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Abstract

Staphylococci, which are normal components of the skin and mucosal microflora, are
responsible for infections that are difficult to treat due to their ability to form biofilms, which
reduce treatment efficacy and promote recurrence. In response to this issue, essential oils are
currently  attracting  increasing interest as  promising natural  alternatives.
The main objective of this study is to evaluate the antibacterial and anti-biofilm activity of two
natural essential oils derived from medicinal plants : Thymus fontanesii and Lavandula
stoechas. A series of tests were conducted on different staphylococcal strains to measure
bacterial growth inhibition, determine the minimum inhibitory concentration (MIC), and assess
the ability of these oils to prevent biofilm  formation in  vitro.
The results obtained showed that both oils exhibited notable antimicrobial activity, with
inhibition zones ranging from 18 mm to 38 mm, and had a significant effect on staphylococcal
biofilm formation. These findings highlight the potential of Thymus fontanesii and Lavandula
stoechas essential oils as natural alternatives in combating resistant bacterial infections,
particularly in hospital settings.

Key words : Staphylococci — Resistance — Biofilm — Antibacterial effect — Antibiofilm effect —
Essential oils — Lavandula stoechas — Thymus fontanesii



Résumé

Les staphylocoques constituants normaux de la microflore cutanée et muqueuse sont
responsables d’infections difficiles a traiter en raison de leur capacité a former des biofilms,
rendant les traitements moins efficaces et favorisant les récidives. Face a cette problématique,
les huiles essentielles suscitent aujourd’hui un intérét croissant en tant qu’alternatives naturelles
prometteuses.

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer I’activité antibactérienne et anti biofilm de deux
huiles essentielles naturelles, issues de plantes médicinales : Thymus fontanesii et Lavandula
stoechas. Un ensemble de tests a été réalisés sur différentes souches staphylococciques afin de
mesurer I’inhibition de la croissance bactérienne, la concentration minimale inhibitrice (CMI),
et évaluer la capacité de ces huiles a réduire la formation de biofilms in vitro.

Les résultats obtenus ont montré que les deux huiles possédent une activité antimicrobienne
notable avec des diametres de 18 mm a 38 mm, et des effets significatifs sur la formation des
biofilms staphylococciques. Ces données mettent en évidence le potentiel des huiles essentielles
Thymus fontanesii et Lavandula stoechas comme alternatives naturelles dans la lutte contre les
infections bactériennes résistantes, notamment dans les environnements hospitaliers.

Mots clés : Staphylocoques — Résistance — Biofilm — Effet antibactérien — Effet antibiofilm —
Huiles essentielles — Lavandula stoechas — Thymus fontanesii
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Introduction

Depuis plusieurs siecles, la lutte contre les infections bactériennes représente un défi
crucial en santé humaine et animale, surtout a cause de l'augmentation continue des résistances
aux antibiotiques. Ce phénomeéne considéré par 1'Organisation mondiale de la sant¢ (OMS)
comme un danger global pour la santé publique compromet I'efficacité des traitements
antimicrobiens classiques et nécessite une quéte proactive de nouvelles approches
thérapeutiques (OMS, 2017). Parmi les bactéries impliquées dans ces infections difficiles a
¢radiquer, les staphylocoques occupent une place prépondérante. Ces micro-organismes Gram
positives, ubiquitaire, sont a l'origine de diverses maladies allant des infections cutanées
simples a d’autres plus graves comme 1'endocardite ou la septicémie (Tong et al., 2015). Leur
capacité a former des biofilms sur les surfaces biotiques et abiotiques, constitue un obstacle
majeur au traitement. En effet, cette organisation structurée accorde aux bactéries une résistance

renforcée aux agents antimicrobiens ainsi qu’au systéme immunitaire de I’hote (Otto, 2008).

Face a ce défi, la communauté scientifique se tourne de plus en plus vers les produits d'origine
naturelle, et notamment les huiles essentielles (HE), pour leurs propriétés biologiques
prometteuses. Issues de plantes aromatiques, les HEs sont des mélanges complexes de
composés volatils dotés d’activités antimicrobiennes, antifongiques et anti-inflammatoires
démontrées (Bakkali ef al., 2008). Les huiles essentielles de thym (Thymus fontanesii) et de
lavande (Lavandula stoechas) sont particuliérement remarquées pour leur efficacité contre

différents pathogeénes, notamment des souches multirésistantes (BoZovi¢ et al., 2015 ; Sokovi¢

et al., 2010).

Dans ce contexte, ce travail de recherche s’inscrit dans une approche novatrice visant a explorer
le potentiel des huiles essentielles de Thymus fontanesii et de Lavandula stoechas dans la lutte
contre les staphylocoques, en particulier en évaluant leur activité antimicrobienne, déterminer
les concentrations minimales inhibitrice (CMI) et leur capacité¢ a inhiber la formation de

biofilms.

Une telle étude permettrait non seulement de mieux comprendre les mécanismes d’action de
ces extraits naturels, mais également d’envisager leur intégration potentielle dans des stratégies

alternatives ou complémentaires aux antibiotiques conventionnels.
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Synthése bibliographique Chapitre 01 : Les Staphylocoques

CHAPITRE 01 : LES STAPHYLOCOQUES

1. Historique

En 1878, Louis Pasteur (1822-1895), en collaboration avec Emile Roux et Charles
Chamberland, étudiait les germes responsables de diverses maladies. Lors de ses observations
au microscope du pus provenant de furoncles et d’ostéomyélites, il remarqua des structures en
"amas de grains", qu’il nomma staphylocoques (Karthik, 2008). Deux ans plus tard, en 1880,
Alexander Ogston (1844-1929), un médecin écossais, fut le premier a isoler les staphylocoques
a partir d’abces et d’autres 1ésions cutanées. Il réussit a les cultiver in vitro et démontra leur
implication dans les processus inflammatoires et suppuratifs. En 1881, il décrivit la premiere
espece connue : Staphylococcus aureus, ou staphylocoque doré, nommé ainsi en raison de la

teinte dorée de ses colonies en culture.

Par la suite, une autre variété, produisant des colonies non colorées, fut naturellement désignée
sous le nom de staphylocoque blanc (Kock et al.,2009). En 1953, une souche de Staphylococcus
aureus résistante a la pénicilline fut isolée pour la premicre fois au Canada. Elle était
responsable de diverses infections cutanées, de pneumonies infantiles et de septicémies.
L’introduction de la méticilline dans les années 1960 permit de maitriser cette épidémie.
Toutefois, la résistance a cet antibiotique apparut rapidement. Des 1961, des cas de souches
résistantes a la méticilline furent signalés au Royaume-Uni. A partir des années 1970, les
Staphylococcus aureus résistants a la méticilline (SARM) devinrent ['une des principales
causes d’infections nosocomiales, avec une propagation a I’échelle mondiale (Cleef et al,

2010).

2. Définition et généralités

2.1. Caractéres morphologiques

Les staphylocoques sont des bactéries de forme sphérique, a Gram positif, mesurant
généralement entre 0,5 et 1,5 um de diametre. Elles se caractérisent par un regroupement en
amas irréguliers, formant des structures évoquant des grappes de raisin, bien que des formes
isolées, en paires ou en chaines courtes puissent ¢galement étre observées (Idrees et al., 2021).
Ces bactéries sont généralement immobiles, non sporulées et certaines souches peuvent étre
encapsulées, conférant une protection contre la phagocytose. La paroi cellulaire des

staphylocoques est riche en peptidoglycane, avec des acides téichoiques intégrés, jouant un role



Synthése bibliographique Chapitre 01 : Les Staphylocoques

dans l'adhésion aux surfaces et la régulation de la croissance cellulaire (Samanta &
Bandyopadhyay, 2020). Ce sont des organismes aéro-anaérobies facultatifs, capables de se
reproduire dans un environnement normal entre 10 et 42 °C, avec une température optimale a

37 °C et un pH variant de 7,4 a 7,6.
2.2. Caractéres biochimiques

Les staphylocoques sont des bactéries capables de produire I’enzyme catalase, une
caractéristique biochimique essentielle dans leur identification, leur classification repose
principalement sur la production d’une coagulase (Bourgeois et al., 1988). On distingue les
Staphylococcus aureus qui se caractérisent par la production d’un pigment caroténoide doré, la
présence d'une protéine A de paroi et par leur capacité a produire une coagulase. Les autres
especes sont désignées sous le nom de staphylocoques a coagulase négative (SCN) (Mee-
Marquet et al., 2004), ils se caractérisent a leur tour par une faible virulence et une capacité a
former des biofilms sur les surfaces inertes (Otto,2009), par leur rdle fréquent dans les
infections associées aux dispositifs médicaux comme les cathéters et les prothéses, et par leur

appartenance a la flore commensale de la peau et des muqueuses (Becker et al.,2014).

2.3. Habitat

Les staphylocoques colonisent la peau humaine de manicre variée selon les zones du corps,
avec une prédilection pour les régions humides comme les narines, les aisselles ou les plis
inguinaux. Chaque espéce possede ses habitats préférentiels : par exemple, S. capitis se retrouve
surtout sur le cuir chevelu, S. aureus dans les narines, et S. epidermidis est ubiquitaire. Cette
diversité rend le diagnostic difficile, car il est parfois complexe de distinguer les bactéries

commensales des agents pathogénes (Kloos et al, 1994).

