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Résumé

Etude du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles de deux
plantes médicinales Rosmarinus officinalis L et Artemisia herba
alba et ’effet de leurs associations avec les antibiotiques

Résumé

L’antibiorésistance et I’émergence récente des bactéries multirésistantes représentent
un danger permanant pour la santé publique, de par leur diffusion rapide et la difficulté que
rencontrent les médecins pour le traitement des infections provoquées par ces bactéries.
L’objectif de cette étude est d’évaluer 1’activité antibactérienne des huiles essentielles issues
de deuxplantes aromatiques locales (Artemisia herba alba AssoetRosmarinus officinalis L) et
leursassociations avec des antibiotiques de différentes familles sur des souches microbiennes
de références (Escherichia coli ATCC 25922 Staphylococcus  aureusATCC
29213,Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,Klebsiella pneumoniae ATCC 4352,Bacillus
cereus ATCC 11778 et Aspergillus niger 2CA936) et une souche clinique Candida albicans.
L'aromatogramme en milieu solide (méthodes des disques) a été utilisé pour évaluer l'activité
de ces huiles essentielles ainsi que les associations huiles essentielles /antibiotiques. Les
résultats d’activité antimicrobienne ont montré une forte activité pour 1’huile d’Artemisia
herba alba Asso sur toutes souches,et une activité plus modérée pour 1’huile de Rosmarinus
officinalis L,Quant aux tests d’interaction entre les huiles et les antibiotiques, deux types
d’interactions sont observés lors de 1’association HEs/ATBs (indifférentes et synergiques), les
interactions synergiques concernent les deux plantes avec la majorité des souches testées.
L’utilisation des huiles essentielles en combinaison avec les antibiotiques pourrait étre de ce
faite une alternative a I’utilisation excessive des antibiotiques en thérapeutique pour traiter les

infections a germes multirésistants.

Mots clés :Activité antibactérienne, Huiles essentielles, Artemisia herba alba

Asso.Rosmarinus officinalis L, Association HES/ATBs.



Abstract

Study of the antimicrobial potential of essential oils of two
medicinal plants Rosmarinus officinalis L and Artemisia herba
alba and the effect of their associations with antibiotics

Abstract

Antibiotic resistance and the recent emergence of multidrug-resistant bacteria
represent a permanent danger to public health because of their rapid spread and the difficulty
that doctors have in the treatment of the infection caused by these bacteria. The goal of this
study is to evaluate the antibacterial activity of essential oils from two local aromatic plants
(Artemisia herba alba Asso and Rosmarinus officinalis L) and their associations with different
family ofantibiotics againt six reference microbial strains (Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella
pneumoniae ATCC 4352, Bacillus cereus ATCC 11778 and Aspergillus niger 2CA936) and a
clinical strain Candida albicans.The aromatogram (disks methods) was used to evaluate the
activity of these essential oils, as well as the essential oil/antibiotic associations.The
antimicrobial activity results showed strong activity for Artemisia herba alba Asso oil on all
strains, and more moderate activity for Rosmarinus officinalis L oil,Meanwhile the interaction
tests between oils and antibiotics, two types of interactions were observed during the
HEs/ATBs association (indifferent and synergistic), the synergistic interactions concern the
two plants with the majority of the strains tested. The use of essential oils in combination with
antibiotics could therefore be an alternative to the excessive use of antibiotics in therapy to

treat multidrug-resistant germ infections.

Keywords:Antibacterial activity, Essential oils, Artemisia herba alba Asso. Rosmarinus
officinalis L, Association HES/ATBs.
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Introduction

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a I’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, 1’histoire des peuples montre que ces plantes
ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la composition des parfums et

dans les préparations culinaires (Amarti et al., 2011)

Actuellement, plusieurs questions se sont soulevées concernant d’une part, I’efficacité
et la sécurité des produits chimiques utilisés en médecine ou dans 1’industrie alimentaire. En
effet, en raison des effets secondaires des antioxydants et de la résistance que les micro-
organismes pathogenes établissent contre les antibiotiques (Djeridane et al., 2010 ; Yakhlefet
al., 2011)

Depuis la moitie du 20eme siecle les bactéries multirésistantes représentent un
véritable danger pour la santé publique. Selon ’OMS la résistance aux antibiotiques
représente ’'une des dix plus grandes menaces pour la santé publique auxquelles était

confrontée I’humanité (Philippon, 2008 ; Kempf et al., 2011).

Actuellement, la recherche s’oriente vers des alternatives moins couteuse et moins
dangereuse pour la lutte des bactéries multirésistantes, pour la plupart le choix s’est porté sur
I’utilisation des huiles essentielles ; celles-ci, sont des molécules naturellement présentes dans
différentes parties des plantes et obtenues par divers méthodes d’extraction, elles possédent un
nombre de molécules naturelles complexes dont le pouvoir biologique est puissant contre la
propagation de différents agents microbiens notamment les bactéries, virus et mycetes.
(Bouyahya et al., 2017)

Pour la méme raison, aucune résistance particuliére vis-a-vis des huiles essentielles n’a
étedécrite et il est important de souligner que certaines d’entre elle constituent des alternatives
efficaces ou des compléments aux antibiotiques sans montrer le méme effet secondaire
(Amarti et al., 2008 ; Rosato et al., 2010).

De nombreuses études le plus souvent in vitro se sont intéressées a 1’étude de
I’association des antibiotiques et des huiles essentielles pour surmonter les problémes de
résistance et des effets secondaires associés aux médicaments. Ces recherches révélent une
synergie intéressante entre les antibiotiques et les huiles essentielles étudiées (Rosato et al.,
2010 ; Zafar et al.,2010).

De ce fait, I’objectif de notre étude est de mettre en évidence l'activité antimicrobienne

des huiles essentielles d’Artemisia herba alba Asso et Rosmarinus officinalis, contre six
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souches microbiennes de références (Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352,
Bacillus subtilis ATCC 11778 et Aspergillus niger 2CA936), et une souche clinique Candida

albicans.et leurs associations aux antibiotiques auxquelles elles sont résistantes.
Pour atteindre ces objectifs nous avons réalisé les étapes suivantes :

v' Mise en évidence de I’activité antibactérienne des huiles essentielles par la méthode
des disques vis-a-vis les différentes souches bactériennes

v" Mise en évidence de I’activité antifongiques des huiles essentielles par la méthode
des disques vis-a-vis les différentes souches fongiques / un champignon et une levure.

v Etude de I’association huiles essentielles/antibiotiques par la méthode des disques.

Trois grandes parties sont illustrées dans ce présent mémoire, la premiére aborde une
synthese bibliographique permettant de situer le travail dans son contexte scientifique.
Ensuite, la deuxiéme partie concerne le matériel et les méthodes utilisées pour chaque étape
de travail depuis la réactivation des souches microbiennes, la préparation des dilutions des
HEs, I’étude de I’effet des huiles essentielles sur la croissance des souches testées et 1’étude
de I’association « huile essentielle / antibiotique », Enfin, les résultats obtenus ont été
analyses, discutés et comparés avec des résultats investigateurs sur le theme en question.Ce
mémoire est clbturé par une conclusion qui comporte une série de réflexions scientifiques et

de perspectives qui restent a réaliser dans un avenir proche.
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I. Généralités sur le romarin (Rosmarinus officinalis L)

Le Rosmarinus officinalis L (Romarin) est un arbrisseau qui doit son nom au latin ros, rosée et
marinus, marin. En effet, D’aprés la légende, le Romarin est une plante que I'on retrouvera
seulement dans les régions Ou s'étend la rosée venant de la mer, au petit jour (Leplat, 2017).

Rosmarinus du latin Rose de la mer (Fig 1). Cette étymologie est controversée : en fait "ros"
viendrait d'un nom du latin dérivant de rhus "rhous =sumac" qui rappelle 1’aspect d'arbrisseau

de la plante (Hoefler, 1994).

Figure 1. La plante de Romarin (Abdessultane et Sidamar, 2017 ; Bachene et Benattia, 2020)

1.1. Historique

Le romarin, chargé de symboles chez les Anciens qui en faisait des couronnes, a servi a
I’élaboration d’un remeéde longtemps réputé, « I’Eau de la reine de Hongrie » qui en fait est un
alcoolat : a I’aide de ce remede, la souveraine, agée de 72 ans, guérit des rhumatismes et de la

podagre (Abdessultane et Sidamar, 2017).

Le Romarin, tres prisé par les anciens pour les cérémonies religieuses, n'était que peu utilisé
pour ses propriétés medicinales (Leplat, 2017). Alors que pour Dioscoride et Pline, au début

de notre ere, il était trés estimeé comme plante médicinale et condimentaire (Tessier, 2003).

|.2. Habitat

Le romarin pousse spontanement dans le sud de I'Europe. On le cultive dans le monde entier a
partir de semis ou de boutures au printemps. Il apprécie les climats chauds, modérément secs.
En Algérie on trouve le romarin dans toute les communes, Garrigues, foréts claires, et avec

une floraison annuelle (Beloued, 2001).

L’aire géographique du Romarin est spécifiquement méditerranéenne. Ainsi, il est répandu

dans les pays européens a savoir la France, I’Espagne, et le Portugal. De I’autre coté du
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Gibraltar, on le retrouve au Maroc en Algérie, en Tunisie et en Libye. On le trouve sur les sols
calcaires (Halal, 2010).

1.3. Classification botanique de la plante

Tableau 1. Classification botanique de Rosmarinus officinalis L(Quezel et Santa, 1963)

Regne Plantae

Embranchement Spermaphyte

Sous embranchement Angiosperme

Classe Magnoliopsida

Ordre Tubiflorales

Famille Lamiaceae

Genre Rosmarinus

Espece Rosmarinus officinalis L

1.4. Description botanique

Le romarin est un arbrisseau aromatique qui se reconnait de loin par son odeur.Cette plante

peut atteindre 2m de hauteur, toujours vert, tres rameux (Faiza et Baghloul, 2018).

v Les feuilles sessiles et opposées, sont persistantes et vivaces. Elles sont enroulées sur
les bords) (Fig 2), vertes a la face supérieure, velues et blanchatres a la face inférieure
(Ouibrahim, 2016).

