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Résumé

Cette étude consiste a évaluer I’efficacité antibactérienne d’un melange des huiles
essentielles obtenues a partir de plantes médicinales des especes Artemisia herba alba Asso.,
Artemisia campestris L., Rosmarinus tournefortii de Noé., Thymus hirtus Willd., connues

pour sa valeur thérapeutique dans la médecine traditionnelle algérienne.

Les huiles essentielles ont été testées seules et en combinaison sur cing souches
bactériennes, par la méthode de diffusion sur disque, ainsi que la détermination de
concentration minimale inhibitrice (CMI) en milieu liquide et bactéricide en milieu solide
(CMB).

L’évaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles seules par la méthode de
diffusion par disque a montré un effet remarquable de 1’huile de Rosmarinus tournefortii sur
Escherichia coli traduite par un diametre de la zone d’inhibition de 15 mm, Ainsi les huiles
d’Artemisia herba alba et  Artemisia campestris ont révélées une CMI et CMB élevées
allant a 80 mg /ml sur les souches de Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa.

La combinaison des huiles RT: AHA :TH: AC avec les ratios de M1: 1:1:1:1; M2 : 7:1:1:1;
M3: 1:7:1:1; M4 1:1:7:1; M5: 1:1:1:7, a montré que le mélange (M3) a une activité trés
importante sur Staphylococcus aureus avec une zone d’inhibition de 16 mm ,certains mélanges ont
montré un effet antibactérien faible par rapport aux huiles seules. Les faibles concentrations
minimales inhibitrices et bactéricides de 5 mg/ml étaient remarquées pour les mélanges (M2)

et (M3) sur les souches Pseudomonas aeruginosa et Enterococcus sp.

Mots clés : Mélange des huiles essentielles, activité antibactérienne, Artemisia herba alba Asso.,

Artemisia campestris L., Rosmarinus tournefortii de Noé., Thymus hirtus Willd.
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Abstract

This study consists to evaluate the antibacterial activity of a mixture of some essential
oils obtained from medicinal plants of the species Artemisia herba alba Asso., Artemisia
campestris L., Rosmarinus tournfortii de Noé., Thymus hirtus Willd., Known for its

therapeutic value in Algerian traditional medicine.

The essential oils were tested single and in combination against five bacterial strains, by
the disc diffusion assay, the determination of minimum inhibitory concentration (MIC) in
broth and bactericidal in agar (MBC).

The evaluation of the antibacterial activity of single EOs by disc diffusion assay
exhibited a remarkable effect of Rosmarinus tournfortii oil against Escherichia coli
translated by 15mm of the inhibition zone diameter, while the oils of Artemisia herba alba
and Artemisia campestris revealed an elevated MIC and MBC ranging to 80 mg / ml against
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa strains.

The combination of RT: AHA: TH: AC oils with the ratios of (M1) : 1: 1: 1: 1; (M2) : 7:
1:1:1;,(M3): 1:7: 1:1; (M4) : 1: 1: 7: 1; (M5) : 1: 1: 1: 7; displayed that the mixture
(M3)has a crucial activity against Staphylococcus aureus with an inhibition zone of 16 mm,
However some mixtures showed a weak antibacterial effect compared to the single oils.
The low minimum inhibitory and bactericidal concentrations of 5 mg / ml were noted for the
mixtures (M2) and (M3) against the strains Psudomonas aeruginosa and Enterococcus sp

respectively.

Key words: Blend of essential oils, antibacterial activity, Artemisia herba alba Asso.,
Artemisia campestris L., Rosmarinus tournfortii de Noé., Thymus hirtus Willd.
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Introduction

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales a commencé avec 1’évolution des
civilisations. Une plante médicinale désigne toute plante qui contient un ou plusieurs
composants actifs pouvant prévenir, soulager ou guérir des maladies (Schauenberg et Paris.,
2006), ce qui la considére comme une source importante en médecine traditionnelle et de
médicaments qui sont efficaces dans le traitement des maladies (Bako et al., 2005 ; Borokini
et Omotayo., 2012). Plus de 80 % de la population mondiale utilisent les plantes médicinales
comme source de soins de santé primaires (Agisho et al., 2014), puisque différentes parties de
la plante sont utilisées en medecine traditionnelle, notamment les écorces, les fleurs, les fruits,

les feuilles, les résines, les rhizomes, les racines, les graines et tiges (Algethami et al., 2017).

En conséquence, le métabolisme secondaire des plantes produit des substances
volatiles appelées les huiles essentielles. A noter que, plus de 17 500 espéces de plantes a
fleurs produisent des huiles essentielles avec une odeur et un godt caractéristiques, dont plus
de 300 huiles essentielles ont été largement utilisées ( Mérillon et al., 2018). Ces huiles
essentielles affectées par une gamme de facteurs intrinséques et extrinséques, surtout les
huiles des plantes officinales, qui peuvent induire des changements dans leur composition
chimique et leurs activités physiologiques, ainsi la méme espece dans des conditions
environnementales et géographiques différentes, peuvent produire des huiles avec différents

profils chimiques et propriétés biologiques (Maksimovi¢ et al, 2018 ; Mastinu et al, 2021)

De plus, les huiles essentielles ont une composition chimique trés complexe: elles
contiennent deux ou trois composants principaux, principalement des terpenes, des
terpénoides et des phénylpropanoides. Les principaux composants des huiles essentielles
représentent environ 70% de sa composition mais le reste contient de nombreux autres
composés tels que des acides gras, des oxydes et des dérivés soufrés (Stringaro et al.,
2018).Ces composants ont un grand potentiel en tant qu’agents antimicrobiens et utilisés dans

plusieurs domaines industriels et médicaux (Dorman et al., 2000) .

L'activité antimicrobienne des plantes médicinales et aromatiques est connue et décrite
depuis plusieurs siécles (Begamboula et al., 2003), la plupart de leurs propriétés sont dues
aux meétabolites secondaires que contiennent (Adam et al., 1998; Sartoratto et al., 2004).

Dans ces dernieres années, plusieurs des huiles essentielles et de leurs constituants ont été

1
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étudiés pour leurs propriétés antimicrobiennes contre les bactéries et les champignons
(Vasinauskiené et al., 2006), en outre les HE et les extraits de plusieurs espéces végétales
sont capables de contrdler les micro-organismes liés a la peau, les caries dentaires et la
détérioration des aliments, y compris les bactéries gram-négatives et gram-positives (
Sartoratto et al., 2004).

De sorte que, Plusieurs travaux scientifiques révélaient 1’action antiseptique de
plusieurs huiles essentielles a la fin du XIXe et au début du XXe siecle (Chamberland.,
1887 ; Baser et al., 2000), une sérieuse alternative a la médecine des antibiotiques dans les
pathologies infectieuses (De Billerbeck et al ., 2002; Tonneau et al., 2007) ,dont plusieurs
especes sont utilisées comme matiéres premiéres pour la Production des médicaments vendus
par l'industrie pharmaceutique ( Juliana et al., 2021).Ces derniéres années, une augmentation
importante a été observée concernant l'utilisation des plantes médicinales en raison de leur

abondance, de leur importance culturelle et de leurs bas prix (Thomford et al., 2015) .

Notre flore algérienne est trés riche en espéces aromatiques. Ils sont répandus dans des
conditions climatiques diversifiées (humide, subhumide, semi-aride, aride et désertique), cette
flore est utilisée beaucoup plus traditionnellement, elle est donc certainement un intérét

économique plus élevé (Benmeddour et al., 2019).

Cette étude consiste a évaluer I’efficacité antibactérienne d’un mélange de 4 huiles
essentielles obtenues & partir de plantes médicinales et aromatiques (Aretemisia herba alba
Asso., Artemisia campestris L., Rosmarinus tournefortii de Noé.,Thymus hirtus willd ),elles
sont des plantes tres utilisée dans la médecine traditionnelle comme anti- inflammatoire et
antibactérienne dans la région nord-est de I’ Algérie qui représente une région ou les plantes

médicinales suscitent une importance aussi bien par les habitants que par les scientifiques.
Ce manuscrit est structuré en trois chapitres :

Le premier chapitre est consacré a une étude bibliographique sur les plantes médicinales et les
huiles essentielles, les principes actifs des plantes (metabolites secondaires) plus
particulierement 1’huiles essentielle), et leurs propriétés biologiques (antibactérienne,

antifongique).

Dans le deuxiéme chapitre nous nous sommes intéressés a illustré le matériel et les méthodes

utilisés dans les différentes manipulations.
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Enfin, le troisieme chapitre est consacré auxrésultats obtenus et une discussion et ponctués

d'une conclusion.



Chapitre 1:
Revue
bibliographique



CHAPITRE 1 Revue bibliographique

1. Les huiles essentielles :

1.1.Définition des huiles essentielles

Il existe plusieurs définitions des huiles essentielles qui sont communément
appelées essences ,alors elles peuvent étre définies comme étant des mélanges naturels
complexes de métabolites secondaires obtenues a partir d’'une matiere premicre végétale, soit
par hydrodistiollation , expression a froid dans le cas des agrumes ( Burt , 2004), soit par
d’autres techniques nouvelles permettant d’augmenter le rendement de production comme la
technique d’extraction par le CO2 supercritique ( Santoyo et al., 2005) ou I’extraction assisté

par micro — ondes ( Kimbaris et al., 2006).

Alors gque selon AFNOR, (2000) (Association Francaise de la Normalisation) I’HE
est un « produit obtenue a partir d’une matiere premicre végétale, soit par entrainement a la
vapeur d’eau, soit par des procédées physique et séparé de la phase aqueuse par des procédées

physiques .

Ces huiles largement répandues dans le régne végétal notamment chez les végétaux
supérieures, et elles sont obtenues a partir des feuilles, de graines , de bourgeons, d’écorce, de
bois, de racine ou de fruits (Burt, 2004), selon les utilisent dans divers domaines les se
composent généralement de terpénoides , de phenolpropénoides et des composés soufrés et
azotés (Bekkali et al ., 2008).

En fin , elles présentent plusieurs activités anti microbiennes ( D’activité anti
bactérienne , 1’activité anti fongique , I’activité anti virale et I’activité anti protozoaires.(

Sbayou et al., 2014 ; Guinoiseau et al ., 2015).
1.2.Historique

L’origine de I’utilisation des plantes aromatiques remonte aux plus anciennes
civilisations, tout d’abord elle avait commencé dans 1’Orient et le Moyen Orient et par la suite

au nord de I’ Afrique et en Europe (Franchomme et al.,1990; Lardry et Haberkorn, 2007).

