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Résumé

Résumé

L'Algérie est un pays riche en plantes aromatiques dont plusieurs sont endémiques.
Parmi ces plantes figure le Romarin (famille des Lamiaceae). Ce dernier, fait partie du

patrimoine culinaire et meédicinal des populations de différentes localités.

L’huile essentielle des parties aériennes de Rosmarinus officinalis récoltée dans

larégion d’El Harrouch (Skikda), et obtenue par hydrodistillation, a donné un rendement

meilleurde0,65%.

Nous avons testé¢ D’effet de cet extrait sur des souches bactériennes du genre

Staphylococcus incriminées dans différentes infections ; par la méthode de I’aromatogramme.

Les souches bactériennes test-objet, se sont montrées extrémement sensibles a I'huile

testée avec des diametres allant de 25.9mm a 50.1mm.

Mots clés : Rosmarinus officinalis, extraction, huile essentielle, effet antistaphylococcique.



Résumé

Abstract

Algeria is a country rich in aromatic plants, many of which are endemic. Among these
plants is Rosemary (Lamiaceae family), which is part of the culinary and medicinal heritage

of various local populations.

The essential oil from the aerial parts of Rosmarinus officinalis harvested in the El

Harrouch region (Skikda), and obtained by hydrodistillation, yielded a better yield of 0.65%.

We tested the effect of this extract on bacterial strains of the Staphylococcus genus
implicated in various infections using the disc diffusion method. The bacterial strains tested

showed extreme sensitivity to the tested oil, with diameters ranging from 25.9mm to 50.1mm.

Keywords : Rosmarinus officinalis, extraction, essential oil, anti-staphylococcal effect
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| INTRODUCTION

L’avenement des antibiotiques dans la pratique thérapeutique a apporté un atout
majeur dans le traitement des maladies infectieuses non seulement en médecine humaine mais
aussi animale. L’usage croissant de ces agents antimicrobiens aussi bien en médecine
humaine qu’en médecine vétérinaire a engendré progressivement I’émergence de résistance

préoccupante, parfois méme il s’agit de multi résistance.

Staphylococcus aureus est le plus connu et est souvent responsable de diverses
infections et toxi-infections chez I'homme. Des infections opportunistes peuvent toutefois étre
causées par d'autres especes de Staphylocoques. Parfois, ces infections, qui se produisent dans

les hdpitaux, ont un pronostic vital et nécessitent un traitement approprié.
(Benbouabdellah et al, 2015).

Chez I'Homme, Staphylococcus epidermidis est le staphylocoque a coagulase négative
le plus prévalent (K. Becker,2016). Il s'agit d'une micro bactérie qui se développe dans la
peau et les muqueuses. En raison de sa présence chez I'étre humain, elle est également I'une
des premieres bactéries responsables d'infections nosocomiales, notamment aprés une
opération ou en lien avec un vétement. S. epidermidis est une bactérie qui ne réagit pas a de

nombreux médicaments antimicrobiens.

Parmi les souches cliniques, plus de 90 % présentent une pénicillinase codée par le
géene blaZz, (Study group et al, 2011) ;(S. Cherifi, 2013).

Ces derniers temps, on enregistre une inquiétante émergence de bactéries multi
résistantes, notamment celles résistantes a la méthicilline, aussi bien en milieu hospitalier que
communautaire (Mnayer, 2014). Le lien entre la consommation d’antibiotiques et le

développement de la résistance est un fait établi et admis par I’ensemble des professionnels.

Face a ce probleme, la nécessité de rechercher de nouveaux agents antibactériens est a
I’ordre du jour, le recours aux molécules bioactives d’origine végétale ouvre une alternative

intéressante a explorer. Tout cela justifie le regain d’intérét porté aux extraits Végétaux.

(Benkherara, 2011).



| INTRODUCTION

Parmi les plantes aromatiques qui renferment ces principes actifs Rosmarinus
oficinalis (le Romarin). Dans la perspective d’usage de I’huile essentielle de cette plante en
pratiqgue médicale, nous nous sommes proposés de rechercher d’éventuelles aptitudes a

inhiber la croissance des bactéries du genre Staphylococcus.

Le présent travail est composé de deux parties : une synthése bibliographique
subdivisée en deux chapitres portant sur la plante étudiée et son huile essentielle ; ainsi que

les Staphylocoques.
Une étude expérimentale touche essentiellement deux axes principaux :

e [Extraction de I’HE.

e Etude de I’effet antisaphylococcique de I’HE extraite.
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| Rosmarinus officinalis L

1.présentation des especes végeétales étudiés

1.1. Historique du Rosmarinus officinalis L

Une légende raconte que le romarin était a l'origine une plante a fleurs blanches. Marie
aurait place sa cape bleue sur un romarin planté devant I'étable avant de donner naissance a
I'enfant Jésus. Il semble que la cape ait déteint sur l'arbrisseau, ce qui explique pourquoi le
romarin fleurit depuis lors en bleu. Certains considérent cette légende comme une autre source
possible pour le nom Romarin, a savoir « Rose de Marie ».

La reine de Hongrie, Elisabeth de Pologne, aurait donné son nom a I'eau de Hongrie, un
alcool a base de romarin pour se parfumer ou a boire. Elle aurait utilisé cette machine en 5318 a
I'dge de 1 ans (Zaouia, 2012).

Il est appelé rose marine (Romarin, du latin ros = rosée et marinus = marin), une plante aux
couronnes, un encensier, une plante méditerranéenne sauvage ou cultivée provenant de la
Méditerranée. (Terzo M et al, 2007).

1.2. Définition de Rosmarinus officinalis L

En régle générale, il s'agit d'une plante parfumée avec des tiges quadrangulaires, des
feuilles opposées décussées sans stipules et des fleurs réunies en cymes axillaires plus ou moins
contractées, souvent semblables a des verticilles, ou encore condensées au sommet de la tige et

en forme d'épi (Messaili, 1995).

Figure 01 : Rosmarinus officinalis L (Photo Boukerkoura M et al, 2024).



Rosmarinus officinalis L

1.3. Nomenclature de Rosmarinus officinalis L

Le romarin tire son nom du latin Rosmarinus, qui signifie rosée de la mer, cette
appellation pourrait s’appliquer au parfum de la plante, a la couleur de sa fleur. Le nom rose de
mer vient simplement du fait qu'il pousse spontanément au bord de la mer, on méme a sa
prédilection pour le littoral. L'épithete spécifique "officinalis” rappelle que le Romarin est une

plante médicinale (Lagsier et al, 2020).

TableauO1 : Nomsvernaculaire de Rosmarinus officinalis L

) Eklil, Klil, Hatssalouban, Hassalban,
Nom vernaculaire en

arabe Helhal. Yazir (AouadetBelayachi,2019)

Région de I'Est :EKlil Région de

: A I'Ouest: Helhal Région du Centre : (Belkhiri,2015) et
ﬁ%p;ilileatlons régionales en o (Bouadjemi,2018)

Encensier, herbe aux couronnes,
romarin, romarinofficinal, Rose de
Marine, enprovencal, Roumanieou

Nom vernaculaire en
Francais

(ChibahetLabandji,2017)
et (Bouadjemi,2018)

1.4. Classification de Rosmarinus officinalis L
La classification scientifique de Rosmarinus officinalis est récapitulée dans le Tableau.

Tableau02 : Classification scientifique de Rosmarinus officinalis L(Andrade et al, 2018)

Régne Plantes
Embranchement Spermaphytes
Classe Dicotylédones
Ordre Lamiales (labiales)
Famille Lamiaceae
Genre Romarinus
Espece Officinalis
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1.5 Habitat
Le romarin est originaire de la Méditerranée et se développe naturellement dans le Sud de
I'Europe. Cette plante est cultivée a travers le monde a partir de semis ou de boutures au

printemps.