4 La tige, a I’écorce grisatre, écailleuse et fissurée, se divisant en rameaux opposés

tortueux, nceuds distancés de 0,5 a 2mm (Ouibrahim, 2016).

Figure 2. Racines de Rosmarius officinalis L(Laouici et Benabdelkader, 2020)
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v Les fleurs sont réunies au sommet des rameaux) (Fig 3), de couleurs bleues péles a
blanchétre, Pratiquement sessiles, disposées en petites grappes axillaires et terminales (Halal,

extrémité des étamines

extrémité du pistil

- —)4/ (stigmates)

passage pour la récolte
de nectar

levre supérieure
de la corolle

corolle formant

un tube s ’
récoltant le nectar motif coloré
S guidant vers
le nectar
calice
en cloche C—

levre inférieure
de la corolle
(piste d'aterrissage)

style du pistil

base du pistil
(ovaire)

disque produisan

le nectar
2010).

Figure 3. L’organisation de la fleur de Rosmarinus officinalis L(site 1)

v Le fruit est un tétrakéne séche et lisse de forme ovale située au fond du calice) (Fig
4)., dont chaque partie renferme un seul embryon sans albumen (Laouici et Benabdelkader,

2020).

Figure 4. Fruit deRosmarinus officinalis L(site 2)

I.5. La croissance et le développement de la plante

Le romarin est une plante diploide et allogame qui se multiplie aussi bien par propagation
végétative que par voie sexuée. La floraison du romarin dépend essentiellement de la
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pluviométrie automnale. L’espéce produit en conditions favorables de nombreuses

inflorescences en grappes axillaires, & nombre de fleurs variables (3 a 8).

La fécondation conduit & la formation de quatre nucules qui renferment chacun un embryon

bien structuré apres la fécondation (Zaouali et al., 2003).
1.6. La composition chimique

Le romarin est riche en principes actifs. Il contient des flavonoides, des acides phénols,
notamment 1’acide rosmarinique (2 a 3 %). Les feuilles de romarin contiennent de la résine,
de tanin, une substance ameére et environ 1.50 % d’une essence spéciale a odeur aromatique,

saveur chaude et camphrée, de cinéole et de camphre ordinaire (Bérenge et al., 2000).
Les principaux constituants de I’huile essentielle de Romarin sont présentés dans le tableau 2.

Tableau 2. Composition chimique de Rosmarius officinalis L

Représente 1 a 3% de la plante, les principaux constituants

_ ) peuvent étre le 1,8-cinéole, camphre, a-pinene, autre
Huile essentielle ) o . o

monotrepénes (bornéol, limonéne,camphéne, a-terpinéol) (Outaleb

et Tydia, 2016).

Constitués principalement d’acide carnosolique (Fig 5) (environ
Diterpenes phénoliques 0,35%) qui se dégrade facilement en carnosol, et est accompagné
tricycliques d’isorosmanol, derosmariquinone, de rosmaridiphénol

(Outaleb et Tydia, 2016)

) ) Environ 3% de l‘acide  caféique avec  I‘acide
Acides phénols o
rosmariniquenotamment(Barbouche et al., 2001).

Genkwanine, lutéoline, diosmétine, et leurs hétérosides
Flavonesméthylées phégopoline= genkwanine-4-O-glucoside (Barbouche et al.,
2001).

Environ 10% d‘acide oléanolique et 5% de dérivés de 1‘acide
Triterpénes et stéroides ursolique accompagnées de alpha- et béta-amyrines (Barbouche et
al., 2001).

Dérivés de I’acide représentent environ 3,5% et sont constituesprincipalement

cinnamique (tannins)  d’acide rosmarinique (1,1 a 2,5%) (Barbouche et al., 2001).

Autre constituants  Contient polysaccharides acide (environ 67%), traces de salicylates
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traces de salicylates (Barbouche et al., 2001).

Concernant les ¢léments minéraux, la spectrométrie d’émission atomiquea pue identifi¢ 18
éléments Al : 146.48 mg/kg ; Ca : 7791.80 mg/kg ; Fe : 330.16 mg/kg ; K : 14916.23 mg/kg ;
Mg : 1634.55 mg/kg ; Na : 2711.87 mg/kg ; P : 1474.60 mg/kg ; Cr : 97.36 mg/kg ; Sr : 74 .65

Carnosol: R1 (H), R2 (H) Rosmanol: R1 (H). R(OH)
mg/kg (Arslan et al., 2007).

Figure 5. Structure de quelques di terpénes phénoliques du Romarin (Zoubeidi, 2014)
1.7 Utilisation de la plante
Le romarin est employé en médecine traditionnelle dans de nombreux pays.

1.7.1 Usage culinaire

Le romarin, grace a ses propriétés apéritives et digestives, est aussi utilisé en tant qu’épice. En
effet, son parfum résineux rappelant le pin, sa saveur un peu amere mais tres aromatique sont
tres appréciés. S’il est employé en grande quantité, son goiit puissant peut dissimuler celui des

autres ingrédients.

Le romarin est une bonne source naturelle de composés antioxydants. Il est largement utilisé
dans I’industrie alimentaire pour prévenir une éventuelle dégradation oxydative et

microbienne des aliments (Ponce et al., 2008).
1.7.2. Agriculture

Les hautes plaines steppiques connaissent aujourd’hui une forte dégradation qui se traduit par

la réduction du potentiel biologique et la rupture des équilibres écologiques et socio-
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¢conomiques. Afin de préserver et d’améliorer les sols de ces régions, la valorisation des
espéces spontanées (fourragéres et médicinales). Connues pour leurs tolérances a la

sécheresse et a la salinité telle que le romarin, s’avére indispensable (Mouas, 2018).

1.7.3. Industrie alimentaire

Le romarin est trés utilisé en tant que condiment dans le bassin méditerranéen et en Angleterre
pour aromatiser les viandes (poulet, canard, lapin, porc, veau, agneau), les poissons, les
ragouts, les soupes et les légumes (pommes de terre, aubergines,). Il existe du miel
spécialement produit a partir du nectar des fleurs de romarin. Ce miel trés parfumé et appelé

"Miel de Narbonne" ou miel de romarin (Hoefler, 1994).
1.7.4. Industrie de parfumerie

La faculté des extraits de romarin a protégé la peau des lésions cutanées induites par les
radicaux libres. lls ont montreé la validite réelle de la biotechnologie des antioxydants naturels
dans la gestion de l'antivieillissement de la peau (Bousbia, 2011). L’huile du romarin a été
largement répandue pendant des siécles, comme undesingrédients en produits de beauté,

savons, parfums, désodorisants (Arnold et al., 1997).
1.7.5. Utilisations cosmétiques

L’essence de romarin entre dans la composition de I’eau de cologne, du baume opodeldoch,
du baume tranquille, du baume nerval. En homéopathie, on emploie la teinture préparée avec
les feuilles séches contre les maux de téte, I’affaiblissement intellectuel, la chute des cheveux,

la métrorrhagie (Fournier, 1999).
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I1. Généralités sur I’Artemisia herba-alba Asso

Artemisia herba alba ou I’armoise blanche a été décrite par l'historien Grec Xénophon en
1779 dans les steppes du Moyen Orient (Ould Mohamed et Chadli, 2021), c'est une plante
médicinale et aromatique (Fig 6), poussant dans les zones semi-arides et arides du
bassinméditerranéen. Cette herbe est abondante dans de vastes zones, les steppes et le désert

du Sahara d'Algérie (Ouguirti et al., 2021).

Figure 6. Touffe d’Artemisia herba-alba (site 3)

11.1. Habitat et répartition géographique

L’Artemisia Herba-Alba est largement répandue depuis les Tles Canaries et le sud-Est de
I'Espagne jusqu'aux steppes d'Asie centrale (Iran, Turkménistan, Ouzbékistan) (Messai,

2011).

Cette plante pousse dans 1’hémisphére nord. On en trouve surtout en Orient et en Afrique du

Nord. Elle existe également dans I’hémisphére sud, a” Chili. (Fenardji et al., 1974).
o Local : les Hauts plateaux et le Sahara septentrional.
o Regional: Afrique du Nord.
o Mondial : Espagne, Afrique du Nord et Asie occidentale (Bouzidi, 2016).

En Algérie, I’Artemisia herba alba connue sous le nom de « Chih =z » ou encore appelé
semen-contra de barbarie, couvre pres de six millions d’hectares dans les steppes, elle se

présente sous forme de buissons blancs, laineux et espacés (Boudraa et al., 2020).
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I1.2. Identité vernaculaire

Amazight : Ifsi

Arabe : 7l

Francais : Armoise blanche (Yousfi, 2017).

En Anglais : Wormwood.

Nom scientifique : Artemisia herba alba Asso(Ould Mohamed et Chadli, 2021).
I1. 3. Classification botanique de la plante (Quezel et Santa, 1963)

Tableau 3. Classification botanique de Artemisia herba alba Asso(Quezel et Santa, 1963)

Regne Plantae

Embranchement Spermaphyte

Sous embranchement Angiosperme

Classe Dicotylédones

Famille Asteraceae

Sous Famille Asterioideae

Genre Artemisia

Espéece Artemisia herba alba (Asso)

11.4. Description botanique de la plante
11.4.1. Partie aérienne

11.4.1.1. Tige : Ou partie ligneuse et ramifiée, de 30 a 50 cm de long, trés feuillées avec une
souche épaisse (Fig 7). La touffe des tiges est plus importante selon la pluviométrie (Pottier,
1981).