Les papyrus de 2 800 ans avant J.-C. témoignent que I'huile essentielle del'origan,
la cannelle, la menthe a fait partie des composants des pommades et des crémes préparées,
L’utilisation des huiles essentielles €tait pratique courante chez les Grecs de 1’Antiquité et
plusieurs livres ont été publiés sur le sujet. Ils ont été parmi les premiers a traiter les maladies

d’ordre psychologique, entre autres avec des plantes aromatiques. lls avaient constaté les
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effets calmants, relaxants, antidépresseurs, stimulants et toniques de certaines herbes et de
leurs essences, les Chinois aussi, grands connaisseurs des épices, avaient classé les huiles
essentielles selon le type d’humeur qu’elles inspiraient a 1’étre humain (solitaire, noble,
tranquille,...) (Khalfi-habes et al., 2014).

Les Romains ont poursuivi ’ceuvre des Grecs et approfondi leur connaissance des
planteset des huiles essentielles. 1ls enfoncérent en pratique les bienfaits de ces dernieres en

développant leur utilisation dans les bains (Buronzo, 2008).

Quant a I’extraction des huiles essentielles, les premiers a utiliser le procédé
d’hydrodistillation semblent étre les Perses, 1 000 ans avant J-C., mais il faudra attendre 2
000 ans pour que ce procedé soit sensiblement perfectionné.Avicenne, médecin médiéval
Persan, produit la premiere huile essentielle pure a partir deFleurs de roses (Garneau, 2005;
Zhiri, 2006). Ensuite, la véritable naissance de 1’aromathérapie revient au chimiste frangais
René Maurice Gattefosse en 1928; aprés s’étre brdlé la main par accident dans son
laboratoire, il I’a plongea sur le champ dans I’essence de lavande, la ou il observé une
guérison tres rapide, sans infection, ni cicatrice. Il crée le terme « Aromathérapie », ensuite il
publie un ouvrage du méme nomen 1931 dans lequel il met en évidence la relation entre la

structure biochimique de I’huileessentielle et son activité (Franchomme et al., 1990).

En résumé, les huiles essentielles ont une place prestigieuse et des propriétés
thérapeutiques connues depuis 1’antiquité et sont encore utilisé a ’heure actuelle aprés le

développement de méthodes d’extraction et que leurs bienfaits sont connues.
1.3. Propriétés des huiles essentielles

1.3.1.Propriétés organoleptiques

Les huiles essentielles ont des propriétés organoleptiques communes comme le fait
d’étre liquides a température ambiante, volatiles et entrainables a la vapeur d’eau. Elles sont
aussi tres odorantes et incolore ou jaune pale sauf pour les huiles essentielles de cannelle,
girofle, camomille matricaire, vétiver et bouleau ou la couleur est relativement
foncée.(Phatak et al.,2002).

1.3.2.Les Propriétés chimiques

Les huiles essentielles constituent des mélanges complexes de composés organiques

possédant des structures et des fonctions chimiques tres diverses, provenant de leurs
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biosyntheses, en particulier celledes isoprénoides (Monoterpenes, sesquiterpénes, diterpenes,

triterpénes, caroténoides) (Mark, 1960).
1.3.3.Propriétés physiques

Les huiles essentielles ne sont pas solubles dans 1’eau mais en revanche elles sont
solubles dans les solvants organiques et les huiles végétales. Leur densité est inférieure a « 1 »
sauf les huiles essentielles de cannelle, girofle, sassafras et ail. Elles sont sensibles a
I’oxydation,a la lumiére et a la chaleur ce qui par conséquent rend leur conservation tres
délicate. Les huiles essentielles ont des indices de réfractions élevés et aussi des pouvoirs
rotatoires.(Harris et al.,1952).

1.4. Activités biologiques
L'activité biologique des huiles essentielles et de leurs principaux composants est bien
documentée. Les huiles essentielles telles que 1’huile d’origan et de cannelle sont connues
pour leur effet contre les bactéries, les champignons etméme des virus. Le mécanisme d'action
est proposé pour étre lié a la membrane et aux structures cellulaires externes, y compris les

parois cellulaires (Sergio et al .,2021).
1.4.1Activité antibactérienne

Au cours des dernieres années, I'émergence d'agents pathogenes résistants aux
médicaments a attiré [l'attention sur les huiles essentielles pour leurs propriétés
antimicrobiennes potentielles. En raison de la grande diversité biologique et structurelle de
leurs composants, elles constituent une source unique et renouvelable pour la découverte de

nouveaux antimicrobiens indispensables(Hercules et Chrissanthy.,2017).

Compte tenu des différents groupes de composés des huiles essentielles, il est fort
probable que leur activité antibactérienne ne soit pas attribuable a un seul mécanisme mais
qu'il existe plusieurs modes de ciblage de la cellule microbienne. Des propriétés importantes
des huiles essentielles, telles que I'hydrophobie, la perturbation de la membrane
cytoplasmique, la perturbation du flux d'électrons, le transport actif et la coagulation du
contenu cellulaire, peuvent étre considérées comme des mécanismes possibles de leur action
antimicrobienne(Burt .,2004). D'autres mécanismes qui peuvent probablement provoquer un
dysfonctionnement de la membrane incluent des perturbations du gradient de pH et du
potentiel électrique de la force motrice du proton .(Lambert et al.,2001)Les huiles
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essentielles qui ont les propriétés antibactériennes les plus puissantes contiennent un
pourcentage élevé de composés phénoliques, comme le carvacrol, I'eugénol et le thymol
(Guynot et al.,2003) qui provoquent des perturbations structurelles et fonctionnelles dans la
membrane cellulaire (Walsh,2003) et agissent sur les protéines cellulaires qui sont aussi collé

dans la membrane cytoplasmique (Sikkema,1995).
1.4.2.Activité antifungique

Les infections fongiques peuvent étre soit superficielles, soit invasives, leur
traitement implique principalement l'utilisation de comprimés oraux ou de crémes topiques. Il
est également plus difficile d'appliquer un traitement pour les infections fongiques que
bactériennes, car les cellules humaines et fongiques ont en commun d'étre eucaryotes. Si le
traitement fongique cible et agit contre une structure commune dans les cellules eucaryotes,
cela peut egalement conduire a une toxicité pour les cellules humaines, compromettant la
sécurité de I'néte( Nazzaro et al ., 2017). Lors du développement d'un médicament
antifongique, il est important pour les industries pharmaceutiques de cibler une structure qui
ne se trouve spécifiquement que dans les cellules fongiques telles que la structure de la chitine
(Hu et al., 2017 ;Nazzaro et al ., 2017). En conséquence, divers HE et leurs composés
individuels ont été largement testés contre diverses souches fongiques (Rahman et
al.,2011 ;Tian et al ;2011). Il a été trouvé que I'huile essentielle exercait une activité
antifongique avec des réles dans le blocage de la communication cellulaire, I'atténuation de la
croissance fongique et l'inhibition de la production de mycotoxines ( prakash et al., 2012 ;]
Bdhme et al.,2014 ;Nazzaro et al.,2017)

1.4.3.Activité anti protozoaire

Plusieurs huiles essentielles ont été étudiées pour montrer leur activité anti-
protozoaire ,certaines d’entre elles ont été trouve remarquablement active (Anthony et
al., 2005)(Ueda-Nakamura et al.,2006) ont trouvé Leishmania spp.agent responsable de la
leishmaniose, trés sensible aux huiles essentielles d’Ocimumgratissimum.

De plus les principaux constituants des huiles essentielles avec activité
antiprotozoaire sont des monoterpénoides (linalol, terpinened-ol, thymol, carvacrol, citral,
limonene, a-pinene, v-terpinéne,a-phellandréne et p-cymene), sesquiterpenes (B-
caryophyllene,nérolidol, -copaéne, cypéréne et germacréne D) et des phénylpropanoides
(eugénol, méthyl chavicol et cinnamaldehyde),qui sont responsables de leurs effets

biologiques (Lianet et al.,2012).
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1.4.4. Activité antivirale

Plusieurs HEs sont avérée antivirales, et elles sont différents modes d'action sur les
virus; en général, ils agissent en ciblant les polymérases d'acide nucléique.Les propriétes
antivirales des HE peuvent étre une alternative prometteuse a l'avenir, car davantage d'essais
humains doivent étre menés afin de fournir des preuves plus appuyées en termes d'efficacité et

de sécurité (Aljaafari et al.,2021).

Certains composes des huiles essentielles ont montrées une réponse efficace contre
les virus grace a une activité viricide, empéchant la réplication virale et I'adsorption des virus

sur les cellules hotes (Schnitzler.,2019).

Une étude a prouve l'activité antivirale de plusieurs HES des plantes, notamment
Zatariamultiffora, Eucalyptus caesia, Artemisiakermanensis, SaturejahortensisL. et le
Romarin contre I'herpés simplex virus-1 (HSV-1) en utilisant le test de réduction de plaque
(Gavanji et al .,2015). Cependant, I'HE du thymus a été testée contre le HSV et la grippe et
n'a montré aucun résultat efficace( Bektas et al .,2016). Dans une étude différente, le -
caryophyllene, qui est présent dans de nombreuses HE, a été examiné pour son activité
viricide contre les protéines du virus de la dengue (DENV), et des résultats importants ont été
rapportés car il agissait sur l'inhibition de la réplication du (DENV) (Moo et
al.,2020 ;Pajaro-Castro.,2015).

1.5.Localisation dans la plante

Le regne végétale contient un grand nombre des plantes aromatiques, environ
17500 plantes, et les huiles essentielles y sont présentées car elles sont stockées dans toutes

les parties de la plante (Belakhder.,1997).

Les HEs sont synthétisées au niveau des glandes sécrétoires que I’on trouve dans la
plupart des parties de la plante, ou elles sont sécrétés dans le cytoplasme de certaines cellules
et peuvent s’accumuler sous forme des petites gouttelettes. Le tableau ci-dessous regroupe le

oragnes des plantes pouvant fournir les huiles essentielles:

Tableau 1 : organes de certaines plantes riches en huiles essentielles (Garneau , 2005).
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Organes Plantes
Feuille d’Angiospermes Romarin
Feuilles de gymnospermes Sapin
Tiges Citronelle
Ecorces Cannelier
Racines Angelica
Rhizomes Acorus
Bulbes Oignon
Bois Santal
Fruits Citron
Fleurs Jasmin
Grains Aneth

1.6.Composition chimique des HEs

Les huiles essentielles ont une composition chimiques trés complexes, pouvant
renfermer plus de 300 composées différents, ces composants volatiles appartenant pour la
grande majorité a la famille des terpenes c'est-a-dire dérivés de I’isopréne et non du benzéne,
et des composées oxygénées (alcools, esters,aldéhydes,cétones, ...... ) (Grand wald.,2007).
Ces composants appartiennent a deux groupes différents: les composées terpéniques et les

composées aromatiques dérivées du phénylpropane (Bruneton.,1999).
1.6.1.Les terpenes

Constituent une famille de composées largement répandus dans le régne végétale,
elles sont caractérisées par une squelette qui contient une unité isoprénique a 5 atomes de
carbone (C5) ( Lamarti.,1994). Ces isoprenes sont des véritables précurseurs de la molécule

terpénique.

