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Investigation des propriétés antimicrobiennes de I’huile essentielle d’une plante
medicinale de la pharmacopée traditionnelle
Origanum majorana L.

Résumeé

L'objectif de cette étude est d'analyser I'effet antimicrobien de I'huile essentielle d'une plante
aromatique et médicinale de la flore algérienne, appelée Origanum majorana L., sur 4 souches
bactériennes de référence, 18 souches d'origine hospitaliere et 2 champignons.

L'extraction de [I'huile essentielle de la partie aérienne de la marjolaine séche par
hydrodistillation a donné un rendement tres faible, de 0,10 %. Quant a l'efficacité
antibactérienne par la méthode de diffusion sur disque, toutes les souches de référence testées
ont démontré une sensibilité a I'HE, avec une activité inhibitrice extréme sur Staphylococcus
aureus traduite par un diametre de zone d'inhibition de 26 mm.

L'huile essentielle a présenté des propriétés antibactériennes variées sur les 18 souches
cliniques Gram négatif testées, dont 37 % sont multirésistantes, avec une activité inhibitrice
élevée sur Escherichia coli et Proteus spp. Néanmoins, E coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp ont témoigné d'une grande sensibilité a
I'aromatogramme. En utilisant la méthode de dilution en milieu liquide et celle en milieu solide,
les CMI ont oscillé entre 16 et 50 mg/ml et entre 20 et 100 mg/ml respectivement. Les résultats
de la détermination de la CMB ont démontré que I'huile essentielle étudiée posséde une action
bactéricide contre 99 % des souches testées. De son c6té, I'analyse qualitative de l'activité
antifongique révéle que I'huile essentielle posséde une activité antifongique significative contre
les champignons Aspergillus niger et Candida albicans.

En conclusion, I'huile essentielle issue d'Origanum majorana L. possede une activité
bactéricide et antifongique exceptionnelle. Ainsi, il peut étre une ressource naturelle et une
excellente alternative aux antibiotiques pour lutter contre les infections bactériennes et

fongiques.

Mots clés : Origanum majorana L, Huile essentielle, Activité antibactérienne, Activité

antifongique, Bactéricide.






Investigating the antimicrobial properties of an essential oil derived from a
medicinal plant listed in the traditional pharmacopoeia
(Origanum majorana L.)

Abstract
The aim of this study was to analyze the antimicrobial effect of the essential oil of an

aromatic and medicinal plant from the Algerian flora, Origanum majorana L., on 4 reference
bacterial strains, 18  strains of  hospital origin, and 2 fungi.
Extraction of the essential oil from the aerial part of dry marjoram by hydrodistillation gave a
very low yield of 0.10%. As for antibacterial efficacy using the disk diffusion method, all the
reference strains tested showed sensitivity to the EO, with extreme inhibitory activity on
Staphylococcus aureus, reflected by an inhibition zone diameter of 26 mm.
The essential oil showed varied antibacterial properties on the 18 Gram-negative clinical strains
tested, 37% of which were multi-drug resistant, with high inhibitory activity on Escherichia
coli and Proteus spp. However, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, and
Enterobacter spp. showed high sensitivity to the aromatogram. Using the liquid dilution
method and the solid dilution method, MICs ranged from 16 to 50 mg/ml and from 20 to 100
mg/ml, respectively. The results of the BMC determination showed that the essential oil studied
has bactericidal action against 99% of the strains tested. Qualitative analysis of antifungal
activity revealed that the essential oil had significant antifungal activity against the fungi
Aspergillus niger and Candida albicans.
In conclusion, the essential oil derived from Origanum majorana L. possesses exceptional
bactericidal and antifungal activity. As such, it can be a natural resource and an excellent

alternative to antibiotics for combating bacterial and fungal infections.

Key words: Origanum majorana L., essential oil, antibacterial activity, antifungal activity,

bactericide.
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Introduction

Depuis toujours, partout dans le monde, en particulier dans les pays méditerranéens, les

plantes aromatiques meédicinales (PAM) constituent une source inépuisable d'huiles
essentielles. Ces derniéres ont joué un réle important dans la culture économique de nombreux
peuples a travers les ages, que ce soit dans le domaine industriel ou médical (Muthanna et al.,
2021).

Derniérement, I'adoption de la médecine traditionnelle en tant qu'alternative de santé et
le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques disponibles ont incité des
auteurs a étudier l'activité antimicrobienne des plantes médicinales. En raison de la prise de
conscience croissante des effets secondaires négatifs causés par les drogues modernes, de
nombreux individus sont a la recherche de remedes normaux, sans effets secondaires et bien
sr au co(t éleve de la médecine conventionnelle. Les huiles essentielles suscitent aujourd'hui
de plus en plus I'intérét des chimistes, biologistes et médecins en raison de leur concentration
en composés terpéniques actifs qui offrent une multitude d'applications thérapeutiques et
industrielles aussi diverses que la chimie, l'agroalimentaire, la cosmétique et la pharmacie
(Bruenton, 2004).

En Algérie et depuis longtemps nous avons recours a la médecine traditionnelle grace a
larichesse et la diversité floristique de notre pays, cette derniere constitue un véritable réservoir
phytogénétique, avec environ 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques (Aiche-
Iratni, 2016).

La famille des Labiées est connue par sa richesse en taxons producteurs des huiles
essentielles, terpenes et composeés phénoliques. Le genre Origanum (Lamiaceae) se transige de
43 especes et 18 hybrides disposés en trois groupes et 10 sections. Parmi les espéces de ce
genre, il existe quelques plantes considérées comme étant les plus aromatiques dans le monde
végétal, citons par exemple la marjolaine (O. majorana L.) (Muthanna et al., 2021).

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude, dont 1’objectif essentiel consiste a évaluer in
vitro I’activité antimicrobienne des huiles essentielles extraites par hydrodistillation a partir
de la partie aérienne séche d’Origanum majorane L. Ce manuscrit s’articule autour de deux
parties : Outre I’introduction et la conclusion générale, la premiere partie est une synthese
bibliographique dans laquelle sont abordés des généralités sur la phytothérapie, la plante
sélectionnée y compris I’importance des huiles essentielles et les activités biologiques étudiées.
La deuxieme partie est expérimentale divisée en deux chapitres ; le premier présente le matériel
et les méthodes analytiques utilisées pour I’extraction et 1’étude in vitro du pouvoir

antimicrobien des HE, le deuxiéme chapitre expose les résultats obtenus et la discussion.
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Chapitrel Synthese bibliographique

1. La phytothérapie
Les origines du terme phytothérapie proviennent du grec « phytos » qui signifie plante et
de « therapeuo » qui signifie traiter. D’aprés I’OMS, la phytothérapie désigne « la médecine
fondée sur les médicaments a base de plantes, c¢’est-a-dire des médicaments dont les principes

actifs sont uniqguement composés de plantes ou d'extraits de plantes (Cazau et al., 2013).

1.1.Différents types de la phytothérapie

» Aromathérapie : consiste a utiliser les essences des plantes, ou les huiles essentielles, qui
sont des substances aromatiques produites par de nombreuses familles de plantes. Ces
huiles sont souvent utilisées a travers la peau.

» Gemmothérapie : se fonde sur I'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de végétaux
tels que les bourgeons et les radicelles.

» Herboristerie : Cette méthode de phytothérapie est la plus traditionnelle et la plus
ancienne. L'herboristerie utilise des plantes fraiches ou séchées, que ce soit au total ou en
partie (écorce, fruits, fleurs).

» Homéopathie : utilise principalement les plantes, mais pas exclusivement ; les trois quarts
des souches proviennent de plantes, tandis que le reste provient d'animaux et de minéraux
(Ndife, 2019).

