (Courvalin, 2007).

1.2.4- Co- résistance
La Co-resistance implique le transfert de plusieurs génes dans la méme bactérie et/ou
I’acquisition de mutations dans différents loci génétiques affectant différents antimicrobiens

(Canton et Ruiz-garbajosa, 2011).

1.3- Origine de ’antibiorésistance

La résistance aux antibiotiques provient soit de mutations chromosomiques (modifications
génétiques préexistantes), soit de l'intégration de petits brins d'ADN circulaires qui se
transmettent d’une bactérie a d’autres (plasmides). La résistance chromosomique n'implique
gu'un seul antibiotique ou une seule famille d'antibiotiques a la fois. La résistance plasmidique
est la plus répandue (représentant 80 % des résistances acquises) et peut impliquer plusieurs
antibiotiques et méme des familles d'antibiotiques. On parle alors de multirésistance. Le
transfert des mécanismes de résistance peut se faire d'une souche a une autre ou d'une espece
a une autre. L'accumulation de mecanismes de resistance dans une méme souche peut
conduire a une impasse thérapeutique. Les mécanismes de resistance sont nombreux ;
production d'enzymes qui detruisent les antibiotiques, étanchéité des parois bactériennes et

modification des cibles des antibiotiques (Lepelletier et al., 2014).

1.4- Bactéries résistantes et multirésistantes (BMR)

Les bactéries deviennent multirésistantes aux antibiotiques lorsqu'elles acquiérent une
résistance a plusieurs familles d'antibiotiques, ce qui les rend insensibles a la plupart des
antibiotiques utilisés en thérapeutique. Cet éetat de multirésistance peut conduire a une
impasse thérapeutique, touchant a la fois les bactéries responsables d'infections
communautaires (comme les pneumocoques et les bacilles tuberculeux) et celles responsables
d'infections nosocomiales. Pour prévenir et contrdler la résistance aux antibiotiques, la lutte
contre les BMR dans les établissements de santé est une priorité absolue. C'est une
préoccupation nationale qui concerne I'ensemble de la communauté médicale, non seulement

celle des établissements de santé mais aussi celle de la ville (Lepelletier et al., 2014).
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1.4.1- Entérobactéries BLSE

Les entérobactéries sont une famille de bacilles & Gram négatif qui sont soit des colonisateurs
de l'intestin avec une pathogeénicité facultative, soit des pathogénes obligatoires du systéme
digestif (De Valliere, 2017). Une entérobactérie BLSE (EBLSE) ne reste sensible au sein de
la famille des B-lactamines qu'aux carbapénemes (et parfois céphamycines). La résistance est
plasmidique, codée par des enzymes dont il existe des centaines de variants. Les EBLSE
présentent souvent des résistances associées (fluorogquinolones, aminosides, etc.) (Barraud et
Pestourie, 2011).

1.4.2- Entérocoque résistant aux glycopeptides (ERG)

La résistance des entérocoques aux glycopeptides est plasmidique (modification de la cible
de I’antibiotique), exposant ainsi au risque de transfert de cette résistance a d’autres bactéries.
Les ERG sont sélectionnés dans la flore digestive par I’administration per os de glycopeptides
> vancomycine ou targocide en médecine humaine et certainement aussi par la consommation

de viande d’élevage gavée d’avoparvine (Kara, 2016).

1.4.3- Acinetobacter baumannii multirésistant

Acinetobacter baumannii, un coccobacille a Gram négatif, est une bactérie aérobie qui
provogue une gamme d'infections telles que la pneumonie, la bactériémie, les infections des
voies urinaires et la méningite, en particulier en milieu hospitalier. On le trouve
principalement dans la flore cutanée de 'homme, avec environ 25 % des individus porteurs de
la bactérie. Flore présente dans le pharynx et le systeme digestif, y compris celui des porteurs
sains. Pour résister aux antibiotiques, A. baumannii déploie différents mécanismes, dont la
production de pénicillinases, de céphalosporinases et de carbapénémases. Certaines souches
d'’A. baumannii, connues sous le nom d'ABRI, ont développé une résistance a I’imipeneme.
(Kara, 2016).

1.4.4- Escherichia coli

La multirésistance chez E. coli est devenue une préoccupation et est de plus en plus observee
chez I'homme ainsi qu'en médecine vétérinaire dans le monde entier. Escherichia coli est
intrinséquement sensible a presque tous les agents antimicrobiens cliniquement pertinents,
mais cette espece bactérienne a une grande capacité d'accumulation de génes de résistance,
principalement par transfert horizontal de génes. Le mécanisme le plus problématique chez E.
coli correspond a l'acquisition de génes codant pour les B-lactamases a spectre étendu (qui
conférent une résistance aux céphalosporines a large spectre), les carbapénémases (qui

conferent la résistance aux carbapénémes), les genes 16S ARNr alpha pour la méthylase
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(conférent la résistance aux panaminosides) , géne de résistance aux quinolones & médiation
plasmidique (PMQR) (confére la résistance aux (fluoroquinolones) et géne MCR (confere la

résistance a la polymyxine) (Poirel et al., 2018).

1.4.5- Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est un pathogéne nosocomial majeur dans le monde entier. Elle est
intrinséquement résistante a de nombreux médicaments et est capable de devenir résistante a
pratiquement n’importe quel agent antimicrobien. Les mécanismes de résistance de P.
aeruginosa comprennent la production de pB-lactamases, de pompes a efflux et de
modifications du site cible ou de la membrane externe. La résistance a plusieurs médicaments
est genéralement le résultat de la combinaison de différents mécanismes dans un seul isolat ou

de I’action d’un seul mécanisme de résistance puissant (Zavascki et al., 2014).

1.4.6- Bacillus
Bacillus cereus provoque une infection par une toxine caractérisee par des symptdomes
diarrhéiques et une intoxication entrainant des symptdmes de vomissements. Il s'agit d'un

bacille Gram positif, sporulant et aérobie-anaérobie facultatif (Cadel et al., 2012).

B. cereus est connue pour étre généralement résistante aux antibiotiques PB-lactamines en
raison de la production d’enzymes [-lactamase (Park et al., 2009). Cette souche était
généralement résistante a la pénicilline G, a I’ampicilline, au céfotaxime et a la combinaison
d’amoxicilline avec I’acide clavulanique comme inhibiteur de la B-lactamase. Cette bactérie
est souvent sensible a d'autres antibiotiques, notamment la tétracycline, I'érythromycine, le
chloramphénicol, la gentamicine, la ciprofloxacine et I'imipeneme. Cependant, quelques
souches ont montré une sensibilité réduite a la gentamicine, a la tétracycline et a
I'érythromycine (Fiedler et al., 2019).

1.4.7- Staphylococcus aureus

S. aureus est un membre de notre écosystéme cutanéo-muqueux, fait partie d’un groupe
d’agents pathogeénes a Gram positif opportunistes et envahissants (Alioua, 2015), son pouvoir
pathogéne, son caractére omniprésent et I’absence d’exigences nutritionnelles font de cette
bactérie un exemple d’adaptation et de dispersion surtout lors des ruptures de la barriére

cutanée, ou I’immaturité du systéme immunitaire (Rebiahi, 2012).
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1.4.7.1- Historique de Staphylococcus aureus
De nombreux travaux effectués en 1870 ont mis en évidence I’existence de Cocci dans des
pus et des abcés. Considérés comme une entité unique, ils furent nommés Coccobacteria
septicum par Bill Roth en 1874 (Pascale, 2013).

En 1878, Koch accentue le role pathogéne de bactéries se montrant sous forme de Cocci
Gram positif. Ces Cocci seront ensuite isolées puis identifiés d’un pus par Louis Pasteur en
1880. IIs sont nommés en 1883 par Ogston sous le nom de staphylocoques (Berche et al.,
1989).

La classification des staphylocoques a connu beaucoup de confusions ; lors de la premiere
annonce en 1923 du « Bergey’s Manual of Déterminative Bacteriology », les staphylocoques
étaient classes dans la famille des Streptococcaceae ensuite lors de la deuxieme annonce en

1926 dans la famille des Micrococcaceae (Avril et Fauchere, 2002).

Ces désignations ont duré jusqu’en 1939, quand Cowan en 1939 a différencié S. epidermidis
en tant qu’espece différente basée sur le test de la coagulase, ce qui a été précisé par des tests

sérologiques en 1964 (Somerville, 2016).

En 1974, Baird-Parker Divise définitivement le genre Staphylococcus du genre Micrococcus
grace a la diversité du contenu en guanine et en cytosine de leur ADN, 66- 75% pour

Micrococcus et 30-39% pour Staphylococcus (Garrity et al., 2005).

Maintenant la classification est bien déterminée, il s'agit de la famille Staphylococcaceae.
Cette famille inclut les genres Gemella, Jeotgalicoccus, Salinicoccus, Macrococcus, aussi que

le plus important le genre Staphylococcus (Dworkin et al., 2006).

1.4.7.2- Taxonomie

Suivant la 9°™ ¢dition du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, les staphylocoques

sont classés parmi les bactéries a Gram positif pauvres en GC.

Domaine (regne) : Bacteria
Division (phylum XII1) : Firmicutes
Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceae

Genre : Staphylococcus

Espéce : Staphylococcus aureus (Prescott, 2010).
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1.4.7.3- Habitat

De nature ubiquitaire, les staphylocoques sont rejoints dans 1’air, I’eau et le sol. Ce sont des
bactéries résistantes aux conditions défavorables de I’environnement (chaleur, sécheresse,
salinité). Les staphylocoques découverts dans 1’eau proviennent essentiellement de la peau, de
la bouche, du nez et de la gorge et parfois d’une pollution fécale. Le nez, le pharynx, les
aisselles, le périnée, le vagin, le tube digestif (quelquefois) loge également les
staphylocoques, aussi bien chez I’lhomme et chez les animaux plus particulierement chez les

porcs (Deurenberg et Stobberingh, 2008).

1.4.7.4- Caractéres bactériologiques
> Caracteres morphologiques

Les staphylocoques sont des Cocci a Gram positif de forme sphérique de 0,5 a 1,5u de
diametre, ils sont immobiles, non sporulés, ne possedant pas de capsule visible au microscope
optique sauf pour de tres uniques souches, d'autres constituent des colonies mucoides et sont
enfermeées d’un pseudo capsule. Sur les cultures en milieu solide, ils s’arrangent en amas
irréguliers polyédriques, évoquant I'aspect caracteristique de "grappes de raisin ». Cependant
en milieu liquide, ils sont souvent isolés, en diplocoques, en tétrades ou en trés courtes
chainettes (en général de 3 a 5 éléments) (Chibi, 2015).

» Caracteres biochimiques
De nombreux travaux ont permis de dresser des profils métaboliques pour la majorité des
especes de staphylocoques qui ont pour importants caractéres biochimiques la production de
catalase et d'arginine dihydrolase (ADH). S. aureus possede également une activité coagulase,
phosphatase, aussi des nucléases thermostables mais pas d’oxydase Il est hémolytique et a la
capacité de liquéfier la gélatine et de fermenter de nombreux sucres comme le glucose, le

saccharose, le lactose et le mannitol (Behme et al., 1996).

Les espéces de Staphylocoques sont habituellement classées en deux groupes sur la base de
leur capacité a produire une coagulase libre : les staphylocoques a coagulase positive (SCP),
généralement considérés comme pathogenes et les staphylocogues a coagulase négative

(SCN), connus moins dangereux (Le Loir et Gautier, 2010).

S. aureus a longtemps été considéré comme le seul représentant des SCP, mais de nouvelles
espéces de staphylocoque a coagulase positive ont été dernierement isolées : S. intermedius et
S. hyicus (Brisabois et al., 1997 ; Leyral et Vierling, 2007).
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Le diagnostic permettant de différencier S. aureus des autres espéeces est basé sur des essais
réalisés sur des colonies tels que I’identification du facteur agglomérant, de la coagulase, des

hémolysines et de la désoxyribonucléases thermostable ou thermo nucléase (Brown, 2005).

> Caracteres culturaux
Les S. aureus sont des bactéries aisément cultivables sur un milieu ordinaire en 24 a 48heures,
S. aureus peut également cultiver en milieu sélectif hypersalé (Chapman), en milieu liquide

dont cette bactérie produit un trouble homogene dans le bouillon.

La plupart des souches poussent en présence de concentrations en chlorure de sodium allant
jusqu’a 15%, et elles ont une propriété aéro-anaérobie. Mais les S. aureus prennent une
meilleure croissance dans des conditions aérobies (Carricajo et Treny, 2001). Les S. aureus
s’ajustent a des trés variabilités de pH allant de 4,5 a 9,3 et de température qui change de 4,5 a

46°C. Mais la croissance est parfaite a température comprise entre 30 et 37°C.