Les systemes enzymatiques responsables de cette conversion en composées

terpéniques dans: levcytoplasme, mitochondrie et plastes, sont hydrosolubles et permet
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I’élongation de la chaine isoprénique conduisant a tout 1’éventail des composés terpéniques a
10, 15, 20, 30 atomes de carbone (Lamarti.,1994), seules les terpenes dont la masse
moléculaire est relativement faible sont rencontrés dans les huiles essentielles
(Brunetton.,1999).

1.6.1.1.Les mono terpenes

Les composés mono terpéniques constitués de deux unités d’isopréne, leur formule
chimique brute est CioHig (Rahal, 2004), ces composés peuvent étre: monoterpenes
acycliques (myrcene, ociméne), monocyclique (a- et y-terpinéne, p-cymene) et mono
terpénesbi cycliques (pinénes, A3-caréne, camphene, sabinéne). La réactivité des cations
intermédiaires montre la présence de nombreuses molécules caractérsées par différentes

fonctions (alcool, ester, aldéhyde, éthers, peroxydes de phénols (Bruneton, 1999).
1.6.1.2.Les sesquiterpenes

Ils se composent de trois unités d’isoprene, leurs formule brute est CisHz4. On note
une grande diversité dans leurs structures (Rahal, 2004). Les sesquiterpenes peuvent
étre  Acycliques (farnésol),Monocycliques (humuléne, a-zingibéréene) ou encore
Polycycliques (matricine, artéannuine). et peuvent aussi renfermer aussi des fonctions alcools(
Farnésol , carotol , patchoulol), des cétones comme (nootkatone), des aldéhydes (sinensals),
des esters( acétate de cédrile )( Bruneton , 1999).

1.7.Usage

Les HEs occupent une place importante dans divers secteurs économiques, a titre
d’exemple dans [D’industric alimentaire, I’industrie agroalimentaires, 1’industrie

pharmaceutiques et dans I’industrie de la cosmétologie et de la parfumerie.
1.7.1.En pharmacie

Plusieurs principes actifs des plantes aromatiques entrent dans la fabrication de plus de
40 médicaments. Selon Pascal., (2005), on peut utiliser les huiles essentielles en pharmacie

pour les raison suivantes:

e [’huile de Lavande : pour détendre le corps et calmer le stress , sur la peau ,
améliore qualité du sommeil

e [’huile de citron : fraicheur, débarrasser le corps des toxines, détoxifiants, lute

10
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contre trouble de systeme immunitaire.

L’huile de menthe poivrée : Traitement des maladies inflammatoires chroniques
intestinales, traitement de diarrhée et constipation

L’huile d’origan : stimule la défense immunitaire :, et pour traiter le rhume

L’huile d’Arachide : anti gastrique, hypocholestérolémiante

L’huile de carthame : adoucissant de I’intestin, antirhumatismale

L’huile de colza : anti thrombus

L’huile de noisette : hypotensive, anti lithiasique

L’huile de pavot : améliore la circulation sanguine

L’huile d’olive : draineur hépatique

1.7.2.En cosmétique

Sur le plan dermatologique, les HEs sont largement utilisées, surtout pour traiter les

infections dermiques. C’est le cas de la citronnelle, qui est connue pour ses vertus

antifongiques; en pharmacologie,elle fait partie de la base des cremes antimycosiques

applicables sur toutes les parties du corps.

L’huile essentielle de lavande est utilisée pour soigner et entretenir la peau, elle est

incorporée dans les savons et dans d’autres produits cosmétiques, elle est également utilisée

dans le traitement des dermatoses (Chemat et Fernandez.,2012).

Les principaux HE utilisés sont :

L’huile de Lavande : régénération de la peau, pour traitement des rides et des
blessures ;

L’huile de Citron : contre le vieillissement de la peau ;

L’huile de rose : traitement d’eczéma, et de sécheresse cutanée et traitement de
cicatrices ;

L’huile de rose musqueée : stimule les rides, contre les cicatrices et bon hydratant
de la peau ;

L’huile de I’arbre a thé : traitement d’acné, herpes et blessures ouvertes ;

L’huile de soja : douceur de la peau, masque antirides;

L’huile de Romarin : pour traiter les cheveux, et traitement d’eczéma.

1.7.3.En industrie alimentaire

11
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Les huiles essentielles sont utilisés comme des exhausteurs de gout et des aromes,
conservateurs des aliments et des antioxydants et antimicrobiens, et ceci dans le domaine

de la confiserie, produits laitiers, soupes et sauces (Richard, 1992).

Selon (Oosaleh., 2007), les huiles essentielles peuvent étre utilisées comme: Conservateur
alimentaire:
e [’huile de cannelle, origan et thym par leur efficacité sur les viandes, volailles et
légumes.
e L’huile de menthe pour les Iégumes frais comme le yaourt et salade.
1.7.4.En agroalimentaire
La consommation d’huiles essentielles dans [I’agroalimentaires suit la

croissance de la consommation de produits préparés , ceci en réponse a une demande
croissante de produits naturels de la part des consommateurs et a la mauvaise
publicité faite aux conservateurs de synthése .
Le domaine le plus grand consommateur des huiles essentielles est celui des boissons
gazeuses celle qui est la plus utilisée dans le monde pour 1’agroalimentaire est celle
d’orange douce (Citrus sinensis (L) ( Garneau , 2005).

1.8. Techniques d’extraction des huiles essentielles
1.8.1. Hydrodistillation

L’hydro-distillation est une méthode simple et ancienne, effectuée dans un appareil
appelé Clevenger, elle consiste a une immersion directe de la plante (intacte, écrasée) dans
I’eau (Bruneton, 1999), qui est ensuite portée a 1’ébullition, sous I’influence de la
température, les cellules végétales sécretent leur contenu (Luccherie ,2005), dont les huiles

essentielles qui seront récupérées par décantation.

12
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Figure 01: Extraction d’huile essentielle par 1’ hydro distillation

1.8.2. Entrainement a la vapeur d’eau

Contrairement a 1’hydro-distillation, dans la technique d’entrainement a la vapeur

d’eau, le matériel végétal est en contact avec une vapeur directe, produite dans 1’équipement,

ou par la vapeur indirecte produite a 1’extérieur et conduite vers ce dernier, le tout se passe

sous pression (<0,1 bar), cette vapeur va entrainer les composés volatils par action osmotique

(Lahlou, 2004). Les méthodes d’hydrodistillation et d’entrainement a la vapeur d’eau

demeurent les deux méthodes les plus adoptées en production commerciale des huiles

essentielles (Carson et Hammer, 2011).

13
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Figure 02: Entrainement a la vapeur d’eau

1.8.3.Extraction au CO2 supercritique

La méthode d’extraction au COsuper critique est un procédé moderne consiste a
faire éclaterles poches a huile essentielle des plantes et entrainer les substances aromatiques
en faisant passer un courant de CO2 a haute pression dans la masse végétale (Keville et
al.,1995; Baysal et al.,1999).

On utilise le CO2 car il posséde de nombreux avantages : il s’agit d’un produit
naturel, inerte chimiquement , ininflammable , facile a éliminer totalement , aisément
disponible , peu réactifchimiquement et enfin peu couteux .

Le CO2 a également la capacité de fournir des extraits de compositions trés proches
de celles obtenues par les méthodes décrites dans la pharmacopée européenne .tous ces
avantages permettent a ce procédé de ce développer malgré un investissement financier
important . ( Keville et al, 1995 ;Baysal et al,1999).

14
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Figure 03: Extraction par CO2 supercritique

1.8.4. Extraction assistée par micro-onde

L’extraction assistée par micro-onde est une technique permettant d’obtenir des huiles
essentielles qui a été développée au début des dernieres décennies a des fins analytiques, elle
consiste a irradier la matiére végétale d’un solvant absorbant fortement les micro- ondes pour
I’extraction des composés apolaires. Le mélange est chauffé sans atteindre 1’ébullition durant
des courtes périodes séparées par des étapes de refroidissement, I’avantage de cette technique
est de réduire la durée de distillation et d’obtenir un bon rendement en huile essentielle
(Wang et al ., 2006)

1.8.5.L’expression a froid

C’est la technique d’extraction la plus simplemais trés limitée, elle est réservée a
I’extraction des composes volatils dans les péricarpes des hespéridés ou encore d’agrumes,
qui sont trés importants en cosmétiques et en parfumerie, ces produits sont trés fragiles car ils
sont constitués de terpenes. Il s’agit d’un traitement dynamique qui consiste a déchirer les
péricarpes riches en cellules sécrétrices, et libérer leur contenu en essence puis recueillie par
un courant d’eau. L’avantage de cette technique est d’obtenir toute le contenu d’huile

essentielle de laplante (Anton et Lobstein.,2005).
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2. Présentation des espéces étudiees

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéraceae : c’est I’un desgenres

les plus répandus de cette famille et il contient environ 400 especes. Ce genre est trés
riche en flavonoides , acides cafféoylquinic , les coumarines , les stéroles qui sont des
métabolites secondaires (Kundon et Anupam , 2010).

2.1.Artemisia herba- albaAsso.

2.1.1. Description botanique

L’armoise blanche est une plante herbacée a tiges ligneuse et ramifiées, de 30 a 50
cm, trés feuillées avec une couche épaisse , les feuilles sont petites, sessiles , pubescentes et a
aspect argenté , les fleurs sont groupées en grappes, a capitule trés tres petite (3/1,5mm) et

ovoide I’involucre est a bractées imbriquées , les externes orbiculaires et pubescentes . le

réceptacle floral est nu avec 2a5 fleurs jaunatres par capitules toutes hermaphrodites (Pottier-
Aiapetite , 1981).

16



CHAPITRE 1 Revue bibliographique

Figure 04: Aspect morphologique de I’espéce Artemisia herba alba Asso.

2.1.2.Systématique

La classification botanique d’Artemisia herba-alba est la suivante (Boulos et al .,2002,

Valles et al.,2003):

Tableau 2 : Systématique de I’espéce Artemisia herba alba Asso

Royaume Plantae
Sous-Royaume Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous-famille Asteroideae,
Tribu Anthemideae
Sous-tribu Artemisiinae
Genre Artemisia L.
Sous-genre Seriphidium
Espéce Artemisia herba-alba Asso.
2.1.3. Habitat

Le genre A. herba-alba est un arbuste nain médicinal et aromatique qui pousse a I'état
sauvage dans les zones arides duBassin méditerranéen, s'étendant jusqu'au nord-ouest de
I'Himalaya. Cette plante est abondante dans la péninsule ibériqueet atteint une population plus
élevée dans le centre de I'Espagne s'étendant de I'est au sud-est. Ce taxon pousse a l'état
sauvage sur des substrats nitrofilés et riches en gypse (Salido et al., 2004 ; Dunn et
al .,1996).

