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Introduction

Introduction

Les produits naturels, notamment les composés issus des plantes, sont reconnus depuis
longtemps comme des réservoirs précieux de substances médicamenteuses. On estime que 30
a 40 % des médicaments utilisés en médecine moderne sont dérivés, de maniére directe ou
indirecte, de sources naturelles (Masoodi et al. 2008).

L’utilisation massive des antibiotiques a entrainé 1’apparition de résistances a leur égard
(De Billerbeck, 2007). La résistance des bactéries aux agents antimicrobiens traditionnels
représente 1’un des enjeux majeurs de santé publique a 1’échelle mondiale, en raison de son
lien avec une hausse de la morbidité, de la mortalité et des cofits économiques (Larsson et al.
2022).

Pour faire face a ce probleme de santé publique, il est indispensable de concevoir de
nouveaux outils antimicrobiens performants, dans le but de restreindre [’usage des
antibiotiques existants et d’alléger le fardeau des infections (Rahayu et al. 2022).

Une des pistes envisagées par la communauté scientifique pour faire face a la résistance
aux multiples médicaments consiste a associer plusieurs agents antimicrobiens. Cette stratégie
repose sur 1’idée que plus un traitement cible de mécanismes différents chez un micro-
organisme, plus il devient difficile pour ce dernier de développer une résistance. Ainsi,
I’intérét pour les plantes médicinales et aromatiques, riches en composés bioactifs, ne cesse de
croitre (Baldé¢ et al. 2015).

Les huiles essentielles présentent des propriétés antifongiques, antibactériennes et
antivirales. Ils ont été¢ étudiés a I’échelle mondiale comme des sources prometteuses de
nouveaux composés antimicrobiens, d’agents pour la conservation des aliments, ainsi que
d’alternatives thérapeutiques pour les maladies infectieuses (Astani et al. 2010).

Le Genévrier thurifere (Juniperus thurifera L.), appartenant a la famille des
Cupressaceae, est une espece caractéristique de la région méditerranéenne. Elle est localisée
de maniere endémique dans certains pays du pourtour méditerranéen occidental, notamment
I’Algérie, le Maroc, I’Espagne, la France (y compris la Corse) et I’Italie (Gauquelin et al.
1988). Bien que cette espece ait fait 1’objet d’investigations approfondies en Europe et au
Maroc, elle demeure relativement peu étudiée en Algérie (Gauquelin et al. 2012).

Dans ce contexte, le présent travail vise a évaluer 1’activité antibactérienne des huiles
essentielles extraites a partir des feuilles et des rameaux de Juniperus thurifera seules et en
combinaison avec des antibiotiques de synthése.

Ce manuscrit comprend trois chapitres:
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Le premier chapitre bibliographique est consacré a la botanique et la systématique de
I'espece Juniperus thurifera. 11 abordera également les techniques d’extraction des huiles
essentielles, en mettant 1’accent sur leur composition chimique et leurs propriétés
biologiques.

Le deuxiéme chapitre décrit le matériel utilisé et les protocoles expérimentaux aoptés
dans la présente étude.

Le troisiéme chapitre regroupe les résultats ainsi que leur discussion.

Enfin ce manuscrit sera cloturé par une conclusion ainsi que les perspectives.



Chapitre 1 :
Syntheése
bibliographique



Chapitre 1 : Synthése bibliographique I.1.Apercu sur I’espéce Juniperus thurifera

I.1 Apercu sur I’espéce Juniperus thurifera

I.1.1 La famille des Cupressaceae

Les Cupressacées, appartenant au groupe des coniféres, forment une famille de 1’ordre
des Pinales. Parmi les Gymnospermes — des plantes a graines nues —, elles représentent la
famille la plus largement répandue a [’échelle mondiale. D’aprés une -classification
phylogénétique, cette famille regroupe environ 160 especes, réparties en 7 sous-familles et 29
genres, présents aussi bien dans I’hémisphére Nord que dans I’hémisphére Sud (Little,
2006).Les plus importants sont Cupressus L., Juniperus L. et Callitris Vent(Schulz et al,
2005).

I.1.2 Le genre Juniperus

Juniperus I'un des genres les plus significatifs au sein de la famille des Cupressacées,
regroupant 67 especes et 28 variétés. Ce genre inclut des arbustes ou des arbres a feuillage
persistant, adaptés aux sols secs, rocheux ou sableux. Toutes les espeéces de Juniperus sont
originaires de 1'hémisphére nord, a l'exception de Juniperus procera Hochst. Ex endl, qui se

trouve dans 1'hémisphére sud, plus précisément en Afrique de I'Est (Athamna, 2021).

I.1.3 L’espéce Juniperus thurifera

1.1.3.1 Description botanique

Le genévrier thurifére (Juniperus thurifera L.), connu sous les noms berbéres « Aywel
» ou « Thazenzna », est une espece dioique, c’est-a-dire que les individus males et femelles
sont généralement séparés. Toutefois, des cas d’individus monoiques ont été signalés dans
certaines régions comme les Alpes francaises, la Corse, I’Espagne, ainsi que dans le Haut
Atlas marocain et les Aures en Algérie, notamment dans la localit¢ de Malou a T kout (Zeraib
et al. 2016).

Juniperus thurifera présente une grande diversité de formes. Il peut atteindre jusqu’a 20
meétres de haut et se caractérise souvent par un tronc trés ramifié, adoptant une apparence
multicaule, c’est-a-dire compos¢ de plusieurs troncs. Ses feuilles sont en forme d’écailles,
généralement enticres ou légérement dentées. La structure presque quadrangulaire des
rameaux provient de 1’agencement spécifique des écailles, disposées par groupes de quatre, en
croix opposée. (Maire, 1952; Rameau et al. 1993).

Les cones femelles, appelés galbules, sont charnus et presque sphériques, arborant une

teinte bleu-noir. Ils renferment généralement entre deux et quatre graines, selon la variété
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considérée. Quant aux fleurs males, elles sont regroupées en petits chatons terminaux, eux s

(Montes, 1999; Badri, 2003).

