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INTRODUCTION

Les antibiotiques ont été et sont les médicaments les plus importants
dans le traitement des infections bactériennes. Ils jouent un réle
essentiel dans I'amélioration de la qualité de vie des étres humains.
Néanmoins, leur utilisation accrue et inappropriée a fait apparaitre un
probléme de santé public majeur qui est la résistance bactérienne aux
antibiotiques ainsi que I'émergence de bactéries multi-résistantes.

La résistance bactérienne est un phénomeéne qui est apparu quelques
temps apres la découverte du premier antibiotique par Alexandre
Fleming : la pénicilline.

La recherche d’alternatives a I|'antibiothérapie conventionnelle parait
donc nécessaire afin de ne pas sombrer dans une ére post-antibiotique.
Des chercheurs se sont intéressés au pouvoir antibactérien des huiles
essentielles et certaines études se sont montrées concluantes.

L'objet de cette thése est d’effectuer une synthése bibliographique des
données scientifiques actuelles concernant [‘utilisation des huiles
essentielles comme alternative ou en complément d’une antibiothérapie
afin de rendre ces traitements de nouveau efficaces.

Avec la tendance actuelle au niveau du public qui demande des
traitements moins chimiques et plus naturels, I'aromathérapie trouve

trés bien sa place dans ce domaine et réduirait ainsi la résistance.



PARTIE I: LES

INFECTIONS

BACTERIENNES



I.

Histoire des infections

Pour connaitre I'histoire des infections, il faut remonter a des millénaires
en arriere, lorsque les populations humaines vivaient de la cueillette et de
la chasse, acquérant ainsi leurs bactéries et parasites dans le berceau

africain puis au cours de leur migration a travers tous les écosystemes.

Cet état de fait est resté inchangé pendant des milliers d’années jusqu’au
début de la sédentarisation qui a entrainé dans son sillage, |'agriculture, la

domestication animale et le pastoralisme.

Ainsi, une fois que ces groupes se sédentarisent et vivent au sein de
populations plus nombreuses, s’établit un réservoir favorisant Ia
prolifération et le maintien d’une abondante charge pathogene causant
ainsi  un risque accru de transmissions d’infections virales,

bactériologiques et parasitaires aux humains.

Cette premiere révolution épidémiologique du néolithique est a l'origine
des premiers fléaux de maladies infectieuses, lesquelles vont ensuite
s'amplifier avec I’émergence des civilisations agraires, des cités, des

guerres et du commerce. (1,2)

La géographie des fléaux va ensuite étre bouleversée par les « grandes
découvertes »; I'Europe, par sa soif de connaissances, de commerce et
de conquéte, a largement contribué aux grands échanges infectieux
entre I'Eurasie, I'Amérique, I’Afrique et le Pacifique. Des civilisations
entieres ont été décimées par des maladies infectieuses apportées par
les conquérants. Avant que les guerres mondiales n’endeuillent nos
sociétés au XXe siecle, les maladies infectieuses étaient la premiére cause
de mortalité humaine.

Selon Serge Morand, auteur de « la prochaine peste », la peste noire, la
grippe espagnole de 1918, la tuberculose et la variole ont tué plus de

personnes que les deux guerres mondiales réunies. (1)



L'exemple de la pandémie de peste qui avait envahit I'Europe en 1346 et
a l'origine de 25 millions de mort en six ans est resté dans une mémoire
commune.

Avec le développement des systemes de santé publique, les maladies
infectieuses ont commencé a régresser, avant qu’'un coup d’arrét ne leur
soit porté par les antibiotiques et les vaccins.

C'est en 1928, qu'Alexander Fleming a révolutionné I'ére des
médicaments antimicrobiens lorsqu'il a découvert, dans une boite de
Pétri ensemencée avec S. aureus, qu’'un composé produit par une
moisissure est capable de tuer la bactérie. La moisissure, identifiée
comme Penicillium notatum, produit un agent actif qui est nommé «
pénicilline ». Plus tard, la pénicilline a été isolée et transformée en
poudre; une forme stable et facilement utilisable. On a ainsi pu l'utiliser
chez les troupes américaines et britanniqgues comme un puissant agent
antibactérien lors de la seconde guerre mondiale.

1940, une substance produite par un colibacille nommée pénicillinase est
décrite.

Alexandre Fleming met en garde contre une utilisation excessive de la
pénicilline qui pouvait conduire a I|'‘apparition et la propagation de

bactéries résistantes.

La résistance aux antibiotiques est apparue il y’'a 70 ans avec un
staphylocoque producteur de pénicillinase.

1950, a Paris et Londres, la moitié des souches de staphylocoques était
résistante a la pénicilline. Depuis I'avénement des antibiotique nous
rencontrons ce nouveau fléau surtout dans le milieu hospitalier avec les

infections nosocomiales.

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a déclaré en 2002 : « nous
retrouvons les infections nosocomiales a travers le monde entier. Elles
sont l'une des principales causes de mortalité et morbidité pour les
patients hospitalisés. Ce type d’infection est un fardeau important tant

pour les patients que pour la santé publique »(3).



En effet, on retrouve une émergence et une propagation des souches
bactériennes résistantes suite a une utilisation accrue et continue des
antibiotiques, ce qui augmente la pression sélective. De plus |'usage
inapproprié et incontr6lé des antibiotiques, avec notamment Ia
surprescription, I'administration de doses suboptimales et les erreurs de
diagnostic conduisent a un choix inadéquat de I'antibiotique. De ce fait,
I'antibiotique perd de son efficacité et les bactéries qui lui sont
résistantes finissent par émerger et peuvent se propager dans
I’établissement de santé. Ainsi, et méme si les antibiotiques sont parmi
les plus importantes découvertes médicales et leur introduction est une
réussite remarquable, leur utilisation, en seulement quelques années,

s’est confrontée a des échecs thérapeutiques inattendus.

Afin de comprendre les raisons de ces échecs thérapeutiques, il faut
connaitre le mécanisme d’action des antibiotiques ainsi que les moyens

utilisés par les bactéries pour rendre ces traitements inopérants.



I1.

Mode d’action des antibiotiques.

Le principe d'action des antibiotiques consiste a bloquer sélectivement une
étape d'un mécanisme essentiel a la survie ou a la multiplication des
micro-organismes. Le mécanisme ciblé par I'antibiotique est le plus
souvent spécifigue des bactéries et n'a pas d'équivalent chez les
eucaryotes et en particulier chez 'Homme. Ainsi, les antibiotiques agissent
au niveau de la biosynthése et le maintien de la paroi cellulaire, des

protéines et de I’ADN bactériens.

Inhibition de la synthése de la Action sur la membrane
paroi bactérienne : plasmique : polymyxines

Inhibition de la synthése Bapn
protéique : tétracyclines, Inhibition de la synthése ou du

aminosides, chloramphénicol, fonctionnement des acides

macrolides, acide fucidique, linézolide nucléiques * quinolones, sulfamides
rifampicine, 5-nitroimidazolés, nitrofuranes

Cibles de I'action des antibiotiques.

Figure 1 : Cibles des antibiotiques (4)
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A. Antibiotiques inhibant la synthése de la paroi
bactérienne :

Dans la paroi bactérienne, le peptidoglycane est un constituant principal
gui entoure la bactérie et Ilui confere sa forme et sa rigidité. Cette
molécule occupe une position différente chez les bactéries Gram+ et
Gram-. Mais, dans tous les cas, le peptidoglycane est étroitement lié aux

processus de croissance et de division cellulaire. (4)

Gram” Gram®

Polysaccharides capsulaires

/

Porine

Protéines capsulaires

Lipoprotéines \

- g 0
Bicouche lipidique

Peptidoglycane et ———
Acides téchoiques ———

Peptido glycane

lipidique |

Chromoesoeme

Figure 2: Structure du peptidoglycane chez les bactéries Gram+ et Gram-

C’est un mucopolysaccharide

composé de chaines linéaires #, +’ T N #
osidiques pontées par de =& + | - + +
courts peptides. Les chaines +| # + # . +
osidiques sont formées par / 7 +| #

une alternance de résidus N- / / #
acétylglucosamine (NAG) et Nasay RIS /

B Acide N-acétyl-muramique

7 . 7 .
d a Cld e N _a CetY| m u ra m |q u e r234 Chaine tétrapeptidique (1 : L-Ala ou Gly ou L-Ser: 2 : D-Glu ; 3 : X ; 4 : D-Ala)

I Pont interpeptidique
TPC] q

(NAM). Chaque disaccharide

porte un tétrapeptide liant les

NAM entre eux. La formation de ponts entre les peptides des chaines

glycanes voisines crée une véritable réticulation de la paroi. La synthése
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du peptidoglycane débute dans le cytoplasme de la bactérie, se poursuit
dans la membrane cytoplasmique et se termine dans la paroi déja formée.
Un certain nombre d’enzymes interviennent dans cette synthese, les plus
importantes sont les transpeptidases, les transglycosylases et les

carboxypeptidases.

a. Les p-lactamines

—

/—NH
0

Figure 3: Noyau p-lactame

C’est une classe d’antibiotiques caractérisée par la présence d’un cycle B-
lactame indispensable a leur activité. Cette classe agit en pénétrant par
diffusion passive chez les gram+ et passage de la membrane externe par
les porines chez les Gram-. Puis se produit une inhibition compétitive des
protéines liants les pénicillines ou PLP assurant la synthése de la paroi
bactérienne grace a l'analogie de structure entre les B-lactamines et le
peptidoglycane, substrat naturel des PLP ce qui conduit a une inhibition de

la synthese de la paroi bactérienne.
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b. Les glycopeptides

Figure 4: Exemple de glycopeptide : la vancomycine(6)

Les glycopeptides inhibent également la synthése de la paroi bactérienne
en ayant une action différente des B-lactamines. Ce sont des
antibiotiques de haut poids moléculaire : macrocycle de 7 acides aminés
associé a des sucres simples et des sucres aminés (glucose et
vancosamine pour la vancomycine; mannose et glucosamine pour la
teicoplanine). Ils ne franchissent pas les porines des bactéries Gram -. Ils
inhibent la synthése de la paroi bactérienne en formant des liaisons
hydrogenes avec l'extrémité D-Ala-D-Ala terminale des précurseurs du
peptidoglycane et bloquent l'action des transpeptidases du fait de leur

taille volumineuse.

C. La Fosfomycine

Figure 5: Fosfomycine (7)
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La fosfomycine agit au niveau des étapes précoces de la synthése du
peptidoglycane. Elle se comporte comme un analogue du
phosphoénolpyruvate et inhibe I’enzyme intra-cytoplasmique pyruvyl-
transférase qui bloque la synthése de la NAM. Molécule hydrophile, la
fosfomycine ne traverse pas la membrane cytoplasmique, mais emprunte
deux systémes de transport actif : celui des L-a-glycérophosphates sous
la dépendance du gene glpT et celui des hexoses-phosphates sous la

dépendance du gene uhp.

B. Action sur la membrane plasmique

HoN

O,

NH HN H3C CHs
HaC
HaC NH o
H2N

HsC—~ 0
OHO
NH,

Figure 6: exemple de polymixine: la colistine

Les polymixines (polymixine B et polymixine E ou colistine) sont des
antibiotiques de structure polypeptidique actifs uniqguement sur les
bactéries Gram-. Leurs cibles sont les membranes lipidiques, Ia
membrane externe d’abord, puis la membrane cytoplasmique. La fixation
des polymixines va désorganiser la structure de ces membranes, ce qui
entraine la fuite des composants intra-cytoplasmiques et la libération

d’enzymes lytiques provoquant la mort rapide de la bactérie.
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C. Antibiotiques inhibant la syntheése protéique

a. Aminosides = Aminoglycosides

HO H-N OH
" 2 '
HoN 2\ HO MNHg
HO
0

Figure 7 : Aminoside

La principale caractéristique structurale des aminoglycosides réside
dans le cycle 1,3-diaminocyclohexanetriol appelé streptamine. On
distingue dans cette famille : I'amikacine, la gentamicine, la kanamycine,
la streptomycine par exemple. Les aminoglycosides sont des
antibiotiques qui exercent une activité bactéricide, a large spectre, contre
les bactéries Gram+ et Gram-. Ils agissent en inhibant la synthese
protéique bactérienne par fixation sur le ribosome 30S. Les aminosides
pénéetrent peu la paroi des bactéries, la pénétration est donc active grace
aux enzymes de la chaine respiratoire (mécanisme oxydatif); résistance

naturelle des bactéries anaérobies strictes. (8,9)
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b. Macrolides et apparentés

1. Les macrolides vrais

.-'O 'U'\-\.
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Figure 8 : exemple de macrolide : la Clarithromycine

Les macrolides sont des hétérosides constitués d‘un macrocycle
lactonique (14,15 ou 16 atomes de carbone) substitués par un ou
plusieurs sucres dont I'un est aminé (desosamine)

Ils agissent en inhibant la synthese protéique par fixation sur la sous
unité 50s du ribosome bactérien, ce qui conduit a une inhibition de
I”elongation protéique avec un effet immuno-modulateur et anti

inflammatoire.