L’armoise blanche est largement répandue aussi depuis les iles canaries jusqu’aux

steppes d’Asie centrale ( Iran, Turkménistan , Ozbérikistan) , et a travers 1’afrique du nord (
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Nabli , 1989).
2.1.4. Usage

Artemisia herba-albaAsso, également connue sous le nom d'absinthe du désert
(connue en arabe sous le nom de shih, Armoise blanche (Segal et al.,1987)a été utilisée en
médecine populaire par de nombreuses cultures depuis I'Antiquité, utilisée en médecine
traditionnelle marocainepour  traiter  I'hypertension  artérielle  et/ou le  diabete
(Ziyyat et al .,1997 ;Zeggwagh et al,2008). La tisane de cette espéce a été utilisé comme
agent analgésique, antibactérien, antispasmodique et hémostatique (Laid et al.,2008). Lors
d'une étude ethnopharmacologique enquéte menée parmi les Bédouins du désert du Néguev, il
a été constaté que [’Artemisia herba-alba soulage les troubles de I'estomac (Friedman et
al.,1986). Cette plante est également suggérée pour étre importante comme fourrage pour les
moutons etpour le bétail dans les régions des plateaux d'Algérie ou il pousse abondamment
(Fenardjiet al.,1994;Benmansour et al.,1998).Ascaridae de porcs et de vers terrestres ont été
tués par I'huile de I'Artemisia. herba-alba provenant de la Lybie en peu temps . (Callegari et
Rossi , 1939).

2.2.Artemisia campestris L.
2.2.1.Description botanique

C’est un arbuste, qui a de longues tiges d’une hauteur d’environ 30 a 80 cm et
formé de trés petites capitules de fleurs de forme ovale ou conigue et tres étroites, a involucre
scarieux , contient un petit nombre de fleurs de (3a8), de couleur jaunatre bordées de rouges,
et a pédoncule muni de poils blanchatres a brunatre, des feuilles glabres de couleurs verte
foncée mais les inférieurs sont dipénnatiséquées, et les supérieurs pénnatiséquées, les basales
pétiolés et auriculés ainsi que les tiges sont ligneuses a base striée ; (Quezel et Santa , 1962 ;
Ozentap, 1983 ; David A, Hervé M, 1994) .
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Figure 05:Aspect morphologique de I’espéce Artemisia campestris L.

2.2.2. Systématique de Artemisia campestris L (Caratini , 1971)

Tableau 3 : Systematique de I’espéce Artemisia campestris L.

Regne Plantae
Sous régne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta

Sous embranchement
Classe

Sous Classe

Ordre

Famille

Sous famille

Tribu

Sous tribu

Genre

Magnoliophyta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Asteridae
Asterales
Asteraceae
Asteroidae
Anthemidae

Artemisia
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Espéce Artemisia campestris L

2.2.3. Habitat et distribution

Le genre Artemisia contient un grand nombre d’espéces qui poussent de facon
spontanée dans plusieurs régions de I’hémisphére nord de la terre, dans le bassin
méditerranéen et dans le zones semi-arides et I’Himalaya (Vernin et al, 1995), dans

I’hémisphere sud en Austeralie , Afrique de sud , Amerique de sud (Kyong , 2007)
2.2.4. Usage

Depuis des milliers d’années 1’ArtemisiacampestrisL.a été utilisée dans la médecine
traditionnelle pour traiter plusieurs maladies et symptomes tels que les troubles digestifs, les
ulceres, les douleurs menstruelles ( Dob et al.,2010), aussi pour traiter les brulures, morsures
de serpents, eczéma, gastroentérite, la dysenterie, la fiévre , la toux et les infections urinaires
(Ben sassi et al .,2007).

2.3.Rosmarinus tournefortii de Noé
2.3.1. Description botanique

Rosmarinus tournefortii de Noé est un arbuste odorant, d’une hauteur de 1,5 jusqu’a 2
m, leurs feuilles persistantes sans pétiole longues et larges, aux bordes enroulés d’une couleur
verte sombre luisant sur le dessus, et blanchatres en dessous ( Jekka Mc Vicar , 2006), avec
des fleurs groupées en grappe d’une couleur variant entre le bleu pale et violet, leur calice est

velu a dents bordées de blanc (Jekka Mc Vicar, 2006.
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Figure 06 : Aspect morphologique de I’espéce Rosmarinus tournefortii de Noe.

2.3.2.Systématique de Rosmarinus tournefortii

Tableau 4 : Systématique de I’espéce Rosmarinus tournefortii de Noé

Régne Plantae

Embranchement Spermaphytes

Classe Dicotylédones

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Rosmarinus

Espeéce Rosmarinus tournefortii de Noé
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2.3.3.Habitat

L’origine principal de RT de Noé est du bassin méditerranéen, généralement dans les

terrainsarides et ensolleillés (H.panda , 2009).
2.3.4. Usage

Le Romarin est largement utilisé en cuisine, ainsi que dans les domaines d’industrie
agroalimentaire et cosmétique, et surtout pour préparer la marinade et pour la fabrication de
parfum (Comilleknockaert, 2002), 11 favoriser les fonctions d’¢limination rénale et digestive

et dans le traitement Symptomatique de troubles digestifs (Bruneton, 1993).
2.4. Thymus hirtus Willd.

Parmi les plantes aromatiques appartenant a la famille des Lamiacées, le genre Thymus
se distingue par les nombreuses espéces et variétés de plantes sauvages. Ce genre comprend
environ 400 espéces de plantes herbacées vivaces aromatiques, persistantes ou semi-
persistantes avec de nombreuses sous-especes, variétés,sous-variétés et forme.( De Martino et
al .,2009).

2.4.1.Description botanique

Thymus hirtus Willd produit 2 types d'individus, certains avec des fleurs femelles sans
étamines et d'autres avec des fleurs hermaphrodites.(Guesmi et al.,2019).
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Figure 07 : Aspect morphologique de I’espéce Thymus hirtus Willd.

2.4.2. Classification

D’apres Stahl Biskup et Saz.,2002, la classification de Thymus hirtus willd est la

Suivante :
Tableau 5 : Systématique de I’espéce Thymus hirtus Willd
Regne Plantae
Classe Menthea
Famille Lamiaceae
Sous famille Neptoidae
Genre Thymus
Espece Thymus hirtus willd.
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2.4.3.Habitat

distribue du bioclimat subhumide au bioclimat aride inférieur & une altitude allant de
120 a 1100m.(pottier-Alapetit.,1981 ;Nabli.,1995),11 pousse sur des marnes calcaires,
rocheuses et occasionnellement sur des sols grypsiféres faisant partie des formations
arbustives ouvertes et vit dans des conditions climatiques extrémes concernant la température

et I'approvisionnement en eau.(Morales.,1996)
2.5. Usage

L'huile de thymus est parmi les dix meilleures huiles essentielles au monde,
affichant des propriétés antimicrobiennes (Amarti F et al.,2008) ,antimycosique, antioxydant
(Zouari .,2011)conservateur alimentaire, antifongique (Teimouri M .,2012),elle est utilisée
comme ingredients aromatiques dans une grande variété de produits alimentaires, de boissons
et de confiserie, ainsi qu'en parfumerie pour parfumer les savons et lotions. En raison de leurs
propriétés antiseptiques, antispasmodiques et des propriétés antimicrobiennes, ils sont

également utilisés a des fins médicinales (El-Hela,2007 ; Cosentino ,1999).

Ces derniéres années, plusieurs rapports ont été publiés concernant la composition
et/ou la propriétés biologiques des huiles essentielles de thymus. Ces études ont souligné
I'existence de différences chimiques entre les huiles extraites de différentes especes ou
variétés. Plus de 20 indispensables des chémotypes d'huile ont été observés chez différentes
especes du genre Thymus (Lawrence ,2002), mais, en revanche, différents les chémotypes
peuvent pousser dans le méme habitat, donc I'étude de ce genre pourrait étre intéressante
(Loziene.,2005)
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CHAPITRE 2 Matériel et méthodes

L’objectif de notre travail est I’é¢tude de ’activité antibactérienne d’un mélange de 4
huiles essentielles des plantes : Artemisia herba alba Asso, Artemisia campestris L,
Rosmarinus tournefrtii de Noé et Thymus hirtus willd.

La partie expérimentale a été réalisée aux laboratoires du Hall technologique, de
I’Université Abbés Laghrour — Khenchela, elle comprend toutes les techniques et les
expérimentations a savoir I’extraction de I’huile essentielle et I’étude de Iactivité
antibactérienne par méthode de diffusion par disque, technique de microdillution pour
déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI), et finalement la détermination de la
concentration minimale bactéricide (CMB).

1. Préparation du matériel végétal

Nous avons travaillé sur la partie aérienne (tiges, feuilles, et fleurs), de la plante
Thymus hirtus willd., dont I'identification botanique a été faite par Pr. OUDJEHIH Bachir, du
Département d’Agronomie, Université Batna 1. Ensuite, cette plante disponible a 1’état
sauvage a été collectée durant le mois de Mars dans la région de Bouilef, commune de Fesdis
wilaya de Batna, a I’est de 1’Algérie, puis séchée a I’ombre et a ’aire libre pendant 20 jours.
Ensuite, un broyage de la plante a été réalisé pour passer a I’extraction des huiles essentielles.
Le reste des huiles essentielles formant les mélanges étudiés ont été fournis par Dr.
BERTELLA Anis.
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Figure 08 : Carte géographique de la wilaya de Batna ; commune de Fesdis, Bouielf

Plante séchée Plante broyée

Figure 09 : Préparation du matériel végétale de la plante Thymus hirtus Willd.

2. Extraction de I’huile essentielle

L’huile essentielle de Thymus hirtus Willd a été extraite selon la technique décrite
par (Outaleb et al., 2020), elle a été obtenue par Hydro-distillation dans un appareil de type
Clevenger, ou 50 g de plante est introduite dans un ballon de 1 litre, puis rempli de 0,5 L de
I’eau distillée. Le temps de I’extraction est estime a 3 h (Figure (A)). L’huile essentielle est
distinguée de 1’hydrolat (eau aromatique) par différence de densité et par sa couleur jaunatre,

ensuite, elle est récupérée par décantation (Figure (B)) et séché par I’ajout du sulfate de

sodium anhydre (Na;SQ,), enfin conservée dans un flacon fermé et stocké dans un endroit
frais (4°C) a I’abri de la lumiere (Figure (C)).
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Huile essentielle

Sortie de I'eau conservée dans un
flacon opaque et
Réfrigérant hermétique a 4°C
Huile

Entrée de I’eau essentielle

Hydrolat

Chauffe

Ballon

A. Appareil Clevenger B. Séparation par décantation C. Conservation de I’huile
essentielle

Figure 10: Procédé d’extraction de L’huile essentielle par hydro distillation

3. Détermination du rendement en huile essentielle

Le rendement en I’huile essentielle (RHE) est défini comme étant le rapport entre la
masse d’huile essentielle obtenue et la masse du matériel végétal et il est souvent obtenu
par la formule ci-dessous décrite par Adda et al., (2020):

[ RHE %= (MHE / MEV) .100 J

¢ RHE: Rendement en huile essentielle en (%0);
e MHE : La masse de I’huiles essentielle ();
e MEV : masse du matériel végetal (g).