Figure 1. Juniperus thurifera

1.1.3.2 Aire de répartition en Algérie

En Algérie, Juniperus thurifera est présent principalement dans le massif de I’ Aures, ou
il forme des peuplements clairsemés, souvent dégradés et considérés comme des vestiges
d’anciennes foréts. Sa répartition dans cette région se fait en trois zones principales : la
premicre autour de T kout, la deuxiéme dans la vallée d’Ouled Abdi, et la troisieme dans le
secteur de Tibhirine. Dans d’autres secteurs, comme les cédraies de S’gag et de Chelia, le
genévrier thurifére est présent mais reste minoritaire, sans former de peuplements distincts.
On peut néanmoins observer quelques individus isolés, notamment dans le village d’IchMoul

ou dans la région d’Inoughissene. (Beghami, 2013).

I.1.3.3 Classification systématique
D’apres Mao et al. (2010), la classification botanique de cette plante est comme suit :
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Tableau 1 . Classification systématique de Juniperus thurifera (Mao et al. 2010).

Embranchement Spermaphytes

Reégne

Sous-embranchement Gymnospermes
Division Pinophyta
Classe Pinopsida
Ordre Pinales
Famille Cupressacées
Genre Juniperus L

Section Sabina

Espece Juniperus thuriferal.
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I.2 Les Huiles Essentielles
1.2.1  Historique des huiles essentielles

La distillation, initialement inventée par les Perses, fut perfectionnée plus tard par Ibn
Sina. Au Moyen Age, les Arabes, grice a Jabir ibn Hayyan, redécouvrirent la distillation,
apportant des avancées importantes a la chimie. A Damas, ils extrayaient I'huile et I'eau de
rose, toutes deux trés prisées a I'époque. Au XXe siecle, René-Maurice Gattefossé relanga les
huiles essentielles en 1931, en testant 24 aromes sur des souches microbiennes. En 1938, il
publia Antiseptiques essentiels. Dans les années 1950, Schnoder et Messing développerent
une meéthode pour mesurer l'inhibition bactérienne des huiles essentielles, base de

I'aromatogramme de Giraud en 1971 (Virginie, 2015).

1.2.2 Les plantes aromatiques

Les plantes aromatiques sont des végétaux contenant suffisamment de composés
aromatiques concentrés dans leurs tissus (feuilles, fleurs, fruits ou écorces) pour permettre une
extraction viable par distillation ou expression. Il est crucial de distinguer ces plantes
odoriférantes des simples plantes odorantes, car seules les premicres contiennent une

concentration suffisante de ces composés extractibles (Benkada, 1990).

1.2.3 Définition des huiles essentielles

Sont des substances végétales volatiles, caractérisées par leur forte odeur et leur texture
huileuse, riches en principes actifs qui leur conférent une concentration élevée (Lardryet
Haberkorn, 2007).Les HEs ont une densité inférieure a celle de I'eau, sont insolubles dans
I'eau mais se dissolvent dans les graisses, l'alcool et les solvants organiques. Elles sont

souvent incolores ou jaunes pales, certaines €tant cependant tres colorées (Guptaet al. 2010)

1.2.4 Répartition et localisation des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles sont extraites de plus de 17 500 plantes aromatiques appartenant
a de nombreuses familles d’angiospermes, telles que les Rutaceae, Lamiaceae, Myrtaceae,
Asteraceae et Zingibéracée (Regnault-Roger et al. 2012).

Les huiles essentielles sont réparties dans différents organes de la plante, tels que les
sommités fleuries (lavande), les écorces (cannelier), les racines (vétiver), les rhizomes
(gingembre), les fruits (anis), le bois (camphrier), les feuilles (citronnelle), les graines

(muscade) et les boutons floraux (clou de girofle) (Guestem et al, 2001). Leur production et
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leur accumulation dépendent de structures histologiques spécialisées, souvent situées a la
surface de la plante. Parmi ces structures, on distingue : les cellules sécrétrices (chez les
Lauraceae), les poils sécréteurs (Lamiaceae), les poches sécrétrices (Myrtaceae) et les canaux

sécréteurs (Apiaceae) (Guignard, 2000).

L1.2.5 Le role des huiles essentielles dans les plantes

Les huiles essentielles jouent un role important dans la protection des plantes
notamment en les protégeant contre les herbivores en réduisant leur appétit. Elles agissent en
attirant les insectes pollinisateurs, ce qui favorise la dispersion des graines et du pollen (Kar et
al. 2018), en repoussant les prédateurs et en inhibant la germination des graines des espéces
environnantes. De plus, les huiles essentielles possedent des propriétés antifongiques,

insecticides et répulsives (Dhifi et al. 2016).

1.2.6 Méthodes d'extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont extraites par des techniques traditionnelles comme la
distillation a la vapeur, 1’enfleurage (fleurs), ou I’expression (fruits), solvants organiques
(racines, feuilles, tiges), ainsi que par des méthodes modernes telles que 1’extraction aux
ultrasons ou par micro-ondes. L’ hydrodistillation demeure cependant la plus couramment

utilisée (Boudjedjou, 2020).

1.2.7 Composition Chimique des huiles essentielles
1.2.7.1  Les terpénes
Les terpeénes sont des composés dérivés de 1’assemblage d’unités d’isoprene (C5SHS), et

leur structure peut étre soit linéaire, soit cyclique (Bakkali et al. 2008 ; Hyldgaard et al. 2012).
Différentes combinaisons d’unités d’isopreéne (CsHg) donnent naissance aux divers groupes de
terpenes. Leur classification se fait selon le nombre d’unités d’isopréne dans la formule
structurale (CsHs) n, ou n représente le nombre d’unités d’isoprene liées : les monoterpenes
(C1o), les sesquiterpenes (Cis), les diterpenes (C20), les triterpénes (C30) et les tétraterpénes
(C40).