3. Facteurs de virulence

Les staphylocoques possédent un ensemble de facteurs de virulence complexes qui leur
conferent la capacité d'adhérer aux tissus corporels, d'échapper a la réponse immunitaire de
l'organisme, de détruire les cellules de 1'hote et de se propager. Dans S. aureus, ces facteurs
comprennent des protéines d'adhésion qui aident a la colonisation des tissus, une capsule
polysaccharidique et une protéine A qui inhibent la phagocytose, ainsi que divers types de

toxines telles que : les toxines exfoliatives (syndrome de la peau ébouillantée), les entérotoxines
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(intoxication alimentaire), et le leucocidine Panton-Valentine (infections cutanées et
pulmonaires séveres). Plus, d'autres toxines comprennent la coagulase, I'hyaluronidase, les
lipases et les DNases qui facilitent la propagation invasive dans les tissus par contre les S.
epidermidis, 1l utilise la formation de biofilms et I'adhésion aux surfaces pour garantir la

colonisation de 1'hote, tout en réduisant la production de toxines (Ryan et al.,2004).

Les principaux facteurs de virulence des staphylocoques sont résumés dans le tableau O1.

Tableau 1:les différents facteurs de virulence chez les staphylocoques

Type Facteur de virulence Fonctions Référence

Hémolysines (a, B, v, 0)

Toxines Lyse des érythrocytes, Berube efal, 2013
leucocytes et autres
cellules ; oa-hémol.ysine
forme des pores
membranaires.
Leucocidine de Panton- Destruction des  Alonzo etal, 2014
Valentine (PVL) leucocytes ; Associée aux

infections nécrosantes

Entérotoxines (SEA a SEE Thermostables, résistantes Argudin et al., 2010
a la digestion, responsables
d’intoxications
alimentaires.

Toxine du syndrome de Superantigéne, stimulation Argudin ef al, 2010

choc toxique (TSST-1) massive des lymphocytes
T.

Exfoliatines (ETA, ETB)  Protéases sérine  Amagai, 2001
spécifiques qui clivent la
desmogléine-1, une

protéine de cohésion des
kératinocytes, causant le
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Enzymes

Coagulase

Catalase

Dnase

Lipase et protéase

Hyaluronidase

Adhésines
CIfB)

Clumpingfactors

(CIfA,

syndrome de la
¢bouillantée (SSSS).

peau

Convertit le fibrinogeéne en
fibrine autour des
bactéries, formant un

caillot protecteur qui les

dissimule du systeme
immunitaire.
Dégrade le peroxyde

d’hydrogeéne produit par
les neutrophiles,
protégeant ainsi la bactérie
contre les attaques
oxydatives.

Dégradation de 1I’ADN

extracellulaire.

Hydrolyse des lipides et
proté¢ines de  I’héte ;
Favorise la destruction
tissulaire.

Dégradation de [D’acide
hyaluronique, facilitation
de la diffusion, ;
Déstructure la  matrice

extracellulaire.

Liaison au fibrinogene,
agrégation cellulaire ;
Facilite D’adhésion aux
tissus et aux dispositifs
médicaux.

Pantrangi et al., 2014

Foster et al., 2014

Foster et al., 2014

Foster et al., 2014

Foster et al., 2014

McAdow et al., 2011
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Fibronectin-
bindingproteins (FnBPs)

Collagen-bindingprotein
(Cna)

Protéine A (SpA)

Systeme agr (quorum
sensing)

4. La résistance aux antibiotiques

Liaison a la fibronectine,
invasion des  cellules
épithéliales

Liaison au collagéne dans
les tissus conjonctifs ;

Impliqué dans les
infections ostéo-
articulaires.

Liaison au fragment Fc des
IgG, inhibition de
I’opsonisation.

Systtme de régulation
global qui module
I’expression des genes de
virulence en fonction de la
densité bactérienne.
Réprime les adhésines a
forte densité et active les
toxines.

Foster et al., 2014

Foster et al., 2014

Foster, T. J. (2005)

Novick, et al, 2008

Les souches de staphylocoques particulierement S.aureus et S.épidermidis ont une tres forte

capacité de résistance a différentes classes d’antibiotiques, parfois a tous les types disponibles

(Bush et al., 2023).

Cette résistance repose principalement sur I'acquisition de genes spécifiques, souvent véhiculés

par des ¢léments génétiques mobiles tels que les plasmides, les transposons ou les cassettes

chromosomiques staphylococciques (SCC) (Chambers et Deleo, 2009).

Les principaux antibiotiques, leur mode d’actions, et les mécanismes de résistance des

staphylocoques sont résumés dans le tableau 02.
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Tableau 2: Principaux ATB et mécanismes de résistance des staphylocoques

Antibiotique

Béta-
lactamines(pénicillines,céphalosporines,
oxacilline, ect.)

Glycopeptides (vancomycine)

Macrolides (érythromycine)

Lincosamides (clindamycine)

Mode
d’action

Inhibition de la
synthése de la
paroi
bactérienne en
se fixant sur les
PLP (protéines
liant la
pénicilline)

Inhibition de la
synthése de la
paroi

bactérienne en
se liant aux
précurseurs du
peptidoglycane
(D-Ala-D-Ala)

Inhibition de la
synthése
protéique en se
fixant sur la
sous-unité 50S
du ribosome

Inhibition de la
syntheése
protéique
(sous-unité
50S)

Mécanisme de
résistance des
staphylocoques

Production de B-

lactamases

(hydrolyse  de
I’anneau B-
lactame) <br> -
Modification des
PLP (ex : PLP2a
codée par le

gene mecA)

Epaississement
de la  paroi
(piege a
vancomycine)

<br> - Rare

modification des
cibles (D-Ala-D-

Lac) chez
certaines
souches VRSA

Modification de
la cible
(méthylation de
I’ARNr 238,
gene erm) <br> -
Efflux actif
(géne msrA)

Méthylation de
I’ARNr 23S
(géne erm) <br>
- Résistance
croisée avec

macrolides
(MLSB)

Références

CLSI (2025) ;
(Livermore,D.M.
1995) ; Fournier
et al., 2005)

(Livermore,D.M.
1995) ; (Howden
etal, 2010)

(Fournier et al,
2005) ; (Schwarz
etal.,2012)

(Fournier et al.,
2005) ; (Schwarz
etal, 2012)
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Aminoglycosides (gentamycine)

Tétracyclines

Quinolones (ciprofloxacine)

Sulfamides et triméthoprime (SXT)

Oxazolidinones (linezolide)

Inhibition de la
synthese
protéique
(fixation sur la
sous-unité

309)

Inhibition de la

synthese
protéique
(fixation sur la
sous-unité
30S)
Inhibition de la
synthése  de
I’ADN en
bloquant
I’ADN gyrase
et la
topoisomérase
v

Inhibition de la
synthése  des
folates
(synthése des
bases
nucléiques)

Inhibition de la
synthése
protéique
(liaison a la
508, inhibition
du complexe
d’initiation)

Modification
enzymatique de
I’antibiotique
(acétylation,
phosphorylation,
adénylation)

Efflux actif
(géne tetK, tetl)
<br> -
Protection de la
cible ribosomale
(géne tetM,
tetO)

Mutations  des
genes gyrA,
grlA<br> -
Pompes d’efflux

Production
d’enzymes
résistantes
(dihydroptéroate
synthétase
altérée,  genes
dfrA, dfrG)

Mutations de

I’ARNr 23S
<br> =
Production de
cfr-méthylase

(Fournier et al.,
2005) ; (Schwarz
etal, 2012)

(Schwarz et al,
2012)

(Fournier et al,
2005) ; (Schwarz
et al.,2012)

(Schwarz et al,
2012)

(Schwarz et al,
2012)
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5. Les infections causées par des staphylocoques

Le genre Staphylococcus regroupe des bactéries ubiquitaires, appartenant a la flore commensale
de la peau et des muqueuses de I’étre humain. Certaines especes, telles que Staphylococcus
aureus et Staphylococcus epidermidis, sont capables de devenir opportunistes et de provoquer
une large gamme d’infections chez I’homme (figure 01), allant des formes bénignes jusqu’a des

atteintes systémiques graves (Tong et al., 2015).

Parmi les infections les plus fréquemment causées par S. aureus, on retrouve les infections
cutanées des tissus mous, telles que les furoncles, les abces, les impétigos, les folliculites, et les
cellulites. Ces infections peuvent apparaitre de maniére spontanée ou a la suite d'une effraction
cutanée, notamment aprés une blessure, une chirurgie ou une intervention invasive (Lowy,
1998). S. aureus est également une cause majeure d’infections nosocomiales, notamment les
infections de plaies post-opératoires, les infections du site opératoire (ISO), et les infections

liées aux dispositifs médicaux (Otto, 2009).