4. Etude de P’activité antibactérienne

Le test d’activité antibactérienne a été faite pour les huiles essentielles seules d’Aretmisia
herba alba , Artemisia campestris ,Rosmarinus tournefortii et Thymus hirtus ,ensuite en
combinaison (mélange) par 5 ratios différents selon : la méthode de diffusion sur disque , la

méthode de microdillution sur plaque pour déterminer la concentration minimale inhibitrice et
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dernierement la détermination minimale bactéricide en milieu solide.

4.1.Souches bactériennes

L’activité antibactérienne de notre mélange d’huile essentielle a été testée sur un ensemble de
bactéries, qui sont responsables des infections nosocomiales et dont certaines d’entre eux sont
résistantes aux antibiotiques voir méme multi résistantes comme Staphylococcus aureus et
Enterococcus. (Elamri et al., 2014), certains sont résistantes comme Klebsiella pneumoniae
(Saeed et al., 2013) et d’autres sont sensible comme Escherichia coli (Akinyemi et al.,
2006).

Ces souches ont été fournies par le laboratoire d’analyse médical s services

bactériologiques de Batna et khenchela. Vous pouvez ajouter le profil d’antibiogramme.

Tableau 06 : Les souches bactériennes

Bactéries Gram Nature du prélévement
clinique

Escherichia coli —  Urine

Pseudomonas aeruginosa —  Pus

Klebsiella pneumoniae —  Urine

Staphylococcus aureus +  Urine

Enterococcus sp +  Urine

Au cours de notre expérimentation, on a préparé chaque jour les milieux de culture
suivants:
- Gélose nutritive (GN) : milieu d’isolement et de conservation non sélectif.
- Gélose Mueller Hinton (MHS) : milieu pour I’étude de la sensibilité des bactéries.
- Bouillon Mueller Hinton (MHB) plus Tween 80 (0,01%) v/v: milieu pour I’étude de la
concentration minimale inhibitrice, ainsi le role de Tween 80 est pour solubiliser 1’huile
essentielle.
Tous les milieux sont autoclavés a 121°C pendant 20 minutes.

4.2.Repiquage des souches bactériennes
L’activité antibactérienne a été réalisee sur des cultures jeunes en phase de

croissance exponentielle, alors un repiquage des souches bactériennes est effectué en prenant
un volume couvrant la boucle de 1’anse de platine que I’on a ensemencé sur des boites de pétri

contenant de la gélose nutritive, tout en travaillant dans des conditions aseptiques. Puis
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incubées a 37°C pendant 24h.

4.3.Préparation de I’inoculum bactérien
Avec une anse de platine stérile et a partir des cultures précédemment préparées, On

a pris 2 a 4 colonies bien isolées et on les a déposés dans un tube a essai contenant 9 ml
d’eau physiologique stérile. Apres on a fait une homogenéisation de la suspension
bactérienne a I’aide d’un vortex elle a été ajustée & une densité de 0,5 McFarland (1.10°
UFC /ml)

4.4.Préparation des mélanges des huiles essentielles

La préparation des mélanges des huiles essentielles a été faite selon 1’ordre des
huiles comme suit : Rosmarinus tournefortii ,Artemisia herba alba , Thymus
hirtus,Artemisia campestris, cette préparation comprend 5 mélanges avec différents ratios.

A TI’aide d’une balance précise et une micropipette on a pesé le volume de premier
huile aprés on a ajouté le volume de deuxieme huile ensuite en a continué jusqu’a on

obtient un poids finale d’un mélange de 4 huiles essentielles.

RT AHA ™ AC
Mélange (M1) 200 l 200 ‘ 200 ‘ 200
Mélange (M2) 350 I s0 l s0 ' 50
Mélange (M3) 50 350 s0 I 50
Mélange (M4) 350 S0 ‘ 350 I 50
Mélange (MS) 50 s0 l s0 ‘ 350

Figure 11 : Les volumes des mélanges des huiles essentielles préparés par pl

Les résultats des poids des mélanges des huiles sont regroupé dans le tableau ci-dessous

Tableau 07 : les mélanges des huiles essentielles
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Mélanges Ratio RT + AHA + TH + AC
RTLAHATHAC vl  P(@ V@) P V@) P@ V@) P@)
M1 1:1:1:1 200 0,1766 200 0,1682 200 0,0779 200 0,2504
M2 7:1:1:1 350 03119 50 00424 50 0,0210 50 0,0490
M3 1:7:1:1 50 00432 350 02870 50 0,0459 50 0,0511
M4 1:1:7:1 50 00436 50 00450 350 0,2961 50 0,0564
M5 1:1:1:7 50 00460 50 00434 50 00443 350 0,3089

RT : Rosmarinus turneforii de Noé ; AHA : Artemisia herba alba ; TH : Thymus hirtus willd ; AC : Artemisia
campestris L ; V : Volume ; P : Poids

4.5. Préparation des disques

Les disques servant a I’étude de I’activité antibactérienne par diffusion sur disque
ont été préparé préalablement, cette préparation est faite a partir du papier filtre qui est
découpé en disques de 6 mm de diametre, ensuite ces disques sont placés dans un tube

eppendorf pour la stérilisation a 1I’autoclave pendant 25 mn a 120°C.

4.6. Méthode de diffusion sur disque

L’activité antibactérienne a été étudiée en premier lieu par la technique de
L’aromatogramme décrite par (Khribch et al., 2018). Par conséquent, dans des conditions
aseptiques et a la surface de boites contenant la gélose Muller Hinton préalablement coulée,
on a écouvillonné la suspension bactérienne en surface partout et autour du bord du milieu,
ensuite a I’aide d’une pince stérile on a déposé au centre de la boite un disque stérile de papier
filtre d’un diametre de 6 mm et imbibé de 6 pl d’huile essentielle pure. Apres, on a laissé les
boites de pétri a une température ambiante pendant 15 minutes pour une pré-diffusion.
L’incubation est effectuée a 37°C pendant 24 heures.

La lecture se fait par la mesure des diametres des zones d’inhibition 1’aide d’une

régle graduée en millimetre (mm).
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Zone
d'inhibition

Muller Hinton —) ‘ ity l
( Disque

Boite Pétri %

Figure 12: Schéma d’un aromatogramme par méthode de diffusion sur disque

4.7.Préparation des dilutions des huiles essentielles V/V

Les dilutions des huiles essentielles Artemisia herba alba, Artemisia campestris |,
Rosmarinus tournefortii , Thymus hirtus willd et les mélanges M1, M2, M3, M4 et M5 a
été faite dans le dimethylsulfoxide (DMSO) a 40% (diluée dans de I’eau distillée, v/v) ,
pour obtenir des concentrations finales de 80, 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25 et 0,625 mg/ml.

Alors a I’aide d’une balance précise et une micropipette, on a pesé premiérement 0,64 g

de I’huile essentielle que 1’on ajoutée & 1,36 g de DMSO pour obtenir une huile diluée.

F =
\

Figure 13: Préparation de la dilution des huiles essentielles par pesage
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4.8.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La technique de détermination de la CMI est décrite par Bardaweel et al., 2015,
c’est une valeur qui correspond a la plus faible concentration en huile essentielle capable
d’inhiber la croissance de 80% de la population microbienne.

Dans notre cas, nous avons effectué 1’expérimentation dans une microplaque de 96 puits,
selon la méthode suivante (Figure 6): 50 ul de I’huile essentielle diluée sont déposés dans
les puits, sur lesquels on a ajouté 50ul de DMSO, ensuite on a ajouté dans chaque puits
200 pl de BMH plus Tween 80 (0,01%) v/v inoculé avec la suspension bactérienne pour
obtenir un volume totale de 300 ul par puits,Ensuite et apres une incubation a 37 °C
pendant 18 h, la lecture a été effectuée selon la méthode décrite par Elof (1998), en
ajoutant a chaque puits 50 ul d’indicateur coloré le 2, 3,5-diphenyltetrazolium chloride
(TTC) diluée dans de I’eau distillée a 1’ordre de 0,2 g/ml. Les microplagues sont
laissées a température ambiante pendant 15 min, ensuite on note la présence de

bactéries vivantes révélée par 1’apparition d’une colorationrouge en présence de TTC.
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HE HE HE
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80 mg/ml A . . '
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&
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©
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1 2 3 50uL 4
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A
Témoin = S— N
2 50 uLHE +200 L (SB +BMH) B
\/ \_/‘/ \\_/ \_//
~> ~ ~ ~ ~l
3 50 pL HE + 50 uL DMSO + 200 pL (SB +BMH) c
N N N S S’
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SB:Suspension bactérienne; HE: Huile essentielle:BMH: Boulllon muller Hinton:DMSO:Dimethylsulfoxide.
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Figure 14 : La technique de Micro dilution par microplaque (dessinée par InvisionStudio)

4.9.Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide est décrite par Bouzid et al., 2021 .elle
correspond a la plus faible concentration en huile essentielle capable de tuer plus de 99,9% de
I’inoculum microbien initial.

Pour déterminer la CMB, nous avons prélevé 5 pl de chaque puits n’ayant pas présenté
de culture bactérienne aprés révélation avec le TTC (2, 3,5-diphenyltetrazolium chloride) a
I’aide d’une micropipette et on les a mis dans des boites pétri contenant la gélose Muller Hinton
, ensuite ces boftes ensemencées sont incubées pendant 24 heures a 37 °C.

La lecture des valeurs de la CMB a été faite par observation a I’ceil nu, et elle a été déduite a

partir de la premiere boite qui n’a pas présenté de culture bactérienne.

f———Boite pétri
p
1 2 3 4 | - croissance
bactérienne
La concentration — )
minimale inhibitrice
(CMI) s ———MHS
Teémoin /
CMIAd ECM2.44 &= Souche. HE Puit

Incubation 24 heures & 37 °C

D
sonc /. EC,MZ,C{,./

Escherichia coli /le mélange (M2),7:1:1:1.