Sont les principaux groupes de terpenes que I’on retrouve dans les huiles essentielles.

(Rubio et al. 2013 ; Islahi et al. 2017).

1.2.7.2  Les phénylpropanoides
Les phénylpropanoides sont des métabolites secondaires produits par les plantes a partir

de la phénylalanine. Ils possédent une structure commune avec un noyau aromatique (C6) et



Chapitre 1 : Synthése bibliographique 1.2. Les Huiles Essentielles

une chaine latérale de trois carbones (C3). Ils jouent un role dans la protection des plantes

contre les infections, les radiations UV, les herbivores et les blessures (Andrade et al. 2014)

1.2.8 Facteurs influencant la composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique des huiles essentielles est influencée par divers facteurs
internes et externes, notamment les caractéristiques génétiques de la plante (espéce,
chémotype) (Verma et Shukla, 2015), le stress biotique di aux agents pathogenes (Taiz et
Zeiger, 20006), les conditions climatiques (Rguez et al. 2019), les propriétés du sol telles que le
type et la salinité¢ (Badawy et al. 2018), le stade de développement de la plante (Moisa et al.
2019), I’organe végétal utilisé (Bellili et al., 2018), la période et la zone de récolte (Shahbazi,
2016), ainsi que la méthode d’extraction appliquée (Younis et al. 2007).

1.2.9 Utilisations thérapeutiques et applications des huiles essentielles

Les huiles essentielles possédent des applications variées dans des secteurs tels que
I’agronomie, la santé, la conservation alimentaire, la cosmétique, la parfumerie et 1’hygiéne
industrielle. A titre d’exemple, des composés comme le d-limonéne, le d-carbone ou encore le
géraniol sont utilisées a de multiples fins : dans les parfums, les savons, les crémes, comme
solvants industriels, comme parfums dans les produits ménagers, ou encore comme additifs
aromatisants dans 1’alimentation (Silva et al. 2010). Les HEs sont largement utilisées en
aromathérapie. Cette derniére est considérée comme une technique thérapeutique utilisant ces

huiles volatiles sous forme de massages, d’inhalations ou de bains (Dhifi et al. 2016).
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1.3  Activité antibactérienne
I.3.1 Les antibiotiques

Un antibiotique est un composé produit par un microorganisme, capable d'inhiber ou de
détruire les bactéries (Muylaert et Mainil, 2013).

La classification des antibiotiques repose sur leurs propriétés physico-chimiques, leur
origine (naturelle, synthétique ou semi-synthétique), leur mode d’action (ciblant la paroi
bactérienne, la membrane cytoplasmique, la synthése des protéines ou des acides nucléiques),
leur spectre d’activité (€troit ou large) ainsi que leur structure chimique de base, comme le
cycle B-lactame. Parmi les principales familles, on trouve les B-lactamines, largement utilisées
en antibiothérapie, comprenant les pénicillines et les céphalosporines (Calvo et Martinez-
Martinez, 2009).

Les glycopeptidestels que la Vancomycine et la teicoplanine, sont actifs uniquement
contre les bactéries a Gram positif par inhibition de la syntheése du peptidoglycane (Reynolds,
1989). Quant aux sulfamides, ce sont des composés soufrés a large spectre, dont I’action peut
étre inhibée en présence d’acide para-amino-benzoique (PAB) ou de métabolites comme la
thymidine. D’autres groupes sont également inclus dans cette classification, comme les
nitrofuranes, nitronidazoles, rifamycines, polypeptidiques et diverses substances (Zhuang et

al. 2003).

1.3.2 Causes et mécanismes de la résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques constitue une menace pour l'efficacité des traitements en
raison de l'augmentation de la résistance microbienne, ce qui représente un enjeu de santé
publique mondial (Guschin et al. 2015). Cette résistance résulte principalement de 1'exposition
excessive des bactéries aux antibiotiques, qu'ils soient utilisés a des fins curatives ou
préventives (Canton et Morosini, 2011), entrainant la sélection de souches résistantes. De
plus, l'utilisation prolongée ou a large spectre des antibiotiques favorise la propagation de
cette résistance (Yagupsky, 2006).

Les bactéries ont développé plusieurs mécanismes pour neutraliser I'action des
antibiotiques, tels que l'inactivation enzymatique, la modification de la cible, l'efflux actif et la

réduction de la pénétration (Guardabassi et Courvalin, 2006).

1.3.3 Activité antibactérienne des huiles essentielles
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Les huiles essentielles ont une large activité contre les bactéries, y compris celles
résistantes aux antibiotiques, et leur efficacité dépend du type d'huile et de sa composition
chimique (Oussou, 2009 ; Avlessi, 2012 ; Sipailiene et al. 2006).

Elles agissent contre les bactéries Gram positives et négatives, bien que ces dernicres
montrent une résistance accrue en raison de la structure de leur paroi cellulaire (Burt, 2004).
Cependant, avec 1’utilisation de substances qui perméabilisent la membrane externe, certaines
huiles deviennent efficaces méme contre Pseudomonas aeruginosa, une souche hautement

résistante (Mann et al. 2000).

1.3.4 Meécanisme d’action antibactérienne des huiles essentielles

Les composants des huiles essentielles exercent leur activité antimicrobienne a travers
plusieurs mécanismes ciblant la cellule bactérienne. Parmi les plus importants, on note la
perturbation de la paroi cellulaire, ainsi que I’altération de la membrane cytoplasmique, ce qui
facilite la sortie du contenu intracellulaire (Burt, 2004).

Une propriété clé de ces composés est leur nature lipophile, qui leur permet de
s’intégrer facilement dans les membranes riches en lipides, comme celles des bactéries ou des
mitochondries. Cette intégration provoque une désorganisation de la structure membranaire et
une augmentation de sa perméabilité, menant a des pertes importantes en ions et en

métabolites. (Goetz P., Ghedira K., 2012).
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Figure 2 . Principales localisations des sites d’action des constituants des huiles

essentielles (Goetz P., Ghedira K., 2012).
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En outre, la perturbation de la membrane cellulaire entraine une diminution du pH
intracellulaire, ce qui indiquerait une altération du contrdle de processus cellulaires essentiels
tels que la transcription de ’ADN, la synthése protéique ou encore I’activité enzymatique
(Fisher & Phillips, 2008). Par ailleurs, des dommages sont observés au niveau des lipides et

des protéines, pouvant conduire a la coagulation du cytoplasme (Bakkali et al. 2008).
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II.