Au niveau systémique, S. aureus peut entrainer des pathologies graves telles que la bactériémie,
l'endocardite infectieuse, la pneumonie nécrosante, I’ostéomyélite, et la septicémie. Ces formes
cliniques sont souvent associées a un fort taux de morbidité et de mortalité, en particulier dans
les milieux hospitaliers ou chez les patients immunodéprimés (Fowler et al., 2005 ; Tong et

al., 2015).

D’autre part, Staphylococcus epidermidis, bien que moins virulent que S. aureus, est
particulierement impliqué dans les infections associées aux biomatériaux, tels que les cathéters
intraveineux, les prothéses articulaires, et les valves cardiaques artificielles (Becker et al.,
2014). Ce pathogéne est le principal responsable d’infections liées aux dispositifs médicaux

implantables, grace a sa remarquable capacité a former des biofilms protecteurs (Otto, 2008).

En effet, un élément fondamental dans la pathogénicité des staphylocoques est leur aptitude a
former des biofilms. Ces structures organisées de cellules bactériennes enchassées dans une
matrice extracellulaire leur permettent de résister aux défenses immunitaires de 1’hote et a de
nombreux antibiotiques (Costerton et al., 1999). La formation de biofilm est donc un
mécanisme clé dans la chronicité des infections staphylococciques et dans leur persistance sur

les surfaces abiotiques, notamment les dispositifs médicaux. De nombreuses études ont montré
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que la majorité des infections staphylococciques chroniques et nosocomiales sont associées a

la formation de biofilms, ce qui complique leur traitement et favorise les récidives (Otto, 2013

; Archer et al, 2011).
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Figure 1:Sites des principales infections causées par les staphylocoques (Ryan ez al.,2004)
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CHAPITRE 02 : LES BIOFILMS CHEZ LES STAPHYLOCOQUES

1. Historique

L’existence des biofilms a été révélée des le début des années 1940 grace aux observations de
Henrici, qui a démontré que les bactéries se développent plus aisément sur des surfaces solides
que sous forme libre, et aux travaux de Zobell, qui a confirmé que 1’adhésion aux surfaces

favorise I’activité bactérienne (Henrici, 1933); (Zobell, 1943).

Christensen et ses collaborateurs (1982) furent les premiers a mettre en évidence la capacité de
Staphylococcus epidermidis a former un biofilm, en observant un dépot visqueux et filamenteux
sur des tubes de culture a partir d’une souche isolée d’un cathéter. L analyse de cette substance
extracellulaire, visualisée par microscopie €lectronique a balayage aprés une coloration au bleu
alcian, a révélé une production variable selon les souches, influencée par la composition du
milieu et ’enrichissement en glucose. Les auteurs ont ainsi suggéré que la formation de biofilm
constituait un facteur déterminant dans la pathogénie de S. epidermidis. Cette hypothése a été
confirmée la méme année par Peters et al. (1982), qui ont établi un lien entre la capacité de
colonisation de matériel médical par cette bactérie et la survenue d’infections nosocomiales

(Planchon, 2006).

2. Définition d’un biofilm

Le biofilm désigne une communauté structurée de micro-organismes, incluant des bactéries,
des champignons et d'autres types cellulaires, adhérant & une surface et intégrée dans une
matrice extracellulaire auto-produite, aux propriétés adhésives et protectrices. Cette
organisation confére aux micro-organismes une meilleure résistance et une coordination
fonctionnelle accrue (Sutherland, 2001).

La production de substances polymériques extracellulaires (EPS) permet aux communautés
bactériennes de s'attacher a différents types de surfaces, telles que l'acier, le plastique, le béton

ou méme les aliments (Othman et al., 2023).

3. Structure d'un biofilm

La structure du biofilm présente une organisation hétérogeéne consolidée par une matrice

extracellulaire composée majoritairement d'exopolymeres, en particulier d’exopolysaccharides
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(EPS). Cette matrice intégre également diverses molécules organiques et inorganiques,
contribuant a la protection des microorganismes contre les stress environnementaux (De
Almeida Cournet, 2010).

A P’intérieur du biofilm, les bactéries s’organisent en microcolonies séparées par un réseau de
canaux aqueux, facilitant la diffusion de I’oxygene, des nutriments et I’élimination des déchets.
Les substances solubles capables de traverser la matrice extracellulaire peuvent ainsi étre
assimilées par les cellules. Par conséquent, I’état métabolique d’une bactérie au sein d’un
biofilm dépend étroitement de sa position dans la structure tridimensionnelle (De Almeida

Cournet, 2010).

4. Les étapes de formation d'un biofilm chez les staphylocoques

4.1. L’adhésion initiale

L’adhésion initiale des cellules bactériennes a une surface, qu’elle soit biotique ou abiotique,
repose sur une fixation réversible impliquant des interactions hydrophobes, électrostatiques et
de van der Waals. Cette étape est facilitée par des protéines de surface de type MSCRAMMs
(Atl, AtIE, Aap, FnBPs, CIf, Sdr), ainsi que par la présence d’acides teichoiques (WTA) et
d’ADN extracellulaire (eDNA) libéré lors de 1’autolyse (Otto, 2013 ; Arciola ef al., 2018)

4.2. Accumulation et maturation précoce

Suite a I’adhésion, les cellules se multiplient et forment des microcolonies, marquant le début
de la structuration du biofilm. Cette phase s’accompagne de la production d’une matrice
extracellulaire composée de polysaccharides intercellulaires (PIA/PNAG) synthétisés par le
locus icaADBC, de protéines (Aap, Bap), d’eDNA et d’acides teichoiques muraux, assurant la

cohésion et la stabilité de I’ensemble (Otto, 2013 ; Arciola et al., 2018).
4.3. Maturation

Le biofilm acquiert ensuite une architecture tridimensionnelle complexe, caractérisée par la
formation de tours, canaux et cavités. Cette organisation favorise la circulation des nutriments
et des signaux moléculaires, tout en renforcant la tolérance collective aux agents antimicrobiens

(Otto, 2013).
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4.4. Détachement / Dispersion

Enfin, des cellules viables, seules ou en agrégats, peuvent se détacher du biofilm pour coloniser
de nouveaux sites. Ce processus, finement régulé par le systeme de quorum sensing agr, les
phénomodulines solubles (PSM), les nucléases et les protéases, joue un role clé¢ dans la
dissémination de I’infection et I’établissement de foyers secondaires (Otto, 2013 ; Arciola et

al., 2018).

Les étapes sont schématisé dans la figure 02.

Proliferation & Detachment
Maturation

Attachment

host matrix proteins

o—o -3
idhesive factors: disruptive
Surface MSCRAMMSs & PIA factors:
hydrophobicity other surface eDNA PSMs
proteins Aap and other Proteases
proteins Nucleases

Figure 2:Les différentes étapes de la formation d'un biofilm staphylococcique
(Otto, 2018)

5. Les effets délétéres d'un biofilm

Les biofilms sont principalement connus pour leurs effets délétéres, en particulier dans le
domaine de la santé publique. Ils sont a 1’origine de nombreuses infections dues au
développement de bactéries opportunistes et/ou pathogénes sur les muqueuses humaines. Par
ailleurs, leur formation sur des surfaces inertes, qu'elles soient en contact direct avec les
utilisateurs, comme les plans de travail, ou indirect, comme les réseaux d’eau, représente un

risque sanitaire majeur.
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Dans le secteur agroalimentaire, au-dela des enjeux sanitaires, des problémes techniques tels
que I’encrassement des équipements apparaissent fréquemment, notamment au niveau des
réacteurs et des réseaux d’eau. Par ailleurs, la présence de biofilms a ét¢ impliquée dans des
phénomeénes de bio corrosion affectant les surfaces métalliques et les infrastructures
industrielles (De Almeida Cournet, 2010).

Le biofilm constitue une source de contamination majeure et difficile a éliminer. En raison de
leur protection au sein de la matrice organique, les micro-organismes deviennent résistants aux
méthodes conventionnelles de nettoyage et de désinfection. Une fraction de ces micro-
organismes peut également représenter un danger pour les consommateurs, contribuant ainsi a
une augmentation des symptomes gastro-entériques tels que les diarrhées et les vomissements

(De Almeida Cournet, 2010).

6. Stratégies de lutte contre les biofilms staphylococciques

6.1. Inhibition de la communication cellulaire (quorum sensing)

Les staphylocoques utilisent un systtme de communication appelé Agr pour réguler la
formation du biofilm. Des molécules comme la savirine peuvent bloquer ce systéme, réduisant

la capacité des bactéries a former ou maintenir un biofilm (Schilcher et Horswill, 2020).

6.2. Dégradation de la matrice extracellulaire

Le biofilm est protégé par une matrice composée de substances comme des protéines, des
polysaccharides et de I’ADN extracellulaire. Des enzymes telles que la DNase I ou la Dispersin
B permettent de décomposer cette matrice, facilitant la dispersion du biofilm (Schilcher et

Horswill, 2020).

6.3. Agents bactéricides ciblant les bactéries en biofilm

Certaines molécules, comme la lysostaphine ou des peptides antimicrobiens (AMPs), sont
capables de tuer les bactéries en profondeur dans le biofilm, 1a ou les antibiotiques classiques

¢chouent souvent (Schilcher et Horswill, 2020).