11.4.1.2. Feuille : Elles sont courtes, généralement pubescentes, argentées, pinnati-partites
(Fenardji et al., 1974), petites, sessiles, pubescentes et a aspect argenté (Pottier, 1981). Elles
diminuent de taille au fur et a mesure que les rameaux s’allongent cette diminution de taille
des feuilles entraines une réduction considérable de la surface transparente, et par conséquent

permet & la plante de résister a la sécheresse (Boudraa et al., 2020).

11.4.1.3. Fleurs : Elles sont toutes tubuleuses a corolle peu visible (Gast, 1989), groupées en
grappes, a capitules tres petites et ovoides de 1,5 a 3 mm de diamétre, de couleur jaune a
rougeatre (Bezza et al., 2010).
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Figure 7. Morphologie de la partie aérienne d’Artemisia herba alba Asso (Ouyahya, 1995)

11.4.2. Partie souterraine ou racine

Elle se présente sous forme d’une racine principale, ligneuse et épaisse (Fig 8), bien distincte
des racines secondaires et qui s’enfonce dans le sol tel un pivot la racine pénetre

profondément jusqu’a 40 a 50 centimétres et ne des ramifie qu’a cette profondeur (Boudraa et

N7 Feuille

Racine secondaire

al., 2020).

Figure 8. Morphologie générale de plante d'Artermisia herba alba (Ould Mohamed et Chadli ,
2021)

11.5. Composition chimique de la plante

La matiére séche (MS) apporte entre 6 et 11% de matiére protéique brute. Le taux de f-
caroténe varie entre 1,3 et 7mg/kg selon les saisons (Ould Mohamed et Chadli, 2021).La
valeur énergétique de 1’armoise herbe blanche, trés faible en hiver (0,2 a 0,4 UF/kg MS),
augmente rapidement au printemps (0,92 UF/kg MS) pour diminuer de nouveau en été (0,6

11
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UF/kg MS) (Fenardji et al., 1974). Cette plante présente un équilibre harmonieux entre le
calcium (0.5%) et le phosphore (0.07%). Elle est assez riche en cellulose (26,73%) (Ayad et
al., 2014).

La plante présente un taux de cellulose beaucoup moins élevé malgré que son aspect extérieur
indique I’inverse (17 a 33%) (Bochra et Ghalia, 2021).

11.6. Utilisation de la plante
11.6.1. Utilisation traditionnelle et médicinale

Artemisia herba-alba est lI'une des herbes médicinales les plus populaires couramment
utilisées pour le traitement de nombreuses maladies telles que le rhume, la toux, les troubles
intestinaux, la bronchite, la diarrhée, névralgies, hypertension artérielle et/ou diabéte (Jouad et
al.,2001).

Elle est aussi utilisée en tant que remede de I’inflammation du tractus gastro-intestinal. De
loin le remede le plus fréqguemment cité dans le traitement des diabétes sucré (Boudraa et al.,
2020).

Les feuilles d’Artemisia sont utilisées dans le traitement de la bronchite et des abceés, ainsi
que pour les spasmes et les menstruations, et cela entre dans la cadre du traitement de la

médecine traditionnelle (Baba Aissa, 1991).

L'huile essentielle de cette espéce était connue pour ses vertus thérapeutiques désinfectantes,
anthelminthiques et antispasmodiques. En effet, I'huile essentielle a montré une activité
antibactérienne ainsi qu'une activité antispasmodique sur les lapins (Jaouadi et al., 2014).

Le genre Artemisia est connu pour contenir de hombreux composés bioactifs ; artémisinine
exerce non seulement une activité antipaludique, mais aussi profonde cyto-toxicité contre les

cellules tumorales (Yousfi, 2017).
11.6.2. Utilisation alimentaire

En alimentation, I’armoise blanche est considérée comme 1’ardme de certaines boissons
comme le thé ou le café (Lakehal et al., 2016). Néanmoins, son usage dans I’industrie

alimentaire reste tres limité a cause de la toxicité (Boudraa et al., 2020).
I1. 6.3 Utilisation et intéréts socioéconomique

Les plantes de la famille des Astéracées, auquel appartient I'Artemisia herba alba, ont fait

I'objet de plusieurs études phytochimiques par intérét économique surtout pour leurs huiles
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essentielles. Les molécules identifiées sont les sesquiterpenes lactones, les coumarines et les

hydrocarbures acétyléniques (Rebhi,2019).
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I11. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE) sont des mélanges naturels complexes de métabolites secondaires
volatils (Toure, 2015),obtenu a partir d’une mati¢re premiére végétale botaniquement définie,
soit par entrainement a la vapeur d’cau soit par distillation séche, ou par un procédé
mécanique approprié sans chauffage (Kfoury, 2015).

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(Deschepper, 2017).

111.1. Composition chimique

Les huiles essentielles sont constituées principalement de deux groupes de composés odorants
distincts selon la voie métabolique empruntée ou utilisée (Zaibet, 2018).1I sagit des composés
terpéniques (mono et sesquiterpénes) et des composés aromatiques dérivés du phénylpropane
(Touhami, 2017).

I11.1.1. Les terpenes

Les terpénes sont des hydrocarbures formés par assemblage de deux ou plusieursunités
isopréniques ce sont des polymeéres de 1’isopréne de formule brute (CsHg)n(Ouis, 2015).

On distingue ainsi selon le nombre d’entités isoprénes le groupe des monoterpénes (C1oH1e)
(Fig9), les sesquiterpénes (CisH24), les diterpenes (CxoHs2), les tétraterpenes de huit
isoprénesqui conduisent aux caroténoides et les polyterpénes (CsHg) n ol n peut-étre de 9 a30
(Bounab, 2020).
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Figure 9. Structure chimique de quelques monoterpénes extraits des H.E (Fekih, 2014).
I11.1.2. Les composés aromatiques

Contrairement aux dérivés terpéniques, les composés aromatiques sont moins de présence
dans les huiles essentielles. Mais il est considéré comme un ensemble important (Bencheikh,
2017) car ils sont généralement responsables des caracteres organoleptiques traditionnels des
huiles essentielles (Fig 10) (Joachim, 1999).

ICIH (|7H:
?H CH
CHO g“z
Aldéhyde cinnamique Eugénol
CH=CH-CH; CHO CHL>-CH=CH,
OCH,
H3CO O
OCH, OCHI, o
Anéthole Aldéhyde anisique Safrole

Figure10. Exemple de composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Joachim,1999).

111.2. Site de localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles se rencontrent presque exclusivement dans I'embranchement des
spermatophytes (Joachim, 1999).Tous les organes peuvent en renfermer des huiles
essentielles : fleurs (bergamotier), feuilles (eucalyptus, laurier), racines (vétiver), écorces
(cannelier), fruits (anis, agrumes, badiane), graines (muscade), rhizomes (gingembre) et bois
(bois de rose) (Zaibet, 2018).

111.3. Fonction des huiles essentielles dans la plante

Les plantes les utilisent pour se protéger contre les virus et tous pensent qu’il s’agit
d’hormones végétales et aussi sont des messagers entre sorte de parasites et de microbes
(Bencheikh, 2017).

Les composés terpéniques possedent un caractere toxique et répulsif vis-a-vis a de nombreux
insectes ravageurs de plantes, ainsi ils semblent jouer un réle de défense important dans le
regne végétal (Menaceur, 2015).

Barriere contre I'évaporation.
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Protecteur par action antiseptique vis a vis de certains micro-organismes comme les

champignons (Joachim,1999).

I11.4. Les propriéetés physico-chimiques des huiles essentielles
111.4.1. Propriétés physiques

Les essences et les huiles essentielles ont des propriétés physiques communes, qui peuvent

cependant varier en fonction de leur composition chimique :

v A température ambiante, les huiles essentielles sont liquides (Touhami, 2017).

v" Les huiles essentielles sont solubles dans les alcools, dans les huiles fixes et dans la plupart
des solvants organiques (Zaibet, 2018).

v Les huiles essentielles sont souvent colorées en jaunes pale ou incolore a température
ambiante a I’exception des huiles essentielles de camomille, romarin qui est de couleur
bleue claire (Bernard et al., 1988).

v' Leur densité est en général inférieure a celle de I’eau, elle varie de 0,850 a 0,950 sauf pour
les huiles essentielles de cannelle, girofle et sassafras (Touhami, 2017).

v Volatiles, leur volatilité augmente avec la chaleur avec un indice de réfraction élevé.

v Optiquement actives (elles dévient la lumiere polarisée pour la plupart) (Justine, 2019).

111.4.2. Propriétés chimiques

Les huiles essentielles s’oxydent a la lumicre et se résinifient en absorbant de I’oxygene en
méme temps que leur odeur se modifie. Elles absorbent le chlore, le brome, 1’iode avec un
dégagement de chaleur, et peuvent se combiner a 1’eau pour former des hydrates (Touhami,
2017).

Une propriété peut étre considérée comme commune a toutes les huiles essentielles. Elles ont
pratiquement toutes le pouvoir de traverser la peau et de se retrouver plus ou moins

rapidement dans le sang (Randrianarivelo, 2010).

I11.5. La conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles de bonne qualité peuvent se conserver plusieurs années sous certaines
conditions, jusque cing ans pour les H.E.C.T (Huile Essentielle ChémoTypée) par exemple.
Seules les essences de Citrus se gardent un peu moins longtemps (trois ans) (Mayer, 2012).

Il est possible de réduire ’instabilité des molécules constitutives des huiles essentielles en

utilisant des flacons de faible volume en aluminium, en acier inoxydable ou en verre brun,
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entierement remplis et fermés de facon étanche, stockés a basses température, ou conservés
sous atmosphére d’azote (Bruneton, 1993).

II1.6. Mode d’obtention des huiles essentielles

Les HEs et leurs composants sont extraits généralement d’un matériel naturel ou produites par

synthese chimique apres caractérisation et élucidation de leur structure (Kfoury, 2015).