A I’examen direct, les colonies de S. aureus sont lisses, opaques, convexes et présentent un
bord net, plus ou moins pigmentées en jaune d’or, d’ou le nom « Staphylococcus aureus » ou

« Staphylococcus doré » (Domart, 2002).

1.4.7.5- Facteurs de virulence

Le pouvoir pathogéne de S. aureus est lié a I'expression de facteurs de virulence Ils sont codes
par des genes localisés sur le chromosome ou sur les éléments génétiques mobiles (Fomba,
2006) les facteurs de virulences tels que La capacité a sécréter des toxines, 1’invasion et
I’adhérence, et la production d’enzymes hydrolytiques sont des facteurs qui déterminent la

pathogenicite.

> Protéine de la surface

Staphylococcus aureus peut coloniser héte pour initier I'infection en adhérant a composants de
la matrice extracellulaire (Foster et al., 1988), elle possede un grand nombre de protéines
exposées a la surface de la bactérie, qui ont la capacité de se fixer sur des molécules de I'néte.
On parle d'adhésines. Un certain nombre de ces adhésines appartiennent a la famille des
MSCRAMM (Microbial Surface component Recognizing Adhesive Matrix Molecule) c'est-a-
dire qu'elles reconnaissent les molécules de la matrice extracellulaire, composée de collagéne,
d'élastine, de protéoglycanes et de glycoprotéines de structure telles que la fibronectine.
(Tristan et al., 2019).
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Figure 1 : Facteurs de virulence de Staphylococcus aureus par les protéines de la surface (Virginie
Dyon, 2019).
» Reésistance a la phagocytose
e Exo-polysaccharides capsulaires
La virulence chez S. aureus peut étre exprimée par la formation d’un biofilm qui permet
I’adhésion de la bactérie a la surface de la cellule hote, ce biofilm est formé par une
production d’exo polysaccharides ou glycocalyx par S. aureus, ces polysaccharides

capsulaires sont présents chez 90% des souches cliniques (Rouxe, 2006 ; Duas, 2008).

e Toxines
Les staphylocoques sécrétent une quantité impressionnante de toxines hydrolysant différents
constituants cellulaires. Ces toxines extracellulaires contribuent a la pathogénie des

staphylocoques (Bisognano, 2000).

A- Toxine formant des pores

v" Hémolysine alpha (Hla)
L’hémolysine alpha (Hla) est une toxine protéique. Les monomeres d’Hla s’oligomérisent en
homoheptamere pour former des pores a la surface de cellules cibles (Wilke et al., 2010).
Hla est une des principales toxines de S. aureus capable d’induire une rupture des barriéres
épithéliales et de la paroi endothéliale par clivage de la protéine cadhérine E des jonctions

serrées (Inoshima et al., 2011 ; Powers et al., 2012).

v' Hémolysine-p (Sphingomyélinase C)
Le role de I’hémolysine-B n’est pas totalement compris aujourd’hui. Elle pourrait agir sur

I’échappement phagosomal et ’induction de la création d’un biofilm (Huseby et al., 2010).
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L’hémolysine-f est une sphingomyélinase, enzyme clivant les sphingomyélines qui sont les

sphingolipides les plus présents dans les membranes eucaryotes (Walev et al., 1996).

v 8- hémolysine
Toxine d, c’est une protéine de PM de 103 KDa, composée de sous unités, elle est
thermostable, faiblement antigénique, elle cause des dommages sur la membrane d’un certain
nombre de cellules des mammiféres. Elle a une activité hémolytique, mais bien qu’elle ait de
nombreux effets cytotoxiques, son importance dans 1’étiologie des maladies liées a S. aureus

reste assez peu claire (Le Minor et Veron, 1990 ; Avril et al., 2003).

v y-hémolysine
La toxine gamma, antigénique chez I’homme qui est formée de deux constituants agissant en
synergie dont le cholesterol inhibe leur action. Elle stimule la dégranulation des phagocytes,
ce qui augmente les dommages tissulaires lies a la réponse inflammatoire (Labrecque.,
2007).

v Leucocidine de Panton et Valentine (PVL)
La leucocidine de Panton Valentine ou PVL est une toxine a deux composants agissant de
facon synergique sur les membranes cellulaires (toxine synergo-hyménotrope) appartenant a
la famille des pore-forming toxins. In vitro, la PVL induit la lyse de plusieurs cellules
participant aux défenses de 1’hote comme les polynucléaires neutrophiles, les monocytes, et
les macrophages. La formation d’un pore dans la membrane cellulaire requiert la présence des
deux composants de la toxine, LUkS-PV et LukF-PV (Tristan et al., 2019). Ces souches de S.
aureus sécréteurs de PVL (SA-PVL) sont reconnues comme responsables d’infections séveres
chez des enfants sans comorbidité avec des présentations cliniques variables (pneumopathie,
infections cutanées ou sous-cutanées ou ostéoarticulaires). La sécrétion de PVL doit étre

évoquee devant une infection severe a S. aureus (Gillet-Vittori et al., 2014).

B- Toxines superantigénique
v" Toxine du choc toxique staphylococcique

Les toxines staphylococciques ayant une activité superantigénique sont : la toxine du choc
toxique staphylococcique (TSST-1), les entérotoxines Aa E, G, et I a U (CNR, 2020).

La toxine du syndrome de choc toxique staphylococcique ou TSST-1 est un super-antigene
retrouvé chez plus de 90% des souches responsables de ce syndrome (Fauchere, 2002), il est

provoqué par des Cocci producteurs d'exotoxines. Les souches du groupe phagique 1 de

11
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Staphylococcus aureus élaborent la toxine TSS-1 (TSS = toxic shock syndrome, syndrome de
choc toxique) (TSST-1 toxic shock syndrome toxin (Larry et al., 2021). Celui-ci se
manifeste cliniquement par une hyperthermie, une hypotension, une éruption érythémateuse
diffuse, une atteinte multiviscérale qui peut rapidement évoluer vers un choc sévere et en
dehors de toute ressource thérapeutique vers le déces du patient. La mortalité du syndrome de
choc toxique staphylococcique est < 3% (CNR, 2020). Les sujets les plus a risque de
syndrome de choc toxique staphylococcique sont les femmes qui ont des antécédents de
colonisation vaginale staphylococcique et qui laissent des tampons ou d'autres dispositifs (p.

ex., des éponges contraceptives, des diaphragmes) dans le vagin (Larry et al., 2021).

v Entérotoxines
Les entérotoxines staphylococciques sont des protéines excrétées par certains staphylocoques,
elles sont formées dans I’aliment lors de la préparation des repas et demeurent une cause
majeure des contaminations humaines d’origine alimentaire. La surveillance et la
caractérisation fine des populations bactériennes productrices de ces toxines sont precieuses
pour mieux prévenir les intoxications(Charlotte,2021). Sur le plan antigenique, huit
entérotoxines sont identifiées : A, B, C1, C2, C3, D, E et H, elles ne sont élaborées que par

certaines souches appelées Staphylocoque enterotoxinogénes.

C- Toxine a activité protéolytique « Exfoliatines »
Certaines souches de Staphylococcus aureus (environ 5%) secrétent une toxine tropique
cutanée : toxine épidermique ou exfoliatine. Il existe deux exfoliatines : I’exfoliatine A a
régulation chromosomique et I’exfoliatine B & commande plasmidique. Les souches de S.
aureus productrices d’exfoliatine sont habituellement de groupe phagique Il (Floret et Lina,
2000).

1.5.4.6- Mécanismes de résistance de Staphylococcus aureus aux antibiotiques
S. aureus a développé des résistances quasiment vis-a-vis de tous les antibiotiques mis sur le
marché. Quatre grandes catégories de mécanismes de résistance concernent la plupart des

especes bactériennes, y compris S. aureus (Donnio, 2010).

e Inactivation enzymatique
Il existe de nombreuses enzymes produites par certaines bactéries qui détruisent I’antibiotique

par divers mécanismes chimiques (hydrolyse, acétylation, phosphorylation).

12
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e Modification de la cible
Cette résistance intervient lors de 1’étape de la reconnaissance de la cible par I’antibiotique, il
s’agit soit d’une mauvaise affinité de certains antibiotiques avec leurs cibles, Soit par une

modification de la cible et perte de I’affinité avec 1’antibiotique (Rahal, 2013).

e Imperméabilité membranaire
Changements de perméabilité de la paroi ou de la membrane bactérienne empéchant le

médicament d’atteindre sa cible (Alouache et Nait Kaci, 2019).

e Pompes a efflux
Les bactéries peuvent résister aux antibiotiques par exportation active grace a des
transporteurs membranaires appelés pompes d'efflux (Cattoir, 2004). L’antibiotique rentre
dans la bactérie, mais avant qu’il puisse se fixer sur sa cible, il est pris en charge par des

protéines membranaires et excrété vers I’extérieur de la bactérie (Rahal, 2013).

Cibles des Mécanismes de
antibiotiques résistance
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Paroi
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cytoplasmique
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Figure 2 : Mécanismes de résistance aux antibiotiques (Cardot martin et al., 2019).

1.4.7.7- Staphylococcus aureus résistante a la méticilline (SARM)

Le principal mécanisme de résistance a la méticilline est lié a la modification de la cible des
B-lactamines, enzymes qui ont pour cible les transpeptidases appelées aussi protéines liant la
pénicilline (PLP). Les PLP interviennent dans la synthése de la paroi bactérienne en catalysant
la formation de ponts peptidiques entre les chaines glycaniques (Alouache et Nait Kaci,
2019). Dans la nature S. aureus posséde quatre PLP, pour que ’activité antibactérienne des
bétalactamine soit efficace, il doit se lier avec plus d’une PLP pour I’inhiber (Tattevin, 2011 ;
Del Giudice et al., 2012).
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Les SARM synthétisent une 5éme PLP modifiée appelée PLP2a, (Labischinski, 1992), une
protéine additionnelle de faible affinité pour les bétalactamines. La production de cette
PLP2a, sous le contrdle du géne mecA, permet a la bactérie qui porte ce gene de poursuivre la
synthése de sa paroi méme en fortes concentrations de bétalactamines. La PLP2a ne posséde
pas d’activité transglycosylase, ce qui la rend dépendante des autres PLPs pour mener a bien

la synthése de la paroi bactérienne (Lemaoui et al., 2017).

1.4.7.8- Autres résistances

e Reésistance aux bétalactamines
Les staphylocoques ont deux mécanismes de résistance aux antibiotiques bétalactamines.
L'une est la production de béta-lactamases, des enzymes qui détruisent hydrolytiquement les
bétalactamines. L’autre est I’expression de la protéine 2a liant la pénicilline (PBP 2a), qui
n’est pas susceptible d’étre inhibée par les antibiotiques bétalactamines. Les souches de S.
aureus présentant une résistance a la béta-lactamase ou au PBP 2a (ou les deux) ont établi une

niche écologique considérable parmi les agents pathogenes humains (Fuda et al., 2005).

e Résistance aux glycopeptides

Deux mécanismes principaux semblent pouvoir expliquer cette résistance. Le transfert de
genes de résistance d'entérocoques résistants a la vancomycine a S. aureus entraine
l'acquisition d'un tres haut niveau de résistance aux glycopeptides chez cette espece. Quant
aux souches présentant une diminution de sensibilité aux glycopeptides, le mécanisme
principal semble étre l'augmentation d'épaisseur du mur cellulaire, entrainant un piégeage des
molécules de glycopeptide a distance des sites actifs de ces antibiotiques (Montrciol et al.,
2008).

e Résistance aux tétracyclines
Les tétracyclines sont des antibiotiques a large spectre utilisés dans le traitement et la
prévention des infections bactériennes. La plupart des bactéries résistantes a la tétracycline
ont acquis des géenes de résistance a la tétracycline ,Deux mécanismes principaux de
résistance a la tétracycline ont été décrits chez S. aureus: I’efflux actif, résultant de
I’acquisition des genes tetK et tetL localisés par les plasmides et la protection ribosomique par
des protéines de type facteur d’élongation codées par des déterminants chromosomiques ou

transposon auxtetM ou tetO (Burns, 2013).
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e Résistance aux fluoroquinolones
Les mécanismes de résistance aux fluoroquinolones chez Staphylococcus aureus ont été
clarifiés en analysant les mutations dans les génes codant pour les enzymes cibles, en
examinant I’expression de la pompe a efflux et en déterminant les activités inhibitrices des
fluoroguinolones contre les enzymes altérées (Tankovic et Soussy, 1998). Les
fluoroquinolones inhibent la croissance bactérienne par arrét de la synthése de I’ADN. Cette
action est liée a I’inhibition de deux topoisomeérases bactériennes : I’ADN gyrase, qui catalyse
le surenroulement de I’ADN, et la topoisomérase 1V qui est responsable de la décaténation du

chromosome au cours de sa réplication (Alouache et Nait Kaci, 2019).