Il aime les régions chaudes et assez séches, les branches collectées pendant I'été sont
séchées a l'air libre et a I'ombre. (Henrich et al, 2006).

1.6. Culture

Etant donné que le Romarin a un taux de germination des graines trés faible, la
propagation la plus facile est le bouturage ou le marcottage a I'automne et au printemps. La
propagation veégétative implique la culture dun fragment d'organe végétal dans un
environnement propice. Il est possible que la bouture se transforme en un organisme complet
capable de vivre de maniére autonome et possédant les caractéristiques essentielles de I'individu
originaire. (Zermane A, 2010).

1.7. Répartition géographique en Algérie

L'Algérie est considérée comme I'un des pays méditerranéens en raison de sa variété de
climats (climat méditerranéen humide, semi-aride et aride) et de sa riche biodiversité. Le
Romarin est I'une des espéces végétales qui se trouvent en pleine nature dans les zones littorales,
a proximité de la mer, dans les régions séches et arides (Aures) ainsi qu'au Sahara.

(Benzineb, 2019).

Cette plante se rencontre en Algérie dans diverses régions. En Oranie, on la cultive
fréquemment en tant que plante d'ornement. Elle se rencontre dans la steppe a Sid Djilali dans la

région de Sid El Makhfi, ainsi qu'au bord de la mer a Béni Saf dans la région de Sid Safi.
(Belloul et al, 2016).
1.8. Description botanique

Le romarin est un genre de lamiacées de la famille des lamiacées, Rosmarinus, originaire
du bassin méditerranéen. Deux especes de plantes appartiennent au genre Rosmarinus :

Rosmarinus eriocalyx et Rosmarinus officinalis L. (BESOMBES, 2008).



| Rosmarinus officinalis L

Le romarin est un arbuste vert qui peut atteindre une hauteur de 60 cm a 2 métres et qui
peut vivre jusqu'a 30 ans. La tige est grisatre, écailleuse et fissurée, avec des rameaux opposés
tortueux, avec des nceuds distants de 0,5 a 2 mm. Les feuilles sont opposées, coriaces, sessiles,
linaires, entiéres, de 1,5 a 4,5 cm de long, avec des bords enroulés vers le bas. La face
supérieure est vert sombre et glabre, tandis que la face inférieure est blanche, tomenteuse,
parcourue par une nervure saillante. Elle porte des poils articulés ramifiés et des poils

glandulaires fortement serrés.

Le romarin est un arbuste vert qui peut atteindre une hauteur de 60 cm a 2 métres et qui
peut vivre jusqu'a 30 ans. La tige est grisatre, écailleuse et fissurée, avec des rameaux opposes
tortueux, avec des nceuds distants de 0,5 & 2 mm. Les feuilles sont opposées, coriaces, sessiles,
linéaires, entieres, de 1,5 a 4,5 cm de long, avec des bords enroulés vers le bas. La face
supérieure est vert sombre et glabre, tandis que la face inférieure est blanche, tomenteuse,
parcourue par une nervure saillante. Elle porte des poils articulés ramifiés et des poils

glandulaires fortement serrés.
1.8.1 Appareil végétatif de Rosmarinus officinalis L

+« Partie souterraine
» Racine
La racine de la plante est la partie souterraine de la plante, qui se concentre sur
I'absorption de I'eau et des sels minéraux, ainsi que sur la fixation au sol. La racine du R.

officinalis est profonde et pivotante. (Sanon E, 1992).

Figure 02 : Racine de Rosmarinus officinalis L (Photo Boukerkoura M et al, 2024).
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< Partie aérienne

> Tige

Cette tige est tortueuse, anguleuse et fragile, avec un rameau de 0,5 a 2 métres. L'écorce présente

une forme linéaire a cyme plus ou moins semblable a des épis. (Janvalak K et al, 1983).

Figure 03 : Tige principal de Rosmarinus officinalis L (Photo Boukerkoura M et al, 2024).
» Feuilles

Feuilles linéaires, gaufrées, rigides, brillantes, a bords repliés verdatres en dessus, plus ou
moins hispides blanchétres en dessous, de 18 & 50 x 1,5 a 3 mm. Les feuilles seches ont une
odeur intense et une saveur amere. Ces huiles essentielles renferment jusqu'a 2% de cinéol et de
borneol, des alcaloides et des acides organiques. Ces feuilles, ainsi que I'essence de romarin, sont
utilisées dans de nombreux produits antirhumatismaux en raison de leur effet rubéfiant sur la

peau, tels que l'alcool spritus rasmarinus. (Madadori M K, 1982).

Figure04 : Feuille de Rosmarinus officinalis L (Photo Boukerkoura M et al, 2024).
9



Rosmarinus officinalis L
> Fleurs

Les fleurs sont généralement des pentaméres, les Hermaphrodites. Le calice présente une
sbilabiation persistant plus ou moins prononcée et la corolle est bilabiée, longuement tubuleuse,
parfois avec 4 a 5 lobes subégaux ou une seule levre inférieure trilobée, tandis que la supérieure
est bilobée. 1l y a 4 étamines dans I'androcée, la cinquiéme étant tres petite, parfois 2 étamines et
2 staminodes. Le Gynécée se divise en deux carpelles biovulés, chacun étant divisé par une
fausse cloison en deux logettes uniovulées. (Marrou A et al, 2007). Le style gymno basique

bifide est le fruit composé de trois akenes plus ou moins soudées entre elles.

Figure05 : Les fleurs et les feuilles de Rosmarinus officinalis L (encounters.om, 2016)
1.9. Composition chimique de Rosmarinus officinalis L

Le romarin regorge de substances actives. Il est composé de flavonoides, d'acides
phénols, en particulier d'acide rosmarinique (2 a 3 %).
La résine, le tanin, une substance amere et environ 1,50% d'une essence aromatique, chaude et
camphrée, de cinéole et de camphre ordinaire sont présents dans les feuilles de romarin. Perrot a
trouvé dans le limbe de la feuille de romarin des poils sécréteurs de deux espéces. Le
métabolisme végétal produit des sécrétions telles que les huiles essentielles, les gommes et les
mucilages, les tanins, les alcaloides, les nectars, et bien d'autres encore. Selon Spiro et Chen,
I'nuile essentielle de romarin se trouve dans des glandes épidermiques appelées trichomes, qui
sont principalement divisées en deux types principaux (les glandes peltaste et capitate). Le site

de stockage le plus important de I'huile essentielle de romarin serait le premier type.

Il est important de se rappeler que la libération de I'huile ne peut étre réalisée qu'en

présence d'un facteur externe. (Zermane, 2010).

10
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1.10. Utilisation de Rosmarinus officinalis L

Le romarin est fréquemment élevé en raison de son huile essentielle. Dans la
traditionnelle médecine, ses parties ariennes sont administrées par voie orale afin de soulager la
colique rénale, les troubles menstruels et comme antispasmodique. Elle est percue comme
bénéfique pour gérer I'érosion du sol. Pendant des siecles, I'nuile du Romain a été largement
utilisée comme un ingrédient dans les produits de beauté, les savons, ainsi que pour améliorer

I'assaisonnement et la conservation des produits alimentaires . (Benikhlef, 2014).