6.4. Revétement antibactérien des dispositifs médicaux
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Des techniques permettent de recouvrir les implants médicaux avec des antibiotiques, des
peptides ou des polymeéres afin d’empécher 1’adhésion bactérienne initiale et la formation du

biofilm (Schilcher et Horswill, 2020).

6.5. Nanotechnologies

L’usage de nanoparticules, notamment celles a base de PLGA chargées d'antibiotiques, permet
une libération contrdlée du médicament directement sur le site du biofilm, augmentant

l'efficacité antimicrobienne (Schilcher et Horswill, 2020).

6.6. Thérapies a base de bactériophages

Les phages, virus spécifiques des bactéries, peuvent infecter et détruire les staphylocoques
méme dans le biofilm. Ils sont parfois utilisés en combinaison avec des antibiotiques pour un

effet synergique (Schilcher et Horswill, 2020).
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CHAPITRE 03 : LES PLANTES AROMATIQUES ET MEDICINALES (PAM)

Les plantes aromatiques et médicinales (PAM) désignent des espéces végétales dont au moins
une partie posseéde des propriétés thérapeutiques, utilisées pour prévenir, soulager ou traiter
diverses affections (Farnsworth et al., 1986). Employées sous forme de décoctions, infusions
ou macérations, elles mobilisent différentes parties comme les racines, feuilles ou fleurs
(Dutertre, 2011). On estime a environ 35 000 le nombre d'espéces médicinales utilisées dans
le monde, représentant une ressource précieuse, notamment dans les systémes de santé
traditionnels (El Qaj ef al., 2007). Parmi ces plantes, le thym (7hymus fontanesii) et la lavande
(Lavandula stoechas) se distinguent par leurs huiles essentielles aux propriétés

antimicrobiennes.
1. Thymus fontanesii
Le terme « thym » trouve son origine dans le mot latin 7hymus, signifiant « parfumé », dérivant

lui-méme du grec Thumos, issu de Theo, en référence a son parfum caractéristique et a son

utilisation ancienne en tant que plante odoriférante (figure 03) (Guy, 2005).

Figure 3 : Thymus fontanesii (Haddouchi et al., 2009)
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1.1. Nomenclature

e  Nom frangais : Thym
o Nom anglais : Thym
e  Nom arabe : yie)

° Nom vernaculaire : Zaatar

1.2. Taxonomie

La classification botanique de Thymus fontanesii, telle que décrite par Quézel et Santa (1963),

est la suivante :

e Reégne : Plantae

e Embranchement : Spermatophyta
e C(lasse : Magnoliopsida

e Ordre : Lamiales

e Famille : Lamiaceae

o Genre : Thymus

e Espéece : Thymus fontanesii

1.3. Description botanique

Thymus fontanesii est un sous-arbrisseau qui présente une croissance €rigée ou prostrée,
formant des amas denses et ramifiés pouvant culminer entre 10 et 40 cm de hauteur. Il pousse
naturellement sur des terrains seches, pierreux ou rocailleux, particulicrement dans les
garrigues. Sa tige, qui est ligneuse, posseéde des feuilles disposées de facon opposée et
recourbées en bordure, d'une couleur vert foncé, couvertes de poils glandulaires appelés
trichomes, qui conservent une concentration ¢levée en huiles essentielles (Iserin, 2001). En ce
qui concerne les fleurs, elles sont regroupées en glomérules et affichent une palette de couleurs

allant du blanc au violet, avec des nuances de rose (Martini &Seiller, 1999).
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1.4. Huile essentielle du thym

On extrait principalement 1'huile essentielle de thym des sommités fleuries et des feuilles. En
outre, les parties florales contiennent des flavonoides tels que la thymonine, le cirsilinéol et le
8-méthoxy-cirsilinéol, ainsi que des acides phénoliques (acide café¢ique, acide rosmarinique),
des tanins et une résine. Cette huile peut présenter des variations significatives dans ses
propriétés biochimiques, principalement dues a des influences génétiques et climatiques, mais
¢galement en fonction de la phase phénologique de la plante au moment de la récolte

(Chikhoune, 2007).
1.5. Propriétés

Thymus fontanesii est une plante aromatique couramment utilisée dans la médecine
traditionnelle pour ses propriétés (Ghannadi ef al, 2004). Ces activités biologiques et
pharmaceutiques sont essentiellement dues a l'existence de composés phénoliques tels que le

thymol et le carvacrol (Benjilali, 2004)

e Propriétés médicinales

Antispasmodique : soulage les spasmes musculaires, en particulier dans le systéme digestif

(Denoél et al., 1975).

Cholagogue : favorise 1'élimination de la bile, aidant ainsi a une meilleure digestion (Denoél

et al., 1975).

Vermifuge : contribue a I’expulsion des parasites intestinaux tels que les ascaris et les oxyures

(Denoél et al., 1975).

Diurétique : renforce la production d'urine, facilitant I'élimination des toxines (Denoél et al.,

1975).

Expectorant et fluidifiant bronchique : aide a la libération des sécrétions bronchiques, raison
pour laquelle il est utilisé dans les sirops contre la toux (par exemple : le sirop de Desessartz)

(Denoél et al., 1975).

Usage gynécologique traditionnel : utilis¢ dans la médecine populaire pour soigner les

leucorrhées, communément appelées « flueurs blanches » (Denoél et al., 1975).
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Antiseptiques : Intégration dans des formulations topiques a visée antiseptique ou cicatrisante

(Denoél et al., 1975).
e Applications industrielles

Le thym est utilisé dans I’industrie alimentaire a la fois pour ses propriétés organoleptiques et
pour sa capacité a inhiber la croissance microbienne et prévenir les altérations alimentaires

(Denoél et al., 1975).
2. Lavandula stoechas

Lavandula stoechas, communément appelée lavande papillon (figure 04), est une plante
aromatique typiquement méditerranéenne, traditionnellement utilisée pour ses vertus

médicinales et cosmétiques (Zuzarte et Salgueiro, 2015).

Figure 4 : Lavandula stoechas (Porse, 2007)

2.1. Nomenclature
e Nom francais : Lavande
e Nom anglais : Lavender
e Nom arabe : =)

e Nom vernaculaire : Khzama
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2.2. Taxonomie

Selon la classification classique des plantes a fleurs (Dupont & Guignard, 2007), la lavande

est classée comme suit :

e Embranchement : Spermatophytes
e Division : Magnoliophyta

e C(Classe : Magnoliopsida

e Sous-classe : Asteridae

e Ordre : Lamiales

e Famille : Lamiaceae

e Genre : Lavandula

e Espece : Lavandula stoechas

2.3. Description botanique

Lavandula stoechas est un sous-arbrisseau persistant, avec des tiges et des feuilles qui peuvent
atteindre une hauteur approximative d'un meétre (Hicham, 2017). La période de floraison, qui
se produit habituellement d’avril a mai, est caractérisée par la libération d'un parfum agréable,
délicat et floral (Vialard, 2008). Elle se distingue par ses tiges dressées, ligneuses a la base, ses
feuilles opposées, étroites et grisatres, ainsi que par ses inflorescences caractéristiques : des épis

compacts surmontés de bractées stériles violettes en forme d’ailes (Bousta et al., 2020).
2.4. Huile essentielle du lavande

L’huile essentielle de L. stoechas est principalement extraite par hydrodistillation des sommités
fleuries. Elle contient divers composés bioactifs, y compris des monoterpénes (camphre,
terpinen, cymene..), des monoterpenes alcools (linalol, lavandulol, p-cymen-8-ol..), des
monoterpenes esters (acétate de linalyl et acétate de terpenyl), ainsi que des benznoides et des
sesquiterpenes (Belmont, 2013). Ces substances conferent a cette plante une gamme variée de

propriétés pharmacologiques.
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2.5. Propriétés

e Propriétés médicinales

Antispasmodique : Les composés actifs présents dans la lavande conférent a cette plante des
propriétés antispasmodiques efficaces, notamment dans le soulagement de la toux spasmodique

et des manifestations asthmatiques (Denoél et al., 1975).

Antiseptique : Lorsqu'elle est utilisée localement, la lavande posséde une propriété antiseptique
remarquable qui aide a désinfecter les blessures, surtout celles dont la guérison prend du temps

ou pose des défis (Denoél ef al., 1975).

Impacts sur le systeme nerveux et digestif (infusion) : traditionnellement, l'infusion de fleurs
de lavande, a hauteur de 4 tasses quotidiennes d'une solution a 5 %, est employée pour calmer
diverses affections telles que : les maux de téte (en particulier les migraines), les diarrhées non

infectieuses, et les quintes de toux persistantes (Denoél et al., 1975).