1.5- Biofilm bactérien

Les biofilms sont des communautés de microorganismes en contact avec une surface Malgré
la mise en ceuvre de mesures préventives, les biofilms sont difficiles a éradiquer en raison de
leur tolérance caractéristique a des doses élevées d’antibiotiques (Lebeaux et Ghigo, 2012).
Geénéralement, les biofilms sont définis comme étant des communautés de cellules encastrées
dans une matrice d’exo polymeres et adhérent sur une surface biotique (ex : muqueuses) ou
abiotiques (ex : cathéters) (Costerton et al., 1999). lIs sont reconnus comme étant résistants a

la thérapie antimicrobienne et aux défenses de I'hdte (Kiedrowski et Horswill, 2011).

Figure 3 : Biofilm bactérien (Anonyme 1, 2020).

Le développement de biofilm s'est par la suite avéré important dans de nombreux types
d'infections et est maintenant un mode de croissance bactérienne largement répandu.La notion
d’agrégat renvoie a la haute densité cellulaire des biofilms (de 108 a 1011 cellules par
gramme) ce qui implique de nombreuses interactions physiques et sociales entre les

communautés présentes dans ces biofilms (Flemming, 2016). Ces interactions, associées aux
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propriétés conférées par la MEC font émerger de nouvelles caractéristiques propres aux
biofilms, qui ne sont pas prédictibles depuis 1’é¢tude de cellules isolées en suspension dans
I’environnement, les cellules ont la capacité¢ d’alterner entre deux états distincts. L’état
planctonique d’une part qui correspond aux cellules libres et isolées en suspension dans un
milieu que I’on retrouve principalement en laboratoire, et I’état sessile qui correspond lui, aux

cellules attachées vivant en communauté dans un biofilm.

Etymologiquement, le terme biofilm, vient du grec « bios » (vie) et de I’anglais « film »
(pellicule) (Simain et al., 2010). Les biofilms peuvent étre constitués d’une ou plusieurs
espéces de bactéries et se développer sur des interfaces solides ou liquides variées, que 1’on
rencontre par exemple dans ’environnement : fond de rivieres, cailloux, racines...et dans les
organismes vivants : tube digestifs, plaies .... Donc, les recherches sur les bactéries devraient
s’intéresser a ce type de structure plutoét que les formes planctoniques (Belarbi et Yahla.,

2020).

1.5.1- Cycle de vie d’un biofilm
1.5.1.1- Adhésion réversible

C’est le premier contact entre les microorganismes et le support, la plupart des
microorganismes planctoniques se fixent de maniere réversible a la surface. L'adhérence est
due a la faible interaction entre la surface et les bactéries, qui se détachent facilement (Nadji
et Mizou, 2015).

1.5.1.2- Adhésion irréversible

Une fois attachées, les bactéries commencent a sécréter une matrice extracellulaire protectrice
appelée EPS. Cette matrice permet aux bactéries de se fixer a la surface par de fortes liaisons
hydrophobes, augmentant le nombre de cellules et réduisant ainsi la distance entre les cellules
(Nadji et Mizou, 2015).

1.5.1.3- Développement précoce du biofilm

Les bactéries continuent a produire la matrice exo polysaccharidique, qui joue un réle
important dans la protection du biofilm des agressions extérieures (Ammek et al., 2019) en
se divisant, les bactéries vont recouvrir tout ou partie de la surface, formant des micro
colonies considérées comme les unités de base des biofilms. A ce stade, la densité bactérienne
atteint un certain seuil, ce qui permettra au quorum sensing de participer a la maturation du
biofilm (Nadji et Mizou, 2015).
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1.5.1.4- Maturité

A ce stade, le biofilm atteindra une croissance exponentielle, entrainant une augmentation
significative de son épaisseur jusqu'a former une structure tridimensionnelle. Dans des
conditions optimales, il devient macroscopique et mature, caractérisé par la formation de
canaux d'eau qui permettent le transport de I'oxygene et des nutriments vers des parties du
biofilm (Ammek et al., 2019).

1.5.1.5- Dissémination

Certains micro-organismes peuvent quitter des biofilms et reprendre un mode de vie
planctonique, ce qui leur permet d'adhérer a de nouvelles surfaces biotiques ou abiotiques.
Soit un amas de cellules se détache, soit des cellules individuelles se détachent du biofilm et
trouvent une nouvelle maison. Ce dernier processus est connu sous le nom de « dispersion des

graines » (Tremblay et al., 2014).
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Figure 4: Etapes de formation d’un biofilm (Anonyme 2, 2022).

1.5.2-Quorum sensing (QS)

Dans certaines conditions environnementales, les bactéries peuvent présenter des réponses
collectives a [l'environnement et présenter le méme comportement, suggérant une
communication entre les individus de la population (Riedel et al., 2001). Cette forme de
communication, également connue sous le nom de détection de quorum (QS), dépend des
signaux de densité cellulaire. En général, de nombreuses especes bactériennes a Gram négatif
utilisent des acyl homosérine lactones (AHL) comme molécules de signalisation, tandis que
d'autres ont des molécules différentes qui n‘ont pas encore été identifiées. Les bactéries Gram-
positives utilisent principalement le traitement post-transcriptionnel des peptides comme auto

inducteurs ou y-butyrolactone (Wai-Leung et Bassler, 2009).
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1.5.3- Composition de la matrice

La matrice du biofilm est hautement hydratée et peut contenir jusqu’a 97 % d’eau. Elle
contient de I'ADN extracellulaire (ADNe), provenant a la fois de bactéries lysées et
potentiellement de la mort des cellules neutrophiles de I'nGte, et est susceptible d'étre
dispersée par les ADN ases (Mann et al., 2009 ; Montanaro et al., 2011). Des andésines ont
également été identifiées dans la matrice staphylococcique du biofilm, elles peuvent étre
directement associees a des bactéries ou étre libres dans la matrice du biofilm (Speziale et al.,
2014). Les adhésines intercellulaires de polysaccharides extracellulaires (P1A) ont également
été identifiées comme composant majeur du biofilm staphylococcique (Otto, 2013). Un
certain nombre de protéines cytoplasmiques ont été identifiées comme composants de la
matrice et ont sans aucun doute une fonction importante (Foulston et al., 2014). Les acides
teichoiques ont également été impliqués dans la matrice du biofilm, bien que leur réle relatif
dans les mécanismes de formation des biofilms n'ait pas recu autant d'attention (Jabbouri et
Sadovskaya, 2010).

1.5.4- Roles de biofilm

Le biofilm protége les bactéries et leur permet de survivre dans des conditions
environnementales hostiles. Les bactéries du biofilm peuvent résister a la réponse immunitaire
de I’hote et sont beaucoup plus résistantes aux antibiotiques et aux désinfectants que les
cellules bactériennes planctoniques (Yannick et al., 2014). Il assure la communication
intercellulaire, via le mécanisme de quorum-sensing qui implique la production, la sécrétion
et la détection, par les bactéries, de petites molécules signales appelées des auto- inducteurs
(Al) (Ahmer, 2004).

Le biofilm joue également un rdle écologique capital et contribuent trés largement au bon
fonctionnement de la plupart des écosystéemes, en participant notamment aux cycles du
carbone, de I’eau et de I’azote (Rouxe, 2006 ; Duas, 2008).l1l fournit la coopération
métabolique et le stockage d’énergie ou les bactéries du biofilm accederont plus facilement
aux nutriments que les bactéries planctoniques grace a leurs charges électriques ou par
d’autres forces physico-chimiques locales (Zobell, 1943). Il est aussi responsable du transfert
de I’information génétique ; les transferts horizontaux d’information génétique jouent un rdle

important dans I’évolution et la diversité génétique des communautés microbiennes.
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1.5.5- Resistance des bactéries au sein des biofilms

1.5.5.1- Résistance des biofilms aux antibiotiques

Lorsque des bactéries s’engagent en mode de croissance en biofilm, elles tolérent des
concentrations d’antibiotiques de 10 a 1000 fois supérieures aux MIC (minimum inhibitory
concentration) de bactéries génétiquement similaires cultivées en conditions planctoniques
etdes concentrations bien plus élevées sont sans doute nécessaires pour atteindre une

bactéricidie vraie.

La matrice du biofilm ne peut constituer une barriere physico-chimique étanche aux
antibiotiques. Elle peut cependant retarder leur accessibilité aux bactéries, diminuant les doses
bactéricides disponibles et laissant le temps aux bactéries d’exprimer leurs mécanismes
inductibles de résistance (Jefferson et coll., 2005). La charge des polymeéres, la présence de
bactéries mortes et d’enzymes dégradant les antibiotiques participe a cet effet de retardement

(Bagge et coll., 2004).

1.5.5.2- Resistance aux défenses immunitaires des bactéries en biofilms
Lorsque des bactéries s’engagent en mode de croissance en biofilm, elles acquicrent aussi des
capacités de résistance aux défenses immunitaires de 1’hote. Les mécanismes en sont mal

connus (moins bien que ceux de la récalcitrance aux antibiotiques)

1.5.5.3- Résistance aux défenses de I'hote

Les bactéries ayant formé un biofilm stimulent la réponse immunitaire mais son efficacité est
limitée par défaut de pénétration des phagocytes et des anticorps dans la matrice du biofilm.
Les phagocytes vont libérer leurs enzymes phagocytaires sur place, ce qui induit une réponse
inflammatoire qui endommage les tissus environnants et libére des bactéries du biofilm. Une
bonne immunité cellulaire et humorale ne suffit donc pas pour éliminer un biofilm (Roux et
Ghigo, 2006).

1.5.6- Conséquences médicales du développement des biofilms

1.5.6.1- Tolérance aux antibiotiques

La tolérance aux anti-infectieux est une caractéristique intrinseque des biofilms (Dupin,
2017). Les bactéries au sein du biofilm présentent des caractéristiques phénotypiques et
génétiques originales. En médecine humaine, I’aspect le plus problématique de ces propriétés
spécifiques du mode de vie biofilm, correspond a la capacité de certaines bactéries du biofilm
a survivre en présence de fortes concentrations d’antibiotiques. Ce phénomene, appelé

tolérance des bactéries du biofilm aux antibiotiques, est multifactoriel et joue un réle
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important dans le risque d’échec thérapeutique ou de récidive de I’infection. Depuis une
quinzaine d’années, de nombreuses données expérimentales ont permis d’améliorer notre
compréhension de ce phénoméne et d’envisager, désormais, I’élaboration de stratégies

thérapeutiques plus efficaces (Lebeaux et Ghigo, 2014).

1.5.7- Exemple de pathologie associé aux biofilms

Les infections liées a des biofilms touchent majoritairement les personnes légerement ou
fortement immunodéprimés et impliquent souvent des bactéries commensales comme
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa (Rouxe,
2006 ; Duas, 2008).

1.5.7.1- Endocardite infectieuse

Elle correspond au développement d’un biofilm localisé aux valves cardiaques. L'utilisation
du mode¢le d’endocardite du lapin montre qu’aprés I’adhérence de Streptococcus sanguis sur
un thrombus valvulaire, des micro-colonies entourées d’une matrice composée d’éléments
bactériens et de I’hote (fibrine, plaquettes) produisent des végétations qui protégent les
bactéries des leucocytes. Le traitement de cette infection nécessite une antibiothérapie

prolongée et un recours fréquent a la chirurgie (Lebeaux et Ghigo, 2012).

Endocardite

Figure 5 : Endocardite infectieuse (Zylberberg, 2013).

1.5.7.2- Mucoviscidose

C’est une maladie génétique autosomique récessive touchant environ 35 000 enfants et jeunes
adultes en Europe. La dégradation de la fonction respiratoire est liée a la production d’un
mucus épais et abondant qui ralentit la clairance mucociliaire et favorise la colonisation
bactérienne. La colonisation et les épisodes infectieux sont freqguemment polymicrobiens et
les principales bactéries impliquées sont S. aureus et H. influenzae dans 1’enfance puis, dans
un second temps, P. aeruginosa (Lyczak et al., 2002). La présence d’agrégats de bactéries au

sein d’une matrice extracellulaire dense, leur physiologie et les difficultés thérapeutiques
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rencontrées dans le traitement de ces infections indiquent la présence d’un développement

bactérien de type biofilm, bien documenté dans le cas de P. aeruginosa (Singh et al., 2000).