2.Huile essentielle de Rosmarinus officinalis L

2.1. Composition chimique du romarin

2.1.1. Composition en huiles essentielles

Le Romarin contient une quantité assez importante d'huile essentielle (1 a 5%). Les fleurs
et les feuilles peuvent contenir de I'huile essentielle, mais la qualité la plus élevée est obtenue a
partir de ces derniéres. D'apres des recherches phytochimiques précédentes sur cette espéce, il a
été démontré que cette plante renferme plus de 50 composants terpéniques qui forment la
composition chimique de l'huile essentielle de romarin. Les principaux composants sont le
camphre (15-25%) ; l'a-pinéne (19,6%) ; le bornéol et estérifie (10,0%) ; le 1,8-cinéol (15-50%)
et le limoneéne (3,6%). (Albert. Y. et al. 1996 ; Deans et al, 1998).

2.1.2. Composition en polyphénols

Les composeés phénoliques forment une vaste famille dont la structure fondamentale est le
phénol, un cycle carbonique hydroxylé (Richard, 2012). Ils sont classés en différentes catégories
telles que les flavonoides, qui représentent plus de la moitié des polyphénols, les tanins, qui sont
des produits de la polymérisation des flavonoides, les acides phénoliques, les coumarines, les

lignanes et d'autres classes qui existent en quantités importantes. (Bouchouka, 2016).
2.2. Propriétés physico-chimiques de L’huile essentielle de romarin

D'aprées (Berramdani et al, 2021). et (Bourita et al, 2017). les propriétés

physicochimiques des HE peuvent étre résumées de la maniére suivante :

-En général, elles se transforment en liquide a température ambiante.

- Elles se déplacent facilement et sont rarement colorées.
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- Les huiles fixes ne présentent pas le godt gras et onctueux.

- En général, leur densité est plus faible que celle de I'eau.

- L'indice de réfraction est principalement influencé par la quantité de monoterpénes et de
dérivés oxygénés. Une concentration élevée de monoterprénes entrainera un indice élevé, tandis
gu'une concentration élevée de dérives oxygenes aura l'effet contraire.

- Elles peuvent étre solubles dans des alcools a forte teneur en alcool, dans la plupart des
solvants organiques et les lipides, mais elles sont peu solubles dans I'eau.

- Elles possedent un pouvoir de rotation car elles sont principalement constituées de composés
asymeétriques.

- Les HE conservent leur stabilité a température ambiante si elles sont correctement stockées,
protégées de I'oxydation et de la polymérisation causées par l'air, la lumiére et les fluctuations de
température.

- Leur point de fusion oscille entre 160 et 240°C.

En raison de leur grande altérabilité, de leur sensibilité a I'oxydation et de leur tendance a

se polymériser, il est recommandé de les conserver a I'abri de la lumiere et de I'numidité.
2.3. Utilisation de I’huile essentielle de romarin

Selon leur tropisme, ces huiles essentielles ont des effets curatifs sur un organe ou une
zone spécifique. Ces substances volatiles pénétrent les tissus et l'organisme. A titre d'exemple,
I'nuile essentielle de basilic joue un role essentiel dans la digestion. Le cyprés favorise la
circulation sanguine. Il est donc primordial de se familiariser avec les effets thérapeutiques des
11E, car leur utilisation peut présenter des désavantages. A titre d'exemple, on recommande
I'utilisation d'une huile essentielle de menthe des champs pour stimuler les individus fatigués,
elle soulage les douleurs névralgiques, mais il est important de ne jamais I'utiliser dans un bain,
sous peine d'irriter sérieusement la peau. En plus de ces principales qualités, elles possedent
toutes une vertu. (Blayn, 1980 ; Maach et al, 1986).

2.4. Domaine d’application

Dans le monde, il y a une grande diversité d'huiles essentielles connues et plusieurs
milliers d'entre elles ont été identifiées. Toutefois, seulement une petite partie de ce nombre
présente un intérét commercial. Les huiles essentielles ont une composition chimique qui leur
confere a la fois des propriétés odorantes et aromatiques, antimicrobiennes, ainsi que des

utilisations multiples et des codts de production. (Grysole, 2005 ;Fillatre, 2011).
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Ces traits presentent des opportunités significatives dans divers secteurs industriels, tels

que l'industrie cosmétique, les secteurs de la santé, de I'agro-alimentaire ou de l'agriculture.
2.4.1. Parfums et cosmétiques

Les huiles essentielles sont utilisées dans le secteur des parfums et de la cosmétique
comme agents conservateurs en raison de leurs propriétés antimicrobiennes qui permettent
d'améliorer la durée de conservation du produit. Toutefois, c'est principalement en raison de leur
forte volatilité et de leur absence de trace grasse qu'elles sont employées, notamment dans la
création de parfums, de produits d'entretien personnels ou ménagers, ainsi que dans les produits
industriels. (Aburjai et al, 2003).

2.5. Activité biologique de I’huile essentielle de romarin

On connait les propriétés antiseptiques et antimicrobiennes des huiles essentielles. De
nombreuses d'entre elles présentent des caractéristiques antitoxiques, antivenimeuses, antivirales,
antioxydantes et antiparasitaires. Plus récemment, ils sont également reconnus pour leurs

propriétés anticancéreuses.

Il est important de lier l'activité biologique d'une huile essentielle a sa composition
chimique et aux effets synergiques potentiels entre ses composants (Valnet, 2005). Son « totum»
est sa valeur, c'est-a-dire I'ensemble de ses composants et non seulement ses composés

majoritaires (Lahlou, 2004).
Selon (Benikhlef, 2014). les propriétés du romarin sont comme suit :
» Activité antibactérienne

Influence antibactérienne les résultats des études ont examiné les effets des extraits aqueux
et méthanoiques du romarin sur la croissance du Streptococcus sobrinus et sur l'activité
extracellulaire de l'enzyme glucosyl transférase. Les résultats suggérent que les extraits du
romarin peuvent prévenir la formation de caries en inhibant la croissance du Streptococcus
sobrinus, et ils peuvent également éliminer les plaques dentaires en supprimant l'activité de la
glucosyl transferase. Pour trouver de nouvelles formes d'antibiotiques et d'agents antimicrobiens,
une autre étude a éteé realisee en analysant les effets antimicrobiens des extraits de composés

isolés de certaines plantes sur un ensemble de 29 bactéries et levures ayant une pertinence
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dermatologique. Le dioxyde de carbone (CO2) supercritique du romarin a révelé une grande

variété d'antimicrobiens. La progression de 28 ans
» Activité antifongique

L’huile essentielle du romarin a totalement inhibé la biosynthése de l'aflatoxine a une
concentration de 450 ppm. D'apres les résultats obtenus, cette huile essentielle peut étre utilisée
comme un préservatif naturel contre I'Aspergillus parasiticus. L'analyse de I'activité biologique
de 11 huiles essentielles, dont celle du romarin, a été realisée en utilisant la méthode standard de
diffusion sur gélose. Les résultats ont révélé que ces huiles ont une activité inhibitrice modérée
sur les cinq levures (Candida albicans, Rhodotorula glutinis, Saccharomycescerevisiae,

Yarrowialypolitica) étudiées.
» Activité ovicide

La présence d'huile essentielle de romarin a démontré son efficacité en tant qu'agent

ovicide contre trois espéces de moustiques (Anopheles stephensi,Aedes aegypti, Culex

-----

> Activité antivirale

L'analyse de I'efficacité antivirale de I'extrait commercial du romarin a révélé une inhibition
de I'infection par le virus de I'immunodéficience humaine (HIV) a des concentrations trés faibles.
Toutefois, l'activité anti- HIV du carnasol a été démontrée a une concentration modérée, sans

étre cytotoxique.
» Activité anti-oxydante

A base de L'activité anti-oxydante du romarin est connue depuis environ 30 années.