Encemencement de contenu des La concentration minimale bactéricide (CMB)

La lecture de CMI par le TTC e

TTC : le 2, 3,5-diphenyltetrazolium chloride ; MHS : Muller Hinton solide ; HE : huile essentielle

Figure 15: La détermination de concentration minimale inhibitrice et bactéricide
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1. Rendement

L’huile essentielle a été obtenue a partir 1’extraction de la plante de Thymus hirtus
Willd. par I’hydro distillation selon 1’appareil de type Clevenger, elle a été séchée par 1’ajout
du sulfate de sodium anhydre (Na;SOy,).

Le rendement en I’huile thymus hirtus willd a été calculé selon le rapport entre la
masse d’huile essentielle obtenue et la masse du matériel végétal, dont le rendement de

notre huile essentielle été plus important estimé de 1, 08 %.

AHA:Artemisia herba alba Asso., AC:Artemisia campestris L.,RT:Rosmarinus tournefortii de Noé., TH: Thumus hirtus Willd

Figure 16 : Le rendement de I’huile Thymus hirtus willd.
2. Méthode de diffusion sur disque
La méthode de diffusion sur disque a été utilisée pour évaluer I’activité
antibactérienne des huiles essentielles seules et en combinaison, ce test effectué sur 5 souches
bactériennes différentes.
2.1.Les huiles essentielles seules et en combinaison

Les résultats de ’activité antibactérienne des huiles essentielles par méthode de
diffusion sur disque, exprimé par la mesure du diametre de la zone d’inhibition sont regroupés

dans le tableau 1 ci-dessous:

Tableau 8: Diameétres des zones d’inhibitions des Bactéries testés vis-a-vis des huiles essentielles
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Bacteries Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

testées AHA AC RT TH
Staphylococcus aureus 11,50,7 6,5 0,7 750,7 13,5 0,7
Klebsiella pneumoniae 12,33 <6 0 13 14 11,66 1,15
Escherichia coli 11,5 0,7 6,5 0,7 15 4 11,5 0,7
Pseudomonas aeruginosa <6 0 6,33 0,57 4,94 <6 0
Enterococcus sp <6 6 6 0,7 <6 0

AHA : Artemisia herba alba Asso; AC : Artemisia campestris; RT : Rosmarinus tournefortii de Noé; TH : Thymus hirtus Willd.

Valeurs représentées en moyenne écart type calculées par le logiciel RSTUDIO.

La sensibilité des souches bactérienne vis-a-vis des huiles essentielles est tres

variable, selon Franchomme, 2001; Durrafourd, 2002, cette sensibilité permet de classer

les bactéries en fonction du diamétre de la zone d’inhibition, alors on note des souches non

sensible (-) ou résistante: un diamétre inférieur a 8 mm, modérément sensible (+) pour un

diametre de 8 a 14 mm, sensible (++) si le diametre est compris entre 14 et 20 mm et tres

sensible (+++) dans le cas des diametres supérieurs & 20 mm, cette échelle a été utilisée pour

décrire la sensibilité des souches bactérienne vis a-vis nos huiles essentielles étudiées.

Croissance bactérienne

Zone
d’inhibition

Disque imbibé de
I’huile essentielle

Staphylococcus aureus.AHA

N

Enterococcus sp.AHA

36



CHAPITRE 3 Résultats et discussion

Staphylococcus aureus.AC

Escherichia Coli .TH Enterococcus sp.TH

Figure 17: Effet des huiles Artemisia herba alba (AHA) ; Artemisia campestris (AC) ;Rosmarinus
tournefortii (RT) ;Thymus hirtus willd (TH) sur la croissance des bactéries

D’apres les résultats obtenus, nous constatons que 1’huile essentielle d’Artemisia
herba alba est dotée d’une activité inhibitrice modéré sur Staphylococcus aureus,
Escherichia Coli et Klebsiella pneumoniae traduite par des diamétres de la zone d’inhibition
de 11,5 mm et 12,33 mm respectivement, elles sont modérément sensible, alors que la souche

de Pseudomonas aeruginosa est trouvée résistante.

Cependant aucune activité inhibitrice n’a été enregistrée pour [’huile essentielle

d’Artemisia campestris sur les souches bactériennes étudiées.

Notre huile essentielle de Rosmarinus tournefortii a présente des activités variables,
une activité inhibitrice modéré sur Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa avec
des diameétres de 13 mm et 9,5 mm, une activité inhibitrice importante sur Escherichia Coli
traduite par un diameétre de 15 mm.,elle est sensible a cette huile . Néanmoins aucune activité

inhibitrice n’a été enregistrée sur Staphylococcus aureus.
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Quant a I’huile Thymus hirtus willd, elle a une activité inhibitrice modérée sur
Escherichia Coli, Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus avec des zones
d’inhibition allant de 11,5 a 13,5 mm, elle sont modérement sensible Alors que

Pseudomonas aeruginosa est résistante avec un diametre d’inhibition de inférieur a 6 mm.

Finalement, nos resultats obtenus montrent que la souche Enterococcus sp est la

seule souche résistante a toutes les huiles essentielles étudiees séparément. Et cela confirmé
qu’elle est résistante.

- a "
e

Enterococcus sp.M2 (7:1:1:1) Enterococcus sp.M3 (1:7:1:1)

Figure 18: Effet des mélanges des huiles essentielles sur la croissance des bactéries

En ce qui concerne les mélanges des huiles essentielles que nous avons prépares, les
résultatsregroupés dans le tableau 2, montrent une grande différence d’activité antibactérienne.

Tableau 9 : Diameétres des zones d’inhibitions des bactéries testées vis-a-vis des mélanges
des huiles essentielles

Bactéries Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

testées M1 M2 M3 M4 M5
Staphylococcus aureus 125 0,7 14,5 0,7 16 1,4 15 1,4 8 14
Klebsiella pneumoniae 90 8 14 9,5 0,7 70 75 0,7
Escherichia coli 16 0 <6 0 <6 0 14 0 8,5 07
Pseudomonas aeruginosa 70 <6 0 75 07 <6 0 <6 0
Enterococcus sp 11 0 8,5 6,5 125 2,1 115 21

M1:1:1:1:1; M2 : 7:1:1:1; M3 : 1:7:1:1; M4 : 1:1:7:1; M5: 1:1:1:7 (RT: AHA: TH: AC).

Valeurs représentées en moyenne écart type calculés par le logiciel RSTUDIO.
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Il est important de rappeler que les mélanges d’huile essentielle ont été préparés a raison
de plusieurs combinaisons, en prenant différentes quantités d’huile essentielle de Rosmarinus

Tournefortii, Artemisia herba alba, Thymus hirtus willd. et Artemisia Campestris.

Le mélange (M1) d’huiles essentielle contenant des ratios de 1:1:1:1 de chaque huile
essentielle est caractérisé une activité inhibitrice importante sur Escherichia coli avec un
diamétre de 16 mm, elle est sensible , ainsi une activité inhibitrice modérée sur
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae et Enterococcus sp avec des diamétres des

zones d’inhibition allant de 9 a 12,5 mm.

Relativement a les mélange (M2) et (M3) composés avec des ratios de 7:1:1:1et1:7:1:1
ont montrés des activités inhibitrice modéré et importante sur Staphylococcus aureus et
Klebsiella pneumoniae respectivement, traduites par des diametres de 14,5 et 16 mm. Alors

qu’aucune activité n’a été trouvée sur Escherichia coli.

En définitive par les mélanges (M4) et (M5) préparés avec des ratios de 1:1:7:1 et
1:1:1:7, les souches Escherichia coli et Enterococcus sp. Ont été inhibés modérément avec
des diametres de 14 et 8,5 mm, cependant aucune activité n’est trouvée sur Klebsiella

pneumoniae.

Le mélange (M4) qui a présenté une activité inhibitrice importante sur Staphylococcus
aureus exprimée par 15 mm de diamétre tandis que le mélange (M5) a une activité
inhibitrice modérée sur cette méme souche. Alors, sur I’ensemble des résultats obtenus
Pseudomonas aeruginosa a marqué une résistance contre tous les mélanges des huiles

essentielles.

Nos résultats de 1I’étude de pouvoir antibactérienne des huiles essentielles d’Artemisia
herba alba Asso .,Artemisia campestris L., Rosmarinus tournefortii de Noé et Thymus hirtus
Willdet leurs combinaisons avec différentes ratios sur 5 souches bactériennes sont similaires a

plusieurs études et différentes a d’autres.

En premier lieu ,Nous rappelons que le rendement en huile essentielle de Thymus hirtus
Willd était 1,8%, ce rendement était largement important de celui trouvé par Mighri et
al.,2009 , qui était 0,35% ,cependant notre rendement était faible par rapport de celui révélé

par Semeniuc et al.,2017 qui était 2,20 %.
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Le rendement des huiles essentielles est influencé par la saison de récolte, I'engrais et le
pH des sols, le choix et le stade des conditions de séchage, la situation géographique, le
chémotype, le choix de la partie de la plante ou du génotype et la méthode d'extraction. Al-
Shuneigat et al.,2015

D’aprés Dorman et al, (2000), I'activité antibactérienne des huiles essentielles est liée a
leur composition respective, la configuration structurelle et les groupes fonctionnels de leurs
constituants ainsi que l'interaction synergique possible entre les composants, ce qui explique
la variabilité des résultats obtenus, qui different d’une huile a une autre et par rapport a
chaque souche bactérienne étudié, pareil pour les mélanges préparés qui présument une

éventuelle synergie entre les différents composants.

En comparant nos résultats de 1’activité antibactérienne de 1’huile d’Artemisia herba alba
par méthode de disque, nous constatons qu’ils sont similaires aux résultats trouvés par Akrout
et al 2010; Mighri et al., (2010), la ou une activité inhibitrice modérée sur Escherichia coli
avec une zone d’inhibition de 12 mm est notée, alors qu’aucune activité inhibitrice sur
Pseudomonas aeruginosa n’a été observée. En plus, les résultats rapportés par Sbayou et al,
(2014) sur Staphylococcus aureus dont le diamétre d’inhibition a été trouvé 11 mm. Ainsi
pour Klebsiella pneumoniae notre résultat est presque similaire a celui trouvé par Al-

Shuneigat et al., 2015 avec un diametre de 11 mm.

Le résultat trouvé dans notre étude ne concorde pas avec 1’étude de Al-Shuneigat et
al.,2015pour Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, dont I’huile a révelé une activité
importante et modéré avec des zones d’inhibition de 18 et 9 mm respectivement .Cependant
cette huile n'a montré aucune spécificité vis-a-vis des bactéries Gram-positives ou Gram-

négatives , et cela correspond a notre résultats.