1.5.7.3- Infections urinaires récidivantes

Classiquement attribuées a de multiples épisodes de néo colonisation depuis le tractus
digestif, des travaux récents réalisés dans un modéle murin mettent en évidence que des
souches d’E. coli uropathogénes sont capables de coloniser les cellules de 1’épithélium vésical
et de former de larges agrégats intracellulaires entourés d’une matrice correspondant a un
biofilm qui constituerait le réservoir de bactéries pathogénes entre chaque épisodes infectieux
(cystites, pyélonéphrites) (Justice et al., 2006).
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Figure 6 : Infections urinaires récidivantes (Rosen et al., 2007).

1.5.7.4- Infections associées aux plaies chroniques

On estime que 1 a 2 % de la population des pays développés souffrent de plaies chronigques
comme les ulceres des membres inférieurs ou les complications cutanées liées au diabéte.
Soixante pour cent d’entre elles (contre 6 % des plaies aigués) sont colonisées par des
bactéries ou des champignons sous forme de biofilms polymicrobiens tolérants aux
antibiotiques qui ralentissent ou empéchent la cicatrisation en favorisant un état
d’inflammation (Lebeaux et Ghigo, 2012).
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Figure 7: Plais chronique (Anonyme 3).

1.5.8- Lutte contre les biofilms

La communauté microbienne complexe d’un biofilm est trés résistante aux antibiotiques et
aux assainissant et confére une survie persistante qui est un défi a surmonter. Il existe
plusieurs approches conventionnelles pour lutter contre les biofilms, 1’élimination physique
et/ou mécanique, 1’élimination chimique et 1’utilisation d’antimicrobiens, de désinfectants ou
de desinfectants pour tuer les organismes du biofilm. Cependant, les biofilms sont tres
résistants a ces approches par opposition aux cellules planctoniques. Il est donc urgent de

trouver de nouvelles approches autres que les méthodes conventionnelles

De nombreuses nouvelles méthodes, telles que I'inhibition de la détection du quorum (QS), la
perturbation enzymatique, le revétement bactéricide, la nanotechnologie et Iapproche
bioélectrique, ont été étudiées avec succes dans le but de trouver des alternatives efficaces

pour la prévention et le contrdle des biofilms (Sadekuzzaman et al., 2015).

Les cultures anciennes avaient I'expérience de certaines épices et herbes qui pouvaient aider a
conserver les aliments et avaient des effets medicinaux. Ainsi, depuis la fin du XIXe siecle,
les scientifiques testent expérimentalement si certains composants naturels possedent des
propriétés antimicrobiennes (Cowan, 1999). Cependant, [l'activité anti biofilmde tels
Ccomposeés n'a pas été rigoureusement validée. Récemment, des propriétés anti biofilm ont été
attribuées a plusieurs composés naturels tels que différents extraits de plantes, huile

essentielle (HE) et miel et ces propriétés ont été largement étudiées.

e Huile essentielle
Les HE sont des substances volatiles d'origine végétale. En raison de leurs effets
conservateurs et antimicrobiens, les HE sont prometteurs et des ingrédients naturels efficaces
pour l'industrie alimentaire. Ces huiles sont populaires et ont été largement utilisées depuis
I'Antiquité contre une grande variété d'agents pathogenes (Hammer et al., 1999). La plupart

des HEs exercent leur effet antimicrobien sur la paroi cellulaire microbienne ce qui conduit a
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la destruction des micro-organismes. De plus, il est également rapporté que les HE inactivent

les bactéries sans développer résistance antimicrobienne.

1.6- Laurus nobilis

Les plantes médicinales constituent des ressources précieuses pour la majorité des populations
rurales et urbaines en Afrique et représentent le principal moyen par lequel les individus se
soignent (Badiaga, 2011). Malgré les progres de la pharmacologie, I’'usage thérapeutique des
plantes médicinales est trés présent dans certains pays du monde et surtout les pays en voie de
développement (Tabuti et al., 2003).

1.6.1- Description

Laurus nobilis est une plante aromatique avec des propriétés médicinales pertinentes en raison
de sa richesse en composantes chimiques importantes et ses effets thérapeutiques potentiels
(Merghni et al., 2015).

L. nobilis appartient a la famille des lauracées qui renferme 32 genres et environ 2000-2500
espéces. C’est un arbuste de 2 a 10 m, il pousse spontanément dans les foréts du Rif oriental
et occidental et le Moyen Atlas. Le laurier noble fait partie des plantes couramment utilisees
dans la production des huiles essentielles et extraits aromatiques. Son feuillage persistant est
compose de feuilles coriaces lancéolées aux bords ondulés. Brillantes sur la face supérieure,
elles sont de couleur vert fonce. Elles sont gorgées d'huiles essentielles qui les rendent
incontournables dans les bouquets garnis. Les petites fleurs blanc creme du laurier sauce
apparaissent a partir de mars, regroupées en ombelles discrétes. Elles laissent ensuite la place
aux fruits, des baies de couleur noire quand elles arrivent a maturité Les feuilles sont

exportées annuellement avec une moyenne de 20 tonnes (USAID, 2008).

Elles dégagent une odeur aromatique caractéristique lorsqu’elles sont froissées, elles sont
condimentaires, tres utilisées par ’industrie agroalimentaire surtout par les conserveries des
poisons. Aussi, la plante peut étre utilisée traditionnellement en phytothérapie. En outre, les
feuilles du laurier noble possedent une activité antioxydante et des propriétés spécifiques

capables de conserver les aliments (Brahmi, 2015).

Figure 8 : Plante de Laurus nobilis (Anonyme 4).
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1.6.2- Etymologie et systématique

Noms communs sont laurier noble, laurier d’apollon, nommé par les anglophones « Laurel »
« sweet bay » et le nom scientifique est Laurus nobilis.

La position systématique de Laurus nobilis (Quezel et Santa, 1962) est comme suit :

Tableau 1 : Classification botanique du Laurus nobilis.

Réegne Veégétale

Sous régne Plante vasculaire
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Magnoliidae
Ordre Laurales

Famille Lauracées

Genre Laurus

Espéce Nobilis

1.6.3- Composition chimique
Pour pouvoir prétendre a une qualité pharmaceutique et étre utilisée en aromathérapie, I’'HE

de Laurier noble (Tableau2) doit contenir :

Tableau 2 : Composition chimique de laurus nobilis (Lobstein, 2017).

Composants Pourcentage %
1,8-cinéole 35-45
a-pinéne 4-6
B-pinene 3-5
Sabinene 4,5
B-elemene B-caryophyllene et a-humulene 3,7
Linalol 6-14
A-terpineol 1,5-4,5
Terpinene-1-ol-4 2,5
Acetate de terpenyle 2,5-8,8
Eugenol 1,5-3
Methyl eugenol 2,5-7,5
Costunolide 1,8
Artemorine 0,5

1.6.4- Huile essentielle de Laurier noble

Huile essentielle de Laurier, également appelée huile de Laurier (Caredda et al., 2002). La
coupe de graisse des feuilles de Laurier est de 1 a 3 % en poids frais (Demiret al., 2004).
Cette huile essentielle est utiliseée comme antirhumatismal, stérilisant, dépuratif, digestif, ainsi
que comme composant de parfum (Simié¢ et al., 2004). Ont signalé l'utilisation de I'HE de
Laurier contrairement a I’addition & maintenir la nourriture, sur titre sur ses activités anti-

oxydantes et antimicrobiennes. En raison de son activité biologique, de ses attributs gustatifs
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et depuis ses constituants aromatiques actifs, 1’huile essenticlle de Laurier a été largement
utilisée comme additif dans les industries digestible et cosmétique (Franco-Vega et al.,
2019).

N
~.k\ \\‘~ \\\ A

Figure 9 : Huile essentielle de Laurus nobilis (Anonyme 5).

1.6.4.1- Propriétés principales et usage thérapeutique

Laurier qui est un élement essentiel principalement utilisé en médecine traditionnelle pour
soigner les troubles de I’appareil digestif ainsi que les douleurs arthrites (Bendjersi, 2017) et
les maladies de la peau et la cicatrisation de plaies (Ali-Shtayeh et al., 2000), la névralgie et
le parkinsonisme, du cancer, de 1’épilepsie et plusieurs maladies infecticuses (Peixoto et al.,
2017). Laurier a egalement des effets anesthésiques, hypothermiques, relaxants musculaires
(Dallmeier et Carlini, 1981), analgésiques, diaphorétiques, antipyrétiques bien connus. Il est

utilisé dans les industries de la parfumerie et du savon (Jeffrey et al., 2016).

Ses huiles essentielles sont dotées de pouvoirs antibactérien et antifongique avérés
(Ouibrahim et al., 2015). Tres utilisées par I’industrie agroalimentaire surtout par les
conserveries des poissons. Aussi, la plante peut étre utilisée habituellement en phytothérapie
(Taarabt et al., 2017). Ainsi de leur importance médicinale , les feuilles de ces plantes sont
utilisées comme agent aromatisant et pour €longer la pérennité de conservation des aliments ;
les olives (Elharas et al., 2013), les saucisses (Da Silveira et al., 2014), les poissons
(Snuossi et al., 2016) car elles contiennent une activité antimicrobienne (Nadeem et al.,
2018) et une activité anti — oxydante (Dias et al., 2014) et d’améliorer en général la sécurité
des produits (Houicher et al ., 2016). Les métabolites les plus divers de la feuille de Laurier,
ont été étudiés pour leurs divers effets pharmacologiques tels que les effets cytotoxiques
(Barla et al., 2007) neuroprotecteurs (Ham et al., 2011).
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1.6.4.2- Activités d’huile essentielle de Laurier noble
> Activité antibactérienne et antivirale

L'huile essentielle de Laurier Noble posséde une importante activité anti-infectieuse. Cela
peut étre considéré comme doux par rapport aux autres huiles essentielles, mais toujours
intéressant en thérapeutique. De plus, du fait de sa forte concentration en 1,8-cinéole,
notamment associé a l'eugénol ou a son groupement méthyle, de nombreuses études ont
confirmé in vitro son activité antibactérienne a large spectre. Une étude tunisienne a testé I'HE
de laurier contre E.coli et Lactobacillus planétarium (Bouzouita et al., 2003) et une autre a
montré son efficacité contre Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus et E. coli
(Dadalioglu et al., 2004).

L'huile de laurier est couramment utilisée pour traiter les plaies dans la bouche. Une étude a
confirmé sa capacité anti-staphylococcique : il était capable d'inhiber les souches orales de
Staphylococcus aureus avec une activité anti-biofilm significative. Par conséquent, il peut

jouer un role important dans la prévention des infections buccales, (Merghni et al., 2015).

L'HE est aussi un virucide puissant. L'association du 1,8-cinéole et de Ilalcool
monoterpénique est tres efficace dans le traitement des pathologies ORL basses d'origine
virale (coronavirus, SARS-CoV-2, virus de I'herpés [HSV-1]) (Loizzo et al., 2008).

> Activité anti-oxydante
L'activité anti-oxydante d'un composé correspond a sa capacité anti-oxydante. En fait, la
plupart des antioxydants synthétiques ou naturels contiennent des groupes hydroxy phénol
dans leur structure, et les propriétés anti-oxydantes sont dues en partie a la capacité de ces
composes naturels a pieger les radicaux libres, tels que le radical hydroxyle (OHe) et la
matiere super oxydante (O« 2) (Fekih, 2015).

26



Materiel et méethodes



Matériel et méthodes

2- Matériel et méthodes
La présente étude expéerimentale qui a duré deux mois et demi (mars - mai 2023) a été réalisée
au niveau des laboratoires pedagogiques de la faculté des SNV, université fréres Mentouri

Constantine 1 ; en particulier les deux laboratoires de biologie végétale et de microbiologie.

2.1- Matériel végétal

Le matériel végétal étudié est constitué des feuilles de laurus nobilis (L. nobilis) (figure 10).
La plante (1Kg) a été recoltée en Mars 2023 de la région algérienne Constantine sous des
conditions naturelles. Apres la récolte, la plante a été identifiée par Dr. NOUIOUA Wafa
(Laboratoire de phytothérapie appliquée aux maladies chroniques, Faculté des Sciences de la
Vie et des Sciences Naturelles, Université de Sétif 1). Puis, les feuilles de L. nobilis ont été
lavees et séchées dans un endroit sec et bien aéré a une température ambiante et a 1’abri du
soleil pendant une semaine. Apres le séchage, les feuilles ont été broyées par un broyeur
électrique pour obtenir une poudre fine (figure 10).