2. Apparentés aux macrolides

- Les lincosamides

Constitués d’un acide hygrique alkylé en 4 relié par une liaison amide a
un ose soufré avec un mécanisme proche de celui des macrolides.

- Les synergistines

Mélange de streptogramines du groupe A et du groupe B agissant en
synergie pour exercer un effet bactéricide.
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C. Les Tétracyclines

CH, CH,
CH; OH H N
O‘,‘ ]
CONH,
OH
OH O OH o

Figure 9 : Structure de base de la Tétracycline

Les tétracyclines se composent de 4 anneaux cycliques condensés, d'ou
le nom des tétracyclines. Les différents dérivés ont seulement des
modifications mineures des constituants chimiques attachés a cette
structure cycliqgue de base. Les plus couramment utilisés sont le
chlorhydrate de tétracycline, la doxycycline et la minocycline. Les
tétracyclines sont des antibiotiques a large spectre, couvrant les
bactéries Gram+, Gram-, aérobies et anaérobies. Elles inhibent la
syntheése protéique en se fixant au niveau du site A de la sous-unité 30S
du ribosome, bloquant ainsi la liaison de I'aminoacyl-acide ribonucléique
de transfert (ARNt). (8,10)

d. Les phénicolés

Figure 10 : Chloramphénicol

Les phénicolés sont des dérivés de l'acide dichloroacétique porteurs d’un
phényle substitué. Deux molécules seulement sont utilisées en clinique:
le chloramphénicol et le thiamphénicol. Le chloramphénicol est un

antibiotique a large spectre dont I'utilisation a été limitée a un traitement
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topique des infections bactériennes en raison de sa toxicité médullaire.
(4,8)

e. Le linézolide

@)
/ \ O
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F H :

Figure 11 : structure de base du linézolide

Le linézolide est un agent antibactérien de synthése, de structure originale
par la présence d'une fonction oxazolidione. Il se fixe sur le ribosome
bactérien (partie 23S de la sous unité 50S) et inhibe la synthese
peptidique bactérienne en bloquant la traduction protéique a un stade tres

précoce, dés la phase d’initiation.

f. Acide fusidique

HO™

G

Figure 12 : Acide Fusidique

L'acide fusidique est dérivé du champignon Coccineum fusidium, c’est un
agent antibactérien efficace, bactériostatique ou bactéricide. Il inhibe la
synthése protéique bactérienne et, a des concentrations élevées inhibe

également la liaison de I'aminoacyl-ARNt au site donneur sur le ribosome
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par liaison au « facteur G », responsable de la translocation de la chaine

des peptides durant la synthése des protéines. (8,11)

D. Antibiotiques inhibant 1Ila synthéeése ou Ile
fonctionnement des acides nucléiques

a. Les Quinolones

OH

Figure 13 : exemple de quinolone : la ciprofloxacine.

La premiere quinolone, I'acide nalidixique, a été introduite en 1962. Elle

a été élaborée suite a la synthése de la chloroquine.

Lorsqu'elles ont diffusé dans le cytoplasme, les quinolones vont inhiber
de maniere sélective la réplication de I'ADN bactérien en ayant pour cible

deux enzymes de la classe des topoisomérases :

- I'ADN-gyrase : généralement cible principale chez les Gram

négatif.

- Topoisomérase IV : généralement cible principale chez les Gram

positif.

Ces enzymes sont directement impliquées dans les mécanismes de
désenroulement et de superenroulement de I'ADN au cours de la
réplication afin de faciliter I'action de I'ADN polymérase. L'activité
antibactérienne Gram- passe surtout par l'inhibition des activités ADN
gyrases tandis que l'activité anti-Gram+ semble passer par le blocage de

la topoisomérase IV. (8, 12,13)
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b. Les sulfamides

\N 7/

~S.
HoN NH,

Figure 14 : structure de base sulfamide.

Ce sont des dérivés du p_aminobenzene sulfonamide (PABA),
amine primaire indispensable a [|activité (sulfonamido-substitution),
associés généralement au 2,4-diaminopyridines qui est un analogue de
structure de l'acide dihydrofoliqgue (DHFR) ayant une activité

antibactérienne.

Les sulfamides ont une activité bactériostatique liée a une inhibition de la
dihydropteroate synthétase (DHPS) par analogie de structure avec le
PABA, ce qui conduit a une inhibition de la syntheése d’acide folique
empéchant la synthese des bases puriques et pyrimidiques des bactéries,

donc de la synthése d’ADN et l'arrét de la réplication bactérienne.

Le 2,4-diaminopyridine exerce son activité bactériostatique par inhibition

compétitive de la dihydrofolate réductase (DHFR).

Si la souche est sensible aux 2 molécules, I'association aura une activité

synergique et sera bactéricide.
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C. La rifampicine

—NH

Figure 15 : Rifampicine

La rifampicine est un composé semi-synthétique issu de la rifamycine-B,
gui posséde une activité plus élevée, ainsi qu’une toxicité plus faible que
cette derniere.

La rifampicine se lie de facon covalente a la sous-unité béta, codée par le
gene rpoB, de I’ARN polymérase. Cette liaison inhibe l'initiation de la
transcription de I’ADN bactérien et la formation de I’ensemble des ARN
messagers, des ARN de transferts et des ARN ribosomiaux. La

rifampicine a peu d’action sur I’ARN polymérase humaine. (8,14)

d. Les imidazoles

7N
t'.)

Figure 16 : structure de base imidazole

Ce sont des hétérocycles azotés, qui contiennent deux atomes d'azote

séparés par un meéthyléne. De nombreuses utilisations de I'anneau

imidazole, comme un agent biologique, s'articulent autour de sa capacité

a former des liaisons hydrogénes avec des protéines.

Par rapport aux dérivés imidazolés qui possédent uniqguement une

activité antifongique ou antiparasitaire, c’est I'addition d’un substituant
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nitro en position 5 qui conféere a ces molécules l'activité antibactérienne

ciblée spécifiguement sur les bactéries anaérobies.
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I1I.

Mécanismes de résistance des bactéries aux
antibiotiques
Depuis l'introduction en thérapeutique de nombreuses classes

d’antibiotiques, nous constatons que toutes les especes bactériennes
sans exception sont capables de développer des mécanismes de

résistance pour échapper a l'action des antibiotiques.

A. Supports génétiques de la résistance

La résistance naturelle ou intrinseque

Elle correspond a la résistance de toutes les souches d'une méme espece
ou d'un méme genre bactérien a un antibiotique. Le mécanisme de
résistance est variable mais son support génétique est chromosomique.
La résistance naturelle fait partie du patrimoine génétique habituel de

I'espéce.

La résistance acquise :

Elle correspond a l'acquisition d’une résistance a un antibiotique par une

bactérie habituellement sensible a cet antibiotique :
- Résistance par mutation chromosomique

La mutation chromosomique est un événement génétique caractérisé par
le remplacement ponctuel d’'une base par une autre base entrainant la
modification ou la perte d’un géne.

Cet événement est rare mais quand il se produit, il reste stable et se
transmet a la descendance, c’est ce qu’on appelle une transmission

verticale.
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- Résistance par acquisition de genes ou résistance extra-

chromosomique

Cette résistance est liée a l'acquisition par la bactérie de genes de
résistance portés par des éléments génétiques mobiles (plasmides,
transposons ou intégrons). Elle est fréqguente, transmise a la
descendance mais elle a tendance a étre instable en absence du facteur
de sélection représenté par le ou les antibiotiques concernés. La bactérie
redevient alors sensible.

Ce type de résistance a en revanche la faculté d’étre transférable d'une
bactérie a une autre ; c’est une transmission horizontale. Ainsi, le mode
de diffusion des plasmides par les bactéries peut s’effectuer selon un

mode épidémique.

24



B. Principaux mécanismes de résistances

Des conditions sont nécessaires a l'activité d'un antibiotique sur une

bactérie :

- Pénétration dans la bactérie
- Arrivée de l'antibiotique au niveau du site d’action
- Fixation de [I'antibiotique sur sa cible entrainant une

désorganisation du métabolisme bactérien

Ainsi, les principaux mécanismes de résistance vont s’effectuer au niveau

de chacune de ces étapes citées :

- Diminution de la pénétration de l'antibiotique dans la bactérie
(imperméabilité).

- Inactivation ou excrétion de l'antibiotique par des systémes
enzymatiques bactériens (efflux).

- Défaut d'affinité entre la cible bactérienne et I'antibiotique par
modification de la cible.

- Protection de la cible par une protéine.

a. Resistance par imperméabilité

1. Resistance naturelle liée a la structure de la membrane externe

a) Antibiotiques hydrophobes
Les bactéries Gram- sont naturellement résistantes a ce type

d’antibiotique en raison de la structure de leur membrane ; c’est le cas

des entérobactéries ou des pseudomonas qui sont naturellement
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résistantes aux macrolides, péniciline G et M, acide fusidique et

vancomycine.

b) Antibiotiques hydrophiles

Ils traversent la membrane externe des bactéries Gram- grace aux
porines. Ainsi, une modification qualitative ou quantitative d’une ou

plusieurs porines entraine une résistance; résistance acquise.

2. Resistance naturelle liée a la membrane cytoplasmique.

Il existe deux moyens de pénétration des antibiotiques dans la bactérie :

- Un transport passif qui correspond a une diffusion simple pour
les molécules hydrophobes ou facilitée si intervention d’‘un

transporteur ne nécessitant pas d’énergie.

- Un transport actif nécessitant de I’énergie.

Chez les bactéries aérobies, la pénétration des aminosides a travers la
membrane cytoplasmique est assurée par un processus de transport actif
couplé au systeme de phosphorylation oxydative de la bactérie.
L'absence de ce systéme respiratoire chez les bactéries anaérobies rend

ces especes naturellement résistantes aux aminosides.

b. Resistance par efflux
La premiéere résistance par efflux a été décrite pour les tétracyclines.

Dans ce mécanisme de résistance, |'antibiotique est exporté par un

mécanisme actif en dehors de la bactérie avant qu’il ne se fixe sur sa
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cible empéchant ainsi son action. Ce type de mécanisme peut entrainer

une résistance a d’autres antibiotiques non structurellement reliés.

C. Resistance par modification de la cible de I'antibiotique.

- Modification de la cible entrainant une diminution ou une perte

d’affinité de I'antibiotique pour sa cible.

- Apparition de nouvelles molécules assumant les fonctions de
cible mais avec une structure n’ayant pas d‘affinité pour

I"antibiotique.

- hyperproduction de cible. Ce type de résistance concerne un
grand nombre d’antibiotiques : tétracyclines, macrolides,
quinolones, B-lactamines, aminosides, rifampicine,

triméthoprime, sulfaméthoxazole.

- protection de la cible : une protéine va s’intercaler entre la cible
et l'antibiotique pour en limiter I'action. Ce type de résistance

n‘est décrit que pour les fluoroquinolones.

d. Resistance par modification du métabolisme bactérien.

Les sulfamides et le trimétoprime inhibent la voie métabolique
conduisant a la synthése des bases puriques et pyrimidiques. Les
bactéries peuvent résister a cette action en augmentant la production du
précurseur de la voie métabolique, l'acide para-aminobenzoique, en
augmentant la synthése des enzymes dihydroptéroate synthétase et la
dihydrofolate réductase inhibées par les antibiotiques ou en produisant
des enzymes présentant une plus faible affinité vis-a-vis des

antibiotiques.