Chapitre 11 : Matériel et méthodes 1I.1. Matériel

Matériel
I1.1.1 Matériel végétal

Le matériel végétal faisant I’objet de cette étude comprend les rameaux et feuilles de
Juniperus thurifera récoltésde la région de T kout wilaya de Batna. La récolte a été effectuée

au mois de janvier de I’année 2025 correspondant a la période de floraison.

Les échantillons ont été séchés pendant 15 jours a température ambiante et a 1’abri de la
lumicre. Les rameaux ont été coupés en petits morceaux afin de faciliter I’extraction des

huiles essentielles.

I1.1.2 Souches biologiques

L’activité antibactérienne des huiles essentielles de Juniperus thurifera a été évaluée
contre quatre souches de référence, une bactérie Gram positif : Staphylococcus aureus ATCC
25923 et trois bactéries a Gram négatif a savoir : Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC et Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.

I1.1.3 Antibiotiques

La sensibilité des souches bactériennes a été évaluée a 1’égard de deux antibiotiques :
la Vancomycine (5 pg/disque) et la rifampicine (5 pg/disque).

Les antibiotiques de la famille de rifamycinesfont partie des ansamycines (caractérisés
par la présence d’un pont aromatique). La molécule rifamycines se lie a la sous-unité 3 de
I'ARN polymérase-ADN dépendante et bloque l'initiation de la transcription de 1'ADN
bactérien en ARN messager (Etebu et Arikekpar, 2016).

La Vancomycine fait partie de la famille desglycopeptides. Elle exerce son action en

inhibant la synthése de la paroi cellulaire bactérienne (Kapoor et al. 2017).

13
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1I.2 Méthode

11.2.1 Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a partir des feuilles et des rameaux de J.thurifera été
réalisée par la méthode de I’hydrodistillation. Deux techniques ont ¢été utilisées
I’hydrodistillation par contact direct pour les rameaux, et I’hydrodistillation par entrainement
a la vapeur pour les feuilles (figure 3).

L’opération consiste a introduire 100 g de maticre végétale séchée dans un grand ballon
en verre, auquel on ajoute une quantité suffisante d’eau distillée, sans toutefois remplir
totalement le ballon afin de prévenir tout risque de débordement lors de I’¢ébullition.

Le mélange est ensuite chauffé a 1’aide d’un chauffe-ballon jusqu’a ébullition. Les
vapeurs contenantl’huile essentielle, traversent un tube vertical puis passent dans un serpentin
réfrigérant, ou elles se condensent. Les gouttelettes formées s’accumulent dans le tube de
décantation, préalablement rempli d’eau distillée. L’huile essentielle, ayant une densité
inférieure a celle de 1’eau, surnage a la surface. Elle est alors récupérée et conservée dans des
flacons opaques hermétiquement fermés, a une température de 4 a 5 °C. L’hydrodistillation

durée environ trois heures a partir du début de 1’ébullition.

Figure 3 . Montage de I’hydrodistillation (Appareil de type Clevenger).

=
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11.2.2 Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle représente le rapport entre la masse de I’huile
essentielle obtenue et la masse de la matiere végétale séche utilisée. Il est exprimé en

pourcentage et calculé a I’aide de la formule suivante (Boudjedjou, 2020) :

Ph
R =—— x 100
Pmv

e R :rendement en huile essentielle (%)
e Ph : poids de I’huile essentielle extraite (en grammes)

e Pmv : poids de la matiere végétale seche (en grammes)

I1.2.3 Activité antibactérienne des huiles essentielles par la méthode de diffusion sur
disque
L’activité antibactérienne des huiles essentielles a été évaluée selon la méthode de
diffusion sur disque décrite par Dias et al. (2012). Un disque imprégné d’huile essentielle est
déposé sur un milieu gélosé ensemencé avec la souche bactérienne, et 1’efficacité est mesurée
par le diametre de la zone d’inhibition formée autour du disque. La sensibilité bactérienne est

classée selon les critéres de (Ponce et al. 2003) :

e Non sensible (-) ou résistante: diametre d’inhibition < 8mm.
e Sensible (+) : diamétre d’inhibition compris entre 9 et 14mm.
e Trés sensible (++) : diametre d’inhibition compris entre 15 et 19mm.

¢ Extrémement sensible (+++): diametre d’inhibition > 20mm.

11.2.3.1 Préparation de I’inoculum

a. Préparation de la suspension bactérienne

Tout d'abord, on inocule un tube a essai contenant 5 ml de milieu Mueller-Hinton Broth
(MHB) avec la souche bactérienne de référence choisie. Ensuite, le tube est placé dans une
¢tuve a 37°C pendant 4 heures afin d'obtenir une suspension bactérienne en phase
exponentielle de croissance. Cette étape garantit que les bactéries sont en pleine activité de

croissance. (CLSI, 2021).
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b. Réalisation des dilutions en série

On préleve 1 ml de la suspension bactérienne et on l'ajoute a 9 ml de solution saline
physiologique (NaCl 0.9%) pour obtenir la dilution 107". Cette étape est répétée en transférant
1 ml de chaque dilution dans un tube contenant 9 ml de solution saline pour obtenir les

dilutions suivantes (1072, 1073).
C. Inoculation sur milieu solide

A partir de la dilution 10 (pour obtenir des colonies isolées), une suspension
bactérienne est prélevée a I’aide d’un écouvillon stérile, puis étalée uniformément sur un
milieu GN Agar dans une boite de Pétri stérile. Les boites sont incubées a 37 °C pendant 18 a
24 heures. Ensuite, 3 a 4 colonies jeunes sont transférées dans 5 ml d’eau physiologique
stérile (9 %), avec une densité ajustée au standard 0,5 de McFarland, correspondant a environ
108 UFC/ml. Afin d’éviter toute augmentation de cette densité due a la multiplication
bactérienne, 1’inoculum doit étre utilis€¢ dans les 15 a 30 minutes suivant sa préparation