2. Plante médicinale

2.1. Définition

Les plantes médicinales peuvent étre définies comme des plantes, ou parties de celle-
ci, qui a des propriétés préventives et thérapeutique pour les maladies humaines et animales,
elles sont utilisées dans 1’alimentation et les traitements (Oubibete, 2023), depuis au moins

7.000 ans avant notre ére par ’homme et sont a la base de la phytothérapie.

2.2. Composition chimique des plantes médicinales
Il existe différentes classes de métabolites secondaires dont 3 dominent la photochimie
des plantes :
% Les alcaloides : comme la morphine, la caféine, la nicotine, la cocaine, I’atropine
% Lesterpenes : Il s'agit de la plus importante classe de métabolites secondaires, comprenant
plus de 22 000 molécules. On y trouve des hormones végétales, des pigments, des stérols,

des hétérosides et une grande quantité d'huiles essentielles importantes.

X/
°e

Les substances phénoliques : comme les flavonoides, les tanins, la lignine, les coumarines

et les huiles essentiels (Pererna et Vasudeva, 2015).




Chapitrel Synthese bibliographique

3.Geénéralités sur la plante étudiée
3.1. Présentation de la famille des Lamiacées
La famille des lamiacées (Lamiaceae) ou labiées (Labiatae), est I’'une des grandes familles et
plus répandue dans le regne végétal comprend 6700 espéces regroupées dans environ 250
genres (Miller et al., 2006). Entre autres les genres Melissa (mélisse), Rosmarinus (romarin),
Thymus (thym), Salvia (sauge), Lavandula (lavande), et Mentha (menthe) (Kennedy, 2018).
La famille des Labiées est connue par sa richesse en taxons producteurs des huiles essentielles,
terpénes et composés phénoliques. Ils possedent souvent des poils glanduleux et des glandes
sous- épidermiques a huiles essentielles (Singh et al., 2018)
3.2. Apercu bibliographique sur le genre Origanum
3.2.1. Présentation de genre Origanum

Le terme « Origan » est apparu dans la langue au Xllle siécle. Oregano en Anglais, il
dérive du latin Origanum, qui est lui-méme issu du grec ancien origanon qui compose de deux
mots : oros « montagne » et « ganos » : éclat Bouhadouda,(2016). Le genre Origan se compose
de 43 especes et 18 hybrides disposés en trois groupes et 10 sections, appartenant a la famille
des Lamiacées, riche en substances bioactives qui peuvent étre obtenu par extraction (HE et
extrait par solvant organique) (Baytop, 1999). Cependant, la plupart des especes, environ 75%,
sont concentrées dans le pourtour méditerranéen, en particulier dans les régions de 1’Est
(letswaart., 1980).

3.2.2. Classification de genre Origanum : (Skoula et Harborne, 2002)

Regne Plantae

Sous regne Tracheobionta
Embranchement Spermatophytes
Sous embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Origanum
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4. L’espéce Origanum majorana L.
4.1. Historique d’Origanum majorana
L’Origan des jardins ou marjolaine (Origanum majorana) est une plante annuelle
aromatique de la famille des Lamiacées. Dans I'Antiquité, la marjolaine était utilisee comme
épice par les anciens Grecs, car son parfum un peu fumé et sa saveur piquante la rendent
délicieuse. Dans toutes les salades et tous les plats cuisinés. L'utilisation de la marjolaine est
fréquente en Italie, en Espagne, a Chypre et en Turquie (Couplas, 2015).

La marjolaine est également connue pour ses vertus médicinales. La marjolaine était
considérée par Dioscoride comme un remede contre les morsures ou les piglres venimeuses.
Il était considéré par Pline I'Ancien comme efficace pour éloigner les serpents et neutraliser les
effets de l'opium. Selon Albert le Grand, la marjolaine est considérée comme une substance
fortifiante et résolutive, et elle est utile contre toutes les affections de la poitrine qui provoquent
de l'atonie. (Rokosuieva, 2015).

4.2. Noms vernaculaires

Le terme « marjolaine » est apparu dans la langue en 1398. Il dériverait de 1’ancien nom
latin de la plante, amaracum, lui-méme emprunté du grec “amarakos” un symbole d'amour,
d'honneur et de bonheur (Sahraoui et al., 2016). La marjolaine reconnue par les noms suivants
(Azzi, 2013) :
= Nom frangais : Marjolaine.

* Noms anglais: Marjoram, Sweet marjoram.
= Nom vernaculaire : Bardakouche.

* Nom scientifique : Origanum majorana L.
4.3.Description morphologique

La marjolaine est une herbe vivace a tiges dressées, ramifiées, de 20 a 30 cm de haut.
Elle présente des feuilles opposées, petites, ovales et cotonneuses, de 0,9 cm de large. Les
fleurs, trés ramifiées, se trouvent au sommet des tiges, se développant en grappes denses. Les
feuilles sont pédonculées a l'aisselle. Pendant la floraison, de petites fleurs blanches ou un peu

rosées émergent. Elle se caractérise par un calice double avec une levre supérieure orbiculaire.

La plante Origanum majorana se caractérise par sa levre inférieure bidentée et sa
composition en 4 étamines divergentes et les fruits contiennent des tétrakenes (Figl) (Beloued,
1998).
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Figure 1 : Différentes parties aériennes d'Origanum majorana L (Prerna et al.,2015).

4.4.Composition chimique
En raison de son importance biologique et de sa variété de composition chimique,
Origanum majorana est considéré comme l'une des plantes les plus couramment utilisées a

travers le monde. (Tab1l) résume les différents constituants de la poudre :

Tableau 1: Composition chimique de la poudre de marjolaine (100g) (Hafez, 2012).

Constituants Teneur %
Glucides 72,18

Fibres brutes 19,52
Protéines 12,80
Graisses 3,75
Humidité 5,66
Cendres 5,62

4.5.Propriétés pharmacologiques

La feuille fraiche ou séchée de cette herbe est utilisée, seule ou en association avec
d'autres herbes, pour aromatiser de nombreuses préparations culinaires (soupes, notamment
avec les viandes et les poissons grillés). La plante aromatique de la marjolaine est largement
employée dans la cuisine, en particulier dans les plats méditerranéens. Son huile essentielle est
réputée pour ses propriétés antiseptiques (Furia, 1973). On considére I'huile essentielle de
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I'espéce Origanum majorana comme un puissant antispasmodique stomachique, qui apaise les
spasmes, en particulier ceux de I'estomac et du colon. Son effet laxatif et digestif favorise le
bien-étre digestif et intestinal (Williams,1997). Elle a également des conséquences
significatives sur le systeme psycho-sensoriel. On I'emploie afin de diminuer le réle du systéme
sympathique et de I'améliore (Burt, 2004).
5. Etude chimique antérieure sur les métabolites secondaires de I'espéce Origanum

majorana

Des recherches sur les extraits de la partie aérienne de I'espéce Origanum majorana ont

révelé la présence dacides phénoliques tels que l'acide caféique, I'acide gallique, l'acide
cinnamique, l'acide carsonique, l'acide rosmarinique, ainsi que des flavonoides tels que
I'apigénine, la lutéoline, la quercétine, la catéchine et leurs glycosides telques I'isovetexine et
la rutine.Par ailleurs, la marjolaine contient des flavonoides glycosides tels que la lutéoline-7-
diglucoside, I'apigénine-7-glucoside, la diosmétine-7-glucuronide, le 6-hydroxylutéoline, le 6-
hydroxyapigénine, I'arbutine et le méthylarbutine (Shan et al ., 2005).
5.1.Composition chimique de I’huile essentielle d’Origanum majorana L