27



e. Association de plusieurs mécanismes de résistance

En dehors des mécanismes de multi-résistance par efflux, la multi-
résistance aux antibiotiques est due a I'addition de plusieurs mécanismes
de résistance indépendants. Ainsi, la résistance de Pseudomonas
aeruginosa et de certaines entérobactéries aux céphalosporines fait
intervenir a la fois une diminution de la pénétration de I'antibiotique et

une production d’enzymes inactivatrices comme les céphalosporinases.

f. Tolérance aux antibiotiques

La tolérance aux antibiotiques est un phénomeéne caractérisé par la
survenue chez certaines bactéries d’'une diminution de I'effet bactéricide
de l'antibiotique alors que [I'effet bactériostatique est conservé, a
concentration égale d’antibiotique. Ce phénomene est observé chez
certaines bactéries Gram+ telles que Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus agalactiae et autres streptocoques non groupables
(exemple : streptocoque alpha hémolytique ; Streptococcus mitis) vis-a-
vis des B-lactamines et de la vancomycine.

La tolérance est caractérisée par une CMB (concentration minimale
bactéricide) supérieure a 32 fois la CMI (concentration minimale
inhibitrice) : CMB/CMI supérieur a 32.
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C. Détermination de la sensibilité des bactéries aux

antibiotiques.

En bactériologie médicale, il est nécessaire, lorsque l'on isole une
bactérie dans un produit biologique, de déterminer sa sensibilité aux
antibiotiques pour aider le clinicien a adapter le traitement. Quatre

éléments sont a prendre en considération :

e Le malade ; 4ge, antécédents.

e La bactérie.

e Le site de l'infection.

e Les propriétés pharmacologiques des

antibiotiques.

En pratique, la sensibilité des bactéries a différents antibiotiques sera
déterminée par I'antibiogramme standard, mais également par la mesure
précise des concentrations minimales inhibitrices (CMI). En cas
d’infections séveres (endocardites, ostéites, méningites...), le laboratoire
pourra étre amené a mesurer in vitro a concentration minimale
bactéricide (CMB) d’un ou d’une association d’antibiotiques vis-a-vis du

germe en cause.

En l'absence d’antibiotique, on observe une courbe de croissance

bactérienne qui peut étre divisée en quatre phases :

1.Phase de latence
2.Phase de croissance exponentielle
3.Phase de ralentissement

4.Phase stationnaire
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Figure 17 : Courbe de croissance bactérienne

L'effet bactériostatique représente un ralentissement de la croissance
bactérienne, pour les plus basses concentrations, mais le nombre de

bactéries n‘est jamais inférieur au nombre initial.

L'effet bactéricide représente au cours du temps, pour des concentrations

plus élevées d’antibiotiques, une réduction du nombre de bactéries.

Dans le phénoméne dit de rebond on observe une reprise de la
croissance bactérienne ; ce qui peut étre du, soit a une instabilité de
I'antibiotique, soit a une hétérogénéité de la population bactérienne, soit
a une induction de production d’enzyme par la bactérie conférant a cette

derniere un niveau de résistance plus élevé.
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IV. Résistances par familles d'antibiotiques :

A. Antibiotiques inhibant la synthése de la paroi

bactérienne

a. Les p-lactamine

La résistance d’une espece bactérienne aux p-lactamine peut étre
naturelle ou acquise. La résistance naturelle a pour support génétique le
chromosome. La résistance peut résulter de mutations affectant les
genes naturellement présents sur le chromosome bactérien, mais le plus
souvent, elle s’explique par l'acquisition d’éléments génétiques mobiles
de type plasmide, transposon, ou intégron.

Quelque soit son origine, la résistance des bactéries aux p-lactamines

résulte de quatre mécanismes différents :
e Production d’enzymes inactivatrices : les p-lactamases

C’est le principal mécanisme de résistance aux B-lactamines chez les
bactéries Gram-. En revanche, chez les bactéries Gram+, la production
de pB-lactamases concerne essentiellement les staphylocoques.

Les B-lactamases catalysent I’hydrolyse de la liaison B-lactame produisant
des dérivés acides dépourvus d’activité. Les genes codant pour les B-
lactamases peuvent étre situés sur le chromosome bactérien, sur des

plasmides ou des transposons.
e Pénicillinases

Les pénicillinases hydrolysent préférentiellement les pénicillines. Une
faible activité peut toutefois étre observée vis-a-vis des céphalosporines

selon la nature de l'enzyme et l'importance de sa sécrétion. Elles sont
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inhibées par les inhibiteurs des B-lactamases comme |’acide clavulanique,

le sulbactam, le tazobactam.

Ces enzymes peuvent étre :

- inductibles : c'est-a-dire qu’elles ne sont secrétées que lorsque la
bactérie est en présence de Iantibiotique. C'est le cas chez

Staphylococcus aureus.

- constitutives, c'est-a-dire que le géne est porté sur le chromosome et

s’exprime au sein d'une espece

La localisation des genes codant pour ces enzymes est principalement
plasmidique. C’est le cas de l'enzyme TEM1 que l‘on retrouve chez les
entérobactéries, les Haemophilus, Pasteurella, les Neisseria et les

Pseudomonas.

e Céphalosporinases

Les cephalosporinases inactivent non seulement certaines
cephalosporines mais aussi les pénicillines. Elles ne sont pas inhibées par
les inhibiteurs des p-lactamases.

Les céphalosporinases sont retrouvées uniquement chez les bactéries
Gram- et leur synthese est gouvernée par des génes chromosomiques
pour la majorité d’entre elles. Néanmoins, des céphalosporinases a

support plasmidique ont été décrites.
Ces enzymes peuvent étre :

- Inductibles : la production de céphalosporinases peut étre augmentée
en présence de |'antibiotique, ce dernier inhibe un répresseur qui assure

la régulation de la synthése de I'enzyme.
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- Déréprimée : dans ce cas, le répresseur est inactif par mutation
chromosomique et ceci indépendamment de |'antibiotique. Il y a alors
une surproduction de céphalosporinases. Ceci a été observé chez
certaines souches de Pseudomonas aeruginosa, citrobacter, enterobacter

et de serratia.

e B-lactamases a spectre étendu (BLSE)

Depuis 1985, en France, de nouvelles pénicillinases hydrolysant non
seulement les pénicillines mais aussi la plupart des céphalosporines de
3éme génération sont apparues chez Klebsiella pneumoniae puis se sont
répandues au sein des entérobactéries. Ces enzymes sont de type
pénicillinases et sont inhibées par les inhibiteurs de B-lactamases comme
I'acide clavulanique. Elles n’hydrolysent pas les céphamycines.

Les génes codant pour ces enzymes sont portés par un plasmide et sont
donc transférables. Elles diffusent dans une population selon un mode
épidémique.

Ces enzymes résultent d’'une mutation apparue sur les genes codant
pour des enzymes déja connues type TEM ou SHV, trés répandues au
sein des entérobactéries. Une nouvelle classe de BLSE appelée CTX-M a
émergé ces derniéres années et posséde un spectre comparable aux
BLSE dérivées de TEM et SHV.
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e Modification de la cible (PLP)

Ce mécanisme est le plus fréquemment rencontré chez les bactéries
Gram+. Sur le plan moléculaire, ce type de résistance met en jeu des
modifications de nature quantitative (PLP5 d’Enterococcus faecalis et
Enterococcus faecium) ou qualitative des PLP (PLP2a correspondant a la
meéticillino-résistance chez Staphylococcus aureus ou PLP « mosaique »

de Streptococcus pneumoniae).

e Imperméabilité membranaire

L'absence ou le faible nombre de porines, chez les bactéries Gram-,
entraine une imperméabilité aux antibiotiques empruntant cette voie.
Cela est notamment rapporté pour Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, Salmonella typhimurium et Pseudomonas aeruginosa.

o Efflux

Les bactéries activent ou acquierent un systéme de « pompe » refoulant
les antibiotiques a I'extérieur. Ce mécanisme de résistance est le plus

fréquent chez Pseudomonas aeruginosa.

La présence de ces deux derniers mécanismes entraine généralement la
résistance a d’autres classes d’antibiotiques comme les B-lactamines. De
plus, plusieurs mécanismes de résistance peuvent coexister chez une
méme bactérie, la rendant parfois résistante a l'ensemble des B-

lactamines.

b. Les Glycopeptides

Du fait de leur grande taille, les molécules de glycopeptides ne peuvent
traverser les porines de la membrane externe des bactéries Gram-, ce

qui expligue leur résistance naturelle a ces derniers.
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Chez les bactéries Gram+, on observe une résistance par modification de
la cible des glycopeptides. Les souches résistantes synthétisent des
précurseurs terminés par un dipeptide D-Ala-D-Ala. La faible affinité de
ces précurseurs modifiés pour les glycopeptides explique la résistance.

Chez les bactéries d’intérét clinique, la synthése de ce précurseur modifié
est assurée par plusieurs genes, groupés en opéron, et généralement
portés par des transposons localisés sur des plasmides autotransférables.
Il s'agit donc d‘une résistance acquise a l'origine d’'épidémies

hospitalieres.

C. La Fosfomycine

Le mécanisme de résistance a la Fosfomycine le plus fréquent est lié a la
sélection de mutants au niveau des deux systemes de transport (genes

glpT et uhp) ce qui induit un défaut de pénétration de I'antibiotique.

B. Antibiotiques actifs sur les membranes :

La fixation de [I'antibiotique sur les membranes dépend de la
concentration en cations divalents du milieu : une carence ou un exces
diminue l'activité des polymixines. La composition en lipopolysaccharide
(LPS), phospholipides et protéines des membranes bactériennes

intervient aussi dans la fixation et donc I'activité des polymixines.

C. Antibiotiques inhibant la synthése protéique

a. Les Aminosides

e Défaut de pénétration dans la bactérie :

Chez les bactéries anaérobies, la pénétration des aminosides a travers la

membrane cytoplasmique est assurée par un processus de transport actif
35



couplé au systeme de phosphorylation oxydative de la bactérie.
L'absence de systéme respiratoire chez les bactéries anaérobies rend ces
especes naturellement résistantes aux aminosides.

e Inactivation enzymatique
L'inactivation enzymatique est le mécanisme de résistance le plus
fréquent. Cette inactivation ne se fait pas par hydrolyse mais par
modification des groupements fonctionnels des aminosides : les
antibiotiques modifiés ne peuvent plus se fixer sur leur cible ribosomale.
Les enzymes sont essentiellement codées par des genes plasmidiques
donc transférables et a potentiel épidémique.
On distingue trois types d’enzymes :

o Les phosphotransférases (APH) :

o Les acétyltransférases (AAC)

o Les nucléotdyltransférases (ANT)

e Modification de la cible :
Ce mécanisme de résistance ne concerne que la streptomycine, laquelle

possede un seul site de fixation sur le ribosome. Une modification au

niveau de ce site de fixation entraine donc la résistance.
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b. Le Linézolide

La résistance se produit par altération de la fixation du linézolide sur le
ribosome due a différentes mutations au niveau du domaine V de I’ARN
23S de la sous unité 50S.

C. Les macrolides, lincosamides, streptogramines (MLS) et
ketolides

e Modification de la cible : résistance de type MLSb.

C’est le mécanisme de résistance le plus fréquent de cette famille. Les
souches résistantes acquierent une méthylase dont la synthése est sous
la dépendance des genes erm de nature plasmidique ou transposable.
Cette enzyme va méthyler, de maniere constitutive ou inductible, deux
résidus adénine de I’ARN 23S de la sous-unité 50S du ribosome. Cette
modification entraine un changement de conformation de I’ARN et une
diminution d’affinité des MLS pour leurs cibles.

Seul le composé A des streptogramines demeure actif lors de cette
méthylation alors que le composé B est inactif d’ou résistance type MLSb.
La télithromycine, nouvelle molécule apparentée a la classe des
macrolides, présente des fonctions chimiques augmentant son affinité

pour les cibles ribosomales meme lorsqu’elles sont méthylées.

¢ Inactivation enzymatique

Lincosamides : l'acquisition d’une 3-lincomycine nucléotidyltransférase
codée par des génes lin plasmidique modifie ces antibiotiques et conféere
un haut niveau de résistance a la lincomycine et un bas niveau de

résistance a la clindamycine.