Applications dermatologiques et capillaires (application externe) : on utilise l'eau de
lavande en applications topiques pour apaiser les douleurs associées aux rhumatismes. Elle est
¢galement incluse dans certains liniments employés pour traiter les symptomes de 1'alopécie

(chute de cheveux) (Denoél et al., 1975).
o Applications industrielles

En raison de leur parfum plaisant et de leurs vertus aromatiques, les fleurs de lavande sont
souvent employées en parfumerie et en fabrication de savons. De plus, on a pour habitude de
les disposer dans le linge afin d'y diffuser un parfum et d'¢loigner les insectes, ce qui leur

confere le nom commun de « garde-robe » (Denoél et al., 1975).
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1. Lieu et durée de I’étude

Cette ¢étude a ¢été réalisée au sein du Laboratoire de Microbiologie Appliquée a
I’ Agroalimentaire, au Biomédical et a I’Environnement (LAMAABE), de 1I’Université Abou

Bekr Belkaid Tlemcen, sur une période allant de février a mars 2025.

2. Revivification des souches bactériennes

L’¢tude a été¢ menée sur 24 souches du genre Staphylococcus d’origine hospitaliére provenant
de la collection du laboratoire LAMAABE (équipe 2). Avant toute expérimentation, les souches
ont été revivifiées par une culture de 24 heures a 37 °C dans un bouillon cceur-cerveau (BHIB).
Cette étape visait a restaurer leur viabilité. Par la suite, elles ont été repiquées sur un milieu

Chapman pour confirmer leur appartenance au genre ““ Staphylococcus “.

3. Identification des souches bactériennes

3.1 Identification microscopique

L’observation microscopique aprés une coloration de Gram représente une technique
fondamentale en bactériologie, dans la mesure ou elle permet une premicre classification des
bactéries en fonction de leurs caractéristiques structurales, de leur morphologie, de leur mode

d’agencement cellulaire, ainsi que de leur affinité a la coloration de Gram (Berrada, 2016).

3.2 Identification biochimique

3.2.1 Test de catalase

La catalase est une enzyme capable de catalyser la décomposition du peroxyde d’hydrogéne
(H203) en eau et en oxygene.

Une goutte de peroxyde d’hydrogéne est déposée sur une lame, au contact d’une colonie
bactérienne bien isolée provenant d’une culture jeune. La réaction positive se traduit

immédiatement par I’apparition de bulles d’oxygene (Reiner, 2010).
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3.2.2 Test de coagulase

Ce test vise a mettre en évidence la production de coagulase, une enzyme bactérienne
permettant de différencier Staphylococcus aureus des autres espeéces de staphylocoques
coagulase-négatives. La procédure débute par la préparation d’une suspension bactérienne
dense en cultivant une colonie pure (isolée sur milieu Chapman) dans un bouillon BHIB
pendant 18 heures a 37 °C. Ensuite, 0,5 mL de cette culture est mis en contact avec 0,5 mL de
plasma humain. Si la bactérie est positive, la coagulase convertit le fibrinogéne du plasma en
fibrine, ce qui se traduit par la formation d’un caillot solide observable en 1 a 24 heures (Parisi

et al., 1973).

4. Conservation des souches bactérienne

La conservation des souches bactériennes a long terme, consiste a préparer un mélange qui est
compos¢ de 0.5mL de glycérol stérile et de 0.5 mL d’inoculum jeune obtenu apres une
incubation de 24heures, dans un tube Eppendorf. Le contenu est ensuite homogénéisé a 1’aide

d’un vortex, puis stocké dans un congélateur a —20 °C.

5. Etude de P’activité antimicrobienne de Lavandula stoechas et Thymus fontanesii
sur les souches planctoniques par méthode de diffusion sur milieu gélosé

(Méthode des puits)

La méthode de diffusion sur milieu gélosé est une technique couramment utilisée pour évaluer
le potentiel antimicrobien de diverses substances, notamment les extraits ou huiles essentielles.
Elle-permet d’apprécier 1’efficacité d’un agent antimicrobien par la mesure de sa capacité a

inhiber la croissance bactérienne in vitro (Kus et Sokmen, 2021).

Pour cette partie nous avons testé les extraits des huiles essentielles de Lavandula stoechas et
Thymus fontanesii extrait du laboratoire de chimie par nos collégues et d’autres provenant du

commerce, nous avons €¢galement testé les hydrolats de ces mémes plantes.

Des boites de Pétri contenant un milieu Mueller-Hinton solidifié sont inoculées en surface par
¢couvillonnage, a 1’aide d’une suspension bactérienne fraichement préparée (culture jeune),
standardisée a 10® UFC/mL. Des puits de 6 mm de diamétre sont creusés dans la gélose par une
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pipette pasteur stérile, puis remplis avec un volume (de 100 pl) d’huile essentielle de Lavandula
stoechas et de Thymus fontanesii. Les boites sont ensuite incubées a 37 °C pendant 18 a 24
heures.

L’activité antimicrobienne est évaluée en mesurant le diamétre des zones d’inhibition autour

des puits, si le diamétre est supérieur a 8 mm [’extrait est considéré actif (Djendli et Bouali,

2022).

Suspension
standardisée

i-

Souches
test

Un puit
remplie par

P 'HE
(& - ®

Apres
Milieu incubation
Muller Hinton

Figure 5 : Schéma représentant la méthode des puits sur milieu
gélosé

6. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) sur microplaques

96 puits

La méthode de détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) en microplaque
est une technique de référence permettant d’évaluer 1’activité antimicrobienne d’un composé
en quantifiant la plus faible concentration capable d’inhiber visiblement la croissance
bactérienne.

Un volume de 100uL de bouillon BHIB a été distribué dans les huit premiers puits de chaque
ligne. Ensuite, 100puL d’huile essentielle (Lavandula stoechas et de Thymus fontanesii) ont été
introduits dans le premier puits de chaque rangée (Drugeon et al., 1990). Une dilution en
cascade par facteur 2 a été réalisée a travers les puits, permettant d’obtenir des concentrations

finales comprises entre 0,78 et 100mg/mL pour les huiles essentielles.
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Enfin, chaque puits regoit 100uL d’une suspension bactérienne standardisée a103UFC/mL. Les
microplaques ainsi préparées sont incubées a 37 °C pendant 24 heures (Giilliice et al., 2007).
La croissance bactérienne est évaluée visuellement, 1'absence de trouble indique I'inhibition de
la croissance.

La CMI est définie comme la plus faible concentration du composé pour laquelle aucune

croissance visible n’est observée.

7. Evaluation de la formation de biofilm in vitro par la technique TCP et RCA

7.1 La méthode en microplaque 96 puits (TCP)

Pour évaluer la formation de biofilm, une culture bactérienne incubée pendant 18h en bouillon
BHIB est utilisée. On inocule chaque puits d'une microplaque 96 puits avec 150 pL de cette
culture, préalablement standardisée a 108 UFC/mL puis diluée au 1/100 dans le méme milieu.
Apres 24h d'incubation a 37°C pour permettre 1'adhésion et la formation du biofilm, les puits
sont lavés trois fois a l'eau distillée stérile pour éliminer les cellules non adhérentes. Les
bactéries fixées sont ensuite colorées pendant 15 minutes au cristal violet (0,1%). L'excédent
de colorant est enlevé par lavage a I'eau distillée, suivi d'un séchage de 10-20 minutes. Enfin,
pour quantifier la biomasse, le colorant est solubilisé avec 150 pL d'éthanol a 95% par puits, et
l'intensité de la coloration est mesurée a 490 nm par un lecteur ELISA (Stepanovi¢ et al., 2000

; Hola et Ruzicka, 2011).

L’interprétation des résultats se base sur la densité optique mesurée (DO) par comparaison avec

celle du témoin négatif (DOc¢). Une souche est considérée comme :
e Non formatrice de biofilm si DO < DOc,
e Modérément formatrice si DO¢ X 2 < DO <DOc¢ x 4,

e Fortement formatrice si DO > 4xDOQOc¢ (Christensen et al., 1985)

7.2 La méthode de rouge Congo RCA
La méthode du Rouge Congo Agar (RCA) est une technique indirecte couramment utilisée pour
détecter la production de slime par les bactéries, en particulier les staphylocoques. Elle repose

sur la capacité des souches productrices de biofilm a former des colonies de couleur noire ou
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rouge foncé sur un milieu spécifique contenant du rouge Congo, du saccharose et du bouillon
cceur-cerveau (BHIB) (Freeman et al.,1989).

Les souches bactériennes sont ensemencées en surface sur le milieu rouge Congo solidifié et
préalablement coulé en boites de Pétri. Aprés incubation a 37 °C pendant 24 a 48 heures, une
distinction visuelle peut étre réalisée : les souches slime positives présentent des colonies noires,
souvent visqueuses, tandis que les souches slime négatives affichent des colonies rouges sans
changement de couleur notable (Freeman et al., 1989 ; Arciola et al., 2001).

Il est également important de noter que certaines souches présentent un phénotype intermédiaire
ou variable, caractérisé par des colonies avec un centre noir et un contour rouge, ou inversement

un centre rouge avec un contour noir (Touati et al., 2007).

8. Etude de P’activité antibiofilm de Lavandula stoechas et Thymus fontanesii par la

technique TCP

Les microplaques a 96 puits, contenant un biofilm jeune formé depuis 24 heures selon la
méthode TCP précédemment décrite, sont soigneusement lavées a trois reprises a 1’eau distillée
stérile.