En raison de ses propriétés anti-oxydantes, le romarin est largement accepté en tant qu'épices
dont l'activité anti-oxydante la plus élevée. Plusieurs auteurs ont étudie l'utilisation des extraits

du romarin comme antioxydant pour conserver les produits viande.
2.6. Toxicité de I’huile essentielle de romarin

« Le fait que c'est naturel ne signifie pas que c'est sans danger pour I'organisme ». En

fonction de la quantité administrée et de la méthode d'exposition, que ce soit par ingestion
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(souvent en grande quantité et avec une utilisation aléatoire) ou par contact (exposition a des
concentrations importantes), les huiles essentielles peuvent présenter des risques de toxicite.
(Naab et al, 2018).

L'huile essentielle du romarin peut provoquer des convulsions et des crises d'épilepsie a
une dose trés élevée. Les feuilles présentent une toxicité faible, mais pas négligeable. Elles ont
un effet tres stimulant, presque excitant, qui entrave le sommeil. Il est recommandé de ne pas

utiliser du Romarin de la fin de la journée jusqu'au coucher. (Zidi et al, 2020).
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1.Staphylococcus aureus

1.1. Historique

La bactérie Staphylococcus aureus, Gram-positive, a été découverte pour la premiere fois
au microscope en 1878 par Louis Pasteur et ses collaborateurs a partir de prélévements de pus de
furoncles et d'ostéomyélites, qu'ils qualifient alors « d’amas de grains ». En 1881, on effectue les
premiéres cultures in vitro, avec la mise au point du genre Staphylococcus (Ogston, 1882), puis
de I'espece aureus quelques années plus tard, apres avoir observé sa couleur jaune lorsqu'il est

sous forme de colonies (Cowanst et al, 1954).

L'agent pathogene S. aureus est rapidement reconnu comme étant responsable de
nombreuses infections. En 1941, la peénicilline a été découverte et utilisée a des fins
thérapeutiques pour lutter contre ces infections. Toutefois, I'utilisation massive de cette

technologie va engendrer des résistances (Figure 6).
(Kirby Wmm, 1944 ; Rammel kampch et al, 1942).

Le méme phénoméne va se produire aprés la decouverte de la méticilline dans les années
60, ce qui va entrainer une nouvelle caractérisation des souches de S. aureus en fonction de leur
sensibilité ou de leur résistance a la méticilline (SARM pour S. aureus Résistant a la Méticilline
(Figure 6). (Jevons Mp, 1961 ; Chambers Hf et al, 2009).

Les SARM ont donc été considérés comme I'une des principales causes d'infections dans
les hopitaux. En outre, depuis le début des années 2000, de nouvelles résistances contre Frise

chronologique ont été identifiées, ce qui représente les principales évolutions de résistances aux
antibiotiques acquises par S. aureus au fil du temps.

D'autres médicaments antimicrobiens, comme la vancomycine, ont favorisé I'apparition
de souches dites multirésistantes, qui représentent actuellement un défi majeur pour la santé

publique a I'échelle mondiale (Figure 6). (Hiramatsu k et al, 1997).
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Figure 06 : Apparition des résistances aux antibiotiques majeures chez S. aureus

1.2. Taxonomie
L’espéce type de ce genre est Staphylococcus aureus, selon (Bergey’s, 2007), elle

appartient :

Tableau 03 : Taxonomie de Staphylococcus aureus

Domaine Bactéria

Phylum Fermicute

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espeéce Staphylococcusaureus

1.3. Habitat et Mode de transmission

Staphylococcus aureus est une espéce de micro-organismes présente partout (Jean louis
F et al, 2002), Son habitat naturel est I'nomme et les animaux a sang chaud (Touatia R, 2016). Il
se rencontre habituellement dans I'oropharynx, les fosses nasales, dans les selles, au niveau du
périnée ou des aisselles. 1l est un commensal de la peau et des muqueuses (Eyque MA et al,

1998), avec un tiers des individus sains ayant S. aureus dans les fosses nasales (Figure 7).
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On le retrouve de maniére tres répandue dans la nature, souvent dans l'eau, l'air et les
poussiéres (saprophyte) (Jean claud B, 1973). De plus, cette bactérie peut également étre isolée
de maniere sporadique dans le sol, I'eau douce, le sable de la plage, I'eau de mer et la surface des

plantes. (Dworkin M et al, 2006).

Généralement, la transmission entre les individus se fait par contact direct (manuportage)
(Nauciel C et al, 2005), ou indirectement par l'intermédiaire des aliments (la multiplication

d'une souche produisant de I'enterotoxine peut entrainer une toxi-infection alimentaire

collective), ou du milieu extérieur. (Dabernat H et al,2003).

L'une des espéces de staphylocoques pathogenes résultant d'infections nosocomiales est S. aureus

(Jean louis F et al, 2002 ; Michael M et al, 2007).
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Figure 07 : Taux de portage corporel de S. aureus chez 1’adulte en général et le porteur
permanant (Wertheim H et al, 2005).
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1.4. Caracteres bactériologiques

1.4. 1. Morphologie
Il s'agit de coques Gram positifs, instables et non sporulés, mesurant de 0,5 a 1,5 um de diamétre
(Larpent, 2010 ; Prescott et al, 2013).

Figure 08 :S. aureus vu au microscope électronique a balayage (Denis et al, 2016).
1.4.2. Morphologie des colonies des S. aureus

Le S. aureus, une bactérie a croissance aéro-anaérobie, peut se développer facilement dans
un environnement ordinaire, avec une température de 10 & 45 °C. A lissue de 24 heures
d'incubation, S. aureus peut se développer sur des gélose strypticase-soja, qu'elles soient
supplémentées ou non en sang. Les colonies observées présentent alors une surface lisse, opaque,
convexe et ronde (avec un bord net). Elles mesurent de 1 a 3 mm de diamétre et peuvent étre

colorées (Fig. 09).

Le nom « aureus » a d'ailleurs été donné a S. aureus en raison de sa pigmentation souvent
de couleur or (jaune a jaune orangé), Il est important de souligner que le S. aureus peut
également se développer dans un environnement hostile, tel qu'une gélose Chapman (un milieu
sélectif hyper salé), ce qui constitue un avantage pour isoler la souche. Finalement, il est possible

que les colonies cultivées sur gélose au sang soient B-hémolytiques. (Robert, 2013).
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Figure 09 : Culture de S. aureus sur gélose au sang (Robert, 2013).

1.4.3. Caractéres culturaux

S. aureus peut se développer dans différents milieux de culture, qu'ils soient sélectifs
(comme la gélose Chapman et Braid Parker) ou non sélectifs (comme le milieu enrichi en sang et
la gélose nutritive). Les souches de S. aureus "typiques” présentes sur une gélose sanguine
présentent des colonies lisses, convexes mesurant de 1 a 3 mm de diametre, d'un jaune doré di

aux caroténoides, et sont fréeqguemment hémolytiques. (Freney, 2007).

Ces bactéries sont mésophiles (elles se développent a une température optimale de 37°C),
neutrophiles et se développent a des concentrations élevees de NaCL (Le Loir et al, 2010). En
outre, cette bactérie est capable de se développer dans des conditions difficiles, telles que des

températures de 7 a 48°C ou un pH compris entre 4 et 10 (Valero et al, 2009).
1.4.4. Caracteres biochimiques

Le S. aureus est connu pour sa capacité a produire une catalase et une coagulase, mais pas

d'oxydase. De plus, il produit une endonucléase thermostable et fermente le mannitol.
(Shittu A et al, 1983 ; Durand G, 2009).