L'O. majorana se distingue par ses saveurs et ses odeurs intenses, agréables et épicées.
Plus précisément, cette plante renferme jusqu'a 3% d'huile volatile et comme composants
principaux, en raison de son caractere aromatique (hydrate de sabinene, carvacrol, linalol). Les
acides caféique et rosmarinique, les flavonoides, ainsi que les composés triterpéniques tels que
I'acide oléanolique et I'acide ursolique, sont des stéroides (comme le Rsitostérol), des
terpénoides phénoliques, des glycosides phénoliques, des tanins et des sitostérols. Il y a
également du sabinol, de I'a-terpinene, du terpinene-4-ol, du thujanol, du camphre, du pinéne
et de I'ceugenol. (Vasudeva et Goel., 2015).
En raison des variations dans les localisations des échantillons, il est possible que la
composition de I'huile essentielle differe (Tab2). Selon les recherches, les composants
phytochimiques de I'huile essentielle d'Origanum majorana sont le terpinéne-4-ol et le
cissabinéne, qui contribuent a leur saveur et a leur aréme distinctif. Les substances chimiques.
Les terpinolénes (o-terpinolene et y-terpinolene), le thymol et le carvacrol sont les plus
courants. L'apigénine, le rosmarinate de méthyle et la lutéoline sont d'autres métabolites

secondaires-7-Orutinose (Deuschle et al., 2018).
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Tableau 2 : Composants majoritaires (% > 4.0) d'huile essentielle de I'espéce Origanum

majorana.
Localité de I'espece Composé Pourcentage %
terpinéne-4-ol 38.33
Canada a-terpinene 18
(Baser, 2016). y-terpinéne 12.51
cis-terpinéol 11
Acétate de Myrcényl 4.54
terpinene-4-ol 47.1
cis-hydrate de sabinene 14.9
France p-cyméne 14.3
(Baser, 2016). sabinéne 4.9
a-terpinéol 4.6
a-Cariophylléne 30.0
p-cyméne 14.0
Liban y-terpinene 9.0
(Hilan et al., 2006) Sabinéne 6.70
Linalol 5.60
a-terpinéol 4.20
4-terpinéne 28.96
Maroc y-terpinene 18 .57
(El-Khal et al., 2014). a-terpinéne 12.72
Sabinene 8.02
Acetate de linalyle 5.63
Terpinoléne 4.06
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6. Activité antimicrobienne

Les antibiotiques sont des produits qui, a une dose limitée, peuvent aneantir les bactéries ou
leur empécher de se développer sans causer de dommages aux cellules eucaryotes. 1ls sont tres
différents dans leur champ d'action. Les médicaments sont classés en fonction des micro-
organismes pathogenes gu'ils inhibent : antibactérien, antifongique, antiviral. Selon Prescott
et al.,( 2018), le contact d'un agent antimicrobien avec un microbe entraine deux réactions :
* Un effet mortel ou une action bactéricide, fongicide et viricide.
*  Un effet bactériostatique : entrave la prolifération des bactéries.

Plusieurs recherches expérimentales laissent entendre que les composes phytochimiques,

en particulier les composés oxygenés de la marjolaine, sont responsables de diverses activités
biologiques (Ben Salha et al., 2017). La marjolaine a démontré une activité antibactérienne
puissante contre les intoxications alimentaires, les micro-organismes et les organismes fécaux
(Daferera et al., 2000; Vagi et al., 2005).
Les extraits de marjolaine présentent de grandes opportunités pour étre incorporés dans
différents produits alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques en raison de leur aptitude a
éliminer la prolifération des bactéries dans tout environnement alimentaire ou cosmétique
(\Vagi et al., 2005).

Les huiles essentielles (HE) dérivées des feuilles de marjolaine ont montré un effet
antibactérien sur diverses bactéries (Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus
coagulase, Enterobacter spp coagulase, Enterobacter spp, Proteus spp, Acinetobacter spp.,
Klebsiella spp et Pseudomonas spp.) (Busatta et al., 2008, Freire, 2011). Les extraits
éthanoliques et aqueux de Marjolaine ont également démontré une activité antimicrobienne a
I'encontre des bactéries Gram positives et Gram negatives. L'extrait éthanolique a démontré un
fort effet inhibiteur sur les bactéries, au méme titre que l'extrait aqueux (Mohamed et al.,
2011).

6.1. Activité antibactérienne

Puisque les composants des HEs varient de maniére quantitative et qualitative, leur
activité antimicrobienne n'est pas due a un mécanisme unique, mais a une combinaison de
plusieurs modes d'action impliquant diverses cibles cellulaires (ADN, ARN, paroi, ribosomes,
membrane cytoplasmique) (Burt, 2004). Le blocage de ses fonctions ou la mort cellulaire
peuvent étre causés par une interruption de processus métaboliques ou une perturbation de la
structure ou de la fluidité d'une cellule bactérienne. Dans une dose spécifique, cette action se

traduit par un effet antibacterien. L'efficacité d'une huile essentielle contre un agent pathogéne
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est évaluée en utilisant la concentration minimale inhibitrice (CMI) et/ou la concentration

minimale inhibitrice (Jawetz et al., 1973; Prescott et al., 2018).

6.2. Activité antifongique

Les huiles essentielles et leurs composants ont aussi une capacité a combattre les
champignons, une capacité qui est de plus en plus expliquée. Les huiles ont été tres sensibles a
de nombreux pathogénes fongiques humains, animaux et agricoles. Indispensables in vitro, ce
qui suscite davantage d'intérét pour leur utilisation dans le domaine médical ou industriel.
L'huile essentielle présente un fort potentiel antifongique. (Moghaddam et al., 2016).

En effet, une étude a démontré que les HEs diminuent le volume des cellules fongique,
induit une fragilisation du biofilm et par conséquent son inhibition (Barbosa et al., 2019).

Les terpénoi des et flavonoides lipophiles sont les principaux agents responsables de
cette toxicité fongique, car ils interagissent avec les éléments membranaires et alterent leur
structure (Barbosa et al., 2019).
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Matériel et méthodes

Le travail expérimental, ayant pour 1’objet de I’évaluation in vitro de I’activité anti
microbienne de I’huile essentielle de la plante médicinale Origanum majorana L., la partie
pratique a été effectuée dans les laboratoires de biochimie et de microbiologie de I'université
Abbes Laghrour-Khenchela.

1. Materiel
1.1. Materiel biologique
1.1.1. Materiel végétal

Le matériel végétal est composé de la partie aérienne seche de la plante d'Origanum
majorana L, récupérée chez un herboriste spécialisé, puis pulvérisée au broyeur pour obtenir
une poudre fine. Elle est stockée dans un récipient en verre fermé hermétiqguement jusqu'a ce
qu'elle soit utilisée.

1.1.2. Souches bactériennes et fongiques

Afin de tester le potentiel antimicrobien de I’HE d’Origanum majorana -in vitro-, quatre
souches de référence provenant du laboratoire pédagogique de 1’université Abbes Laghrour
(Tab3), Dix-huit souches bactériennes cliniques (Tab4), ainsi que deux champignons (Tabb),

ont été utilisés.

Tableau 3 : Souches bactériennes de référence utilisées pour le test de sensibilité.

Souche Gram Code
Bacillus cereus + ATCC11778
Staphylococcus aureus + ATCC27923
Klebsiella pneumoniae - ATCC700603
Escherichia coli - ATCC25922

Tableau 4: Souches bactériennes cliniques utilisées pour les tests de sensibilités.
Souche
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Tableau 5: Souches fongiques utilisées pour le test de sensibilité.