Streptogramines : la résistance est liée a l'acquisition de plasmides qui

codent pour la synthése d'une streptogramine A acétyltransferase et
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d'une streptogramine B hydrolase, enzymes retrouvées chez

Staphylococcus aureus.

e Efflux actif

Des mécanismes d’efflux actif peuvent étre responsables de résistances

aux macrolides a 14 carbones ou au composé A des streptogramines.

o Défaut de pénétration dans la bactérie

L'absence d’activité sur les bacilles Gram- s’explique par leur incapacité a

franchir la membrane externe en raison notamment de leur hydrophylie.

d. Les tétracyclines

e Protection de la cible

Ce mécanisme de résistance est lié a I'acquisition d’'un gene tet
transposable qui code pour la synthése d’une protéine laquelle protege le

ribosome de l'action des Tétracyclines.

o Efflux actif

Ce mécanisme de résistance est lié a I'acquisition d’'un géne plasmidique
qui code pour la synthese d’'une protéine membranaire qui provoque un

efflux actif des Tétracyclines.

e. Le Chloramphénicol

La résistance est liée a l'acquisition de plasmides qui codent pour la
synthése d’'une chloramphénicol acétyltransférase (CAT). Cette enzyme

inactive le chloramphénicol par acétylation des groupes fonctionnels de
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I'antibiotique, conférant ainsi un haut niveau de résistance a cet

antibiotique.

f. Acide fusidique

e Modification de la cible

C'est le mécanisme le plus fréquent. Il s’explique par la sélection de

mutants du facteur d’élongation EF-G de faible affinité pour |'antibiotique.
e Imperméabilité

Ce mécanisme de résistance d‘origine plasmidique entraine une
modification de perméabilité a I'acide fusidique mais aussi aux

pénicillines.

D. Antibiotiques inhibant la syntheése ou le
fonctionnement de I’ADN

a. Les quinolones

e Résistance par modification de la cible = topo-

isomérases.

Des mutations au niveau des genes codant pour I’ADN gyrase (genes
gyrA et gyrB) ou pour la topo-isomérase IV (gene parC, parE), entrainent
la synthese d’enzymes modifiées de faible affinité pour les quinolones.

C’est le mécanisme le plus fréquent.

e Défaut de pénétration au niveau de la cible =

imperméabilité par diminution du nombre de porines
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o Efflux

e Résistance par protection de la cible

b. Inhibiteurs de la syntheése des folates : sulfamides et 2-4-
diaminopyrimidines (triméthoprime)

e Modification de la cible

La résistance est liée a des mutations affectant les geénes
chromosomiques codant pour la DHP-synthétase ou la DHF-réductase.

La résistance peut également étre d'origine plasmidique par acquisition
d’un géne DHFR codant pour une enzyme modifiée de faible affinité pour

le triméthoprime.

e Hyperproduction de cible ou de substrat

La résistance aux sulfamides est liée dans ce cas a une hyperproduction
de PABA.

C. La Rifampicine

Les souches résistantes présentent des mutations dans le géene rpoB

codant pour une sous unité de I’ARN polymérase ADN dépendante.

d. Les 5-nitro-imidazoles

La condition nécessaire a l'action des nitro-imidazoles sur les bactéries
anaérobies est la réduction partielle de leur groupement nitro (NO2), par
les systémes transporteurs d’électrons intra cytoplasmiques. Les
bactéries aérobies sont incapables de réaliser cette réduction, ce qui

explique leur résistance naturelle.
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Des mutations acquises au niveau des systémes transporteurs
d’électrons seront a l'origine de la résistance des bactéries anaérobies a

ces antibiotiques.

e. Les nitrofuranes

La résistance est liée a des mutations au niveau des systémes

responsables de la réduction du groupement nitro.
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PARTIE 11 :

L'’AROMATHERAPIE
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I-Histoire de I'aromathérapie

Depuis l'origine de I'homme, de tout temps et sur tous les continents, a
travers toutes les civilisations méme les plus primitives, I'homme a
toujours privilégié les plantes et encore plus les plantes aromatiques, puis
les huiles essentielles (HE), a des fins domestiques, alimentaires, rituelles,

cosmétiques mais aussi dans un but thérapeutique. (14)

50000 ans avant notre ere, 'homme de Neandertal utilisait des plantes
aromatiques; une étude publiée dans la revue The nature of
science détaille la composition du tartre dentaire provenant de fossiles
néandertaliens du nord de I'Espagne, confirmant la consommation de
végétaux et prouvant pour la premiére fois I'utilisation de plantes a vertus

thérapeutiques.(16)

On voit a travers les fossiles que toutes les civilisations se sont
intéressées aux plantes aromatiques et aux parfums. En effet, des tribus
différentes, vivants loin les unes des autres, sans aucune communication
possible entre elles ont découvert et utilisé les mémes matieres premieres

pour des applications identiques.

Au cours de I'évolution, les plantes aromatiques ont d’abord été utilisées

telles qu’elles :

- Pour l'alimentation : source de nourriture, ces végétaux parfumés

étaient d’'une accessibilité directe.

- Pour les rites religieux : on brulait des encens et |'on pratiquait des
onctions avec des huiles « sacrées » qui, le croyait-on, mettaient le corps
physique (et souvent le corps malade) en adéquation avec les divinités,
les esprits et le monde spirituel. Ainsi, affirmait-on le caractere sacré de
certaines cérémonies religieuses. De plus, on croyait souvent favoriser la
guérison physique, les croyances religieuses établissant déja des relations
étroites entre le corps, I'esprit de 'homme et son « ame ». Les temples

égyptiens étaient de véritables laboratoires a parfums, ou les prétres
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fabriquaient des mélanges de résines a brliler, des huiles odorantes,
utilisés pour les cérémonies funéraires. De tels effluves parfumés
symbolisaient le « souffle de la vie éternelle ». Les hiéroglyphes des
temples d’Edfou ou de Médinet-Habou en témoignent et nous en

fournissent les recettes. (17)
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Figure 18 : salle du laboratoire: sphinx tenant une fiole de parfum

- Pour la médecine : nombre de ces plantes se sont avérées non
seulement comestibles et méme agréables au go(t, mais elles se sont
également révélées étre des remedes médicaux efficaces. Ainsi, ces
plantes ont été utilisées sous forme de macérations, d’infusions ou de
décoctions.

Si la médecine par les plantes est la plus ancienne du monde, elle est
encore la plus répandue a ce jour.
En cherchant par la distillation de ces plantes a extraire les substances

odorantes bénéfiques, on est enfin arrivé a I'huile essentielle. On sait,
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pour avoir retrouvé des alambics « primitifs » datant de 5000 ans avant
JC (I'alambic de Tepe Gaura, au nord de I'Irak) (17), que l'inde et la
chine étaient déja trés avancées dans la maitrise des procédés

d’extraction des HE.
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II- Deéfinition de I'aromathérapie

Aromathérapie vient du grec aroma, odeur et de thérapia, soins.
L'aromathérapie est une thérapeutique utilisant les essences, les huiles
essentielles et les hydrolats aromatiques extraits des parties aromatiques
des plantes médicinales.

L’'aromathérapie scientifique est une branche de la phytothérapie.

Il ne faut pas confondre les vertus médicinales d’'une plante avec celles
de son huile essentielle. De plus, seules les plantes aromatiques se
caractérisent par la présence d’essence naturelles (volatiles) ou parfois
résineuses (oléorésines), ou incluses dans des gommes. (15)
L'aromathérapie est I'utilisation des HE a des fins thérapeutiques.

Selon la pharmacopée européenne IXeme édition, une huile essentielle
est un « Produit odorant, généralement de composition complexe,
obtenu a partir d'une matiere premiere végétale botaniquement définie,
soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation seche, soit
par un procédé mécanique approprié sans chauffage. L'huile essentielle
est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé
physique n’entrainant pas de changement significatif de sa
composition »(19)

La matiére premiere végétale peut étre fraiche, seche, entiére, contusée
ou pulvérisée, a I'exception des fruits du genre Citrus qui sont toujours
traités a l'état frais. Les HE peuvent subir un traitement ultérieur
approprié. (19,20)

Elles peuvent étre commercialement dénommées comme étant

déterpénée, désesquiterpénée, rectifiée ou privée de « x ».

e Une huile essentielle déterpénée est une huile essentielle privée,

partiellement ou totalement, des hydrocarbures monoterpéniques.
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e Une huile essentielle déterpénée et désesquiterpénée est une huile
essentielle privée, partiellement ou totalement, des hydrocarbures

mono- et sesquiterpéniques.

e Une huile essentielle rectifiée est une huile essentielle qui a subi une
distillation fractionnée dans le but de supprimer certains

constituants ou d’en modifier la teneur.

e Une huile essentielle privée de « x » est une huile essentielle qui a
subi une séparation partielle ou compléte d'un ou plusieurs

constituants. (18)
Dans les anciennes pharmacopées, on confondait sous le méme terme

d’huile essentielle, « huile essentielle » et « essence ».

Aujourd’hui, seul le terme d’huiles essentielles est utilisé.
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III- Synthése des composés aromatiques

Comme tout organisme vivant, les végétaux utilisent des substances
organiques pour produire de I’énergie sous forme d'ATP.

La synthése des composés aromatiques au sein du végétal tire son
origine du phénomeéne de la photosynthése, apanage du regne végétal.
C'est un processus permettant aux végétaux d’utiliser I'énergie solaire
par lintermédiaire de la chlorophylle, pigment situé dans les
chloroplastes des cellules végétales, pour fabriquer des sucres et d’autres
substances organiques, dont les huiles essentielles.

Ainsi, le climat affecte la composition de I'huile essentielle.

Dans les plantes, les composés aromatiques sont produits au niveau de
structures glandulaires et plus précisément au sein des cellules
sécrétrices.

Il en existe trois principales catégories :

o les poils glandulaires épidermiques,
o les poches

o les canaux glandulaires schizogénes ou shizolysigéenes.

On retrouve ces structures glandulaires et ces cellules sécrétrices dans
tous les organes végétaux : feuilles, sommités, graines, racines. La
composition en composés aromatiques issus de chaque partie de la
plante est différente mais possedent une ressemblance propre issue de
leur appartenance a la méme plante. (15)

Au sein de la cellule végétale, il existe deux principales voies de

production des molécules aromatiques :

e La voie des terpénoides (la plus commune)

e La voie des phénylpropanoides.
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Les molécules issues du regne végétal sont le résultat de modifications
structurelles ou fonctionnelles liées a |'activation ou a linactivation
d’enzymes ou de groupes enzymatiques, influencées par des facteurs

endogenes (chromosomiques) et exogenes (climat, sol...). (15,20)

IV- Méthodes d’extractions des huiles essentielles

Entrainement a la vapeur d’eau :

» On fait bouillir de I'eau dans une chaudiere A pour obtenir de la

vapeur.

> Cette vapeur est envoyée dans le corps de l'alambic B (cuve en
cuivre ou en inox), qui contient le matériel végétal a distiller. En
traversant le végétal, la vapeur va faire éclater les sacs
aromatiques de la plante, contenant les molécules aromatiques et
volatiles. Ces molécules, plus légeres que l'eau, vont étre
entrainées vers le haut de I'alambic par la vapeur, jusqu'a atteindre

la sortie haute, que I'on appelle le col de cygne.

» La vapeur chargée en molécules aromatiques étre condensée en
passant dans le serpentin C, qui est réfrigérant. Elle va donc

refroidir petit a petit, et se condenser pour redevenir liquide.

> A la sortie du serpentin, le liquide est recueilli dans un vase de
décantation D, aussi appelé florentin ou essencier. C'est dans ce
récipient que I'huile essentielle, par différence de densité, va se
séparer de l'eau de distillation, en remontant a la surface du
florentin. L'eau de distillation, aussi appelée hydrolat, pour étre

récupérée, ou renvoyée a la chaudiére pour un nouveau cycle. (21)
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Le schéma ci-dessous illustre l’'extraction de I'HE sur des plantes

aromatiques par entrainement a la vapeur d’eau :
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Figure 19 : Alambic de distillation a la vapeur d'eau

Remarque : on récupere |'huile essentielle en surface car sa densité est
plus faible que I'eau (densité < 1) et en dessous I'hydrolat aromatique qui
est de l'eau distillée (vapeur d'eau recondensée). Le procédé
d’entrainement a la vapeur d’eau est le plus communément utilisé. Cette
méthode est connue depuis I'antiquité. Elle consiste en I’entrainement des

substances aromatiques par la vapeur d’eau.