(Boudjedjou, 2020).
11.2.3.2 Ensemencement des boites de Pétri

Dans le but d’évaluer I’effet antimicrobien des huiles essentielles, des boites de Pétri
contenant 20 ml de Muller Hinton Agar ont été inoculées avec une suspension bactérienne
Préalablement préparée. Des dilutions (1/2, 1/4, 1/8 et 1/16) ont été réalisées dans le DMSO
pour chaque huile. Des disques de papier Wattman (6 mm) imprégnés de 10 ul de ces
solutions ont ensuite été placés avec précaution sur la surface des milieux ensemencés

(Boudjedjou, 2020).

11.2.3.3 Incubation
Les boites sont exposées a température ambiante pendant 30 minutes, puis incubées a
37°C pendant 24 a 48 heures. Le DMSO sert de contrdle négatif et les tests sont réalisés en
triplicata pour chaque huile essentielle. Aprés l'incubation, les diamétres des zones

d'inhibition autour de chaque disque sont mesurés en millimeétres.

I1.2.4 Antibiogramme

La sensibilité des souches bactériennes a été évaluée vis-a-vis de deux antibiotiques : la

Vancomycine (5 pg/disque) et la rifampicine (5 pg/disque). Les disques antibiotiques ont été
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placés sur le milieu gélos¢ (MHA) inoculé avec les souches bactériennes, puis les boites ont

¢été incubées pendant 24 a 48 heures (Boudjedjou, 2019).

I1.2.5 Test de combinaison des huiles essentielles avec les antibiotiques

10 pl de chaque concentration de l'huile essentielle sont ajoutés aux disques
d’antibiotiques, puis les disques sont placés sur des boites de Pétri contenant du milieu MHA
et ensemencées avec chaque souche bactérienne. Ensuite, les boites sont incubées a 37°C
pendant 24 a 48 heures (Boudjedjou, 2019).

Trois effets peuvent résulter de l'interaction de l'huile essentielle avec
l'antibiotique :

o Effet synergique : Cela se produit lorsque le diametre de la zone d'inhibition
résultant de la combinaison de 'huile essentielle et de I'antibiotique est significativement
plus grand (p < 0,05) que la somme des diametres obtenus pour chaque agent
individuellement.

o Effet additif : Il est observé lorsque le diametre de la zone d'inhibition
résultant de la combinaison est égal (p > 0,05) a la somme des diametres obtenus pour
chaque agent individuellement.

o Effet antagoniste : Il est observé lorsque la somme des diametres des zones
d'inhibition pour 1'huile essentielle et I'antibiotique dépasse le diameétre résultant de leur

combinaison. Avec modification
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Résultats et discussion

III.1 Rendement en huiles essentielles

II1.1.1 Huiles essentielles des feuilles

L’extraction par entrainement a la vapeur des feuilles de Juniperus thurifera a permis
d’obtenir un rendement en huile essentielle de 0,37 %. L’huile obtenue est un liquide huileux
et laqueux, de couleur jaune verdatre a vert jaunatre, avec une odeur intense.

Ce rendement est proche a celui rapporté par Zeraib (2016), qui a obtenu des valeurs
comprises entre 0,40 % et 0,53 % pour les feuilles de la méme espece. En revanche, des
rendements plus ¢élevés ont été rapportés. Ainsi, Achak et al. (2008) ont obtenu des taux
variant de 0,68 % a 0,73 % a partir de feuilles fraiches, et de 0,57 % a 1,01 % a partir de
feuilles séchées collectées dans différentes régions du Maroc. De méme, Rahhal et al. (2019)
ont rapporté un rendement de 0,93 % pour des échantillons provenant de la vallée sauvage

d’Ait Bouguemez, dans la province d’Azilal (Maroc).

II1.1.2 Huiles essentielles des rameaux

L’huile essentielle extraite des rameaux de J. thurifera présente un rendement de 0,48
%. Cette huile se distingue par sa couleur vert pale et son odeur prononcée.

Le rendement obtenu dans notre étude demeure inférieur a ceux observés dans certaines
études menées au Maroc: Soufyane et al. (2022) ont rapporté un rendement d’environ 0,89 %
a partir de rameaux récoltés dans une zone montagneuse du Moyen Atlas. De méme,
Mansouri et al. (2010) ont obtenu un rendement atteignant 1,32 % a partir de rameaux
provenant du Moyen Atlas oriental.

Ces variations de rendement sont généralement attribuées a divers facteurs, notamment
les conditions écologiques (altitude, climat, nature du sol), la période de récolte, ainsi que la

variabilité génétique des populations locales de J. thurifera (Moujane et al. 2023).
II1.2 Résultats de I’évaluation de I’activité antibactérienne

I11.2.1 Résultats de ’Aromatogramme

Les huiles essentielles extraites des feuilles et des rameaux de J.thurifera ont été
soumises a un test d’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur disque. Les

résultats des diamétres d’inhibition sont récapitulés dans les tableaux 2 et 3.
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Tableau 2 . Diametres d’inhibition (mm) des HEs extraites des feuilles de J.thurifera.

11.50+0.41 10+0.00 9.53+0.41 9.00+0.00
8.00+1.41 6.67+0.47 6.00+0.00 6.00+0.82

13.50+0.41 12.00+0.47 11.00+0.00 9.67+0.82
6.50+0.41 6.67+£0.94 6.50+0.41 6.67+0.47

8.00£1.25
6.00+0.00

8.67+1.70
6.00+0.82

Figure 4 . Photos illustrant la sensibilité de souche bactérienne E. coli et S. aureus (HE. F

pure, dilution 1/2, dilution 1/4, dilution 1/8, dilution 1/16)

De manicre générale, I’évaluation de ’activité antibactérienne des huiles essentielles

des feuilles de J.thurifera a permis d’obtenir des diamétres de zones d’inhibition allant de

6.50+0.41mm a 13.50+0.41mm.