Souche Code
Aspergillus niger 2CA936
Candida albicans Souche clinique

1.2. Réactifs chimiques et instrumentations

Quelques réactifs chimiques et solvants ont été utilises dans nos expériences, parmi ces
produits : dimétylsulfoxide (DMSO), acide Sulfurique, chlorure de Baryum, Tween 80, milieu
de culture Muller Hinton Agar, proviennent tous de Sigma-Aldrich. Parmi 1’appareillage utilisé
: Clevenger (1928), Spectrophotomeétre (spectrum SP-UV 2005), Bain Marie (niive bath,
MEMMERT), Etuve universelle de 5 a 220°C avec ventilation (MEMMERT), Agitateur
magnétique (SCILOGEX), Vortex (VELP), Balance analytiqgue (OHAUS), Balance (KERN
PCB), Centrifugeuses (EZ Swing 3K, Rotofix 32 A), Réfrigérateurs (Liebherr), Plaque
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chauffante (LabTech) et Autoclave (Raypa).
2. Méthodes

1. Extraction par hydrodistillation

L’huile essentielle a été extraite par hydrodistillation a I’aide d’un appareil du type
Clevenger. Le schéma suivant représente le dispositif d’extraction utilisé (Fig2). Le principe
consiste a immerger la matiére premicre seche dans un bain d’eau, ou I’ensemble est porté a
I’ébullition et I’opération est conduite a la pression atmospheérique. Les molécules odorantes
volatiles et semi-volatiles sont alors entrainées par la vapeur d’eau. Ces vapeurs hétérogeénes,
au contact du froid, se condensent et deviennent liquides. Le liquide en question est formé d'un
mélange d'eau et d’huile essentielle aromatisée. La séparation est ensuite effectuée par simple
différence de densité. Cette essence ainsi obtenue est collectée dans un flacon en verre fumé
stérile & 4°C (M’hamdi ,2024).

Le rendement en HE est exprimé en pourcentage et il est défini par 1’équation suivante

(Daouda, 2015) :
HE % =M'" M+ 100 / Avec : M’ : La masse de I’HE obtenue aprés 1’extraction.

M : La masse de la matiére végétale utilisée.

14
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Entrée
d’eau

Réfrigéra

Sortie d’eau

Chauffe
ballon

Figure 2 : Procédé d’extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation.

2. Etude in vitro des activités biologiques de ’HE

2. Etude de D’activité antibactérienne

Dans cette partie, nous sommes a la recherche de composés antibactériens produits a
partir de la plante médicinale Origanum majorana L., réputée pour ses propriétés
thérapeutiques. La méthode de diffusion en milieux gélosés sur boites de pétri a été employée
en adaptant la méthode de disques décrite par Bauer et al., (1966). On a mesuré la
concentration minimale inhibitrice (CMI) de I'HE pour les souches qui ont démontré un effet
positif.

2.1. Méthode des disques -Test d’efficacité

La méthode utilisée pour étudier le pouvoir antibactérien de I'HE est similaire a celle
utilisée pour I'antibiogramme.
» Repiquage des espéces bactériennes

Les espéces bactériennes de réfeérence ont été repiquées par la méthode des stries sur
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gélose Mueller Hinton, puis incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures afin d'obtenir des colonies
isolées qui vont servir a la préparation de 1’inoculum (Fig3). Dans le cas des souches cliniques,
il s'agit d'un groupe de colonies bactériennes conservées dans du glycérol, prélevées a l'aide
d'une micropipette et placées dans un bouillon nutritif. On incube ensuite le bouillon dans une
étuve a 37°C pendant 24 heures. Une fois incubées, les colonies sont repositionnées sur une
gélose nutritive et procédees a une nouvelle incubation.

Figure 3 : Repiquage des espéces bactériennes.

» Préparation de ’inoculum
L’inoculum bactérien a été préparé dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a partir d’une
culture pure de 24 h selon la recommandation du CA-SFM (Marlene et al., 2022). La densité
a été ajustée a 0.5 Mack Ferland (Annexe 1) (Fig4)
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» Ensemencement
Il est nécessaire d'effectuer I'ensemencement en moins de 15 minutes apres la préparation

de l'inoculum (Fig5). Les étapes de I'ensemencement sont les suivantes (Marléne et al.,2022) :
* Ajouter 20 ml de la gélose Muller-Hinton (Annexe 2) a chaque boite de pétri, puis laisser
prendre soin de la solidification.
« Insérer un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, le presser fermement et le tourner
sur la paroi interne du tube pour le décharger a son maximum.
« Appliquer I'écouvillon sur toute la surface gélosée, séche, de haut en bas, en laissant des

stries serrées.
« Effectuer cette opération a deux reprises, en tournant la boite de pétri a 60° a chaque fois, en

évitant de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme.
» Terminer le processus d’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la zone entourant la

gélose.

Figure 5: Ensemencement des souches bactériennes sur milieu gélosé(MH).

» Préparation des disques d’aromatogramme
Les étapes de préparation des disques d’aromatogrammes en présence de I’HE sont
illustrées dans (Fig 6)comme suit :
= Stériliser du papier Wattman n°3 coupés en disques de 6mm de diamétre a 1’autoclave
a 120°C pendant 15 minutes
= A l’aide d’une pince stérile déposé au centre de chaque moitié de la boite pétri un disque
stérile de papier filtre.

= A I’aide d’une micropipette, ajouté15ul d’HE.
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= Preparer les disques de contréle négatif imprégnes de diméthylsulf oxyde (DMSO).

Figure 6: Préparation des disques d'aromatogrammes en présence d’HE.

» Incubation et lecture
Les diamétres des zones d’inhibition (ZI) ont été mesurés (Fig7) autour des disques apres

une pré-incubation de 30 minutes a la température ambiante suivie d’une incubation a I’étuve
a 37°C pendant 24H. La souche ayant un diametre D< 8mm, 9 <D <14mm, 15 <D < 19mm,
D>20mm est considérée respectivement comme souche résistante (-), sensible (+), tres sensible

(++), extrémement sensibles (+++) (Jean-marie et al., 2024).

Figure 7 : Instrument de mesure des diamétres des zones d’inhibition en mm.
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1.2.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La méthode de micro-dilution a été utilisée pour évaluer la concentration minimale

inhibitrice (CMI), qui correspond a la concentration minimale d'huile essentielle capable

d'inhiber la croissance de la population bactérienne en utilisant le bouillon Muller Hinton dans

des microplaques a fond en U (Bardaweel et al., 2015).

>

La CMI de I’HE a été déterminée selon le protocole suivant (Fig 8) :

125 ul du bouillon Muller Hinton plus Tween 80 (0,01%) v/v a été répartis dans tous
les puits de la microplaque.

15 ul d’HE a été distribué dans les premiers puits de la microplaque et on fait une
dilution d’ordre de 2 allant du deuxiéme puits de la ligne jusqu’au derniére dilution de
la méme ligne.

Les microplaques ont été inoculées avec de 10 ul de la suspension bactérienne (diluée
au 1/10eme) pour obtenir un volume final de 150pl.

Pour chaque expérience, un contréle positif (milieu inoculé) et un contrble négatif

(milieu avec huile) ont été préparés.

Les microplaques prépareées ont été incubés a 37 °C pendant 24 heures. Aprés
I’incubation, la croissance bactérienne (traduit par une turbidité) a été examiné dans

chaque puits ; La CMI de I’HE vis-a-vis d’une souche donnée sera la plus petite des

concentrations ne montrant aucune croissance visible de germe (Bolou et al., 2011).