En outre, les souches de S. aureus comprennent : indole (-), acétone (+), uréase (+), ont la
capacité de réduire le télurite de potassium et les nitrates en nitrites, et de produire de

I'ammoniaque a partir de I'arginine (Aouati H, 2009 ; Le Minor L et al, 1990).

Dans les laboratoires de routine, il n'y a pas une grande demande pour l'identification de S.
aureus, a l'exception de quelques enzymes principales (catalase, coagulase et ADNase) qui
completent le diagnostic.

Ils sont beaucoup plus fréguemment employés dans les laboratoires de recherche.
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Tableau 04 : caractéres biochimiques de S. aureus (Morgene 2018).

Positif Négatif Positif Négatif
Catalase Oxydase D-Mannitol D-Cellobiose
Coagulase Ornithine D-Mannose D-Xylose
Arginine dihydrolase Décarboxylase D-Tréhalose L-Arabinose
Hémolyse B- galactosidase D- Turanose Raffinose
Phosphatase alcaline B- Glucuronisase Maltose
Thermonucléase Saccharose

B-Glucosidase

Les caracteéres cités concernent au moins 90% des souches.

1.5. Facteurs de virulence et physiopathologie
De nombreux facteurs de virulence sont responsables de la pathogénie de S. aureus.

Les éléments de la paroi, les protéines de surface et les protéines générées
constituent les principaux facteurs de virulence. Effectivement, ces éléments sont soit
directement codés par un chromosome déja présent, soit codés par des éléments génétiques

mobiles (transposons, plasmides ou bactériophages).

Il est important de noter que la majorité de ces facteurs de virulence sont régulés par
différents systemes, dont le plus répandu est appelé le régulateur génétique annexe (Agr).

(Robert, 2013).
1.6. Différents types d’infections a S. aureus

Selon (Flandrois, 2000), Staphylococcus aureus est la bactérie pyogéne. Les

infections a staphylocoque peuvent étre divisées en deux catégories principales:
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- Les infections suppuratives sont principalement influencées par la multiplication du

germe.

Selon (Prévost, 2004) elles peuvent étre primitives ou secondaires (une porte
d'entrée, habituellement une effraction cutanée ou une intervention chirurgicale précédant

I'infection).

Les toxémies staphylococciques sont des infections non suppuratives d'origine
toxinique causées par la propagation de toxines a partir d'un foyer infectieux ou l'ingestion

d'une toxine préformée dans un aliment contaminé. Ces substances toxiques.

On regroupe les syndromes cutanés staphylococciques, le choc toxique

staphylococcique (TSS) et les intoxications alimentaires.
1.7. Résistance aux antibiotiques

L’origine limitée au milieu hospitalier, la résistance a la pénicilline s'est rapidement
répandue dans le milieu communautaire et touche aujourd'hui plus de 90 % des souches de S.
aureus. Au cours des années 1950, les souches de S. aureus ont développé des résistances
multiples: la résistance a la pénicilline était liée a la résistance a la streptomycine, a
I'erythromycine, a la tétracycline, au chloramphenicol et aux sulfamides. La mise au point en
1959 de la méticilline, une dérivé semi-synthétique de la pénicilline, pour le traitement des
infections staphylococciques a suscité un grand espoir. Cependant, seulement un an apres, les
premieres souches hospitalieres de S. aureus résistantes a la méticilline (SARM) ont été
découvertes dans un hopital de Grande-Bretagne. Le séquencage du génome de S. aureus par les
équipes de Baba et d'Hiramatsu a permis de dévoiler en partie le secret de ce pouvoir
d'adaptation. S. aureus posséde deux domaines fonctionnels distincts dans son génome. Les
génes responsables de la maintenance de la bactérie sont présents dans la majeure partie du
chromosome. Les éléments génétiques accessoires et mobiles, tels que les plasmides, les
transposons, les prophages ou les ilots de pathogénie, forment la deuxieme partie du génome. en
dehors des mutations spontanées, S. aureus diversifie son génome grace aux échanges de
matériel génétique avec d’autres especes bactériennes par des phénomenes de transfert horizontal
de génes. Le phénotype de résistance, comme le profil pathogénique, semble donc bien étre
détermine par les combinaisons de ces éléments génétiques accessoires portés par le

chromosome. (Oana et al, 2010).
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2. Staphylococcus epidermidis

2.1. Caractéristiques de Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus est un genre de la famille des Staphylococcaceae, de la classe des Bacilli et
de l'ordre des Bacillales. Il s'agit de bactéries a coloration Gram positive, de 0,5 a 1 um de
diameétre, formant des tétrades ou des amas, La croissance est facile dans des environnements
traditionnels et les colonies ont une taille de 1 a 3 mm a 24 heures (Dupieux C et al, 2019), avec
une apparence pouvant &tre B-hémolytique. Il est possible d'effectuer des tests d'orientation
biochimiques sur les colonies bactériennes afin de détecter la présence d'une catalase et I'absence
d'oxydase (Bouchiat C et al, 2016). On distingue généralement les espéces du genre
Staphylococcus en fonction de la présence d'une enzyme, la coagulase. L'espece Staphylococcus
aureus est la principale représentante des staphylocoques a coagulase positive, contrairement au
groupe des staphylocoques a coagulase négative (CoNS), auquel appartient S. epidermidis
(Figure 1) (R W Fair Brothter, 1940). Plus de 50 espéces de CoNS sont actuellement connues
(Bacterio, net, 2019). Les bactéries commensales de la peau et des muqueuses de I'nomme et de
nombreux mammiferes sont leur groupe (Becher k et al, 2014). Ils sont aussi opportunistes en
matiére de pathogeénes. S. epidermidis est lI'espece la plus courante dans la flore commensale
cutanée parmi les CoNS (Grice EA et al, 2009 - 2011). Cette bactérie peut aussi causer des
infections dans les hopitaux (Otto, M, 2009). Par exemple, S. epidermidis est le principal
responsable d'infections nosocomiales liées a des dispositifs médicaux tels que des cathéters ou

des valves cardiaques. (Uckay D et al, 2009).
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Figure 10 : Classification clinique et épidémiologique des staphylocoques. (Becker K et al,2014)

Dans les CoNS, il existe de nombreux colonisateurs naturels de la peau et des tissus mous
chez I'nomme. Le Con le plus fréquent (60 a 70 %) dans le microbiote cutané est S. epidermidis,
(Bouchiat C et al, 2016 ; Heilmann C et al, 2018 ; Antimicrobe.org, 2019). Dés le début de la
période néonatale (Nguyen TH et al.,2017), cette colonisation va créer un équilibre avec I'h6te
et jouer un réle protecteur contre les agressions d'autres agents pathogénes tels que S. aureus,
Candida albicans ou Streptococcus pyogenes. Effectivement, dans I'étude menée par Lai et ses
collegues, il a été démontré que S. epidermidis induit I'expression d'AMPs (peptides
antimicrobiens) par les kératinocytes grace a un mécanisme dépendant du TLR2 (Toll-Like
Receptor, un récepteur impliqué dans la reconnaissance bactérienne), ce qui permet de protéger
contre ces agents pathogenes. (Laiy et al, 2010)

L'effet anti-inflammatoire de S. epidermidis se manifeste également par la production d'acide
lipotéichoique (LTA) (Nguyen TH et al.,2017). Selon une autre étude menée par Lai et ses
collégues, le LTA de S. epidermidis blogue a la fois la production de cytokines inflammatoires
par les kératinocytes par TLR3 et I'inflammation provoquée par une lésion par un mécanisme
dépendant de TLR2.