Plusieurs méthodes existent pour extraire les huiles essentielles. Elles sont
baseesprincipalement sur I'entrainement a la vapeur, I'expression, la solubilité et la
volatilité.(Samate, 2001).

En effet, I’extraction a partir des plantes aromatiques aboutit a une HE complexe et le
rendement de cette extraction est sujet a plusieurs contraintes comme la faible teneur en HE
dans le matériel végétal, les variations climatiques, la nature du sol, la nutrition et les

maladies de la plante (Kfoury, 2015).

La neuviéme édition de la Pharmacopée européenne indique que les huiles essentielles sont
obtenues par :

o Hydrodistillation

o Distillation seche

o Procédé mécanique sans chauffage (Deschepper, 2017).

(@)
111.6.1. Hydrodistillation
Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce faite-la plus anciennement utilisée. Le matériel
végétal est immerge directement dans un alambic rempli d'eau placé sur une source de
chaleur. Le tout est ensuite porté a ébullition (Guerrouf, 2017).
La chaleur permet I’éclatement des cellules végétales et la libération des molécules odorantes
qui y sont contenues. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange
azeotropique (El Haib, 2011). Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant. Les huiles
essentielles peuvent étre séparées par décantation aprés refroidissement (Fig 11) (Touhami,
2017).
Ces phénomenes ont étés rendus possibles a 1’échelle du laboratoire grace a I’utilisation d’un

appareillage de type Clévenger (Sutour, 2010).
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Systemé d'eau

pour refroidissement / / Condenseur
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Figurell. Appareillage utilisé pour I'hydrodistillation de 1’huile (Zaibet , 2018).

I11.6.2. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

Les méthodes d'extraction par entrainement a la vapeur d'eau sont basées sur le fait que la
plupart des composés volatils contenus dans les végétaux sont entrainables par la vapeur
deau, du fait de leur point débullition relativement bas et de leur caractere
hydrophobe(Fig12) (Samate, 2001).

Les vapeurs saturées en composés volatils sont condensées (Fig 12) puis décantées dans
’essencier, avant d’étre séparées en une phase aqueuse (HA) et une phase organique (HE) (
Boukhatem et al., 2019) .

A la différence de I'nydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct I'eau et la

matiere végétale a traiter (Guerrouf, 2017).

< Condenseur

Huile essentielle

Colonne de distillation =y

Eau

Matériel végétal

Vapeur

Plaque chauffante — —*

Figure 12. Distillation par entrainement a la vapeur d’eau (Mnayer, 2014 )
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111.6.3. Distillation seche

La distillation seche ou distillation destructive, consiste a chauffer de maniere modérée de la

matiére végétale sans ajout d’eau ou de solvant puis condenser les substances volatiles. Grace
aux faibles températures atteintes lors de I’opération (Bali, 2015).

L’avantage de cette méthode est la température a laquelle se déroule I’extraction : inférieure a

100°C, ce qui évite la dénaturation de certaines molécules thermosensibles (Lucchesi,2005).

ouvercle retourné rempli d’eau . ; .
d Assiette remplie de cendres et de braises

Pétales

Chaudron

Cuvette remplie d’ean

Figurel3. Schéma d'une installation de distillation seche (Ben kadi et al., 2022).

On obtient par ce procédé une huile essentielle de grande qualité, assez fidele a 1’essence
présente dans la plante, mais avec un rendement trés faible. C’est donc une méthode qui

convient aux matiéres premiére particuliérement fragiles (Figl3)(Tuley , 1996).
111.6.4. Expression a froid

Cette méthode n’est utilisée que pour les épicarpes des Citrus (Citrus limonum, Citrus
sinensis...). Toutefois, ce sont des produits fragiles en raison de leur composition en terpenes
et aldéhydes (Chekoual, 2019).

Le principe de ce procédé mécanique est fondé sur la rupture des péricarpes riches en huiles
essentielles. L’huile essentielle ainsi libérée est entrainée par un courant d’eau (Menaceur,

2015).
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111.6.5. Extraction assistée par micro-onde

Le procédé consiste a irradier par micro-ondes de la matiére végétale broyée en présence d’un

solvant absorbant fortement les micro-ondes (le méthanol) (El Haib, 2011).

L’avantage essentiel de ce procedé est de réduire considérablement la durée de distillation et
d’obtenir un bon rendement d’extrait (Boukhatem et al., 2019).

I11. 7. La toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque.
Commetous les produits naturels : "ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger

pour I'organisme" (Piochon, 2008).

Ils peuvent avoir des effets secondaires tres graves, dus a leur pouvoir, en citant par exemple
I’effet irritant qui provient des huiles essentielles riches en thymol ou en carvacrole, 1’effet

allergene provenant des huiles essentielles riches en cinnamaldéhyde (Touhami, 2017).

111.8. Mécanismedel’actionantimicrobiennedeshuilesessentiellesetdesextraitsdePlantes

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des caractéristiques
des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe (Toure, 2015)qui leur permet
de pénétrer les cellules microbiennes et d’y provoquer des altérations fonctionnelles et

structurales, ce qui augmente la perméabilité membranaire des germes et la perturbation de

Augmeniaton de la permeabuate eoasmosmromh doo

Force proton

motrice
Action sur I'ATP intra et

extracelluaire, et sur les
ATPases

Itération des
1ospholipides
embranaires

PR

Effet anti-Quorum
sensing

1 2

proteines
membranaires

Bactérie HE interfére avec
Facteurs de QS 0“’ les facteurs de QS
..

: 2

é Inhibition de la
formation des biofilms

leurs systémes de transport et de production d’énergie (Figl4) (Ouguirti,2022).
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Figure14. Mécanisme d’action et les cibles des HEs sur les cellules microbiennes (Nazzaroet
al., 2013)

On distingue deux sortes d’effets des huiles essentielles sur ces microorganismes :

o Effet bactéricide (bactéricidie) : exercant une activité mortelle
o Effet bactériostatique (bactériostase) : entrainant une inhibition de la croissance
(Bencheikh, 2018).

111.9. Domaines d’applicationdel’huileessentielledu Romarin (Rosmarinus officinalis L

)et (Artémisia herba alba Asso)

v La feuille de Romarin est utilisée, par voie externe, sous forme d'huile, de pommade,
de liniment, comme additif de bain, en tant que traitement complémentaire des pathologies
rhumatismales (Leplat, 2017).

v Les flavonoides et les diterpénes du Romarin lui conferent des propriétés
antioxydantes ce qui lui permet de réduire I'action des radicaux libres (Debuigne et al.,2009).
v Le romarin est composé de puissantes huiles essentielles qui lui conferent
despropriétés:  digestive, stimulante, détoxiquante, diurétique, expectorante, anti-
inflammatoire, antispasmodique, antinévralgique, tonique(Aissaoui et Belaid,2020).

v L’huile essentielle d’A. herba-alba est historiguement connue en meédecine
traditionnelle a base de plantes. De nombreux scientifiqgues ont montré divers effets
biologiques et pharmacologiques de cettehuile, en particulier antimicrobienne (bactéries et
champignons) (Hudaib et Aburjai, 2006).

v L'huile essentielled’A. herba-albaétait connue pour ses vertus thérapeutiques

désinfectantes, anthelminthiques et antispasmodiques (Touil, 2018).
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Notre étude appliquée fut menée au niveau du complexe des laboratoires pédagogiques
de la Faculté des sciences de la nature et de vie a EI Hamma(Photol) pendant une période
d’un mois, sous la direction de responsable du hall de technologie deMme : Chorfi.R

Photographie 1. Complexe des laboratoires pédagogiques de la Faculté des sciences de
lanature et de vie & El Hamma (Khenchela).

1. Objectif du travail

La récente approche sur [’utilisation des plantes médicinales en synergie avec les
antibiotiques, constitue une nouvelle stratégie concernant le probleme de résistance des

bactéries aux antibiotiques.

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

I’efficacité de ces deux agents.

Dans cette étude 1’activité antibactérienne des huiles essentielles des especes (Artemisia herba
alba et de Rosmarinus officinalis)a été évaluée seule et en association avec des antibiotiques
standards sur des bactéries résistantes aux antibiotiques impliquées dans plusieurs infections.
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2. Matériel
2.1. Matériel végétal

Dans cette partie de notre travail, les extraits bruts en huiles essentielles de 1’espéce Artemisia
herba alba et de Rosmarinus officinalis ont été fournis gracieusement et mis & notre
disposition (Photo 2). Par le laboratoire d’ Aromabioil d’extraction des huiles essentielles et

végétales (entreprise) dans la Wilaya de Bordj Bou Arreridj.

Photographie 2.Les huiles essentielles de I’espéce Artemisia herba alba et de Rosmarinus

officinalis

Les informations concernant la récolte ainsi que I’extraction de chaque huile essentielle nous

ont été communiquées comme suit :

Les échantillons de la partic aérienne (tiges et feuilles) d’Artemisia herba alba et de
Rosmarinus officinalis ont été récoltés durant le mois d’avril 2023, dans la Wilaya de Bord]

Bou Arreridj. Les plantes récoltées ont été séchées a I’ombre pendant 10 jours.

2.1.1. Extraction des huiles essentielles

2.1.1.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

C’est I'une des méthodes officielles pour I’obtention des HEs (Fig 15) (Pharmacopée
Européenne, 2007). Dans ce systeme d’extraction, le matériel végétal est soumis a I’action
d’un courant de vapeur sans macération préalable. Les vapeurs saturées en composés volatils
sont condensées puis décantées dans I’essencier, avant d’étre séparées en une phase aqueuse

(HA) et une phase organique (HE). L’absence de contact direct entre 1’eau et la maticre
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végétale, puis entre 1’eau et les molécules aromatiques, évite certains phénomenes
d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de I’huile. De plus, le parfum de
I’HE obtenue est plus délicat et la distillation, réguliére et plus rapide, fait que les notes de
téte sont riches en esters (Raaman, 2006). Les fractions dites « de téte », fragrances trés
volatiles dues a des molécules légeéres, apparaissent en premier. Le plus souvent, une demi-
heure permet de recueillir 95 % des molécules volatiles, ce qui suffit aux besoins de
I’industrie et de la parfumerie, comme pour la lavande. L’emploi en aromathérapie impose de
prolonger I’opération aussi longtemps qu’il est nécessaire afin de récupérer la totalité des
composants aromatiques volatils (Kaloustian et al., 2012 ; Masango, 2005 ; Gavahian et Chu,
2018 ; Boukhatem et al, 2019).