Figure 8 : Etapes de détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).
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1.3.Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La CMB, également connue sous le nom de Concentration Minimale Bactéricide,
représente la concentration la plus faible permettant d'inhiber 99,99% des germes. Apres avoir
identifié les CMI, on a procédé au test de détermination des CMB en ensemencant tous les
puits de la CMI sur la gélose MH, puis en incubant pendant 24 heures & une température de
37°C. Ensuite, on procéde a la lecture des boites de Pétri. La concentration minimale de chaque
mélange est la CMB, qui ne permet de survivre gu'au moins 0,01 % d'inoculum aprés une

incubation de 18 a 24 heures a une température de 37°C (Jean-marie et al., 2024).

3. Etude de Pactivité antifongique

L’activité antifongique de I’HE a été testée sur deux moisissures : Aspergillus niger et

Candida albicans en suivant le protocole suivant :

» Repiquage des souches fongiques
Le processus consiste a réisoler les colonies fongiques de chaque souche sur du glucose
agar (PDA) (Annexe 3). En utilisant une anse de platine, on extrait un explant des anciennes
boites de champignons, puis on I'insere dans le milieu de glucose agar (PDA) et on le maintien

dans une étuve a 25 °C pendant 24 heures puis 48 heures.

» Préparation de I’inoculum

Les colonies sont obtenues a partir d'une culture pure fraichement préparée, incubée
pendant 48 heures a 25 °C, puis dissoute dans de I'eau physiologique stérile. L'homogénéité de

la suspension a été assurée, ce qui équivaut a 108 CFU.mlI*(Rezzoug et al.,2024).

» Meéthode de diffusion sur disque
Une petite quantité de culture fraichement préparée a éte repandue sur des boites de Peétri
contenant de la gélose dextrose a la pomme de terre. Suite a I'inoculation, des disques stériles
de 6 mm de diametre ont été disposés au centre de toutes les boites et ont été imbibés
individuellement de 15 pL d'huiles essentielles. Ils ont été conservés a la température ambiante
pour favoriser une meilleure diffusion des HE dans le milieu utilisé. Ensuite, ils ont été incubés
a 25 °C pendant 48 heures. Les zones inhibitrices ont été évaluées en millimetres, incluant le

diamétre du disque (Rezzoug et al.,2024).
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4, Caractérisation de ’activité antimicrobienne

D'aprés le rapport CMB/CMI ou CMF/CMI, il est étudié si I'effet antibactérien est
bactéricide ou bactériostatique (Jean Marie et al., 2024). Les résultats sont interprétés de la
fagon suivante : Si 1 <CMB/CMI <4 ou 1 <CMF/CMI <4 : I'effet est bactéricide ou fongicide.
En ce qui concerne 4 < CMB/CMI < 16 ou 4 <CMB/CMI < 16 : I'effet est soit bactériostatique,
soit fongistatique.
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Résultats et discussion

L'objectif de cette étude était d'évaluer in vitro I’activité antimicrobienne des huiles
essentielles extraites par hydrodistillation a partir de la partie aérienne d’une plante
médicinale, a savoir « Origanum majorana L. », et ceci vis a vis quatre bactéries de référence,
dix-huit bactéries cliniques et deux souches fongiques.

1. Rendement de ’extraction

L’huile essentielle obtenue de la marjolaine est un liquide visqueux, limpide, d’une coloration
jaunatre et odeur forte. Le rendement de 1’extraction est exprimé en pourcentage massique
(9/1009) par rapport a la matiére séche (Tab6) :

Tableau 6: Rendement de I’extraction de 1’huile essentielle Origanum majorana L.

Plante Extrait Poids du matériel Poids de Rendement
végétal @) I’HE )
Origanum HE 562 0.591 0,105 %
majorana L.

Les différences constatées dans les performances en huiles essentielles a la région de
collecte de la plante ainsi qu'a divers facteurs (biotiques et abiotiques). Le milieu et la période
de récolte, la température, I'numidité relative, la durée totale d'insolation et le régime des

vents, les techniques de culture et la méthode d'extraction sont parmi ces éléments.

Le rendement en HE obtenu (Tab 6) est de 1’ordre de 0.105% par rapport a la matiére séche
utilisée (drogue végétale). Cette valeur est trés inferieure de I’intervalle théorique (0.7-3.5%)
proposé dans les pharmacopées a travers les continents, et contredisent a celle trouvée par
Sefsafe ,(2016) qui a été 1.1% pour matériel végetal seche et 0.38% pour matériel vegétal frais,
aussi au rendement trouvé par Chenna ,(2018) a savoir 0.61% par rapport a la matiere seche.
Cette différence de rendement, décrite par la bibliographie, peut étre attribuée a la région de
collecte de la plante ainsi qu'a divers facteurs (biotiques et abiotiques), I’influence des facteurs
environnementaux, comme la température, I’humidité, I’altitude, la nature du sol et d’autres
facteurs tels que le cycle végetatif, la période de récolte, les parasites, les virus et les mauvaises
herbes (Zekovi¢ et al., 2009 ; Zerrouk, 2019)
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1. L’activité antimicrobienne

Le résultat de sensibilité de I'huile essentiel obtenu a été mis en évidence par la méthode
de diffusion en milieu solide Mueller Hinton (MH), il parait évident que toutes les souches
bactériennes testées ont présenté une sensibilité vis-a-vis I'huile essentielle en suivant la
méthode réalisée selon la recommandation du CA-SFM (Marléne et al., 2022).
La sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis les huiles essentielles est tres variable, selon
Jean-Marie, (2024), cette sensibilité permet de classer les bactéries en fonction du diameétre
de la zone d’inhibition dont la souche ayant un diamétre D< 8mm, 9 <D <14mm, 15<D <
19mm, D>20mm est considérée respectivement comme souche résistante (-), sensible (+),

treés sensible (++), extrémement sensibles (+++).

1.1. Résultat de I’activité antibactérienne
1.1.1. Effet de ’HE sur les bactéries de référence

L’ensemble des résultats sont regroupés dans le (Tab7) et les (Figs 9 et 10) :

Tableau 7 : Diamétres des zones d’inhibition induites par I’'HE d’O majorana L. contre les

souches bactériennes de référence testées.

Bactéries testées Gram Diametre de la
zone
d'inhibition
(mm)
Klebsiella pneumoniae _ 14
Escherichia coli _ 12
Bacillus cereus + 12
Staphylococcus aureus + 26
( |
1 %)
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Diamétre de la zone d'inhibition (mm)
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Figure 9 : Histogramme des diametres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne
dessouches de référence testé

Croissance

. Disque Zone
bactérienn sq

imbibé d’inhibitio

E. coli ‘ Staph. aureus K. pnemoniae

Figure 10 : Zones d'inhibition induite par I'HE d'O majorana L. contre les souches de
référence testées.
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D’apreés les résultats obtenus (Tab 7) et (Figs 9 et 10), nous constatons que I’huile essenticlle
de lamarjolaine est dotée d’une activité inhibitrice extréme sur Staphylococcus aureus traduite
par un diamétre de zone d’inhibition de 26 mm, alors que pour les autres souches Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Bacillus cereus, elle présente une activité inhibitrice moyenne
traduite par des diamétres de la zone d’inhibition de I’ordre de 14mm ,12mm et 12mm respectivement.
Selon une étude menée par Ben Salha ,(2020), il a été observé que I'huile d'Origanum majorana avait
un effet modéré sur E. coli et S. aureus, avec des zones d'inhibition de 12,1 mm et 13,1 mm,
respectivement. Ces résultats correspondent a nos résultats pour E. coli, mais pas pour S. aureus, qui a
été extrémement sensible. De la méme maniére, une autre étude précédente réalisée par Sultan Abu-
Ghazal ,(2022) a montré une activité antibactérienne modérée contre Klebsiella pneumoniae, avec une
zone d'inhibition de 7,1 mm, ce qui contredit également nos résultats. En réalité, cette réactivité
prouvée in vitro peut étre est liée au nombre d'hydroxyles libres au niveau des monoterpénes qui sont
le principal constituant des HEs (Zeghad, 2009). Selon Cowan ,(1999), il était supposé que les huiles
essentielles dépourvues de groupements hydroxyles libres présentent une activité antimicrobienne

supérieure a ceux qui en sont pourvus.