Feuilles séchées Feuilles broyées

Figurel0: Broyat des feuilles de L. nobilis.

2.2- Analyses phytochimiques
2.2.1- Criblage phytochimique
Le criblage phytochimique qualitatif est un moyen pour mettre en évidence la présence ou
I’absence des différents groupes chimiques de métabolites primaires et secondaires dans la

plante étudiée.

Pour cela, plusieurs tests de caractérisation ont été établis basant sur des réactions de
précipitation (formation de complexes insolubles) ou de coloration (formation de complexes

colorés) en utilisant des réactifs spécifiques (Badiaga, 2011).

2.2.1.1- Détection des composés réducteurs (test de Fehling)
La détection des sucres consiste a préparer 3 tubes a essai ; un témoin et deux tubes test

contenant chacun 0,5 mL d’extrait méthanolique. Puis, 0,5 mL de la liqueur de Fehling
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(Fehling A+ Fehling B) ont été ajoutés aux deux tubes test. Ensuite, I'ensemble est porté au
bain-marie bouillant durant 8 min. L’obtention d’un précipité rouge brique indique la présence

des composés réducteurs (Bentab et Lasgaa, 2015).

2.2.1.2- Glycosides cardiaques
ImL de chloroforme est ajouté a 0,5 mL de I’extrait méthanolique, 1’apparition d’une
coloration brun-rougeétre aprés 1’ajout de l'acide sulfurique(H2SO4) indique la présence des

glycosides cardiaques (YYam et al., 2009).

2.2.1.3- Alcaloides

Le test a été réalisé par des réactions de précipitation avec le réactif de Wagner. La
manipulation nécessite 2 tubes a essai ; témoin et test, contenant chacun 0,5 ml d’extrait
acide. 5 gouttes de reéactif de Wagner ont eté additionnées au tube test. L’apparition d’un

précipité ou d’une floculation indique la présence d’alcaloides (Azzi, 2012).

2.2.1.4- Polyphénols

La détection des polyphénols a été effectuée selon le protocole suivant ; dans un tube a essai 5
gouttes d'une solution de chlorure ferrique (FeClsa 1%) ont été ajoutées a 0,5 ml de I'extrait
méthanolique de L. nobilis. Aprés une agitation vigoureuse du mélange, I’apparition d une
couleur bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée indique la présence des polyphénols
(Ghedadba, 2015).

2.2.1.5- Flavonoides

Deux a trois gouttes d'hydroxyde de sodium (NaOH 10%) ont été ajoutées a 2 ml d'extrait.
Initialement, une couleur jaune foncé est apparue indiquant la présence des flavonoides
(Nagaraju, 2019).

2.2.1.6- Tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant a 0,5 ml de I'extrait, 1 a 5 gouttes de
solution de FeClz (1%). L’apparition d’une coloration verte foncée indique la présence des
tanins catéchiques et bleue-verte indique la présence des tanins galliques (Bentab et Lasgaa.,
2015).

2.2.1.7 - Saponines
Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, des volumes del, 2, 3..., 10 mL de la
solution a analyser préparé par décoction en milieu aqueux ont été introduits respectivement.

Le volume de chaque tube a été ajusté a 10 mL avec de I’eau distillée. Chaque tube a été agité
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dans le sens de la longueur du tube pendant 15 secondes a raison de 2 agitations par seconde.
Aprés 15 min, la hauteur de la mousse produite a été mesurée dans chaque tube.
L indice de mousse (1) est calculée par la formule suivante :

| = 1000 /N (1)

N est le numéro du tube ou la hauteur de mousse est égale a 1 cm (Bentab et Lasgaa, 2015).

2.2.1.8- Quinones libres
La présence de quinones libres est confirmée par 1’ajout de quelques gouttes de NaOH 1/10
dans un tube a essai contenant 0,5 mL d’extrait, lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge
ou violet (Dohou, 2015).

2.2.1.9- Huile essentielle
La détection d’huile essentielle de la plante de L. nobilis a été réalisée par 1’hydrodistillation.
L’apparition des gouttes d’huile a la surface de I’hydrolat indique la présence d’huile

essentielle.

2.3- Préparation de I’extrait méthanolique
L’extrait méthanolique a été obtenu en utilisant la macération ; méthode d’extraction des

principes actifs de la plante par dissolution dans un liquide froid.

Une quantité de 40g de la poudre de la plante a été ajoutée a 400 mL de méthanol dans un
erlenmeyer, aprés une agitation vigoureuse a 1’aide d’un agitateur électrique pendant 40 min,
le mélange a ensuite été couvert par un papier aluminium pour éviter 1I’évaporation. Apres 24h
de macération le mélange a ensuite éte centrifugé a 4000t/min pendant 20min, puis le mélange
a été filtré par un papier wattman N°1 a I’aide d’un entonnoir. Cette opération a été répétée 2

a 3 fois. L’extrait obtenu a ensuite été évaporé a 50° C.

Apres filtration Apres évaporation

Figurell : Extrait méthanolique de la plante L. nobilis.
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2.4- Préparation de I’huile essentielle

L’extraction d’huile essentielle des feuilles seches de L. nobilis a été réalisée par
I’hydrodistillation via 1’appareil de clevenger (Figure 12) qui est porté a ébullition dans le
ballon. La vapeur monte dans le montage jusqu’au condensateur et le condensat retombe dans
la petite burette d’extraction, 1’eau est renvoyée dans le ballon par un canal dont la position
différe selon la densité de I’huile par rapport a I’eau. Aprés un certain temps, une heure a 3h,

I’huile est récupérée dans la burette et son volume a été mesuré directement.

Réfrigérant

Ballon

Chauffe ballon

Figure 12:Hydrodistillation de L. nobilis par clevenger.

L’opération consiste a introduire une masse végétale de 130g des feuilles de laurier coupées
en petits morceaux dans le ballon de 2L puis 1L d’cau distillée a ensuite été ajouté. Le
mélange a été porté a I’ébullition pendant 1h. La vapeur chargée d’huile traverse le réfrigérant
et se condense en liquide. L’huile a été récupérée et conservee a une température de 4°C a

I’abri de la lumiére.

2.5- Détermination de rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est déterminé par le rapport entre la masse ou le volume de
I’extrait récupéré et la masse de la matiere végétale initiale traitée X 100 (Falleh et al., 2008).

Rd% = m x 100
M

Rd %: rendement exprimé en %.
m : masse de I’extrait récupéré.

M : masse de la matiére végétale séche initiale.
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2.6- Dosage colorimétrique des composés phénoliques

Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides totaux présents dans la plante a été

réalisé a I’aide d’un spectrophotométre.

2.6.1- Dosage des polyphénols totaux

e Principe

L’ensemble des composés phénoliques est oxydé par le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier
est constitu¢ par un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique qui
est réduit, lors de I’oxydation des substances phénoliques, en mélange d’oxydes bleus de

tungstene et de molybdene (Ribéreau-Gayon, 1968).

e Protocole

Le protocole utilisé est décrit par Singleton et Ross (1965). Des dilutions de 1’extrait ont été
effectuées en premier lieu puis un volume de 200 pl de chaque dilution a été mis dans des
tubes a essais. 1mL de reactif de Folin-Ciocalteu (10%) dilué dans I’cau distillée (ED) est
ensuite ajouté dans chaque tube. Apres une agitation vigoureuse laisser agir 5 min avant
I’ajout de 800 puL de carbonate de sodium a 7,5%. Apres 1 heure d’incubation a température
ambiante et a I’abri de la lumiére, la lecture des absorbances a 1’aide d’un spectrophotometre

UV-visible (SHIMATZO UV-1280) a 760 nm a éte effectuée.

La méme opération a été réalisée pour I’acide gallique a différentes concentrations (1,56 ;
3,125;6,25; 12,5; 25 ;50 ; 100 ; 200 pg/ml) en introduisant 200 ul de ces derniéres dans une
série de tubes. Le blanc est représente par le méthanol (200 pL) additionné du Folin-Ciocalteu
(1 mL) et de carbonate de sodium (800 uL).

La concentration des polyphénols totaux contenus dans 1’extrait est calculée en se référant a la

courbe d’étalonnage de I’acide gallique comme standard en termes d’équivalent acide gallique

(mg EAG/ g ES).

2.6.2- Dosage des flavonoides totaux
La teneur en flavonoides totaux a été calculée par la méthode de chlorure d’aluminium décrite
par Dirar et al. (2019).

e Principe
La quantification des flavonoides totaux a été effectuée par une méthode basée sur la
formation d’un complexe trés stable, entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygene

présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides (Ali-Rachedi et al., 2018).
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e Protocole

Des dilutions de I’extrait méthanolique ont éte effectuées en premier lieu. Puis 1mL d’une
solution d’AICIz (10% dans le méthanol) a été ajouté. Le mélange a été agité et laissé a une
température ambiante pendant 30min. L’absorbance a été mesurée a 420 nm contre un blanc
préparé. La teneur en flavonoides totaux a été calculée en termes d’équivalent quercétine
(EQ) par référence au courbe d’étalonnage tracée de quercétine (10, 20, 40, 60, 80 et 100 mg /
L).

2.7- Activités biologiques
Les activités biologiques ; antioxydante, antibactérienne et antibiofilm, des extraits obtenus

ont également été évaluées.

2.7.1- Activité antioxydante
L’activité antioxydante est évaluée soit par le dosage des produits formés par des techniques
photométriques plus ou moins directes, soit par la mesure de 1’efficacité du composé a piéger

des radicaux libres.

2.7.1.1- Activité antiradicalaire du DPPH (2,2-Diphényl-1-PicrylHydrazil)

e Principe

Le test DPPH permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire de molécules pures ou d’extraits
vegétaux dans un systeme modele (solvant organique, température ambiante). Il mesure la
capacité d’un antioxydant (AH, composés phénoliques généralement) a réduire le radical
chimique DPPH° (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par le transfert d’un hydrogéne. Cette
méthode spectrophotométrique utilise le radical DPPH de couleur violette comme réactif, qui
vire au jaune en présence des capteurs de radicaux libres. Il possede une absorption

caractéristique a 517 nm.
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Figure 13 : Réaction de réduction de DPPH en présence d'un antioxydant (Anonyme 6).
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e Protocole

Cette méethode consiste a la préparation de différentes dilutions (0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1
mg/mL) des extraits végétaux ; extrait méthanolique et HE, et du standard. Les extraits sont
testés contre un blanc qui contient la solution méthanoique du DPPH incubée dans les mémes

conditions que les échantillons. Le BHT a été utilisé comme témoin positif.

Un volume de 0,75 mL (2,4 mg/ 100 mL méthanol) de la solution méthanolique de DPPH a
été mis avec 0,25 mL des différentes solutions. Apres 1’incubation a l'obscurité pendant 30

min, les absorbances ont été mesurées a 517 nm.
Selon Sharififar et al. (2007), I’activité antiradicalaire est estimée selon I’équation suivante :
% d’activité anti-Oxydante = [(AbS blanc - Abs échantillon) /Abs blanc] x 100

2.7.1.2- Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

e Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant, cette technique est
développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe*®) présent
dans le complexe KsFe (CNe) en fer ferreux (Fe*?). En effet, le Fe*3participe a la formation du

radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance de milieu réactionnel est

déterminée a 700 nm (Hubert, 2006).

e Protocole

0,2 mL de I’extrait et de ’'HE a différentes concentrations (de 0,1 a 1 mg/ mL) a été mélangé
avec 0,5 mL d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) (annexe 2) et 0,5 mL d’une
solution de ferricyanure de potassium KszFe (CN)s a 1%. L’ensemble a €été incubé au bain-
marie a 50°C pendant 20 min. Ensuite, 0,5 mL d’acide trichloracétique (C2HCI30) a 10% ont
été ajoutés pour stopper la réaction. Un aliquote (0,5 mL) de surnageant a été combiné avec
0,5 mL d’eau distillée et 0,1 mL d’une solution aqueuse de FeCls (Chlorure ferrique) a 0,1%.
La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc
semblablement préparé (Singleton et Rossi, 1965). Le contréle positif est représenté par un
standard d’un antioxydant « acide ascorbique » dont 1’absorbance a été mesurée dans les
mémes conditions que les échantillons. Une augmentation de 1’absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.