2.2. Epidémiologie

Les staphylocoques a coagulase négative sont des bactéries saprophytes présentes sur la peau
et les muqueuses humaines et animales. Ces germes ont une préférence pour les environnements
humides. Chaque espéce de staphylocoque a coagulase négative a une distribution qui lui est

propre chez I'homme. Staphylococcushaemolyticus et homnis sont présents dans le creux
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axillaire et les glandes apocrines du pubis, tandis que Staphylococcuscapitis se trouve
principalement dans les glandes sébaceées du scalp. Chez I'étre humain, Staphylococcus
epidermidis est la plus courante dans les échantillons de la peau (David MD et al, 2015). Le
creux axillaire, le pli inguinal, le périnée, les narines, la conjonctive et les espaces interdigitaux

sont les zones preférées de Staphylococcus epidermidis. (Kloos et al, 1976).

Chez I'étre humain, Staphylococcus epidermidis est la plus courante dans les échantillons de
la peau (David MD et al, 2015). Le creux axillaire, le pli inguinal, le périnée, les narines, la
conjonctive et les espaces interdigitaux sont les zones préférées de Staphylococcus epidermidis
(Kloos et al, 1976). La diversité génomique de Staphylococcus epidermidis est significative,
contrairement aux autres especes de staphylocoques a coagulase négative, avec 74 séquences
différentes de nucléotides (Otto M, 2009). Le ST27 est un clone spécifique, le plus fréquent
dans les infections nosocomiales en Europe et aux Etats-Unis, sans doute en raison de ses génes

qui favorisent la formation de biofilms et la résistance aux antibiotiques. (Becker K et al, 2014).
2.3. Pathogenicitée

La virulence du groupe staphylocoque a été largement étudiée, notamment Staphylococcus
aureus, qui est connu pour provoquer des chocs toxiniques par la production d'exotoxines (ex
TSST-1). Les connaissances sur les staphylocoques a coagulase négative sont moins
développées. Les infections du matériel étranger, en particulier les cathéters, sont associées a la
capacité de Staphylococcus epidermidis a coloniser les surfaces polymériques et a créer un
biofilm (Von Eff C et al, 2002). Les infections a Staphylococcus epidermidis semblent étre
influencées par d'autres facteurs tels que la production de I’antibiotiques et leur capacité a

produire des enzymes et des exotoxines.

v Le biofilm

Plusieurs étapes sont suivies dans la formation du biofilm par Staphylococcus epidermidis
(Figure 11 ): l'adhérence a la surface abiotique, l'adhérence aux surfaces biotiques
I'accumulation et la maturation, puis le détachement du biofilm. Les adhésines protéiques
comprennent les protéines covalentes de surface, les protéines ancrées dans la membrane (cell
wall anchored protein, CWA) et les protéines non covalentes de surface, telles que les protéines
de la famille autolysine/ adhésines et les protéines couvrantes (spanning proteins). Le
polysaccharide intercellular adhésin (PIA), ainsi que les acides teichoiques et lipoteichoiques,

sont des adhésines non protéiques. (Becker K et al, 2014).
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Figure 11 : développement du biofilm chez S. epidermidis (Heilmann C et al, 1997).

L'adhésion est la premiére étape du cycle de vie du biofilm. Des interactions physico-
chimiques (électrostatique, hydrophobe et acide/base) sont d'abord impliquées dans ce
phénomene actif. Les protéines de surface spécifiques telles que AtIE (Heilmann M et al,1997).
jouent un role dans I'hydrophobie, permettant ainsi leur adhésion directe ou indirecte a la surface.
La libération d’ADN extracellulaire (eDNA) est également due a son activité autolytique
intrinséque, ce qui joue un role crucial dans la formation du biofilm (Lzano EA et al, 2008 ; Qin
Zetal, 2007). Les MSCRAMMs (Microbial surface components recognizing adhesive matrix
molecules) sont des protéines qui recouvrent une partie de la surface de la bactérie, dont la
principale est SArG. La bactérie sera fixée par cette protéine, que ce soit par des liaisons
covalentes ou non (Donlan RM et al, 2002 ; Mah TFC, 2001). Trés vite, une couche unique de
bactéries (cluster) va constituer la fondation du biofilm (Costerton J, 1999). Les modifications
génomiques de S. epidermidis entrainent rapidement une adhésion irréversible de cette adhésion
initiale. (Mckenney D, 1998).

La deuxiéeme phase implique la fusion des cellules bactériennes entre elles. Elle
entrainera la colonisation de toute la surface. L'adhérence et la maturation du biofilm sont
favorisées par PIA/PNAG (polysaccharide intercellular adhesine/Poly-N-acetylglucosamine)
(Mc kenney D, 1998 ; Mock D et al, 1996). Le lien B 1-6 de ce polysaccharide est différent des
autres polymeres (Otto M.,2009). Elle est produite par l'opéron icaABCD (adhérence
intercellulaire) et controlée par le géne icaR (O’Gara J p, 2007). Le PIA joue un réle essentiel

dans la création du biofilm. Par conséquent, PIA est présente dans 87 % des souches de S.
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Epidermidis qui produisent un biofilm. En revanche, 89 % des souches qui ne génerent
pas de biofilm ne produisent pas de PIA (Sienmssen N et al, 1996). Au terme de cette étape, le
biofilm est constitué de 10 & 25 % de bactéries et de 75 a 90% de matrice extracellulaire.

(Jcosterton,1999).

Le détachement du biofilm est la derniére étape du cycle de vie du biofilm, ce qui lui
permettra de coloniser d'autres surfaces. Cette étape du biofilm est la moins connue. En I'absence
d'une enzyme specifique pour la lyse de PIA, les staphylocoques utilisent des PSMs (modulins
phenol-solubles) qui réduisent les interactions entre les bactéries et la surface (Trampuz A et
al,2004 ; Areiola CR et al, 2005). Cela favorisera la mise en place de « tunnels » qui
permettront I'apport de nutriments. En fin de compte, la division cellulaire, qui était 5 a 15 fois
plus lente & l'intérieur du biofilm, pourra reprendre (Kodji kian L et al, 2008), ce qui permettra

la sortie du biofilm de bactéries métaboliqguement actives et prétes a coloniser d'autres zones.
2.4. Résistance aux antibiotiques

Dans le traitement des infections a Staphylococcus aureus et a coagulase négative, les
pénicillines, notamment la méticilline, sont les antibiotiques les plus efficaces. En inhibant la
formation de la paroi bactérienne, elle empéche le staphylocoque de se reproduire et provoque
son apoptose.

Les résistances a la méticilline ont été identifiées chez Staphylococcus aureus grace a la
production par la bactérie d'une protéine liée a la pénicilline (PBP). Cette protéine est codée par

des éléments géniques mobiles, les chromosomes mec staphylococciques (SCCmec).
(Hiramatsu K et al.,2001).

La résistance de Staphylococcus epidermidis a la méticilline est basée sur le méme
mécanisme et est observée chez 75 a 90 % des souches (Diekema D et al., 1997-1999).
Un grand nombre d'autres antibiotiques ont été résistants a Staphylococcus epidermidis :
rifampicine, fluoroquinolones, gentamycine, érythromycine, clindamycine, sulfamides,
chlorampheénicol (Rogers KL et al.,2009). De plus, le biofilm constitue une méthode efficace
pour éviter la résistance a la vancomycine. Il est fréquent de constater des résistances multiples
aux antibiotiques chez Staphylococcus epidermidis résistant a la méticilline.