1.1.2. Effet de ’HE sur les bactéries cliniques

B souches résistantes a I'ATB W souches sensibles a I'ATB

Il tnte 3ATE

I iresitante 8 ATs

Secteur de pourcentage des souches Secteur de pourcentage dessouches
résistantes et sensibles multirésistantes a 3 d’ATB

Figure 11 : Antibiogramme des souches cliniques testées.
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D’apres les résultats obtenus (Fig 11), les souches cliniques testées sont résistantes a 37%,

dont une bactérie qui résiste a au moins 3 familles d'antibiotiques est appelée bactérie

multirésistante (BMR) (Lozniewski et Rabaud, 2010). Dans notre étude 82% des souches

résistantes étaient des BMR ; ces résultats révelent que le taux de résistance aux

antibiotiques est accru chez la plupart dessouches d’origine hospitalieres.

Tableau 8 : Diamétres des zones d’inhibition induites par I’HE d 'O majorana L.
contre les souches cliniques testées.

Bactéries testées/ Gram ~

Escherichia coli 01

Escherichia coli 02

Escherichia coli 03
Escherichia coli 04
Escherichia coli 05
Escherichia coli 06
Escherichia coli 07

Escherichia coli 08

Escherichia coli 09

Escherichia coli 10

Klebsiella pneumoniae 01
Klebsiella pneumoniae 02
Klebsiella pneumoniae 03

Proteus spp 01

Proteus spp 02

Proteus spp 03

Pseudomonas aeruginosa

Enterobacter spp

——
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Diametre de la zone d'inhibition par rapport a Bactéries testées \Gram
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Figure 12: Histogramme des diamétres des zones d inhibition de la croissance
bactérienne des souchescliniques testée.

‘ K. pneumoniae \ Proteus spp 03 Proteus spp 01

r

Enterobacter spp

Pseudo. aeruginosa Escherichia coli 07

Figure 13: Zones d'inhibition induites par I'HE d'O majorana L. contre les souches
clinigues testées.
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D’apres les résultats enregistrés sur (Tab 8) et (Figs 12et 13), on remarque que notre huile
essentielle extraite d'Origanum majorana L ., présente des activités antibactériennes variables
sur les souches Gram négatif testées; dont une activité inhibitrice extréme exercée sur
Escherichia coli (04, 06) et Proteus spp 03, traduite par des diamétres de zone d’inhibition
égale a 20.67, 23 et 22.46 mm respectivement , une activité inhibitrice importante contre :
Escherichia coli (03,05, 07 ,09), Klebsiella pneumoniae 02, Pseudomonas aeruginosa et
Enterobacter spp, exprimée par des diamétres de zone d’inhibition de 18.69, 19.52, 19.08,
15.26, 18.02 et 18.69 mm, respectivement; dont elles sont trés sensibles a I'aromatogramme ,
une activité inhibitrice moyenne vis-a-vis Escherichia coli (01,02, 08), Klebsiella pneumoniae
(01,03) et Proteus spp (01,02), avec des diamétres de zone d’inhibition qui varient entre 9 et
14.14 mm, tandis que Escherichiacoli 10 est parait résistante. Nos résultats sont cohérents avec
une étude de Sniezana ,(2021), concernant I'activité antimicrobienne des huiles essentielles
d'Origanum majorana, Origanum compactum et Thymus serpyllum sur 30 isolats cliniques de
Klebsiella pneumoniae,qui est I'un des agents pathogenes les plus préoccupants en termes de
résistance aux antibiotiques, ainsi que d'autres agents pathogénes multirésistants (MDR) trées
importants, classés dans la catégorie ESKAPE (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter
spp.) En conséquence, cette étude montre que 1’huile essentielle d 'Origanum majorana a une
activité antimicrobienne contre la majorité des isolats avec une sensibilité de 80% au volume
50 et conclut que cette huile a un effet significatif sur les bactéries Gram-négatives. De plus, il
a été démontré que les composantes majoritaires de HE : 1,8 cinéole et les sesquiterpénes
présentent une activité antimicrobienne considérable contre un large éventail de bactéries

Gram-positives et Gram-négatives (Bardaweel et al., 2018).

Selon nos résultats, toutes les BGN testées sont considérées comme sensibles a I'huile
essentielle de la marjolaine. Cependant, malgré la présence d'une couche delipopolysaccharide
(LPS) chez les BGN, cette barriere pourrait étre efficace (Chemloul, 2014). Cependant,
I'absence de cette barriére chez les BGP permet le contact direct des composants hydrophobes
de I'huile essentielle avec la bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire, ce qui
entrainerait soit une augmentation de la perméabilité des ions et lafuite des constituants
intracellulaires vitaux, soit une déficience du systeme enzymatique (Sandri et al., 2007). Nos
résultats ne sont pas en accord avec les recherches menées par les chercheurs (Derwich et al.,
2010), (Bari et al., 2010), (Zarai et al.,2011)(Boughendjioua, 2017), qui ont confirmé la
sensibilité élevée des BGP par rapport a celles Gram négatif.
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Bien que la méthode de diffusion soit simple, rapide et applicable a tout type de substance
antimicrobienne et tout micro-organisme, elle porte toujours des difficultés notamment dans
I'interprétation des résultats des huiles essentielle vu que dans ce cas les zones d'inhibition
doivent étre affectées par plusieurs facteurs tels que : la mauvaise diffusion des huiles
essentielles dans la gélose a cause de leur nature hydrophobe, leur volatilisation et la capacité
limité des disque a absorber un volume suffisant de I'extrait a examiner de ce fait, cette méthode
a été limité au criblage des activités antibactériennes qui doit étre complété ensuite par une
mesure de la sensibilité des micro-organismes a I'augmentation de la dose de I'extrait naturelle

et la détermination de la CMI.
1.2. Détermination de concentration minimale inhibitrice et bactéricide (CMI et CMB)

L’évaluation de la sensibilité bactérienne a I’'HE de Origanum majorana L., consiste a
analyser la réponse bactérienne a des concentrations définies de cette HE. Cette approche a été

déterminée en mesurant la CMI par la méthode de dilution en milieu liquide.

La détermination de la CMB de I'HE a été effectuée sur les bactéries ayant présentées une

sensibilité par le test des CMI.

> Cas des souches de références

Les résultats des CMI et des CMB obtenues sont représentés dans le( Tab 9) et les(
Figs 14,15 et 16) :

Tableau 9 : Résultats de CMI et CMB des souches bactériennes de référence testées.