\\ Condenseur

Réact .
eacteur * &

* & * 5
Matiere —hr o,k
végétale **.': *** _

% ** l4—— Huile essentielle
W—— Hydrolat
Cobobe
Vase florentm
Chaudiere

Figure 15.Principe schématisé de I’extraction par entrainement a la vapeur (EVE) (Farhat,
2010)

La conservation de ceshuiles s’est faite a 4°C dans de petits flacons en verre opaque ou

entourés du papieraluminium et fermé hermétiqguement, pour une utilisation ultérieure.

2.2. Milieux de culture

- Mueller Hinton pour 1’étude de la sensibilité des bactéries aux différents extraits.

- Gélose nutritive et bouillon nutritif pour I’isolement et 1’entretien des souches bactériennes.
- Gélose dextrose a la pomme de terre (PDA) pour I'étude de la sensibilité du champignon aux

différents extraits.
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2.3. Matériel Biologique
2.3. 1. Les souches microbiennes testées

Les souches utilisées dans cette étude font partie de deux groupes de microorganismes :
Bactéries a (Gram + et Gram -) et des champignons (Tab 4).

Tableau 4. Sources des souches microbiennes étudiées

Type de

. . Les souches La source
microorganisme

Centre National de Recherche
Escherichia coli ATCC 25922 en Biotechnologie
(Constantine, Algérie)

Centre National de Recherche
Staphylococcus aureusATCC 29213 en Biotechnologie
(Constantine, Algérie)

Centre National de Recherche

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 en Biotechnologie
Les bactéries (Constantine, Algeérie)
pathogénes Centre National de Recherche
Bacillus cereus ATCC 11778 en Biotechnologie

(Constantine, Algérie)

Centre National de Recherche
Klebsiella pneumoniae ATCC 4352 en Biotechnologie
(Constantine, Algérie)

Centre National de Recherche
Les champignons  Aspergillus niger 2CA936 en Biotechnologie
(Constantine, Algérie)

Isolat clinique, issus de

Les levures Candida albicans laboratoire privé, Khenchela

2.4. Antibiotiques
Dans chaque boite d’antibiogramme, on a utiliséSix (6) disques d’antibiotiques. Le choix des

antibiotiques a été fait en fonction de la disponibilité au laboratoire (Tab 5).

Tableau 5. Disques d'antibiotiques utilisés dans I'antibiogramme

Sigle Antibiotique Famille Quantité (ug)
F Nitrofurantoine Nitrofuranes 300
OFX Ofloxacine Fluoroquinolone 5
PT Pristinamycine Streptogramines 15
TE Tétracycline Tétracycline 30
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OoX Oxacilline Pénicilline 5
SP Sulfamide Sulfamides 300
3.Méthodes

3.1. Réactivation des souches microbiennes

Les tests antibactériens doivent étre réalisés a partir de cultures jeunes de 18h a 24heures en
phase de croissance exponentielle. La réactivation des souches a été effectuée par
ensemencement sur le milieu Gélose nutritive (GN) (Annexe 1) pour les souches bactériennes.
Le milieu de culture ensemencé est incubé a 1’étuve de type (MEMMNET) a 37° C pendant
18-24 heures. Et sur le milieu PDA (Annexe 1)pour la levure et le champignon, Le milieu de
culture ensemencé est incubé a I’étuve a 25° C pendant 18-24 heures pour la levure, et 7 jours

pour le champignon.

3.2. Préparation des dilutions des HEs

Les huiles essentielles des plantes ont été dilués a différentes concentrations (1/2, 1/4, 1/8,
1/16) dans le diméthyl sulfoxyde (DMSO).

3.3. Préparation de la suspension microbienne

v A Tl’aide d’une pipette Pasteur, quelques colonies des souches (bactérienne et
levurienne) cibles, bien isolées ont été prélevées a partir d’une culture fraiche de 18 a
24 h puis sont dissociées dans 5 ml d’eau physiologique (Annexe 1) suivi d’une
agitation a I’aide d’un Vortex.

v’ La standardisation de la suspension a 10® UFC/ml, est réalisée a 1’aide d’un
spectrophotometre réglé sur une longueur d’onde de 625 nm.

v' Selon Mac Farland, on admet une DO (625 nm) comprise entre 0,08 et 0,1 qui
correspondent & une concentration de 107 & 108 germes/ml.

v" Cet inoculum sert a ensemencer par écouvillonnage des boites de Pétri stériles
préalablement coulées par la gélose Mueller Hinton (MH) (Annexe 1). Sur une

épaisseur de 4 mm.et séchées 30 min a température ambiante avant emploi.
3.4. Antibiogrammes des souches cibles

La sensibilité de ces souches aux ATBs a été déterminée par la méthode de diffusion sur
gélose MH suivant les recommandations de Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2010).

» Des disques d’ATB de différentes familles sont disposés sur la gélose MH

préalablement ensemencée avec la souche teste par la méthode d’écouvillonnage.
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» Aprés incubation a 37°C pendant 24h, les diamétres des zones d’inhibition sont

mesurés en mm.
3.5. Aromatogramme

L’aromatogramme est une méthode inspirée de I’antibiogramme qui permet de déterminer
I’activité inhibitrice de la croissance bactérienne des huiles essentielles par la mesure du
diamétre d’inhibition autours d’un disque de papier Wattman imprégné d’huile essentielle ou
de produit a base d’huiles essentielles.

3.5.1. Méthode des disques

C’est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antimicrobien sur milieu gélosé a Il'agar
(MH) réalisée dans une boite de Pétri. Le contact se fait par l'intermédiaire d'un disque de
papier Wattman (papier Wattman N°1 de 6 mm de diametre stérile) selon (Rasooli et
Mirmostafa , 2003 ;Toroglu, 2011).

3.5.2. Protocole expérimental

/////

versée dans des boites de pétri pres du bec bunsen. Son ensemencement a été effectué dans les

15 minutes qui ont suivi la préparation de 1I’inoculum selon les étapes suivantes :

v Couler 15ml de la gélose MH en boites de pétri, laisser sécher 15min et solidifier avant
utilisation.

v' Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum préparé (10 UFC/ml).

v L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube, afin
de le décharger au maximum.

v' Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la gélose de haut en bas, en stries serrées en répétant
I’opération 2 fois en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de faire pivoter

I’écouvillon sur lui-méme.

v' Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon par la périphérie de la gélose

3.5.3. Dépot des disques

Apres avoir ensemencé les boites de Pétri contenant de la gélose MH (4 mm d’épaisseur) par
les suspensions bactériennes précédemment préparées de chaque souche utilisée, on dépose a
I’aide d’une pince stérile, les disques de papier Wattman stérilisés, imbibeés des différentes
concentration d’huiles essentielles. Appuyant légérement, pour assurer un contact uniforme

avec le milieu. En les espacant suffisamment pour éviter les chevauchements.
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Les boites de pétri sont ensuite laissées sur la paillasse pendant 30 mn pour la saturation des
disques en produits et leur diffusion dans la gélose. Elles sont par la suite, mises a I’étuve a
37°C pendant 24 heures pour les bactéries et a 25°C pendant 24h pour la levure. (Rebai et

Saidi sief, 2017).L’expérience est répétée trois fois pour chaque souche bactérienne.
3.5.4. Lecture

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition (en mm) avec précision a
I’aide d’une régle décimale a I’extérieur de la boite fermée (Rebai et Saidi sief, 2017).

Les diametres sont mesurés en mm et le résultat étant la moyenne des trois essais.

La sensibilité des souches testées envers 1’huile essenticlle est classée selon les diamétres des
halos d’inhibition (Ponce et al., 2003).

- diametre < 8mm : non sensible (-) ou résistante

- diameétre compris entre 9 a 14 mm : sensible (+)

- diameétre compris entre 15 a 19 mm : tres sensible (++)

- diamétre > 20 mm : extrémement sensible (+++).

3.6. Etude de ’association « huile essentielle / antibiotique » par la méthode des disques

La méthode utilisée pour évaluer ’activité antibactérienne de 1’association HEs/ATBs est
celle de diffusion sur milieu solide préconisée par(Halawani, 2009 ; Mandal et al., 2010
;Toroglu, 2011).

Les disques d’antibiotiques de 6 mm de diametre sont déposes sur la gélose de chaque boite
MH préalablement ensemencée .A 1’aide d’une micropipette, 10 ul d’HEs sont déeposés sur
chaque disque d’ATB, Les boites sont laissées diffuser a 4°C pendant 2 h puis incubées a
37°C pendant 24 h. Apres incubation, le diamétre des zones d’inhibition est mesuré en mm.
Le résultat étant la moyenne de trois essais (Photo 3).

Les données ont été analysées comme suit :

Indifférence :les deux zones d’inhibition de ’HES seule et de 1’association HEs/ATBs restent
inchangées.

Antagonisme :la zone d’inhibition de 1’association HES/ATBS est moins importante que celle
de I’'HE toute seule.

Synergie : la zone d’inhibition de 1’association HES/ATBs est plus importante que celle de

I’HE toute seule.