33



Matériel et méthodes

2.7. 2- Activité antibactérienne

Pour mettre en évidence I’activité antibactérienne in vitro des deux extraits de la
plante étudiée ; extrait méthanolique et HE, la méthode de diffusion sur milieu solide en puits
a €té réalisée pour tester la sensibilité des souches test et aussi pour déterminer les CMI. Cette
méthode repose sur I’application de 1’extrait et de I’huile essentielle dans des puits créés dans
des milieux de culture ensemencés par des bactéries. L’activité antibactérienne, si elle est

positive, se manifestera par des zones d’inhibition autour des puits (Delisle-Houde, 2019).

e Souches bactériennes testées

Les quatre souches bactériennes utilisées dans la présente étude font partie de groupes des
microorganismes pathogénes dont deux & Gram positif ; Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus et deux a Gram negatif ; Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa. Elles ont été

fournies par le laboratoire de microbiologie de la faculté des SNV, Constantine 1.

e Milieux de culture utiliseés
Selon les méthodes employées, les milieux de cultures suivants ont été utilisés ; Gélose
Mueller Hinton, Chapman, Gélose nutritif (GN), Bouillon nutritif (BN).

e Réactivation des souches bactériennes
A partir des souches conservées, les bactéries a tester sont ensemencées sur des boites de Pétri
contenant les milieux sélectifs appropriés aux souches bactériennes utilisées. Puis incubés a

37°C pendant 24 h afin d’obtenir des colonies jeunes et bien isolées (Lakhdar, 2015).

e Préparation de I’inoculum bactérien

Apres 24 heures d’incubation a 37 °C, une ou deux colonies bien isolées et parfaitement
identiques de chaque souche bactérienne sont prélevées a 1’aide de 1’anse de platine stérile et
transférées dans des tubes contenant de I’eau physiologique stérile 0,9%. Les suspensions
bactériennes sont ensuite agitées au vortex afin d’avoir une turbidité voisine a celle de Mc
Farland 0,5 (10”cellules/mL) (Boussena, 2019).

e Ensemencement des boites de Pérti

Tout d’abord, différentes concentrations de I’extrait méthanolique (12,5 ; 25 ; 50 ; 100 et 200
mg/mL) et de I'HE (6,5 ; 12,5; 25; 50 et 100 %) ont été préparées en utilisant le DMSO
stérile. Ensuite, le milieu de culture gélosé Mueller-Hinton a été coulé aseptiquement. Apres
solidification et a I’aide d’un écouvillon stérile trempé dans les suspensions bactériennes

standardisées, toute la surface des boites de Pétri a été ensemencée uniformément.
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Apres séchage de la surface (environ 5 min), des puits de 6 mm ont été creusés a I’aide d’une
pipette Pasteur. 25ul de chaque concentration des extraits ont ensuite été versés délicatement

dans chaque puits a I’aide d’une micropipette.

Parallélement, un autre puits au centre de la boite a été réalisé pour mettre le DMSO (25pl)
comme témoin négatif pour confirmer son non activité sur les germes. Dans une autre boite,
I’ATB (chloramphénicol 30ug/ disc) a été déposé tout seul comme témoin positif. Les boites
de Pétri ont ensuite été placées a basse température + 4°C pendant 15 a 30 min afin de
permettre la pré-diffusion des extraits dans la gélose avant que les bactéries ne commencent a
se multiplier. Ultérieurement, les boites ont été retirées du réfrigérateur et les incubées a 37°C
pendant 24 heures (Toty et al., 2013).

2.7.3- Activité antibiofilm

La technique de coloration au cristal de violet a été utilisée pour detecter la formation de
biofilm. Cette technique est parmi les méthodes indirectes d’évaluation de la production du
biofilm (Djordjevic et al., 2002). La couleur de I'adsorbant est directement liée a la densité

du biofilm formé, et sa solubilité permet sa quantification.

- Preparation des suspensions bactériennes initiales

La souche bactérienne S. aureus a premiérement été ensemencée sur gelose nutritive (GN).
Puis les boites de Pétri ont été incubées a 37°C pendant 24 heures. Quelques colonies ont été
suspendues dans le bouillon nutritive exempte de I’extrait et de I’huile ou additionné de
différentes concentrations de I’extrait (6,25 ; 12.5; 25; 50; 100; 200 pg/ml) et de I’huile (6,5 ;
12,5; 25; 50 et 100 %). Les densités optiques (DO a 600 nm) des suspensions résultantes

sont ajustées a la valeur de 0,20 a I’aide d’un spectrophotométre.

- Test de formation de biofilms en tubes

Les suspensions bactériennes ainsi préparées ont été réparties dans des tubes en polystyréne
de 5 mL a raison de 2 mL de suspension par tube. Les tubes ont ensuite été incubés a 37°C
pendant 24h.

e Lecture

Apreés incubation, les tubes ont été retirés et I’absorbance de la culture bactérienne résultante a
été mesurée a 600 nm pour chacun des tubes. Ces derniers ont alors été débarrassés de la
culture bactérienne apreés ringages successifs a 1’eau distillée (ED). La biomasse fixée sur les
parois du tube (formation de biofilm) a été révélée aprés coloration & I’aide de violet de

gentiane & 1 %. Aprés un temps de contact de 1 heure du temps, ’excés de colorant a été
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¢liminé suivi d’un lavage abondant des parois du tube a I’ED (jusqu’a I’obtention des gouttes
transparentes). Le CV fixé sur les parois du tube a ensuite été solubilisé a 1’aide d’une
solution constituée d’un mélange éthanol-acétone (75 -25) pendant 1 heure. Puis, I’absorbance
de la solution obtenue a été mesurée a 570 nm a I’aide d’un spectrophotométre. Les résultats
obtenus sont exprimés en pourcentage de réduction du biofilm. Il est calculé comme suit :

Pourcentage de réduction (%) = DO témoin — DO test X 100.
DO Témoin
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3- Reésultats et discussion

3.1- Rendement d’extraction

Dans la présente étude, deux différentes méthodes d’extraction ont été effectuées; la
macération par le méthanol et I’hydrodistillation par clevenger. Ces deux méthodes ont
permis d’extraire des métabolites bioactifs a partir d’une plante du genre laurier; Laurus
nobilis (L. nobilis).

Le tableau suivant (Tableau 3) indique les rendements d’extraction et les caractéristiques

des extraits obtenus ; extrait méthanolique et huile essentielle (HE).

Tableau 3 : Rendement et caractéristiques des extraits de Laurus nobilis (L. nobilis).

Extraits Texture Couleur Rendement %
Extrait méthanolique Poudre fine Vert 50,70 + 3,53
Huile essentielle (HE) Liquide huileux Jaune claire 1,15+0,2

D’aprés les résultats illustrés dans le tableau ci-dessus (tableau 3), les valeurs du
rendement d’extraction montrent une variation trés importante entre les deux extraits selon
la méthode d’extraction. Ou, I’extrait brut méthanolique de L. nobilis a donné le rendement
le plus ¢levé de I'ordre de 50,70 + 3,53 % par contre ’'HE a révélé le rendement le moins

important avec un pourcentage de 1,15+ 0,2 %.

Selon les résultats obtenus dans cette étude, I’extrait méthanolique des feuilles de L. nobilis
a montré un rendement (50,70%) supérieure a celui d’une autre étude sur le méme extrait
de la plante étudiée (Boutoumou et Ziat, 2020) ou un faible rendement de 21,94% a éte

enregistré.

En outre, le rendement d’HE (1,15 %) de ce travail représente un pourcentage ¢levé par
rapport a ceux de I’étude de Harchi et Ichebouben (2019), sur la méme plante, qui a
révélé des rendements moins élevés de 1’ordre de 0,07 ; 0,20 et 0,23% a Azeffoun, a
Attaba et a Birkhadem, respectivement. En revanche, Haddouchi et al. (2009) utilisant
la méme méthode d’extraction, hydrodistillation, a ’aide d’un appareil de type Likens
Nickerson sur L. nobilis récoltée de la région d’El Kala ont obtenus une valeur plus proche

que celle de cette investigation de 1,2 %.
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Cette variation des rendements d’extraction est principalement due a la période de récolte,
la préparation de la plante, la méthode d’extraction et les conditions climatiques ainsi

géologiques dans lesquelles 1’extraction a été effectuée (Lee et al., 2003).

3.2- Analyses phytochimiques
3.2.1- Criblage phytochimique
Plusieurs tests préliminaires ont été effectués sur les feuilles de L. nobilis pour connaitre
leur composition chimique en métabolites. La présence de ces métabolites, primaires et

secondaires, est indiquée par un changement de couleur ou une précipitation.

Le tableau ci-dessous représente les résultats obtenus de différents tests phytochimiques

des feuilles de L. nobilis.

Tableau 4 : Criblage phytochimique des feuilles de L. nobilis.

Composés | Avant Apres Résultat

précipité
rouge
brique
(+++)

Qomposes — | Présence
réducteurs : : d’un

| o ' - | Apparition

Test | | dune
§ coloration

brun-
rougeatre

(+++)

Glycosides
cardiaques

Formation
d’un
précipité

Alcaloides Réactif |

£

@-.++)

Polyphénols ; e Apparition
& 0] coloration

vert

noiratre

(+++)
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Flavonoides

Tanins

Saponines

Quinones
libres

Huile
essentielle

Témoin Test

Test NaOH

Apparition
d’une
coloration
jaune
fonce
(+++)

Apparition
d’une
coloration
vert foncé
(+++)

Apparition
de la
mousse
(+++)

Phase
aqueuse
vire au
jaune
(+++)

Apparition
des
gouttes
d’huile
(+++)

D’apres les résultats de criblage phytochimique de la plante L. nobilis (tableau 4), plusieurs

groupes phytochimiques ont été détectés; composés réducteurs, glycosides cardiaques,

alcaloides, flavonoides, polyphénols, tannins catéchiques, saponines, quinones libres et

huile essentielle. Ces composés chimiques abondants assurent des activités biologiques

attirantes, particulierement les composés phénoliques ; flavonoides, polyphénols et tanins.

Ces résultats sont similaires a ceux de Haddouchi et al. (2013) qu’ont montré la présence

des flavonoides, des tannins, des saponines, des quinones libres, des alcaloides, des
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composés réducteurs, d’huile essentielle dans la méme plante ; L. nobilis. Par ailleurs,
I’étude de Kesiya et al. (2015) a également révéle la présence des saponines et des
alcaloides mais n’a pas indiqué la présence des flavonoides et des polyphénols. Cette
variation des résultats due a plusieurs facteurs ; la partie de la plante testée, la période et la

région de récolte et les conditions climatiques (Lee et al., 2003).

Les composés bioactifs présents dans L. nobilis conferent a cette plante une série
d'activités biologiques éventuelles. En effet, les huiles essentielles ont en particulier montré
des effets antimicrobiens contre de nombreuses souches pathogénes ; bactériennes et
fongiques, y compris Staphylococcus aureus (S. aureus) (Bouchaale et Zouaoui, 2015 ;
Ould Yeroi, 2015). Les flavonoides ont aussi des propriétés anti-oxydantes et anti-
inflammatoires, tandis que les tanins ont démontré des effets antiviraux et anticancéreux
potentiels (Beloued, 2003).

3.3- Dosage colorimétrique des composés phéenoliques

La quantification des composes phénoliques ; polyphénols totaux et flavonoides totaux, a
été déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu et la technique de trichlorure
d’aluminium, consécutivement, ou I’acide gallique et la quercétine ont respectivement été

utilisés comme des standards.

3.3.1- Dosage des polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux dans I’extrait méthanolique des
feuilles de L. nobilis a été calculée a partir de I’équation de la courbe d’étalonnage de
I’acide gallique ; Y =5.67x +0.0962 avec R-=0,9947 (figure 14).
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Figure 14 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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D’aprés le résultat obtenu, ’extrait méthanolique des feuilles de L. nobilis a représenté une
teneur en polyphénols totaux trés élevée de 563,63 +3,53 mg EAG/g ES, donc ce résultat

confirme la grande richesse des feuilles de L. nobilis en polyphénols.

Les composés phénoliques sont des classes de molécules caractérisées, comme 1’indique
son nom, par la présence de plusieurs groupes phénoliques associés en structures plus ou
moins complexes, ils sont solubles dans les solvants organiques polaires et peu solubles
dans les solvants moins polaires (Macheix et al., 2005). Ainsi, I’extrait méthanolique a

donné une teneur trés élevée lors d’une forte polarité du solvant utilisé, méthanol.