Bactérie testée CMI CMB CMB/CMI Effet antibactérien
(mg/ml) (mg/ml)

Klebsiella 16 20 1.25 Bactéricide
pneumoniae

Escherichia coli 33 100 3.03 Bactéricide

Bacillus cereus 50 100 2 Bactéricide

Staphylococcus 50 100 2 Bactéricide

aureus
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Les résultats de la CMI montre qu’en présence de I’HE de I’Origanum majorana L, les
bactéries Staphylococcus aureus et Bacillus cereus sont inhibées a la concentration 50mg/ml
et c’est la concentration la plus élevée, par contre E.coli est inhibée a 33mg/ml etk
.pneumoniae est inhibée a 16mg/ml uniquement (Fig 14). Dans 1’étude de Ezzoubi ,(2016), la
CMI de I’HE de la marjolaine était inhibitrice de la croissance bactérienne des souches

S.aureus, et Bacillus cereus a 25 mg /ml.

Les résultats de la CMB présentent une action bactéricide pour les souches Escherichia

coli, Bacillus cereus et Staphylococcus aureus a 100mg/ml, ainsi qu’elle a un effet bactéricide

sur Klebsiella pneumoniae a 20mg/ml (Figl5).

Figure 14 : La lecture de la CMI de I’HE contre les souches référentielles.
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Figure 15: La lecture de la CMB de I’HE contre les souches référentielles.
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Figure 16: Histogramme des CMI et CMB des souches bactériennes de référence

testées.
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> Cas des souches cliniques

Les résultats des CMI et des CMB évaluées sont représentés dans le (Tab 10) et les
(Figs T7et 18) :

Tableau 10 : Résultats de CMI et CMB des souches bactériennes cliniques testées.

Bactérie testée CMI CMB | CMB/CMI Effet antibactérien
/IGram - (mg/ml) | (mg/ml)
Escherichia coli 01 16 20 1.25 Bactéricide
Escherichia coli 02 20 25 1.25 Bactéricide
Escherichia coli 03 20 25 1.25 Bactéricide
Escherichia coli 04 50 100 2 Bactéricide
Escherichia coli 05 33 100 3.03 Bactéricide
Escherichia coli 06 50 100 2 Bactéricide
Escherichia coli 07 50 100 2 Bactéricide
Escherichia coli 08 50 100 2 Bactéricide
Escherichia coli 09 50 100 2 Bactéricide
Klebsiella 50 W+ ¥ Bactériostatique

pneumoniae 01

Klebsiella 50 100 2 Bactericide
pneumoniae 02
Klebsiella 50 100 2 Bactericide
pneumoniae 03
Proteus spp 01 50 100 2 Bactéricide
Proteus spp 02 50 100 2 Bactéricide
Proteus spp 03 33 100 3.03 Bactericide
Pseudomonas 50 100 2 Bactéricide
aeruginosa
Enterobacter spp 50 100 2 Bactéricide
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Les résultats de la CMI montrent qu’en présence de I’HE de Origanum majorana L., les
bactéries Escherichia coli (04,06,07,08,09), Klebsiella pneumoniae (01,02,03), Proteus spp
(01,02), Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp sont inhibées a la concentration
50mg/ml et c’est la concentration la plus élevée, par contre Escherichia coli 05 et Proteus spp
03 sont inhibées a 33mg/ml, Escherichia coli 01 et Escherichia coli (02,03) sont inhibéesa
16 mg/ml et 20 mg/ml d’HE respectivement

Quant aux résultats de la CMB, nos calculs confirment 1’action inhibitrice de I'HE sur
Klebsiella pneumoniae 01 a 50mg/ml, par contre elle présente une action bactéricide pour les
souches Escherichia coli (04,06,07,08 et 09), Klebsiella pneumoniae (02,03), Proteus spp
(01,02 03), Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp a 100mg/ml, ainsi qu’elle a un effet
bactéricide sur Escherichia coli 01 et Escherichia coli (02,03) a 20mg/ml et 25mg/mi

respectivement.

Absence de Croissance
bactérienne

Croissance
bactérienne

Escherichia coli

Escherichia coli

Figure 17 : La lecture de la CMB des huiles essentielles contre les souches cliniques
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Figure 18 : Histogramme des CMI de I’HE contre les souches bactériennes cliniques
testées

La valeur de la CMI peut étre influencée également par la quantité de I'émulsifiant utilisée.
Cependant, I'ajout d'un émulsifiant au cours de I'étude de I'activité antibactérienne peut limiter
le contact entre I'huile essentielle et la bactérie a tester. Cette constatation a été remarquée lors
de l'utilisation d'une quantité élevée de I'émulsifiant. De méme, la CMI peut étre affectée par
la méthode de sensibilisation employée : vu que les valeurs de la CMI obtenues par la méthode
de dilution en milieu liquide sont plus faibles que celles obtenues en milieu solide, cette méme
constatation a été rapportée par Hammer ,(1999), lors de I'étude du pouvoir antibactérien des
huiles essentielles de 20 plantes médicinales. Cette différence hautement significative des CMI
entre les deux méthodes de dilution peut étre expliquée par l'influencede certains facteurs qui
varient selon I'environnement du test. Ceux-ci comprennent : la différence de I'exposition des
bactéries a I'nuile essentielle, la différence de la solubilisation del'huile essentielle et notamment

de ses composants actifs et de sa vaporisation.

Slon les résultats obtenus il nous a parait évident que la méthode de dilution en milieu liquide
est la méthode adéquate pour I'évaluation de I'activité antibactérienne d'une huile essentielle
vue que la volatilisation de I'huile est minimisée un peu en présence d'un milieu liquide ainsi
que son amélioration par I'ajout de I'agar qui augmente la durée de stabilité du mélange (huile
essentielle + milieu de culture) contrairement a la méthode de dilution en milieu solide ou
nous avons eu une sur évaluation de l'activité a cause de la volatilisation élevée de I'huile

essentielle .
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1.3. Résultats de I’activité antifongique
L'activité antifongique est étudiée en évaluant l'inhibition de la croissance des micro-
organismes en contact avec l'huile essentielle d’Origanum majorana L., dans cette
expérience,nous avons utilisé la méthode de I'aromatogramme (technique de diffusion dans

un milieu solide).

» Méthode de diffusion sur disque
L’huile essentielle de la marjolaine montre une activité antifongique trés importantes,
avec des zones d’inhibition dépassant 14 mm, dont les résultats sont figurés dans le (Tab11)
et les (Figs 19 et 20).

Tableau 11 : Diamétres des zones d’inhibition de I’HE vis-a-vis les souches fongiques

testées.
Souche fongique Zone d’inhibition (mm)
Aspergillus niger 25
Candida albicans 15

Les résultats obtenus concernant l'analyse qualitative de I'activité antifongique sont
captivants.Effectivement, I'huile essentielle possede une activité antifongique considérable, ce
qui se manifeste par un diamétre de la zone d'inhibition de 25 mm pour Aspergillus niger et de
15 mm pour Candida albicans.
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Figure 19 : Histogramme des diamétres des ZI de la croissance des souches fongiques
testées.
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Figure 20 : Zone d’inhibition induites par L’HE contre les souches fongiques testées.

Nos résultats concernant I’activité antifongique sont a peu pres similaires a ceux de Ben
Salha,(ZR0), en ce qui concerne I’activité inhibitrice contre Candida albicans, qui a été illustrée
par un diamétre de zone d’inhibition de 13 mm. Cependant, nos résultats concernant L’activité
inhibitrice contre Aspergillus niger sont différents. Les résultats obtenus par la méthode de
micro-atmosphére ne reflétent que le pourcentage d’inhibition de la croissance fongique

(%ICF) par I’huile essentielle est moyennement faible apres 7 jours d’incubation a25 + 1,5
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°C, résumés par un diametre de zone d'inhibition de 25 mm. Notre expérience se distingue de
celle de Sefsafe ,(2016), ou l'inhibition de la croissance de Candida albicans par I'huile de la
marjolaine était tres forte, c'est-a-dire exagérée, avec un diamétre de la zone d'inhibition de 58
mm par rapport a celle de notre expérience, qui était de 15 mm.
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Conclusion

Conclusion et perspectives

L'aromathérapie est une forme de médecine douce dont les effets thérapeutiques sont
attribués aux composés aromatiques des huiles essentielles. La grande émergence de
I’antibiorésistance représente un probléme majeur dans le secteur de santé ; cela justifie la
recherche de nouvelles approches thérapeutiques par l'utilisation de plantes médicinales sous
leurs différentes formes. Dans ce but, différentes études se sont intéressées a la connaissance
des plantes pour découvrir de nouveaux principes actifs pouvant annoncer une révolution de la
médecine.