27



Partie I1. Matériel et Méthodes

Photographie 3. Evaluation de la synergie (Huile essentielle / Antibiotique)

3.7. Etude de P’activité antifongique des huiles essentielles

3.7.1. Technique de dilution sur milieu solide

Cette technique est appliquée sur des boites de pétri (9 mm) pour déterminer le taux de
croissance ou le taux d’inhibition d’une souche microbienne. 1000 ml du milieu PDA sont
prépareés, stérilises, puis conservés. Avant chaque utilisation, le milieu PDA solide est placé
dans I’eau bouillante puis introduit au bain-marie pour ramener sa température a 45°C. Pour
la préparation des différentes concentrations en huile essentielle a tester, des flacons contenant
60 ml de PDA sont additionnés d’un volume d’huile essentielle (0.6, 0.3, 0.15, 0.03 et 0.006
ml) et mélangés a 1.8 ml de tween 80 a 3% pour obtenir des dilutions de 1, 0.5, 0.25, 0.05,
0.01%. Chaque flacon est homogénéisé instantanément par agitation puis son contenu est
vers¢ dans des boites de pétri. Le mélange ainsi versé est laissé au repos jusqu’a
refroidissement et solidification.

Des disques de mycélium Aspergillus niger 2CA936de 6mm de diamétre sont déposés au
centre de la boite de Pétri contenant le milieu PDA préparé au préalable avec les différentes
dilutions en huile essentielle. Les boites de pétri (témoins et essais) sont incubées a 25°,

pendant 7 jours.
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Partie I11. Résultats et Discussions

|. Etude de ’activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne de 1’huile essenticlle du romarin et de I’armoise blanche a été
évaluée selon la technique de diffusion sur milieu solide, par la mesure du diamétre de la zone
d’inhibition autour des disques a 1’égard de 5 germes bactérien soit : E. coli (Gram -),
S.aureus(Gram+),B.cereus (Gram+),K.pneumoniae (Gram -),et P. aeruginosa (Gram -),et la
levure candida albicans aprés 24 heures d’incubation a une température de 37 °C pour les

bactéries et 25°C pour la levure.

La sensibilité des souches a I’action des huiles essentielles est déterminée comme Suit :
v Diamétre < 8mm : non sensible (-) ou résistante
v Diamétre compris entre 9 a 14 mm : sensible (+)
v Diametre compris entre 15 a 19 mm : trés sensible (++)
v

Diametre > 20 mm : extrémement sensible (+++).

1.1. Effet de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba sur la croissance des souches testées

Les résultats de ’effet antimicrobien de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba sur les
souches microbiennes sous 1’action de différentes concentrations de I’huile, sont présentés

dans le tableau 6

Tableau 6.Résultats de 1’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle d’Artemisia herba alba

Escherichia coli 26 22 12 11
Bacillus cereus 16 15 12 10
Staphylococcus aureus 18 18 10 10
Pseudomonas aeruginosa 14 14 11 8
Klebsiella pneumoniae 16 14 14 12
candida albicans 30 23 22 19

L’étude de I’activité antimicrobienne d’huile essentielle d’Artemisia herba alba a permis de
réveler une importante activité inhibitrice quant a la croissance de toutes les souches testées.
S. aureus, d’E. coli et de P. aeruginosa. K. pneumoniae,B. cereus et la levure Candida

albicans , avec des degrés de sensibilité différents, La plus grande activité inhibitrice est
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observée avec les fortes concentrations de 1’huile essenticlle d’Artemisia herba alba (1/2 et
1/4) avec des zones d’inhibition allant de 30 mm a 23mm sur la levure Candida albicans , 26
mm & 22 mm sur E .Coli , 16 mm sur B. cereus, 18 mm sur S. aureus,14 mm sur P.
aeruginosa et de 16 mm sur K. pneumoniae. Tandis que les diamétres de zones d’inhibition
avec les faibles concentrations de 1’huile (1/8 et 1/16) montrent une faible sensibilité de toutes
les souches testées. La différence dans la sensibilité des espéces microbiennes suggeére la

susceptibilité des différentes souches aux composés bioactifs des huiles essentielles. (Fig 16).

Effet de ’huile essentielle d’Artemisia herba alba sur les
souches microbiennes
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Figure 16. Représentation graphique des diamétres d’inhibition en mm des souches testées en

présence de I’huile essentielle de I’armoise blanche

D’apres les résultats de 1’activité antimicrobienne de I’huile essentielle d’Artemisia herba
alba la plus grande valeur du zone d’inhibition est observée chez la levure Candida albicans
soit 30 mm. Suivie par E. coli avec 26 mm comme diamétre, Tandis que la valeur de la
souche Pseudomonas aeruginosa présente 14 mm comme la plus faible zone d’inhibition

parmi les souches testées.
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1.2. Effet de I’huile essentielle Rosmarinus officinalissur la croissance des souches testées
Les résultats de D’effet antimicrobien de ’huile essentielle Rosmarinus officinalis sur les
souches microbiennes sous ’action de différentes concentrations de 1’huile, sont présentés

dans le tableau 7.

Tableau 7.Résultats des diametres des zones d’inhibition (mm) de différentes souches
microbiennes en présence de différentes concentrations de I’huile essentielle Rosmarinus

officinalis.

Concentration

Y Ya 1/8 1/16

Souche microbienne

Escherichia coli 18 14 14 11
Bacillus cereus 22 14 10 8
Staphylococcus aureus 7 7 7 7
Pseudomonas aeruginosa 8 8 8 8
Klebsiella pneumoniae 8 8 7 7
candida albicans 16 14 12 10

Grace aux résultats obtenus, il a été réveélé qu'il y avait un effet antibmicrobien de 1’huile
essentielle Rosmarinus officinalis sur la majorité des souches testéesavec les différentes
concentrations.

Les résultats du Tableau 7 montrent que R. officinalis est tres active sur la levure Candida
albicans pour les concentrations 12, 1/4, 1/8 etl/16. Avec des zones d’inhibition allant de 16
mm a 10mm. De 22 a 10 mm pour Bacillus cereus et 18 a 11 mm pour E.coli.

Par ailleurs les HEs de Rosmarinus officinalis apparaissent moins actives, avec des zones
d’inhibition inférieur a 8 sur les souches S. aureus, P. aeruginosa et K. pneumoniae., avec

toute les concentrations de 1’huile utilisées (Fig 17).
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Effet de I’huile essentielle Rosmarinus officinalis
sur les souches microbiennes
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Figure 17. Représentation graphique des diamétres d’inhibition en mm des souches testées en

présence de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis

D’aprés les résultats de I’activité antimicrobienne de I’huile essenticlle de Rosmarinus
officinalis,la plus grande valeur de la zone d’inhibition est observée chez la souche Bacillus
cereus suivie par Escherichia coli et levure Candida albicans, contrairement aux souches
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumoniae qui montrent une
trés faible sensibilité avec des diamétres d’inhibition inférieur a 8.

La Photographie 4 montre quelques images des zones d’inhibition sous 1’action des huiles

essentielles d’Artemisia herba alba et Rosmarinus officinalis sur la levure Candida albicans.

officinalissur la levure Candida albicans
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La Photographie 5 montre quelques images des zones d’inhibition sous 1’action des huiles
essentielles d’Artemisia herba alba et Rosmarinus officinalissur les différentes souches

bactériennes.

Photographie 5. Effet des huiles essentielles d’Artemisia herba alba et Rosmarinus

officinalissur les souches E. coli (A,Al) B. cereus (B,B1) et K. pneumoniae(C).
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D’apres les résultats obtenus, il apparait que les deux HEs utilisés inhibent la croissance des
souches testées avec des degrés de sensibilité différents. Cette sensibilité est attribuée
principalement a 1’activité antibactérienne des molécules lipophiles capables de pénétrer la
double couche phospholipidique, entrainant alors un changement de conformation et un

mauvais fonctionnement de la membrane cellulaire (Calsamiglia et al., 2007).

Toutefois, I’HEs d’A.herba Alba présente une activité antibactérienne considérable al’¢gard
de ces souches et en comparant avec ’huile de Rosmarinus officinalis qui n’est pas efficace
contre toutes les souches (aucune activité signalée contre les souches S. aureus, P. aeruginosa
et K. pneumoniae), cette activité peut étre expliquée par leurs richesses en composés oxygénés
(chrysonthénone, camphre, a-terpin-7-al et trans-p-terpinéol) Ghanmi et al. (2010) et Zouari
et al. (2010) ont testé I’activité de cette huile vis-a-vis de différentes souches Gram négatif,
notamment sur E. coli qui a révélé une zone d’inhibition de 11,33 + 0,6 mm, Sachant qu’ils
ont utilisé¢ 10ul de I’'HE brute.

Tandis que celle de R. officinalis a affichée une activité modérée si non moyennement faible

vis-a-vis de toutes les bactéries testées.

Nos résultats sont en général en accord avec ceux rapportés par la littérature. Les résultats
obtenus avec les bactéries E-coli et S. aureus sont en accord avec ceux obtenus par (Goudjil
et al., 2016). E-coli (12,2 mm), S. aureus (11,33 mm). Alors que (Zouari et al., 2010) montre
que I’HE d’Artemisia herba alba n’est pas active totalement sur P. aeruginosa contrairement

a ce que nous avons également obtenu pour notre huile.

Pour Klebsiella pneumoniae, notre huile d’Artemisia herba alba a montré une activité elevée
(16 mm) une différence des résultats est remarquée avec celle de (Akrout et al., 2010) qui a
réalisé une étude avec 1’huile essentielle extraite de feuilles d’Artemisia herba alba du sud de
la Tunisie, qui a trouvé une inactivité contre cette bactérie. Ainsi que 1’activité antibactérienne
de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba de 1’ouest du Maroc a ét¢ mis en évidence par

(Imelouane et al, 2010) qui a montré une activité contre K. pneumoniae de (16 mm).

Nombreux chercheurs ont confirmé 1’effet antibactérien de 1’huile d’armoise blanche et
romarin vis-a-vis B.cereus (Kechker et al., 2017) ont montré que Bacillus cereus manifeste
une sensibilité a I’HEs brute de 1’armoise blanche qui est considéree avec respectivement

modérément (19mm).