Par la suite, chaque puits regoit 100uL de bouillon BHIB complété par S0uL d’huile essentielle,
destinée a évaluer son effet anti biofilm. Une incubation statique est ensuite réalisée a 37 °C
pendant 24 heures. A I’issue de cette période, les puits sont de nouveau rincés, séchés a
température ambiante, puis colorés au cristal violet a 0,1 % selon le protocole standardisé.
L’intensité de la coloration résiduelle, directement proportionnelle a la biomasse du biofilm, est
quantifiée a 590 nm a ’aide d’un lecteur ELISA. Une réduction significative de la densité
optique par rapport a celle du témoin non traité est interprétée comme une inhibition partielle

ou totale de la formation du biofilm par I’huile essentielle testée.
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1. Résultats de la revivification et I’identification
Apres revivification des souches bactériennes, 1’ensemble des observations macroscopiques et
microscopiques ont confirmé que toutes les souches présentent les caractéristiques typiques du

genre Staphylococcus a savoir :

e Sur le milieu Chapman : les staphylocoques forment des petites colonies circulaires,
lisses et pigmentées en jaune vif, avec un changement net de couleur du milieu vers le
jaune, indiquant une fermentation active du mannitol. Ce phénotype est associé a
I’espéce Staphylococcus aureus. lIls forment aussi autres colonies roses, pales
n’entrainant aucun changement de couleur du milieu, suggérant des staphylocoques

blancs tels que Staphylococcus épidermidis (figure 6) (Atlas, 2010).

Figure 6 : Aspect des colonies du genre staphylococcus sur gélose
Chapman.

e Coloration de Gram : L’examen microscopique, réalisé apres la mise en ceuvre de la
coloration de Gram, a permis d’identifier les souches de staphylocoques comme des
bactéries a Gram positif, sous forme sphérique avec une coloration violette et une

disposition typique en amas évoquant des grappes de raisin.
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o Test de catalase : Ce test c’est avéré positif pour les 24 souches revivifiées, et c’est
traduit par la décomposition du peroxyde d’hydrogéne (eau oxygénée) en eau et en

oxygene gazeux.

o Test de coagulase : Sur la base des résultats obtenus lors des tests d’identification, il a
été¢ déterminé que parmi les 24 souches staphylococciques, 16.66 % ont été identifiées
comme des souches de I’espece Staphylococcus aureus, en raison de la mise en évidence
de I’enzyme staphylocoagulase. Les 83.33 % de souches restantes ont €té classées

comme des staphylocoques a coagulase négative (SCN).

2. Résultats de D’activité antibactérienne des deux huiles essentielles extraites de

Lavandula stoechas et Thymus fontanesii

Dans cette partie, une évaluation in vitro de 1’activité antibactérienne des HEs de Lavandula

stoechas et Thymus fontanesii a été réalisée a 1’aide de la méthode de diffusion en milieu gélose
Mueller-Hinton. Cette méthode permet de mesurer ’efficacité des extraits testés sur les
staphylocoques en déterminant le diamétre des zones d’inhibition formées autour des puits

contenant les solutions extraites.

Les résultats de cette étude sont montrés dans la figure 7 et le tableau 03.
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Tableau 3:Résultats du test de sensibilité des souches staphylococciques aux HEs

Les souches Diamétre de la zone
d’inhibition

bactériennes

P1 (SCN)

P2 (SCN)
P3 (S.aureus)

P4 (S.aureus)

P5 (SCN)

P6 (S.aureus)

P7 (SCN)
P8 (S.aureus)

P9 (SCN)
P10 (SCN)
P11 (SCN)
P12 (SCN)

P13 (SCN)
P14 (SCN)
P15 (SCN)
P16 (SCN)
P17 (SCN)
P18 (SCN)
P19 (SCN)
P20 (SCN)
P21 (SCN)

P22 (SCN)
P23 (SCN)
P24 (SCN)

extraites de Lavandula stoechas et Thymus fontanesii

(mm)

Lavandula stoechas

15

20
34

34

16

30

18
20

10
10
14
16

12
14
14
8

12
10
10
10
12

00
18

Catégorie
d’inhibition

Tres sensible

Trés sensible
Extrémement
sensible
Extrémement
sensible
Trés sensible

Extrémement
sensible

Trés sensible
Trés sensible

Sensible
Sensible
Sensible

Tres sensible

Sensible
Sensible
Sensible
Résistante
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible

Résistante
Résistante

Tres sensible

33

Thymus fontanesii

Diamétre de la zone = Catégorie

d’inhibition

(mm)

28

15
36

38

22

34

15
28

12
22

10
12
12

10
10
10
14
26

15

25

d’inhibition

Extrémement
sensible

Trés sensible
Extrémement
sensible
Extrémement
sensible
Extrémement
sensible
Extrémement
sensible

Trés sensible
Extrémement
sensible
Résistante
Résistante
Sensible
Extrémement
sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Résistante
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Extrémement
sensible

Trés sensible
Résistante
Extrémement
sensible
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Figure 7 : Résultats du test de I’activité antimicrobienne des HEs
sur les staphylocoques testés.

Selon I’é¢tude de Ponce et al, (2003) qui a propos¢ une échelle qualitative pour évaluer la
sensibilit¢ des souches bactériennes aux extraits naturels basée sur le diamétre des zones
d’inhibition, Nous remarquons que la sensibilit¢ des 24 souches de staphylocoques vis-a-vis
des extraits de Lavandula stoechas et Thymus fontanesii varie considérablement.

En effet, 'extrait de 7. fontanesii a révélé une activité antimicrobienne particuliérement
marquée, avec des diametres de zones d’inhibition pouvant atteindre 38 mm pour la souche P4
qui appartient a S. aureus et 28 mm pour la souche P1 qui est un staphylocoque a coagulase
négative (SCN).

A P’inverse, I’extrait de L. stoechas présente une activité antimicrobienne plus modérée, avec
des diametres de zones d’inhibition généralement < 20 mm pour la majorité des SCN.
Cependant, certaines souches, telles que P3, P4 et P6 appartenant aux S. aureus, se sont révélées
« extrémement sensibles », avec des diametres d’inhibition atteignant respectivement 34 mm et
30 mm.

Plusieurs souches (comme P23 et P16) se montrent résistantes aux deux extraits.

Globalement, ces résultats confirment le potentiel antimicrobien plus élevé de Thymus

fontanesii et montrent une efficacité variable selon les souches bactériennes.
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Les huiles essentielles de Lavandula stoechas et de Thymus fontanesii ont fait ’objet de
nombreuses études en raison de leurs propriétés antimicrobiennes reconnues. L huile essentielle
de T. fontanesii est caractérisée par une forte teneur en carvacrol (54,7 %) et en p-cymene (17,5
%), deux composés phénoliques aux propriétés antibactériennes bien établies (Sidali et al,
2017).

Sidali et al. (2017) ont montré que cette huile présente une activité significative contre diverses
souches bactériennes comme S. aureus, ceci explique les résultats obtenus dans notre étude,
notamment sur les souches les plus sensibles.

Mebarki et al. (2015) ont, quant a eux, isol¢é et caractérisé le thymol, principal constituant de
I’huile essentielle de 7. fontanesii, avec un rendement de 77,72 %, et ont mis en évidence son
role central dans I’effet antimicrobien de cette huile. Le thymol pur a montré des diamétres
d’inhibition allant jusqu’a 58,53 mm contre S. aureus, similaires a celles rapportées par Sidali
et al ce qui confirme I’efficacité du composé sur des souches cliniques comme celles identifiées
dans notre étude.

En ce qui concerne I’huile essentielle de L.stoechas, Zane et Samar (2016) ont rapporté un
diameétre d’inhibition de 37 mm contre S. aureus, indiquant une forte sensibilité, ce qui est
comparable aux valeurs observées dans notre étude.

Kaya et al. (2009) ont rapporté une forte activité antibactérienne contre Escherichia coli et
Staphylococcus aureus, ce qui confirme nos résultats. Cette efficacité semble principalement
due a la présence de I’a-fenchone et du 1,8-cinéole dans I’huile essentielle de Lavandula
stoechas, des composés reconnus pour leurs propriétés antimicrobiennes, notamment contre S.

aureus.

e Résultats des huiles du commerce de Lavandula stoechas et Thymus fontanesii
Lorsque nous avons comparé ’efficacité des huiles essentielles commercialisées a celle des
huiles extraites en laboratoire, nous avons constaté une nette différence. En effet, les huiles du
commerce n’ont montré aucun effet antimicrobien (figure8), avec des résultats totalement
négatifs (zone d’inhibition : 0 mm) sur ’ensemble des 24 souches staphylococciques testées.
Cette absence d’activité suggere que la qualité ou la composition des huiles commercialisées

pourrait étre altérée, contrairement aux huiles fraichement extraites en laboratoire.
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Figure 8 : Résultats de I’activité antimicrobienne des huiles du commerce sur les
souches de staphylocoques

. Résultats d’hydrolat de Lavandula stoechas et Thymus fontanesii

L'évaluation de l'activité antimicrobienne de l'hydrolat de Lavandula stoechas et Thymus
fontanesii sur plusieurs souches de Staphylococcus a révélé une absence totale d'effet inhibiteur
(figure 9). Ces résultats suggerent que, dans les conditions expérimentales testées, 1'huile

essentielle présente une efficacité nettement supérieure a celle de 1'hydrolat.