Le terme HE doit normalement étre réservé aux produits aromatiques
issus de la distillation. Les molécules contenues dans I'HE sous |'action de
I'oxygéne, de la vapeur d’eau, de l'eau, et de la température vont subir
diverses modifications (oxydation, hydrolyse, restructuration), plus ou
moins importantes. Le rendement en huiles essentielles par la distillation
est trés variable. Plus les quantités de plantes nécessaires sont

importantes, plus le prix est élevé. (21)

50



D’apres les informations de I'ITEIPMAI, pour produire 1 litre d'HE, il faut

distiller par exemple : (15)

e 10 kg de girofle

e 20 kg de badiane de chine
e 50 kg de lavandin

e 150 kg de lavande

e 5 tonnes de mélisse

Procédé mécanigue pour |'épicarpe de citrus :

L'huile essentielle, dite « d’expression a froid », est obtenue par un
procédé meécanique sans chauffage. Il concerne, les fruits de Citrus et
implique l'expression de I'huile essentielle du péricarpe, suivie d’une
séparation par un procédé physique. Dans certains cas, un antioxydant

approprié peut étre ajouté a I'huile essentielle.

Ce procédé d’expression est le plus simple mais il est restreint dans son
champ d’application (genre Citrus, famille des Rutacées). En pratique on
brise les poches de zeste frais d’agrumes pour en recueillir I'HE. On
obtient pour les Citrus 2 fractions : une volatile (molécules aromatiques),
et l'autre non volatile (flavonoides, stéroides, acides gras,

furanocoumarines...).

Cette méthode présente l'avantage de limiter l'oxydation. De plus la

fraction non volatile contient des antioxydants.
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V. Relations structure/activité par familles

chimiques

On classe les huiles essentielles selon leur composition chimique. Il existe
une relation entre la structure chimique, la configuration spatiale, les
influences électroniques des molécules contenues dans les HE. (15,23)
Cependant, les propriétés thérapeutiques d’une huile essentielle ne
peuvent étre attribuées a une seule molécule mais a une association de

molécules qui agissent en synergie.

A. Les Terpenes

Ce sont les molécules les plus répandues dans les huiles essentielles. Les
terpenes se polymérisent facilement et ont tendance a se restructurer
avec de nouvelles configurations spatiales ayant des conséquences sur
leur activité biologique, il faut ainsi éviter I'exposition a I'air, la chaleur et

a la lumiére des HE qui en contiennent.

Les terpénes présents dans les huiles essentielles sont les molécules les

plus volatiles : monoterpenes et sesquiterpenes.
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a. Monoterpénes (C10)

Molécules actives : a-pinene, limonene, paracymene.

5 ¢

R(+)-limonene S(-)-limonene

Figure 20 : Limonéne

Propriétés pharmacologiques :

e Tonique et stimulant général
e Antiseptique atmosphérique

e Cortison-like stimulants de I'axe hypophyso-corticosurrénalien,

intéressant dans les états inflammatoires prolongés
e Décongestionnant respiratoire
e Expectorant balsamique
e Lymphotonique

e immunostimulant
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Utilisations thérapeutigues :

e Affections respiratoires

o Affections congestives du systeme veineux, lymphatique et

prostatique

e Antalgique percutanée

Toxicité :

e Dermocaustique ; action révulsive sur la peau a I'état pur et agressif

pour les muqueuses : rougeurs, irritations, prurit.
e Néphrotoxicité de I'HE de térébenthine et du genévrier.

e Diluer dans 50% HV et pas d’usage prolongé

Exemples :

e Pin sylvestre (Pinus sylvestris)

e Genévrier (Juniperus communis)
e Citron (Citrus limon)

e Orange (Citrus sinensis

e Mandarine (Citrus reticulata)

e Ravintsara (Cinnamomum camphra)
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b. Sesquiterpénes (C15)

Ce sont des terpenes en C15, présents en faible quantité dans les plantes.

Molécules actives : Zingibéréne, a-farnéséne, Germacrene D.

Propriétés pharmacologiques :

e Anti-inflammatoire

e Calmant

e Décongestionnant veineux et lymphatique
e Tonique digestif

e Hypotenseur

e Antihistaminique

Utilisations thérapeutigues :

e Pathologies inflammatoires
e Pathologies allergiques

e Pathologies artérielles

Toxicité :

Bonne tolérance cutanée, pratiquement aucune toxicité aux doses

physiologiques.
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Exemples :

e Gingembre (Zingiber officinale)

¢ Ylang-ylang (Cananga odorata)

B. Les phénols

Molécules actives : Eugénol, thymol, carvacrol

Propriétés pharmacologiques :

e Anti-infectieux tres puissants, fortement antibactériens, a large
spectre d’activité (bactérie G+ et G-), 90% de bactéries sensibles.
(15)

e Virucides, fongicides et antiparasitaires.

e Action directe sur les germes neutralisés (dénaturation des
protéines et dissolution de la membrane lipidique) avec respect de la

flore intestinale saprophyte (thym)
e Immunostimulant
e Hyperthermisant, hypotensif
e Tonique a faible dose mais excitant a forte dose.
e Tonique et stimulant du systéme nerveux central (SNC)

e Positivant
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Toxicité :

Dermocaustiques si utilisés purs d’ou la nécessité de diluer les
composés phénolés dans de I'Huile Végétale (HV). L'emploi cutané

doit étre localisé, la diffusion aérienne limitée.

Hépatotoxiques a hautes doses et/ou en cas de traitement prolongé.
Au dela d’un traitement de 6 jours, il y’'a nécessité d’équilibrer les
phénols avec des HE hépato-protectrices (romarin, menthe, citron,

carotte).

Exemples de phénols :

C.

Origan compact (Origanum compactum)
Sarriete des montagnes (Satureja montana)
Thym a thymol (Thymus vulgaris ct thymol)
Clou de girofle (Eugénia caryophyllata)

Feuille de cannelle (Cinnamomum verum)

Les monoterpénols (C10)

Propriétés pharmacologiques :

Anti-infectieux large spectre antibactériens, antiviraux,
antifongiques et antiparasitaires. Ils agissent directement sur les

germes pathogenes en fonction de leur CMI, qu'ils neutralisent par
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dénaturation des protéines et dissolution de la membrane lipidique

avec respect de la flore intestinale.
e Immunostimulant ou immunomodulant

e Hyperthermisant, hypertensif

Toxicité :

e Moins puissant, mais également moins dermo et hépato toxique

que les phénols.

Exemples de monoterpénols :

e Linalol (bois de rose, niaouli, thym, lavande, ylang) astringent et
tonique cutané, sédatif.

e Géraniol (palmarosa, citronnelle, thym) le plus anti-infectieux des
monotérpenols.

e Citronellol : (geranium rosat) insectifuge

e Tepinen-1-OL-4 : (tea tree, marjolaine des jardins)
immunostimulant

e A-terpineol (ravintsara, eucalyptus radié, apium grab.) sédatif.

e Menthol (menthe) hépatostimulant et vasoconstricteur
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D. Les sesquiterpénols :

Molécules actives : Cédrol, Viridifloral, Scaréol, Farnésol

Propriétés pharmacologiques :

e Tonique vasculaire

e Décongestionnant vaso-lymphatique
e Draineur

e Protecteur cellulaire

o Effet cestrogene-like

Exemples de sesquiterpénols :

e Cyprés (Cupressus sempervirens)
e Sauge sclarée (Salvia sclarea)

e Niaouli (Mélaleuca quinquenervia)
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E. Les aldéhydes

a. Les aldéhydes terpéniques

Molécules actives : citronnellal, citrals (Géranial, Néral)

Propriétés pharmacologiques :

e Anti-inflammatoire

e Sédatif et calmant; les senteurs citronnées diminuent
naturellement les états de tension (verveine, mélisse, eucalyptus
citronnée)

e Tonique, antidépresseur

e Hypothermisant, hypotenseur

e Antiseptique aérien

e Stimulant des fonctions digestives et hépatiques
Toxicité :
Les aldéhydes non aromatiques sont peu toxiques.
Peuvent étre irritants pour la peau et les muqueuses chez les nourrissons
et les personnes sensibles, provoquant parfois toux et une activité

lacrymogene. Il est nécessaire de les diluer dans 50% d’'HV.

Exemples d’aldéhydes terpéniques :

e Citronnelle de Java (Cymbopogon winetrianus)

e Eucalyptus citronné (Eucalyptus citriodora)
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b. Les aldéhydes cinnamiques (aromatiques)

Molécules actives : Cinnamaldehydes, Benzaldehydes

Propriétés pharmacologiques :

e Anti-infectieux puissant a large spectre d’action (bactéries, virus,
parasites et fungi)
e Tonifiant du systéme nerveux sympathique

e Positivant
Toxicité :
e Dermocausticité et effet irritant au niveau des muqueuses ; diluer a
20% dans de I'HV

e Ne pas les utiliser par voie aérienne

Exemples d’aldéhydes aromatiques :

e Cannelle (Cinnaomum verum)

F. Les esters

Molécules actives : Salicylate de méthyl, Acétate de linalyl, acétate de
géranyl

Propriétés pharmacologiques :

e Antispasmodique trés puissant : spasmolytique, neurotrope et
musculotrope. L'effet spasmolytique est proportionnel au nombre
d'atomes de carbone de l'acide ; l'effet croit de C1 a C7 puis

décroit au-dela.
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e Anti-inflammatoire et antalgique

e Rééquilibrant nerveux et calmant

Exemples d’esters :

e Gaulthérie (Gaulthéria procubens)

e Géranium (Pelargonium graveolens)

e Camomille romaine (Chamaemelum nobile)
e Lavande fine (Lavandula angustifolia)

e Sauge sclarée (Salvia sclarea)

e Ylang-Ylang (Cananga odoranta)

G. Les cétones

Molécules actives : Bornéone, Menthone, Verbénone, italidiones.

Propriétés pharmacologiques :

Les cétones sont des composés organiques de la famille des carbonylés
(groupe carbonyle sur l'un des carbones) ayant principalement des
propriétés cicatrisantes et régénérantes. Ils ont une action tres ciblée sur
les tissus d’origine ectodermiques (peau, SNC, organes des sens, glandes
endocrines et médullosurrénales, portions antérieurs et postérieure du
tube digestif) :

e Pouvoir cicatrisant et régénérant du tissu cutané et muqueux
(brulures, plaies, escarres, ulcéres...)
e Mucolytique et fluidifiante : dissolution des mucosités de |'appareil

respiratoire et génital féminin.
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e Lipolytique : dissolution des mucosités bronchiques lipidiques
d’origine alimentaire, ainsi que les accumulations de matieres
grasses dermiques.

e Antivirale

e Anticoagulante

e Antiparasitaire (oxyures, taenia, ascaris)

e Active sur le SNC

e Cholérétique et cholagogue

e Désclérosante : ralentit la prolifération conjonctive anormale

(cellulite, chéloide).

Les cétones sont des molécules treés actives, en fonction de la dose il y a
inversion des effets : a faibles doses, elles sont calmantes, sédatives,
hypo-thermisantes. A fortes doses, elles deviennent abortives,

épileptisantes, neurotoxiques et stupéfiantes.

Toxicité :

Neurotoxiques et abortives. A manipuler avec prudence.

e (I chez la femme enceinte et allaitante, enfants de moins de 7 ans
et les épileptiques et personnes agées.

e Pas plus de 30% de molécules cétoniques dans un mélange d'HE.

e Dose maximale (per os, chez |'adulte) = 75mg par prise 3 fois/j
Dose maximale (per os, chez I'enfant) = 25mg par prise 2-3 fois/j,
en fonction de I'age La toxicité per os est la plus importante par
rapport aux autres voies (voie anale ++/ voie vaginale et
percutanée +).

e En présence de thuyone, carvone, camphre, pinocamphone dans

les HE, prendre de grandes précautions per os.

63



Exemples de cétones :

« Menthe poivrée (Mentha X piperita)
« Romarin a verbénone (Rosmarinus Officinalis CT verbénone)
« Lavande Aspic (Lavandula latifolia)

« Heélichryse italienne (helichrysum italicum)

H. Les oxydes terpéniques

Molécules actives : 1,8 Cinéole ou Eucalyptol

Propriétés pharmacologiques :

e Stimulant exocrine

e Expectorant, mucolytique, décongestionnant bronchique

e Tonique circulatoire

e Activateur métabolique

e Anti-inflammatoire

e Anti-infectieux (antibactériens, antiviraux, antiparasitaires
e Immunomodulant

e Positivant

Toxicité :

Peu toxiques a doses physiologiques. Possible nausées, vomissements,

vertiges et désorientation en cas d'emploi abusif.

Exemples d’oxydes :

o Eucalyptus globulus
« Romarin a cinéole (Rosmarinus officinalis)
« Niaouli (Mélaleuca quiquenervia)

o Laurier noble (Laurus nobilis)
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I. Les coumarines

Molécules actives : Coumarines, Furocoumarines, Pyrocoumarines.