Il 'y a des résultats opposés a nos résultats (Mathlouthi et al., 2009) Ont été déclaré que le

romarin n'inhibe pas la croissance de Bacillus cereus .
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I1. Etude de P’activité antifongique

L'activité antifongique des huiles essentielles a été testée par la méthode de diffusion et

I'appréciation des diameétres des zones d'inhibition in vitro.

11.1. Effet de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba et R. officinalis sur la croissance

d’Aspergillus niger

Aprés 7 jours d’incubation a 25°C, les résultats obtenus montrent que les diametres de
croissance varient significativement en fonction des concentrations des huiles essentielles

testées.

En absence d’extraits d’huile essentielle (témoin en présence de tween), on remarque la une
croissance mycélienne importante d’Aspergillus niger, alors qu’en présence de 1’huile
essentielle d’Artemisia herba alba et Rosmarinus officinalis, la croissance mycélienne est
significativement diminuée jusqu’a inhibition compléte et ceci en fonction de la concentration

utilisée (Tab 8).

Tableau 8.Effet des HEs d’A. Herba alba et R. officinalis sur la croissance d’Aspergillus

niger

A. Herba alba R. officinalis

rs

J1 J2 J3 J4 J J6 J7 |J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7

Concentration

Témoin +H- + A+ A A -+ A e
30 - + o+ 4+ A A | - - + + ++ |+ |+
60 - - - + o+ | - - +  ++
300 ol I I - - - ol I - - -
500 ol I e B - - - ol N I - - -
600 ol I I - - - ni L I - - -

+ : croissance mycélienne - . Absence de la croissance mycélienne
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On remarque d'apres les résultats de lecture qu'il y a une activité contre les champignon, mais

seulement avec les fortes concentrations des deux huiles utilisés (300 ,500, et 600
microlitre).R.officinalis(Photo 6) et A.herba alba (Photo 7).

Photographie 6. Etude la croissance de Aspergillus niger sous effet d’huile essentielle de
R.officinalis

Photographie 7. Etude la croissance de Aspergillus nigersous effet d’huile

essentielled’A.herba alba
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D’apres ces résultats, il apparait clairement que la croissance est visible dés les premier jours
d’incubation pour les faibles concentrations de 30 et de 60 alors que pour les fortes
concentrations (300,500, et 600), aucune croissance n’a été observée pendant les sept jours

d’incubation avec les deux huiles Rosmarinus officinalis et Artemisia herba alba.

Le témoin a montré des valeurs croissantes tout au long de la période d’incubation, ceci
implique que ’activité antifongique est due uniquement aux substances renfermées dans les

deux huiles utilisées.

Les mécanismes d’action des huiles essentielles par lesquels la croissance mycélienne peut
étre réduite ou totalement inhibée ont été proposés. Ainsi, (Lucini et al., 2006 ; El badawy et
al., 2014) ont indiqué que les huiles essentielles agiraient sur 1’hyphe du mycélium, ce qui
provoque la sortie des composants du cytoplasme, la perte de la rigidite et I'affaiblissement de
I’intégrit¢ de la paroi cellulaire de I’hyphe, entrainant son effondrement et la mort du

mycélium.

Le pouvoir antifongique des huiles essentielles du romarin et de 1’armoise blanche pourrait
étre attribué a la présence de composants antifongiques classés dans la liste des constituants a
activité antifongique tels que : le myristicine, le curcumene, le caryophyllene, I’élemicine, le

pinene, le teroinéne et le terpinolene (Duke, 2009).

L’estimation donnée par (Moreira et al., 2005 ;Djeddi et al., 2007), nousa permis de
considérer Candida albicans, Aspergilus niger comme des souches extrémement sensibles
aux huiles essentielles étudiées.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par (Santoyo et al., 2005 ;Celiktas et al.,
2007). qui ont montré que I’huile essentielle de romarin présenteune activité antifongique

importante.

I11. Etude de ’association « huile essentielle/antibiotique »
Dans le cadre de notre étude six antibiotiques (OFX, PT, TE, SP, F, OX) ont été utilisés en
combinaison avec les deux huiles essentielles étudiées (A.herba alba et R.officinalis), les

résultats des tests sont présents dans les tableaux 10 et 11.

I11.1. L'antibiogramme
Afin d’évaluer la sensibilit¢é des souches bactériennes, six antibiotiques appartenant a

differentes familles ont été utilisés et les résultats sont mentionnés dans le tableau (9).
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Tableau 9. Résultats de I'antibiogramme vis-a-vis les souches a testées

Souche  Escherichia  Bacillus  Staphylococcus Pseudomonas  Klebsiella

ATB coli cereus aureus aeruginosa  pneumoniae
Nitrofurantoine S R S R R
Ofloxacine S S S S R
Pristinamycine R R S R R
Tétracycline S R S R R
Oxacilline R R S R R
Sulfamide S R S S R

(R):souche résistante. (S):souche sensible.

Staphylococcus aureus montre une sensibilté vis-a-vis les six antibiotiques utilisés .Tandis
que Bacillus cereus sensible seulement a I’ATB Ofloxacine, alors que la souche K.
pneumoniaea montré unerésistance a tous les antibiotiques testés .Concernant P. aeruginosa ,
elle ne montre une sensibilité qu'avec I'ofloxacine,et Sulfamide.

Pour la soucheE. coli est sensible a I’ofloxacine,NitrofurantoineTétracycline et sulfamide.

111.2. Etude d'effet de combinaison huile essentielle /antibiotique
Les tableaux 10 et 11 Montrent les résultats des diamétres des zones d’inhibition (mm) en
présence de différentes concentrations de [’huile essentielle d’Artemisia herba alba et

Rosmarinus officinalis respectivement avec de différents disques d'antibiotiques.
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Tableaul0.Résultats des diamétres des zones d’inhibition (mm) en présence de différentes concentrations de 1’huile essentielle d’Artemisia herba

alba et de différents disques d'antibiotiques

La plante

Artemisia herba alba

Les souches

Escherichia coli

Bacillus subtilis

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

ATB

OX| F |SP|OFX |PT|TE|OX | F|SP|OFX |PT | TE|OX | F |SP|OFX [PT | TE|OX | F|SP|OFX |PT | TE|OX | F|SP | OFX | PT | TE

Concentrations

1
/2 24 33,5 20 32 34 36 8 12 10 34 7 10 10 12 11 25 8 10 10 16 10 S 10 10 10 12 9 S 10 10
1
/4 22 30 20 33 30 34 8 12 9 30 7 10 8 12 8 25 8 10 14 16 14 S 10 10 10 12 9 S 10 10
1/8 24 31 20 31 30 34 8 12 8 32 8 10 10 12 8 25 10 9 14 14 16 S 10 10 14 12 9 S 10 10
1/ 16 18 30 14 30 28 30 8 12 8 32 8 10 10 10 10 25 11 10 10 10 14 S 10 10 10 12 9 S 10 10
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Tableaull.Résultats des diameétres des zones d’inhibition (mm) en présence de différentes concentrations de 1’huile essentielle Rosmarinus

officinalis et de différents disques d'antibiotiques.

La plante

Rosmarinus officinalis
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Les souches

Escherichia coli

Bacillus subtilis

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

A
OX| F |SP|OFX |PT| TE|OX | F |SP|OFX |[PT| TE|OX | F |SP [OFX |[PT |TE |OX | F |SP |OFX |PT |TE |OX | F | SP | OFX | PT | TE
Concentrations
) 21 335 20 32 34 | 36 8 |12 8 35 7 10 9 |12 | 10 25 8 10 | 10 | 16 | 10 S 10 | R 0 (12| 9 S 10 | 10
a 21 | 30 | 20 33 30 | 34 8 |12 8 36 R | 10 8 |11 | 8 25 7 1 | 14 |16 | 14 S 0 | 10 | 10 12| 9 S 10 | 10
1/8 15 | 31 | 20 31 30 | 34 8 |12 8 34 8 10 | 10 |12 | 8 25 9 9 14 | 14 S 0 | 10 | 10 |12 ] 9 S 10 | 10
1/16 14 | 30 | 14 30 28 | 30 8 |12 8 34 9 10 | 12 |12 | 10 25 1 | 10 | 10 | 10 S 0 | 10 | 10 |12 | 9 S 10 | 10
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Le tableau 10 et 11 représentent les résultats obtenus avec I'utilisation de 1’huile essentielle
d’Artemisia herba alba etRosmarinus officinalis, aprés la comparaison entre les diametres des
disques d’antibiotiques combinés a I’huile essentielle a différentes concentrations de 1’huile, a
celle de I’huile seule,sur les différentes souches bactériennes, nous constatons que le diameétre
obtenu de I’huile utilisée seule est bien inférieur a ceux des combinaison dans le cas de

toutes les souches utilisées. (Photo 8 et 9).

L’analyse des donnés montre que 1’association de I’HE de Artemisia herba alba et
Rosmarinus officinalis a donné une interaction indifférente en association avec SP et OX et un
effet synergique en association avec TE, PT, OFX, F pour souches E .coli par rapport a celle
de I’huile seule, , avec des diamétres des zones d’inhibition de 26 mm pour 1’huile Artemisia
herba alba seule et 36 mm en association avec ’ATB , Tandis que I’huile Rosmarinus
officinalis seule a donné une zone d’inhibition de 18 mm, et 36 mm pour en association avec

les différents ATB utilisés.

Les souches Bacillus cereus,Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae ont montré
une résistance a tous les antibiotiques testés seuls, Par contre son association avec I’HEs de
Artemisia herba alba ainsi que Rosmarinus officinalis révéle un effet moyennement
synergique, ceci se montre par une augmentation des zones d’inhibitions par rapport a celle de
I’ATB seul.