(Otto M et al, 2009).
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1. Matériel vegétal

Pour notre étude, nous avons choisi une plante endémique de 1’Algérie ’Rosmarinus
officinales’’(romarin), une plante aromatique appartenant a la famille des Lamiacées, qui a été
utilisée pendant des milliers d'années a des fins culinaires et médicinales en raison de sa saveur

aromatique et ses propriétés et bienfaits pour la santé.
1.1. Récolte de la plante

Les parties aériennes du Romarin ont été récoltés dans la région d’El Harrouch
(Skikda), durant le mois de février 2024.

Figure 12: Rosmarinus officinalis L (Photo Boukerkoura M et al, 2024)
1.2. Séchage et conservation

L’échantillon a été séché a I’air libre et a I’abri de la lumiére pendant quinze jours. Puis
découpé pour faciliter sa manipulation ; et conservé dans un endroit sec dans des sacs en papier

propre jusqu'a son utilisation.
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Figure 13 : Rosmarinnus officinalis L séchée (photo Boukerkoura M et al, 2024)
1.3. Extraction de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis

Nous avons réalisé I’hydrodistillation a I’aide d’un appareil du type Clevenger au laboratoire

de Botanique de ’E.N.S.E. T. Skikda.
1.3.1. Mode opératoire

L'huile essentielle est extraite par hydrodistisation dans un distillateur de type Clevenger.
Avant d'étre utilisé, 'appareil a été nettoyé avec I’eau distillée afin de retirer les poussieres et les
graisses qui pourraient étre présentes dans I'appareil, afin d'éviter toute contamination de I'huile
lors de I'extraction.

Cette approche implique d'incorporer un mélange de 200 g de matiéere végétale dans un litre
d'eau distillée. Une fois que I'eau a bouilli, la vapeur entraine les composants volatils dans le tube
principal, puis se condensent dans le systeme de refroidissement et sont récupérés dans une
ampoule a décanter. Quelques instants plus tard, on observe de petites gouttelettes formant, apres
un certain temps, une couche d'huiles jaunatres qui flotte a la surface de I'eau.

Le temps nécessaire pour obtenir I'huile essentielle compléte est de 2h30min. Le dispositif est
arrété et l'eau ne coule que dans le réfrigérant. La différence de densité entre I'huile et I'eau les
sépare, I'huile surnage a la surface de celle-ci. L'huile résultante est collectée dans un flacon en
verre soigneusement scellé afin d'éviter qu'elle ne s'évapore, puis emballée dans du papier

aluminium pour la préserver de la lumiére et de la chaleur. Elle est ensuite conservée dans un
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réfrigérateur a une température de 4-5 C° jusqu'a ce qu'elle soit utilisée pour les tests

microbiologiques ultérieurs.

Figure 14 : Montage de I’appareil d’hydrodistillation (laboratoire I’E.N.S.E. T Skikda)
(Photo Bouima k et al, 2024)

1.3.2. Calcul du rendement en huile essentielle

Selon la norme AFNOR, le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport
entre la masse de I’huile essentielle obtenue apres extraction est la masse de la maticre végétale

utilisé, il est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :

R%: Rendement de I’huile en (%),
Pa: Poids de I’’huile en (g),
Pb: Poids de la plante en (Q).
+ Caractéristiques organoleptiques de I’huile essentielle extraite

Lorsque les huiles essentielles présentent des caractéristiques organoleptiques, il est

nécessaire d'évaluer leur apparence, leur odeur et leur couleur en utilisant les sens.
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2. Recherche de I’effet antistaphylococcique de I’huile essentielle extraite

L’huile essentielle de Rosmarinnus officinalis a été testée sur neuf souches bactériennes
de Staphylococus aureus dont une (1) souche de Staphylococcus epidermidis d’origine
humaines. Ces derniéres ont été fournies par un laboratoirede 1’établissement hospitalier de
Skikda (Abd El Razak Bouhara).

L’aspect qualitatif de ’activité antibactérienne de I’extrait test¢ a été déterminé par
méthode de diffusion d’HE en milicu solide appelant aromatogramme, méthode similaire a
I’antibiogramme, ou les disques d’antibiotiques sont remplacés par des disques imprégné de ’'HE

extraite, brute.
2.1. Principe de ’aromatogramme

La technique repose sur la diffusion de I’extrait sur le milieu solide dans une boite de Pétri,
avec création d’un gradient de concentration aprés un certain temps de contact entre le produit et le

microorganisme cible.

L’apparition et I'importance du diamétre de la zone d’inhibition refléte I’impact de I’'HE sur les
souches bactériennes. Ainsi, ces derniéres seront qualifiées de sensibles ou tres sensibles,
extrémement sensibles, ou résistantes.

2.1.1. Préparation des prés cultures

L’activité antibactérienne doit €tre réalisée sur des souches bactériennes jeunes en phase de
croissance exponentielle. La réactivation des souches bactérienne est effectuée par repiquage a la
surface de la gélose nutritive pré coulée en boite de Pétri, et ensuite incubée a 37C° pendant 18 a
24h.

2.1.2. Préparation de I’'inoculum
Préparer des suspensions pour chaque espeéce. A 1’aide d’une anse de platine on préleve
deux ou trois a cinq colonies pures et bien isolées qu’on décharge dans un tube contenant 5 a 10
ml d’eau physiologique stérile. Agiter au vortex pendant quelques secondes. L’inoculum peut
étre ajusté en ajoutant, soit de la culture est trop faible, ou bien de I’eau physiologie stérile s’il
est trop fort.

L’inoculum doit étre ensemencé dans les 15mn qui suivent sa préparation.
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Figure 15 : Les étapes de préparation de I’inoculum (Photo Boukerkoura M et al, 2024)

2.1.3. Ensemencement

Le milieu de culture utilisé est Muller-Hinton (MH), qui est le milieu le plus employé
pour les tests de sensibilité aux agents antimicrobiens.
- D’abord on va commencer par le coulement de milieu dans les boites pétrie a un épaisseur de 4
mm pour la solidification.
- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension microbienne.
- L’essorer en le passant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le décharger
au maximum.

- Frotter I’écouvillon sur la totalité¢ de la surface gélosée, seche, de haute en bas, en stries serrées.

- Répéter ’opération trois fois, en tournant la boite de pétri de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la

périphérie de la gélose.
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Figures 16 : Techniques d’ensemencement en milieu solide. Muller-Hinton (MH)
(Boukerkoura M et al, 2024)

2.1.4. Application des disques

A T’aide d’une pince stérile, deux disques stériles ont été déposeés a la surface de la gélose
ensemencée et séchée, I'un imbibé de 20ul d'huile essentielle pure et I'autre est un disque témoin

vierge dépourvu de tout extrait.

Figure 17: Dépot des disques sur milieu solide (Boukerkoura M et al, 2024).

2.1.5. Incubation

Les boites ainsi préparées sont incubées a 37°C pendant 24h.
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R womert

Figure 18 : Incubation des boites de pétrie dans I’étuve.
(Photo Boukerkoura M et al, 2024)

2.1.6. Lecture

L’activité antibactérienne est estimée en mesurant les diamétres des zones d’inhibition
autour des disques chargés d’HE, a 1’aide d’un pied a coulisse. Ce qui classe ainsi les souches
bactériennes dans I’une des catégories suivantes selon (Ponce et al 2003). Non sensible (-) ou
résistante : diamétre < 8mm ; Sensible (+) : diametre compris entre 9 a 14 mm ; Trés sensible

(++) : diametre compris entre 15 a 19 mm ; Extrémement sensible (+++) : diametre > 20 mm.