Ce sont des esters intramoléculaires aromatiques. Trés souvent
présentes dans les essences en particulier essence a citrus (rutaceae).
En faible concentration dans les HE, mais possedent une puissante

activité.

Propriétés pharmacologiques :

e sédative, hypnotique
e anticoagulante

e hypotensive

e hépatostimulante

e anticonvulsivante

e spasmolytique (esters et éthers coumariques)

Toxicité :

e Les furanocoumarines et pyrocoumarines sont photosensibilisantes
et phototoxiques (dermatites, risque carcinogene)

e CI : pas d'exposition au soleil aprés application d'HE contenant ces
molécules (ou attendre 12 heures)

e Pyrannocoumarines : hépatotoxiques

e Activités anticoagulantes : prudence chez les patients sous
traitements fluidifiants le sang ou présentant des troubles de la

coagulation.
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Exemples de coumarines :

o Citron (Citrus sinensis)
o Orange (Citrus aurantium ssp aurantium)

o Bergamote (Citrus aurantium ssp bergamia)
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VI.

Critéres de qualité des huiles essentielles

La qualité ainsi que la sécurité des produits contenant des HE sont en
grande partie liés a la qualité des matieres premiéres mises en ceuvre et
a la formulation du produit fini.

Pour garantir leur qualité, les HE devront notamment étre obtenues a
partir de matieres premieres précisément identifiées, contr6lées selon
des procédés définis. Elles doivent présenter des caractéres physico-
chimiques précis, étre conservées de facon satisfaisante.

Les caractéristiques physiques, organoleptiques, chimiques et
chromatographiques des HE sont définies sur le plan frangais par des
normes établies par I’AFNOR, élaborées selon une commission spécifique

(T 75 A), ainsi que par la pharmacopée européenne. (19)
Il existe trois grands piliers pour la qualité d'une huile essentielle :
e La qualité de la matiere premiere végétale

e La qualité de la méthode d’extraction

e La qualité du stockage de I'HE.

Matiéres premieres végétales :

Les matiéres premieres végétales utilisées pour produire des HE sont en
général des plantes ou parties de plantes qui sont a divers états de
siccité (forme seche, flétrie, fraiche).

L'origine végétale du produit doit étre définie avec précision par la
dénomination scientifique botanique selon les regles linnéennes.

Le nom international d’une plante, exprimé en latin, comprend le nom de
genre, suivi du nom d’espéce, ainsi que de l'initiale ou de I'abréviation du
botaniste qui, le premier, a décrit la plante en question. Eventuellement,

il est complété par celui de la sous-espéce ou de la variété. La famille
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botanique est généralement précisée. La précision de cette dénomination
est importante et des différences au niveau de la composition chimique
peuvent apparaitre en fonction de l'origine botanique.

La matiere premiere végétale est obtenue a partir de plantes de collecte
ou cultivées issues de semis ou de bouturage.

Les conditions de culture, de récolte, de séchage, de
fragmentation, de stockage ont une action déterminante sur la qualité
finale des végétaux. Les matieéres premiéres doivent étre exemptes
d'impuretés (terre, poussiére, souillure, infection fongique ou
contamination animale). Le choix du moment de récolte doit étre
optimal.

Pour une bonne conservation : distillation immédiate ou séchage
soigneux.
En cas de traitements additionnels en cours de culture : montrer qu’il n'y

a pas d'altération des constituants de la plante ni de résidus nocifs.

La précision du chimiotype (ou chémotype) est importante : Pour une
méme espece botanique, il peut exister plusieurs races chimiques ou
chimiotypes qui trouvent leur origine dans de légeres différences des
voies de biosynthése, aboutissant a I'accumulation de métabolites
secondaires différents.

En effet, la composition chimique d'une HE varie en fonction de divers
facteurs comme l'ensoleillement, la nature, les composants du sol,
I'altitude ou la latitude. Deux plantes identiques peuvent donc sécréter
des essences avec des différences plus ou moins importantes selon le
biotope.

Il est donc indispensable, pour certaines HE, de bien préciser le
chimiotype car il peut conditionner I'activité et/ou la toxicité. (19,20)
Ainsi, le profil chromatographique d’une huile essentielle est trés
important car il permet d’établir sa carte d’identité.

Selon la pharmacopée européenne, une huile essentielle est déterminée
selon son profil chromatographique en phase gazeuse ou par tout autre

essai nécessaire a son identification ; chromatographie sur couche mince.
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Essais généraux :(19)

L'huile essentielle satisfait aux limites prescrites pour les essais suivants :

-Densité (2.2.5)
-Indice de réfraction (2.2.6)
-Angle de rotation optique (2.2.7).

-Huiles grasses et huiles essentielles résinifiées (2.8.7).

Essais supplémentaires :

Si nécessaire, I'huile essentielle satisfait aux limites prescrites pour les

essais suivants :

-Point de solidification (2.2.18).
-Indice d’acide (2.5.1).

-Indice de peroxyde (2.5.5).
-Esters étrangers (2.8.6).
-Résidu d'évaporation (2.8.9).
-Eau (2.8.5).

-Solubilité dans I'alcool (2.8.10).

Falsification :

Dans les cas appropriés, la recherche d’une ou de plusieurs

falsifications peut étre effectuée par chromatographie sur couche mince
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(2.2.27), par chromatographie en phase gazeuse (2.2.28) en utilisant si

nécessaire une colonne chirale, ou par tout autre moyen approprié.

Profil chromatographique :

Chromatographie en phase gazeuse (2.2.28): utiliser le procédé de

normalisation.

En complément de l'essai de conformité indiqué dans les monographies
spécifiques, il est nécessaire de vérifier a conformité du systeme
chromatographique par l'essai suivant, a effectuer périodiguement dans le

cadre de la qualification des performances.

Les références numérotées entre parentheses se référent a |la

pharmacopée. Les différents essais sont expliqués en détail.

Conservation :

En récipient étanche, bien rempli, a I'abri de la lumiere.

En effet, la relative instabilité des molécules constitutives des HE implique
des précautions particulieres pour leur conservation. Les possibilités de
dégradation sont nombreuses, facilement objectivées par la mesure
d'indices chimiques (indice de peroxyde, indice d’acide...), par la
détermination de grandeurs physiques (indice de réfraction, pouvoir
rotatoire, miscibilité a I’éthanol, densité..) et/ou par [l'analyse

chromatographique.

Il existe des normes spécifiques sur I'emballage, le conditionnement et le
stockage des HE (norme AFNOR NF T 75-001, 1996) ainsi que sur le
marquage des récipients contenant des HE (norme NF 75-002, 1996).
(24)
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Etiquetage :

L'étiquette indique :

- Le nom scientifique de la matiére premiere végétale utilisée

- Dans les cas appropriés, le type d’huile essentielle et :ou le chémotype.
- Dans les cas appropriés, la méthode de production

- Dans les cas appropriés, le nom et la concentration de tout antioxydant

ajouté

- Dans les cas appropriés, les étapes de traitement additionnelles, non

spécifiées sous définition.
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VII.

Aspect réglementaire :

Les huiles essentielles sont régies par des réglementations diverses
applicables aux produits chimiques, aux produits cosmétiques, aux
médicaments ou encore aux produits alimentaires, sans toutefois que ces
textes ne les appréhendent spécifiqguement. Les HE ont une composition
complexe et le procédé de fabrication est susceptible de différer. Il est

donc difficile de créer une réglementation globale des HE.

Certaines HE font |'objet de restrictions de délivrance et autorisation de
vente. Le Code de la Santé Publique précise dans l'article L.4211-1 6° que
« la vente au détail et toute dispensation au public des huiles essentielles
dont la liste est fixée par décret, ainsi que leurs dilutions et préparations
ne constituant ni des produits cosmétiques, ni des produits a usage
ménager, ni des denrées ou boissons alimentaires appartiennent au
monopole pharmaceutique». Le décret N°2007-1221 du 3 ao(t 2007
relatif a ce monopole (art. D.4211-13 du Code de la Santé Publique)
énumere une quinzaine d’HE dont il précise les noms vernaculaires et les

dénominations botaniques des plantes

Il existe un cadre réglementaire pour encadrer |'utilisation des HE. En effet
certaines HE appartiennent au monopole pharmaceutique (CSP Art
L.4211-1 6°, décret N°2007-1221 du 3 ao(t 2007).

Ces dernieres doivent étre conformes a la Pharmacopée européenne ou la
Pharmacopée francaise. Ce référentiel décrit la dénomination scientifique

exacte de I'huile essentielle, son chémotype et sa composition chimique.

Elles appartiennent ainsi au monopole pharmaceutique en raison de leurs
propriétés neurotoxiques (absinthe, thuya, sauge officinale), irritantes

(sabine, moutarde), phototoxique (rue) ou cancérigene (sassafras) :(25)
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Grande absinthe (Artemisia absinthium L.)
Petite absinthe (Artemisia pontica L.)

Armoise commune (Artemisia vulgaris L.)
Armoise blanche (Artemisia herba alba Asso L.)
Armoise arborescente (Artemisia arborescens L.)

Thuya du Canada ou cedre blanc (Thuya occidentalis L.)

cedre de Corée (Thuya Koraenensis Nakai), dits "cédre feuille"
Hysope (Hyssopus officinalis L.)
Sauge officinale (Salvia officinalis L.)

Tanaisie (Tanacetum vulgare L.)Thuya (Thuya plicata Donn ex D.
Don.)

Sassafras (Sassafras albidum [Nutt.] Nees)
Sabine (Juniperus sabina L.)
Rue (Ruta graveolens L.)

Chénopode vermifuge (Chenopodium ambrosioides et Chenopodium

anthelminticum L.)

Moutarde jonciforme (Brassica juncea [L.] Czernj. et Cosson).
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PARTIE III :
Activite
antibactéerienne
et synergie des
huiles
essentielles
avec les

antibiotiques



Etude 1I: potentialisation de [I'activité
antimicrobienne de Ila ciprofloxacine avec
I’huile essentielle de Pelargonium graveolens
contre une sélection de pathogénes urinaires.
Malik T. et Al. 2011. (26)

La récente approche sur l'utilisation des plantes en synergie avec les
antibiotiques constitue une nouvelle stratégie pour concernant le

probléeme de résistance des bactéries aux antibiotiques.

Dans cette étude on les auteus ont étudié la synergie d’action entre
I’huile essentielle de P. graveolens et la ciprofloxacine contre des
bactéries responsables d’infections urinaires : Klebsiella pneumoniae

KT2, Proteus mirabilis PRT3 et Staphylococcus aureus ST2.

En effet, les infections urinaires font partie des infections les plus
courantes, elles peuvent n’avoir aucune conséquence ou devenir trés
graves et responsables de complications comme la mortalité néonatale,

une naissance prématurée ou de I’'hypertension...

La ciprofloxacine a été la molécule la plus utilisée pour ce type
d’infections ce qui a naturellement provoqué des résistances
bactériennes a cet antibiotique. Il devient donc urgent de trouver une

alternative pour traiter les infections urinaires.
L'association entre des huiles essentielles et des molécules synthétiques

peut sembler étre une bonne stratégie pour dépasser ce probleme de la

résistance bactérienne et ainsi améliorer |'efficacité de ces deux agents.
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Dans cette étude, la concentration minimale inhibitrice (CMI) de P.
graveolens et de la ciprofloxacine ont été déterminées par la méthode de
microdilution sur bouillon et linteraction entre ces 2 agents a été

déterminée par la méthode de I’échiquier.