Dans ce travail, I'analyse de I'activité antimicrobienne de I'huile essentielle d'une plante
aromatique tres réputée, Origanum majorana L, a I'égard des souches de référence, des souches
pathogénes d'origine hospitaliére et de deux champignons, nous a conduit a la conclusion
suivante :

e Tout d'abord, I'extraction de I'HE de la marjolaine seche par hydrodistillation a donné un
rendement trés faible en comparant a la bibliographie.

e En ce qui concerne le pouvoir antibactérien par la méthode de la diffusion de disque,
toutes les souches de référence testées ont été montrées sensibles a I’HE, avec une activité
inhibitrice extréme sur Staphylococcus aureus.

e L’huile essentielle extraite d'Origanum majorana présente des activités antibactériennes
variables sur les 18 souches cliniques Gram négatif testées ; desquelles sont
multirésistantes a 37 % ; une activité inhibitrice extréme exercée sur Escherichia coli et
Proteus spp, or E coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter
Spp ont été apparues trés sensibles a I'aromatogramme.

¢ Quant a la caractérisation de I’effet antibactérien obtenu, en se basant sur le rapport entre
la CMB et la CMI calculées, il est démontré que I’huile essentielle de la marjolaine a un
effet bactéricide sur toutes les souches testées.

e En ce qui concerne I'étude qualitative de I'activité antifongique, il est évident que I'huile
essentielle présente une activité antifongique significative contre les champignons
Aspergillus niger et Candida albicans.

A la suite de ces résultats, il serait donc trés intéressant de continuer ce travail sur

plusieurs aspects :

» Mener une enquéte détaillée sur les fractions de I'huile essentielle démontrant

I'activité antibactérienne in vitro en vue d'identifier I'espece chimique ou les
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Conclusion

composés responsables de cette activité ainsi que la synergie d'action probable
entre eux, ces études devront étre confirmées par un suivi in vivo.

Envisager I'étude de I'effet de cette (ces) substance (s) active (s) sur une éventuelle
modification du génome bactérien.

Sachant que le but ultime de ce travail est la valorisation de la plante Origanum
majorana et la recherche de son intervention dans la phytothérapie humaine,
I'évaluation de I'existence d'une éventuelle potentialité génotoxique dans I'huile
essentielle issue de cette plante serait nécessaire.
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Annexe 1

La Mc Ferland standard 0.5 est une solution utilisé lors de la préparation des inocula
bactériens. 1l se prépare en meélangeant 99.5ml d’Acide Sulfurique (0.18M) et 0.5ml de
Chlorure de baryum (0.048 M) dans des tubes identiques aux tubes utilisés pour la préparation
de I’inoculum. Il faut le stocker dans I’obscurité a une température de 22°C a 25°C. Apres la
préparation de la solution, on doit vérifier I’exactitude de la densit¢ de Mc Ferland par le
spectrophotomeétre a longueur d’onde de 625nm qui devrait étre compris entre 0.08 et 0.13.
Avant chaque utilisation, agiter le tube pour mélanger la fin précipitée blanche de Sulfate de

Baryum.
Annexe 2

Gélose de Muller Hinton est une gélose standardisée pour les tests de sensibilité aux
antibiotiques et sulfamides. Pour la préparation de la gélose de Muller Hinton, on a besoin de
38g de la poudre du Muller Hinton Agar. Les étapes de préparation sont :

1. Dans un bécher, en dissolvant la poudre dans un litre de I'eau distillé, il faut
I'hnomogénéiseret chauffer en agitant ;

2. Porter a ébullition environ une minute ;

3. Mettre dans des flacons en verre bien fermés pour le stériliser a I'autoclave pendant 15min
a 121.1°C. Pour I’utiliser, laisser refroidir, puis le couler dans des boites de pétri (25ml par
boite) dans un milieu stérile et laisser reposer. Ils sont préts a l'utilisation immédiatement ou

stocker a 2°C a 8°C pendant une semaine au plus.

CAT: 1058 00
MUELLES




Annexe 3

Gélose nutritive (GN) : environnement de conservation et d'isolement non sélectif : la
poudrea été suspendue dans 1 litre d'eau distillée. Le mélange doit étre chauffé a ébullition
afin de dissoudre compléetement le milieu a I'aide d'un tamis.

En utilisant un agitateur, le mélange a été réparti en tubes et stérilisé pendant 15 minutes.
Une fois refroidie a une temperature de 45-50 °C, la GN a été versée dans des boites de pétri
(jusqu'a ce qu'elle se solidifie) et conservée au réfrigérateur a une température de 2°C.

Figure 2: Préparation de la gélose nutritive.
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Annexe 4

Bouillon nutritif : 28 grammes de milieu (BN) déshydraté ont été pesés pour 1 litre d'eau
distillée et le contenu. Chauffer jusqu'a ce que le milieu soit complétement dissous a I'aide
d'unagitateur. Une fois que le mélange a été homogénéisé, nous I'avons stérilisé a l'autoclave
aune température de 121 °C pendant 20 minutes. Laisser refroidir pendant quelques minutes
dans lecone stérile du bec Bunsen. Quand la préparation a commence. Le bouillon nutritif a
été versedans les tubes a une température inférieure a 60 °C.

Etant donné que chaque 10 ml est placé dans un tube et conservé au réfrigérateur a une
température de 2-8 °C.

Annexe 5

Préparation de 1’eau physiologique : On a pese 2.7 grammes de poudre (Nacl) et on la
mise dans 0.3 litre d’eau distillée, puis on a homogénéisé et chauffé le mélange en agitant,
on a réparti le mélange en tubes ou flacons stériles, ensuite on a stérilisé les tubes a
l'autoclave a 121°C pendant 20 minutes, laissant refroidir puis conserver au réfrigérateur a
2-8 °C.

Figure 3: Préparation de 1’eau physiologique

Annexe 6
Préparation de PDA :

Prendre 39 gr de PDA de synthése.
Le mélanger a 1 | d'eau distillée.

Secouer doucement jusqu'a obtenir un mélange homogeéne.

Laisser refroidir un peu sous la hotte, puis couler la solution sur les boites dePétri.

[
[
°
® Auto-claver sous une pression de 1,4 bar a la température de 125°C durant 15minutes.
°
® Laisser sécher pendant 24 a 48 heure.
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Annexe 7

Les figures suivantes montrant les zones d’inhibition induite par I’HE d’Origanum
majorana L contre les souches bactériennes cliniques testées.

Escherichia coli 03

Proteus spp 01

Y
)

Klebsiella pneumoniae 03

Escherichia coli 08
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Pseudomonas aeruginosa

Proteus spp 02 Escherichia coli 09

Escherichia coli 07
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Escherichia coli 06 Enterobacter spp

Figure 4: Zones d’inhibition induites par I’HE d’Origanum
majorana L contre les souches bactériennes testées.
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