Figure 19 : Mesure des diamétres des zones d’inhibitions (Photo Boukerkoura M et al, 2024)
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1.Extraction de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L

1.1. Rendement en huile essentielle de Rosmarinus officinalis L

L’huile essentielle de Rosmarinus officinalis extraite par hydrodistillation a donné un
rendement meilleur en huile essentielle de0,65%, ce qui est en accord avec les normes AFNOR.

En comparant nos résultats avec d'autres travaux sur la méme espéce et qui ont utilisé la
méme méthode d'extraction, nous avons conclu que notre résultat est pratiguement similaire a
celui de (Bourita et al , 2017). Alors gque, notre rendement est inférieur a celui trouvé
Par (Ayadi et al, 2011) ; pour la méme espéce récoltée en Tunisie avec un rendement en huile de
1.35%.
Par ailleurs, I’HE du romarin récolté dans la wilaya de Djelfa a donné un rendement en huile
plus élevé (0.58%). (Mouas Y, 2018).

Les différences de rendement observées peuvent étre liées non seulement a I'origine de la

plante, mais aussi a la plante elle-méme (la période de récolte et la partie utilisée).
Des éléments supplémentaires peuvent impacter le rendement de Il'extraction tels que les
matériaux des appareils utilisés, la méthode et la durée d'extraction, la régularité de la chauffe, le
refroidissement du distillat, etc. et aussi Le taux de production d'huile essentielle varie en
fonction de l'origine géographique, du stade phénologique et des €léments environnementaux tels
que la température et la qualité du sol (Bruneton, 1993 ; Bennadja et al, 2013).

1.2. Caractéristiques organoleptiques de I'huile essentielle extraite

Les propriétés organoleptiques de I’HE extraite, sont résumées dans le tableau ci-dessous

Tableau05 : Caractéristiques organoleptiques de I’HE de Rosmarunis officinalis

Origine Aspect Couleur Odeur et saveur
Huile essentielle du Liquide mobile Jaune pale Fraiche Camphreée
Rosmarinus officinalis
Norme AFNOR (2006) Liquide mobile I?ljesque incolore Fralche,PIus Oou moins
a jaune pale camphré

Alors, on remarque que notre huile essentielle extraite, présente des caractéristiques

organoleptiques identiques a celles décrites par les normes d'/AFNOR.
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2. Recherche de I’effet antistaphylococcique de I’huile essentielle extraite

¢ Aromatogramme

Selon (Ponceet et al, 2003) les souches bactériennes test- objet se sont montrées
extrémement sensibles a I'huile testée avec des diamétres allant de 25.9mm a 50.1mm. Ce qui
permet de qualifier d’excellente ’activité de notre huile sur toutes les souches testées. Le tableau

(tableau 08) résume les resultats obtenus.

Tableau 06 : Diametres des zones d'inhibition de I'HE de Rosmarinus officinalissur les

différentes souches bactériennes testées

Souches bactériennes Diametre des zones Sensibilite
d’inhibition (mm)
S. aureus 354 50,1 +++
S. aureus 70 31 +++
S. aureus 327 43,6 +++
S.aureus 1 34,7 +++
S. aureus 2 26,4 +++
S.aureus 172 25,9 +++
S. aureus 173 33,5 +++
S. aureus 169 35,9 +++
Staphylococcus epidermidis 159 32,3 +++

(+++) : Extrémement sensible
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S. aureus 1

S. aureus 354

S. aureus 70/71
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S. aureus 172 S. aureus 169

Figure 20 : Effet de I’'HE de Rosmarinus officinalissur S.aureus.
(Photo Boukerkoura et al, 2024).

S. epidermidis 169

Figure 21 : Effet de I’'HE de Rosmarinus officinalis sur S.epidermidis.
(photo Boukerkoura M et al,2024).

En comparant nos résultats avec d'autres études, réalisée par (Mouas et al, 2017) a
examiné l'impact de I'huile de romarin sur des souches bactériennes. Les résultats ont montré que
les huiles essentielles des deux écotypes Blida et Djelfa ont inhibé la croissance de
Staphylococcus aureus avec des tailles respectives de 23,75 mm et 16,75 mm.
En ce qui concerne l'activité antibactérienne d'Escherichia colis, les données ont révélé que
I'nuile essentielle de I'écotype blida a une activité antibactérienne comparable a celle de Djelfa,
avec une taille de 925 mm et 95 mm respectivement, respectivement.

Cependant, l'activité antibactérienne de ’'HE de la méme espéce de la région de Djelfa sur
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la souche d’Enterococcus faecalisa donné des diamétres des zones d’inhibition allant de
14,25mm a 22,75 mm.

Selon une étude réalisée par El-Kamali et ses collegues (2019), I'huile essentielle de
Rosmarinus officinalis a montré une activité antibactérienne variable. Selon les résultats, I'nuile
essentielle testée a demontré des propriétés antibactériennes supérieures a celles observées dans
les études MOUAS et al. (2017). Elle a démontré une activité antibactérienne contre les bactéries
Grampositives (17-27) mm par rapport aux bactéries Gram-négatives (15mm-23mm). (El-
Kamali et al, 2019). A montré que les zones d'inhibition de I'huile essentielle de Rosmarinus
officinalis sont variables. L’activité antibactérienne est plus élevée contre les bactéries a Gram-
positives (17mm-27mm), par rapport aux bactéries a Gram-négatives(15mm-23mm).

Par ailleurs, d'apres (Delaquis et al, 2002). il est suggéré que ces composés (mineurs)
provoquent des variations dans I'enveloppe cellulaire des bactéries a Gram positive.

Il est communément admis que les bactéries a Gram positif sont plus sensibles aux huiles
essentielles que les bactéries a Gram négatifs. La forte résistance des bactéries a Gram négatif est
en partie due a la complexité de leur enveloppe cellulaire qui comporte une double membrane,
alors que celle des bactéries a Gram positif est simple et formée d'une couche de peptidoglycane
coincée entre la membrane plasmique et une assise externe composée de lipopolysaccharides et
de protéines. Il est possible que cette structure empéche la pénétration d'huiles ou protege la
couche peptidoglycane contre les huiles. Elle représente une protection contre les substances
hydrophobes chez les bactéries Gram négatif, qui peuvent pénétrer et entraver la croissance des
bactéries Gram positif. Selon (Moussaid et al, 2012). les conditions de séchage et de broyage de
la plante seraient responsables de I'activité des principes actifs. Elle est également influencée par
divers éléments, tels que la méthode d'extraction et la teneur en principes actifs.

(Fertout et al, 2016).

43



CONCLUSION



| Conclusion

Rosmarinus officinalis est une plante appartenant a la famille des Lamiaceae, et tres
répandue dans le bassin méditerranéen. Son huile essentielle présente plusieurs propriétés
antibactériennes, ce qui fait d’elle une des solutions que 1’on peut proposer pour soulever le défi

de ’antibiorésistance.

L’huile essentielle obtenue par hydrodistillation a donné un rendement de 0.65%. Les

propriétés organoleptiques de I’HE extraite correspondent aux normes AFNOR.

L’effet antistaphylococcique de I’extrait testé a été déterminé par la méthode de

I’aromatogramme.

Cependant, les souches bactériennes de Staphylocoque se sont montrées extrémement sensibles a
I'nuile testée avec des diametres allant de 25.9mm a 50.1mm. Ce qui permet de qualifier

d’excellente 1’activité de notre huile sur toutes les souches testées.

Par ailleurs, son effet important sur les pathogenes, constitue un atout quant a la
perspective d’usage de cette substance comme molécule antibactérienne dans I’arsenal
thérapeutique. Cependant, les HEs sont des éléments contribuant a la solution des problémes de
résistances et de la limite des synthéses chimiques de produits antimicrobiens. et

pharmaceutiques.
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