Figure 9 : Résultats du test de I’activité antimicrobienne des hydrolats
des HEs sur les staphylocoques
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3. Résultats de la détermination des concentrations minimales inhibitrices CMI de

Lavandula stoechas et Thymus fontanesii

Nous avons déterminé les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des huiles essentielles
de Lavandula stoechas et de Thymus fontanesii afin d’évaluer leur efficacité contre les
souches staphylococciques. Les résultats obtenus nous ont permis de mesurer la plus faible

concentration capable d’inhiber la croissance bactérienne (tableau 4).
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Tableau 4:les résultats de la CMI de Lavandula stoechas et Thymus fontanesii

Les souches

P1

P2
P3

P4
P5

P6

P7

P8

P9

P10
P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P20
P21
P22
P23
P24

CMI % de

Lavandula stoechas

Staphylocoque a 0.25
coagulase négative

(SCN)

SCN 0.5
Staphylococcus 0.125
aureus

S.aureus 0.5
SCN 1
S.aureus 1
SCN 0.5
S.aureus 1
SCN 1
SCN 1
SCN 1
SCN 0.5
SCN 1
SCN 1
SCN 0.5
SCN 1
SCN 1
SCN 1
SCN 1
SCN 1
SCN 0.25
SCN 1
SCN 1
SCN 0.5
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Les résultats obtenus dans notre étude ont permis de démontrer que les huiles essentielles de
Lavandula stoechas et de Thymus fontanesii présentent des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) relativement faibles vis-a-vis des souches de staphylocoques testées.

L.stoechas a montré des CMI variant entre 0,125 % et 1 %, avec une efficacité marquée contre
certaines souches, notamment Staphylococcus aureus (P3) qui a été inhibée a une concentration
de 0,125 % seulement. Quant & T.fontanesii, les CMI étaient 1égérement plus élevées, oscillant
majoritairement autour de 1 %, a 1'exception d’une souche (P14) ou une concentration de 0,125

% a suffi pour inhiber la croissance.

Selon Bendella et al. (2020), 1'huile essentielle de Thymus fontanesii a démontré une activité
antimicrobienne significative contre Staphylococcus aureus. La CMI de cette huile était de
0,625 % pour toutes les souches testées, indiquant une forte efficacité antibactérienne. Cette
activité est attribuée a la richesse de 1'huile en composés phénoliques tels que le thymol et le

carvacrol.

Dans un travail réalisé par Bachir-Terrak et al. (2019), I’huile essentielle de 7. fontanesii a
¢galement €t¢ testée sur des souches cliniques multirésistantes de staphylocoques. Les résultats
ont mis en évidence une CMI allant de 0,125 a 0,25%, suggérant un potentiel intéressant pour
le traitement des infections causées par ces pathogenes. L’étude a également noté que I’activité

antibactérienne dépendait en partie de la concentration en thymol et en carvacrol.

L’¢tude de Akrout et al. (2020) a évalué I’huile essentielle de Lavandula stoechas récoltée en
Tunisie contre différentes souches bactériennes, y compris Staphylococcus aureus. Les résultats
ont révélé une CMI variant entre 0,5% et 1%, indiquant une activité antimicrobienne modérée.
L’analyse chromatographique a mis en évidence la présence de camphre, de fenchone et de

bornéol comme principaux constituants.

Tounsi et al. (2022) ont étudié I’huile essentielle de L. stoechas sur des isolats cliniques,
rapportant une CMI de 0,625% contre S. aureus. Les auteurs ont précisé que cette activité
pouvait étre liée a 1’action synergique des constituants majoritaires, bien que ceux-ci soient

globalement moins actifs que les phénols.
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Dans une étude complémentaire, Benbelaid ef al. (2014) ont analysé I’huile essentielle de

L. stoechas d’origine algérienne et ont observé une CMI de 1% contre S. aureus. L’efficacité
relativement modeste de 1’huile a été attribuée a sa composition chimique dominée par des
composés oxygénés, qui exercent une activité antimicrobienne plus faible comparativement

aux phénols.

Sari et Djebli (2014) ont mis en évidence 1’activité de I’huile essentielle de 7. fontanesii contre
des bactéries nosocomiales, y compris S. aureus, avec des CMI variables selon les souches.
Cela reflete également la variabilité d’action observée dans notre série, ou certaines souches se

montrent trés sensibles et d’autres plus résistantes.

4. Résultats de I’évaluation de la formation du biofilm par la technique TCP et RCA
Les bactéries pathogénes, notamment en milieu hospitalier, adoptent des stratégies
sophistiquées pour résister aux conditions défavorables, parmi lesquelles figure la formation de
biofilm. Cette structure complexe leur confére une protection accrue contre les agents
antimicrobiens, les désinfectants et I’action du systéeme immunitaire. Par conséquent, les
infections associées a ces biofilms présentent une résistance marquée aux traitements
conventionnels, ce qui complique leur prise en charge et favorise la chronicité de certaines

pathologies (Hoiby et al., 2010).

¢ Formation de biofilm en microplaque 96 puits (TCP)

Dans cette partie nous avons testé la capacité¢ de 24 souches de staphylocoques a produire un

biofilm par la technique TCP, les figures 10 et 11 résument les résultats obtenus.
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Figure 10 : Formation de biofilm nar la techniaue TCP chez les stanhvlocoaues

Selon les résultats obtenus, il a été observé que les 24 souches de staphylocoques étudiées
montrent une DO supérieure a 0.13. Toutes les souches présentent une formation de biofilm
modérée, avec des densités optiques (DO) variant entre 0,13 et 0,21.

Ces résultats mettent en évidence une variabilité entre les souches, mais confirment
globalement que toutes posseédent le potentiel de former un biofilm, ce qui peut contribuer a

leur pathogénicité et a leur résistance.

Neopane et al. (2018) ont rapporté que, parmi les 43 isolats cliniques de S. aureus, 69,8 %

formaient des biofilms par la méthode TCP, contre 65,1 % par la méthode en tube.
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Pokhrel et al. (2024) ont observé que, parmi 103 isolats cliniques de S. aureus, 48,1 % des
souches de Staphylococcus aureus résistante a la méticilline SARM étaient de forts producteurs
de biofilm selon la méthode TCP, contre 12,2 % des souches de Staphylococcus aureus sensible
a la méticilline MSSA, soulignant 1'efficacité de cette méthode pour détecter la formation de

biofilm.

Figure 11 :La formation de biofilm sur microplaque 96 puits

e La détection de la formation de slime par la méthode de rouge Congo RCA

Selon les résultats obtenus, I’ensemble des 24 souches staphylococciques testées se sont

révélées slime positives, ce qui indique leur capacité a produire du biofilm (figure 12).

42



Partie Expérimentale Résultats et Discussions

Figure 12 : Détection de la production de slime sur RCA.

Selon de Castro Melo et al. (2013), I'utilisation du milieu RCA s’est avérée particulicrement
fiable pour détecter la formation de slime (biofilm) chez des souches cliniques de
Staphylococcus aureus isolées dans des cas de mammite bovine. Dans cette étude, 85 % des
souches ont produit une colonie noire typique sur CRA. La sensibilité du test était de 88,9 %,

tandis que la spécificité atteignait 100 %.

En effet, | es biofilms staphylococciques sont particulierement problématiques dans le contexte
des infections nosocomiales, notamment celles associées aux dispositifs médicaux tels que les
cathéters et les prothéses. La présence de biofilms sur ces dispositifs complique le traitement
des infections, car les bactéries encapsulées dans la matrice sont moins accessibles aux

antibiotiques (Donlan, 2001).

La tolérance accrue des biofilms staphylococciques aux antibiotiques classiques justifie la
nécessité d’explorer des solutions alternatives, notamment les huiles essentielles, dont

I’efficacité antibactérienne et antibiofilm a été largement démontrée (Soulaimani et al., 2025).