Les deux souches Staphylococcus aureus et Escherichia coli se sont révélées sensibles a

I’huile essentielle extraite des feuilles, avec des diamétres moyens de zones d’inhibition de

13,50 = 0,41 mm et 11,50 £ 0,41 mm respectivement. En revanche, la méme huile s’est

avérée inefficace contre Pseudomonas aeruginosa et K.pneumoniae avec des diametres

d’inhibition ne dépassant pas 8.00+1.41mm.

Des résultats similaires ont été obtenus par Bahri et al. (2013), qui ont rapporté la

résistance de Pseudomonas aeruginosa a 1’action des huiles de J. thurifera extraites par trois

méthodes différentes.
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Nos résultats concordent également avec ceux de Zeraib et al. (2014) qui ont rapporté
que les HEs des feuilles de J. thurifera sont plus actives sur S. aureus et E. coli et se sont

montrées inactives sur P. aeruginosa.

De méme, Mansouri et al. (2010), ont rapporté que 1’huile de J. thurifera a affecté la

croissance de E. coli et S. aureus.

Tableau 3 . Diametres d’inhibition (mm) des HEs extraites des rameaux de J.thurifera.

8.33+1.25 7.83+0.85 7.00+0.00 7.00+0.82 7.00+0.41
8.66+1.70 7.33+0.47 7.00+0.00 6.67+0.47 6.00+0.00
11.00£0.00 9.53+0.41 9.33+1.25 7.50+0.41 7.33+1.25
7.00+0.00 7.67+£0.94 7.00+0.82 7.67+0.94 7.33+0.47

Vs e olomron

=
fEa-tres

Figure 5 . Photos illustrant la sensibilité¢ de souche bactérienne P. aeruginosa et S. aureus

(HE .R pure, dilution 1/2, dilution 1/4, dilution 1/8, dilution 1/16)

Les diametres d’inhibition générés par I’HE des rameaux de J. thurifera varient entre
7.00+0.00mm et 11.00+£0.00mm. Parmi les quatre souches bactériennes testées, S. aureus
s’est révélée la plus sensible en donnant un diameétre de zone d’inhibition de 11.00+0.00mm,
tandis que la croissance des trois souches E. coli, P. aeruginosa et K.pneumoniaen’ a été que

faiblement affectée (8.33+1.25mm, 8.66+1.70mm et7.00+£0.00mm respectivement).
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L’huile essentielle extraite des feuilles a montré une efficacité supérieure par rapport a

celle des rameaux, notamment contre S. aureus et E. coli.

En ce qui concerne la sensibilit¢ des souches, S. aureus s’est révélée étre la plus
sensible, suivie par E. coli, tandis que P. aeruginosa et K pneumoniae ont présenté une

résistance plus marquée, en particulier face a I’huile des rameaux.

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux rapportés par Bourkhiss et al. (2007), qui
ont €également mis en évidence une activité significative contre S. aureus et E. coli, mais une

efficacité moindre contre P. aeruginosa.

Les résultats de cette étude sont en accord avec ceux rapportés par Boudjedjou et al.
(2018), qui ont montré¢ que I’huile essentielle extraite des baies de J.thurifera possede
uneactivité antibactérienne contre S.aureus et E.coli, mais reste inefficace contre P.

aeruginosa.

Il est bien établi que les bactéries a Gram positif sont généralement plus sensibles aux

huiles essentielles (HEs) que les bactéries a Gram négatif (Azhdarzadeh et Hojjati, 2016).

Mayaud et al. (2008), ont rapporté que parmi les bactéries a Gram négatif, celles du
genre Pseudomonas se révelent €tre les moins sensibles a 1’action des huiles essentielles

(HEs), ce qui concorde avec nos résultats.

La différence de sensibilité entre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif
s’explique par la structure de leur paroi cellulaire. En effet, les bactéries a Gram négatif
posseédent une membrane externe rigide et complexe, riche en lipopolysaccharides (LPS), qui
entrave la pénétration des composés hydrophobes. En revanche, cette barriére externe est
absente chez les bactéries a Gram positif, ce qui les rend plus vulnérables aux HEs

(Hyldgaard et al. 2012).

I11.2.2 Résultats de I’ Antibiogramme

La sensibilité des souches bactériennes a été¢ évaluée par la méthode de diffusion sur
disque vis-a-vis de deux antibiotiques, a savoir: la vancomycine et la rifampicine. Les

diametres des zones d’inhibition produites sont présentés dans le tableau 4.
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Tableau 4. Diametres des zones d’inhibition (mm) des antibiotiques des souches bactériennes

testées.

P. aeruginosa 22.33+0.47 24.00+0.82

S. aureus 21.33£1.89 27.67£1.89
K. pneumoniae 6.00+0.00 12.33+0.47

i

Figure 6 . Photos illustrant la sensibilit¢ de souche bactérienne E. coli et K.pneumoniae (Ab

Van, Ab Rifa)

Les résultats du test de sensibilit¢ aux antibiotiques (antibiogramme) montrent une
variation de l'efficacité¢ entre la Vancomycine et la rifampicine, selon le type de souche

bactérienne étudiée.
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Figure 7 . Diametres des zones d'inhibition (mm) induits par les antibiotiques a 1’égard des

souches bactériennes.

Les diameétres d’inhibition obtenus ont révélé que la rifampicine est généralement plus
efficace que la vancomycine, en particulier contre les souches E. coli et S. aureus, avec des
diametres de zones d'inhibition de 33,33 + 0,47 mm et 27,67 = 1,89 mm respectivement.
Tandis que les zones d'inhibition pour la vancomycine étaient de 22,00 += 0,00 mm et 21,33 +

1,89 mm pour ces mémes souches.