Le résultat de cette étude a été supérieur a celui trouvé par Yakhlef (2010) qui a obtenu
une teneur en polyphénols de I’extrait méthanolique de la méme plante récoltée de la
région de Batna de ’ordre de 166,81+8,69 ; mg EAG/g. Aussi que les résultats d’Allaoui
(2022) ont montré que la teneur en phénols totaux d'extrait méthanolique de la méme
plante était de 422,22 + 0,05 mg EAG/g qui est inférieur a celle de ce travail mais plus au

moins proche.

Cette variation est liée également aux facteurs climatiques et environnementaux, période
de récolte, polarité de solvant utilisé, température et temps d’extraction (Popovici et al.,
2009).

3.3.2- Dosage des flavonoides totaux
L’estimation de la tencur en flavonoides totaux dans 1’extrait méthanolique de L. nobilis a
¢été calculée a partir de 1I’équation de la courbe d’étalonnage de la quercétine ; Y = 2,9185x

-0.0157 avec R2=0,9773 (figure 15).
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Figure 15 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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D’aprés nos résultats du tableau 5, le dosage des flavonoides totaux des feuilles de L.
nobilis révele que I’extrait méthanolique présente une teneur moyenne de 19,36+0,02 mg

EQ/g ES.

La teneur en flavonoides totaux de [I’extrait méthanolique de L. nobilis est
considérablement plus élevée que celle trouvée par Yakhlef (2010) avec une valeur de
4,75 + 0,21 mg EQ/g ES, en revanche et d’aprés les résultats de Boutoumou (2020), la
teneur en flavonoides est supérieure (24,07+0,14 mg EQ/g ES) a celle de ce travail.

Ces différences de teneur en flavonoides entre les extraits peuvent étre s’expliquer par la
polarité et la sélectivité des solvants utilisés dans la préparation des extraits car les
flavonoides constituent le groupe le plus hétérogéne des composés phénoliques, dont
certaines classes sont solubles dans les solvants polaires tandis que, d’autres (les
flavonoides aglycones) sont solubles dans les solvants apolaires, donc on peut dire que L.
nobilis L. est riche en flavonoides polaires que apolaires (Macheix et al., 2006 ;
Kaurinovic et Vastag , 2019 ; Gulcin, 2020).

On conclut que la plante L. nobilis est riche en composés phénoliques; mais en

polyphénols qu’en flavonoides (tableau 5).

Tableau 5 : Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides totaux dans 1’extrait méthanolique des

feuilles de L. nobilis.

Polyphénols totaux Flavonoides totaux
(mg EAG /g ES) (mg EQ/ g ES)
563,63 + 3,53 19,365 + 0,02

3.4- Activités biologiques
3.4.1- Activité antioxydante
Deux différentes méthodes ; DPPH et FRAP, ont été appliquées sur les deux extraits

obtenus ; méthanolique et huile essentielle, pour évaluer leurs potentiel antioxydant.

3.4.1.1- Activité antiradicalaire du DPPH (2,2-Diphényl-1-Picrylhydrazyl)
Les résultats obtenus nous ont permis de tracer la courbe de pourcentage d’inhibition du

DPPH en fonction de concentrations de I’extrait et de I’huile (figures 16 et 17).
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Figure 16 : Courbes des pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction de la

Concentration d’extrait méthanolique.
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Figurel7 : Courbes des pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction de la

Concentration d’huile.

Ce test est largement utilisé pour évaluer la capacité des substances a neutraliser les

radicaux libres et a prévenir lI'oxydation.

A partir de la courbe de pourcentage d’inhibition de DPPH qu’elle a permis de calculer
I’ICso qui est définie comme étant la concentration du substrat nécessaire a diminuer 50%
d'absorbance de la solution initiale du DPPH. La valeur d’ICso de I’extrait méthanolique

est de 0,14 mg/mL ce qui représente une activité antioxydante plus importante par rapport
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a celle de I’étude de Rebzani (2014) (0,7 mg/ml), par contre I’HE de laurier a montré une
concentration de 1,81 mg/mL qui a une activité inférieure a celle de 1’étude de Ouibrahim

et al. (2015) qui a montré une valeur de 1,55mg/mL.

A titre de comparaison, la valeur d’ICso de l'antioxydant synthétique BHT (annexe 2)

utilisé comme controle positif était de 0,041 mg/ml.

Ces résultats ont montré une activité significative de neutralisation des radicaux libres,

indiquant que L. nobilis est une source potentielle d’antioxydants.

3.4.1.2- Pouvoir réducteur du fer (FRAP)
Les résultats de I’absorbance de nos extraits ; méthanolique et HE, sont respectivement

illustrés dans les courbes des figures18 et 19 en fonction de concentration.
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Figure 18 : Courbe d’absorbance en fonction de la concentration de 1’extrait (FRAP).
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Figure 19 : Courbe d’absorbance en fonction de la concentration de I’huile (FRAP).
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Les résultats du FRAP sont exprimés en ECso. L’extrait méthanolique a exhibé une trés
bonne activité réductrice (ECs0=0,13 mg/mL) supérieure a celle du standard (acide
ascorbique ; EC50= 0,684 mg /ml, annexe I11) et de ’'HE qui a montré une valeur d’EC50
égale a 7,55 mg/ml.

Le pouvoir réducteur des extraits de la plante est dépendant de leur concentration ; plus
que D’extrait est riche en composés phénoliques, plus qu’il a un pouvoir réducteur élevé
(Amarowicz et al., 2004). Cependant, il est important de noter que I'activité antioxydante
peut varier en fonction de plusieurs facteurs, tels que la région géographique d'origine du
laurier noble, les conditions de culture, la méthode d'extraction et la concentration de

I'extrait utilisé.

En conclusion, L. nobilis a montré une activité antioxydante prometteuse dans des etudes
utilisant le test DPPH. Cependant, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour
comprendre les composés responsables de cette activité, évaluer [I'efficacité dans
différentes conditions et explorer les applications potentielles dans le domaine de la santé

et de la nutrition.

3.4.2- Activité antibactérienne

L'activité antimicrobienne se traduit par une zone d'inhibition environnante Puits contenant
les extraits obtenus ; extrait méthanolique et huile essentielle de la plante L. nobilis.
Différentes concentrations ont été etudiees. Le diametre des zones d’inhibition varie d’une

bactérie a I’autre, et d'un extrait a l'autre. Les tableaux 6 et 7 résument les résultats obtenus.
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Tableau 6 : Zones d’inhibition de la plante L. nobilis; extrait méthanolique, huile
essentielle, chloramphénicol et DMSO sur des souches bactériennes
infectieuses.

Bactéries Extrait méthanolique Huile essent Antibiotique

Staphylococcus
aureus

Bacillus cereus

Escherichia coli

Pseudomonas
aeruginosa
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Tableau 7 : Diameétres (mm) des zones d’inhibition de la croissance bactérienne par
I’extrait méthanolique et 1’huile essentielle de L. nobilis, le chloramphénicol

et le DMSO.
Extrait [C]mg/ml Souches bactériennes
Gram + Gram -
Staphylococcus | Bacillus | Escherichia | Pseudomonas
aureus cereus coli aeruginosa
Extrait 12,5 11+0,10 100,04 14+0,01 161,10
méthanolique 25 12+0,03 10+0,04 15+0,03 16+0,10
50 12+0,20 12+0,02 17+0,01 200,03
100 14+0,39 12+0,42 22+0,07 23+0,09
200 16+0,01 15+0,01 30+0,41 32+0,01
Huile 6,25 160,03 10+0,01 13+0,01 00+0,01
Essentielle 12,5 18+0,04 12+0,34 13+0,02 000,09
% 25 24+0,06 140,22 | 170,01 000,30
50 30+0,20 22+0,08 17+0,50 00+0,07
100 3240,23 24+0,21 22+1,20 15+0,30
ATB (30 pg/disque) 32+1,50 35+0,73 36+0,45 30+0,07
DMSO (25ul) 00+£00 00+00 00+00 0000

L’activité antibactérienne se traduit principalement par I’apparition d’une zone d’inhibition
autour des puits qui sont remplis par I’extrait ou I’huile étudiée. Ou, les diameétres des

zones d'inhibition différent selon la concentration, I’espéce étudiée et ’extrait utilisé.

Les résultats obtenus dans les tableaux 7 et 8 ont montré que les bactéries E. coli et P.
aeruginosa ont une forte sensibilité a I’extrait méthanolique de L. nobilis, qui avaient des
diamétres d’inhibition de 14+0,01 a 30+0,41 mm et de 16 £1,10 a 32+0,01 mm,
respectivement. Par contre, les souches S. aureus et B. cereus ont été les plus résistantes a
I’extrait de notre plante avec des zones d’inhibition de 11 +0,10 a 16+0,01mm et de
1040,04 a 15+0,01 mm, consécutivement. En revanche, ’'HE a révélé une forte activité

contre les Gram+ que les Gram-.

La variation des diamétres des zones d’inhibition des différentes concentrations confirme
’activité antibactérienne qui est due aux différents agents chimiques présents dans 1’extrait
tel que les composés phénoliques qui sont classifiés comme composes antibiotiques trés
actifs (Rojas et al., 1992 ; Marjorie, 1999), ces composes causent des dommages au
niveau de la membrane externe des bactéries ce qui entraine une augmentation de la
perméabilité (Lambert., 2001). Nos résultats sont similaires a ceux trouvés par Zaika
(1988) et Ali Shtayeh et al. (1988) qui ont montré que la résistance des bactéries a Gram *

aux extraits veégétaux était plus que les bactéries a Gram .
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La concentration minimale inhibitrice est définie comme étant la concentration la plus
basse rapportée pour donner une inhibition compléte des bactéries testées aprés 24 heures
d'incubation (Wan et al., 1998 ; Canillac et Mourey, 2001). En effet, pour les quatre

souches étudiées, la gamme des CMI de nos extraits est inférieure a 12,5 mg/mL.

Nos résultats ont révélé d’une part que I’huiles essentielle présentait une activité
antibactérienne maximale contre les souches S. aureus et B. cereus avec des zones
d’inhibition de (16+0,03 a 32+0,23 mm) et de (10£0,01 a 24+0,21 mm), respectivement.
D’autre part ’huile de L. nobilis a montré une activité modérée contre les souches ; E. coli
et P. aeruginosa, avec des zones d’inhibition de (130,01 a 17+0,50 mm) et de 15+0,30

mm, respectivement.

Cette différence de sensibilité a montré la grande efficacité d’huile de L. nobilis sur les
bactéries a Gram® plus que les bactéries a Gram™ sauf la souche P. aeruginosa qui reste
insensible, donc l'activité biologique de I'huile essentielle doit étre liee a sa composition
chimique, les groupes fonctionnels de composeés basiques (alcools, phénols, aldéhydes) et
les effets synergiques entre ses élements (Goudjil et al., 2015). En effet, la composition
d’huile varie souvent selon la zone géographique ou la source alors que Sivropoulou et al.
(1997) affirme l’origine de I’activité antibactérienne bactériostatique Vis-a-vis de
Staphylococcus aureus est le composé majoritaire de I’HE de laurier, le 1,8-cinéole ou
eucalyptol ¢a ce qui confirme ’efficacité d’huile sur S. aureus ou la CMI déterminé pour

cette souche est < 6,25 % .

A partir de nos résultats on conclut que I’activité antibactérienne maximale de I'extrait
méthanolique de L. nobilis est sur les bactéries a Gram ~ contraire a I’HE qu’il a un pouvoir
anti-staphylococcique. Cette HE est couramment utilisée pour traiter les plaies buccales
lors de sa capacité d’inhiber les souches buccales de S. aureus avec une importante activité
antibiofilm. Pour cela on a choisi cette souche pour tester I’effet antibiofilm d’HE de L.

nobilis.

3.4.3- Activiteé antibiofilm
L’activité antibiofilm de I’extrait et de I’huile essentielle de L. nobilis a été réalisée par la
technique de coloration par cristal de violet, les résultats de pourcentage de réduction du

biofilm ont été montrés dans les histogrammes des figures 20 et 21.
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Figure 20 : Activité antibiofilm de I’extrait méthanolique de L. nobilis.
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Figure 21 : Activité antibiofilm d’HE de L. nobilis.
Dans cette étude, I’efficacité de I’extrait méthanolique et de I’huile essentielle de L. nobilis
sur le biofilm de Staphylococcus aureus a été testée. D’aprées nos résultats (Figures 20 et
21), I’extrait méthanolique et ’'HE de L. nobilis ont exercé un effet anti-attachement avec
un pourcentage d'inhibition du biofilm de 10,72 a 16,99 % et de 53,72 a 76,1 %,

respectivement.