5. Etude de I’effet des HEs extraites de Lavandula stoechas et Thymus fontanesii sur

le biofilm préformé

Cette section évalue I'effet des huiles essentielles de Lavandula stoechas et Thymus fontanesii
sur les biofilms a staphylocoques déja formés sur les microplaques 96 puits.
Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 5.
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Tableau S : Comparaison entre les valeurs de DO du biofilm obtenu avant et aprés

I’ajout des HEs
Lavandula stoechas Thymus fontanesii
Les souches DO avant DO apreés DO avant DO aprés
P1 (SCN) 0.17 0.04 0.17 0
P2 (SCN) 0.16 0.05 0.16 0
P3 (S.aureus) 0.16 0.08 0.16 0.02
P4 (S.aureus) 0.16 0.06 0.16 0
P5 (SCN) 0.16 0.04 0.16 0
P6 (S.aureus) 0.17 0.10 0.17 0
P7 (SCN) 0.18 0.06 0.18 0.02
P8 (S.aureus) 0.21 0.05 0.21 0.20
P9 (SCN) 0.17 0 0.17 0
P10 (SCN) 0.17 0 0.17 0
P11 (SCN) 0.17 0 0.17 0.1
P12 (SCN) 0.16 0 0.16 0.1
P13 (SCN) 0.17 0.1 0.17 0
P14 (SCN) 0.19 0.1 0.19 0
P15 (SCN) 0.16 0.1 0.16 0
P16 (SCN) 0.16 0.1 0.16 0.1
P17 (SCN) 0.17 0 0.17 0.01
P18 (SCN) 0.15 0 0.15 0.1
P19 (SCN) 0.15 0 0.15 0
P20 (SCN) 0.15 0 0.15 0
P21 (SCN) 0.21 0.01 0.21 0
P22 (SCN) 0.20 0.1 0.20 0.1
P23 (SCN) 0.20 0 0.20 0.01
P24 (SCN) 0.21 0 0.21 0.01

Les résultats de notre étude mettent en évidence une activité anti biofilm notable des huiles
essentielles de Lavandula stoechas et de Thymus fontanesii vis-a-vis de la majorité des souches

staphylococciques testées. Des souches telles que P20 P19 et P10 leur DO a diminué jusqu’a 0.
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Cette efficacité remarquable peut étre attribuée a la richesse de ces huiles en composés bioactifs

a fort potentiel antimicrobien (Soulaimani et al. 2025).

En particulier, I’huile essentielle de 7. fontanesii s’est révélée tres active, ce qui concorde avec
les données antérieures de Sidali ef al. (2017), qui ont souligné le réle central des composés
phénoliques tels que le carvacrol dans la désorganisation de la matrice extracellulaire des
biofilms. Cette altération structurelle favorise la diffusion des agents antimicrobiens et conduit

a une meilleure éradication des cellules bactériennes.

Valliammai ef al. (2020) ont rapporté qu’une concentration de 100 pg/ml de thymol permettait
d’inhiber jusqu’a 88 % la formation de biofilm chez des souches de S. aureus résistant a la
meéticilline (MRSA). Ces auteurs soulignent également une inhibition de I’adhésion bactérienne
sur différents supports (verre, acier, titane), ainsi qu'un effet modulateur sur I’expression de
genes liés a la virulence et a la formation du biofilm, notamment sarA et agr. Selon eux, I’action
combinée de thymol sur la membrane bactérienne et le systéme de quorum sensing expliquerait

cette double activité anti biofilm, ce qui corrobore nos propres observations expérimentales

Concernant Lavandula stoechas, bien que son activité anti biofilm soit moins prononcée que
celle de 7. fontanesii, elle demeure significative. Tounsi ef al. (2022) ont observé une inhibition
de la formation de biofilm de S. aureus allant de40 % a 60 %, en fonction de la concentration,
avec un effet maximal a 1 %. Cette activité modérée est attribuée a la présence de composés
tels que le camphre, le fenchone et le bornéol. Ces molécules, bien que moins puissantes que
les phénols, exercent néanmoins une action notamment a des concentrations élevées, ce qui

peut expliquer les effets observés dans notre étude.

Par ailleurs, les travaux de Akrout ef al. (2020) ont montré que I’huile essentielle de L.
stoechas réduisait I’adhésion initiale des staphylocoques d’environ 45 % a la concentration de
0,75 %, traduisant une capacité¢ a interférer avec les premicres étapes de I’installation du

biofilm. Toutefois, son efficacité contre les biofilms matures reste limitée.
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Depuis de nombreuses années, ['usage des plantes en médecine traditionnelle pour le traitement
des maladies infectieuses est bien établi. Plus récemment, des recherches ont mis en évidence
le potentiel thérapeutique des extraits végétaux dans la lutte contre divers agents pathogenes.
Les huiles essentielles, également appelées huiles volatiles, sont des mélanges naturels
complexes de métabolites secondaires produits par les plantes. Elles sont généralement
obtenues par hydrodistillation ou expression mécanique. Leur efficacité contre les
phytopathogénes d’origine microbienne est bien documentée, et leurs propriétés

antibactériennes ont été mises en évidence des 1881 par Delacroix.

L’¢tude menée a permis d’évaluer I’activité antimicrobienne et antibiofilm des huiles
essentielles de Thymus fontanesii et Lavandulastoechas sur 24 souches de staphylocoques,
reconnues pour leur capacité a former des biofilms et leur implication dans les infections

nosocomiales.

Les tests réalisés ont montré que ces huiles possédent une activité antimicrobienne significative,
avec des diamétres de zones d’inhibition variant entre 10 mm et 38 mm, et des concentrations
minimales inhibitrices (CMI) de 1 a 0.125 %. L’extrait de 7. fontanesii s’est avéré le plus
efficace, notamment contre S. aureus, avec des zones d’inhibition atteignant 38 mm et une CMI
de 1%, tandis que I’extrait de L. stoechas a montré une activité plus modérée, généralement <

20 mm. Certaines souches, comme P23 et P16, se sont révélées résistantes aux deux extraits.

Toutes les souches testées ont démontré une capacit€¢ modérée de formation de biofilm, avec

des densités optiques comprises entre 0,13 et 0,21.

L’application des huiles essentielles sur les biofilms préformés a entrainé une inhibition
remarquable, particulierement pour les souches P10, P19 et P20, dont la densité optique a été
totalement réduite (DO = 0). Cette activité antibiofilm dépend de la souche ciblée et de la

concentration utilisée.

L’ensemble de ces résultats met en évidence le potentiel des huiles essentielles de 7. fontanesii
et L. stoechas comme alternatives prometteuses pour la lutte contre les infections

staphylococciques et la résistance associée aux biofilms.

Ainsi, ces résultats confirment le réle potentiel des huiles essentielles comme alternatives
naturelles dans la lutte contre les bactéries multirésistantes. Toutefois, afin de valider leur

application thérapeutique, des études complémentaires doivent étre envisagées, notamment in
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vivo, en tenant compte de la toxicité, de la stabilité et de la biodisponibilité de ces extraits

naturels.

Ce travail ouvre donc la voie vers des solutions phytothérapeutiques, plus respectueuses de
I’environnement et mieux adaptées a la problématique actuelle de résistance bactérienne. Dans
la continuité de cette étude, il serait pertinent d’¢largir les travaux a un plus grand nombre de
souches cliniques, d’explorer d’autres plantes aromatiques locales, et d’envisager des
formulations combinées d’huiles essentielles afin de potentialiser leurs effets. L’étude de leurs
mécanismes d’action moléculaires ainsi que leur application sur des mode¢les in vivo constitue
¢galement une perspective prometteuse en vue de leur intégration dans des protocoles

thérapeutiques alternatifs
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Abstract

Staphylococci, which are normal components of the skin and mucosal microflora, are responsible for infections that are difficult to treat due
to their ability to form biofilms, which reduce treatment efficacy and promote recurrence. In response to this issue, essential oils are currently
attracting increasing interest as promising natural alternatives.

The main objective of this study is to evaluate the antibacterial and anti-biofilm activity of two natural essential oils derived from medicinal
plants : Thymus fontanesii and Lavandula stoechas. A series of tests were conducted on different staphylococcal strains to measure bacterial
growth inhibition, determine the minimum inhibitory concentration (MIC), and assess the ability of these oils to prevent biofilm formation in
vitro.

The results obtained showed that both oils exhibited notable antimicrobial activity, with inhibition zones ranging from 18 mm to 38 mm, and
had a significant effect on staphylococcal biofilm formation. These findings highlight the potential of Thymus fontanesii and Lavandula
stoechas essential oils as natural alternatives in combating resistant bacterial infections, particularly in hospital settings.

Key words : Staphylococci — Resistance — Biofilm — Antibacterial effect — Antibiofilm effect — Essential oils — Lavandula stoechas — Thymus
fontanesii

Résumé

Les staphylocoques constituants normaux de la microflore cutanée et muqueuse sont responsables d’infections difficiles a traiter en raison de
leur capacité a former des biofilms, rendant les traitements moins efficaces et favorisant les récidives. Face a cette problématique, les huiles
essentielles suscitent aujourd’hui un intérét croissant en tant qu’alternatives naturelles prometteuses.

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer ’activité antibactérienne et anti biofilm de deux huiles essentielles naturelles, issues de plantes
médicinales : Thymus fontanesii et Lavandula stoechas. Un ensemble de tests a été réalisés sur différentes souches staphylococciques afin de
mesurer 1’inhibition de la croissance bactérienne, la concentration minimale inhibitrice (CMI), et évaluer la capacité de ces huiles a empécher
la formation de biofilms in vitro.

Les résultats obtenus ont montré que les deux huiles possédent une activité antimicrobienne notable avec des diametres de 18 mm a 38 mm, et
des effets significatifs sur la formation des biofilms staphylococciques. Ces données mettent en évidence le potentiel des huiles essentielles
Thymus fontanesii et Lavandula stoechas comme alternatives naturelles dans la lutte contre les infections bactériennes résistantes, notamment
dans les environnements hospitaliers.

Mots clés : Staphylocoques — Résistance — Biofilm — Effet antibactérien — Effet antibiofilm — Huiles essentielles — Lavandula stoechas —
Thymus fontanesii
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