Notre huile Artemisia campestris a présentée des résultats similaires a Baykan erel et
al.,2012 duquel aucune activité antibactérienne sur Escherichia coli ,Pseudomonas
aeruginosa et Enterococcus sp avec des zones d’inhibition inferieur de 8, pourtant notre
résultats de cette huile sont différentes de celui trouvé dans 1’étude de Akrout et al., 2010,
dont une faible activité contre Staphylococcus aureus avec une zone d’inhibition de 10
mm , une activité importante sur Escherichia coli avec une zone d’inhibition de 18 mm ,
Alors que les études de Al Jahid et al., 2016, sur Artemisia campetris ,ont révélées des

résultats différentes que nous ,I’huile a présente des activités fortes ,importantes et modéréees
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sur Staphylococcus aureus, Escherichia coli et pseudomonas aeruginosa respectivement avec
des diamétres de 31, 15 et 10.3 mm.

Le pouvoir antibactérienne de Rosmarinus tournefortii dans notre étude est different de
celui trouvés par Tahri et ces colaborateurs., 2015, par lequel une activité modérée sur
Staphylococcus aureus et Escherichia coli, dont les zones d’inhibition de 10 et 9 mm
respectivement, ce pouvoir est dépend a des principaux composants le 1,8-cinéole et le
camphre. Sivropoulou et al., 1997.Plusieurs études montrent que les souches Gram-négatives
semblent étre plus sensibles que les souches Gram-positives due a leur paroi cellulaire
imperméable .Bendeddouche et al.,2011 ;Adwan et al .,1998 et ¢a confirme nous résultats

pour I’huile de Rosmarinus tournefortii.

Quant a I’huile Thymus hirtus willd , nous a donnée des résultats approximativement
similaires a Mighri et al., 2009 ,duquel les zones d’inhibition pour Staphylococcus aureus,
Escherichia coli sont 10 et 9 mm respectivement, Alors que nous ne concordent pas pour
Enterococcus sp et Pseudomonas aeruginosa , cette derniere était plus résistante, ce résultat
est en accord avec la nature de cette souche reconnue comme multi-résistante contre de

nombreux antibiotiques.

Ainsi les zones d'inhibition des différentes souches formant par I’huile de Thymus hirtus
Willd n'ont pas montré de grande différence dans les diametres observes pour les souches
Gram positives et négatives (Mighri et al., 200)9

Finalement les activités antibactériennes des huiles essentielles sont liées a leurs
compositions, dont le pouvoir antibactérienne de I’huile essentielle d’Aretmisia herba alba
est liée a la présence d'une teneur élevée en mono terpénes oxygénés (thuyones, camphre et
1,8-cinéole) Akrout et al., 2010 , et également liées a la présence des composants
principeaux chrysanthénol, cis-limonéne et a-terpinénol. Al-Shuneigat et al.,2015. Quant a le
I’action d’Artemisia campestris est attribuée a la présence de limonéne, -terpinéne, p-cymeéne,
terpinen-4ol et a-terpinéol méme en quantités relativement faibles et les composées
d'’hydrocarbures monoterpéniques. Akrout et al., 2010 et aussi sont liées a la présence de
certains composes bioactifs majeurs contenus, tels que le germacréne D et le —pinéne.
Silva.,2012 ; judeau.,2002.

Notre résultats des mélanges des huiles essentielles sont presque similaires a d’autre

mélanges des huiles de lavande et clary sage ,ylang et jasmin , petigrain et clary sage et
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jasmine avec un ratio de 3:4:3 dans les études de Tadtong et al ,2012 dont la souche

Pseudomonas aeruginosa est résistante aux deux melanges et la souche Escherichia coli est
inhibée modérément avec des zones d’inhibition de 10 ,1 et 12 ,4 mm ,ces valeurs sont trés
proche de notre mélanges (M4) et (M5), ainsi les deux mélanges ont montrés une activité

antibactérienne sur Gram positive que Gram négative.

Egalement a les études de Kon et Rai , 2012 sur des mélanges de famille Lamiaceae de
Rosmarinus offincinaliset Thymus Vulgaris , Mentha piperita et Thymus Vulgaris
,Pogestemon patchouli et Thymus Vulgaris avec un ratio de 1 :1 , les deux premiers
mélanges sont dotées une activité inhibitrice importante sur Staphylococcus aureus et
Eschirichia coli traduite par des diamétres allant de 14,6 a 18,9 mm , ces valeurs sont tres
proche de notre mélanges (M2) et (M1), alors que le dernier mélange exhibé une activité
inhibitrice importante et modéré sur les souches précédentes avec des zones de 18,3 et 12,4
mm ,ces diamétres sont trés proche de notre mélanges (M3) et (M4) sur les mémes souches

respectivement .
3.Détermination de concentration minimale inhibitrice et bactéricide CMI et CMB

Pour évaluer le pouvoir antibacterieen des huiles essentilles seules et en combinison
on alancé la détermination des concentration minimale inhibitrice en milieu liquide le muller
Hinton plus Tween 80 (0,01%) v/v dans plaque de 96 puits et bactéricide sur le muller

Hinton solide.

3.1.Les huiles essentielles seules et les mélanges

Témoin

CMmI

Escherichia coli
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Figure 19: La lecture de concentration minimale inhibitrice
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Figure 21: La lecture de concentration minimale bactéricide des huiles essentielles
Les résultats de CMI et CMB des huiles essentielles sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 08 : Concentrations minimales inhibitrice et bactéricide des huiles essentielles
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AHA AC RT TH
Bactéries testés CMI CMB CMI |[CMB CMI |[CMB CMI |CMB
mg/ml mg/ml mg/ml | mg/ml mg/ml | mg/ml  mg/ml | mg/ml
Gram +
Staphylococcus aureus 80 80 80 80 5 + 80 +
Enterococcus sp 40 80 80 80 2,5 + 20 40
Gram -
Escherichia coli 20 40 40 40 10 40 5 20
Pseudomonas aeruginosa 80 80 80 80 5 5 80 80
Klebsiella pneumoniae 20 40 40 80 5 + 40 80
+ : Croissance

Les huiles essentielles d’Artemisia herba alba et Artemisia campestris, ont présentées une
concentration minimale inhibitrice et bactéricide élevée de 80 mg/ml pour Staphylococcus
aureus et Pseudomonas aeruginosa, les autres souches ont été inhibées par des CMI allant de
20 & 40 mg/ml.

L’huile essentielle de Rosmarinus tournefortii @ munie des faibles CMIs de 5 mg/ml et 2,5
mg/ml pour Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae , Pseudomonas aeruginosa et
Enterococcus sp, ainsi cette huile n’a aucune activité bactéricide sur Staphylococcus

aureus ,Enterococcus sp et Klebsiella pneumoniae.

Quant a I’huile Thymus hirtus Willd, les souches Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa ont été inhibées a une concentration de 80 mg/ml, du moment que Escherichia

coli est eté inhibée a 20 mg/ml.

_—

Klebsiella pneumonia.M2 Pseudomonas aeruginosa.M3

Figure 22: La lecture de CMB des mélanges des huiles essentielles

Tableau 11: les valeurs de CMI et CMB des mélanges des huiles essentielles
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M1 M2 M3 M4 M5
Bactéries testées 1:1:1:1 7:1:1:1 1:7:1:1 1:1:7:1 1:1:1:7

C Ml CMB CMI CMB C MlI CMB C MlI CMB CMB CMB

mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml  mg/ml  mg/ml  mg/ml
Gram +
Staphylococcus aureus 5 20 5 + 5 + 10 40 20 40
Enterococcus sp 20 40 5 + 5 5 10 20 40 80
Gram -
Escherichia coli 20 40 10 40 10 20 10 20 10 20
Pseudomonas aeruginosa 80 + 5 5 5 + 40 + 40 +
Klebsiella pneumoniae 40 80 5 + 5 + 20 40 40 80

+ : Croissance

Le mélange (M1) des huiles essentielles avec un ratio de 1:1:1:1 est montré des
concentrations minimales inhibitrices faibles de 5 mg / ml pour Staphylococcus aureus, et
autres éleveées atteint 80 mg/ml pour Pseudomonas aeruginosa, comme ceci des concentrations
inhibitrices bactéricides allant de 20 a 80 mg/ml sur les souches testées tandis que 1’espéce

Pseudomonas aeruginosa reste résistante.

A I’égard des mélanges (M2) et (M3), ont exhibés des faibles CMIs de 5 mg/ml pour tout
les souches a I’exception de Escherichia coli qui a été inhibée & 10 mg / ml, de méme les
especes Pseudomonas aeruginosa et Enterococcus sp sont tuées par une concentration de 5
mg/ml de (M2) et (M3) respectivement. Les souches Staphylococcus aureus et Klebsiella

pneumoniae sont résistantes aux ces deux mélanges.

Derniérement les mélanges (M4) et (M5), sont capables d’inhiber les souches bactériennes
par des concentrations minimales compris entre 10 et 40 mg/ ml, du quelle T’espéce

Pseudomonas aeruginosa est reste résistante contre les deux mélanges.

L'effet antibactérien a été considérer bactéricide ou bactériostatique en fonction du rapport
: CMB/CMI.

En effet, CMB/CMI prés de 1 I'effet est bactéricide et si CMB/CMI supérieur de 4, I’effet
est bactériostatique. Pankey et al .,2004
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Tableau 12: les valeurs de CMB/ CMI des huiles essentielle et des mélanges

Bactéries CMB/ CMI
testées AHA AC RT TH M1 M2 M3 M4 M5
Staphylococcus aureus 1 1 - - 4 - - 4 2
Enterococcus sp 2 1 - 2 2 - 1 2 2
Escherichia coli 2 1 4 4 2 4 2 2 2
Pseudomonas aeruginosa 1 1 1 1 - 1 - - -
Klebsiella pneumoniae 2 1 - 2 2 - - 2 2

Notre résultats des concentrations minimales inhibitrices et bactéricides de notre huiles
essentielles Artemisia herba alba., Artemisia campestris., Rosmarinus tournefortii et Thymus
hirtus Willd., et leur combinaisons avec différente ratios était similaire a plusieurs étude et

différentes par rapport a d’autres.

Les concentrations minimales inhibitrices et bactéricides d’Artemisia herba alba sont plus
élevées que celles rapportés par Sbayo et al., 2014, dont les CMI et CMB supérieure de 20
mg/ml pour Pseudomonas aeruginosa et les CMI et CMB entre 2,5 et 10 mg/ ml été
enregistrés pour Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Enterococcus sp. Egalement a les
résultats de Amri et ces colaborateurs., 2013 sont importants que notre, en effet cette huile a
inhibée les souches Escherichia coli , Staphylococcus aureus , Pseudomonas aeruginosa,

Klebsiella pneumoniae de 50 a100 mg/ml et plus .