Matériel et méthode :

La CMI des deux agents a été déerminée sur les bactéries isolées, puis
I'effet de la combinaison HE et ciprofloxacine a été évalué en calculant le

FIC index (FICI) fractional inhibitory concentration index ;

Exemple : association d’un antibiotique A et d’un antibiotique B — étude de 'activité possible a temps fixe (diffusion en
gélose, ou dilution en milieu liquide : méthode de I'échiquier) ou en cinétique (courbes de bactéricidie)

- Indifférence : effet (A+B) = effet (A) ou effet (B)

- Addition : effet (A+B) = effet (A) + effet (B)

- Synergie : effet (A+B) > effet(A) + effet (B)

- Antagonisme : effet (A+B) < effet (A) + effet (B)

FIC index (fractional inhibitory concentration index)
Méthode de l'échiquier

CMide AenprésencedeB CMideBenprésencede A

FIC index =FIC,_ + FIC_=
CMide A CMideB

Synergie : FIC index < 0,5
Addition : 0,5 < FIC index < 1 |
Indifférence : 1 < FIC index < 2

Antagonisme : FIC index > 2

Traduction graphique - isobologramme —

Figure 21: FIC index(27)

Résultats et discussion :

Dans cette étude, les 3 isolats urinaires sont retrouvés résistants a la
ciprofloxacine, la CMI calculée était > 4ug/ml.
Le FICI calculé était de 0.38 pour K. pneumoniae KT2 ainsi que P.

mirabilis PRT3, celui calculé pour S. aureus ST2 était de 0.5.
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Les valeurs des FICI calculées pour les bactéries isolées sont donc <0.5,
on peut donc dire qu’il y a une synergie entre I'huile essentielle de P.

graveolens et la ciprofloxacine.

Table 1. Fractional inhibitory concentration (FIC) and fractional inhibitory concentration indices (FICI) of P graveolens essential oil and
ciprofloxacin

MICP graveolens essential oil FlCP graveolens essential oil MICciproﬂoxacin Flccipruﬂoxacin

Micraarganism (mg/mL)* (mg/mL) (pg/mL)* (pg/mL) FICI
K. pneumoniae KT2 35.88 0.25 16 0.125 0.375
P mirabilis PRT3 17.92 0.25 16 0.25 0.5
S. aureus ST2 8.96 0.125 16 0.25 0.375

*Previously published.

Tableau 1 : FICI de I'HE de P.graveolens et la ciprofloxacine

De plus, la réduction de la dose efficace de ciprofloxacine nous permet de
diminuer les effets indésirables attribués a la ciprofloxacine en I’'associant
a P. graveolens. La combinaison de ces deux agents permet également
d’outrepasser le probléme de la multi-résistance bactérienne. En effet,
les pompes a efflux des bactéries sont responsables de la résistance vis-
a-vis de la ciprofloxacine si elle est utilisée seule. L'huile essentielle de
P.graveolens agit en inhibant les pompes a efflux MDR. Ainsi,

I'antibiotique peut agir sur la bactérie avec une dose efficace réduite.
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Etude II : Effet Synergique d'antibiotiques et
d'extraits de certaines plantes médicinales
marocaines sur des Dbactéries d'intérét
sanitaire. FADLI MARIAM 2013.

Dans cette étude l'activité antibactérienne de certaines huiles essentielles
a été évaluée ainsi que l'étude de l'effet de l'association entre ces
dernieres et certains antibiotiques classiques sur des bactéries
résistantes aux antibiotiques impliquées dans des infections

nosocomiales.

Huiles essentielles testées : Thymus maroccanus, Thymus broussonetii,

Thymus pallidus, Thymus riatarum et Rosmarinus officinalis.
Les bactéries ont été choisies en fonction leur profil de pathogénicité et
de résistance par rapport a 27 antibiotiques standards et appartenant a

différentes familles.

Le carvacrol est le composé majoritaire de T. maroccanus et de T.

broussonetii.

Bactéries testées :

Bactéries Gram négatives :

e Escherichia coli

e Salmonella Sp

e Enterobacter clocae

e Klebsiella pneumoniae
e Vibrio cholerae

e Pseudomonas aeruginosa
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Bactéries Gram positives :

e Bacillus subtilis
e Bacillus cereus
e Micrococcus luteus

e Staphylococcus aureus

Etude des synergies d’action entre les huiles essentielles et les

antibiotiques selon la méthode de I"échiquier :

Les interactions synergiques entre certains antibiotiques pour lesquels les
bactéries étudiées se sont montrées résistantes (ciprofloxacine,
gentamicine, pristinamycine et céfixime) et les HE (T.maroccanus et T

broussonetii) ont été déterminées par le test de I'échiquier.

Le fractionnal inhibitory concentration index (FIC-index) exprime le degré
de synergie pour l|‘association des deux agents antimicrobiens, en
mesurant pour chaque agent la réduction de sa CMI lorsqu’il est associé

a l'autre agent. Il a été selon la formule suivante :

CMIA/B = CMIB/A
CMI A CMI B

FICI=

CMI A = CMI du composé A seul, CMI A/B = CMI du composé A en
association avec le composé B.
CMI B = CMI du composé B seul, CMI B/A = CMI du composé B en

association avec le composé A.

La nature de l'association entre les deux composés est déduite a partir
des valeurs de FICI(27):

- Synergie totale (FICI < 0,5),
- Synergie partielle (0,5 < FICI < a 0,75),
- Aucun effet (0,75<FICI <2)
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- Antagonisme (FICI>2).

Résultats :

Les HE ont montré un large spectre antibactérien. Les HE de T.
maroccanus et T. broussonetii sont trés actives sur les souches testées
en produisant un diametre d’inhibition variant entre 9 et 42 mm. Elles
ont des activités similaires et comparables et il est important de noter
gue leur CMI sont équivalentes a la concentration minimale bactéricide
(CMB) ce qui impligue une activité bactéricide.

En conclusion, les souches Gram+ se sont montrées les plus sensibles a
I'effet inhibiteur des HE (B. cereus, B. subtilis et M. luteus) par rapport
aux bactéries Gram- (E. coli, E. clocae, K. pneumoniae) en raison de leur
membrane externe.

P. aeruginisa s'est montrée la souche la plus résistante, une résistance
qui semble étre due a la structure de la paroi, particulierement la
membrane externe imperméable aux molécules des huiles essentielles et
a l'action des mécanismes d'efflux qui protégent les bactéries contre
I'action de ces molécules.

En se basant sur les résultats tres encourageants obtenus avec les huiles
essentielles de T. maroccanus et T. broussonetii, et compte-tenu que ces
deux huiles essentielles se sont montrées les plus actives contre les
bactéries testées, leur synergie avec des antibiotiques standards a été
étudiée.

A partir de 80 combinaisons testées entre les huiles essentielles de T.
maroccanus et T. broussonetii et quatre antibiotiques (ciprofloxacine,
gentamicine, pristinamycine, céfixime), 57 des combinaisons ont montré
une synergie totale, 16 ont montré un effet synergique partiel et 7 des
combinaisons n‘ont pas d’effet synergique.

Le meilleur effet synergique a été obtenu avec la combinaison de I'HE de
T. maroccanus et la ciprofloxacine pour laquelle I'Indice de Fraction de la

Concentration Inhibitrice (FIC-index) variait entre 0,09 et 0,37, et une
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synergie totale a été observée aussi bien chez les bactéries Gram+ que

chez les bactéries Gram-.

La combinaison de I'HE de T. maroccanus avec la gentamicine et avec la
pristinamycine a montré une synergie d’action (partielle ou totale) contre
toutes les souches testées, a I'exception de Salmonella sp (FICI = 0,75).
De plus, une synergie totale (FICI < 0,5) ou partielle (0.5<FICI<0.75) a
été observée entre le T. broussonetii et la ciprofloxacine, la gentamicine
et la pristinamycine avec un FIC-index variant, respectivement, entre
0,14 et 0,62, entre 0,09 et 0,62, et entre 0,31 et 0,75.

Parmi les 10 combinaisons réalisées entre les huiles essentielles de T.
maroccanus et de T. broussonetii, sept ont montré une synergie totale
(FICI < 0,5) et trois ont montré une synergie partielle, leur FICI variait
entre 0,5 et 0,75.

La capacité du carvacrol, le composé majoritaire des huiles essentielles
de T. maroccanus et T. broussonetii, a réduire la résistance des
différentes souches a la ciprofloxacine a été également évaluée. La CMI
de la ciprofloxacine en présence du carvacrol a CMI/4 a été déterminée
et les résultats sont présentés dans le Tableau 16. Pour les bactéries
Gram- (E. coli, S. sp, Ent. Cloacae, K. pneumoniae), le carvacrol a
diminué la CMI de la ciprofloxacine 4 fois. Tandis que pour les bactéries
Gram+, une réduction plus importante a été observée, pour B. cereus,

M. luteus et S. aureus, le gain de la CMI est respectivement 16 et 8 fois.

Les huiles essentielles de T. maroccanus et T. broussonetii ont montré la
plus forte activité antibactérienne sur les souches testées. Selon
McGimpsey et Cosentino(29), il existe une corrélation entre l'activité
antibactérienne et la composition chimique de ces huiles essentielles
notamment due a la forte présence de carvacrol et de thymol.

Cependant, la présence de ces phénols monoterpéniques seuls est
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nécessaire mais pas suffisante pour avoir une activité antibactérienne
totale. (30)
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I1I.

ETUDE III: activité antibactérienne d’huiles
essentielles seules et en association avec
certains antibiotiques contre différents
pathogenes isolés de cas cliniques. Mahmoud
AM et Al. 2016. (32)

Dans cette étude on a évalué l'activité antibactérienne de 11 huiles
essentielles contre S. aureus, E. coli, K. pneumoniae et P. aeruginosa ainsi
que 50 souches cliniques isolées de différentes infections, seules et en

association avec des antibiotiques standards.

Les résultats retrouvés se sont montrés significatifs dans le traitement des
infections bactériennes. En effet, les huiles essentielles ont une bonne
activité antibactérienne contre les souches testées et la plupart des

combinaisons HE/antibiotiques a montré un effet synergique.
Les HE peuvent étre utilisées comme adjuvants a I'antibiothérapie.
Huiles essentielles étudiées :

e Cumin (Cuminum cyminum, Apiaceae),

e Persil (Petroselinum crispum, Apiaceae),

e Origan (Origanum majorana, Lamiacea),

e Lierre (Dolichos lablab, Leguminosae),

e Camomille (Anthemis nobilis, Compositae),

e Oignon (Allium cepa, Lilaceae)

e Basilic (Ocimum basilicum, Lamiacea),

e Poireau (Allium ampeloprasum L., Amaryllidaceae)
e Menthe poivré (Mentha piperita, Lamiaceae),

e Menthe verte (Mentha spicata, Lamiaceae),

e Coriandre (Coriandrum sativum, Apiaceae).

Ces huiles essentielles ont été choisies en fonction de leur

composition pour leurs effets antibactériens.
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Antibiotiques utilisés :

¢ Amoxicilline/acide clavulanique
e Amoxicilline/flucloxacilline

e Cephalexine

e Cefotaxime

e Ceftriaxone

¢ Amikacine

e Ciprofloxacine

55 échantillons ont été collectés sur des patients souffrant d’infections

gastro-intestinales, urinaires, respiratoires et de plaies cutanées.

Tous les S. aureus ont été prélevés sur des plaies, P. aeruginosa sont
issues du tractus respiratoire, K. pneumoniae sont les bactéries les plus
abondantes dans les infections gastro-intestinales et urinaires suivies par

E. coli.

S. aureus, E. coli, et P. aeruginosa étaient totalement résistants a
I'amoxicilline/flucloxacilline et le cefotaxime et toutes les souches de P.
aeruginosa étaient également résistantes a [I'amoxicilline/acide

clavulanique et cephalexine.

L'amikacine a montré la plus forte activité contre les souches isolées
suivies par la ciprofloxacine, et la cefoperazone pour lesquels toutes les

souches sont sensibles. (Tableau 2)
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Table 1. Antibiotic susceptibility of the tested standard strains
Inhibition zones diameter (mm)

Antibiotics
S. aureus Ps. aeruginosa K pneumoniae E.coli
AMIKACIN AK 30 28(S) 25(8) 24(S) 25(S)
AMOX./CLAYV. AMC 30 48 (S) 6(R) 25(S) 22(S)
AMOX/FLUXACILLIN AF 10 40(S) 6 (R) 20(8) 9(R)
CEFOPERAZONE CFP 75 32(8) 32(8) 34(9) 26 (S)
CEFOTAXIME CTX 30 40(S) 6(R) 32(8) 30(S)
CEPHALEXIN CL30 6(R) 6 (R) 22(8) 23(8)
CIPROFLOXACIN CIP5 36 (S) 40(S) 35(9 35(8

S: sensifive; R: Resistant according to CLSI12011.

Tableau 2 : Sensibilité des antibiotiques

L’activité antibactérienne des huiles essentielles seules a été évaluée sur
ces souches en calculant leur CMI, les résultats sont présentés dans le
tableau 3.