De plus, la rifampicine a montré une meilleure efficacité contre P. aeruginosa, avec un
diametre de zone d'inhibition de 24,00 £ 0,82 mm, contre 22,33 + 0,47 mm pour la

vancomycine.

En ce qui concerne la souche K.pneumoniae, cette souche s’est manifestée résistante a
’action de la vancomycine avec un diametre d'inhibition de 6,00 mm, par contre sa croissance

a été affectée par la rifampicine (12,33 + 0,47 mm).

Il est probable que ces différences d'efficacité soient dues a des mécanismes d'action
différents entre les deux antibiotiques ; la rifampicine inhibe la syntheése de I'ARN (Etebu et
Arikekpar, 2016), tandis que la vancomycine cible la construction de la paroi cellulaire
(Kapoor et al. 2017). De plus, la structure cellulaire des bactéries Gram-négatives, comme
Klebsiella et P. aeruginosa, avec une membrane externe qui entrave la pénétration de certains
antibiotiques, pourrait contribuer a réduire leur efficacité, notamment celle de Ia

vancomycine.
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Les résultats de cette étude sont partiellement en accord avec ceux de la littérature
scientifique, ou K.pneumoniae et P. aeruginosa ont montré une résistance a la rifampicine et a
la vancomycine, comme l'ont signalé Wang et al (2020) et Scudamore et al (1982), en

indiquant la limitation de 1'efficacité de ces antibiotiques contre les bactéries Gram-négatives.

Klebsiella pneumoniae est considérée comme un pathogéne hypervirulent et
multirésistant aux antibiotiques (Martin et al.2018).Face a cette problématique, le
développement de nouvelles molécules actives contre K. pneumoniae représente une priorité

majeure pour I’OMS (Tacconelli et al 2018).

Les ¢études de Wang et al (2020) ont montré que Klebsiella présente une large résistance

en raison de la production d'enzymes BLSE.

De méme, la sensibilit¢ des souches S. aureus et E. Coli a la rifampicine et

vancomycine a ¢té rapportée par Elhamzaoui et al (2009).

I11.2.3 Résultats de combinaison des HEs avec les antibiotiques

Le pouvoir inhibiteur des huiles essentielles des feuilles et des rameaux en association
avec les antibiotiques a ¢té évalué en adoptant la méthode de diffusion sur disque. Les
résultats sont récapitulés dans les tableaux 5 et 6.

Tableau 5 . Résultats de la combinaison de I’HE des feuilles de J. thurifera avec les

antibiotiques.

22.00+0.00 22.33+0.47 21.33+1.89 6.00+0.00
33.33+0.47 24.00+0.82 28.67+1.89 12.33+0.47
23.67+0.47 29.33+1.25 32.33£1.70 6.00+0.00
34.00+0.82 27.00+0.82 36.67+0.47 10.00+0.00
0.007%* 0.0071#** 0.003** 1.00 ns
0.37 ns 0.02* 0.004** 0.002%**
Synergique Synergique Synergique Additif
Additif Synergique Synergique Antagoniste
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Figure 8 . Photos illustrant la sensibilité de souche bactérienne P. aeruginosa et S. aureus

(Ab Van+ HE F, Ab Rifa + HE F)

Les résultats de la combinaison des huiles essentielles extraites des feuilles et des
rameaux de Juniperus thurifera avec les antibiotiques (vancomycine et rifampicine) ont

montré des effets variables selon la souche bactérienne et 1’huile essentielles.
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Figure 9 . Diamétres d’inhibition de la combinaison de I’HE des rameaux de J.thurifera avec

les antibiotiques vis-a-vis des souches bactériennes testées.

L’huile essentielle des feuilles combinée avec la vancomycine a donné un effet
synergique contre E. coli, P. aeruginosa et S. aureus. En revanche, un effet additif a été

enregistré sur K. pneumoniae.
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La combinaison de I’HE des feuilles avec la rifampicine a permis d’obtenir des effets
synergiques a I’égard de P. aeruginosa et S. aureus. Tandis que I’effet additif et antagoniste a
été exercé sur E. coli et K. pneumoniae respectivement.

Tableau 6 . Résultats de la combinaison de I’ HE des rameaux de J. thurifera avec les

antibiotique
A\Z:\\ 22.00+0.00 22.33+0.47 21.33+1.89 6.00+0.00
RIFA 33.33+0.47 24.00+0.82 28.67+1.89 12.33+0.47
VAN+HE 22.00+0.00 22.33+0.47 38.00+0.82 7.00+0.82
RIFA+HE 37.67+0.47 41.00+0.00 26.00+0.00 11.17+0.24
Valeurs P

HE/VAN 1.00 ns 1.00 ns 0.0003*** 0.15ns

HE/RIFA 0.000778*** 0.000008*** 0.11 ns 0.10 ns
Effet de combinaison

HE/VAN Additif Additif Synergique Additif

HE/RIFA Synergique Synergique Antagoniste Antagoniste

Figure 10 . Photos illustrant la sensibilité de souche bactérienne K.pneumoniae (Ab Van+
HE R)

L’huile essentielle des rameaux a montré un effet synergique lorsqu’elle est combinée a
la rifampicine contre E. coli et P. aeruginosa, tandis que des effets antagonistes ont été
observés contre S. aureus et K. pneumoniae. La combinaison avec la vancomycine a révélé un
effet synergique contre S. aureus et un effet additif contre les souches E. coli, P. aeruginosa

et K. pneumoniae.
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Figure 11 . Diametres d’inhibition de la combinaison de ’HE des rameaux de J. thurifera

avec les antibiotiques vis-a-vis des souches bactériennes testées.

L’association des antibiotiques avec les huiles essentielles (HEs) permet d’en renforcer
I’efficacité a faibles concentrations, tout en réduisant la toxicit¢ de nombreux antibiotiques

(Rosato et al. 2007).