De nombreux travaux rapportés que 1’activité biologique d’une huile essentielle est en rapport
avec les composés majoritaires, plus particulierement la nature de leurs groupements
fonctionnels et les possibles effets synergiques entre les constituants (Oussou et al., 2008),
cette activité est encore attribuable & une ou plusieurs molécules actives présentes méme en
faible proportion dans les huiles essentielles qui peuvent agir de maniere synergique (Daouda,
2015 ; Lahlou, 2004).

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles dépend également du type des
microorganismes ciblés, elle est variable d’une souche bactérienne a une autre. Elles peuvent
étre bactéricides ou bactériostatiques (Oussou et al., 2008), En effet dans cette étude, toutes
les huiles essentielles examinées ont montré une activité antimicrobienne vis-a-vis des

souches testées.

L’effet synergique des combinaisons HEs/ATB contre les bactéries Gram- a été rapporté par

(Durate et al., 2012), qui ont montré que 1’essence de coriandre exerce une activité synergique
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contre A.baumannii, lorsqu’elle est associée avec des antibiotiques conventionnels

(gentamicine, ciprofloxacine et tétracycline).

D’autre part, (D'Arrigo et al., 2010) ont montré que I’huile essentielle de Melaleuca
alternifolia exerce une activité synergique contre E. coli lorsqu’elle est associée avec la

Tobramycine.

Les activités variables observées avec les différentes huiles (synergie, antagonisme et
indifférence), peuvent étres expliquer par le mode d’action des composés des HEs, les
composeés des difféerentes HEs ne réagissent pas de la méme maniére en les combinant avec
les antibiotiques testés. (Gallucci et al., 2006) ont rapporté dans leur étude que I'utilisation des
terpenes combinés avec la pénicilline a pu augmenter I’activité de ces dernieres contre des
souches bactériennes a Gram négatif en leur conférant une meilleure capacité de transport a

I’intérieur de la cellule bactérienne.
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\ ——
a- Images montrant les zones d’inhibition d 'E. Coli sous ’action de I’huile essentielle
d’Artemisia herba alba et Rosmarinus officinaliset différents disques d’antibiotiques.

— e

b- Images montrant les zones d’inhibition de B.cereus sous 1’action de I’huile essentielle
d’Artemisia herba alba et Rosmarinus officinaliset différents disques d’antibiotiques.

c- Images montrant les zones d’inhibition de S.aureus sous 1’action de I’huile essentielle
d’Artemisia herba alba et Rosmarinus officinaliset différents disques d’antibiotiques.

Photographie 8. Images montrant les zones d’inhibition dessouches bactériennes sous

I’action de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba et Rosmarinus officinaliset différents
disques d’antibiotiques.a- E.coli, b-B.cereus et c- S.aureus
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— 5

a- Images montrant les zones d’inhibition de P.aeruginosa sous I’action de I’huile
essentielle d’Artemisia herba alba et Rosmarinus officinaliset différents disques

d’antibiotiques.

b- Images montrant les zones d’inhibition de K.pneumonie sous 1’action de 1’huile
essentielle d’Artemisia herba alba et Rosmarinus officinaliset différents disques
d’antibiotiques.

Photographie 9. Images montrant les zones d’inhibition dessouches bactériennes sous
I’action de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba et Rosmarinus officinaliset différents
disques d’antibiotiques. a- P.aeruginosa, b- K.pneumoniae
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Conclusion

L’axe de notre recherche couvre 1’étude de l'activité antibactérienne des huiles
essentiellesd’Artemisia herba alba Asso et Rosmarinus officinalis, différentes souches
microbiennes.et leurs associations aux antibiotiques auxquelles elles sont résistantes.

En effet, ce travail a permis d’atteindre les objectifs que nous avons fixé au début,
d’évaluer I’activité antibactérienne des huiles essentielles de deux plantes médicinales
aromatiques qui sont Artemisia herba alba Asso et Rosmarinus officinalissur les différentes

souches d’une part et d’évaluer 1’efficacité de leur association avec les antibiotiques.

Les deux huiles essentielles se sont montrées efficaces contre les souches testées,
cependant, I’huile essentielle de Artemisia herba alba Asso a manifesté le plus grand pouvoir
antimicrobien avec des diamétres importants d’activité allant de 26 mm a 30 mm avec les
souches bactériennes et avec une activité plus prononceée sur la levure testée, Tandis que celle
de R. officinalis a affichée une activité modérée si non moyennement faible vis-a-vis de toutes

les bactéries testées.

Une inhibition compléte de la croissance du champignon Aspergillus niger a été
remarquée avec les différentes concentrations utilisées des deux huiles. Ce qui peut
s’expliquer par le profil chimique des huiles riche en composés connus pour leur pouvoir

antibactérien tels que les cétones.

Les résultats de I’association des huiles essenticlles étudiées avec les différents
antibiotiques ont donné diverses interactions contre les différentes souches utilisées (des
interactions synergiques,et interactions indifférentes). Ces résultats témoignent du grand
potentiel que présentent les huiles essentielles pour accéder aux différentes cibles cellulaires

de ce fait, la résistance aux antibiotiques sera limitée.

A D’issue de ce travail, nous émettons quelques réflexions et recommandations sous

forme de perspectives pour I’amélioration de 1’utilisation des huiles essentielles utilisées

v' D’autres études de D’association « huiles essentielles/antibiotiques  »
sontrecommandées afin d’aller plus loin dans la recherche concernant ce domaine.

v' Une étude de conception d’une formule médicamenteuse qui combine entre les
antibiotiques et les huile essentielle présentant des effets synergiques en association et
ce dans le but de lutter contre les bactéries manifestant une résistance aux agents
antibactériens.

v L’application de cette formule médicamenteuse in vivo pour vérifier I’efficacité de

cette formule et connaitre leurs effets secondaires possible.
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Annexes




Annexe 01

% Composition des milieux de cultures utilisés au niveau du Laboratoire pédagogique de

la Faculté des sciences de la nature et de vie a El Hamma, sous la direction de

responsable du hall de technologie Mme : Chorfi. R

+«+ Milieux de culture utilisés (pour un litre de milieu)

Eau physiologique

Stérilisation & 120 °C/15 min

Composition Quantité/ litre
NaCl 9g
Eau distillée 1L

Compositions et préparation des milieux de culture

Gélose nutritive (GN)

Autoclaver a 120°C pendant 20mn

Peptone 59
Extrait de viande 19
Extrait de levure 29

NaCl 59
Agar 7.5¢
pH 7.2

Eau distillée 1L



Peptone trypsique de caséine 17,5¢
Extrait de viande 29
| cwEm  Gudim
Peptone trypsique de caséine 17,59
Extrait el viande 28
Amidon 1,59
Agar 15¢
pH 7.2
Eau distillée 1L

Mueller Hinton

Potato Dextrose Agar PDA

Autoclaver a 120°C pendant 20mn

Glucose 20g
Pomme de terre 200g
Agar 200g

pH 6,5

Eau distillée 1L
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Résumé

L’antibiorésistance et 1’émergence récente des bactéries multirésistantes représentent un danger
permanant pour la santé publique, de par leur diffusion rapide et la difficulté que rencontrent les
médecins pour le traitement des infections provoquées par ces bactéries. L’objectif de cette étude est
d’évaluer I’activité antibactérienne des huiles essentielles issues de deuxplantes aromatiques locales
(Artemisia herba alba AssoetRosmarinus officinalis L) et leursassociations avec des antibiotiques de
différentes familles sur des souches microbiennes de références (Escherichia coli ATCC
25922 Staphylococcus aureusATCC 29213,Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,Klebsiella
pneumoniae ATCC 4352,Bacillus cereus ATCC 11778 et Aspergillus niger 2CA936) et une souche
clinigue Candida albicans. L'aromatogramme en milieu solide (méthodes des disques) a été utilisé
pour évaluer l'activité de ces huiles essentielles ainsi que les associations huiles essentielles
/antibiotiques. Les résultats d’activit¢ antimicrobienne ont montré une forte activité pour 1’huile
d’Artemisia herba alba Asso sur toutes souches,et une activité plus modérée pour I’huile de
Rosmarinus officinalis L,Quant aux tests d’interaction entre les huiles et les antibiotiques, deux types
d’interactions sont observés lors de 1’association HEs/ATBs (indifférentes et synergiques), les
interactions synergiques concernent les deux plantes avec la majorité des souches testées. L utilisation
des huiles essentielles en combinaison avec les antibiotiques pourrait étre de ce faite une alternative a
I’utilisation excessive des antibiotiques en thérapeutique pour traiter les infections a germes
multirésistants.

Mots clés :Activité antibactérienne, Huiles essentielles, Artemisia herba alba Asso.Rosmarinus officinalis L,
Association HES/ATBs.

Abstract

Antibiotic resistance and the recent emergence of multidrug-resistant bacteria represent a permanent
danger to public health because of their rapid spread and the difficulty that doctors have in the
treatment of the infection caused by these bacteria. The goal of this study is to evaluate the
antibacterial activity of essential oils from two local aromatic plants (Artemisia herba alba Asso and
Rosmarinus officinalis L) and their associations with different family ofantibiotics againt six reference
microbial strains (Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352, Bacillus cereus ATCC 11778 and
Aspergillus niger 2CA936) and a clinical strain Candida albicans.The aromatogram (disks methods)
was used to evaluate the activity of these essential oils, as well as the essential oil/antibiotic
associations.The antimicrobial activity results showed strong activity for Artemisia herba alba Asso
oil on all strains, and more moderate activity for Rosmarinus officinalis L oil,Meanwhile the
interaction tests between oils and antibiotics, two types of interactions were observed during the
HEs/ATBs association (indifferent and synergistic), the synergistic interactions concern the two plants
with the majority of the strains tested.The use of essential oils in combination with antibiotics could
therefore be an alternative to the excessive use of antibiotics in therapy to treat multidrug-resistant
germ infections.

Keywords:Antibacterial activity, Essential oils, Artemisia herba alba Asso. Rosmarinus officinalis L,
Association HES/ATBs.