Dans notre étude, la CMI nécessaire pour inhiber la formation du biofilm bactérien pour

I’HE est inférieur a 1,56% et pour I’extrait méthanolique est égale & 100 mg/ml.

Plusieurs études ont évalué l'activité antibiofilm de I'HE et de I'extrait méthanolique de L.
nobilis contre S. aureus. Dans une étude menée par Merghni et al. (2015), 'HE de laurier

noble a montré une activité significative contre la formation des biofilms de S. aureus,
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réduisant leur développement et leur adhésion a la surface avec des pourcentages de
réduction allant de 79,6+2,27 a 95,2+0,56 %. De plus, une autre étude de Molina et al.
(2020) a montré un pourcentage de réduction de 76 % a 55 %. D'autre part, bien que
I'extrait méthanolique ait également montré une certaine activité, celle-ci était relativement
moins prononcée. Il convient de noter que les résultats peuvent varier en fonction des
conditions expérimentales, de la concentration des extraits utilises, des méthodes

d'évaluation de l'activité antibiofilm, etc. (Lee et al., 2003).

Différentes compositions chimiques de ’HE et des extraits méthanoliques peuvent affecter
leur activité antibiofilm. L'HE de L. nobilis est riche en composés volatils, tels que les
terpénes, qui sont associés a des propriétés antibactériennes et antibiofilm. Ces composés
volatils peuvent plus facilement pénétrer la matrice extracellulaire des biofilms et interagir
avec les bacteries, inhibant ainsi leur adhésion et leur croissance (Sipailiene et al., 2006 ;
Oussou, 2009). Les extraits de méthanol peuvent contenir une gamme plus large de
composes, y compris des polyphénols, qui peuvent également présenter une certaine
activité antibiofilm, mais probablement a des niveaux de composés volatils inférieurs a

ceux présents dans les huiles essentielles (Chahal etal., 2017).

Les deux formes d'extraits peuvent avoir des mécanismes d'action différents, ce qui
entraine une efficacite différente contre les biofilms de S. aureus. Les composés presents
dans les huiles essentielles peuvent perturber I'adhésion des bactéries au substrat, inhiber la
formation de biofilms et avoir un effet bactéricide direct sur les cellules bactériennes.
D'autre part, les composés de I'extrait méthanolique peuvent agir en perturbant la matrice
extracellulaire des biofilms et en interférant avec le mécanisme d'adhésion des bactéries
(Rabin et al., 2015).

Ces résultats déterminent que le laurier noble pourrait probablement étre utilisé pour
prévenir la formation de biofilms de S. aureus ou pour perturber les biofilms existants. Les
biofilms de S. aureus sont essentiellement préoccupants car ils sont associés a des

infections chroniques et a une résistance accrue aux antibiotiques (Barghan et al., 2014).
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4- Conclusion et perspectives

L’objectif de ce travail était d’étudier les caractéristiques phytochimiques et d’évaluer
les différentes activités biologiques de I’extrait méthanolique et de 'HE de L. nobilis
dans le cadre d’une contribution a une meilleure connaissance de cette espéce végétale
dans le but d’inhibition de la formation du biofilm de la souche bactérienne

Staphylococcus aureus (S. aureus).

Au terme de cette étude et a travers les résultats obtenus, le screening phytochimique de
L. nobilis a permis de détecter les principaux métabolites primaires et secondaires ;
composés réducteurs, glycosides cardiaques, alcaloides, flavonoides, polyphénols,

tannins, saponines, quinones libres et huile essentielle.

Par la suite, la quantification des composés phénoliques a révélé des teneurs en
polyphénols totaux et en flavonoides totaux importantes. En outre, I’activité anti-
oxydante de I’extrait et de I’HE de L. nobilis par deux méthodes ; DPPH et FRAP, a
montré que 1’extrait méthanolique avait une forte activité anti-oxydante que I’HE. Cette
puissante activité est significativement et fortement liée a la richesse de 1’extrait en

composes phénoliques ; particulierement les acides phénoliques et les flavonoides.

Par ailleurs, a travers les résultats de I’activité antibactérienne qui a été évaluée par la
méthode de diffusion sur milieu solide (méthode des puits), I’extrait méthanolique a
enregistré un excellent effet sur les bactéries Gram — avec des CMI <12,5 mg/mL par

contre I’HE de L. nobilis ayant une forte activité sur les Gram + avec des CMI <6.25%.

Afin d’évaluer I’effet des extraits végétaux obtenus de L. nobilis comme des nouvelles
stratégies de lutte contre la résistance bactérienne, une activité anti-biofilm a été
réalisée par la technique de coloration par cristal de violet. Les résultats obtenus ont
montré que I’HE de L. nobilis a une forte activité inhibitrice de biofilm de S. aureus
avec un pourcentage de réduction tres élevé par rapport a ceux de I’extrait

méthanolique.

On conclut que L. nobilis est riche en molécules bioactives qui peuvent étre utilisées
comme des remedes thérapeutiques naturels contre les infections bactériennes,
particulierement le biofilm de S. aureus, en évitant 1’utilisation massive des

antibiotiques synthétiques qui cause la résistance bactérienne.
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Cependant, ces résultats restent insuffisants pour estimer s’il est possible d’utiliser cette

plante comme un remede thérapeutique pour réduire la résistance bactérienne. Pour
cela, nous proposons comme perspectives de :

- Etudier d’autre stratégie de lutte contre le biofilm ;

- Tester plusieurs extraits de la plante sur différentes souches bactériennes ;

- Mise en évidence d’autres activités biologiques.
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Abstract

This work focused on a plant species, Laurus nobilis (L. nobilis) which belongs to the
Lauraceae family, one of the most used families in traditional therapy. The main objectives of
this study were phytochemical screening, colorimetric quantification of phenolic compounds
and biological activities; antioxidant, antibacterial and mainly antibiofilm of the methanolic
extract and the essential oil of L. nobilis harvested from the region of Constantine. Indeed, the
phytochemical screening, based on specific tests, made it possible to highlight the presence of
the main primary metabolites such as sugars and secondary ones as polyphenols, flavonoids
and tannins which are the most dominant. In addition, the extraction yields of methanolic
extract and EO recorded more or less high values of 50.70 =+ 3.53 and 1.15 + 0.2%,
respectively. On the other hand, the contents of total polyphenols and total flavonoids of the
methanolic extract quantified by the methods of Folin-Ciocalteu and aluminum trichloride,
respectively, showed high value of total polyphenols (563.63 + 3 .53 mg EAG/g ES)
compared to that of total flavonoids (19.365 = 0.02 mg EQ/g ES). Furthermore, the
antioxidant activity was tested using two methods, free radical scavenging (DPPH) and iron
reducing power (FRAP), in which the methanolic extract recorded the lowest 1Csq and ECso
(0.14 mg/ml and 0.13 mg/ml, respectively) having the most relevant antioxidant potency. In
addition, the antibacterial activity by the well diffusion method of the obtained extracts was
tested on four bacterial strains; S. aureus, B. cereus, E. coli and P. aeruginosa, where very
interesting inhibition zone diameters were observed. The obtained results revealed that Gram-
bacteria were the most sensitive to the methanolic extract, while Gram + bacteria were
sensitive to EO; the highest inhibition values were recorded by HE on S. aureus (32+0.23
mm) at a concentration of 100% and by the methanolic extract on E. coli and P. aeruginosa
(324 0.01 mm) at 200 mg/ml with MICs < 6.25% and 12.5 mg/ml, consecutively. L. nobilis
EO also exhibited a very high antibiofilm activity on S. aureus compared to the extract with a
reduction percentage of 76.1% to 100% moderately higher than that of chloramphenicol ATB
(70.3 %). These results can be considered as a starting point for the use of L. nobilis, in
particular its EO, in the field of health as a natural ATB, alternative to the synthetic ATBS,
against infections caused by the biofilm of S. aureus to avoid the successive use of ATBs, and

therefore the reduction of bacterial resistance.

Keywords: Laurus nobilis, essential oil, biological activities, bacterial resistance, S. aureus,
antibiofilm activity.
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Annexe 1 Préparation de solution tampon phosphate 0,2 M

77 ml de Na,HPO,.23 ml de NaH.PO,

Annexe2 Courbe d’étalonnage de BHT

Absrbance at 700 nm
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Annexe 3 Courbe d’étalonnage de I'acide ascorbique
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Annexe 4
Préparation de I'’eau physiologique

9g de NaCl dans 1L de I’eau distillée puis une stérilisation a été réalisé par I'autoclave
pendant 1h

Composition des milieux de culture

Composition gélose Mueller-Hinton (MH)

Hydrolysat acide de caséine (peptone) 175g

Extrait de viande 20g
Amidon 15¢g
Calcium 20a25mg
Magnésium 103 12,5mg
Agar 15,0g

pH=7,4+/-0,2

Eau distillée gspll

Composition de gélose nutritive

Composition gélose nutritive
Ingrédients Gramme/litre
Tryptone 5,0g
Extrait de viande 1,0g
Extrait de levure 20¢g
Chlorure de sodium 50¢g
Agar agar bactériologique 120¢g
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Application et évaluation de quelques stratégies de lutte contre la résistance bactérienne ; activités
antibactérienne et antibiofilm de I’extrait et de I’huile essentielle de Laurus nobilis

Résumé

Le présent travail a porté sur une espece végétale, Laurus nobilis (L. nobilis) qui appartient a la famille des
Lauracées, une des familles les plus utilisées dans la thérapie traditionnelle. Les objectifs principaux de cette étude
étaient le criblage phytochimique, le dosage colorimétrique des composés phénoliques et les activités biologiques ;
antioxydante, antibactérienne et principalement antibiofilm de 1’extrait méthanolique et de 1’huile essentielle de L.
nobilis récoltée de la région de Constantine. En effet, le criblage phytochimique, basé sur des tests spécifiques, a
permis de mettre en évidence la présence des principaux métabolites primaires tels que les sucres et secondaires
comme les polyphénols, les flavonoides et les tanins qui sont les plus dominants. En outre, les rendements
d’extraction de I’extrait méthanolique et de I’HE ont enregistrés des valeurs plus ou moins élevées de 50,70 + 3,53
et de 1,15 + 0,2 %, respectivement. D’autre part, les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux de
I’extrait méthanolique quantifiées par les méthodes de Folin-Ciocalteu et de trichlorure d’aluminium,
respectivement, ont montrés une valeur €levée des polyphénols totaux (563,63 + 3,53 mg EAG/g ES) par rapport a
celle des flavonoides totaux (19,365 + 0,02 mg EQ/ g ES). Par ailleurs, l'activité antioxydante a été testée en
utilisant deux méthodes, le piégeage du radical libre (DPPH) et le pouvoir réducteur du fer (FRAP), ou 1’extrait
méthanolique a enregistré I’ICso et I’ECso les plus faibles (0,14 mg/ml et 0,13 mg/ml, respectivement) ayant le
pouvoir antioxydant le plus pertinent. En outre, I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur gélose en
puits des extraits obtenus a été testée sur quatre souches en I’occurrence ; S. aureus, B. cereus, E. coli et P.
aeruginosa, ou des diamétres des zones d’inhibition trés intéressants ont été observés. Les résultats obtenus ont
révéelé que les bactéries a Gram- sont les plus sensibles a 1’extrait méthanolique, alors que les bactéries a Gram +
sont sensibles a I’HE ; les valeurs d’inhibition les plus élevées ont été enregistrées par I’HE sur S. aureus (32+0,23
mm) a une concentration de 100% et par 1’extrait méthanolique sur E. coli et P. aeruginosa (320,01 mm) a 200
mg/ml avec des CMI < 6,25 % et 12,5 mg/ml, consécutivement. L’HE de L. nobilis a également exhibé une activité
antibiofilm tres élevée sur S. aureus par rapport a I’extrait avec un pourcentage de réduction de 76,1 % a 100%
moyennement élevé a celui de I’ATB chloramphénicol (70,3%). Ces résultats peuvent étre considérés comme point
de départ pour 1’usage de L. nobilis, en particulier I’'HE, dans le domaine de santé comme un ATB naturel,
alternative aux ATBs synthétiques, contre les infections causées par le biofilm de S. aureus pour éviter 1’utilisation
successive des ATBs, et donc la réduction de la résistance bactérienne.

Mots clés : Laurus nobilis, huile essentielle, activités biologiques, résistance bactérienne, S. aureus,
activité antibiofilm.
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