L’interaction entre une HE et un antibiotique peut induire trois types d’effets :
synergique, additif ou antagoniste. Un effet synergique survient lorsque les composants du
mélange agissent sur des cibles différentes, tandis qu’une action sur une méme cible peut

entrainer un effet additif ou antagoniste (Wagner et Ulrich-Merzenich, 2009).

Les résultats des tests de combinaison se sont révélés prometteurs, en particulier pour
I’huile  essentielle des feuilles, puisque la majorité des associations huile

essentielle/antibiotique ont présenté un effet synergique.

Le caractére hydrophobe des huiles essentielles leur permet de perturber la bicouche
lipidique de la membrane bactérienne, augmentant ainsi sa perméabilité. Cette altération
favorise la pénétration des antibiotiques et renforce leur efficacité, ce qui explique I’effet
synergique observé. De plus, I’association des huiles essentielles avec les antibiotiques réunit
plusieurs composés actifs capables d’agir sur différents processus biochimiques au sein des
bactéries, engendrant une variété d’effets antibactériens complémentaires (Feudjieu et al.

2023).
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Conclusion

Face a la montée de la résistance aux antibiotiques, de nouvelles stratégies alternatives
aux agents antimicrobiens classiques sont activement recherchées. Dans cette optique,
l'association des huiles essentielles avec les antibiotiques de synthése apparait comme une

piste particuliérement prometteuse.

Dans le double objectif de valoriser la flore algérienne et de contribuer a la recherche de
nouveaux agents antibactériens, ce modeste travail a été entrepris. Le potentiel antibactérien
des huiles essentielles extraites des feuilles et des rameaux de Juniperus thurifera, seules ou

en combinaison avec des antibiotiques de synthese, a été évalué.

Les huiles extraites des feuilles se sont révélées particulierement efficaces, notamment
contre S. aureus et E. coli, avec une diminution progressive de l'activité antibactérienne
observée a mesure que la dilution augmentait, indiquant ainsi une relation dose-effet. Cette
différence d’efficacité entre les deux parties de la plante semble étre liée a leur composition

chimique distincte.

Des tests d’efficacité des antibiotiques ont €té réalisés, montrant que la rifampicine était
généralement plus performante que la Vancomycine, en particulier contre E. coli (33,33 +
0,47 mm contre 22,00 £ 0,00 mm) et S. aureus (27,67 = 1,89 mm contre 21,33 + 1,89 mm).
Elle a également montré une meilleure action contre P. aeruginosa. En revanche, K.

pneumoniae a atfiché une résistance aux deux antibiotiques.

Les tests de combinaison des huiles essentielles de Juniperus thurifera avec les
antibiotiques (Vancomycine et rifampicine) a révélé des effets variables selon la souche
bactérienne et la partie de la plante utilisée. L’huile extraite des feuilles a montré un effet
synergique avec les deux antibiotiques contre P. aeruginosa, S. aureus et E. coli, et un effet

antagoniste, contre K. pneumoniae.

L’HE des rameaux a produit une synergie avec la rifampicine contre E. coli et P.
aeruginosa, tandis que des effets antagonistes ont été observés contre S. aureus et K.
pneumoniae. Ces variations sont probablement dues aux différences de composition chimique

entre les huiles, influencant leur interaction avec les antibiotiques.
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Conclusion

L’action synergique des huiles essentielles avec les antibiotiques renforce leur efficacité
dans le traitement des résistances. Cette synergie améliorant 1’efficacité globale de ’activité
antimicrobienne. Par conséquent, elle représente un moyen efficace de réduire le risque

d’apparition de résistances.

Les résultats de ce modeste travail sont uniquement préliminaires. Des recherches

supplémentaires sont nécessaires pour :

> Déterminer la composition chimique des HEs et identifier les composés
responsables de leur activité ;

> Evaluer d’autres activités biologiques de ces huiles essentielles ;

> Définir les doses efficaces et explorer la possibilité de synergies futures avec

des antibiotiques dans la lutte contre les souches bactériennes résistantes.
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Résumé
Cette recherche porte sur 1’é¢tude de I’activité antibactérienne des huiles essentielles de

Juniperus thurifera extraites des feuilles et des rameaux. Les résultats ont montré que les
huiles extraites des feuilles étaient plus efficaces contre plusieurs souches bactériennes, en
particulier S. aureus, E.coli et P. aeruginosa, tandis que K. pneumoniae a montré une
résistance marquée a 1’égard des deux huiles essentielles. L’efficacité de ces huiles a été
comparée a celle de deux antibiotiques, la rifampicine et la vancomycine, révélant que la
rifampicine était plus active, notamment contre E. coli et S. aureus. Les combinaisons entre
les huiles et les antibiotiques ont montré des effets variables selon la souche bactérienne : des
effets synergiques ont été observés avec P. aeruginosa et S.aureus, tandis que des effets
antagonistes ont été notés avec K. pneumoniae. Cette étude met en évidence le potentiel de

Juniperus thurifera comme source prometteuse de composés antibactériens.

Mots-clés : Huiles essentielles — Juniperus thurifera — Activité antibactérienne —Antibiotiques.

Abstract

This research focuses on the study of the antibacterial activity of essential oils from
Juniperus thurifera extracted from leaves and twigs. The results showed that the oils extracted
from the leaves were more effective against several bacterial strains, especially S.aureus,
E.coli, and P.aeruginosa, while K.pneumoniae exhibited marked resistance to both essential
oils. The effectiveness of these oils was compared to that of two antibiotics, rifampicin and
vancomycin, revealing that rifampicin was more active, particularly against E. coli and S.
aureus. Combinations of the oils with antibiotics showed varying effects depending on the
bacterial strain: synergistic effects were observed with P. aeruginosa and S. aureus, whereas
antagonistic effects were noted with K. pneumoniae. This study highlights the potential of

Juniperus thurifera as a promising source of antibacterial compound.

Keywords: Essential oils — Juniperus thurifera — Antibacterial activity — Antibiotics.
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