Table 2. Minimum inhibitory concentration (MIC) of essential oils against the standard strains (pg/ml)

Strains - Ol
Cum Parss Corian Origan Ivy Chamo Onion Bas Leek Pipp Spear
5. aureus 1161 821 11.1 111 11.99 1036 12.082 3994 16.346 1599 17.116
Fs. aeruginosa 84497 1202 8.21 173 4246 511 11.91 963.69 57208 3192 34.54
K punemonige  204.87 19.53 31.92 6.287 6.5% 6.89 1053 2254 5211 9356 541130
E. coli 7.219 69 599 71.5M 8355 1.2 3192 12588 3455 3262 39419

Bold numbers refer to low MIC values (high activity).

Tableau 3 : CMI des HE

Les nombres en gras représentent les faibles CMI et donc une forte

activité des huiles essentielles.

Les HE de coriandre, origan et lierre se sont avérées étre les plus efficaces

contre S. aureus et K. pneumoniae.
L'HE de I'oignon a également montré une bonne activité contre S. aureus.

L'HE de camomille a montré la meilleure activité contre P. aeriginosa
suivie par I'HE d’oignon et I'HE d’origan alors que les HE de cumin,
d'origan et de camomille ont montré I'activité antibactérienne la plus

élevée contre E. coli.
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Il a également été observé que l'association d’antibiotiques retarde
I'émergence de résistances et produit une bonne synergie dans le

traitement d’infections séveres.

Les résultats de cette étude ont pu montrer que l'effet synergique est
vérifié par la combinaison des différents antibiotiques avec les huiles

essentielles testées.

a.Synergistic effectof ciprofloxacinand b. Synergistic effect of Amox/Clav and Basil
Coriander oil combination on K. pneumoniae. oil combination on K. pneumoniae.

Figure 22: Effet de la combinaison HE/AB sur K. pneumoniae

K.pneumoniae a montré une forte résistance a la ciprofloxacine ainsi qu’a

I"association amoxicilline/acide clavulanique.

Dans la figure 22, nous pouvons observer le résultat de la synergie
d'action in vitro de [I|'association ciprofloxacine/HE de coriandre et

amoxicilline/acide clavulanique avec I'huile essentielle de basilic.
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% of clinical Klebsiella p iae isolates inhibited by Ab/ ial oil combination (% of total no.=21)

AB Amoxicillin/ Gi . Amoxicillin/ Amikaci C . Cephalexi C
oils Clavulanic acid iprofloxacin Flucloxacillin mikacin efotaxime ephalexin efoperazone
Cumin 85.7 85.7 85.7 100 85.7 100 85.7
Parssely 71.4 85.7 100 85.7 116.6 73.4 85.7
Coriander 85.7 100 100 100 100 100 100
Origanum 95.2 85.7 100 85.7 100 73.4 100
vy 100 100 100 100 100 100 80.9
Chamonmile 71.4 100 85.7 100 73.5 100 28.6
Onion 71.4 100 85.7 100 73.5 100 85.7
Basil 95.2 920.5 100 90.5 100 81.9 90.5
Leek 95.2 85.7 100 85.7 100 73.5 85.7
Pepprmint 100 57.1 100 57.1 100 326 85.7
Spearmint 100 95.2 100 95.2 100 90.7 83.7

AB: antibiotics.

Tableau 4: Effet de I'association des HE/AB sur K. pneumoniae

a. Synergistic effect of cefotaxime b. Synergistic effect of Cephalexin
and Origanum oil on E. coli and Cumin oil on E. coli

Figure 23: Effet de la combinaison HE/AB sur E.coli

La figure 23 et le tableau 4 montrent que l'association des huiles
essentielles testées avec les antibiotiques ont donné une activité
synergique avec la plupart des souches testées spécialement avec les
combinaisons contenant de [I'huile essentielle de cumin, origan et

coriandre.
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% of clinical Escherichia coli isolates (% from total no.=12)

AB

oils Cﬁl\?;);figl;lg d Ciprofloxacin lfl‘:lr:: T;;;ﬂ:;ﬂi Amikacin Cefotaxime Cephalexin Cefoperazone
Cumin 91.6 100 833 100 91.6 75 100
Parssely 75 75 75 50 50 50 50
Coriander 75 66.6 100 100 75 100 91.6
Origanum 833 91.6 100 833 91 83 91.6
vy 75 100 100 75 75 100 75
Chamomile 66.6 100 91.6 100 100 75 75
Onion 75 100 72 100 75 50 75
Basil 75 100 100 100 75 75 75
Leek 75 75 75 100 100 75 75
Pepprmint 100 100 100 833 75 833 75
Spearmint 100 833 100 75 66 100 75

AB: antibiotics.

Tableau 5 : Effet de la combinaison HE/AB sur E. coli

Dans une étude menée par Si et al(33), les auteurs ont montré que I'huile
essentielle d’origan présentait une bonne activité antibactérienne quand
elle est utilisée en combinaison avec les fluoroquinolones, doxycycline et
lincomicyne contre les souches de d’E. coli multirésistantes, productrices

de B-lactamases a spectre élargi (EBSL).

a. Synergistic effect of cefoperazone b. Synergistic effect of Amikacin
and onion oil on Ps. aeruginosa and chamomile oil on Ps. aeruginosa

Figure 24: Effet de la combinaison HE/AB sur P. aeruginosa
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AB % of clinical Pseudomonas aeruginosa isolates (% from total no.=9)

Amoxicillin/ Amoxicillin/

Oils Clavulanic acid Ciprofloxacin Flucloxacillin Amikacin Cefotaxime Cephalexin Cefoperazone
Cumin 333 100 66.6 100 100 333 100
Parssely 55.5 55.5 100 66.6 66.6 66.6 100
Coriander 333 100 66.6 100 66.6 333 100
Origanum 555 71.7 100 55.6 88.8 71.7 100
vy 66.6 100 100 0.0 0.0 100 100
Chamomile 88.8 66.6 100 100 55.5 77.7 100
Onion 71.7 100 88.8 100 100 0.0 100
Basil 66.6 88.89 100 71.7 71.7 333 100
Leek 333 100 66.6 100 100 333 100
Pepprmint 66.6 55.5 100 55.5 71.7 55.5 100
Spearmint 66.6 55.5 100 711 7717 55.5 100
AB: antibiotics.

Tableau 6 : Effets de la combinaison HE/AB sur P. aeruginosa

Le tableau 6 et la figure 24 montrent que les huiles essentielles
testées augmentent l'activité antibactérienne surtout quand elles sont
associées au cefoperazone. Cette association pourrait étre proposée pour

traiter des infections respiratoires.

Toutes les souches de S. aureus ont été isolées a partir d’infections
d’origine dermatolgique. Dans le tableau 7 et la figure 23 nous observons
que la combinaison de ['huile essentielle de coriandre avec certains
antibiotiques a montré une activité synergique contre la plupart des
souches isolées. De plus, l'association a I|'antibiotique, cefotaxime a
montré une synergie contre toutes les souches isolées excepté pour I'HE

de lierre et d’oignon.

% of clinical Staphylococcus aureus isolates (% from total no.=8)

AB
C;\momc_lllm/f Ciprofloxacin Am0x1c1l!|q/ Amikacin Cefotaxime Cephalexin Cefoperazone

Oils avulanic acid Flucloxacillin

Cumin 375 100 625 50 100 50 875
Parssely 50 50 875 375 100 100 625
Coriander 15 100 100 100 100 87.5 100
Origanum 75 87.5 100 87.5 100 100 100
Ivy 100 100 875 100 87.5 100 62.5
Chamomile 100 100 100 100 100 875 25
Onion 87.5 100 50 100 87.5 100 87.5
Basil 50 87.5 50 62.5 100 0.0 100
Leek 375 100 50 62.5 100 375 50
Pepprmint 100 375 100 75 100 100 100
Spearmint 100 625 100 75 100 875 100

Tableau 7 : Effets de la combinaison HE/AB sur S.aureus
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Figure 25: Effet de la combinaison HE/AB sur S. aureus

Dans une autre étude menée par Van Vuuren et al. (34), I'association de
I'huile essentielle de menthe poivrée a montré une activité synergique sur
S. aureus et K. pneumoniae quand elle était combinée avec la

ciprofloxacine.

Toutes les huiles essentielles testées possedent des propriétés
antibactériennes avec une meilleure efficacité si elles sont utilisées en

association avec un antibiotique.

Toutes les souches de S.aureus ont été prélevées sur des infections
cutanées. Les HE de coriandre, origan, lierre et camomille peuvent étre
utilisées en combinaison avec un antibiotique dans une préparation

topique pour des infections de la peau.

Les résultats ont montré une forte activité de I'HE de camomille et
d’oignon contre les souches de P. aeruginosa obtenues a partir d’infections
respiratoires. Des préparations contenants ces huiles essentielles
pourraient étre utilisées afin de traiter des infections du tractus

respiratoire.
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Comme le montrent ces résultats, |'utilisation des antibiotiques en
association avec des huiles essentielles renforce I'efficacité des
traitements antibactériens et contribue a diminuer I’émergence des

résistances bactériennes.
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Conclusion

Nous avons vu a travers ces études que |'aromathérapie peut étre une

alternative a l'utilisation des antibiotiques.

Leur utilisation en synergie avec les antibiotiques permet de rendre de

nouveau efficace certains antibiotiques devenus inopérants.

De plus, I'association Huiles essentielles/antibiotiques permet de réduire la
dose de ces derniers et ainsi diminuer les effets indésirables qui leurs sont

associés.

En utilisant les huiles essentielles seules en tant que composés

antibactériens nous pourrons réduire les résistances.

En effet, la diversité des composés actifs d'une HE a propriétés
antimicrobiennes rend la résistance a ces composés difficile, voire
impossible puisque les souches bactériennes ne peuvent pas subir des
mutations les rendant résistantes a toutes les molécules actives d'une HE

simultanément.

L'association de plusieurs HE serait donc un moyen efficace pour réduire le
risque de résistances, augmenter l'efficacité de l'activité antimicrobienne
et surtout contribuer a I'élargissement du spectre d’activités microbiocides
et bactéricides envers plusieurs souches microbiennes et de maniere

simultanée.

Les résultats obtenus avec un mélange a base de 41 HE en pulvérisation
destiné a l'assainissement de I'air testé montrent un intérét majeur dans
son utilisation en prévention des contaminations microbiennes et

I'assainissement microbiologique de l'air.

Face aux multiples agents pathogénes de notre environnement intérieur,
I'utilisation d’'un complexe d’'HE aux propriétés antibactériennes avec un

large spectre d’action, notamment sur des souches impliquées dans des
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infections respiratoires, et sans engendrer de phénomeénes de résistances,

présente en effet des atouts indéniables. (31)
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Liste des abréviations :

AAC : N-Acétyltransférase

AB : Antibiotique

ADN : acide désoxyribonucléique

AFNOR : Agence Francaise de NORmalisation
ANT : Adénine Nucléotidyl-transférase

APH : Phosphotransférase

ARN : acide ribonucléique

ATP : Adénine triphosphate

BLSE : bétalactamases a spectre élargi
BMR : Bactérie multi-résistante

CAT : Chloramphénicol acétyl-transférase
CMB : Concentration minimale bactéricide
CI : Contre indication

CMI : Concentration minimale inhibitrice
DHFR : Dihydrofolate réductase

DHPS : Dihydropteroate synthase

FICI : Fractional inhibitory concentration index
HE : Huile essentielle

HV : Huile végétale

LPS : Lipopolysaccharide

MLS : Macrolide, Lincosamide, Synergistine
NAG : N-acétyl glucosamine

NAM : N-acétyl muramique

OMS : Organisation mondiale de la santé

PABA : acide para-aminobenzoique
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PLP : Protéines liants les pénicillines

SNC : Systeme nerveux central
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Je jure, en présence de mes maitres de la Faculté, des conseillers

de ['Ordre des pharmaciens et de mes condisciples :

* D'honorer ceux qui m'ont instruit dans les préceptes de
mon art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant
fidele a leur enseignement.

* D'exercer, dans lintérét de la santé publique, ma
profession avec conscience et de respecter non seulement la
legislation en vigueur, mais aussi les régles de (honneur, de
la probité et du désintéressement.

“* De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs
envers le malade et sa dignité humaine, de respecter le
secret professionnel.

“* En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes
connaissances et mon état pour corrompre les meeurs et
favoriser des actes criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidele a mes

promesses.

Que je sois couvert d'opprobre, méprisé de mes confreres, sij'y

mangue.
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