Cette activité inhibitrice est probablement liée a la teneur élevée en monoterpénoides
oxygenés (78,6%), car le camphre, le 1,8-cinéole et la thuyone sont trois monoterpenes aux
propriétés antibactériennes bien documentées. Imelouane et al., 2010 et encore le a-thujone ,

qui est peut-étre le responsable sur 1’effet bactéricide

Notre résultats de CMI de I’huile essentielle d’Artemisia Campesrtis était élevée que les
résultats de Al-Jahid et al.,2016, pour la souches Staphylococcus aureus qui a été inhibée a
25 mg/ ml, et un peu similaire pour Pseudomonas aeruginosa qui a eté inhibée a 100

mg/ml et faibles par rapport a Escherichia coli qui a été inhibée a 100 mg/ ml.

L’huile Rosmarinus tournefortii a présentée des résultats de CMI et CMB faibles par

rapport a I’étude de Outaleb et al.,2020, dont Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
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Klebsiella pneumoniae et ont été inhibéesa 10 a 20 mg/ml et les CMB étant de 20 mg/mi

et plus, cette inhibition dépend de présence d’ une quantité élevée de camphre.

Quant a I’huile de Thymus hirtus willd, a exhibée des CMI élevées par rapport a celui
trouvées par Mighri et ces coopérateurs ,2009 ,dont HE montrée une CMB de 10 mg/ml et
CMI de 1 mg/ml contre Staphylococcus aureus et Escherichia coli et une moyenne CMI de
10 mg/ml contre Pseudomonas aeruginosa, cette huile a montré des valeurs intéressantes de
CMl est CMB.

Ce qui concerne la combinaison des huiles essentielle , notre resultats étant similaire a des
certaines études et differentes par rapport a d’autre , Ainsi des études de Tadtong et al.,2012
sur des mélanges des huiles essentielles de lavande et clary sage et ylang , petigrain et
clary sage et jasmine avec un ratio de 3:4:3 , le premier mélange a montré des
concentrations minimles inhibtrices de 50 et 10 mg/ml sur la souche Escherichia coli
Staphylococcus aureus , cette derneir est similaire & notre mélange (M4),et le dexieme
mélange inhibe a 10 et 100 sur les meme souches Cependant les CMI des mélanges trouvées
par Rai et Kon.,2012 sont faibles que notre entre 0,1 et 5,5 mg/ml sur Escherichia coli et

Staphylococcus aureus.

Notre mélange (M4) avec un ratio de 1 :1 :7 :1 a montré une faible CMB de 5mg /ml qui
est trés proche de celui trouvées dans les études de Brochot et al .,2017 sur Pseudomonas
aeruginoa, dont la CMB était 6 mg /ml .Cependant leur mélanges ont révélées des CMI et
CMB tres faibles par rapport a notre entre 0,38 et 1,50 mg/ ml sur  Staphylococcus
aureus, Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae , ainsi deux souches gram négatives

étaient résistantes.

D’aprés Tadtong et al.,2012 l'effet antimicrobien différentiel des mélanges des huiles ou
deshuiles essentielles seuls peut étre influence par les quantité de composants actifs ,ainsi les
huiles essentielles ont une plus grande activit¢ que les melanges de leurs principaux
composants (Gill ; Mourey et Canillac., 2002), duquel la combinaison de ces grands
composants avec d'autres constituants peut entrainer un effet synergique, additif ou
antagoniste (Ultee et al., 2000)

En effet, un effet additif est observé lorsque I'effet combiné est égal a la somme des effets

individuels. L'antagonisme est observeé lorsque I'effet d'un ou des deux composes est moindre
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lorsqu'ils sont appliqués ensemble que lorsqu'ils sont appliqués individuellement. La synergie

est observée lorsque I'effet des substances combinées est supérieur a la somme des effets
individuels Burt ,2009.

Les effets de synergisme ,addition et antagonisme est dépend a les interactions des
composés des mélanges des huiles essentielles Kon et Rai .,2012 du quelle les études de
Bassolé et ces colaborateurs .,2010 a présentés une activité synergétique du carvacrol and
eugenol, carvacrol et thymol, carvacrol et linalool, , menthol et eugenol, eugenol et thymol,
eugenol etlinalool sur Escherichia coli, Cependant la combinaison de carvacrol et thymol a
presenté un antagonisme sur Escherichia coli . Requena et al ,2019, et les mémes composant
ont présentés un synergisme ,Ainsi que la combinaison de carvacrol et menthol a presenté un

effetadditif sur Escherichia coli.

En outre les études de Gallucci et al., 2009; Rivas et al., 2010 n’exhibées pas des résultats
positives entre les composes qui ont des effets antibactérien prouvés. Les différentes
interactions de carvacrol and thymol sont liées a la similarité de la structure des molécules,

donc un mécanisme similaire d’action.

L'effet antagoniste a été attribué a I'interaction entre les hydrocarbures monoterpéniques non
oxygenés et oxygénés Hammer et al 1999, Gofii,2009 encore entre eugenol/carvacrol qui
dépend au leurs ratios Requena et al ., 2019 , de plus un effet synergétique est présenté entre
thymol and cymene, dans différentes huiles essentielles ,ces deux composant ont la méme
structure, sauf le cymen a un faible groupe de hydroxl, sont hydrophobes elles accumulent

dans la membrane de cellule puis pénétrer dans le cytoplasme. Delgado et al.,2004.

La plupart des études ont attribué des effets additifs et synergiques aux composés
phenoliqueset alcooliques. En géneral, les composes ayant des structures similaires présentent
un effet additif plutdt que synergique. L'apparition d'interactions additives de certaines huiles
essentielles a été liee a leurs principaux composés phénoliques (carvacrol et thymol)
Baipai.,2012 ;Lambert et al.,2001 et Azeredo.,2011.

En effet ,La détermination de effet synergétique ,additif et antagoniste se fait par le calcule
de I’index concentration inhibitrice fractionnaire (FIC ingex) ,dont FIC ingex =1 effet est
additif ;inferieur de 1 effet est synergétique et supérieur de 1 effet est antagoniste (Bell, 2005;
Krepker et al., 2017; Pei et al., 2009)
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FIC ingex = FIC (HE1) + FIC(HE2)

FIC = CMI de mélange/CMI d’HE

Selon Requena et al., 2019, la méthode facile et rapide pour détecter I’effet antagoniste et
synergistique en utilisant le colorant thiazolyl blue tetrazolium bromide colométrique (MTT),
la technique est effectue dans une microplaque de 96 puits dont le principe est ajoute 10 pl
de MTT dilue dans PBS dans les puits ,et incube a 37°C pendant 4heures ,la transformation
de la couleur jaune de MTT en mauve indique les cellules vivantes ,c'est-a-dire un

antagonisme.
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Conclusion

Conclusion et perspectives

L'utilisation inappropriée des antibiotiques pour le traitement des infections

bactériennes, conduit a I’apparition de souches multi résistantes, d'ou l'importance d'orienter
la recherche vers de nouvelles solutions notamment vers la phytothérapie qui a toujours été
une source d'inspiration pour de nouveaux médicaments.
Les huiles essentielles des plantes médicinale jouent un réle crucial surtout les activites
antimicrobiennes de ces composants, dont plusieurs études ont prouvées 1’efficacité des
huiles et leur combinaison contre les bactéries résistantes aux antibiotiques. Cependant
plusieurs études sont contre la combinaison des huiles en raison des interactions entre les
composants.

Notre travail d’actuelle destiné a 1’évaluation de I’activité antibactérienne d’un mélange
de 4 huiles essentielles : Artemisia herba alba asso., Artemisia campestris L., Rosmarinus
tournefortii de Noé et Thymus hirtus Willd.

L’activité antibactérienne a été déterminée sur cing souches bactériennes selon trois
techniques ; la méthode de disque, la détermination de concentration minimale inhibitrice sur
milieu liquide et bactéricide sur milieu solide.

Les résultats des huiles essentielles indiquent que 1’huile de Rosmarinus tournefortii a une
activité inhibitrice importante sur Escherichia coli avec un diamétre de zone d’inhibition de
15 mm , les deux huiles Artemisia herba alba et Thymus hirtus Willd ont moindre activité
inhibitrice traduite par un diametre de 13,5 et 12,33 mm sur Escherichia coli et
Staphylococcus aureus. Alors que 1’huile d’Artemisia campestris n’a aucune activité sur les
souches testées.

Le rapport CMB/CMI permet de déterminer ’effet bactéricide ou bactériostatique des
huiles essentielles, duquel les HEs Artemisia herba alba et Artemisia campestris ont exhibées
une activité bactéricide avec un ratio CMB/CMI de 1 sur Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus, durant que les HEs Rosmarinus tournefortii et Thymus hirtus
Willdont montrées un effet bactériostatique sur Escherichia coli avec un ratio de CMB/CMI
de 4. La souche Staphylococcus aureus resiste contre RT et TH.

Quant a le mélange des huiles essentielles, les résultats a révelés que le mélange (M1) des
huiles RT: AHA: TH: AC avec un ratio de 1:1:1:1 est doté une activité importante sur
Escherichia coli traduite par un diameétre de 16 mm, ainsi le mélange (M2) avec un ratio de
7:1:1:1 a une moindre activité ne dépasse pas 14,5 mm de diamétre de la zone d’inhibition sur

Staphylococcus aureus.
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Conclusion

Pour les mélanges (M3) et (M4) avec des ratios de 1:7:1:1 et 1:1:7:1 ont prouvés une

activité inhibitrice importante allant jusqu'a 16 mm de diamétre de la zone d’inhibition sur
Staphylococcus aureus. En définitive, le melange (M5) avec un ratio de 1:1:1:7 a démontré
une activité inhibitrice modéré avec 11,5 mm de la zone d’inhibition sur Enterococcus sp. La
seul souche résiste contre tous les mélanges est Pseudomonas aeruginosa.
Un effet bactériostatique avec un ratio de CMB /CMI de 2 a été remarqué pour les
mélanges (M1), (M4) et (M5) sur les souches Enterococcus sp et Klebsiella pneumoniae,
encore un effet bactéricide de 1 sur Pseudomonas aeruginosa et Enterococcus sp des
mélanges (M2) et (M3) respectivement.

Bien que les mélanges n’ont pas une activité bactéricide contre certaines souches testées,
ca n’élimine pas leurs activités bactéricides contre les autres souches résistantes comme
Pseudomonas aeruginosa et Enterococcus sp.

En conclure que la combinaison des huiles essentielle offrent un moyen efficace et approche
économiquement réalisable dans la lutte contre les bactéries résistantes aux antibiotiques.
Notre résultats encouragent et motivent les chercheurs qui refusent la combinaison des huiles
comme un agent antibactérien de faire des expériences profondes in vitro et in vivo a I’avenir
avec prend au sérieux 1’étude des interactions entre les composants d’un mélange des huiles

essentielles.
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